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ABSTRAK
Pendahuluan: Biji kacang merah dalam bentuk produk fermentasi mengandung senyawa aktif yang diketahui dapat
menurunkan kadar glukosa darah diduga bekerja pada enzim a-amylase dan maltase-glucoamylase (MGAM). Tujuan
penelitian ini memprediksi afinitas yang terbentuk antara senyawa aktif produk fermentasi biji kacang merah dengan
enzim target dan memprediksi fisikokimia, farmakokinetik, toksisitas senyawa produk fermentasi biji kacang merah.
Metode: Penelitian secara in silico dilakukan pada 10 senyawa aktif yang dominan pada produk fermentasi biji kacang
merah. Proses docking menggunakan metode molecular docking di web http://www.dockingserver.com. Menggunakan
kontrol acarbose dan enzim a-amylase dan MGAM. Struktur 3D senyawa dan kontrol diambil dari Pubchem. Konversi
format pdb menggunakan http://swissmodel.expasy.org. Analisa afinitas senyawa ligan terhadap enzim membandingkan
energi bebas, konstanta inhibisi, interaksi permukaan, dan residu asam amino dengan acarbose. Analisa fisikokimia,
farmakokinetik, dan toksisitas menggunakan pKCSM pada senyawa aktif produk fermentasi biji kacang merah dan
acarbose.
Hasil: Berdasarkan afinitasnya, senyawa hesperetin-glucoronide-hexoside dan kaempferol 3-0-glucoside diprediksi
memiliki afinitas terhadap enzim enzim a-amylase dan MGAM. Analisa pkCSM menunjukkan senyawa hesperetin-
glucoronide-hexoside dan kaempferol-3-O-glucoside berpotensi bekerja optimal pada lumen usus dan tidak toksik.
Kesimpulan: Senyawa produk fermentasi biji kacang merah hesperetin-glucoronide-hexoside dan kaempferol 3-0-
glucoside diprediksi menghambat enzim o-amylase dan MGAM. Pada pkCSM, hesperetin-glucoronide-hexoside dan
kaempferol-3-O-glucoside diprediksi bekerja optimal di lumen intestinal.
Kata Kunci : antidiabetes; fermentasi biji Phaseolus vulgaris L.; in silico; pkCSM
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ABSTRACT
Introduction: Red bean seeds in the form of fermented products contain active compounds that are known to lower blood
glucose levels, which are thought to act on the a-amylase and maltase-glucoamylase enzyme. The purpose of this study
to predict the affinity formed between the active compound of the red bean seed fermented product and the target enzyme
and to predict the physicochemical, pharmacokinetic, and toxicity of the compound of the red bean seed fermented
product.
Methods: In silico research was conducted on 10 active compounds that are dominant in the fermented red bean seed
product. The docking process uses the molecular docking method using the web http://www.dockingserver.com. Using
acarbose control and the enzymes a-amylase and MGAM. The compound and control 3D structures were taken from
Pubchem. Convert pdb format using http://swissmodel.expasy.org. Analysis of the affinity of the ligand to the enzyme
compared the free energy, inhibition constant, surface interaction, and amino acid residues with acarbose.
Physicochemical, pharmacokinetic, and toxicity analysis using pKCSM on the active compounds of red bean seed
fermentation products and acarbose.
Results: Based on its affinity, hesperetin-glucoronide-hexoside and kaempferol 3-0-glucoside compounds are predicted
to have an affinity for the enzymes a-amylase and MGAM. PKCSM analysis showed hesperetin-glucoronide-hexoside
and kaempferol-3-O-glucoside compounds could potentially work optimally on the intestinal lumen and not toxic.
Conclusion: The fermented product compounds of hesperetin-glucoronide-hexoside red bean seeds and kaempferol 3-0-
glucoside diprediccy inhibit the enzyme a-amylase and MGAM. In pkCSM, hesperetin-glucoronide-hexoside and
kaempferol-3-O-glucoside are predicted to work optimally in the intestinal lumen.
Keyword: antidiabetic; fermentation of Phaseolus vulgaris L seeds; in silico; pkCSM
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PENDAHULUAN

Diabetes Mellitus Tipe 2 dikenal dengan non-
insulin dependent DM yang dikarakteristikan dengan
kondisi hiperglikemia, resistensi insulin, dan defisiensi
insulin®. Hiperglikemia merupakan kondisi jumlah
glukosa yang berlebihan bersirkulasi dalam plasma
darah?. Hiperglikemia kronis akan meningkatkan
resiko terjadinya DM tipe 2. Salah satu penyebab
terjadinya hiperglikemia adalah kebiasaan diet tinggi
lemak dan karbohidrat.  Diet tinggi lemak dan
karbohidrat menyebabkan perubahan komposisi
bakteri normal flora di intestinal yang menyebabkan
penurunan fermentasi oligosakarida untuk
menghasilkan Short Chain Fatty Acid (SCFA) dimana
hal ini menyebabkan peningkatan pH di intestinal. pH
yang tinggi akan meningkatkan aktivitas enzim alpha
amylase dan maltase-glucosidase dalam mendegradasi
bentuk polisakarida menjadi bentuk monosakarida
sehingga menyebabkan peningkatan kadar glukosa
darah34567,

Pencernaan karbohidrat diperankan oleh enzim
yang disekresikan kelenjar saliva dan pankreas yaitu
enzim a-amylase untuk memotong ikatan o-(1,4)%.
Dilanjutkan dengan peran enzim hidrolitik yang berasal
dari enterosit di vili usus halus yaitu enzim Maltase-
glucoamylase untuk memotong ikatan a-(1,4) dan a-
(1,6) yang kemudian mengubah bentuk polisakarida
menjadi bentuk monosakarida®. Obat yang digunakan
pada kondisi hiperglikemia salah satunya adalah
acarbose yang memiliki mekanisme kerja menghambat
enzim a-glukosidase untuk menghidrolisis
oligosakarida pada dinding wusus halus, serta
menghambat enzim a-amylase untuk hidrolisis
polisakarida serta efektif mengurangi peningkatan
kadar glukosa postprandial®°,

Salah satu produk makanan yang telah dibuktikan
secara in vivo pada tikus mempunyai kemampuan
menurunkan kadar glukosa darah adalah tempel!.
Tempe merupakan produk makanan tradisional
Indonesia yang dibuat dari proses fermentasi
menggunakan jamur Rhizopus oligosporus'?. Proses
fermentasi akan menyebabkan proses hidrolisis yang
menghasilkan enzim beta glikosida yang berperan
dalam perubahan bentuk isoflavon glikosida menjadi
bentuk isoflavon aglikon bebas®®.

Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa
senyawa isoflavone pada tempe kacang kedelai yang
dibuktikan secara in vitro mempunyai daya hambat
terhadap enzim a-glucosidase sebesar 11.89% dengan
nilai 1Cso sebesar 1,4 mg'4. Selain biji kacang kedelai,
biji kacang merah (Phaseolus vulgaris L.) juga dapat
digunakan sebagai bahan baku pembuatan tempe. Hasil
penelitian in vitro, ekstrak kacang merah dapat
menghambat a-amylase yang ditunjukkan dengan tidak
terbentuk gula pereduksi pada konsentrasi 2,5mg/ml
dan 5mg/mI*. Penelitian ini menggunakan biji kacang
merah sebagai bahan dasar produk fermentasi.

Insilico merupakan metode komputasi yang
banyak digunakan untuk memprediksi mekanisme
kerja suatu senyawa aktif menimbulkan efek biologis?®.
Metode yang digunakan adalah molecular docking
dengan prinsip ligan-receptor structure relationship
dan metode analisis pkCSM memprediksi sifat
fisikokimia, ADME, dan toksisitas untuk mengetahui
potensi senyawa aktif apabila diberikan peroral untuk
mencapai target intestinal'®!"18, Berdasarkan uraian
diatas, penelitian ini untuk mengetahui senyawa aktif
produk fermentasi biji kacang merah apa yang dapat
menghambat enzim alpha amylase dan maltase-
glucamylase. dengan mengukur afinitas senyawa aktif
produk fermentasi kacang merah (Phaseoulus vulgaris
L.) terhadap enzim a-amylase dan maltase-
glucoamylase secara in silico dengan menggunakan
kontrol acarbose. Serta memprediksi  potensi
penggunaan senyawa aktif diberikan secara peroral
melalui prediksi sifat fisikokimia, ADME, dan
toksisitas senyawa aktif produk fermentasi biji kacang
merah.

METODE PENELITIAN
Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode komputasi
(In Silico) molecular docking dengan penambatan
senyawa aktif produk fermentasi biji kacang merah
(Phaseolus vulgaris L.) terdiri dari daidzein, genistein,
glisitein, catechin, feruloyl hexoside acid, hesperetin
glucuronide-hexoside, p-hydroxybenzoic acid,
hydroxycinnamic, quercetin-O-acylhexoside,
kaempferol-3-O-glucoside terhadap protein target a-
amylase dan maltase-glucoamylase yang merupakan
senyawa dominan dengan kadar total daidzein,
genistein, glisitein 152,76 mg/100g, feruloyl hexoside
acid 42,42+3,68 ug/g, hesperetin glucuronide-hexoside
6,61+1,37 pg/g, p-hydroxybenzoic acid 20,65+1,45
pg/g, hydroxycinnamic 188,32+4,33 ug/g, quercetin-
O-acylhexoside 1,18+0,02 pg/g, kaempferol-3-O-
glucoside 1,57+0,01 pg/g sebagai antidiabetes dengan
acarbose sebagai kontrol*®?°, Serta menggunakan
pkCSM online tool dengan memprediksi nilai
fisikokimia, ADME dan toksisitas senyawa aktif tempe
kacang merah .

Alat dan Bahan

Penelitian ini menggunakan alat berupa
komputer dengan spesifikasi RAM 4.00 GB, Intel ®
core ™ {5 CPU @ 2.50GHz 2.71 GHz, Sistem operasi
Microsoft Windows 10 Pro 64-bit, koneksi internet,
software berbasis web pada docking server
(http://www.dockingserver.com), dan software pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm).

Bahan vyang diperlukan dalam melakukan
penambatan molekul dan analisa pkSCM yaitu struktur
3D molekul senyawa aktif herbal tempe kacang merah
(Phaseolus vulgaris L.), struktur tiga dimensi protein
target a-amylase dan maltase-glucoamylase. Struktur
tersebut diunduh dari website protein databank
(http://rcsb.org) dan pubchem
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Teknik Analisis Data

Hasil uji in silico diamati dengan parameter energi
ikatan bebas, konstanta inhibisi, interaksi permukaan
dan residu asam amino antara ligan dan protein target
dan hasil uji pkCSM diamati dengan parameter
absorbsi, distribusi, metabolisme, ekskresi, toksisitas,
dan lipinski rule®2L,

HASIL PENELITIAN
Hasil dan Analisa data Uji Molecular Docking

Senyawa Aktif Produk Fermentasi Biji Kacang
Merah dan Acarbose dengan Enzim Alpha Amylase

Berdasarkan keempat kriteria yang digunakan
untuk mengetahui afinitas suatu senyawa aktif terhadap

enzim, maka dapat diketahui senyawa aktif yang
mempunyai afinitas kuat dalam menghambat enzim
alpha amylase adalah hesperetin-glucoronide-hexoside
dengan nilai energi ikatan bebas rendah -7,30 kcal/mol,
konstanta inhibisi rendah senilai 4,48 uM lebih besar
dari kontrol acarbose, interaksi permukaan tinggi
senilai 599,418 A lebih kecil dari kontrol acarbose dan
tidak terbentuk residu yang sama dengan kontrol
acarbose. Serta terdapat senyawa kaempferol 3-0-
glucoside dengan nilai energi ikatan bebas -6,866
kcal/mol, konstanta inhibisi 9,34 uM, interaksi
permukaan senilai 576,56 A dan tidak terbentuk residu
asam amino yang sama dengan kontrol.

Tabel 1. Afinitas Produk Fermentasi Biji Kacang Merah (Phaseolus vulgaris L.) dan Acarbose terhadap
Alpha Amylase

Jumlah residu Jumlah
asam amino persamaan
dibanding residu asam

Acarbose amino

Ikatan hidrogen: GLY321 8 100%
Polar : ASP315
Kation-Pi : HIS320, TYR77

Hydrophobic : LEU177,
HIS216, LEU180

Lain-lain : TRP74
599,418 Polar : HIS346 0 0%

Kation-Pi : PHE421
Hidrofobik : PRO420, PRO347
Lain-lain : ASN294, GLU297

Kaempferol-3-O- -6,86 9,34 576,56 Polar : ASP153, ASN152, 0 0%
glucoside ARG139

Hidrofobik : ALA184

Lain-lain : TRP149, LYS155
Polar : GLN78, ASP315 3 37,5%

Kation-Pi : TRP74, TRP73
Hidrofobik : TYR77, VAL122
Lain-lainnya: ILE66, PRO69
Polar : GLN16, ASN265 0 0%
Hidrofobik : LEU226
Lain-lain : LYS242, LYS223,
PRO243. ILE245
Feruloyl hexoside -6,28 24,85 684,461 Polar :TRP74, ASP315, 4 50%
acid ASP212, GLU248
Hidrofobik : HIS320, TRP73
Lain-lain : LEU180, GLNT78,
SER178, HIS314, ARG210
Polar : GLN78, HIS320, 4 50%
HIS314, ASP315, ARG210,
ASP212
Kation-Pi : TYR77
Hidrofobik : TRP74, TRP73
Polar : GLN78, ASP212 5 62,5%
Kation-Pi : TYR77, TRP73,
H1S320
Hidrofobik : TRP74, LEU180
Lain lain : ASP315
Ikatan hidrogen : GLN16, 0 0%
SER18, SER241
Polar : LYS242, ASN20
Hidrofobik : PRO238
Polar : GLN78, HIS314, 3 37,5%
ASP315, ARG210, ASP212
Kation-Pi : TYR77
Hidrofobik : TRP74, TRP73
p-Hydroxybenzoic -5,06 195,35 348,364 Ikatan hidrogen : GLN16, 0 0%
acid SER241
Polar : LYS242, SER18
Lain-lain : ASN20, PRO238

Energi

: Konstanta Interaksi
ikatan

Inhibisi Permukaa
bebas
(kcal/mol) (uM) n(A)

Acarbose* -11,77 2,36 921,2

Ligan Residu Asam Amino

Hesperetin -7,30 4,48
glucuronide-hexoside

Glisitein -6,77 10,91 720,268

Quercetin-O- -6,63 13,82 571,082
acylhexoside

Genistein -5,72 63,93 555,127

(+)-Catechin -5,66 70,95 591,392

Hydroxycinnamic -5,36 117,81 398,164

Daidzein -5,32 126,21 549,25




Keterangan: Penambatan senyawa aktif produk fermentasi biji kacang merah dengan protein target maltase-glucoamylase menggunakan
molecular docking server, dengan grid box 100. Residu asam amino yang terikat oleh acarbose dianggap sebagai ikatan acarbose terhadap site
active dari enzim maltase-glucoamylase dan ulangan 10 kali*. *Kontrol positif alpha amylase inhibitor dan maltase-glucoamylase inhibitor

Hasil dan Analisa data Uji Molecular Docking energi ikatan bebas -7,26 kcal/mol lebih kecil dari
Senyawa Aktif Produk Fermentasi Biji Kacang senyawa lain, konstanta inhibisi rendah dengan
Merah dan Acarbose dengan Enzim Maltase- nilai 4,79 nM, nilai interaksi permukaan 559,117 A,

dan tidak terbentuk residu asam amino yang sama
dengan kontrol acarbose. Dan kaempferol-3-O-

Hasil m(_)let_:_L_JIar docking senyawa aktif glucoside dengan nilai energi ikatan bebas -7,25
produk fermentasi biji kacang merah berdasarkan kcal/mol, konstanta inhibisi rendah dengan nilai

keempat kriteria didapatkan senyawa hesperetin 4,82 nM, nilai interaksi permukaan 654,28 A, dan

glucuromde_— hexosllde d'ﬁred'kS' rlnamzu berlkaftlar? tidak terbentuk residu asam amino yang sama
engan enzim maltase-glucoamylase dengan nilai dengan kontrol acarbose.

glucoamylase

Tabel 2. Hasil Analisis Energi Ikatan Bebas (AG), Konstanta Inhibisi (Ki), Nilai Interaksi Permukaan,
dan Residu Asam Amino Produk Fermentasi Biji Kacang Merah (Phaseolus vulgaris L.) dan Acarbose

terhadap Maltase-glucoamylase

Jumlah residu Jumlah
asam amino persamaan
dibanding residu asam

Acarbose amino

Acarbose* -11,24 5,81 691,675 Hidrogen: ASP289 9 100%

Polar : ARG612, THR291,
GLNG689, ASP628

Hidrofobik : TRP492, PHE536,
MET530

Lain-lain : SER534
Hesperetin -7,26 4,79 559,117 Polar : ASN551, THR555 0 0%
glucuronide-hexoside Kation-Pi : TYR562

Hidrofobik : PHE554

Lain-lain : ASP104

Kaempferol-3-O- -1,25 4,82 654,28 Polar : THR555, TYR562, 0 0%
glucoside ARG557
Hidrofobik : PHE554

Glisitein -6,91 8,59 678,98 Polar : THR555, ASP104, 0 0%
GLN105, ARG115

Kation-Pi : PHE164
Feruloyl hexoside -6,82 10,03 626,295 Hidrogen : THR555 0 0%
acid Polar : ARG557, ASN551
Kation-Pi : TYR562
Hidrofobik : PHE554
Quercetin-O- -6,02 38,82 511,899 Polar : TRP129, ASN100 0 0%
acylhexoside Hidrofobik : VAL125, PRO107
Lain-lain : PRO128
Genistein -5,85 51,79 543,714 Hidrogen : THR555 0 0%
Polar : ARG557
Hidrofobik : PHE554
Lain-lain : ASN551, PRO552
(+)-Catechin -5,50 93,54 561,283 Polar : THR555, ARG557 0 0%
Kation-Pi : TYR562
Hydroxycinnamic -5.40 109,32 482,574 Hidrogen : SER374 0 0%
Polar : LYS862, ARG606
Hidrofobik : PHE608, ILE609,
PRO373, MET653, ALA623
Lain-lain : ALA598
Daidzein -5,29 132,15 536,325 Hidrogen : THR555, ARG557 0 0%
Hidrofobik : PHE554
p-Hydroxybenzoic -4,67 375,17 385,292 Hidrofobik : PRO373, PHE608, 0 0%
acid MET653, ALA371
Lain-lain : PRO370, PRO652,
ALA377
Keterangan: Penambatan senyawa aktif produk fermentasi biji kacang merah dengan protein target maltase-glucoamylase menggunakan
molecular docking server, dengan grid box 100. Residu asam amino yang terikat oleh acarbose dianggap sebagai ikatan acarbose terhadap site
active dari enzim maltase-glucoamylase dan ulangan 10 kali*. *Kontrol positif alpha amylase inhibitor dan maltase-glucoamylase inhibitor

Energi Konstanta Interaksi
Ligan ikatan bebas Inhibisi Permukaan Residu Asam Amino
(kcal/mol) (um) (A)




Fisikokimia, Farmakokinetik, dan Toksisitas
Senyawa Aktif Produk Fermentasi Biji Kacang
Merah

Senyawa aktif produk fermentasi biji kacang
merah terdiri dari Daidzein, Genistein, Glisitein,
Catechin, Feruloyl hexoside acid, Hesperetin
glucuronide-hexoside, p-Hydroxybenzoic acid,
Hydroxycinnamic, Quercetin-O-acylhexoside,
Kaempferol-3-O-glucoside®?, Senyawa tersebut telah
dilakukan  penelitian  untuk  mengetahui  sifat
fisikokimia, farmakokinetik dan toksisitas dari masing-
masing senyawa dengan hasil yang telah tertera pada
Tabel 5.3 dan Tabel 5.4 melalui online tool pkCSM.

Sifat fisikokimia menunjukkan prediksi suatu
senyawa aktif mudah diserap epitel intestinal dan
memiliki permeabilitas yang tinggi. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa senyawa glisitein terdapat 2
penyimpangan aturan lipinski, hesperetin glucoronide-
hexoside dan kaempferol-3-O-glucoside terdapat 3
penyimpangan aturan lipinski, ferruloyl hexoside acid
terdapat 1 penyimpangan aturan lipinski, sedangkan
senyawa quercetin-O-acylhexoside, catechin,
genistein, daidzein, hydroxycinnamic, dan p-
hydroxybenzoic acid tidak terjadi penyimpangan
aturan lipinski.

Indikator kemampuan senyawa aktif dapat
diabsorbsi menggunakan nilai kemampuan absorbsi
oleh intestinal. Hasil penelitian menunjukkan urutan
senyawa aktif produk fermentasi biji kacang merah dari
yang sulit diabsorbsi adalah hesperetin glucuronide-
hexoside, feruloyl hexoside acid, kaemferol 3-O-
glucoside, glisitein, catechin, p-hydroxybenzoic acid,
quercetin-O-acylhexoside,genistein, hydroxycinnamic,
daidzein.

Indikator distribusi diukur dari kemampuan
suatu senyawa aktif menembus BBB dan kadar
senyawa aktif dalam darah yang berbentuk unbound.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa yang
tidak memiliki kemampuan menembus BBB adalah
senyawa glisitein, catechin, ferruloyl hexoside acid,
hesperetin glucuronide hexoside, kaemferol 3-O-
glucoside, quercetin-O-acylhexoside. Senyawa aktif
produk fermentasi biji kacang merah yang mempunyai
kemampuan menembus BBB adalah senyawa daidzein,
genistein, p-hydroxybenzoic acid, hydroxycinnamic.
Serta mempunyai bentuk unbound berdasarkan urutan
dari yang terbesar adalah senyawa p-hydroxybenzoic
acid, hydroxycinnamic, feruloyl hexoside acid,

hesperetin glucuronide-hexoside, catechin, kaemferol-
30-glucoside, glisitein, daidzein, genistein, quercetin-
O-acylhexoside.

Indikator senyawa aktif di metabolisme dan
mempengaruhi aktivitas enzim di hepar diukur
berdasarkan kemampuannya mengaktifkan atau
menghambat enzim-enzim yang berperan dalam
metabolisme obat di hepar seperti CYP3A4, CYP1A2,
CYP2C19 dan CYP2C9. Senyawa yang diprediksi
tidak mempengaruhi kerja enzim hepar adalah senyawa
glisitein, catechin, feruloyl hexoside acid, hesperetin
glucuronide-hexoside, p-hydroxybenzoic acid,
kaempferol-3-O-glucoside, dan hydroxycinnamic.
Senyawa yang diprediksi mengalami metabolisme di
hepar antara lain daidzein sebagai CYP3A4 substrate,

CYP1A2 inhibitor, CYP2C19 inhibitor, CYP2C9
inhibtior, genestein sebagai CYP3A4 substrate,
CYP1A2 inhibitor, CYP2C19 inhibitor, CYP2C9

inhibitor, dan quecetin-O-acylhexoside menghambat
enzim CYP1A2.

Indikator ekskresi suatu senyawa aktif diukur
dari nilai clearance suatu obat. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa senyawa aktif yang mempunyai
nilai clearance dari urutan terbesar adalah senyawa
hesperetin glucuronide hexoside, hydroxycinnamic, p-
hydroxybenzoicacid, kaempferol-3-O-gucoside,
glisitein, quercetin-O-acylhexoside, catechin, feruloyl
hexoside acid, genistein, daidzein. —Senyawa yang
berpotensi toksik adalah senyawa catechin yang
dilaporkan dapat berperan sebagai agen karsinogenik.

Berdasarkan hasil tersebut, senyawa yang
memiliki sifat fisikokimia dan farmakokinetik
mendekati kontrol acarbose dan dapat diberikan
melalui rute oral untuk mencapai target intestinal
adalah senyawa hesperetin glucoronide-hexoside dan
kaempferol-3-O-glucoside. Senyawa tersebut
diprediksi tidak bersifat hepatotoksik maupun
karsinogenik.

Pada penelitian fisikokimia, farmakokinetik
dan toksisitas kontrol obat acarbose didapatkan hasil
tidak memenuhi aturan lipinski, tingkat absorbsi obat
sebesar 0%, distribusi BBB sebesar -2,436 BB,
distribusi unbound sebesar 0,475 Fu, metabolisme pada
hepar tidak terdeteksi, ekskresi senilai 0,455, tidak
didapatkan toksisitas pada obat.

Tabel 3. Hasil Sifat Fisikokimia dan Penerapan Lipinski Rule Senyawa Aktif Produk Fermentasi Biji Kacang

Merah

Parameter Fisikokimia

Penyimpangan

Senyawa _ Hukum Lipinski
BM LogP HBA HBD PSA Torsion

Acarbose* 645,608 -8,5645 19 14 250,228 9 4
Glisitein 488,445 +0,9237 11 4 198,208 6 2
Hesperetin glucuronide-hexoside 478,406 +0,0839 11 6 191,669 5 3
Kaempferol-3-O-glucoside 448,38 -0,2445 11 7 179,107 4 3
Feruloyl hexoside acid 356,327 -1,2429 9 5 142,859 5 1
Quercetin-O-acylhexoside 302,238 +1,988 7 5 122,108 1 0
Catechin 290,271 +1,5461 6 5 119,662 1 0
Genistein 270,24 +2,5768 5 3 112,519 1 0
Daidzein 254,241 +2,8712 4 2 107,725 1 0
Hydroxycinnamic 164,16 +1,49 2 2 69,587 2 0
p-hydroxybenzoic acid 138,122 +1,0904 2 2 57,546 1 0

Keterangan: prediksi sifat fisikokimia menggunakan pkCSM online tool. *Kontrol positif alpha amylase inhibitor dan maltase-glucoamylase

inhibitor



Tabel 4. Hasil ADME dan Toksisitas Senyawa Aktif Produk Fermentasi Biji Kacang Merah

Ekskresi

Absorbsi Distribusi Metabolisme Total Toksisitas
Nama senyawa intestinal
(%) Clear_ance
CYPIAZ CYP3A4 CYP2Clg  Cypecg  (Mi/min‘kg)
BBB  Unbound  jipinitor  substrate  inhibitor inhibitor Hepatotoksik  Karsinogenik
Acarbose* 0 -2,436 0,475 - - - 0,455
Hesperetin 13,419 -1,816 0,306 1,117
glucuronide-
hexoside
Ferruloyl 33,875 -1,279 0,4 0,221
hexoside acid
Kaempferol 3-O- 46,043 -1,344 0,143 0,571
glucoside
Glisitein 66,682 -1,524 0,12 0,496
(+)-Catechin 72,967 -1,183 0,183 0,252 Ya
p- 74,377 -0,331 0,479 0,666
Hydroxybenzoic
acid
Quercetin-O- 76,081 -1,363 0,051 Ya 0,467
acylhexoside
Genistein 89,957 -0,752 0,079 Ya Ya Ya Ya 0,176
Hydroxycinnamic 91,115 -0,257 0,429 0,746
Daidzein 91,165 -0,153 0,097 Ya Ya Ya Ya 0,171

Keterangan: prediksi ADME dan toksisitas menggunakan pkCSM online tool. *Kontrol positif alpha amylase inhibitor dan maltase-glucoamylase

inhibitor

PEMBAHASAN
Potensi Senyawa Aktif Produk Fermentasi Biji
Kacang Merah terhadap Enzim Alpha Amylase dan
Maltase-glucoamylase

Berdasarkan indikator nilai energi ikatan
bebas, konstanta inhibisi, interaksi permukaan, dan
jumlah residu asam amino, senyawa produk fermentasi
biji kacang merah diprediksi memiliki afinitas paling
kuat dalam berikatan dengan enzim alpha amylase
adalah  hesperetin  glucuronide-hexoside  dan
kaempferol-3-O-glucoside. ~ Kedua senyawa ini
memiliki perbedaan tempat penempelan pada enzim
alpha amylase jika dibandingkan dengan acarbose.
Senyawa  hesperetin  glucuronide-hexoside  dan
kaempferol-3-O-glucoside melekat pada domain A dan
B yang merupakan active side enzim bertindak sebagai
katalisator. Sehingga hesperetin glucuronide-hexoside
dan kaempferol-3-O-glucoside diprediksi dapat bekerja
menghambat kerja enzim alpha amylase melalui sisi
aktif yang berbeda dengan kontrol acarbose??. Enzim
alpha amylase terdiri dari 3 domain dimana domain A
terdapat residu 1-99 dan residu 169-404, dan domain B
terdapat residu 100-168. Domain A dan B berperan
dalam aktivitas katalitik pada enzim. Sedangkan
domain C terdapat residu 405-496 dengan fungsi yang
belum diketahui??.

Acarbose memiliki afinitas tinggi terhadap
enzim alpha amylase dengan nilai energi ikatan bebas

-11,77 kkal/mol, konstanta inhibisi sebesar 2,36 nM,
interaksi permukaan sebesar 921,2 A, residu asam
amino enzim alpha amylase yang terikat oleh acarbose
GLY321, ASP315, HIS320, TYR77, LEU177,
HIS216, LEU180, TRP74, yang diprediksi berikatan
pada domain A yang merupakan sisi aktif dari alpha
amylase dan berfungsi sebagai katalitik.

Berdasarkan 4 indikator tersebut senyawa
produk fermentasi biji kacang merah senyawa
hesperetin glucuronide-hexoside dan kaempferol-3-O-
glucoside merupakan senyawa yang memiliki ikatan
paling kuat dengan enzim maltase-glucoamylase
walaupun residu asam amino yang terbentuk tidak
sama dengan kontrol. Hal ini diprediksi kedua senyawa
tersebut dapat menghambat kerja enzim maltase-
glucoamylase melalui perlekatan sisi aktif yang
berbeda dengan kontrol acarbose. Senyawa hesperetin
glucuronide-hexoside dan kaempferol-3-O-glucoside
diprediksi bekerja menghambat kerja enzim MGAM
melalui pengikatan pada domain barrel katalitik dan
proximal C-terminal domain yang berfungsi sebagai
katalisator enzim??2. Enzim maltase-glucoamylase
memiliki 2 subunit yang berperan sebagai katalisator
yaitu N-terminal MGAM (NtMGAM) dengan
subdomain trefoil tipe-P (residu 1-51), N-terminal-
sandwich domain (residu 52-269), barrel catalytic
domain (residu 270-651), proximal C-terminal domain
(residu 652-730), distal C-terminal domain (residu 731-
868) dan C-terminal MGAM (CtMGAM) dengan



subdomain trefoil tipe-P (residu 955-1002), N-
terminal-sandwich domain (residu 1003-1221), barrel
catalytic domain (residu 1222-1633), proximal C-
terminal domain (residu 1634-1712), distal C-terminal
domain (1713-1867) 22,

Acarbose juga memiliki afinitas tinggi
terhadap enzim maltase-glucoamylase berdasarkan
indikator energi ikatan bebas senilai -11,24 kkal/mol,
konstanta inhibisi senilai 5,81 nM, interaksi permukaan
senilai 691,675 A, residu asam amino yang terbentuk
adalah ASP289, ARG612, THR291, GLNG689,
ASP628, TRP492, PHE536, MET530, SER534 yang
diduga merupakan sisi aktif dari maltase-glucoamylase
terutama berikatan pada domain barrel catalytic
sehingga aktifitas enzim MGAM diprediksi dapat
terhambat.

Suatu ligan akan berikatan atau terjadi
interaksi dengan reseptor spesifik untuk menimbulkan
efek biologis. Kemampuan berikatan ligan reseptor
disebut afinitas yang ditentukan oleh nilai energi ikatan
bebas, konstanta inhibisi, interaksi permukaan dan
jumlah residu asam amino yang terikat. Afinitas suatu
senyawa terhadap enzim diprediksi tinggi apabila nilai
energi ikatan bebas kurang atau sama dengan -
7kkal/mol. Hal ini bermakna besarnya energi
menggambarkan spontanitas dan stabilitas dalam
berikatan®®.  Konstanta  inhibisi yang  rendah
menunjukkan hambatan antara ligan dan protein yang
kecil sehingga mudah terjadi ikatan terhadap
reseptornya®?*, Interaksi permukaan yang tinggi
menggambarkan peluang yang tinggi bagi senyawa
aktif untuk berinteraksi dengan enzim. Residu asam
amino menentukan sisi aktif dari enzim berdasarkan
interaksi intermolekuler antara obat dengan enzim?2,

Penelitian ini menggunakan acarbose sebagai
kontrol. Acarbose merupakan obat antihiperglikemia
yang banyak digunakan dan efektif mengurangi
peningkatan kadar glukosa postprandial melalui
penghambatan aktivitas enzim alpha amylase dan
alpha glucosidase?®°. Mekanisme ini dibuktikan pada
penelitian yang dilakukan secara in vitro dimana enzim
alpha amylase dapat dihambat oleh acarbose dengan
nilai 1Cso sebesar 73 g/mL26. Acarbose secara in vitro
menghambat enzim alpha glucosidase dengan nilai
I1Cso sebesar 0,28 + 0,019 mg/ml, dan secara in silico
acarbose menghambat enzim maltase-glucoamylase
dengan nilai energi ikatan bebas -7 kcal?”?2,

Penelitian ini menggunakan acarbose sebagai
kontrol. Acarbose merupakan obat antihiperglikemia
yang banyak digunakan dan efektif mengurangi
peningkatan kadar glukosa postprandial melalui
penghambatan aktivitas enzim alpha amylase dan
alpha glucosidase?1°. Mekanisme ini dibuktikan pada
penelitian yang dilakukan secara in vitro dimana enzim
alpha amylase dapat dihambat oleh acarbose dengan
nilai 1Csp sebesar 73 g/mL 6. Acarbose secara in vitro
menghambat enzim alpha glucosidase dengan nilai
1Cs0 sebesar 0,28 + 0,019 mg/ml, dan secara in silico
acarbose menghambat enzim maltase-glucoamylase
dengan nilai energi ikatan bebas -7 kcal/mol?>2°,
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(E) catechin, (F) ferruloyl hexoside acid, (G) hesperetin glucuronide
hexoside, (H) p-hydroxybenzoic acid, (I) hydroxycinnamic, (J)
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Gambar 2. ikatan kontrol acarbose dan senyawa
aktif produk fermentasi biji kacang merah dengan
enzim maltase-glucoamylase

Keterangan: (A) acarbose, (B) daidzein, (C) genistein, (D) glisitein,
(E) catechin, (F) ferruloyl hexoside acid, (G) hesperetin glucuronide
hexoside, (H) p-hydroxybenzoic acid, (I) hydroxycinnamic, (J)
quercetin-O-acylhexoside, (K) kaempferol-3-O-glucoside

Fisikokimia, Farmakokinetik, dan Toksisitas
Senyawa Aktif Produk Fermentasi Biji Kacang
Merah

Hasil analisa docking menunjukkan senyawa
hesperetin-glucoronide-hexoside dan kaempferol-3-O-
glucoside diprediksi memiliki afinitas yang kuat
dengan enzim alpha amylase dan maltase-
glucoamylase. Hal ini diperkuat dengan hasil
fisikokimia senyawa hesperetin-glucoronide-hexoside
dan kaempferol-3-O-glucoside terdapat 3
penyimpangan aturan lipinski dan hal tersebut
diprediksi  kedua senyawa tersebut memiliki
permeabilitas yang baik sehingga mempermudah
proses absorbsi, distribusi, metabolisme, ekskresi dan
tidak bersifat toksik. Suatu senyawa disebut memiliki
permeabilitas tinggi apabila memenuhi 2 kriteria atau
lebih dari aturan lipinski.

Sebagai kandidat suatu obat, afinitas ligan-
reseptor berkaitan dengan sifat fisikokimia untuk
memprediksi proses absorbsi, distribusi, metabolisme,
ekskresi (ADME). Kriteria hukum lima lipinski adalah
berat molekul <500 Da memprediksi suatu senyawa
mudah berdifusi menembus membrane dan semakin
mudah berikatan dengan reseptor. Berat molekul yang
terlalu  besar menyebabkan difusi menembus
membrane akan semakin sulit untuk mencapai sirkulasi
sistemik sehingga berpengaruh pada proses absorbsi,
distribusi, metabolisme dan ekskresi*2% %,

LogP <5 memprediksi suatu senyawa
cenderung bersifat hidrofilik dan semakin mudah larut
dan memiliki permeabilitas yang baik. Semakin tinggi
nilai LogP maka senyawa tersebut semakin bersifat
lipofilik dan dapat bertahan lebih lama pada membram
lipid bilayer sehingga membutuhkan pengikatan
protein untuk dapat larut dalam air di sirkulasi sistemik
agar dapat terdistribusi di sirkulasi sistemik?°.

Donor ikatan hidrogen (jumlah atom OH dan
NH) <5 dan acceptor ikatan hidrogen (jumlah atom O
dan N) <10 memprediksi permeabilitas suatu senyawa

semakin baik dan membutuhkan energi yang lebih
sedikit untuk proses absorbsi dapat terjadi. Donor
hidrogen berpengaruh pada afinitas ligan-reseptor.
Semakin banyak jumlah ikatan hidrogen maka semakin
kuat afinitas obat terhadap reseptor#=.,

Polar Surface Area < 140A memprediksi
suatu senyawa mempunyai area permukaan yang lebih
sedikit untuk terjadinya ikatan hidrogen sehingga
kemampuan suatu senyawa untuk menembus membran
sel semakin optimal. Semakin besar area permukaan
polar yang dimiliki oleh suatu senyawa maka ikatan
hidrogen yang terbentuk akan semakin tinggi sehingga
energi yang dibutuhkan untuk melakukan suatu afinitas
ligan-reseptor semakin kecil dan ikatan yang terbentuk
akan lebih stabil®?3%:

Torsi <10 memprediksi suatu senyawa
memiliki fleksibilitas dan ruang rotasi ligan terhadap
reseptor yang lebih sedikit?®. Semakin tinggi nilai torsi
suatu senyawa diprediksi memiliki fleksibilitas ligan
terhadap posisi reseptor untuk mencari tempat paling
stabil di reseptor sehingga afinitas yang terjadi akan
semakin kuat®. Apabila suatu senyawa tidak
memenuhi kriteria lipinski maka senyawa tersebut
diprediksi memiliki kelarutan dan permebilitas yang
rendah berdampak pada kemampuan absorbsinya yang
menyebabkan bioavailabilitas sistemik yang dimiliki
oleh senyawa tersebut rendah?.

Nilai distribusi BBB <-1 menunjukkan suatu
senyawa tidak dapat menembus BBB serta resiko efek
samping neurotoksik semakin rendah. Distribusi
unbound yang memprediksi suatu senyawa memiliki
fraksi tidak terikat yang lebih banyak dibandingkan
dengan yang terikat sehingga efektifitas obat semakin
baik®. Metabolisme perubahan struktur kimia obat
mayoritas terjadi pada hepar yang diperankan oleh
CYP450. Suatu senyawa diprediksi dapat menjadi
penghambat CYP450 atau menjadi substrat CYP45018,
Interaksi inhibitor sitokrom P450 dengan substratnya
dapat menyebabkan peningkatan bioavailabilitas atau
kadar plasma yang memungkinkan aktivitas substrat
meningkat hingga terjadi efek toksik yang tidak
diinginkan®2,

Nilai total clearance memprediksi kliren
senyawa dalam plasma dikeluarkan melalui hepar,
bilier dan ginjal*®. Semakin tinggi nilai eksresi yang
dihasilkan maka akan semakin cepat proses ekskresi
dari senyawa tersebut oleh hepar, bilier, dan ginjal.
Parameter ini dapat digunakan untuk memprediksi atau
menghitung dosis obat®. Sifat fisikokimia juga
berpengaruh pada proses ekskresi. Semakin tinggi
permeabilitas suatu senyawa, maka akan lebih mudah
untuk diekskresikan®.

Uji toksisitas menunjukkan suatu senyawa
dapat bersifat hepatotoksik dan karsinogenik atau tidak
bersifat toksik. Nilai toksisitas digunakan untuk
mendeteksi tingkat ketoksikan suatu zat atau senyawa
yang akan digunakan sebagai obat dan merupakan
salah satu aspek keamanan yang paling diperhatikané.
Senyawa catechin merupakan satu-satunya senyawa
yang mendapatkan hasil AMES positif yang memiliki



makna senyawa tersebut mempunyai efek toksik. Efek
toksik tersebut adalah catechin dapat berpotensi
sebagai agen karsinogenik?e.

Acarbose tidak memenuhi kriteria lipinski
rules dan tidak diabsorbsi oleh sel epitel intestinal
dengan nilai absorbsi nol. Hal ini menunjukkan
acarbose memiliki bioavailabilitas sistemik yang
rendah sehingga dapat bekerja optimal pada lumen
usus®®. Acarbose tidak menembus blood brain barrier
yang ditunjukkan dengan nilai distribusi BBB sebesar -
2,436. Distribusi fraksi tidak terikat sebesar 0,475 lebih
tinggi dibandingkan dengan senyawa lainnya sehingga
efektifitas obat semakin baik. Metabolisme acarbose
tidak terjadi di hepar karena sebagian besar di
metabolisme dalam saluran pencernaan oleh bakteri
usus dan dalam jumlah yang sedikit dari metabolit
diserap ke sirkulasi kemudian diekskresikan melalui
ginjal**. Acarbose tidak bersifat hepatotoksik dan
karsinogenik serta memiliki nilai rotatable bond 9 yang
menunjukkan fleksibilitas acarbose semakin tinggi®®.
Dapat disimpulkan bahwa acarbose bekerja secara
optimal disaluran cerna dan tidak bersifat toksik.

Berdasarkan hasil diatas sesuai dengan
penelitian Kusnandar (2020). Penelitian tersebut
menyebutkan senyawa hesperetin  glucoronide-
hexoside dan kaempferol-3-O-glucoside merupakan
senyawa golongan flavonoid yang terdapat pada
produk fermentasi biji kacang merah berbentuk
aglikon. Bentuk isoflavon aglikon memiliki aktivitas
daya serap yang lebih tinggi di dalam tubuh dan
memiliki kadar yang lebih tinggi daripada bentuk biji
kacang merah?°,

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil studi in silico melalui
molecular docking didapatkan senyawa hesperetin-
glucoronide-hexoside dan kaempferol 3-0-glucoside
memiliki afinitas kuat untuk menghambat kerja enzim
alpha amylase dan enzim maltase glucoamylase
melalui sisi aktif yang berbeda dengan kontrol.
Sedangkan hasil penelitian melalui pkCSM online tool
didapatkan hasil senyawa hesperetin-glucoronide-
hexoside dan kaempferol 3-0-glucoside dapat bekerja
pada lumen usus melalui rute oral dan tidak bersifat
toksik.

SARAN

Peneliti menyarankan hal — hal berikut untuk
menunjang penelitian selanjutnya guna pengembangan
dan kemajuan ilmu pengetahuan.

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan secara in
vitro maupun in vivo senyawa aktif produk
fermentasi  biji kacang merah dalam
menghambat enzim alpha amylase dan
maltase-glucoamylase.

2. Perlu dilakukan penelitian  mengenai
mekanisme lain dari senyawa aktif produk
fermentasi  biji kacang merah sebagai
antihiperglikemia.
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