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Abstract: This study aims to examine asiatic acid from Barringtonia asiatica seed extract as an anti-
cataract. The presence of asiatic acid in the extract was confirmed using LCMS. The study was
conducted using the HKSA method and it is independent of the molecular docking method.
Molecular modeling was carried out using the Avogadro program. Descriptors computation using
NWChem (DFT method, 6-311G base set), Swiss ADME, Molinspiration, and ADMET. Molecular
tethering and visualization using Autodock Tools 1.5.6. and Discovery Studio 2019 Client. The best
compounds that fight against cataracts are 9- (methoxymethyl)-1,2,6a, 6b, 9,12a-hexamethyl-10,11-
dioxo-1,2,3,4,4a,5,6,6a, 6b,7,8,8a, 9,10,11,12,12a, 12b,13,14b-icosahydropicene-4a carboxylic
acid. The equation:

Log P =25.593 + (- 0.136) * PSA + (-1.694) * Surface area + (-0.015) * Volume + (1.368) *
molar refraction + (0.129) * LUMO + (- 7.007) * HOMO + (- 0.117) ) * E DFT + (-0.037) *E
Hydration + (- 0.262) * Polarization
This molecule was confirmed to be anti-cataract based on the molecular docking against the 4JGF

protein target which produced binding energy and inhibition constants of -8.78 and 0.3368 uM.

Key word: anti katarak, Barringtonia asiatica, HKSA, penambatan molekul

PENDAHULUAN

Pengembangan dari tanaman herbal telah ada sejak dahulu dan kini semakin
bertambah pesat. Pengobatan yang sedang populer saat ini adalah menggunakan senyawa
antioksidan sebagai penangkal radikal bebas. Beberapa penyakit disebabkan oleh radikal
bebas, contohnya katarak, paru-paru, kanker, kardiovaskular, dan penuaan dini (Aditya &
Ariyanti, 2016; Suryadinata, 2018). Katarak adalah penyebab utama kebutaan, berdasarkan
survei kebutaan di Indonesia oleh RAAB dan Litbangkes tahun 2014-2016, penyebab
kebutaan karena katarak sebesar 81% dari 3% kasus kebutaan di 15 provinsi (KEMENKES,
2019). Penyebab katarak adalah lensa mata yang mengalami kekeruhan sehingga dapat
mempengaruhi pengelihatan. Cahaya yang akan masuk ke mata tidak semua sampai ke
retina karena adanya endapan dari lensa mata (KEMENKES, 2017). Lensa mata tersusun
dari protein yang larut dalam air atau kristalin yang berbentuk kapsul elastis (Wiguna et
al., 2019), sehingga apabila radikal bebas berkumpul di lensa mata, akan menyebabkan
ikatan cross link kovalen nonsulfida. Dampaknya, protein kristalin pada lensa akan
kehilangan kelarutannya dan menjadi endapan (Sreelakshmi & Abraham, 2016). Faktor-
faktor yang menyebabkan katarak secara internal adalah usia dan genetik, sedangkan faktor
eksternal katarak adalah radikal bebas dan diabetes. Sumber radikal bebas dapat berasal
dari alkohol, rokok, stres, diet yang buruk, radiasi, infeksi, obat-obatan, dan polusi (Metta
etal., 2015).

Penanggulangan katarak selama ini dilakukan dengan cara operasi, namun
komplikasi saat dan pasca operasi dapat terjadi (Astari, 2018). Untuk menghindari resiko
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komplikasi dari operasi, maka dibuat obat untuk mengatasi katarak yang berasal dari biji
buah keben atau butun (Barringtonia asiatica). Tanaman ini bagian daun, akar, dan bijinya
dapat digunakan sebagai obat. Ekstrak biji Barringtonia asiatica dapat digunakan sebagai
obat mata (Melcher et al., 2006). Campuran ramuan lain dengan biji Barringtonia asiatica
yang dibakar dan abunya dijadikan serbuk dapat digunakan sebagai obat dalam dan luar
untuk mulas (Partomihardjo, 2014). Biji yang dibuat seperti bubur/cairan kental dapat
digunakan sebagai obat gondok. Akar dan daun tanaman ini dapat digunakan sebagai obat
diabetes dan masalah urin (Ong & Kim, 2014). Genus dari Barringtonia asiatica
mengandung senyawa fitokimia, seperti polifenol, karotenoid, dan triterpenoid yang dapat
berperan sebagai antioksidan (Qiao et al., 2015).

Penelitian kali ini, ditujukan untuk mengkaji senyawa asam asiatik dan turunannya
dari ekstrak biji Barringtonia asiatica sebagai anti katarak dengan metode HKSA dan
penambatan molekul.

METODE PENELITIAN
Bahan dan Alat

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah struktur senyawa asam asiatik dari
ekstrak biji Barringtonia asiatica, dimodelkan dengan Avogadro dan struktur molekul 3D
protein 4JGF sebagai visualisasi protein lensa mata dari Protein Data Base (PDB).

Alat untuk menentukan senyawa dari ekstrak biji Barringtonia asiatica adalah
Shimadzu LCMS-8040 LC/MS, Shimadzu Shim Pack FC-ODS. Pengkajian in silico
menggunakan seperangkat laptop dengan spesifikasi Intel Core i3-3217U, 500 GB, RAM
2 GB. Program yang digunakan untuk penambatan molekul adalah Ubuntu 20.04.2 LTS
64-bit, Avogadro, dan Autodock Tools 1.5.6. Perhitungan deskriptor secara komputatif
sterik, hidrofobik, dan elektronik menggunakan program NWchem, Swiss ADME,
Molinsipration, dan ADMET. Visualisasi senyawa menggunakan program Discovery
Studio 2019 Client. Hasil analisis regresi linear deskriptor komputatif menggunakan SPSS
16.0 dengan metode backward.

Prosedur
Pemastian Senyawa dalam Ekstrak Biji Barringtonia Asiatica

Sampel yang digunakan untuk uji dengan LCMS adalah ekstrak biji Barringtonia
asiatica. Senyawa yang akan dipilih untuk penelitian ini adalah senyawa yang memiliki
energi ikat dan konstanta inhibisi terkecil dengan protein 4JGF melalui program Autodock
Tools 1.5.6.

Penentuan Model Persamaan HKSA

Senyawa dan turunan dari prosedur sebelumnya divisualisasikan 3D menggunakan
program Avogadro. Masing-masing senyawa dihitung deskriptor komutatif sterik,
hidrofobik, dan elektronik menggunakan program NWchem, Swiss ADME,
Molinsipration, dan ADMET. Senyawa terbaik diketahui dari hasil analisis regresi linear
parameter menggunakan SPSS 16.0 dengan metode backward.

Penambatan Molekul

Senyawa terbaik dipreparasi dengan struktur 3D protein 4 JGF menggunakan
Autodock Tools 1.5.6. Kedua senyawa dioptimasi dalam format (.pdbqt), kemudian
dihitung dengan parameter docking sehingga menghasilkan file (.dlg). Penambatan
molekul menggunakan Ubuntu 20.4.2. energi ikat dan konstanta inhibisi dianalisis
menggunakan program Autodock Tools 1.5.6. Kompleks yang terbentuk divisualisasikan
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menggunakan program Discovery Studio 2019 client untuk mengetahui ikatan yang terjadi
dan posisi ligan pada protein 4JGF.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Pemastian Senyawa dalam Ekstrak Biji Barringtonia Asiatica

Terdapat 36 senyawa yang dihasilkan uji LCMS dari ekstrak biji Barringtonia
asiatica. Beberapa senyawa tersebut merupakan senyawa golongan fitokimia seperti
flavonoid, saponin, dan triterpenoid yang dapat berperan sebagai antioksidan (Holil &
Griana, 2020; Sutomo, 2020).

Tabel 1. Senyawa dalam ekstrak biji Barringtonia asiatica
Nama Senyawa

2,4-dimethylthiazole Epigallocatechin-3-O-
cinnamate
2,4,5-trimethylthiazole Epigallocatechin-3-O-
coumarate
Salicylic acid Epigallocatechin gallate
2’-4’-dimethylacetophenone 3-0O-cis-caffeoylquercetin
Safranal Asiatic acid
2,4-dimethylquinoline Madasiatic acid
Caffeic acid Barringtogenol C
Epiafzelechin R-barrigenol
Catechin Bartogenic acid
Quercetin Cyanidin-3-sambubioside
Epigallocatechin Delphinidin-3-sambubioside
Asiaticin Asiaticoside E
Nasimalun A Asiaticoside F
Nasimalun B Asiaticoside
1-cyclohexyl-11-heneicosanone Asiaticoside G
Epicatechin-3-O-p-hydroxybenzoate Asiaticoside B
Stigmasterol Asiaticoside A
Epiafzelechin-3-O-gallate Asiaticoside C

Penambatan molekul tiap senyawa dengan protein 4JGF menghasilkan energi ikat
dan konstanta inhibisi yang berbeda. Senyawa yang dipilih adalah senyawa yang memiliki
energi ikat dan konstanta inhibisi paling kecil (Pratama, 2016; Pujiastuti & Sanjaya, 2017).
Energi ikat berfungsi untuk menunjukkan energi yang akan dibutuhkan untuk berikatan
antara senyawa dengan protein target. Nilai energi ikat yang kecil akan meningkatkan
potensi pengikatan pada protein target. Konstanta inhibisi menunjukkan kuat lemahnya
penghambatan senyawa terhadap protein target. Nilai konstanta inhibisi yang kecil akan
memperbesar afinitas pengikatan untuk menghambat aktivitas suatu makromolekul
(Pujiastuti & Sanjaya, 2017). Dari ke-36 senyawa tersebut, asiatic acid atau asam asiatik
dengan energi ikat -7.63 dan konstanta inhibisi 2.56.

Asam asiatik adalah senyawa triterpenoid pentasiklik yang dapat digunakan sebagai
obat karena memiliki aktivitas farmakologis seperti antioksidan dan anti-inflamasi (Huang
et al., 2016; Kamble et al., 2017). Sifat antioksidan dari asam asiatik ini dapat melawan
radikal hidroksil dan anion superoksidan dengan memecah rantai spesies oksigen reaktif
(ROS) (Meeran et al., 2018). Asam asiatik juga ditemukan pada tanaman Cantella asiatica
atau pegangan (Lu et al., 2019) dapat berperan sebagai anti kanker (Liu et al., 2020). LD50
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untuk obat katarak adalah 2.4 mg/kg atau 0.0024 g/kg (Ulfah, 2018) dan LD50 asam asiatik
adalah 1610.888 g/kg, sehingga asam asiatik aman untuk diaplikasikan dalam tubuh
sebagai anti katarak.

30
CH,

Gambar 1. Struktur asam asiatik

Penentuan Model Persamaan HKSA

Untuk meningkatkan potensi obat dari asam asiatik, maka dibuat turunan-
turunannya. Pemodelan senyawa 3D menggunakan program Avogadro setelah itu dihitung
deskriptor komputatif, yaitu sterik yang meliputi berat molekul, luas permukaan, refraksi
molar, volume molekul, energi hidrasi; deskriptor elektronik yaitu HOMO, LUMO, dan
dipol; deskriptor hidrofobik (log p); dan sifat fisikokimia, berupa energi DFT, dan
polarisasi (Utomo et al., 2017).

Tabel 2. Senyawa asam asiatik dan turunannya

Kode C2 C3 Cl11 C13 Cc23 Cc28 C30
senyawa

Asam OH OH H H CH20H H CHs

asiatik
2 Oxo OH H H CH20CH3 H CHs
3 Oxo Oxo H H CH20CH3 H CHs
4 OH OH H H CH20H H CH20H
5 Oxo OH H H CH20H H CH20H
6 Oxo Oxo Ene Ene COOH CHs CHs
7 Oxo Oxo Ene Ene COOCOH H CHs
8 Oxo Oxo H H CH20H H CH20H
9 OH OH H H CH20H H COCH
10 OH OH Ene Ene COOH H COOH
11 Oxo OH H H CH20H CHs CHs
12 Oxo Oxo H H COOCH;3 H CHs
13 Oxo Oxo H H CH20H H CHs
14 Oxo Oxo H H COOH H COOH
15 Oxo OH H H COOH H COOH
16 OH OH Ene Ene CH20H H CH20H
17 OH OH Ene Ene CH20H H COOH
18 OH OH H H COCH H CH20H
19 Oxo Oxo H H COCH H CH20H
20 Oxo OH H N COOH H CH20H
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(='mal)
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| smez| 222.794| 1307 | 48369 14604 | 026338 | -0.0%2094 3387 | -17685458%0 | s63s8| 472
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Gambar 2. Tabel deskriptor-deskriptor asam asiatik dan turunannya

Hasil deskriptor komputatif pada Gambar 2 dianalisis dengan program SPSS 16.0
dengan menghitung regresi linear berganda menggunakan metode backward dengan
dependent deskriptor komputatif hidrofobik, yaitu log P sebagai koefisien partisi dan
independents dari deskriptor komputatif sterik, elektronik, dan fisikokimia sebagai penentu
kontribusi terpisah maupun kolektif terhadap dependent. Nilai log P menunjukkan
keefektifan distribusi senyawa dalam tubuh manusia. Semakin tinggi nilainya, maka
senyawa tersebut makin baik untuk dikonsumsi karena lebih mudah terdistribusi dalam fasa
non polar (Nindita & Sanjaya, 2014). Persamaan terbaik dari prediksi pada Tabel 4 dipilih
berdasarkan besarnya nilai koefisien korelasi (R) dan koefisien determinasi (R Square)
mendekati 1 serta kecilnya nilai Std. Error of the Estimate (SEE) (Arba et al., 2016; Kasmui
& Kusuma, 2016). Nilai R dan R square mendekati 1 menunjukkan korelasi antara sifat
fisiko kimia dan biologis sangat erat, dan nilai SEE mendekati O menunjukkan
penyimpangan yang terjadi sangat kecil dan memiliki signifikasi tinggi (Mardianingrum et
al., 2019).

Tabel 3. Hasil regresi linear dengan metode backward

Model R R Square  Adj. R Square SEE
1 0.9962 0.992 0.982 0.0947536
2 0.996° 0.992 0.984 0.0900096
3 0.996° 0.991 0.985 0.0863920
4 0.995¢ 0.990 0.985 0.0875046

a. Prediktor: konstan, dipol, volume, e DFT, LUMO, HOMO, refraksi molar, e
hidarsi, polarisasi, PSA, luas permukaan

b. Prediktor: konstan, volume, e DFT, LUMO, HOMO, refraksi molar, e hidarsi,
polarisasi, PSA, luas permukaan

c. Prediktor: konstan, volume, e DFT, HOMO, refraksi molar, e hidarsi, polarisasi,
PSA, luas permukaan

d. Prediktor: konstan, e DFT, HOMO, refraksi molar, e hidarsi, polarisasi, PSA, luas
permukaan
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Pada Tabel 3, model prediksi 1-2 menunjukkan hasil R dan R Square mendekati 1.
Dari kedua model prediksi tersebut, nilai SEE yang mendekati 0 adalah model persamaan
2. Sehingga dipilih model prediksi nomor 2 dengan persamaan:

Log P = 25.593+(-0.136)*PSA+(-1.694)* Luas permukaan + (-0.015)*Volume +
(1.368)*refraksi molar + (0.129)*LUMO + (-7.007)*HOMO + (-0.117)*E DFT+ (-
0.037)*E Hidrasi + (-0.262)*Polarisasi
Nilai regresi yang didapatkan untuk log P prediksi model 2 dan log p eksperimen adalah
0.9945, artinya garis regresi menjelaskan sebesar 99.45% fakta sedangkan sisanya
dijelaskan oleh variabel residual. Nilai regresi yang baik adalah nilai regresi yang
mendekati 1, dan dapat diakui ke-valid-annya (Basuki & Prawoto, 2015). Prediktor-
prediktor yang mempengaruhi regresi ini adalah Polar Surface Area (PSA), luas
permukaan, volume, refraksi molar, LUMO, HOMO, energi DFT, energi hidrasi, dan
polarisasi.

Log P prediksi vs Log P
eksperimen

y =1,0199x-0,4245
R*=0,9945

7
6
5
4
3
2
1
0

0,

00000 2,00000 4,00000 6,00000 8,00000

Gambar 3. Grafik perbandingan Log P prediksi dengan Log P eksperimen

Dari persamaan prediksi model 2, nilai log P setiap senyawa disajikan pada Tabel
4. Besarnya nilai log P menunjukkan kuatnya pengaruh prediktor-prediktor yang terlibat,
sehingga dapat dipilih senyawa yang terbaik untuk divalidasi menggunakan penambatan
molekul. Selain itu, nilai PRESS (Predictive Residual Sum of Square) juga dapat digunakan
untuk mengetahui seberapa baik tingkat prediksi model persamaan HKSA terhadap
nilai aktivitas biologis log P hasil eksperimen (Saputra et al., 2013). Semakin nilainya
mendekati 0, maka semakin baik senyawanya (Kasmui & Kusuma, 2016). Nilai PRESS
didapatkan dari hasil pengurangan nilai log P eksperimen dengan nilai log P prediksi model
2 yang dikuadratkan (Rakhman et al., 2019). Berdasarkan Tabel 4, senyawa nomor 3
memiliki nilai log P prediksi terbesar diantara seyawa-senyawa lainnya dan nilai
PRESSnya mendekati 0, sehingga senyawa tersebut akan divalidasi kemampuan obatnya
menggunakan metode penambatan molekul.

Tabel 4. Nilai log P eksperimen, log P prediksi, dan PRESS

Kode Log P Log P PRESS
senyawa eksperimen prediksi
model 2

Asam asiatik 5.0327 5.2804 0.0614

2 5.8950 6.2142 0.1019

3 6.1032 6.3829 0.0782

4 4.0051 4.1968 0.0367
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5 4.2133 4.6042 0.1528
6 5.5499 5.8591 0.0956
7 5.4615 5.7772 0.0997
8 4.4210 4.8419 0.1771
9 4.0974 4.5722 0.2254
10 4.1098 4.4416 0.1101
11 5.3293 5.6558 0.1066
12 5.6298 5.9255 0.0874
13 5.2409 5.5014 0.0678
14 4.6061 4.9424 0.1131
15 4.3979 4.6903 0.0855
16 3.9252 4.2406 0.0994
17 4.0175 4.3908 0.1393
18 4.0974 4.3628 0.0704
19 4.5138 4.7991 0.0814
20 4.3056 4.7417 0.1902

Penambatan Molekul

Dari hasil HKSA. senyawa nomor 3 dari persamaan prediksi model 2 akan dilakukan
penambatan molekul atau molecular docking dengan protein 4JGF untuk memvalidasi
kemampuan obatnya dibandingkan dengan senyawa-senyawa lainnya. Metode ini
digunakan untuk mengetahui interaksi antara senyawa asam asiatik dan turunannya dengan
protein target (4JGF). Interaksi ini akan menunjukkan jenis ikatan yang terjadi disertai
energi ikat dan konstanta inhibisi. Visualisasi kompleks yang terjadi menggunakan
program Discovery Studio 2019 Client yang akan menunjukkan jenis ikatan dan sisi yang
berikatan antara senyawa dengan protein 4JGF. Senyawa yang terbaik dipilih berdasarkan
nilai energi ikat dan konstanta inhibisi yang kecil (Pratama, 2016; Pujiastuti & Sanjaya,
2017).

Tabel 5. Nilai energi ikat. konstanta inhibisi

Kode senyawa Energi Konstanta inhibisi (uM)
ikat
(kcal/mol)

Asam asiatik -7.61 2.63
2 -8.45 0.6384
3 -8.78 0.3668
4 -6.49 17.49
5 -7.30 4.44
6 -7.68 2.36
7 -7.32 4.27
8 -8.28 1
9 -6.34 225
10 -6.63 13.9
11 -7.54 2.95
12 -8.69 0.4259
13 -8.51 0.5768
14 -7.60 2.67
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15 -6.83 9.84
16 -6.77 10.94
17 -6.67 1291
18 -6.69 12.43
19 -1.72 2.19
20 -7.03 7.05

Berdasarkan Tabel 5. senyawa nomor 3, dengan nama IUPAC 9- (methoxymethyl)-
1,2,6a, 6b, 9,12a-hexamethyl-10,11-dioxo-1,2,3,4,4a,5,6,6a, 6b,7,8,8a, 9,10,11,12,12a,
12b,13,14b-icosahydropicene-4a carboxylic acid, dipastikan memiliki kemampuan
sebagai anti katarak terbaik karena memiliki energi ikat dan konstanta inhibisi terkecil.
yaitu -8.78 kcal/mol dan 0.3368 uM. Visualisasi kompleks yang terbentuk dengan protein
4JGF menunjukkan adanya ikatan hidrogen (ikatan berwarna hijau) dengan residu asam
amino Tyr50. Leul44. GIn54. Gly148. Pro147. Met146.

Gambar 4. Visualisasi interaksi antara senyawa nomor 3 dengan protein 4JGF

Senyawa ini memiliki kemampuan sebagai anti katarak lebih baik daripada asam asiatik
berdasarkan nilai log P ekseprimen, log P prediksi, PRESS, energi ikat, dan konstanta
inhibisi. Senyawa nomor 3 memiliki nilai log P lebih tinggi. dan energi ikat serta konstanta
inhibisi lebih rendah dari asam asiatik.

Tabel 6. Perbandingan asam asiatik dengan senyawa nomor 3

Kode Log P LogP  PRESS Energi Konstanta
senyawa eksperimen  prediksi ikat inhibisi
(kcal/mol) (um)
Asam asiatik 5.0327 5.2804  0.0614 -7.61 2.63
3 6.1032 6.3829  0.0782 -8.78 0.3668

SIMPULAN

Senyawa dalam ekstrak biji Barringtonia asiatica yang berperan sebagai anti katarak
adalah asam asiatik. Berdasarkan SPSS, model persamaan senyawa terbaik asam asiatik
dan turunannya adalah model 2. Senyawa terbaik yang berpotensi anti katarak adalah 9-
(methoxymethyl)-1,2,6a,6b,9,12a-hexamethyl-10,11-dioxo-1,2,3,4,4a,5,6,6a,6b,
7,8,8a,9,10, 11,12,12a,12b,13,14b-icosahydropicene-4a carboxylic acid. Persamaannya:
Log P = 25593+(-0,136)*PSA+(-1,694)*Luas  permukaan+(-0,015)*Volume
+(1,368)*refraksi molar+(0,129)*LUMO+(-7,007)*HOMO+(-0,117)*E DFT+(-
0,037)*E Hidrasi+(-0,262)*Polarisasi
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Molekul tersebut dipastikan berpotensi sebagai anti katarak berdasarkan penambatan
molekul terhadap protein target 4JGF yang menghasilkan energi ikat dan konstanta inhibisi
sebesar -8,78 dan 0,3368 uM dan menghasilkan ikatan hidrogen terhadap protein target
dengan residu asam aminoTyr50, Leul44, GIn54, Gly148, Prol47, Met146.
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