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ABSTRACT: Tyrosinase enzyme is the key in the melanin pigment formation process. Inhibition of tyrosinase enzyme activity, both
competitive and non-competitive is the basis for the developing of skin lightening agents. Ferulic acid is a powerful antioxidant
compound and can protect the skin from the adverse effects of UV rays that induce oxidative stress. This study aims to identify
the molecular interactions between ferulic acid compounds from pineapple peel (Ananas comosus) and their derivatives against
the tyrosinase enzyme using molecular dynamics methods. The molecule compounds are modeled using Quantum ESPRESSO
v.6.6. The best model was chosen for an interaction study using MGLTools 1.5.6 with AutoDock 4.2. The best conformation of
the molecular docking results was then confirmed for stability by molecular dynamics simulation using Gromacs 2016.3. Based
on molecular docking results, iso-ferulic acid compounds had the best affinity, with a binding free energy value of -25.06 kl/mol
and has a bond with zinc metal (Zn) on the active site of the tyrosinase enzyme. Then the compound has good interaction stability
based on the graphs of RMSD, RMSF, Rg, SASA, RDF, and H-bond. Therefore, iso-ferulic acid compounds are predicted to be used as
candidates for competitive and non-competitive inhibitors of the tyrosinase enzyme.

Keywords: antioxidant; pineapple peels; ferulic acid; tyrosinase enzyme; molecular dynamics simulation.

ABSTRAK: Enzim tirosinase merupakan enzim utama pada proses pembentukan pigmen melanin. Penghambatan aktivitas enzim
tirosinase secara kompetitif maupun non-kompetitif menjadi kunci utama pengembangan agen pencerah kulit. Asam ferulat
merupakan salah satu senyawa antioksidan yang kuat dan mampu melindungi kulit dari dampak buruk sinar UV yang menginduksi
stress oksidatif. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi interaksi molekuler antara senyawa asam ferulat dari kulit buah
nanas (Ananas comosus) dan turunannya dengan enzim tirosinase menggunakan motode dinamika molekuler. Molekul senyawa
uji dimodelkan menggunakan perangkat lunak Quantum ESPRESSO v.6.6. Model terbaik dipilih untuk dilakukan studi interaksi
menggunakan perangkat lunak MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2. Konformasi terbaik hasil penambatan
molekuler kemudian dikonfirmasi stabilitasnya dengan simulasi dinamika molekuler menggunakan perangkat lunak Gromacs
2016.3. Berdasarkan hasil dari penambatan molekuler, senyawa asam iso-ferulat memiliki afinitas yang paling baik, yaitu dengan
nilai energi bebas ikatan -25,06 kJ/mol dan memilki ikatan dengan logam seng (Zn) pada sisi aktif enzim tirosinase. Kemudian
senyawa tersebut memiki stabilitas interaksi yang baik berdasarkan grafik RMSD, RMSF, Rg, SASA, RDF, dan H-Bond. Dengan
demikian, senyawa asam iso-ferulat diprediksi dapat digunakan sebagai kandidat inhibitor kompetitif dan non-kompetitif enzim
tirosinase.

Kata kunci: antioksidan; kulit buah nanas; asam ferulat; enzim tirosinase; simulasi dinamika molekuler.
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Melanin merupakan pigmen yang bertanggung jawab

terhadap penampakan warna kulit manusia. Pada dasarnya, secara berlebih dapat disebabkan Access this article

pigmen melanin memiliki fungsi fotoprotektif terhadap oleh banyak faktor, termasuk

dampak buruk paparan sinar UV, akan tetapi akumulasi paparan sinar matahari [2], faktor E.‘-. E

melanin dalam jumlah berlebih dapat menyebabkan dampak genetik [3], kondisi kehamilan [4],
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penyakit [5], dan efek samping dari penggunaan obat-
obatan tertentu [6].

Tirosinase atau dikenal sebagai fenol oksidase adalah
enzim kunci yang terlibat dalam proses anabolisme
biosintesis melanin (melanogenesis) dalam sel melanosit
[7.,8]. Enzim ini bertanggung jawab dalam proses katalisasi
hampir semua jalur pada reaksi enzimatis melanogenesis,
dua diantaranya yaitu pada proses hidroksilasi senyawa
monofenol menjadi o¢-difenol dan oksidasi o-difenol
menjadi o-kuinon. Tirosinase akan mengubah tirosin
3,4-dihidroksifenilalanin ~ (L-DOPA)  dan
mengoksidasi L-DOPA menjadi dopaquinon yang pada

menjadi
akhir reaksi biosintesis akan diubah menjadi melanin.
Penghambatan aktivitas enzim tirosinase menjadi subjek
dari berbagai penelitian untuk pengembangan senyawa
depigmentasi kulit [9,10].

Senyawa yang digunakan dalam pencegahan
hiperpigmentasi kulit pada umumnya bertindak sebagai
inhibitor tirosinase secara kompetitif maupun non-
kompetitif, yang pada akhirnya diharapkan mampu
menghambat sintesis melanin_[11]. Diantara agen pencerah
kulit dan depigmentasi kulit, senyawa hidroksianisol,
arbutin, asam salisilhidroksamat, asam dioat, asam
kojat, dan hidrokuinon merupakan senyawa yang paling
banyak digunakan dalam industri kosmetik pencerah
kulit di seluruh dunia [12-14]. Namun, beberapa kasus
melaporakan terkait potensi mutagenisitas, karsinogenitas,
dan reaksi merugikan dari beberapa senyawa tersebut,
yang pada akhirnya memperburuk kondisi kulit bahkan
membahayakan kesehatan pasien pengguna agen pencerah.

Penggunaan hidrokuinon terbukti mengakibatkan
sejumlah efek samping, seperti iritasi kulit dan dermatitis
pada orang berkulit gelap, lebih jauh bersifat karsinogen
[15,16]. Oleh karena itu, penggunaan kosmetik yang
mengandung hidrokuinon telah dilarang di Uni Eropa
dan dikontrol secara ketat di Amerika Serikat oleh Food
and Drug Administration (FDA) [17]. Agen topikal lain
seperti kortikosteroid, terbukti kurang efektif sebagai
pencerah kulit dan dapat menyebabkan efek samping lokal
ataupun sistemik setelah penggunaan jangka panjang [18].
Sebaliknya, asam dioat telah digunakan untuk mengobati
hiperpigmentasi dengan efektivitas yang baik, namun
memiliki efek samping yang sama dengan penggunaan
hidrokuinon [19]. Oleh karena itu, diperlukan penelitian
lebih lanjut untuk mengembangkan kandidat alternatif
agen depigmentasi yang aman berasal dari bahan herbal
maupun sintetis.

Asam ferulat merupakan molekul alami yang
banyak ditemukan dalam tumbuhan, termasuk dalam

kulit buah nanas (Ananas comosus), dan telah dibuktikan
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dalam penelitian sebelumnya bahwa senyawa ini memiliki
berbagai aktivitas farmakologis seperti antioksidan,
antiinflamasi, efek antipenuaan dini, kardioprotektif,
neuroprotektif, dan antikanker [20-22]. Senyawa bergugus
fenol ini diketahui memiliki aktivitas antioksidan yang kuat
dan dapat melindungi kulit dari kerusakan oksidatif yang
ditimbulkan oleh paparan sinar UV [23]. Penelitian lain
menyatakan bahwa struktur molekul asam ferulat mirip
dengan struktur molekul tirosin, dalam hal ini merupakan
substrat utama pada reaksi enzimatis melanogenesis yang
dikatalisis oleh enzim tirosinase. Dengan demikian, asam
ferulat memiliki potensi untuk menginhibisi pembentukan
melanin melalui penghambatan secara kompetitif terhadap
aktivitas enzim tirosinase [24].

Dalam upaya mengembangkan potensi senyawa
alami yang memiliki aktivitas inhibitor tirosinase, maka
dalam penelitian ini dilakukan studi interaksi molekuler
dari beberapa turunan molekul asam ferulat sebagai
agen inhibitor tirosinase baik kompetitif maupun non-
kompetitif (antioksidan). Melalui penelitian ini diharapkan
akan didapatkan struktur molekul acuan sebagai agen

depigmentasi kulit.

Metode Penelitian

Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah
struktur kristal makromolekul enzim tirosinase yang
membentuk kompleks dengan asam kojat. Makromolekul
enzim tersebut diperoleh dari situs web Protein Data
Bank  (http:
5M8M dan memiliki resolusi 2,65 A (Gambar 1) [25].

Molekul senyawa uji yang digunakan dalam penelitian

www.resb.org/pdb)  dengan kode PDB

ini adalah asam ferulat dan turunannya, yaitu asam iso-
ferulat, coniferil aldehid, metil ferulat, dan etil ferulat
yang memiliki aktivitas terhadap enzim tirosinase serta
telah dibuktikan pada penelitian sebelumnya (Gambar 2)
[26]. Perangkat lunak yang digunakan pada penelitian ini
diantaranya terdapat Sistem Operasi Windows 10, Linux
Ubuntu 20.04, MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan
AutoDock 4.2, ChemDraw Proffesional 16.0, Chem3D
16.0, Quantum ESPRESSO v.0.6, server web Prediction
of Activity Spectra for Substances (PASS), server web SWISS-
ADME, BIOVIA Discovery Studio 2020, _AnteChaniber
PYthon Parser interfacE (ACPYPE), Gromacs 2016.3, dan
Molecular Mechanics Poisson—Boltzmann Surface Area (MM/
PBSA). Perangkat keras yang digunakan adalah komputer
yang dilengkapi fasilitas High Performance Computing (HPC)
dengan spesifikasi processor Intel (R) Core 15-8500 CPU
@ 4.30GHz (6 CPUs), memory 4096 MB RAM, harddisk
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Gambar 1. Struktur kristal makromolekul enzim tirosinase yang telah membentuk kompleks dengan

asam kojat

2TB, solid-state drive 120GB, dan VGA Intel HD Graphics
NVIDIA GeForce GTX 1080 Ti.

Preparasi Makromolekul Enzim

Struktur kristal makromolekul enzim tirosinase yang
telah diunduh dari situs web Protein Data Bank selanjutnya
terlebih  dahulu
perangkat lunak MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan

dipreparasi dengan menggunakan
AutoDock 4.2, Preparasi makromolekul enzim ini
dilakukan dengan menghilangkan molekul air dan ligan
alami, kemudian dilanjutkan dengan menambahkan atom
hidrogen polar dan menghitung muatan parsial Kollman

[27].

Pemodelan Molekul Senyawa Uji

Senyawa uji yang akan digunakan dalam penelitian

molekul senyawa dilakukan optimasi geometri dengan
menggunakan perangkat lunak Quantum ESPRESSO v.6.6
[28]. Kemudian, dipilih metode semi empiris dengan basis
set AM1. Struktur yang telah dioptimasi dan dimodifikasi
data muatan parsialnya digunakan sebagai input untuk

simulasi penambatan molekuler.

Prediksi Aktivitas Biologis Senyawa Uji

Aktivitas bilogis diprediksi dengan menggunakan
server web Prediction of Activity Spectra  for Substances
(PASS) yang dapat diakses melalui situs web http://www.
way2drug.com/PASSOnline/predict.php [29]. Prediksi
PASS dilakukan dengan menggunakan data SMILES
senyawa uji, kemudian spektrum aktivitasnya diprediksi

berdasarkan nilai probable activity (Pa) dan probable inactivity

(Pi). Probabilitas Pa and Pi bervariasi antara 0,000 hingga

ini adalah asam ferulat dan turunannya. Struktur
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Gambar 2. Struktur molekul asam ferulat dan turunannya
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Tabel 1. Energi total hasil optimasi geometri molekul senyawa uji

Senyawa Uji

Energi Total (au)

Asam ferulat

Asam iso-ferulat

Coniferil aldehid

Metil ferulat

Etil ferulat

-0,20599920
-0,20982568
-0,11831105
-0,19527734

-0,20434297

yang fleksibel, yaitu: (i) Nilai Pa > Pi dianggap memiliki
kemungkinan aktif; (ii) jika Pa > 0,7 peluang aktif secara
cksperimen tinggi; (iii) jika Pa > 0,5 tapi lebih kecil dari
0,7 peluang aktif secara eksperimental ada, akan tetapi
senyawanya mungkin berbeda dengan agen farmasi
yang sudah diketahui; (iv) jika Pa < 0,5 peluang untuk
menemukan aktivitas secara eksperimental rendah, namun

peluang untuk menemukan entitas kimia baru tinggi

30,31].

Identifikasi Sisi Aktif Makromolekul Enzim
Makromolekul enzim yang telah dipreparasi kemudian
diidentifikasi, dievaluasi, dan dieksplorasi bagian sisi aktif
pengikatan yang berperan terhadap aktivitas biologis
dengan menggunakan perangkat lunak BIOVIA Discovery
Studio 2020 [32]. Molekul asam kojat yang berperan
sebagai ligan alami dari makromolekul enzim tirosinase
digunakan untuk mengidentifikasi dan mengevaluasi area

sisi aktif dari makromolekul enzim tersebut.

Validasi Metode Penambatan Molekuler

Sebelum dilakukan penambatan molekuler antara

molekul senyawa asam ferulat dan turunannya dengan
enzim tirosinase, terlebih dahulu harus dilakukan validasi
metode penambatan molekuler dengan menggunakan
perangkat lunak MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan
AutoDock 4.2 untuk menentukan beberapa parameter yang
akan digunakan dalam simulasi penambatan molekuler.
Validasi metode terhadap parameter penambatan
molekuler ini dilakukan dengan menggunakan metode
re-docking. Pada proses re-docking diamati nilai Root Mean
Square Deviation (RMSD) yang dibatasi dengan maksimal
radius 2 A [33].

Simulasi Penambatan Molekuler

Simulasi penambatan molekuler dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak MGLTools 1.5.6 yang
dilengkapi dengan AutoDock 4.2 untuk mengamati dan
mengidentifikasi afinitas dan interaksi yang terjadi antara
makromolekul enzim tirosinase dengan molekul asam
ferulat dan turunannya. Jarak antara bagian permukaan
makromolekul enzim dan molekul senyawa uji dibatasi
dengan batas radius maksimum 0,375 A. Semua simulasi

dilakukan menggunakan ukuran grid box 64 x 60 x 060,

Tabel 2. Prediksi aktivitas biologis molekul senyawa uji

Senyawa Uji Aktivitas Biologis Pa Pi
Asam ferulat Melanin inhibitor 0,445 0,004
Tyrosine 3 hydroxylase inhibitor 0,450 0,008
Asam iso-ferulat Melanin inhibitor 0,445 0,004
Tyrosine 3 hydroxylase inhibitor 0,450 0,008
Coniferil aldehid Melanin inhibitor 0,274 0,015
Tyrosine 3 hydroxylase inhibitor 0,200 0,199
Metil ferulat Melanin inhibitor 0,512 0,003
Tyrosine 3 hydroxylase inhibitor 0,371 0,021
Etil ferulat Melanin inhibitor 0,496 0,003
Tyrosine 3 hydroxylase inhibitor 0,490 0,005
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Gambar 3. Bagian sisi aktif pengikatan makromolekul enzim tirosinase

selanjutnya digunakan metode Lamarckian Genetic Algorithm
dengan 100 konformasi [34].

Analisis Hasil Simulasi Penambatan Molekuler

Dari hasil dari penambatan molekuler kemudian
diidentifikasi dan dievaluasi interaksi molekuler yang
terjadi antara makromolekul enzim tirosinase dengan
molekul senyawa uji berdasarkan nilai energi bebas ikatan
[35]. Residu asam amino yang berperan dalam interaksi
molekuler yang terbentuk diamati dengan menggunakan
perangkat lunak BIOVIA Discovery Studio 2020.

Prediksi Profil Adsorpsi, Distribusi, Metabolisme,
dan Ekskresi (ADME)

Prediksi profil adsorpsi, distribusi, metabolisme, dan
ekskresi (ADME) dilakukan terhadap keseluruhan senyawa
uji yang digunakan. Prediksi ADME dapat digunakan
untuk menentukan bentuk sediaan yang cocok untuk
diformulasikan kedepannya, apakah obat cocok dijadikan
sediaan oral atau tidak. Kemudian, prediksi profil ADME
ini dilakukan dengan menggunakan server web SWISS-
ADME (https://www.swissadme.ch) yang memungkinkan
pengguna untuk menggambar atau memasukkan data

senyawa uji dan menyediakan parameter seperti lipofilisitas,

kelarutan dalam air, serta aturan kemiripan obat oral [36].

Simulasi Dinamika Molekuler

Simulasi dinamika molekuler dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak Gromacs 2016.3 dengan
medan gaya AMBER99SB-ILDN [37]. Parameterisasi asam
ferulat dan turunannya dilakukan dengan menggunakan
AnteChamber PYthon Parser interfacE (ACPYPE) [38]. Gaya
clektrostatik ditentukan dengan menggunakan metode
FParticle Mesh Ewald. Netralisasi sistem dilakukan dengan
menambahkan ion natrium (Na+) dan klorida (Cl-).
Tahapan solvasi dilakukan dengan menggunakan model
air TIP3P. Proses persiapan simulasi ini meliputi tahap
minimisasi, pemanasan hingga 310 K, kesetimbangan
suhu, kesetimbangan tekanan, dan dilanjutkan dengan
proses produksi selama 200ns. Pada akhir simulasi
dilakukan analisis Rooz Mean Square Deviation RMSD), Root
Mean Square Fluktuation (RMSF), Radius of Gyration (Rg),
Solvent-Accessible Surface Area (SASA), Radial Distribution
Function RDF), dan analisis ikatan hidrogen (H-Bond).
Perhitungan  Molecular Mechanics  Poisson-
Boltzmann Surface Area (MM /PBSA)

Perhitungan energi bebas ikatan dengen menggunakan

Tabel 3. Energi bebas ikatan hasil simulasi penambatan molekuler

Senyawa Uji

Energi Bebas Ikatan (kJ/mol)

Asam ferulat
Asam iso-ferulat
Coniferil aldehid

Metil ferulat

Etil ferulat

-21,38
-25,06
-20,59
-21,88

-19,87
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metode Molecular Mechanics Poisson—Boltzmann Surface Area
(MM/PBSA) yang telah terintegrasi dengan perangkat
lunak Gromacs 2016.3 [39]. Menurut metode MM-PBSA
ini energi bebas ikatan kompleks adalah selisih antara energi
bebas kompleks dan reseptor tak terikat dan ligan bebas.
Energi desolvasi polar dihitung berdasarkan persamaan
Poisson-Boltzmann dengan ukuran grid 0,5. Konstanta
dielektrik pelarut diatur pada 80 untuk mewakili air sebagai
pelarut. Perhitungan kontribusi nonpolar dilakukan
dengan menghitung luas permukaan yang diakses oleh
pelarut dengan radius pelarut 1,4. Perhitungan energi
bebas ikatan ligan-reseptor ditunjukkan berdasarkan hasil

simulasi dinamika molekuler kompleks.
Hasil dan Diskusi

Kandidat agen depigmentasi yang efekti dengan
efek samping minimum saat ini menjadi suatu kebutuhan
penting untuk mencegah hiperpigmentasi kulit. Kelemahan
utama dari agen depigmentasi yang kini beredar di pasaran
adalah tingginya faktor risiko yang ditimbulkan akibat
pemakaian agen tersebut, schingga penggunaan dari
senyawa tersebut dibatasi dan atau dilarang di beberapa
negara. Dengan demikian, penelitian sebelumnya yang
telah membuktikan bahwa asam ferulat dan turunannya
memiliki aktivitas sebagai inhibitor enzim tirosinase petlu
ditelaah lebih lanjut terutama terkait interaksi molekuler
yang terjadi antara keduanya.

Struktur makromolekul enzim tirosinase dipilih
sebagai reseptor target untuk molekul senyawa asam
ferulat dan turunannya. Makromolekul enzim tersebut
terlebih  dahulu dipreparasi dengan menghilangkan
molekul air dan ligan alami yaitu asam kojat, selanjutnya
ditambahkan atom hidrogen polar, dan dihitung muatan
parsial Kollman dengan menggunakan perangkat lunak
MGLTools 1.5.6 yang dilengkapi dengan AutoDock 4.2
[40]. Tahapan preparasi makromolekul enzim bertujuan
untuk memastikan agar molekul senyawa uji dapat
membentuk interaksi yang stabil dengan bagian sisi aktif
makromolekul enzim. Asam kojat yang telah membentuk
kompleks dengan enzim tirosinase dapat digunakan
sebagai molekul pembanding untuk mengamati interaksi
dan afinitas molekul yang paling baik.

Pemodelan dan optimasi molekul senyawa uji menjadi
struktur tiga dimensi dilakukan dengan menggunakan
perangkat lunak Quantum ESPRESSO v.6.6. Konformasi
hasil pemodelan molekul senyawa uji terbaik dipilih
berdasarkan energi total hasil optimasi geometri [41].
Energi total yang sudah terintegrasi dalam perangkat
lunak Quantum ESPRESSO v.6.6 digunakan untuk
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menggambarkan konformasi struktur molekul senyawa
uji yang dimodelkan sehingga mendekati keadaan aslinya
dan diharapkan mampu menghasilkan interaksi yang stabil
dengan makromolekul enzim target. Berdasarkan hasil

pemodelan molekul senyawa uji yang terdapat pada Tabel

1, dapat diprediksi bahwa asam ferulat dan turunannya
akan mampu berinteraksi dengan baik pada area sisi aktif
pengikatan enzim tirosinase. Akan tetapi, nilai energi total
yang paling baik ditunjukkan oleh senyawa asam iso-
ferulat yaitu sebesar —0,20982568 au. Selain itu, senyawa
asam iso-ferulat juga menunjukkan stabilitas yang baik
pada studi farmakokinetika dibandingkan dengan senyawa
asam kafeat dan asam ferulat, dengan nilai 98,3% [42].

Selanjutnya, aktivitas biologis dari setiap senyawa
uji diprediksi dengan menggunakan server web PASS
prediction. Berdasarkan hasil prediksi yang terdapat pada
Tabel 2, dapat diketahui aktivitas biologis yang relevan
dengan aktivitas biologis yang sedang diteliti beserta
dengan spektrum probabilitasnya. Dua jenis aktivitas
biologis yang dianalisis diantaranya adalah aktivitas melanin
inhibitor dan f#yrosine 3 hydroxylase inhibitor (penghambat
enzim tirosinase). Seluruh senyawa uji pada penelitian ini
menunjukkan probabilitas aktif terhadap kedua aktivitas
biologis yang ditunjukkan oleh nilai Pa > Pi. Lebih lanjut
lagi, berdasarkan aktivitas sebagai melanin inhibitor, nilai
Pa dari seluruh senyawa uji berada pada rentang 0,274
sampai 0,512. Nilai Pa tertinggi ditunjukkan oleh senyawa
metil ferulat, kemudian diikuti oleh etil ferulat, asam
ferulat, asam iso-ferulat, dan coniferil aldehid. Kemudian
berdasarkan analisis aktivitas biologis sebagai fyrosine 3
hydroxylase inhibitor yang merupakan aktivitas spesifik
pada penelitian ini, nilai Pa berada pada rentang 0,490
hinga 0,200. Nilai Pa tertinggi diperoleh oleh senyawa
metil ferulat, kemudian diikuti oleh asam ferulat, asam iso-
ferulat, etil ferulat, dan coniferil aldehid.

Makromolekul enzim tirosinase yang telah dipreparasi
kemudian diidentifikasi dan dievaluasi pada bagian sisi
aktifnya dengan menggunakan perangkat lunak BIOVIA
Discovery Studio 2020 sehingga sifat dan karakteristik
dari area pengikatan pada enzim tirosinase dapat diketahui
secara detail. Seperti yang ditunjukkan pada Gambar 3
interaksi molekuler yang terjadi antara enzim tirosinase
dengan asam kojat terdiri dari 4 ikatan hidrogen (dengan
His192, His377, Thr391, dan Ser394) dan 1 interaksi
hidrofobik (dengan His381). Berdasarkan hasil pengamatan
tersebut maka dapat diprediksi bahwa residu asam amino
tersebut berperan sebagai komponen penyusun dari
sisi aktif pengikatan makromolekul enzim tirosinase.
Kemudian juga dilakukan validasi metode penambatan

molekuler untuk asam kojat yang bertindak sebagai ligan
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Gambar 4. Interaksi molekuler antara makromolekul enzim tirosinase dengan molekul senyawa asam

iso-ferulat

alami. Nilai RMSD yang diperoleh dari tahapan validasi
metode ini menunjukkan nilai sebesar 0,78 A. Dengan
demikian parameter hasil validasi metode dapat digunakan
pada tahap simulasi penambatan molekuler berupa grid box
yang berukuran 64 x 60 x 60 dan grid center pada koordinat
X =-31,471;Y = =3,61; Z = —24,849.

Simulasi penambatan molekuler dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak MGLTools 1.5.6 yang
dilengkapi dengan AutoDock 4.2 untuk mengamati
afinitas paling baik diantara kelima molekul senyawa
uji, serta mengidentifikasi dan mengevaluasi interaksi
molekuler yang terjadi terhadap makromolekul enzim
tirosinase. Model pengikatan ligan-reseptor dengan
konformasi terbaik hasil penambatan molekuler dipilih
dan dibandingkan berdasarkan nilai energi bebas ikatan
[43]. Berdasarkan data hasil penambatan molekuler yang
terdapat pada Tabel 3, menunjukkan bahwa molekul
senyawa asam iso-ferulat memiliki afinitas yang paling
baik, yaitu dengan nilai energi bebas ikatan —25,06 kJ /mol.
Jika dibandingkan dengan lokasi pengikatan asam kojat,
fenomena tersebut membuktikan bahwa lokasi tempat

pengikatan senyawa asam iso-ferulat tidak jauh berbeda

dengan asam kojat [44]. Kemudian asam iso-ferulat juga
menunjukkan aktivitas inhibitor kompetitif terhadap
monofenolase dan difenolase dari tirosinase jamur dengan
laju reaksi maksimum (vm) dan konstanta inhibisi (KI)
masing-masing sebesar 64,5 M/menit dan 0,11 mmol/L
[45,46]. Dengan demikian, dapat diprediksi bahwa senyawa
asam iso-ferulat merupakan inhibitor kompetitif dari
makromolekul enzim tirosinase.

Identifikasi dan evaluasi lebih lanjut dilakukan
terhadap visualisasi dari kompleks molekul senyawa
asam iso-ferulat dan makromolekul enzim tirosinase.
Seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4, dapat diamati
bahwa senyawa asam iso-ferulat memiliki kemiripan
posisi pengikatan dengan asam kojat. Kemudian apabila
dieksplorasi  berdasarkan interaksi molekuler yang
terbentuk, senyawa tersebut memiliki ikatan yang lebih
banyak dibandingkan senyawa uji lain. Interaksi yang
terbentuk dari kompleks senyawa asam iso-ferulat dan
enzim tirosinase meliputi 3 ikatan hidrogen (dengan
Arg374 dan Ser394) dan 1 interaksi hidrofobik (dengan His
381). Ikatan hidrogen merupakan interaksi spesifik yang

berperan penting dalam proses interaksi ligan-reseptor. Di

Tabel 4. Prediksi profil adsorpsi, distribusi, metabolisme, dan ekskresi (ADME)

Senyawa Uji Drug-likeness Lipinski Absorpsi Gastrointestinal Kelarutan
Asam ferulat Memenuhi Tinggi Larut
Asam iso-ferulat Memenuhi Tinggi Larut
Coniferil aldehid Memenuhi Tinggi Larut
Metil ferulat Memenuhi Tinggi Larut
Etil ferulat Memenuhi Tinggi Larut
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Gambar 5. Radar prediksi profil ADME dari senyawa (a) asam ferulat, (b) asam iso-ferulat, (c) coniferil
aldehid, (d) metil ferulat, dan (e) etil ferulat

samping itu, ikatan hidrogen juga berkontribusi terhadap
afinitas suatu molekul terhadap protein target [47].

Menariknya, selain 4 interaksi diatas, senyawa ini juga
memiliki 1 ikatan dengan logam seng (Zn) yang terdapat
pada bagian sisi aktif dari makromolekul enzim tirosinase.
Berdasarkan hal tersebut, maka senyawa asam iso-ferulat
tidak hanya berpotensi sebagai inhibitor kompetitif, namun
juga memiliki potensi sebagai inhibitor non-kompetitif
dari enzim tirosinase, dalam hal ini sebagai antioksidan,
terkait dengan kemampuannya untuk berikatan dengan
logam [48]. Adanya karakteristik inhibitor non-kompetitif
dari senyawa tersebut mampu meningkatkan afinitas
kompleks ligan-reseptor [49].

Kemudian dilakukan prediksi profil ADME dari setiap
senyawa uji schingga dapat ditentukan mode penghantaran
setiap senyawa uji apabila diformulasikan sebagai obat.

Tabel 4 menunjukkan profil Drug-likeness Lipinskz, absorpsi

Jurnal Sains Farmasi & Klinis | Vol. 08 No. 02 | Agustus 2021

gastrointestinal, dan kelarutan. Ketiga kriteria tersebut
merupakan kriteria yang menggambarkan bioavailabilitas
obat apabila diadministrasikan sebagai obat oral. Terlihat
bahwa kelima senyawa memenuhi seluruh kriteria sebagai
obat oral yang baik. Selanjutnya, sebagai tambahan, radar
profil ADME ditampilkan pada penelitian ini (Gambar
5). Pada radar terdapat 6 prediksi parameter ADME yang
berkaitan erat dengan biovailabilitas oral suatu senyawa,
antara lain LIPO (lipofilitas), SIZE (ukuran), POLAR
(polaritas), INSOLU (insolubilitas), INSATU (insaturasi),
dan FLEX (fleksibilitas). Zona berwarna merupakan
area fisikokimia yang sesuai untuk bioavailabilitas oral.
Berdasarkan analisis radar, senyawa metil ferulat, asam
ferulat, dan asam iso-ferulat tidak memenuhi salah satu
kriteria yaitu insaturasi. Parameter insaturasi dinilai dari
fraksi karbon terhibridisasi Sp3 (CSp3) yang tidak boleh

kurang dari 0,25, sedangkan senyawa etil ferulat dan
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Tabel 5. Energi bebas ikatan selama simulasi dinamika molekuler

Senyawa Uji AEvdw (kJ/mol) AEele (kJ/mol) AGPB (kJ/mol) AGNP (kJ/mol) AGBind (kJ/mol)
Asam ferulat -76,26 -55,71 114,22 -10,35 -28,10
Asam iso-ferulat -109,57 -35,55 124,76 -12,70 -33,06
Coniferil aldehid -96,80 15,06 39,94 -10,80 -52,60
Metil ferulat -90,88 -12,02 85,42 -10,65 -28,13
Etil ferulat -94,64 -17,32 60,73 -11,06 -62,30

Keterangan : AE_, = van der Waals contribution, AE = electrostatic contribution, AG,,, = polar contribution of desolvation, AG, = non-polar

contribution of desolvation

coniferil aldehid memenuhi seluruh kriteri dalam radar
ADME.

Tahapan terakhir dilakukan simulasi dinamika
molekuler yang bertujuan untuk mengidentifikasi stabilitas
interaksi molekuler setiap sistem kompleks selama 200ns
dengan menggunakan konformasi awal hasil simulasi
penambatan molekuler. Berdasarkan snzapshot yang diambil
pada awal simulasi (Ons), 50ns, 100ns, 150ns, dan pada
akhir simulasi (200ns), dapat diamati bahwa perubahan
konformasi senyawa asam ferulat dan turunannya secara
umum terjadi ketika simulasi telah mencapai 50ns (Gambar
0). Posisi keseluruhan senyawa berotasi dan bertranslasi
selama simulasi berlangsung, namun perubahan signifikan
ditunjukkan oleh senyawa etil ferulat. Senyawa tersebut
bergerak fluktuatif dan mulai menjauh dari area situs aktif

pengikatan makromolekul enzim tirosinase.

Dinamika interaksi antara senyawa asam ferulat
dan turunannya dengan makromolekul target dipelajari
menggunakan simulasi dinamika molekuler di dalam
Afinitas

mengurangi pergerakan atom yang terikat dan umumnya

pelarut  eksplisit. yang kuat cenderung
akan menstabilkan bagian sisi aktif makromolekul
enzim tirosinase. Fenomena ini dapat dianalisis dengan
menghitung nilai RMSD dari makromolekul target
selama simulasi 200ns untuk memastikan stabilitas dan
rasionalitas konformasi yang dipilih [50]. Grafik RMSD
pada Gambar 7 menunjukkan bahwa senyawa etil ferulat
mengalami fluktuasi yang signifikan selama simulasi
berlangsung, dengan nilai RMSD rata-rata sebesar 1,84
A. Grafik RMSF juga memperlihatkan adanya kesamaan
hasil dengan grafik RMSD, nilai RMSF rata-rata senyawa

etil ferulat menunjukkan ketidakstabilan, dengan nilai rata-

Gambar 6. Visualisasi trajektori senyawa (a) asam ferulat, (b) asam iso-ferulat, (c) coniferil aldehid, (d)
metil ferulat, dan (e) etil ferulat selama simulasi dinamika molekuler
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Gambar 7. Grafik RMSD dan RMSF sistem kompleks senyawa asam ferulat (merah), asam iso-ferulat (kuning), coniferil
aldehid (hijau), metil ferulat (biru), dan etil ferulat (ungu) terhadap makromolekul enzim tirosinase

rata sebesar 0,98 A. Akan tetapi, secara keseluruhan sistem
kompleks memiliki kemampuan untuk mengikat secara
kuat dengan residu asam amino pada situs aktif pengikatan
makromolekul enzim tirosinase (His192, His377, His381,
Thr391, dan Ser394).

Selanjutnya, dilakukan identifikasi terhadap radins
of gyration (Rg) untuk menentukan stabilitas kompleks,
apakah sistem kompleks stabil dalam bentuk terlipat atau
tidak terlipat selama simulasi. Selain itu, pengamatan
terthadap solvent-accessible surface area (SASA) juga dilakukan
untuk memprediksi sejauh mana makromolekul enzim
tirosinase mengalami perubahan konformasi selama

simulasi yang dapat diakses oleh molekul air. Kemudian

o 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Waktu (ns)

Radius of Gyration (Rg)

o 0,5 1 1,5 2 25 3 3,5 a 45 5
r (nm)

Radial Distribution Factor (RDF)

evaluasi dilakukan terhadap adanya pengaruh masing-
masing variasi parameter terhadap kerapatan atom atau
probabilitasnya pada radius tertentu dengan menggunakan
radial distribution factor (RDF) dan analisis stabilitas ikatan
hidrogen (H-bond) selama simulasi dinamika molekuler
[51].

Nilai Rg menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan
yang signifikan dari keseluruhan sistem yang kompleks.
Akan tetapi, senyawa etil ferulat memiliki nilai Rg rata-
rata yang lebih tinggi dibandingkan dengan senyawa lain
yaitu sebesar 2,16 nm. Kemudian hasil dari analisis SASA
menunjukkan bahwa senyawa metil ferulat dan etil ferulat

memiliki nilai yang cukup tinggi, masing-masing sebesar

Waktu (ns)

Solvent-Accessible Surface Area (SASA)

o 20 a0 60 80 100 120 140 160 180 200
Waktu [ns)

Ikatan Hidrogen (H-Bond)

Gambar 8. Grafik Rg, SASA, RDF, dan H-Bond sistem kompleks senyawa asam ferulat (merah), asam iso-ferulat
(kuning), coniferil aldehid (hijau), metil ferulat (biru), dan etil ferulat (ungu) terhadap makromolekul enzim tirosinase

Jurnal Sains Farmasi & Klinis | Vol. 08 No. 02 | Agustus 2021

217



Simulasi Dinamika Molekuler Senyawa Asam Ferulat...

Fakih et. al.

192,68 nm*dan 192,05 nm?. Selanjutnya berdasarkan grafik
RDF pada Gambar 8, senyawa etil ferulat menunjukkan
ketidakteraturan sistem kompleks karena memiliki nilai
rata-rata yang rendah, yaitu sebesar 3,12 g(r). Ketiga data
tersebut diperkuat dengan hasil perhitungan H-Bond
selama simulasi berlangsung yang menunjukkan fluktuasi
terjadi di sekitar residu asam amino yang terletak pada
situs aktif pengikatan makromolekul enzim tirosinase.
Berdasarkan identifikasi yang telah dilakukan dapat
diprediksi bahwa senyawa etil ferulat memiliki stabilitas
yang kurang baik apabila dibandingkan dengan senyawa
turunan asam ferulat lain. Dengan adanya penambahan
gugus metil, etil, n-propil, tert-butil, dan n-setil atau
selinat menyebabkan senyawa bertindak sebagai aktivator
enzim tirosinase. Sementara, gugus n-butil, iso-propil,
sek-butil, n-pentil, n-heksil dan n-oktil orselinat mampu
meningkatkan konstanta inhibisi sebesar 0,50 mM hingga
0,99 mM [52].

Terakhir dilakukan perhitungan energi bebas ikatan
dengan menggunakan metode Molecular Mechanics Poisson—
Boltzmmann Surface Area (MM/PBSA) tethadap beberapa
trajektori yang dipilih dari hasil simulasi dinamika
molekuler. Berdasarkan hasil perhitungan MM/PBSA
senyawa asam ferulat dan turunannya memiliki afinitas
yang baik. Namun, afinitas tertinggi dimiliki oleh senyawa
etil ferulat, coniferil aldehid, dan asam iso-ferulat dengan
nilai energi bebas ikatan masing-masing sebesar —62,30 kJ /
mol; —52,60 kJ/mol; dan —33,06 kJ/mol. Secara umum,
energi yang berkontribusi paling besar selama simulasi
adalah interaksi van der Waals, interaksi elektrostatik, dan
interaksi non-polar. Fenomena ini karena pendekatan
MM/PBSA memungkinkan pengamatan pengaruh van der
Waals dan kontribusi elektrostatik serta perubahan afinitas
ligan reseptor yang dipengaruhi oleh proses solvasi pada
sistem kompleks [53].

Kesimpulan

Molekul senyawa bioaktif asam iso-ferulat yang
berasal dari kulit buah nanas (Ananas comosus) telah terbukti
mampu menghambat enzim tirosinase melalui identifikasi
dan evaluasi terhadap interaksi molekuler yang terjadi
dengan menggunakan metode penambatan dan dinamika
molekuler secara iz silico. Berdasarkan hasil penelitian yang
telah dilakukan diperoleh bahwa senyawa asam iso-ferulat
memiliki afinitas yang paling baik terhadap makromolekul
enzim tirosinase yaitu dengan nilai energi bebas ikatan
—25,06 kJ/mol. Di samping itu, senyawa ini juga memiliki
interaksi dengan logam seng (Zn) yang terdapat pada sisi

aktif pengikatan enzim tirosinase. Menariknya, senyawa
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asam iso-ferulat juga memiliki stabilitas yang baik selama
simulasi dinamika molekuler. Dengan demikian, senyawa
asam iso-ferulat memiliki potensi sebagai kandidat
inhibitor kompetitif dan non-kompetitif dari enzim

tirosinase untuk pengembangan agen depigmentasi alami.
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