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1.1 Latar Belakang

Hiperkolesterolemia menjadi salah satu masalah kesehatan yang
berkontribusi terhadap Cardiovascular Diseases (CVDs), yang saat ini masih
menjadi penyebab utama morbiditas dan mortalitas masyarakat dunia (Widhi
& Putri, 2020). Hiperkolesterolemia ditandai dengan tingginya kadar
kolesterol total dalam sirkulasi darah, yang umumnya disertai dengan
peningkatan kadar Triglycerides (TG). Keadaan ini memicu peningkatan
Low-Density Lipoproteins (LDL) dan penurunan kadar High Density
Lipoproteins (HDL) yang menjadi indikator ketidakseimbangan lipid
(Narapati & Dainy, 2024). Berdasarkan data Survei Kesehatan Indonesia
(SKI) tahun 2023, prevalensi hiperkolesterolemia, faktor pemicu penyakit
gangguan metabolik di Indonesia, mencapai 11,7% dari penduduk yang
berusia lebih dari 15 tahun. Angka prevalensi ini mengindikasikan bahwa
kasus hiperkolesterolemia di Indonesia cukup tinggi sehingga diperlukan
penanganan yang cepat namun tetap efektif.

Hiperkolesterolemia merupakan gangguan metabolisme yang
berhubungan erat dengan disregulasi metabolisme lipid, salah satunya melalui
peningkatan absorpsi lipid oleh enterosit di saluran pencernaan (Baila-Rueda
et al., 2016). Proses ini dipengaruhi oleh aktivitas enzim Pancreatic Lipase

(PL), yang berperan penting dalam memecah TG menjadi dua molekul asam



lemak dan satu molekul monogliserida di lumen duodenum. Hasil pemecahan
ini kemudian membentuk misel yang diabsorpsi oleh enterosit (Cafiamares-
Orbis et al., 2021). Lipid dan kolesterol setelah diabsorpsi selanjutnya
dikemas menjadi kilomikron, dikirim ke dalam sirkulasi darah, dan sisanya
diserap oleh hepatosit untuk diproses menjadi lipoprotein yang berperan
dalam pembentukan kolesterol darah (Salih, 2021). Aktivitas enzim PL yang
berlangsung secara berlebihan akan memicu peningkatan absorpsi yang
berkontribusi pada akumulasi lipid di hati (Chiu et al., 2025). Penghambatan
aktivitas enzim PL menjadi strategi yang menjanjikan dalam pengelolaan
kondisi hiperkolesterolemia.

Penanganan hiperkolesterolemia dapat dilakukan melalui pendekatan
farmakologis menggunakan obat seperti orlistat (Lucas et al., 2003). Orlistat
bekerja dengan menghambat aktivitas enzim PL pada situs aktif residu serin
(Bansal et al., 2024). Mekanisme ini mengakibatkan penurunan absorpsi lipid
oleh enterosit di usus halus (Siddiqui et al., 2023). Penggunaan orlistat
meskipun efektif juga dapat menimbulkan beberapa efek samping bagi tubuh,
seperti diare, perut kembung, nyeri perut, gagal hati akut, dan defisiensi
vitamin yang larut dalam lemak (Dragano et al., 2020). Efek samping ini
mendorong pencarian alternatif alami yang lebih aman namun tetap efektif.

Antosianin merupakan salah satu senyawa yang diketahui berpotensi
dalam penanganan hiperkolesterolemia (Zhang et al., 2016). Senyawa ini
memiliki berbagai aktivitas biologis yang bermanfaat bagi kesehatan, seperti

antioksidan, anti-inflamasi, hingga anti-diabetik, anti-obesitas dan anti-



kanker (Panda et al., 2022). Aktivitas antioksidan oleh antosianin bekerja
dengan cara melindungi sel endotel dari stres oksidatif dan menghambat
oksidasi LDL (Naseri et al., 2018). Penghambatan ini penting karena oksidasi
LDL berkontribusi terhadap perkembangan akumulasi lipid atau
aterosklerosis (Thangasparan ef al., 2024). Aktivitas anti-inflamasi antosianin
berperan dalam menekan ekspresi Nuclear Factor kappa b (NF-xb) dan
Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-0) yang memicu peradangan, juga
memperburuk aterosklerosis (Reis et al., 2016). Kedua mekanisme ini bekerja
sama mencegah penumpukan lipid yang berlebihan, sehingga dapat
membantu memperbaiki profil lipid darah (Martins et al., 2022).

Beras hitam (Oryza sativa L.) merupakan varietas beras lokal yang
memiliki kandungan flavonoid, salah satunya antosianin yang mencapai
327,60 mg/100g yang termasuk tertinggi diantara jenis beras berwarna
lainnya (Thanuja & Parimalavalli, 2018). Antosianin yang terdapat dalam
beras hitam, terdiri dari cyanidin 3-O-glucoside, peonidin 3-O-glucoside,
malvidin 3-O-glucoside, delphinidin 3-O-glucoside, pelargonidin 3-O-
glucoside (Kim et al., 2014), dan petunidin 3-O-glucoside (Uivarasan et al.,
2024). Studi sebelumnya menunjukkan bahwa antosianin dari beras hitam
mampu menurunkan kadar TG dan kolesterol total pada model tikus obesitas
dengan diet tinggi lemak (Song et al., 2021). Senyawa ini juga dilaporkan
dapat menghambat penyerapan lipid melalui mekanisme inhibisi enzim PL
secara in vitro (Yao et al., 2013). Berdasarkan literatur sebelumnya yang

dituliskan oleh Song et al. (2021) dan Yao et al. (2013), antosianin beras



hitam berpotensi dimanfaatkan sebagai alternatif pengobatan alami dalam
upaya pengelolaan kondisi hiperkolesterolemia. Oleh karena itu, penelitian
mekanisme interaksi kelompok senyawa bioaktif kelompok antosianin dari
beras hitam terhadap enzim PL pada penyakit hiperkolesterolemia menjadi
penting dilakukan.

Mekanisme interaksi dapat diekplorasi melalui pendekatan in silico,
yaitu metode komputasi yang memanfaatkan simulasi dan algoritma untuk
menganalisis struktur, karakteristik, serta aktivitas senyawa kandidat obat
(Al-Mohaya et al., 2024). Salah satu metode yang dapat digunakan mencakup
virtual screening dan molecular docking (Islam et al., 2025). Virtual
screening merupakan tahap awal pengembangan obat yang digunakan untuk
mengidentifikasi senyawa yang berpotensi sebagai kandidat obat sebelum
dilakukan proses docking (Lin et al., 2020). Molecular docking merupakan
metode bioinformatika yang digunakan untuk menentukan dan memprediksi
interaksi antara senyawa kandidat obat (ligan) dengan protein target. Metode
ini bertujuan untuk menemukan konformasi dan orientasi optimal antara ligan
dan protein sehingga interaksi keduanya menghasilkan energi bebas
minimum yang menunjukkan afinitas ikatan terkuat (Tripathi & Misra, 2017).
Kelebihan molecular docking yaitu mempercepat proses penemuan obat,
mengurangi biaya penelitian, dan meningkatkan efektivitas pengembangan
senyawa kandidat obat (Muhammed & Aki-Yalcin, 2024).

Penelitian mengenai interaksi kelompok senyawa antosianin dari beras

hitam terhadap enzim PL pada penyakit hiperkolesterolemia melalui
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pendekatan molecular docking masih terbatas. Berdasarkan urgensi tersebut,
penelitian ini bertujuan untuk mengeksplorasi potensi kelompok senyawa
antosianin dari beras hitam sebagai agen anti-hiperkolesterolemia dalam
menghambat enzim PL dengan menggunakan metode molecular docking.
Hasil yang ditemukan diharapkan dapat menjadi dasar ilmiah untuk
mengembangkan obat anti-hiperkolesterolemia yang lebih efektif dan aman,

serta memiliki toleransi risiko yang kecil.

Perumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut, rumusan masalah dalam
penelitian ini, yaitu bagaimana potensi kelompok senyawa antosianin dari
beras hitam (Oryza sativa L.) dalam menghambat aktivitas enzim pancreatic

lipase sebagai agen anti-hiperkolesterolemia secara in silico?

Tujuan Penelitian

Penelitian ini memiliki tujuan yaitu menganalisis dan membuktikan
potensi kelompok senyawa antosianin dari beras hitam (Oryza sativa L.)
dalam menghambat aktivitas enzim pancreatic lipase sebagai agen anti-

hiperkolesterolemia secara in silico.

Manfaat Penelitian

Penelitian ini bermanfaat untuk memperluas pengetahuan serta
keterampilan secara langsung tentang potensi kelompok senyawa antosianin
dari beras hitam sebagai inhibitor enzim PL melalui molecular docking.

Hasilnya menjadi dasar sumber ilmiah untuk penelitian selanjutnya dalam



mengembangkan potensi kelompok senyawa antosianin dari beras hitam
sebagai bahan pencegahan dan pengobatan hiperkolesterolemia. Hasil
penelitian diharapkan dapat menambah koleksi pustaka dan bahan bacaan
tentang topik tersebut. Hasil penelitian ini, selain menambah menjadi koleksi
pustaka, juga dapat menjadi sumber ilmiah mengenai potensi beras hitam
sebagai agen anti-hiperkolesterolemia yang lebih efektif dan aman. Temuan
tersebut diharapkan mampu membuka peluang dalam pengembangan produk

obat yang lebih efisien serta mudah terjangkau oleh masyarakat.
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Definisi dan Klasifikasi Hiperkolesterolemia
Hiperkolesterolemia merupakan kondisi kelainan
metabolisme lipid yang ditandai dengan kadar kolesterol total yang
melebihi batas normal, yaitu mencapai > 240 mg/dl (Ardian dkk.,
2020). Berdasarkan faktor penyebabnya, hiperkolesterolemia
dibedakan menjadi dua jenis yaitu hiperkolesterolemia primer dan
sekunder. Hiperkolesterolemia primer disebabkan oleh faktor
genetik atau keturunan yang memengaruhi metabolisme lipid,
sebagai contoh Familial Hypercholesterolemia (FH). Penyakit ini
ditandai dengan kadar Low Density Lipoproteins-cholesterol (LDL-
C) yang tinggi sejak lahir (Tokgozoglu & Kayikcioglu, 2021).
Hiperkolesterlemia  sekunder adalah  penyakit  gangguan
metabolisme lipid yang disebabkan oleh faktor lingkungan atau
gangguan lain seperti pola hidup yang tidak sehat, kurang berolah
raga, obesitas, dan sindrom nefrotik (Zulfamidah dkk., 2022). Pola
hidup yang tidak sehat seperti sering mengonsumsi makanan yang
berlemak jenuh tinggi, alkohol, dan kebiasaan merokok (Hamria

dkk., 2020).
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Hiperkolesterolemia dapat didiagnosis melalui pemeriksaan
profil lipid lengkap yang mencakup pengukuran kadar kolesterol
total, trigliserida, Low-Density Lipoproteins (LDL) dan High
Density Lipoproteins (HDL) (Huff et al., 2023). Beberapa profil
lipid tersebut memiliki nilai ambang batas yang ditetapkan.
Kolesterol total yang normal memiliki nilai <200 mg/dl, LDL <100
mg/dl, HDL > 40 mg/dl untuk pria, > 50 mg/dl untuk wanita dan
trigliserida < 150 mg/dl (Pappan et al., 2024). Kolesterol total yang
tidak normal memiliki nilai > 240 mg/dl, LDL > 160 mg/dl, HDL <
40 mg/dl dan trigliserida > 150 mg/dl (Ardian dkk., 2020). Nilai dari
beberapa profil lipid tersebut sering ditentukan oleh berbagai macam
faktor, antara lain umur, jenis kelamin dan makanan (Pappan et al.,

2024).

Tahap Biosintesis Kolesterol

Kolesterol merupakan molekul lipofilik yang dapat
ditemukan dalam membran sel tubuh, sangat penting bagi kehidupan
manusia. Molekul ini memiliki peranan penting sebagai komponen
struktural membran sel, pengontrol fluiditas membran, juga bahan
pembentuk vitamin D, hormon steroid (kortisol, aldosteron,
androgen adrenal), serta hormon seks (testosteron, estrogen,
progesteron) (Huff et al., 2023). Kolesterol dalam darah sebagian
besar diproduksi di organ hati, sedangkan kolesterol ekogen berasal

dari makanan yang kemudian diabsorpsi di usus halus. Kolesterol



ekogen setelah diabsorpsi, ditransportasikan ke hati (Ibrahim et al.,
2021). Keseimbangan kolesterol dalam tubuh dijaga oleh sistem

tubuh, mencakup proses biosintesis, transport dan ekskresi (Huang

etal., 2018).
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Gambar 2.1. Jalur biosintesis kolesterol tahap awal (dari asetil-
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Proses pembentukan kolesterol secara endogen dimulai
dengan pembentukkan acetoacetyl-CoA seperti tahap A pada
Gambar 2.1 melalui proses kondensasi antara dua molekul acetyl

coenzyme A (acetyl-CoA) dengan melibatkan enzim tiolase II.
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Senyawa acetoacetyl-CoA selanjutnya berkondensasi kembali
dengan molekul acetyl-CoA lainnya membentuk 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) dengan melibatkan HMG-
CoA synthase (HMG-CoAs) (tahap B pada Gambar 2.1). Senyawa
HMG-CoA kemudian direduksi menjadi molekul enam karbon
mevalonat oleh enzim HMG-CoA reductase (HMG-CoAr) dengan
bantuan Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate (NADPH)
(tahap C pada Gambar 2.1) (Cerqueira et al., 2016).

Asam mevalonat dengan bantuan enzim Mevalonate Kinase
(MK) mengalami fosforilasi membentuk Mevalonate 5-Phosphate
(MVAPP) (tahap D1 pada Gambar 2.1). Senyawa MVAPP
difosforilasi kembali oleh Phosphomevalonate Kinase (PMK)
membentuk mevalonate 5-diphosphate (tahap D2 pada Gambar 2.1).
Mevalonate 5-diphosphate kemudian mengalami dekarboksilasi
oleh enzim Mevalonate 5-Pyrophosphate Decarboxylase (MDD)
membentuk Isopentenyl Pyrophosphate (IPP) sebagai produk akhir
jalur mevalonat (tahap D3 pada Gambar 2.1) (Cerqueira et al., 2016).

Senyawa IPP mengalami isomerisasi oleh enzim isopentenyl
pyrophosphate delta isomerase membentuk Dimethylallyl
Pyrophosphate (DMAPP) (tahap E pada Gambar 2.1). Konversi ini
mengubah IPP yang relatif kurang reaktif menjadi DMAPP yang
lebih reaktif. Senyawa DMAPP bersama dengan IPP mengalami

reaksi pemanjangan rantai yang melibatkan enzim Farnesyl
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Diphosphate Synthase (FDPS) membentuk Geranyl Diphosphate
(GPP) dan selanjutnya Farnesyl Diphosphate (FPP) (tahap F pada
Gambar 2.2). Senyawa FPP berkondensasi dengan molekul FPP
lainnya melalui reaksi dimerisasi reduktif dengan melibatkan enzim
Squalene Synthase (SQS). Reaksi ini menghasilkan senyawa

squalene (tahap G pada Gambar 2.2) (Cerqueira et al., 2016).
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Gambar 2.2. Jalur biosintesis kolesterol tahap akhir (dari geranil
difosfat hingga kolesterol) (Cerqueira et al., 2016)

Squalene kemudian dioksidasi menjadi 2,3-oxidosqualene

oleh enzim Squalene Monooxygenase (SM) yang bergantung pada

NADPH dan oksigen (tahap H pada Gambar 2.2). 2,3-
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oxidosqualene dikonversi menjadi senyawa siklik lanosterol melalui
reaksi yang dikatalisis oleh lanosterol synthase (OSC) (tahap | pada
Gambar 2.2). Lanosterol diubah menjadi kolesterol melalui dua
jalur, yaitu jalur Bloch dan jalur Kandutch-Russell. Kedua jalur
tersebut melibatkan serangkaian reaksi enzimatik bertahap (tahap J

pada Gambar 2.2). (Cerqueira et al., 2016).

Patofisiologis Hiperkolesterolemia

Mekanisme patofisiologis hiperkolesterolemia umumnya
dimulai ketika tubuh menerima asupan lemak jenuh dan kolesterol
yang berlebihan, sehingga metabolisme lipid menjadi terganggu
(Sugiarti & Meikawati, 2018). Metabolisme lipid dapat diatur oleh
enzim Pancreatic Lipase (PL) yang berperan penting dalam proses
hidrolisis lemak makanan (Alnuaimi et al., 2023) untuk penyerapan
di usus halus (Subramaniyan & Hanim, 2025). Gangguan aktivitas
lipase seperti aktivitas yang berlebihan memicu peningkatkan
akumulasi lipid di hati (Chiu et al., 2025), yang mengakibatkan
produksi dan kadar LDL dalam darah meningkat (Sugiarti dan
Meikawati, 2018).

Kadar LDL yang tinggi menyebabkan LDL mampu
menembus lapisan endotel dan menumpuk di ruang subendotel
(tunika intima). Penumpukan kadar LDL yang terjadi dapat
disebabkan karena adanya interaksi dengan proteglikan yang

memerangkap lemak di tunika intima (Ibrahim et al., 2023). Kondisi
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hiperkolesterolemia juga meningkatkan produksi Reactive Oxygen
Species (ROS) dalam jumlah yang berlebihan melebihi kapasitas
produksi antioksidan sehingga memicu stres oksidatif dan
peningkatan peroksidasi lipid (Faozah et al., 2021). Kondisi stres
oksidatif berakibat pada LDL mengalami modifikasi melalui dua
jalur, yaitu secara non-enzimatik dengan melibatkan reaksi ion
tembaga dan besi dan secara enzimatik melibatkan enzim
lipoksigenase dan mieloperoksidase. Kedua jalur ini mengubah
struktur LDL menjadi bentuk yang teroksidasi (Ox LDL) yang
bersifat imunogenik, juga mempunyai efek kerusakan yang lebih
besar (Mosalmanzadeh & Pence, 2024). Kondisi ini membentuk
siklus patologis yang menganggu metabolisme lipid, terutama yang
diatur oleh enzim PL (Zhang et al., 2022).

Reactive oxygen species mengaktifkan jalur sinyal Nuclear
Factor kappa B (NF-xB) yang membuat Ox LDL memicu
peradangan lokal di sel endotel bagian tunika intima pada pembuluh
darah. Aktivasi jalur ini menyebabkan sel endotel mengalami
penurunan fungsi yang diikuti pembentukan banyak molekul adhesi
pada permukaan membran sel, yang meliputi Vascular Cell
Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), Intercellular Adhesion Molecule-
1 (ICAM-1), E-selectin dan P-selection (Rojkova, 2021). Molekul
adhesi berperan penting dalam tahap adhesi dan migrasi sel darah

putin (monosit) pada lapisan endotelium yang mengalami
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peradangan (Lee et al., 2017). Sel endotel sebelumnya juga memberi
respon inflamasi awal berupa pelepasan sitokin dan kemokin, yang
berfungsi sebagai sinyal kimiawi yang menstimulasi kehadiran sel
imun ke lokasi inflamasi. Monosit yang telah menempel akan
melakukan penetrasi pada lapisan endotelium menembus sampai ke
ruang subendotel (Rojkova, 2021).

Monosit setelah menembus ruang subendotel akan mengalami
diferensiasi menjadi makrofag. Makrofag ini kemudian akan
memfagositosis Ox LDL melalui reseptor scavenger pada sel target
(Nashruddin, 2021). Penumpukan kolesterol dalam makrofag akan
bertransformasi menjadi sel busa atau foam cell pada tunika intima.
Foam cell yang terbentuk akan terakumulasi di lapisan subendotel
dan membentuk garis lemak (fatty streak). Garis lemak merupakan
bagian awal pembentukan plak aterosklerosis yang semakin lama
akan berkembang menjadi plak matang. Kondisi ini akan
mempersempit diameter pembuluh darah serta menganggu aliran
darah secara normal (Perwisa dan Hanriko, 2020).

Kondisi hiperkolesterolemia diperparah dengan menurunnya
fungsi reseptor LDL di dalam sel-sel hati yang berperan mengikat
dan menyerap kembali kolesterol dari sirkulasi atau jaringan perifer
tubuh (Sugiarti & Meikawati, 2018). Kondisi hiperkolesterolemia
juga ditandai dengan penurunan kadar HDL. Jenis kolesterol ini

berfungsi dalam proses transport balik kolesterol (reserve



214

15

cholesterol transport) dari jaringan perifer menuju hati untuk

dimetabolisme menjadi cairan empedu (Nugraheni dkk., 2016).

Dampak Hiperkolesterolemia

Hiperkolesteromia berdampak pada berbagai organ vital,
antara lain jantung, otak, dan pembuluh darah perifer, sehingga dapat
memicu berbagai penyakit kardiovaskular. Efek hiperkolesterolemia
pada organ jantung dapat menyebabkan penyumbatan arteri koroner
akibat terbentuknya plak aterosklerosis (Safitri dkk., 2023),
sehingga fungsional diastolik jantung menjadi terganggu
(Andreadou et al., 2017) dan miokardiosit kekurangan oksigen.
Kondisi ini menyebabkan miokardiosit mengalami kerusakan dan
nekrosis yang berujung pada infark miokardiosit (serangan jantung)
(Ojha & Dhamoon, 2023). Hiperkolesterolemia juga berdampak
pada penyumbatan darah di otak yang mengakibatkan stroke iskemik
(Prayoga & Rasyid, 2022), serta dapat menyebabkan kerusakan
pada pembuluh darah kapiler, yang dikenal dengan penyakit
Cerebral Small Vessel Disease (CSVD) (Kraft et al., 2017).
Hiperkolesterolemia tidak hanya memicu stroke, tetapi juga
berdampak pada penyumbatan pembuluh darah perifer di bagian
kaki, atau dikenal dengan Peripheral Artery Disease (PAD) (Bharata
dkk., 2021).

Hiperkolesterolemia yang terjadi dalam waktu lama dapat

memicu munculnya penyakit metabolik akibat stres oksidatif yang
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ditandai dengan peradangan kronis pada organ tubuh. Hasil
penelitian menunjukkan peradangan kronis yang tidak tertangani
dengan tepat dan terjadi dalam waktu lama dapat memicu
pertumbuhan sel kanker, terutama pada usus besar, rektum, prostat,
dan testis (Ding et al., 2019). Kadar kolesterol yang berlebihan
merupakan faktor resiko terjadinya kanker payudara melalui
peningkatan aktivitas hormon estrogen (Hassen et al., 2023).
Hiperkolesterolemia yang tidak terkendali berdampak pada
disfungsi endotel pada glomerulus ginjal, yang ditandai dengan
respons inflamasi (Salim et al., 2018). Kondisi ini juga memicu

terjadinya kerusakan pada retina mata (EIl-Sayyad et al., 2015).

Penanganan Hiperkolesterolemia dengan Orlistat

Orlistat atau dikenal dengan Xenical dan Alli merupakan obat
yang telah disertifikasi oleh Food and Drug Administration (FDA)
dan dapat mengontrol berat badan (Javed et al., 2023). Orlistat
termasuk bentuk turunan jenuh dari lipstatin, metabolit alami dari
bakteri Streptomyces toxytricini (Bansal et al., 2024). Orlistat
bekerja dengan menghambat lipase lambung dan pankreas di dalam
usus secara ireversibel. Kedua enzim lipase tersebut berperan
penting dalam pencernaan lemak makanan (Peng et al., 2018).
Orlistat berikatan secara kovalen pada situs aktif serin lipase dan

membuatnya tidak aktif. Inaktivasi ini berfungsi untuk mencegah
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hidrolisis trigliserida sehingga menyebabkan penurunan penyerapan
asam lemak bebas (Bansal et al., 2024).

Orlistat secara farmakokinetik memiliki tingkat absoprsi
sistemik yang terbatas karena bereaksi utama di lumen usus. Orlistat
juga berikatan pada protein plasma, seperti aloumin dan lipoprotein.
Hal ini mempengaruhi efektivitas, distribusi, dan durasi efek orlistat.
Orlistat mengalami metabolisme primer di dalam lumen usus dan
dapat dikeluarkan melalui feses (Bansal et al., 2024).

Orlistat diketahui dapat digunakan untuk pengobatan
hiperkolesterolemia (Lucas et al., 2003). Penelitian Alanazi et al.
(2022) melaporkan bahwa penggunaan orlistat secara signifikan
dapat memperbaiki profil lipid termasuk kolesterol total, LDL, HDL,
dan TG. Orlistat meskipun terbukti efektif, memiliki efek samping
gastrointenstinal seperti gangguan pencernaan, perut kembung, sakit
perut dan diare. Orlistat juga memiliki efek samping hepatoksisitas
dan muskuloskeletal, yaitu seperti gagal hati, dan osteopororsis
karena gangguan penyerapan kalsium dan vitamin D (Bansal et al.,
2024). Efek samping ini membatasi penggunaannya pada kelompok
pasien khusus, seperti anak-anak, ibu hamil, lansia, dan pasien
dengan penyakit dasar (Shamarao & Chethankumar, 2022). Hal ini
mendorong pencarian alternatif terapi alami menggunakan senyawa
dari bahan alami dengan mekanisme yang serupa dan toksisitas yang

baik (Huo et al., 2022).
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2.2 Pancreatic Lipase (PL)

Pancreatic lipase atau lipase pankreas (PL) merupakan enzim lipolitik
yang disintesis dan disekresikan oleh pankreas (Seyedan et al., 2015). Enzim
ini dibagi menjadi dua domain yang berbeda, yaitu domain N-terminal dan
domain C-terminal. Domain N-terminal (berwarna kuning pada Gambar 2.4)
terdiri dari 1-336 residu asam amino, dan berfungsi sebagai lokasi bagi situs
aktif yang bertanggung jawab atas aktivitas Kkatalitiknya. Domain ini
mengandung tiga residu asam amino (Serin, Histidin, dan Aspartat) di dalam
situs aktif PL manusia dan membentuk struktur triad katalitik. Domain C-
terminal (berwarna biru pada Gambar 2.4) terdiri dari 336-449 residu asam
amino dan berperan penting dalam aktivitas non-katalitik enzim, seperti

pengikatan kofaktor, lipid, dan hepar (Lim et al., 2022).

Gambar 2.3. Struktur tiga dimensi enzim Pancreatic Lipase (PL) (a)
Kondisi enzim PL saat tidak aktif (b) Kondisi enzim PL
saat aktif (Lim et al., 2022)
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Keadaan aktivitas PL, seperti dalam bentuk aktif atau tidak aktif, dapat
ditentukan oleh posisi pergerakkan struktur lid domain (penutup) N-terminal.
Lid domain (berwarna hijau pada Gambar 2.3 bagian a) menutupi triad
katalitik (berwarna merah) saat PL tidak aktif. Keadaan ini menyebabkan
substrat sulit bermigrasi ke daerah situs aktif. Pancreatic lipase dalam
keadaan aktif (Gambar 2.3 bagian b) menunjukkan keterbukaan lid domain
yang mempermudah substrat masuk dan bereaksi secara langsung. Hal ini
dikarenakan lid domain yang terbuka juga membuka akses terhadap triad
katalitik. Struktur lid domain dapat distabilkan oleh kolipase (berwarna
oranye pada Gambar 2.4) yang mengikat domain C-terminal dari PL (Lim et
al., 2022).

Pancreatic lipase berperan penting dalam pencernaan dan penyerapan
lemak di duodenum. Enzim ini bertanggung jawab untuk memecah 50-70%
lemak makanan (Glisan et al., 2017), terutama Triglycerides (TG) pada posisi
karbon pertama atau stereospecific number 1 (sn-1) dan sn-3 (Carreiro, 2018).
Triglycerides (TG) merupakan salah satu jenis lipid sederhana yang tersusun
atas satu gugus gliserol dan tiga asam lemak (Aoki & Sato, 2018), berperan
sebagai sumber energi di dalam tubuh manusia. (Wardawati dkk., 2022).
Proses pemecahannya dilakukan dengan bantuan kolipase menjadi sn-2
monogliserol dan asam lemak bebas. Hasil produk tersebut bergabung dengan
garam empedu (Sun et al., 2024) dan kolesterol membentuk misel campuran
(Salih, 2021). Misel campuran berperan penting dalam membawa molekul-

molekul lipid menuju membran apikal enterosit jejunum. Misel mengalami
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disosiasi di dekat membran, mengakibatkan terlepasnya asam lemak dan
monogliserida dari struktur misel tersebut. Kedua molekul tersebut kemudian
diserap ke dalam sel enterosit melalui proses difusi dan meninggalkan garam
empedu di lumen usus (Engelking, 2015).

Asam lemak dan monogliserida yang berada di dalam enterosit akan
disintesis kembali menjadi TG (D’Aquila et al., 2016). Triglycerides (TG)
selanjutnya bergabung dengan fosfolipid, kolesterol dan apolipoprotein
membentuk kilomikron (Subramaniyan & Hanim, 2025). Kilomikron
merupakan lipoprotein terbesar yang kaya akan TG, tetapi mengandung
kolesterol dalam jumlah rendah (Zhang et al., 2021). Kilomikron memiliki
ukuran yang besar dengan sifat hidrofobik, sehingga kilomikron tidak dapat
diserap langsung ke dalam sirkulasi darah (McQuilken, 2021). Kilomikron
disekresikan ke dalam sistem limfatik melalui getah bening sebagai jalur
alternatif, kemudian mengalir melalui duktus toraks dan akhirnya mencapai
sirkulasi darah sistemik (Zhang et al., 2021).

Triglycerides (TG) dalam kilomikron setelah memasuki sirkulasi darah
mengalami hidrolisis oleh enzim Lipoprotein lipase (LPL) di jaringan adiposa
dan otot. Proses pemecahan tersebut menghasilkan sisa-sisa kilomikron atau
remnant chylomicron (Gaudet, 2024) yang mengandung kolesterol dengan
jumlah yang tinggi, kemudian diserap oleh hepatosit. Sisa kilomikron yang
berada di hati digunakan sebagai bahan dasar pembentukan Very Low-Density
Lipoprotein (VLDL), yang pada akhirnya berubah menjadi Low-Density

Lipoprotein (LDL) (Zhang et al., 2021). Low-Density lipoprotein merupakan
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jenis lipoprotein yang kaya kolesterol (Feingold, 2024) dan memiliki peran
utama dalam perkembangan hiperkolesterolemia dan aterosklerosis

(Mormone et al., 2024).

Beras Hitam (Oryza sativa L..)

Beras hitam varietas Oryza sativa L. (Gambar 2.4) merupakan salah
satu beras yang berasal dari negara China dan termasuk dalam famili Poaceae
(Ito & Lacerda, 2019). Varietas beras ini telah tersebar luas di negara Amerika
Serikat, Eropa (Rahim et al., 2022), India, Indonesia, Jepang, Sri Lanka dan
Thailand (Das et al., 2023). Beras hitam sering dikonsumsi oleh masyarakat
dunia sebagai makanan pokok dalam kehidupan sehari-hari karena memiliki
kandungan nutrisi yang tinggi (Mapoung et al., 2023). Beras hitam juga
mengandung senyawa bioaktif yang mendukung kesehatan manusia. (Das et
al., 2025).

Menurut Global Biodiversity Information Facility (GBIF) (2023),
beras hitam berdasarkan sistem internasional diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Filum  : Tracheophyta

Kelas : Liliopsida

Ordo : Poales

Famili  : Poaceae

Genus  :Oryza

Spesies : Oryza sativa L.
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Gambar 2.4. Beras hitam (Maurya et al., 2022)

Tanaman beras hitam memiliki kemampuan adaptasi yang baik
terhadap berbagai kondisi lingkungan. Tanaman ini dapat tumbuh optimal di
tanah berpasir dengan kedalaman 50 cm, ketinggian antara 0-1.500 mdpl,
suhu harian 25-29°C dengan curah hujan antara 1.500-2.000 mm/tahun
(Alfian, 2021). Tanaman padi beras hitam mempunyai sistem perakaran
serabut, batang beruas-ruas yang bisa mencapai dua meter serta daun
berbentuk lanset. Tanaman ini memiliki bunga yang terdiri atas dua tangkai
putik dan enam benang sari dengan kepala putik berwarna putih atau ungu
(Yanda, 2020). Biji beras hitam memiliki 3 pigmen berwarna gelap, yaitu
merah, ungu dan biru yang berasal dari senyawa antosianin. Pigmen-pigmen
tersebut terakumulasi, baik di lapisan aleuron atau di dalam bijinya (Mapoung
et al., 2023).

Beras hitam dikenal mengandung makro dan mikronutrien serta
senyawa bioaktif yang lebih tinggi dibandingkan beras putih. Varietas beras
ini untuk setiap 100 g mengandung makronutrien, antara lain karbohidrat

sebanyak 76,20 g, protein 9,61 g, dan lemak 2,15 g (Ito & Lacerda, 2019).



23

Jenis nutrien ini berperan penting sebagai sumber energi utama yang
dibutuhkan dalam jumlah besar bagi tubuh (Ramadhani dkk., 2024).
Mikronutrien dalam beras hitam terdiri atas 3 komponen utama, yaitu serat
makanan yang mencapai 4,32 g per 100 g beras, berbagai vitamin, seperti
vitamin, A, B dan E (Rahim et al., 2022), serta beberapa mineral essensial,
yang meliputi seng (Ze), magnesium (Mg), kalsium (Ca), kalium (K), nitrogen
(N), besi (Fe), tembaga (Cu) dan mangan (Mn) (Mapoung et al., 2023).
Mikronutrien dibutuhkan dalam jumlah sedikit oleh sel tubuh, tetapi
mempunyai peran penting yang mendukung berbagai aktivitas biologis
(Ramadhani dkk., 2024).

Beras hitam juga memiliki kandungan senyawa bioaktif yang sangat
beragam. Senyawa tersebut meliputi flavonoid, antosianin, asam fenolik,
tokoferol, tokotrienol dan gamma (y) oryzanol (Das et al., 2023). Senyawa
flavonoid yang terdapat dalam beras hitam selain antosianin, dapat berupa
trifolin, quercetin, isoquercitroside, dihidromiricetin, taxifolin, rutin dan
naringin (Chen et al., 2022). Asam fenolik dalam beras hitam terdiri dari asam
vanilat, asam ferulat, asam p -kumarat, asam siringat dan asam sinamat
(Nguyen & Beta, 2024). Tokoferol beras hitam didominasi oleh alfa (o) dan
beta (B) tokoferol, sedangkan tokotrienol oleh o dan y-tokotrienol
(Shammugasamy et al., 2015). Komponen y-oryzanol dalam beras hitam
antara lain sikloartenil ferulat, 24-metilen sikloartenil ferulat, kampesterol

ferulat dan sitosteril ferulat (Vardhani et al., 2020).
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Antosianin merupakan salah satu komponen penting dalam beras hitam
(Das et al., 2023). Antosianin sebagai pigmen alami termasuk dalam
kelompok besar flavonoid (Martin et al., 2017) dan bersifat larut dalam air.
Senyawa ini memiliki struktur dasar berupa kation a-fenilbenzopiran dengan
kerangka karbon berupa C6-C3-C6 (Liu et al., 2021). Secara kimia, antosianin
dapat didefinisikan sebagai glikosida dari antosianidin yang terbentuk melalui
proses glikosilasi pada jalur fenilpropanoid. Proses ini terjadi ketika gula
berikatan dengan gugus hidroksil (-OH) pada posisi 3 dari molekul
antosianidin (Habibi et al., 2023). Gula yang paling umum adalah glukosa,
galaktosa dan rhamnosa (Kowalcyzk et al., 2024). Struktur antosianin
tersusun dari 3 cincin utama yaitu cincin A (benzena), cincin B (fenol) dan
cincin C (benzopiran) yang bersama-sama membentuk kerangka kation
flavylium seperti Gambar 2.5. Cincin B berikatan dengan beragam gugus
kimia, termasuk gugus hidroksil (OH), hidrogen (H) dan metoksi (OCHs).
Keterikatan ini menghasilkan 6 jenis senyawa antosianidin, meliputi sianidin,

peonidin, delfinidin, pelargonidin, petunidin dan malvidin (Habibi et al.,

R1 R1 R2
OH
Cyanidin OH H
Delphinidin OH OH
HO
R2 Malvidin OCHj4 OCH;,
Pelargonidin H H
O-sugar Peonidin OCH; H
OH Petunidin OCH; OH

Gambar 2.5 Struktur kimia antosianin yang terikat pada molekul gula
beserta turunannya (Santamarina et al., 2023)
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Senyawa antosianin yang dominan dalam beras hitam adalah cyanidin
3-O-glucoside, disusul oleh senyawa peonidin 3-O-glucoside (Das et al.,
2023). Senyawa antosianin lainnya antara lain malvidin 3-O-glucoside,
delphinidin 3-O-glucoside dan petunidin 3-O-glucoside (Uivarasan et al.,
2024). Kadar kandungan antosianin dapat dilihat pada Tabel 2.1.
Pelargonidin 3-O-glucoside (Pg3G) juga ditemukan di dalam beras hitam
namun memiliki kandungan yang jauh lebih sedikit dari kandungan antosianin
lainnya (Bennett et al., 2021).

Tabel 2.1 Kadar kandungan antosianin beras hitam (Zhang et al., 2022)

Jenis Antosianin Kadar Antosianin (mg/100g)
Cyanidin 3-O-glucoside 203,18 — 2568,63
Peonidin 3-O-glucoside 7,94 — 95,46
Malvidin 3-O-glucoside 1,50 - 16,02

Delphinidin 3-O-glucoside 0,27 - 4,18

Antosianin beras hitam memiliki potensi terhadap kesehatan manusia,
termasuk sebagai anti-diabetik, anti-kanker, anti-obesitas (Li et al., 2025),
anti-inflamasi dan antioksidan (Mapoung et al., 2023). Antioksidan bekerja
dengan menyumbangkan elektron kepada radikal bebas, sehingga
menetralkan molekul tersebut dan mencegah kerusakan sel. Mekanisme ini
membantu mencegah penyakit degeneratif seperti penyakit jantung, kanker,
dan katarak (Azizah, 2023). Antosianin dengan kemampuan anti-inflamasi
berperan menghambat aktivitas NF-xB dan produksi Tumor Necrosis Factor-
alpha (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1), dan IL-6 oleh makrofag (Hartati et al.,
2017). Nuclear Factor-kappa B (NF-xB) merupakan protein faktor transkripsi

yang berperan penting dalam mengatur ekspresi gen yang terlibat dalam
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respons imun dan inflamasi, termasuk produksi sitokin inflamasi (TNF-a., IL-
1, dan IL-6), kemokin dan molekul adhesi (Liu et al., 2017).

Antosianin beras hitam memiliki kemampuan dalam memperbaiki
profil lipid melalui berbagai mekanisme (Ou et al., 2023). Penelitian Song et
al. (2021) melaporkan bahwa antosianin yang terkandung dalam beras hitam
mampu menurunkan kadar Triglycerides (TG) dan total kolesterol pada
model tikus dengan obsesitas yang disebabkan oleh diet tinggi lemak.
Penelitian in vitro oleh Yao et al. (2013) menunjukkan bahwa antosianin beras
hitam dapat menurunkan absorpsi kolesterol dengan melibatkan mekanisme
inhibisi enzim pencernaan lemak seperti PL yang pada akhirnya menggangu
pembentukan misel. Antosianin beras hitam juga dapat mencegah akumulasi
LDL di endotel arteri yang memicu pembentukan aterosklerosis (Panda et al.,
2022). Kandungan antosianin dalam beras hitam jika dikonsumsi secara rutin

dapat mencegah risiko terjadinya hiperkolesterolemia (Nastiti dkk., 2020).

2.3.1  Cyanidin 3-O-glucoside (C3G)

Cyanidin 3-O-glucoside (C3G) merupakan antosianin utama
yang ditemukan pada beras hitam (Tan et al., 2019). Cyanidin 3-O-
glucoside berasal dari struktur dasar cyanidin yang mengalami
glikosilasi dan tergolong ke dalam kelas antosianin monomerik.
Cyanidin 3-O-glucoside memiliki karakteristik sebagai senyawa
yang mudah larut dalam air atau hidrofilik dengan kelarutan 0,6
mg/mL, Log P sebesar 0,39 dan memiliki berat molekul 449,4 g/mol.

Berdasarkan hasil analisis spektrum UV, Cyanidin 3-O-glucoside



27

memiliki struktur molekul yang dipengaruhi oleh nilai pH. Bentuk
dominan dari C3G pada pH 3 adalah kation flavylium dengan tingkat
absorbansi tinggi. Pigmen ini pada pH yang berkisar antara 4-5
memiliki struktur molekul yang berbentuk quinoidal dengan
intensitas yang menurun. Senyawa bioaktif ini pada pH 6-8
mengalami transformasi menjadi bentuk quinoidal dan chalcone,
yang masing-masing memiliki karakteristik warna dan stabilitas
berbeda (Prayoga et al., 2025).

Cyanidin 3-O-glucoside memiliki aktivitas antioksidan,
kardioprotektif,  anti-inflamasi,  neuroprotektif,  antikanker,
sitoprotektif dan anti-diabetik yang kuat terhadap penyakit yang
berhubungan dengan stres oksidatif (Forsan & Awad, 2023).

Aktivitas antioksidan yang kuat ini disebabkan oleh dua gugus
hidroksil pada cincin B (Tan et al., 2019). Cyanidin 3-O-glucoside

memiliki aktivitas antioksidan dengan cara menekan dan
mengurangi produksi ROS, sehingga mencegah terjadinya gangguan
metabolik dalam sel. Cyanidin 3-O-glucoside juga berperan dalam
menurunkan kadar kolesterol dengan menghambat jalur Sterol
Regulatory Element-Binding Protein 2 (SREBP2) dan HMG-CoArr,
meningkatkan produksi ATP, serta menurunkan kadar asetil-KoA
(Liu et al., 2024). Cyanidin 3-O-glucoside selain bersifat

antioksidan, juga memiliki efek anti-inflamasi yang kuat. Senyawa
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ini mampu menghambat produksi sitokin proinflamasi utama,

seperti IL-6, IL-10, dan TNF-a (Prayoga et al., 2025).

Peonidin 3-O-glucoside (P3G)

Peonidin 3-O-glucoside (P3G) adalah salah satu senyawa
yang termasuk ke dalam kelompok antosianin dan ditemukan dalam
beras hitam (Lang et al., 2025). Peonidin 3-O-glucoside
memberikan warna merah dan ungu dan warna tersebut dipengaruhi
oleh nilai pH lingkungan (Han & Xu, 2015). Peonidin 3-O-glucoside
berasal dari proses metilasi C3G yang dikatalisis oleh antosianin O-
metiltransferase (Du et al., 2015). Proses penambahan gugus metil
terjadi pada posisi 3’ (Dong et al., 2022). Berdasarkan karakteristik
fisikokimia, P3G memiliki berat molekul sebesar 498,9 g/mol
(PubChem, 2025).

Peonidin 3-O-glucoside diketahui memiliki efek biologis,
seperti sifat antioksidan dan anti-inflamasi. Senyawa ini bekerja
sebagai antioksidan dengan cara menghasilkan produk yang bersifat
tidak reaktif. Aktivitas antioksidan berkontribusi dalam
memperpanjang umur sel dan meningkatkan ketahanan organisme
terhadap stres lingkungan, seperti radiasi ultraviolet (UV) dan panas
(Nasetal., 2021). Senyawa anti-inflamasi memiliki aktivitas sebagai
inhibitor jalur NF-xB dan menekan ekspresi gen, seperti Nod-Like
Receptor Protein 3 (NLRP3) (Semmarath et al., 2022). Nod-Like

Receptor Protein 3 merupakan protein gabungan dengan struktur
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yang komplek, berperan dalam aktivasi inflammatory cytokines
interleukin (IL)-1P, dan IL-18, yang berfungsi sebagai pengatur

respons imun bawaan (Chen et al., 2021).

Delphinidin 3-O-glucoside (D3G)

Delphinidin 3-O-glucoside (D3G) merupakan salah satu
pigmen antosianin yang ditemukan pada beras hitam (Kim et al.,
2014). Delphinidin 3-O-glucoside berasal dari ikatan antara
delphinidin dengan glukosida pada posisi C-3 (Igbal et al., 2024).
Gugus gula pada senyawa delphinidin memiliki keterkaitan dengan
tingkat bioavibilitas yang tinggi (Husain et al., 2022). Senyawa
dengan struktur molekul ini bersifat hidrofilik (Shafawi, 2022) dan
memiliki berat molekul sebesar 465.4 g/mol (PubChem, 2025).

Delphinidin  3-O-glucoside berperan dalam mekanisme
biologis tubuh melalui aktivitas antioksidan dan anti-inflamasi.
Antioksidan D3G bekerja dengan cara menetralkan radikal bebas
(ROS) dan mencegah kerusakan oksidatif pada sel (Nas & Medina,
2024). Senyawa bioaktif ini memiliki gugus hidroksil tambahan
pada cincin B yang memberi pengaruh terhadap peningkatan
kapasitas antioksidan, dan bersifat kurang stabil (Mazewki et al.,
2019). Kemampuan dari D3G ini membantu melawan efek negatif
dari stres oksidatif dan berkontribusi dalam pemeliharaan,
mempertahankan intergritas serta fungsi sel (Nas & Medina, 2024).

Delphinidin  3-O-glucoside dengan kemampuan anti-inflamasi
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diketahui dari kemampuannya sebagai inhibitor reseptor dan
persinyalan TNF-a (Sari et al., 2019). Delphinidin 3-O-glucoside
juga memiliki kemampuan menghambat akumulasi lipid dan tidak
bersifat sitotoksik pada dosis yang tepat (Park et al., 2019).
Penghambatan akumulasi lipid diketahui berdasarkan penurunan
produksi kadar kolesterol total dan trigliserida dalam hepar dan aorta

(Sun et al., 2022).

Malvidin 3-O-glucoside (M3G)

Malvidin 3-O-glucoside (M3G) termasuk dalam golongan
senyawa antosianin glikosida yang berasal dari aglikon malvidin
(Sood et al., 2024). Senyawa ini juga banyak ditemukan pada beras
hitam (Kaur et al., 2025). Malvidin 3-O-glucoside bertanggung
jawab memberikan warna merah pada makanan (Sun et al., 2020).
Berdasarkan karakteristik fisikokimia, M3G memiliki berat molekul
sebesar 493.4 g/mol (PubChem, 2025).

Malvidin 3-O-glucoside memiliki sifat antioksidan, anti-
inflamasi, anti-kanker dan anti-diabetes (Sood et al., 2024). M3G
memiliki aktivitas antioksidatif, yaitu dengan cara menetralkan
radikal bebas melalui donor elektron atau atom hidrogen. Senyawa
bioaktif ini diketahui dapat menginduksi ekspresi Glutathione
Peroxidase (GPx), Catalase (CAT), dan Superoxide Dismutase
(SOD). Malvidin 3-O-glucoside dapat menghambat enzim penghasil

ROS, seperti Xanthine Oxidase (XO), serta meningkatkan sistem
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pertahanan antioksidan. Kemampuan anti-inflamasinya dari
senyawa ini ditunjukkan melalui perannya sebagai inhibitor pada
jalur NF-xB, sehingga aktivasi transkripsi gen yang terkait dengan
respons inflamasi dapat dicegah. Hambatan aktivasi pada jalur
tersebut dapat menurunkan produksi ROS berlebihan yang

bersumber dari sel inflamasi (Merecz-Sadowska et al., 2023).

Petunidin 3-O-glucoside (Pt3G)

Petunidin 3-O-glucoside (Pt3G) tergolong sebagai salah satu
bentuk antosianin yang dapat ditemukan pada beras hitam (Xie et
al., 2024). Petunidin 3-O-glucoside berkontribusi memberikan
warna biru dan ungu (Qian et al., 2025). Petunidin 3-O-glucoside
berasal dari aglikon petunidin yang terikat dengan glukosa (Kuasnei
et al., 2025). Berdasarkan karakteristik fisikokimia, Pt3G memiliki
berat molekul sebesar 514,9 g/mol (PubChem, 2025).

Petunidin 3-O-glucoside memiliki berbagai aktivitas biologis,
yang meliputi antioksidan, agen anti-inflamasi dan anti-kanker.
Petunidin 3-O-glucoside sebagai antioksidan memiliki aktivitas
dalam menangkal radikal bebas dan mengikat logam transisi (Al-
Najjar et al.,, 2025). Logam transisi seperti tembaga (Cu)
berkontribusi dalam pembentukan reactive oxygen species (ROS),
yang terlibat dalam reaksi redoks. Reactive oxygen species dengan
kadar tinggi dan diproduksi dalam waktu yang lama dapat

menyebabkan stres oksidatif yang memicu terjadinya nekrosis sel
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(Vo et al., 2024). Petunidin 3-O-glucoside sebagai anti-inflamasi
diketahui memiliki aktivitas dalam menekan ekspresi sitokin

proinflamasi, seperti TNF-a (Sari et al., 2019)

Pelargonidin 3-O-glucoside (Pg3G)

Pelargonidin 3-O-glucoside (Pg3G) merupakan turunan dari
pigmen antosianin. Pelargonidin 3-O-glucoside berasal dari aglikon
pelargonidin yang memiliki satu gugus gula B-D-glukosa yang
terikat pada gugus hidroksil pada posisi cincin karbon ke-3'.
Senyawa ini juga memiliki satu gugus hidroksil yang menempel
pada posisi cincin B nomor 4’ (Karim et al., 2022). Pelargonidin 3-
O-glucoside bertanggung jawab terhadap munculnya warna rona
merah (Luo et al., 2025). Berdasarkan karakteristik fisikokimia,
Pt3G memiliki berat molekul sebesar 433,4 g/mol (PubChem, 2025).

Pelargonidin 3-O-glucoside adalah senyawa bioaktif yang
memiliki efek antioksidan, anti-inflamasi, anti-obesitas, anti-
diabetik, anti-kanker, anti-hiperglikemik dan neuroprotektif. Efek
terapeutik Pg3G dapat dipengaruhi oleh berbagai macam faktor,
antara lain pH fisiologis, suhu, oksigen, garam, dan enzim (Karim et
al., 2022). Efek antioksidan Pg3G bekerja dengan cara menghambat
pembentukan ROS yang diinduksi oleh paparan hidrogen peroksida
(H20), sehingga dapat melindungi sel dari stres oksidatif (Xu et al.,

2018). Efek anti-inflamasi Pg3G bekerja dengan cara menghambat
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jalur persinyalan NF-kB dan menekan kadar oksida nitrat (NOx),

TNF-o dan IL-6 (Duarte et al., 2018).

2.4 Pendekatan In Silico

In Silico merupakan metode pendekatan berbasis model komputasi
yang mempelajari struktur, sifat serta aktivitas molekul dengan menggunakan
simulasi komputer dan algoritma matematika. Pendekatan ini memiliki
kemampuan untuk memprediksi sifat obat sesuai dengan struktur molekulnya.
Metode ini dapat membantu penelitian in vivo menjadi lebih efisien, sehingga
menghemat waktu dan biaya sekaligus mempercepat produksi obat. Metode
in silico juga membantu dalam mengidentifikasi dan memprediksi dampak
obat pada sistem biologis, sehingga efek sampingnya dapat dihindari dan
pengobatan dapat dikembangkan menjadi lebih baik (Al-Mohaya et al., 2024).

Virtual screening (VS) merupakan tahap awal dalam pengembangan
obat secara in silico yang melibatkan identifikasi terhadap kumpulan senyawa
asli dengan karakteristik molekul aktif (Gimeno et al., 2019). Metode ini
diawali dengan evaluasi kemiripan obat atau drug likeness untuk menilai sifat
fisikokimia suatu senyawa yang memiliki kandidat sebagai obat. Penilaian ini
dilakukan dengan membandingkan senyawa kandidat obat terhadap aturan
Lipinski’s rule of five (RO5) (Ani et al., 2018). Lipinski’s rule of five terdiri
atas jumlah gugus hidrofilik, berat molekul, dan hidrofobisitas (Ahire et al.,
2021). Beberapa sifat fisikokimia tersebut ditetapkan berdasarkan indikator
nilai RO5 untuk memberi gambaran bahwa kandidat obat dapat diabsorpsi

dengan baik oleh sel target di dalam tubuh (Ivanovi¢ et al., 2020).
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Nilai-nilai RO5 yang baik memiliki berat molekul (MW) <500 Dalton,
nilai logP <5, jumlah donor ikatan hidrogen (HBD) <5 dan jumlah akseptor
ikatan hidrogen (HBA) <10 (Ameji et al., 2023). Senyawa kandidat obat yang
tidak memenuhi kriteria tersebut berisiko menimbulkan masalah
farmakokinetik. Kandidat obat dengan MW > 500 Dalton cenderung sulit
diabsorpsi oleh tubuh. Nilai logP > 5 mengindikasikan toksisitas yang tinggi
dan penurunan afinitas senyawa terhadap protein target. Jumlah HBA dan
HBD yang berlebihan dapat mengurangi kemampuan senyawa untuk
berinteraksi dengan sel target (Bela et al., 2024). Senyawa yang melanggar
> 2 aturan ini menunjukkan kelarutan dan permeabilitas yang buruk (Benet et
al., 2016).

Pendekatan komputasi dalam mengembangkan desain obat melalui VS
juga memprediksi aktivitas biologis suatu senyawa kandidat obat, yang
meliputi parameter Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, dan
Toxicity (ADMET) (Ani et al., 2018). Prediksi aktivitas ini dilakukan untuk
mengetahui kesesuaian karakteristik farmakokinetik pada senyawa yang diuiji,
serta mengidentifikasi potensi efek yang ditimbulkan di dalam tubuh manusia
(Fagi, 2017). Parameter absorption memberikan gambaran tentang
kemampuan molekul kandidat obat dapat menembus barier enterosit masuk
ke dalam sistem sirkulasi darah. Parameter ini dinilai melalui beberapa
indikator, yaitu Human Intestinal Absorption (HIA), caco-2 permeability,
interaksi P-Glycoprotein, (P-gp) dan Renal Organic Cation Transporter

(OCT) sebagai substrat atau inhibitor (Olujinmi et al., 2025). Senyawa dengan
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profil absorpsi yang optimal memiliki nilai HIA > 90% dan caco-2
permeability > 0,90, yang mengindikasikan kemampuan absorpsi yang baik
di usus (Er-Rajy et al., 2022). Senyawa juga ditandai dengan bertindak
sebagai non-substrat P-gp karena cenderung memiliki bioavailabilitas yang
tinggi (Zeki et al., 2024) dan sebagai non-inhibitor OCT agar proses absorpsi
usus dapat berlangsung secara optimal (Samodelov et al., 2020).

Parameter distribution memberikan gambaran tentang kemampuan
molekul kandidat obat dalam menembus barier pada sel target untuk
berinteraksi dengan molekul spesifik yang menjadi target dari kandidat obat
tersebut. Parameter ini ditentukan berdasarkan lokalisasi subseluler (Olujinmi
et al., 2025) dan Blood-Brain Barrier Permeability (BBB). Nilai BBB
permeability > 3, mengindikasikan penetrasi yang baik, sedangkan nilai < 1
menunjukkan ketidakmampuan senyawa mencapai target di sistem saraf pusat
(Er-Rajy et al., 2022). Parameter metabolism memberikan gambaran tentang
interaksi molekul kandidat obat dengan enzim metabolisme, terutama
sitokrom P450 yang dinilai sebagai substrat atau inhibitor (Ekowati et al.,
2018).

Parameter excretion memberikan gambaran tentang kemampuan
molekul kandidat obat untuk dieliminasi dari tubuh dan durasi efek
farmakologisnya dalam tubuh. Parameter ini dievaluasi berdasarkan nilai laju
pembersihan (clearance rate) dengan indeks rendah (<0,5) mengindikasikan
retensi obat dalam tubuh (Aloui et al., 2024). Parameter toxicity memberikan

gambaran tentang keamanan dan efek molekul kandidat obat dalam tubuh.
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Parameter ini mencakup prediksi toksisitas AMES, potensi karsinogenik,
serta toksisitas oral akut (Swapna et al., 2024). Suatu senyawa dianggap
memiliki sifat ADMET yang baik apabila menunjukkan penyerapan,
distribusi, metabolisme dan ekskresi yang baik, serta tidak bersifat toksik
(Misran et al., 2025).

Molecular docking termasuk salah satu metode yang sering digunakan
dalam analisis in silico (Setiyabudi et al., 2022). Metode ini merupakan
metode komputasi yang digunakan untuk memprediksi karakteristik ikatan
dan afintas antara dua makromolekul, seperti ligan dengan protein target.
Input yang digunakan dalam molecular docking adalah struktur tiga dimensi
ligan dan protein target. Ligan merupakan molekul kecil yang mengikat
protein target dan berpotensi menjadi obat, sedangkan protein target
merupakan molekul protein yang berinteraksi dengan ligan (Permatasari et
al., 2024). Ligan yang digunakan dapat berasal dari bahan sintesis (organik
dan anorganik) atau alami (tumbuhan dan hewan) (Verma et al., 2022).
Molecular docking selain memiliki input juga mempunyai komponen lain saat
menjalankan simulasi docking, yaitu grid box (Purwanto dkk., 2021). Grid
box berfungsi untuk menentukan atau membatasi wilayah pencarian sebagai
tempat interaksi ligan dengan protein target (Hafshah et al., 2024).

Proses molecular docking menghasilkan beberapa ouput penting,
seperti Root Mean Square Deviation (RMSD) (Hindami dkk., 2024), nilai
afinitas pengikatan (binding affinity), serta interaksi antara ligan dengan

residu protein target (Rachmania dkk., 2022). Root Mean Square Deviation
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digunakan untuk menilai tingkat kemiripan posisi ligan hasil docking dengan
posisi aslinya (Sari dkk., 2020). Binding affinity menggambarkan kekuatan
interaksi antara ligan (senyawa kandidat obat) dengan protein target (Nur
dkk., 2022). Interaksi ligan dengan residu protein umumnya melibatkan empat
jenis gaya, yaitu elektrostatik, hidrofobik, ikatan hidrogen dan gaya van der
Waals (Zhang et al., 2022). Proses docking setelah dilakukan dapat
mengidentifikasi binding pocket (Agu et al.,, 2023). Binding pocket
merupakan cekungan pada permukaan protein yang menjadi tempat
pengikatan ligan (Carpenter & Altman, 2024) dan dikelilingi oleh residu asam

amino (Senior et al., 2020).

Hipotesis

Senyawa antosianin yang meliputi C3G, P3G, D3G, M3G, Pt3G, dan
Pg3G pada beras hitam memiliki potensi dalam menghambat enzim
pancreatic lipase (PL) sebagai agen anti-hiperkolesterolemia yang
ditunjukkan melalui nilai binding affinity yang tinggi dan jenis interaksi

molekuler yang stabil berdasarkan analisis molecular docking secara in silico.
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BAB 1

METODE PENELITIAN

Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian Skripsi akan dilakukan di Laboratorium Biologi Struktur dan
Fungsi Hewan, Fakultas Sains dan Matematika, Universitas Diponegoro,
Semarang. Penelitian ini akan dilaksanakan dari bulan Agustus hingga

November 2025.

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam kegiatan penelitian ini dibagi menjadi dua
jenis, yaitu perangkat lunak dan perangkat keras. Perangkat lunak yang
digunakan berupa sistem operasi windows 10 dan sistem operasi 64-bit.
Perangkat lunak lainnya untuk metode in silico mencakup UCSF Chimera
1.18, AutoDock Tools 1.5.7, PyRx, PyMOL dan BIOVIA Discovery Studio
2024. Perangkat tersebut didukung dengan perangkat lunak seperti Python
3.9.2, Python 2.5.0, MGLTools 1.5.6, dan Java version 8 agar perangkat keras
dapat beradaptasi untuk membuka dan running perangkat lunak docking in
silico. Perangkat lunak untuk analisis data berupa SPSS Statistics versi 31.
Perangkat keras yang digunakan berupa laptop personal ThinkPad dengan
spesifikasi processor Intel (R) Core (TM) i5-6300U CPU @ 2.40GHz,
memory 16 GB RAM, Harddisk 477GB, dan VGA Intel HD Graphics 520.

Bahan utama yang digunakan dalam kegiatan penelitian ini yaitu

struktur tiga dimensi (3D) enam senyawa antosianin dari beras hitam

38
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(cyanidin 3-O-glucoside, peonidin 3-O-glucoside, delphinidin 3-O-glucoside,
malvidin 3-O-glucoside, petunidin 3-O-glucoside, dan pelargonidin 3-O-
glucoside) dan senyawa pembanding orlistat yang diunduh dari database
PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) dan struktur makromolekul
3D enzim pancreatic lipase (PL) yang diperoleh dari database RCSB Protein

Data Bank (RCSB PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/).

Prosedur Penelitian

Prosedur yang dilakukan dalam penelitian ini diawali dengan preparasi
struktur ligan dan protein. Virtual screening dilakukan selama preparasi ligan
dengan cara ligan diuji berdasarkan kemiripan obat (drug likeness), toksisitas
(toxicity screening) dan absorption; distribution; metabolism; & excretion;
toxicity (ADMET) (bioactivity screening). Ligan dan protein target kemudian
dilakukan redocking dan simulasi molecular docking melalui beberapa
tahapan. Molecular docking yang sudah disimulasi divisualisasikan dan

dianalisis data hasil datanya.

3.3.1  Preparasi Struktur Ligan
Strukur kimia enam senyawa antosianin dari beras hitam,
yaitu cyanidin 3-O-glucoside (CID: 197081), peonidin 3-O-
glucoside  (CID:  14311152), delphinidin  3-O-glucoside
(CID: 443650), malvidin 3-O-glucoside (CID: 443652), petunidin 3-
O-glucoside (CID: 443651), dan pelargonidin 3-O-glucoside

(CID: 3080714) diperoleh  melalui database PubChem
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(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Pencarian dilakukan dengan
menggunakan nama sistematis masing-masing senyawa, kemudian
dipilin hasil yang paling sesuai (best match) atau berdasarkan
referensi jurnal terpublikasi. Tampilan senyawa yang digunakan
menunjukkan banyak informasi, salah satunya rumus Simplified
Molecular Input Line Entry System (SMILES). Rumus SMILES
menggambarkan struktur molekul yang paling lengkap, sehingga
dapat digunakan untuk menguji kemiripan obat, toksisitas dan
ADMET.

Pengujian skrining kemiripan obat dilakukan menggunakan
platform  SwissADME  (http://www.swissadme.ch/index.php)
dengan memasukkan rumus SMILES setiap senyawa. Parameter
yang dianalisis meliputi aturan lima lipinski yang mencakup lima
subparameter dan skor bioavailabilitas seperti pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Aturan lima lipinski dan skor bioavailabilitas
(Benet et al., 2016; Martin et al., 2005; Lipinski et al.,

2004)

Parameter Farmakokinetik Druglikeness
Berat molekul (gr/mol) <500
Konsesus Koefisiensi partisi lipofil (CLogP) <5
Jumlah donor ikatan hidrogen (HBD) <5
Jumlah akseptor ikatan hidrogen (HBA) <10
Pelanggaran atau violasi <2
Skor bioavailabilitas (%) > 10

Pengujian skrining selanjutnya vyaitu toksisitas dilakukan
menggunakan layanan prediksi acute rat toxicity pada platform
Way2Drug (https://www.way2drug.com/passonline/). Data input

berupa rumus SMILES yang sebelumnya telah diperoleh. Hasil
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prediksi digunakan untuk mengetahui klasifikasi tingkat toksisitas
dari masing-masing ligan sebagai kandidat obat. Kriteria klasifikasi
tingkat toksisitas dibedakan menjadi 5 kategori seperti pada Tabel
3.2.

Tabel 3.2. Kriteria Kklasifikasi toksisitas (Nations, 2011)
Kategori GHS Toksisitas Akut Oral

Keterangan Bahaya

(mg/kg)
Kategori | <5 Toksisitas tertinggi
Kategori Il 5-50 Toksisitas
Kategori 111 51 —-300 Toksisitas sedang
Kategori IV 301 - 2000 Toksisitas ringan
Kategori V 2001 — 5000 Toksisitas akut rendah

Pengujian skrining bioaktivitas menggunakan platform
admetSAR 1.0 (https://lmmd.ecust.edu.cn/admetsarl) dengan
memasukkan 5 rumus SMILES dari senyawa antosianin. Analisis
dilakukan terhadap tiga parameter utama, yaitu Absorption,
Metabolism dan Toxicity (AMT). Masing-masing parameter
memiliki  sejumlah  subparameter yang digunakan untuk
mengevaluasi  Kkarakteristik ~farmakokinetik senyawa sebagai
kandidat obat. Parameter absorption mengevaluasi Human
Intestinal Absorption (HIA) dan caco-2 permeability (Swapna et al.,
2024) (Er-Rajy et al., 2022). Parameter metabolisme mengevaluasi
senyawa sebagai inhibitor atau non-inhibitor untuk enzim berjenis
sitokrom CYP540 (CYP3A4 dan CYP2D6). Terakhir parameter
toxicity mengevaluasi toksisitas AMES dan potensi karsinogenik

(Swapna et al., 2024).



3.3.2

42

Struktur kimia senyawa beras hitam berikutnya diunduh dari
database PubChem dalam format 3D Structure-Data File (SDF),
kemudian diimport ke dalam perangkat lunak PyRx melalui fitur
Open Babel. Setiap senyawa diminimalkan energinya untuk
mendapatkan kondisi ikatan yang stabil dan mengoptimalkan
simulasi molecular docking (Nuur’Alimah et al., 2024). File struktur
molekul selanjutnya dikonversi ke format pdbqt sebagai persiapan

untuk simulasi docking.

Preparasi Struktur Protein

Persiapan protein target PL pada organisme dilakukan dengan
cara diunduh dari database RCSB PDB (https://www.rcsbh.org/)
dengan format PDB. Pencarian dilakukan dengan menggunakan
kode ID protein, yaitu ID PDB: 1ETH, yang diperoleh dari referensi
jurnal terpublikasi. Struktur protein setelah diunduh dibersihkan
menggunakan UCSF Chimera 1.18
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html) dengan
menghilangkan residu non-standard. Penghilangan ini bertujuan
untuk menyederhanakan struktur protein dari komponen yang tidak
berperan langsung dalam proses pengikatan, sehingga tidak
menganggu simulasi docking (Sundalian et al., 2020).

Struktur protein yang telah dibersihkan kemudian diproses
lebih lanjut menggunakan  AutoDock  Tools 157

(https://autodock.scripps.edu/download-autodock4/). Tahap ini
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melibatkan beberapa tahapan, salah satunya molekul air dihapus
karena keberadaannya dapat mempengaruhi interaksi ligan dengan
protein (Hasan & Herowati, 2024). Protein selanjutnya ditambahkan
atom hidrogen dan muatan parsial (gasteiger charge) untuk
mengoptimalkan struktur protein (Gouthami et al., 2022) sehingga
interaksi elektrostatik dapat dimodelkan secara lebih akurat saat
simulasi docking. Penambahan muatan juga berperan penting dalam
menghasilkan nilai afinitas pengikatan (binding affinity) yang
representatif (Asmara et al., 2024). Struktur protein selanjutnya
menetapkan jenis tipe atom dalam molekul sesuai standar AutoDock
4 dengan menggunakan fitur Assign AD4 style. Penetapan ini
penting untuk menghitung energi interaksi antara ligan dan protein
target selama simulasi docking (Maulidia, 2021). Hasil dari proses
preparasi ini disimpan dalam format protein data bank, partial
charge, & atom type (pdbqt) tanpa mengubah tempat penyimpanan

file tersebut.

Redocking

Redocking dilakukan menggunakan native ligand dari struktur
kristalografi protein target PL yang diunduh dari database RCSB
PDB pada bagian small molecules. Proses ini dilakukan dengan
menambatkan kembali native ligand ke situs pengikatan aslinya,
sehingga ukuran grid box dapat ditentukan. Native ligand atau ligan

asli merupakan molekul alami yang sudah diketahui menempel pada
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situs aktif protein target (Anugrah et al., 2022). Ligan asli yang
dipilih berdasarkan kesesuaiannya dengan situs aktif protein target,
pada area C, yang terdiri dari Serinl53, Histidin264 dan
Aspartat177. Ligan asli yang digunakan pada penelitian ini memiliki
kode ID: C8E. Struktur C8E memiliki dua chain atau rantai, yaitu L
dan M. Perbedaan rantai dalam file PDB digunakan untuk
membedakan masing-masing rantai pada struktur protein. Rantai
yang digunakan pada penelitian ini adalah L. Ligan asli setelah
diunduh, diubah formatnya menjadi bentuk PDB menggunakan
PyMOL. Ligan asli dan protein yang sudah dipreparasi dimasukkan
ke dalam AutoDockTools untuk mendapatkan ukuran grid box.
Ukuran grid box yang didapatkan sebesar 40 x 40 x 40 dengan
spacing (angstrom) 0.375 A, dan koordinat pusat grid box yaitu x =

71.979,y =29.113, z = 144.768.

Simulasi Molecular Docking

Simulasi molecular docking dilakukan menggunakan
perangkat lunak PyRx dengan memanfaatkan fitur Vina Wizard. File
protein target dan ligan yang telah dipreparasi dimasukkan sebagai
makromolekul dan ligan. Penelitian ini menggunakan pendekatan
targeted docking untuk memprediksi interaksi antara ligan dan
protein target. Area situs aktif protein tetap ditentukan sebagai lokasi
kemungkinan interaksi dengan ligan. Protein PL pada penelitian ini

diketahui memiliki tiga situs aktif utama yang berlokasi di area C,



3.35

45

sesuai pada Tabel 3.3. Koordinat grid box yang didapatkan
disesuaikan pada PyRx. Simulasi docking selanjutnya dijalankan
antara protein target dengan ligan uji, ligan asli, maupun senyawa
pembanding (obat kontrol).

Tabel 3.3. Protein target dan senyawa pembanding (Wang et al.,

2025)
Protein PDB ID Kontrol Situs Aktif

. Ser153,
PL 1ETH Orlistat Asp177, His264

Simulasi  molecular docking menghasilkan beberapa
parameter, antara lain afinitas pengikatan (binding affinity), mode
ikatan, Root Mean Square Deviation (RMSD) lower dan upper. Nilai
binding affinity menggambarkan kekuatan ikatan antara ligan dan
reseptor. Jika nilainya semakin negatif, maka interaksi yang terjadi
akan semakin kuat dan stabil. Jika nilainya semakin positif, maka
interaksi yang terjadi akan semakin lemah dan tidak stabil (Nur dkk.,
2022). Nilai RSMD dinyatakan valid apabila kurang dari 2A
(Prasetyanti et al., 2021). Hasil ouput dari simulasi docking disimpan

dalam format SDF pada file khusus untuk penelitian ini.

Visualisasi Hasil Molecular Docking

Visualisasi hasil molecular docking dapat dilakukan dengan
menggunakan perangkat lunak PyMOL
(https://pymol.org/edu/?g=educational/) dan BIOVIA Discovery
Studio 2024. Tahap ini dilakukan dengan cara file preparasi protein

target, dan preparasi ligan dari hasil docking PyRx dimasukkan ke
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dalam PyMOL, sehingga mendapatkan gambaran struktur tiga
dimensi kompleks protein-ligan. Hasil visualisasi dari PyMOL
diexport dan disimpan dalam format PDB untuk divisualisasikan
lebih lanjut dengan BIOVIA Discovery Studio 2024.

File dari hasil visualisasi dari PyMOL selanjutnya
dimasukkan ke dalam BIOVIA Discovery Studio 2024. Hasil
tersebut divisualisasikan kembali dengan menggunakan fitur “show
2D diagram”. Tahap ini dilakukan untuk menganalisis situs aktif
dari kompleks ligan-protein (Baroroh et al., 2023), mengidentifikasi
residu pengikat, dan menampilkan visualisasi interaksi molekul
dalam bentuk 2D atau 3D, termasuk ikatan hidrogen dan interaksi
hidrofobik (Bhalekar & Raskar, 2025). Hasil visualisasi dari

BIOVIA disimpan dalam format portable network graphics (png).

Analisis Data

Data yang diperoleh pada penelitian ini akan dianalisis secara
deskriptif dan statistik. Data yang dianalisis secara deskriptif berupa
hasil lipinski rules of five dan analisis ADMET, nilai binding affinity,
RMSD, residu pengikat antara ligan dan protein target, serta jenis
interaksi yang terbentuk. Data binding affinity akan dianalisis secara
statistik dengan perangkat lunak Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) menggunakan uji non-parametrik Kruskal Wallis
(taraf signifikasi 0,05). Analisis data ini bertujuan untuk memastikan

kembali hasil ouput perhitungan dari molecular docking secara
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akurat. Uji Kruskal-Wallis dilakukan karena data diketahui tidak
terdistribusi normal dan bersifat homogen. Hasil data yang dianalisis
dibandingkan dengan ligan asli dan ligan pembanding sebagai
pembanding sehingga menghasilkan hasil analisis yang lebih kuat.
Data yang diperoleh dari penelitian ini disajikan dalam bentuk tabel
untuk memberikan gambaran yang jelas dan mempermudahkan

interpretasi hasil analisis.

3.3.7  Diagram Alur Prosedur Penelitian

Metode in silico

v v
— Preparasi ligan Preparasi protein target
|| Pengumpulan data : strutkur Pengumpulan data : strutkur 3D
senyawa antosianin (CID) protein target (PDB)

|| Virtual screening : druglikeness, Pembersihan menggunakan UCSF

toxicity screening, Chimera dan AutoDock Tools

bioactivity screening
— Diimpor dan diminimasi
energinya menggunakan PyRx

Redocking menggunakan ligan <
asli dan preparasi protein

v
Pengumpulan Simulasi molecular docking menggunakan PyRx <
data: senyawa 9 99 y

Visualisasi hasil molecular docking menggunakan
PyMOL dan BIOVIA Discovery Studio

v
Analisis Data
y A
Secara Deskriptif : nilai binding affinity, Secara Statistik dengan uji Kruskall
RMSD, residu pengikat, dan jenis interaksi Wallis : nilai binding affinity

Gambar 3.1. Diagram Alur Prosedur Penelitian
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Analisis Lipinski’s Rule of Five, Toxicity PASS, dan ADMET pada
Senyawa Uji

Senyawa uji yang digunakan pada penelitian ini berupa enam senyawa
bioaktif dari beras hitam yaitu cyanidin 3-O-glucoside, peonidin 3-O-
glucoside, delphinidin 3-O-glucoside, malvidin 3-O-glucoside, petunidin 3-
O-glucoside, dan pelargonidin 3-O-glucoside. Senyawa uji dianalisis terlebih
dahulu untuk mengetahui senyawa tersebut dapat digunakan atau tidak
sebelum didocking. Analisis senyawa uji dapat dilakukan menggunakan
aturan lipinski’s rule of five dan skor bioavabilitas pada platform
SwissADME. Aturan lipinski mencakup berat molekul, konsesus LogP,
jumlah ikatan hidrogen donor dan aseptor.

Tabel 4.1 Hasil prediksi senyawa uji dengan aturan lipinski dan skor

bioavabilitas
Molecular H- . -
. H-Bond Bioavailability S
. Weight ClogP  Bon o Violation
Ligand (gr/mol) (<5  Donor Acceptor Score (%) (<2)
(< 500) (<5) (<10) (> 10)
Cyanidin 3-O-
glucoside 484,84 -2,17 8 11 17 2
Peonidin3-0- 4885 166 7 11 17 2
glucoside
Delphinidin - jeg 38 155 9 12 17 2
O-glucoside
Malvidin3-0- 4g344 990 7 12 17 2
glucoside
Petunidin 3-O-
glucoside 479,41 -0,95 8 12 17 2
Pelargonidin
3-O-glucoside 468,84 -2,12 i 10 55 1
Keterangan :

: Kriteria yang tidak memenuhi aturan lipinski dan skor bioavabilitas
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Hasil prediksi pada tabel 4.1 menunjukkan bahwa senyawa uji
memiliki berat molekul dibawah 500 Da, yaitu berkisar antara 465,38 hingga
498,86 Da, dengan delphinidin 3-O-glucoside yang terendah dan peonidin 3-
O-glucoside yang tertinggi. Data tersebut mengindikasikan bahwa senyawa
uji memenubhi kriteria dan dapat diabsorpsi dengan baik oleh tubuh. Menurut
pernyataan Bela et al. (2024), suatu senyawa dengan berat molekul lebih dari
500 Da cenderung sulit diabsorpsi oleh tubuh karena tidak dapat berdifusi
melewati membran sel.

Hasil prediksi Clog P pada tabel 4.1 menunjukkan bahwa semua
senyawa uji memiliki nilai dibawah lima, yang berkisar antara -0,90 hingga
-2,19, dengan cyanidin 3-O-glucoside yang paling negatif dan malvidin 3-O-
glucoside yang mendekati positif. Berdasarkan aturan lipinski, nilai tersebut
dianggap memenuhi kriteria drug-likeness, namun nilai Clog P juga dapat
dianggap bahwa senyawa uji bersifat hidrofilik. Truzzi et al. (2021)
menyatakan bahwa suatu senyawa dengan nilai LogP yang lebih kecil dari 1
bersifat hidrofilik. Nilai Clog P juga menentukan bioavailabilitas oral suatu
senyawa melalui kemampuannya dalam melewati membran atau tidak. Nilai
LogP yang terlalu negatif atau kurang dari -4 membuat senyawa tidak dapat
melewati lapisan ganda fosfolipid (Afladhanti et al., 2022).

Hasil prediksi skor bioavailabilitas pada tabel 4.1 menunjukkan bahwa
hampir semua senyawa uji memiliki nilai sebesar 17%, pengecualian untuk
pelargonidin 3-O-glucoside dengan nilai sebesar 55%. Kedua nilai tersebut

menandakan bahwa semua senyawa memenuhi nilai batas minimal, yaitu
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sebesar 10% (Daina et al., 2017), namun senyawa pelargonidin 3-O-glucoside
menunjukkan potensi absorpsi yang lebih baik, sehingga berpotensi mampu
mencapai sel target secara efektif. Tingginya skor bioavailabilitas
pelargonidin-3-O-glucoside kemungkinan disebabkan oleh parameter
fisikokimia yang mendukung, seperti berat molekul <500 g/mol, nilai cLogP
dan jumlah akseptor ikatan hidrogen yang seimbang (Tabel 4.1). Hal ini juga
dapat disebabkan karena karakteristik struktur senyawa pelargonidin 3-O-
glucoside yang memiliki satu gugus hidroksil di cincin B (Karim et al., 2022),
sehingga secara teoritis memiliki permeabilitas membran yang lebih baik.
Nilai skor bioavailabilitas sebesar 55% menandakan potensi aktivitas
biologis yang baik, ditandai dengan kemampuan ligan untuk berdifusi secara
efektif ke dalam sel target, bersifat stabil, serta memiliki waktu paruh yang
lebih efektif. Kondisi ini akan memberi pengaruh terhadap aktivitas biologis
yang lebih lama. Bioavailabilitas yang baik dapat menjadi faktor penentu
dalam pengembangan kandidat obat, termasuk potensi efek samping yang
ditimbulkan (Akash et al., 2023). Senyawa pelargonidin 3-O-glucoside
meskipun diprediksi memiliki nilai skor bioavailabilitas sebesar 55%, namun
realisasi secara biologisnya secara in vivo dan in vitro dilaporkan lebih rendah
(Xu et al., 2021). Perbedaan ini dapat disebabkan karena proses metabolisme,
degradasi senyawa di dalam tubuh, serta faktor lingkungan kompleks yang
mempengaruhi tidak diperhitungkan secara detail dalam prediksi in silico.
Hasil prediksi mempunyai parameter yang tidak memenuhi senyawa,

seperti jumlah ikatan hidrogen donor dan akseptor. Hasil analisis jumlah
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ikatan hidrogen donor seperti tabel 4.1 menunjukkan bahwa semua senyawa
uji memiliki jumlah ikatan hidrogen donor yang melebihi nilai lima, yang
berkisar antara 7 hingga 9. Data tersebut mengindikasikan bahwa senyawa uji
sulit melewati membran yang bersifat hidrofobik untuk menempel pada
protein target di dalam tubuh. Menurut pernyataan Jadar dan Haritha (2025),
ikatan hidrogen donor berperan penting dalam meningkatkan aktivitas
biologis obat melalui proses pengikatan obat dengan reseptor. Apabila jumlah
ikatan hidrogen donor terlalu tinggi, maka kemampuan senyawa untuk
melewati membran sel menjadi terbatas.

Jumlah ikatan hidrogen akseptor juga mempengaruhi sifat fisikokimia
senyawa, seperti kelarutan dan kemampuannya menembus membran sel di
dalam tubuh. Hasil prediksi jumlah ikatan hidrogen akseptor seperti tabel 4.1
menunjukkan bahwa hampir senyawa uji memiliki jumlah ikatan hidrogen
akseptor yang melebihi nilai 10, yaitu sebesar 11 dan 12. Data tersebut
mengindikasikan bahwa senyawa cyanidin 3-O-glucoside, peonidin 3-O-
glucoside, delphinidin 3-O-glucoside, malvidin 3-O-glucoside, dan petunidin
3-O-glucoside terlalu polar sehingga sulit untuk menembus membran sel.
Pengecualian untuk pelargonidin 3-O-glucoside yang bernilai 10, dimana
senyawa berada pada nilai batas yang berarti tidak terlalu polar, sehingga
senyawa masih mampu untuk menembus membran sel. Pernyataan ini
didukung dengan pendapat Jadar & Haritha (2025) yang menyatakan bahwa
jumlah ikatan hidrogen akseptor dalam suatu senyawa mempengaruhi

kelarutan dan permeabilitas. Apabila jumlah ikatan hidrogen akseptor terlalu
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tinggi, maka kelarutan senyawa semakin meningkat, juga kemampuannya
untuk melewati membran sel mengalami penurunan.

Berdasarkan hasil analisis seluruh parameter aturan lipinski seperti
tabel 4.1, lima senyawa yang mencakup cyanidin 3-O-glucoside, peonidin 3-
O-glucoside, delphinidin  3-O-glucoside, malvidin 3-O-glucoside dan
petunidin 3-O-glucoside diketahui melanggar dua aturan lipinski, yang
mengindikasikan absorpsi oral yang kurang optimal. Senyawa lain seperti
pelargonidin 3-O-glucoside melanggar satu parameter, yang menunjukkan
kriteria drug-likeness yang lebih baik. Pelanggaran yang terjadi berkaitan
dengan jumlah ikatan hidrogen donor dan akseptor, yang membuat senyawa
sulit untuk melewati membran sel usus, namun semua uji masih memenuhi
batasan aturan lipinski dan layak untuk dianalisis selanjutnya sebagai obat
oral. Pernyataan ini didukung dengan pendapat Benet et al. (2016) yang
menyatakan bahwa suatu senyawa yang melanggar lebih dari dua aturan
lipinski menunjukkan kelarutan dan permeabilitas yang buruk, sehingga tidak
layak dijadikan senyawa uji.

Tabel 4.2 Hasil prediksi toksisitas senyawa uji

Ligand Rat Oral LD50 Rat Or_a_l LD50 Toksigitas
(mg/kg) Klasifikasi (Ya/ Tidak)
Cyanidin 3-O-glucoside 2074 5 Tidak
Peonidin 3-O-glucoside 3147 5 Tidak
Delphinidin 3-O-glucoside 2009 5 Tidak
Malvidin 3-O-glucoside 3074 5 Tidak
Petunidin 3-O-glucoside 3070 5 Tidak
Pelargonidin 3-O-glucoside 2066 5 Tidak
Keterangan :

Rat Oral LD50 (Median Lethal Dose 50): dosis oral suatu zat yang dapat menyebabkan
kematian pada 50% populasi tikus uji coba (mg/kg berat badan)

Senyawa uji yang lolos dari analisis lipinski dilanjutkan dengan analisis

toxicity PASS pada platform Way2Drug untuk mengetahui sifat toksisitas
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pada suatu senyawa. Hasil analisis seperti tabel 4.2 menunjukkan bahwa
masing-masing enam senyawa uji memiliki nilai oral berkisar antara 2009
hingga 3147, yang termasuk dalam klasifikasi 5, yang berarti non-toxic. Sifat
non-toxic dapat didefinisikan suatu senyawa memiliki toksisitas akut rendah,
sehingga seyawa memiliki efek biologis yang aman di dalam tubuh dan layak
untuk dianalisis selanjutnya. Gadaleta et al. (2019) menyatakan bahwa suatu
senyawa dengan kategori VV yang bernilai lebih dari 2000 mg/kg dianggap
tidak toksik atau aman.

Tabel 4.3 Hasil prediksi senyawa uji dengan ADMETsar

Absorpsi Metabolisme Toksisitas
Permeabilitas Penyerapan ____CYP Toksisitas .
Senyawa Caco-2 Usus 3A4 2D6 AMES Karsinogen
(Ligan) Manusia Inhibitor
- - Kategori . .
Kategori (Ya/Tidak) (Ya/Tidak) Kategori (Ya/Tidak)
Cyanidin . . . . . .
3-0-glucoside Tidak Tidak Tidak  Tidak Tidak Tidak
Peonidin Tidak Tidak Tidak Tidak  Tidak Tidak
3-O-glucoside
Delphinidin Tidak Tidak ~ Tidak Tidak  Tidak Tidak
3-O-glucoside
Malvidin Tidak Tidak  Tidak Tidak  Tidak Tidak
3-O-glucoside
Petunidin . . . . . .
3-O-glucoside Tidak Tidak Tidak  Tidak Tidak Tidak
Pelargonidin . . . . . .
3-0-glucoside Tidak Tidak Tidak  Tidak Tidak Tidak
Keterangan :

CYP : Cytochrome P450

Senyawa  uji  berikutnya  dianalisis  berdasarkan  sifat
farmakokinetiknya melalui platform ADMET mencakup absorption,
metabolism, dan toxicity. Analisis parameter pertama berupa absorption yang
memiliki subparameter Caco-2 permeability. Caco-2 permeability merupakan
model in vitro yang menggunakan sel Caco-2, yaitu kultur sel epitel usus
besar manusia untuk meniru permeabilitas usus manusia. Model ini banyak

digunakan dalam proses drug development untuk mengevaluasi kemampuan
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asbsorpsi oral pada suatu senyawa (Celik et al., 2019). Caco-2 bekerja melalui
berbagai mekanisme, termasuk difusi pasif (Pham-The et al., 2015). Hasil uji
permeabilitas Caco-2 seperti tabel 4.3. menunjukkan bahwa semua senyawa
diprediksi negatif atau Caco-2—, yang berarti semua senyawa uji memiliki
kemampuan absorpsi yang sangat rendah dalam menembus sel Caco-2 secara
difusi pasif. Pernyataan ini didukung dengan pendapat Celik et al. (2019)
yang menyatakan bahwa sel senyawa dengan hasil negatif pada uji
permeabilitas Caco-2 mengindikasikan bahwa senyawa tersebut tidak
permeabel atau sulit melewati dinding sel usus. Hasil analisis senyawa dapat
mendukung sifat farmakokinetik senyawa uji yang memiliki skor
bioavailabilitas yang rendah.

Analisis subparameter absorption juga mencakup Human Intestinal
Absorption (HIA). Human Intenstinal Absorption merupakan salah satu
parameter yang berkaitan dengan proses penyerapan suatu obat atau senyawa
yang diberikan secara oral dari sistem gastrointestinal ke dalam sirkulasi
darah di dalam tubuh manusia (Cordeiro et al., 2022). Hasil analisis HIA pada
tabel 4.3 menunjukkan bahwa semua senyawa uji diprediksi negatif atau
HIA-, yang berarti senyawa uji tersebut memiliki kemampuan dalam
menyerap dan menembus dinding sel usus untuk masuk ke dalam pembuluh
darah yang rendah. Hasil ini didukung dengan pernyataan Kumar et al. (2022)
yang menyatakan senyawa yang diprediksi dengan tanda negatif (HIA-)
merepresentasikan penyerapan usus yang buruk. Hasil prediksi parameter ini

justru menguntungkan untuk target pancreatic lipase yang bekerja lokal di
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lumen usus (Venkatesh & Kasi, 2025), karena aktivitas penghambat senyawa
uji tetap bekerja di lumen usus dan tidak perlu menembus dinding sel untuk
masuk ke darah.

Analisis parameter kedua berupa metabolism yang memiliki
subparameter isoenzim CYP3A4 dan CYP2D6. Kedua enzim tersebut
termasuk ke dalam jenis keluarga enzim sitokrom P450 protein. Sitokrom
P450 merupakan enzim yang ditemukan di dalam organ hati dan berperan
dalam mengubah senyawa toksik menjadi senyawa dengan bentuk yang lebih
aman dan mudah dikeluarkan dari tubuh. CYP3A4 dan CYP2D6 termasuk
dalam dua jenis utama sitokrom yang bertanggung jawab dalam memecah
atau metabolisme obat (Ekowati et al., 2018). Hasil analisis terhadap isoenzim
CYP3A4 dan CYP2D6 seperti tabel 4.3 menunjukkan bahwa semua uji
diprediksi sebagai non-inhibitor, yang berarti semua senyawa uji dapat
dimetabolisme dengan baik oleh isoenzim CYP3A4 dan CYP2D6 di dalam
tubuh dan bukan menghambat isoenzim tersebut. Pernyataan ini didukung
dengan pendapat Khatab dan Hassan (2022) yang menyatakan bahwa suatu
senyawa yang menghambat enzim CYP3A4 dan CYP2D6 berpotensi
menimbulkan akumulasi obat atau senyawa metabolit di dalam tubuh,
sehingga menyebabkan efek toksik atau samping yang tidak diinginkan.

Analisis parameter ke-tiga berupa toxicity yang memiliki subparameter
ames toxicity dan carcinogens. Uji ames toxicity atau mutagenecity
merupakan uji yang digunakan untuk mengetahui potensi mutegenetik pada

suatu senyawa yang dapat memicu kanker dan menggunakan bakteri (Bela et
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al., 2024). Hasil uji ames toxicity pada tabel 4.3 menunjukkan bahwa semua
senyawa diprediksi negatif atau non-AMES toxic, yang berarti tidak
berpotensi memicu mutasi. Al Noman et al. (2024) menyatakan bahwa
senyawa memiliki sifat non-AMES toxic mengindikasikan senyawa tersebut
tidak bersifat mutagenik atau tidak akan memicu mutasi genetik apapun.
Karsinogenetik merupakan sifat perubahan sel normal menjadi sel kanker
secara tidak normal akibat kelainan genetik pada suatu senyawa (Bela et al.,
2024). Hasil uji carcinogens pada tabel 4.3. menunjukkan bahwa semua
senyawa diprediksi negatif atau non-carcinogens, yang berarti tidak
berpotensi memicu kanker. Al-Halbosy et al. (2023) menyatakan bahwa
senyawa yang dikategorikan sebagai non-karsinogen dapat didefinisikan
dengan senyawa yang memiliki risiko karsinogenisitas yang lebih rendah.
Berdasarkan hasil analisis seluruh parameter ADMET yang dipilih
seperti tabel 4.3, semua senyawa uji diprediksi menunjukkan profil yang aman
dari segi metabolisme dan toksisitas, sedangkan dari segi absorpsi rendah.
Profil farmakokinetik tersebut menunjukkan kriteria yang sesuai dengan
target protein pancreatic lipase yang bekerja secara lokal di lumen usus. Hal
ini tidak menghambat dalam melakukan evaluasi parameter ADMET.
Analisis tersebut tetap penting dilakukan karena untuk menilai keamanan
apabila terjadi absorpsi dalam jumlah kecil, memprediksi metabolisme yang
dapat mempengaruhi kemungkinan akumulasi senyawa dalam tubuh, serta

mengevaluasi potensi toksisitas pada seluruh tubuh. Profil ADMET yang
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lengkap memberikan gambaran menyeluruh tentang keamanan dan kelayakan
senyawa sebagai kandidat agen terapeutik (Er-Rajy et al., 2022).
Preparasi Struktur Protein Target

Protein target yang digunakan pada penelitian ini berupa pancreatic
lipase (PL) dengan kode PDB ID: 1ETH. Protein target ini dipilih karena
memiliki peran dalam memecah lemak makanan, yang secara tidak langsung
berkorelasi dengan patofisiologis hiperkolesterolemia. Struktur PL pada
penelitian ini berasal dari organisme babi (Sus scrofa) yang diperoleh dari x-
ray diffraction dengan resolusi sebesar 2.80 A. Pancreatic lipase babi atau
dikenal Porcine Pancreatic Lipase (PPL) digunakan sebagai protein target
pada penelitian ini karena memiliki aktivitas optimal pada pH 8.0 (Goncalves
et al., 2021), yang sesuai dengan kondisi fisiologis usus manusia (Engelking,
2015). Protein ini juga dipilih karena tingkat homologi urutan asam amino
dengan pancreatic lipase manusia tinggi, sekitar 85% (Rocha et al., 2025).
Oleh karena itu, situs aktif yang dimiliki antara babi dan manusia sangat
mirip, meskipun tidak selalu sama. Situs aktif pancreatic lipase manusia yang
termasuk triad katalitik meliputi Ser152, Asp176, dan His263 (Upadhyaya et
al., 2025).

Struktur PL  diketahui terikat dengan ligan asli  berupa
(hydroxyethyloxy) tri(ethyloxy)octane dengan kode ID: C8E. Menurut
pendapat Durgbank (2005), (hydroxyethyloxy) tri(ethyloxy)octane termasuk

dalam golongan senyawa organik yang dikenal sebagai polietilen glikol.
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Polietilen glikol memiliki fungsi dalam meningkatkan aktivitas PL (Zhang et

al., 2019).

Gambar 4.1 Struktur preparasi protein target (Pancreatic Lipase) (a)
Struktur PL sebelum dipreparasi (b) Struktur PL setelah
dipreparasi

o : Ligan alami yang terikat dengan protein target

Struktur PL setelah diunduh dari RCSB PDB, dipreparasi melalui
beberapa tahapan menggunakan UCSF Chimera 1.18 dan AutoDock Tools
1.5.7. Struktur PL sebelum dipreparasi seperti gambar 4.1.(a) masih terlihat
adanya residu non-standard dan molekul air. Kedua molekul tersebut
dihilangkan dari struktur protein target karena dapat mengganggu proses
simulasi docking. Pernyataan ini didukung dengan pendapat Sundalian et al.
(2020) yang menyatakan bahwa penghilangan residu non-standard bertujuan
untuk menyederhanakan struktur protein dari komponen yang tidak berperan
langsung dalam proses pengikatan selama simulasi docking. Hasan dan
Herowati (2024) juga menambahkan bahwa molekul air dihapus karena
keberadaannya dapat mempengaruhi interaksi ligan dengan protein.

Proses penghilangan molekul setelah dilakukan, dilanjutkan dengan

penambahan hidrogen dan muatan parsial (gasteiger charge). Hal ini
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bertujuan untuk mendapatkan struktur protein yang optimal serta hasil
interaksi yang akurat antara ligan dan reseptor. Pernyataan ini didukung
dengan pendapat Gouthami et al. (2022) dan Asmara et al. (2024) yang
menyatakan bahwa protein selanjutnya ditambahkan atom hidrogen dan
muatan parsial (gasteiger charge) untuk mengoptimalkan struktur protein
sehingga interaksi yang dihasilkan lebih akurat. Interaksi tersebut dapat
dinilai dari skor afinitas pengikatannya. Struktur protein yang telah
dipreparasi menjadi bersih seperti Gambar 4.1. (b) dan siap digunakan untuk
simulasi molecular docking dengan berfokus pada pengikatan senyawa uji

terhadap situs aktif dari PL.

Analisis Hasil Molecular Docking

Molecular docking dilakukan sebagai metode in silico untuk
mengevaluasi potensi kelompok senyawa antosianin dari beras hitam sebagai
agen anti-hiperkolesterolemia terhadap enzim PL. Proses docking dimulai
dengan redocking ligan asli (hydroxyethyloxy) tri(ethyloxy)octane ke dalam
struktur kristal enzim PL. Hasil redocking menunjukkan nilai Root Mean
Square Deviation (RMSD) kurang dari 2 A, yaitu 0, yang berarti metode
docking yang digunakan menghasilkan parameter yang valid, sehingga hasil
binding affinity dari senyawa uji dapat direpresentasikan dengan baik.
Kesuksesan redocking diukur dari nilai RMSD berkisar antara 0.0-2.0 A
(Llop-Peir6 et al., 2024).

Proses docking selanjutnya dilakukan antara ligan pembanding

(orlistat) dengan enzim PL. Hasil docking menunjukkan bahwa orlistat
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memiliki binding affinity sebesar -7.0 kcal/mol, sedangkan ligan asli
(hydroxyethyloxy) tri(ethyloxy)octane mempunyai binding affinity sebesar
-4.8 kcal/mol. Data tersebut menandakan bahwa orlistat jauh lebih rendah
(negatif) dibandingkan ligan asli dengan selisih nilai sebesar 2,2 kcal/mol,
yang berarti orlistat secara terbukti memiliki mekanisme penghambatan
enzim PL yang efektif. Orlistat juga terbukti dapat digunakan sebagai obat
untuk mengatasi penyakit hiperkolesterolemia sesuai literatur.

Proses docking dilanjutkan kembali menggunakan enam senyawa
antosianin beras hitam dan enzim PL pada situs aktif yang sama, melalui
ukuran grid box yang didapatkan saat redocking. Simulasi docking dijalankan
sebanyak lima kali untuk mendapatkan kestabilan nilai binding affinity, yang
ditunjukkan dengan seluruh nilai RMSD kurang dari 2. Hasil docking
menunjukkan bahwa cyanidin 3-O-glucoside memiliki nilai rata-rata binding
affinity sebesar -8.3 kcal/mol, peonidin 3-O-glucoside sebesar -8.1 kcal/mol,
delphinidin 3-O-glucoside sebesar -8.2 kcal/mol, malvidin 3-O-glucoside
sebesar -7.5 kcal/mol, petunidin 3-O-glucoside sebesar -9.2 kcal/mol dan
pelargonidin 3-O-glucoside sebesar -8.1 kcal/mol. Data tersebut menandakan
bahwa senyawa antosianin memiliki binding affinity yang lebih kuat
dibandingkan orlistat dan ligan asli, dengan perbedaan masing-masing 0.5
kcal/mol hingga 2.2 kcal/mol dan 3,3 kcal/mol hingga 4,4 kcal/mol. Hal ini
berarti senyawa antosianin beras hitam memiliki potensi inhibisi enzim PL

yang jauh lebih besar dibandingkan orlistat dan ligan asli.
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Data binding affinity dari lima kali simulasi docking enam senyawa
antosianin terhadap enzim PL dianalisis secara statistik menggunakan uji non-
parametrik Kruskal Wallis. Hasil uji (Lampiran 11) menunjukkan nilai yang
tidak berbeda signifikan (p>0,05), yaitu 0,347, yang berarti tidak ada
perbedaan yang signifikan secara statistik pada nilai binding affinity di antara
ke-enam senyawa antosianin terhadap enzim PL. Hal ini mengindikasikan
bahwa potensi pengikat seluruh senyawa antosianin relatif serupa dalam
menghambat enzim PL. Hasil statistik pada nilai binding affinity meskipun
tidak menunjukkan perbedaan signifikan, masih dapat digunakan sebagali
parameter awal untuk menilai kekuatan interaksi antara ligan dan protein
target (Spassov, 2024). Maka dari itu, senyawa antosianin terbaik selanjutnya
dipilih berdasarkan nilai binding affinity untuk dianalisis lebih lanjut pada
interaksi molekulernya.

Berdasarkan hasil seleksi, petunidin 3-O-glucoside menjadi kandidat
obat karena menunjukkan nilai binding affinity terbaik, yaitu sebesar -9,2
kcal/mol. Nilai tersebut mengindikasikan bahwa senyawa petunidin 3-O-
glucoside memiliki kemampuan inhibisi yang optimal terhadap mekanisme
enzim PL dalam penyakit hiperkolesterolemia. Senyawa petunidin 3-O-
glucoside meskipun memiliki nilai binding affinity yang paling kuat,
menunjukkan nilai bioavailabilitas yang cukup rendah (17%). Kondisi ini
dapat terjadi karena karakteristik senyawa petunidin yang bersifat terlalu
polar berdasarkan jumlah ikatan hidrogen donor dan akseptornya, seperti yang

ditunjukkan pada tabel 4.1. Akibatnya, ligan tersebut kurang efektif melintasi
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membran sel target, sehingga memberikan pengaruh kecil terhadap proses
biologis. Bioavailabilitas yang rendah dapat diatasi dengan memformulasikan
senyawa kandidat obat tersebut dengan partikel berukuran nano, seperti
nanosuspensi, liposom, dan mikroemulsi, agar transport lintas membran dari
produk tersebut menjadi lebih efektif dan memberi pengaruh secara optimal
terhadap proses biologis di dalam sel target (Sahu & Khan, 2021).
Pelargonidin 3-O-glucoside juga dianalisis lebih lanjut karena
memiliki nilai bioavailabilitas yang relatif lebih tinggi dibandingkan senyawa
antosianin lainnya, dengan nilai binding affinity sebesar -8,1 kcal/mol. Nilai
tersebut lebih tinggi dibandingkan nilai senyawa petunidin 3-O-glucoside
(-9,2 kcal/mol), yang berarti memiliki potensi interaksi yang lebih lemah
dengan protein target atau memiliki derajat disosiasi yang lebih tinggi.
Perbedaan nilai binding affinity ini berkaitan dengan karakteristik struktur
kimia petunidin  3-O-glucoside. Petunidin 3-O-glucoside merupakan
antosianin glikosida yang memiliki gugus hidroksil (-OH) fenolik yang
banyak (Liu et al., 2024), gugus hidroksil pada cincin glukosa, serta struktur
aromatik planar (Amogne et al., 2020; Maahury et al., 2019). Karakteristik
tersebut mendukung terbentuknya interaksi yang stabil antara ligan dan
protein target, sehingga afinitas ligan terhadap protein target cenderung
meningkat. Posisi ligan pada sisi aktif atau alosterik enzim juga dapat
dipertahankan. Pembahasan lebih lanjut mengenai jenis interaksi ini akan

dijelaskan pada analisis visualisasi hasil docking.
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Binding affinity senyawa pelargonidin 3-O-glucoside berpotensi dapat
ditingkatkan melalui formulasi kombinasi dengan antosianin lainnya. Ou et
al. (2020) menyatakan bahwa kombinasi antar senyawa flavonoid berpotensi
dalam meningkatkan binding affinity terhadap protein target yang digunakan.
Antosianin yang berikatan dengan protein secara umum melibatkan ikatan
hidrogen, interaksi hidrofobik, interaksi elektrostatik, serta gaya van der
Waals yang berperan dalam stabilitas kompleks protein—antosianin (Li et al.,
2020). Berdasarkan mekanisme tersebut, kombinasi senyawa petunidin 3-O-
glucoside dengan senyawa antosianin lainnya berpotensi membentuk lebih
banyak ikatan, sehingga meningkatkan binding affinity terhadap pancreatic

lipase dan memberikan efek inhibisi yang lebih kuat.

Visualisasi Hasil Molecular Docking

Hasil identifikasi seperti tabel 4.4 menunjukkan bahwa ligan asli
berinteraksi dengan tiga residu asam amino (Ser195, Val322, Ser323) melalui
ikatan hidrogen, dan satu residu asam amino (Pro194) melalui ikatan
hidrofobik. Jika dibandingkan dengan pola interaksi ligan asli, ligan
pembanding (orlistat) menunjukkan kesamaan pada satu residu asam amino
yaitu Ser195, sedangkan ligan yang diuji (senyawa antosianin) menunjukkan
kesamaan pada satu hingga dua residu asam amino yaitu Ser195 dan Val322.
Maka residu asam amino yang dipakai pada penelitian ini Ser195 dan Val322.
Kesamaan jumlah residu asam amino dari hasil docking menunjukkan bahwa

senyawa antosianin dan orlistat mampu berinteraksi pada area pengikatan
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enzim yang serupa dengan ligan asli, sehingga diduga memiliki potensi
penghambatannya yang serupa.

Tabel 4.4 Hasil interaksi residu asam amino antara ligan asli orlistat dan
senyawa antosianin

Senvawa i'fr;:jr: ir][g Residu Asam Amino Ikatan Residu Asam Amino
y y Hidrogen Ikatan Hidrofobik
(kcal/mol)
Ligan Asli (Native
Ligand) -4,8 Ser195, Val322, Ser323 Pro194
Ligan Pembanding Argl64, Gly168, Ser195, Lys198,
(Orlistat) -0 His224, Asn320, Gly321 Pro285, Val32s, Phe326
Cyanidin 3-O- Lys198, Ser195, Asn320, Val322,
glucoside 8.3 GIn324, Val325 Pro285
- Ser195, Pro194, Lys198, Glu303,
Peolnu'gc',gigéo' 8,1 Asn320, Gly321,
g Val 322, Gin324
Delphinidin 3-O- Pro194, Ser195, Alal97, Asp196,
glucoside 8.2 Cys286, Val322 Val3zs
Malvidin 3-O-
glucoside -7,5 Glul88, Ser195, GIn220, Val322 Leul98
Petunidin 3-O- 92 Ser195, Alal197, His224, Asn320,
glucoside ' Gly321, Val322, GIn324, Val325
Pelargonidin 3-O- 8,1 Lys198, Val322, GIn324, Val325 Pro285
glucoside
Keterangan :

: Residu asam amino yang sama dengan situs aktif ligan asli

Ser195 merupakan residu yang berada pada area situs aktif atau bagian
dari binding pocket enzim PL, dimana binding pocket berperan sebagai
tempat pengikatan ligan (Carpenter & Altman, 2024). Studi Zhou et al. (2020)
menunjukkan bahwa inhibitor alami dari golongan flavonoid, seperti
catechin, dapat berinteraksi dengan Ser195 bersama residu lain (Pro194,
Alal97, Lys198) di situs aktif PL. Hasil penelitian ini sejalan dengan temuan
tersebut, dimana kelima senyawa antosianin (yang juga merupakan turunan
flavonoid) menunjukkan interaksi dengan Ser195. Hal ini mengindikasikan
bahwa residu tersebut diduga berperan dalam proses pengikatan inhibitor

flavonoid pada enzim PL.
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Residu lainnya seperti Val322 juga banyak ditemukan pada interaksi
dengan semua senyawa antosianin, namun tidak ditemukan di dalam orlistat.
Val322 berperan membantu menjaga posisi ligan di binding pocket melalui
interaksi hidrogen, sehingga interaksi antara ligan dengan enzim menjadi
lebih stabil (Alghamdi, 2023). Keterlibatan Val322 sebagai bagian dari
binding pocket enzim PL menunjukkan bahwa senyawa antosianin memiliki
potensi interaksi molekuler yang lebih stabil dengan PL sebagai kandidat obat
anti-hiperkolesterolemia.

Dari hasil identifikasi residu asam amino, terdapat perbedaan residu
yang dihasilkan pada ligan asli dibandingkan dengan yang dilaporkan di
literatur. Wang et al. (2025) melaporkan bahwa enzim PL dengan kode PDB:
1ETH memiliki situs aktif katalitik yang mencakup residu Ser153, Aspl77,
dan His264. Hasil molecular docking dalam penelitian ini menunjukkan
bahwa senyawa antosianin berinteraksi dengan residu Ser195 dan Val322
yang merupakan bagian dari binding pocket, bukan situs aktif katalitik.

Perbedaan residu ini dapat disebabkan oleh pendekatan docking yang
digunakan. Targeted docking memanfaatkan informasi mengenai lokasi situs
aktif pada reseptor yang telah diketahui (Pradani et al., 2021) sehingga
membatasi ruang pencarian ligan pada area tertentu dengan menggunakan
ukuran grid box yang telah ditentukan. Ligan tidak selalu berikatan langsung
dengan residu Kkatalitik tersebut karena proses docking akan memilih

konformasi ligan yang memberikan energi ikatan paling stabil (Tripathi &
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Misra, 2017), sehingga dapat diketahui interaksi lain yang terbentuk di sekitat

situs aktif atau binding pocket.

(@ (b)

Interactions
van der Waals | Carbon Hydrogen Bond
E Conventional Hydrogen Bond

Gambar 4.2 Visualisasi interaksi senyawa petunidin 3-O-glucoside
dengan ligan asli dalam bentuk 2D (a) dan 3D (b)

Visualisasi hasil molecular docking selanjutnya dianalisis dalam
bentuk 2 dimensi (2D) dan 3 dimensi (3D). Analisis dilakukan untuk
memahami detail interaksi secara lebih spesifik antara ligan asli, orlistat dan
senyawa petunidin 3-O-glucoside. Senyawa petunidin 3-O-glucoside tetap
dipilih sebagai representatif senyawa dari seluruh antosianin yang diuji,
karena memiliki nilai binding afinity yang lebih tinggi dibandingkan senyawa
lain sesuai hasil yang ditunjukkan pada tabel 4.4. Hasil visualisasi interaksi
antara senyawa petunidin 3-O-glucoside dengan ligan asli secara 2D dan 3D
(Gambar 4.2) menunjukkan bahwa senyawa tersebut membentuk ikatan
hidrogen dengan jumlah residu asam amino yang banyak. Ikatan hidrogen
merupakan salah satu jenis ikatan non-kovalen yang dapat ditemukan dalam
tubuh manusia secara biologis, salah satunya protein. Adanya ikatan ini

menandakkan bahwa ligan berikatan dan bekerja pada reseptornya (Akbar et
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al., 2022). Ikatan hidrogen terjadi ketika atom hidrogen berinteraksi dengan
atom yang mempunyai sifat elektronegatif, seperti oksigen (O), nitrogen (N),

dan fluor (F) (Frimayanti, 2021).

(a) & % & (b)

Interactions

[:] van der Waals D Alkyl

|- Conventional Hydrogen Bond [: Pi-Alkyl
D Carbon Hydrogen Bond

Gambar 4.3 Visualisasi interaksi orlistat dengan ligan asli dalam
bentuk 2D (a) dan 3D (b)

Berdasarkan visualisasi secara 2D dan 3D seperti gambar 4.3,
diketahui bahwa orlistat selain membentuk ikatan hidrogen, juga membentuk
ikatan hidrofobik, seperti pi-alkil dan alkil. Ikatan hidrofobik merupakan jenis
ikatan non-kovalen yang berperan penting dalam meningkatkan kestabilan
ikatan ligan dengan reseptor (Amin dkk., 2023). Orlistat meskipun
membentuk dua jenis interaksi, menunjukkan jarak ikatan yang cukup jauh
terhadap ligan asli dibandingkan senyawa petunidin 3-O-glucoside. Jarak
ikatan yang dihasilkan antara orlistat dengan ligan asli pada residu Ser195
seperti gambar 4.4 sebesar 2.51 A hingga 2.98 A, sedangkan senyawa
petunidin 3-O-glucoside dengan ligan asli menghasilkan jarak pada residu

Ser195 seperti gambar 4.4 sebesar 2.35 A dan pada residu Val322 sebesar
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1.93 A. Apabila jarak ikatan ligan yang diuji dengan reseptor bernilai kurang
dari 3 A, maka ikatan tersebut menunjukkan ikatan yang kuat (Prasetiawati
dkk., 2021). Hal ini berarti orlistat memang terbukti memiliki binding affinity
yang lebih rendah, karena ikatan yang terbentuk lemah dibandingkan

senyawa petunidin 3-O-glucoside yang membentuk ikatan yang kuat.

Nl ~ 0 = NSRANN A el
Gambar 4.4 Visualisasi jarak ikatan antara orlistat dengan ligan asli (a) jarak
ikatan antara senyawa petunidin 3-O-glucoside dengan ligan

asli (b)

(@) (b)

Interactions

[:] van der Waals [:] Carbon Hydrogen Bond

- Conventional Hydrogen Bond :] Alkyl

Gambar 4.5 Visualisasi interaksi ligan asli pada situs aktif enzim
dalam bentuk 2D (a) dan 3D (b)

Ligan asli divisualisasikan seperti gambar 4.5 dan menunjukkan dua
pola interaksi pada situs aktif enzim, yaitu ikatan hidrogen dan hidrofobik

(alkil). Pola interaksi tersebut menjadi pedoman untuk analisis interaksi
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orlistat dan senyawa antosianin yang dihasilkan pada penelitian ini.
Visualisasi interaksi antar ketiga ligan dalam bentuk 2D dan 3D membuktikan
bahwa senyawa petunidin 3-O-glucoside berpotensi sebagai obat anti-
hiperkolesterolemia. Potensi ini dapat dilihat melalui kesamaan jenis ikatan
dan keterlibatan residu asam amino dengan ligan asli maupun ligan referensi
orlistat, serta jarak ikatan yang relatif lebih pendek dibandingkan orlistat.
Senyawa petunidin 3-O-glucoside menunjukkan kemungkinan berinteraksi
dengan residu Ser195. Interaksi ini mengindikasikan bahwa senyawa tersebut
berpotensi menghambat aktivitas enzim PL melalui interaksi pada daerah
situs aktif. Mekanisme penghambatan senyawa petunidin 3-O-glucoside
secara fisiologis selanjutnya diteliti dengan menggunakan literatur

pendukung.

Faktor Pemicu Hiperkolesterolemia dan Inhibisi Pancreatic Lipase oleh
Antosianin Beras Hitam

Pancreatic lipase (PL) merupakan enzim yang bertanggung jawab
untuk pencernaan lemak makanan, seperti TG. Peningkatan aktivitas dari
enzim PL berkontribusi terhadap absorpsi lipid oleh sel-sel epitel di usus halus
yang semakin banyak (Chiu et al., 2025) dan memicu hiperkolesterolemia
(Baila-Rueda et al., 2016). Hiperkolesterolemia akibat peningkatan absorpsi
lipid oleh sel-sel epitel usus halus dapat terjadi melalui beberapa kondisi
fisiologis, patologis, maupun akibat faktor lingkungan dan genetik. Kondisi

ini secara umum berkaitan dengan meningkatnya efisiensi masuknya
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kolesterol dan asam lemak dari lumen usus ke dalam sirkulasi darah
(Wresdiyati et al., 2023).

Aktivitas PL dalam kondisi fisiologis dipengaruhi oleh temperatur
tubuh, pH, kolipase dan garam empedu. Temperatur sekitar 35°C - 45°C
(Gongalves et al., 2021) dan pH netral (6.5-7.5) (Vo et al., 2022) serta
keberadaan kofaktor seperti ion logam, mempunyai peran penting dalam
menstabilkan interaksi antara PL dengan substrat lipid, sehingga proses
pengaturan emulsifikasi lemak di usus halus dapat berjalan dengan baik (Ye
et al., 2020). Kondisi pH yang terlalu basa (>8,5) dapat menyebabkan
hidrolisis spontan dan menurunkan aktivitas enzimatik PL (Vo et al., 2022).
Peningkatan absorpsi lipid juga diperantarai oleh keberadaan transporter
utama kolesterol, yaitu Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1) di sel-sel epitel
usus halus (enterosit). Peningkatan ekspresi atau aktivitas NPC1L1 akan
memperbesar jumlah kolesterol yang diserap dari makanan. Akibatnya, lebih
banyak kolesterol yang masuk ke dalam enterosit, sehingga terjadinya
peningkatan kadar kolesterol dalam plasma darah (Xiao et al., 2023; Xu et al.,
2023).

Hiperkolesterolemia juga dapat diperantarai oleh penurunan aktivitas
efluks kolesterol. Transporter ATP-Binding Cassette Transporter, Subfamily
G, Member 5 (ABCG5) dan ATP-Binding Cassette Transporter, Subfamily G,
Member 8 (ABCG8) berfungsi mengeluarkan kembali kolesterol dari
enterosit ke lumen usus (Rahmawati dkk., 2023). Apabila aktivitas kedua

transporter ini menurun, misalnya akibat gangguan regulasi, maka kolesterol
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lebih banyak tertahan di dalam sel dan selanjutnya masuk ke peredaran darah,
sehingga memicu hiperkolesterolemia (Helgadottir et al., 2020). Konsumsi
tinggi lemak jenuh dan kolesterol merupakan faktor penting pemicu
hiperkolesterolemia (Sugiarti & Meikawati, 2018) yang meningkatkan
pembentukkan misel empedu yang membawa kolesterol ke permukaan
enterosit. Kondisi ini mempermudah proses difusi dan transport aktif
kolesterol ke dalam sel epitel usus, sehingga memperbesar total absorpsi lipid
(Wresdiyati et al., 2023).

Faktor lain yang dapat memicu hiperkolesterolemia adalah peningkatan
sekresi garam empedu. Garam empedu berperan penting dalam proses
emulsifikasi lipid (Malik, 2016). Peningkatan produksi atau efisiensi kerja
garam empedu dapat meningkatkan pembentukan misel (Xiao et al., 2021),
sehingga absorpsi kolesterol, trigliserida, dan asam lemak menjadi lebih
tinggi (Hsu et al.,, 2019). Kondisi ini dapat berkontribusi terhadap
peningkatkan kadar kolesterol dalam sirkulasi (Wang et al., 2017). Faktor
pemicu lainnya bisa diakibatkan oleh kondisi hormonal dan metabolik.
Sindrom metabolik yang berikatan dengan resistensi insulin dan obesitas
(Hamooya et al., 2025), dapat meningkatkan sintesis dan absorpsi lipid di usus
halus (Susilowati & Susanti, 2025). Kondisi ini dapat mengganggu
keseimbangan metabolisme kolesterol dan mempercepat terjadinya
hiperkolesterolemia (Hastuty, 2015).

Penghambatan aktivitas PL pada penyakit hiperkolesterolemia dapat

dilakukan dengan menggunakan senyawa bioaktif dari bahan alami. Senyawa
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antosianin dari beras hitam berpotensi sebagai inhibitor alami PL (Yuan et al.,

2024), sehingga bersifat antagonis terhadap proses lipolisis melalui

penghambatan hidrolisis TG di usus halus. Akibatnya kolesterol yang masuk

ke dalam sirkulasi darah akan menurun sehingga tidak terjadi kondisi

hiperkolesterolemia.

45.1

Mekanisme Inhibisi Senyawa Antosianin Terbaik terhadap
Pancreatic Lipase

Berdasarkan hasil yang ditemukan, dapat disimpulkan bahwa
terdapat dua senyawa antosianin yang berpotensi sebagai obat alami
untuk  mengatasi  penyakit  hiperkolesterolemia.  Senyawa
pelargonidin 3-O-glucoside menunjukkan nilai bioavailabilitas oral
tertinggi, yang mengindikasikan ketersediaannya di lokasi target.
Senyawa  petunidin  3-O-glucoside  menunjukkan  profil
farmakokinetik yang relatif baik dan nilai binding affinity yang
tinggi. Senyawa tersebut juga menunjukkan keterlibatan residu asam
amino di daerah sekitar situs aktif enzim PL yang juga berinteraksi
dengan orlistat. Temuan ini mengindikasikan bahwa senyawa
tersebut berpotensi berikatan di wilayah sekitar situs aktif enzim PL,
meskipun  mekanisme penghambatan yang terjadi masih
memerlukan konfirmasi lebih lanjut melalui studi eksperimental.

Penghambatan enzim PL oleh senyawa petunidin 3-O-
glucoside diduga terjadi melalui interaksi pada area pengikatan

enzim yang juga berperan dalam pengikatan orlistat. Senyawa
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petunidin 3-O-glucoside setelah dikonsumsi secara oral, sebagian
besar struktur molekul dari senyawa ini diperkirakan tetap utuh (75-
97%) saat melewati lambung, kemudian menuju usus halus (Han et
al., 2019). Petunidin 3-O-glucoside yang berada di lumen usus
berpotensi menghambat aktivitas PL sehingga substrat lipid
sederhana (trigliserida) tidak dapat terdergradasi menjadi produk
monumernya. Kondisi ini berakibat tidak terjadinya absorpsi
kolesterol.

Mekanisme inhibisi senyawa petunidin 3-O-glucoside
terhadap aktivitas PL diduga berpotensi bersifat kompetitif. Hal ini
dikarenakan secara teoritis, senyawa tersebut berinteraksi di daerah
pengikatan enzim PL, yaitu residu Ser195. Orlistat diketahui bekerja
dengan mekanisme yang serupa, yaitu menghambat aktivitas enzim
PL pada situs aktif residu serin (Bansal et al., 2024). Hambatan
aktivitas enzim tersebut dapat mencegah hidrolisis trigliserida
menjadi asam lemak dan monogliserida (Cafiamares-Orbis et al.,
2021). Jenis mekanisme inhibisi ini masih memerlukan konfirmasi
lebih lanjut melalui pengujian aktivitas enzim secara eksperimental.

Senyawa petunidin 3-O-glucoside selain mempunyai peran
penting sebagai inhibitor enzim PL, juga memiliki aktivitas
antioksidan dan anti-inflamasi. Molekul ligan ini berfungsi sebagai
antioksidan yang bekerja pada sel-sel endotel tunika intima dan

mencegah pembentukan ROS (Al-Najjar et al., 2025) serta stres
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oksidatif (Vo et al., 2024) pada kasus hiperkolesterolemia. Senyawa
ini juga memiliki aktivitas anti-inflamasi yang berperan dalam
menekan ekspresi TNF-a (Sari et al., 2019) melalui mekanisme
transport lintas membran yang melibatkan sodium-dependent
glucose transporter 1 (SGLT1) dan glucose transporter 2 (GLUT2)
(Ayvaz et al., 2022). Kondisi ini memberi pengaruh penting dalam
pencegahan terjadinya penurunan struktur dan fungsi sel, serta
aterosklerosis pada tunika intima dalam pembuluh darah (Reis et al.,

2016).

Potensi Sinergis Antar Senyawa Antosianin

Secara teoritis, pelargonidin 3-O-glucoside dan petunidin 3-
O-glucoside  berpotensi  memberikan efek sinergis dalam
menghambat aktivitas enzim PL. Pelargonidin 3-O-glucoside
memiliki bioavailabilitas yang lebih tinggi, sedangkan petunidin 3-
O-glucoside menunjukkan afinitas pengikatan yang lebih kuat
terhadap enzim. Mi et al. (2024) melaporkan bahwa kombinasi
senyawa antosianin memiliki aktivitas penghambatan yang sangat
baik terhadap PL. Kombinasi antar senyawa meskipun dapat
memberikan efek sinergis, masih bersifat prediktif sehingga
diperlukan validasi melalui studi molecular docking kombinasi dan

pengujian eksperimental lebih lanjut.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Kelompok senyawa antosianin dari beras hitam (Oryza sativa L.)
terbukti berpotensi sebagai kandidat obat anti-hiperkolesterolemia melalui
yang ditunjukkan pada inhibisi enzim PL secara in silico dan nilai binding
affinity yang lebih tinggi dibandingkan dengan orlistat dan native ligand.
Petunidin 3-O-glucoside terpilih sebagai kandidat obat yang paling potensial

dibandingkan senyawa antosianin lainnya.

Saran

Penelitian secara in vitro dan in vivo perlu dilakukan untuk
membuktikan potensi senyawa antosianin dari beras hitam (Oryza sativa L.)
sebagai anti-hiperkolesterolemia secara langsung. Eksplorasi seluruh
senyawa bioaktif dari beras hitam perlu dilakukan untuk membuktikan

potensi menyeluruh sebagai agen anti-hiperkolesterolemia.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Tabel hasil prediksi toksisitas pada semua senyawa antosianin

Rat

_ RatIP oobioso RV oivipso Ol RatOral  RatSC oo | pso
Ligand LDSO ' Classification P20 Classification  LD50 LDSO D20 Classification
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) Classification  (mg/kg)
cyanidin3- - 7149 5 3390 Non-toxic 2074 5 5178 Non-toxic
O-glucoside
peonidin 3- 75, 4 5 1976 Non-toxic 3147 5 4558 Non-toxic
O-glucoside
delphinidin
3-0- 815,6 5 4320 Non-toxic 2009 5 8603 Non-toxic
glucoside
malvidin3- o, g 5 2518 Non-toxic 3074 5 5804 Non-toxic
O-glucoside
petunidin 3- 7, 4 2325 Non-toxic 3070 5 4490 Non-toxic
O-glucoside
pelargonidin
3-0- 960,2 5 3602 Non-toxic 2066 5 6988 Non-toxic
glucoside

Lampiran 2. Hasil prediksi ADMET senyawa cyanidin 3-O-glucoside

Predict |
Models Input SMILES Here
Blood-Brain Barrier SMILES: [C1=CC(=C(C=C1C2#(04]C3=CC(=CC(=CACC20[CRMMICA@HIC@H)CA@HIIC@H)(
Model 4805 [ Prodict |
The entire dataset were collected
Dases from Shar's work, which scluded
1839 compounds (1438 BBB+ and
401 BBB- compourxds). Results
Q 09429 SE 09861
s 0788 AUC 09517 ADMET Predicted Profile --- Classification
Roferenco [ Modl [ Rl [ Probabily
L et
Blood-Brain Barrier BEB+ 0.5767
Human Intestinal Absorption HiA- 0.6009
Caco:2 Permaability Caco2- 08481
P-glycoprotein Substrate Substrate 0.5000
P-glycoprotein nhibitor Hontahiber 03610
Noninhibitor 08478
Renal Organic Cation Transgorter Noninhibitor 08993
L Dbl
Subcellular lecalization Nucleus 0.4904
T esabllem
CYPASO 209 Substrate Non-substrote 07763
CYPA50 206 Substrate Non-substrate 0.8600
CYPASO 3A4 Substrate Non-substrote 05751
CYPASO 1A2 Innibitar Noninhibitor 0.8308
CYPAS0 269 Inhibitor Nonnhibitor 0.8660
CYPAS0 206 Inhibitor Noninhibitor 0.8865
CYPAS0 2619 Inhibitor Nonnhibitor 0.7669
CYPAS0 3A4 Inhibitor Nonnhibitor 09202
CYP Inhibitory Promiscuity Low CYP Inhibitory Promiscuity 0.7468

Human Ether-a-go-go Related Gene Vieak inhibitor 0.9579
Inhibition Noninhibitor 07077
AMES Toxicity Non AMES toxic 0.6009
Corcinogens Noncareinogens 09305
Fish Toxicity High FHMT 08389
Tetrahymena Pyriformis Toxicity High TPT 0.9548
Honey Bee Toxicity High HET 0.6151
Biodegradation Not ready biodegradable 0.6926
Acute Oral Toxicity (L] 0.4306
Coccinogenicity (Three-class) Non-required 0.6175
ADMET Predicted Profile --- Regression
Lo ML Vae Dk
Do et
Aqueous solubility -3.0979 Logs
Caco-2 Permeability -0.7599 LogPapp, cmV's

Rat Acute Toxicity 26483 LDS0, mol/kg
Fish Toxicity 0.7078 PLESO, mo/L
Tetrahymena Pyriformis Toxicity 0.4104 PIGCS0, ug/L




Lampiran 3. Hasil prediksi ADMET senyawa peonidin 3-O-glucoside

Predict
»
Models Input SMILES Here
Slopd: o BTN SMILES: [COC1 =C(C=CC(=C1)C2+{0+|C3=CC(=CC(=C3C=C20[CAHICE@HIIC@HIIC@@HICE)]
Modali:A-BE5:) [ Predict |
The entire dataset were collected
D from Sher's work, which mclud
#1839 compounds (1438 BBB+ and
401 BEB- compounds). Results
Q 0.9429 SE 09861
s 0788 AUC 00517 ADMET Predicted Praofile --- Classification
Reference [ Medal [ T Res [ probabily. ]
Blood-Brain Barrier BEB- 0.7556
Human Intestinal Absorption HIA- 06123
Caco-2 Permeability Caco2- 0.7923
P-glycoprotein Subgtrate Substrate 0.5937
X . Nonvinhibitor 0.9505
P-glycoprotein Inhibitar p—
Nonvinhibitor 0.8526
Renal Organic Cation Transgorter Nonvinhibitor 0.8950

Subcellular localization Nucleus 0.4937

CYPAE0 2C0 Substrate Non-substrate 07224
CYP450 206 Substrate Non-substrate 0.8594
CYP450 3A4 Substrate Non-substrate 0.5058
CYPAS0 1A2 Inhibitor Nonvinhibitor 0.8376
CYPAS0 2C9 Inhibitor Nonvinhibitor 08455
CYP450 2D6 Inhibitor Nonvinhibitor 0.8933
CYP450 2C19 Inhibitor Nonvinhibitor 0.7540
CYPA50 3A4 Inhibitor Nonvinhibitor 0.9149
CYP Inhibitory Promiscuity Low CYP Inhibitory Promiscuity 0.7025

Human Ether-a-go-go-Related Gene Vieak inhibitor 0.9521
Inhibition Nonvinhibitor 0.7656
AMES Toxicity Non AMES toxic 0.6463
Carcinogens Non-carcinogens 0.9392
Fish Toxicity High FHMT 0.7564
Tetrahymena Pyriformis Toxicity High TPT 0.9736
Haney Bee Toxicity High HET 0.6081
Bicdegradation Not ready biodegradable 07112
Acute Oral Toxicity I 0.6006
Carcinogenicity (Three-class) Non-required 0.5900
ADMET Predicted Profile --- Regression

Lo Ml L vawe 0 ek

Agqueous solubility
Caco-2 Permeability

29316
-0,5882

Logs
LogPapp, cn/'s

Rat Acute Toxicity 25194 LD50, molikg
Figh Toxicity 0.7701 pLCS0, mo/L
Tetrahymena Pyriformis Toxicity 0.2012 pIGCSE0, ug/L




Lampiran 4. Hasil prediksi ADMET senyawa delphinidin 3-O-glucoside

Predict
»
Models Input SMILES Here
Slopd;Besin Barmes SMILES: [C1=C(C=C(C(-C10)0)0)C24(0+]C3=CC(+CC(=CIC-C20[CAHIACRBHIICAHIICAR@HI|
Model 4 BBB.| LW .‘9,‘]
The entire dataset were collected
Diss, from Sherls work, which ncluded
1839 compounds (1438 BBB+ and
A01 BEB- compourds), Results
Q 0.9429 SE 09861 I R
P 0768 AUC 09517 Pt EISEEs
Reference [ Medal T [ Res [ Probabilty
L Meptn
Blood-Brain Borrier BaBp- 0.5551
Human Intesting! Absorption HIA- 0.8367
Caco-2 Permeability CacoZ- 0.9012
P-glycoprotein Substrate Substrate 0.5543
Nonnhibitor 09364
P-glycopeotein Inhibitor Nonviohibltor 08584
Rennl Orgonie Cation Transparter Noninhibitor 0.8951

Subcellular localization Nucleus 04412

CYPA%0 2C9 Substrate Non-substrate 0.816S
CYPAS50 206 Substrate Non-substrate 0.8718
CYPAS0 3A4 Substrate Non-substrate 0.6071
CYPAS0 1A2 Inhibitor Noninhibitor 0.6B56
CYPAS0 2C9 Inhibitor Nondnhibitor 0.5002
CYPAS0 206 Inhititor Nonvinhibitor 09191
CYPAS0 2C19 Inhibitor Nonnhibitor 0.6426
CYPAS0 3A4 lnhibitor Noninhibitor 0.9550
CYP Inhibitory Promiscuity Low CYP Inhibitory Promiscuty 0.7819

Humoa Ether-a-go-go- Related Gene Vieak mhibitor 0.9604
Inhibition Nonnhibitor 06679
AMES Toxicity Non AMES toxic 06352
Corcinogens Non-carcinogens 0.9558
Fish Toxicity High FHMT 0.7644
Tetrahymaena Pyriformis Toxicity High TPT 0.8065
Honey Bee Toxicity High HET 06379
Biedegradation Ready blodegradable 06168
Acute Ora! Toxicity [l 04439
Corcinogenicity (Three-class) Non-required 06532
ADMET Predicted Profile --- Regression
[ ML Vae 0 Uk
L et
Agueous solubility 2.5 LogSs
Coco-2 Permaability -0.9220 LogPapp, cm/s

Rat Acute Toxicity 22223 LDS50, molkg
Fish Toxicity 1.1989 pLCS0, mo/L
Tetrahymana Pyriformis Toxicity 0.2031 pIGCSD, ug/l




Lampiran 5. Hasil prediksi ADMET senyawa malvidin 3-O-glucoside

E=]

Predict
Models Input SMILES Here
Blood-Brain Barrier SMILES: [ COC1=CC(=CC(=C1 O}OC)CZ=[O+]CS=CC(§§C(=CSC=CZO[C@H]&[C@@H][[C@H]((C@@H}

Agee.
The entire dataset were collected
from Shen's work, which @
1839 compounds (1438 BBB+ and
401 BBB- compounds). Results
0.9429 SE 09861 < ;
0.788 AUC 09517 ADMET Predicted Profile --- Classification

Reference | E— . —— S— .

Blocd-Brain Barrier BBB- 08768
Human Intastinal Absorption HIA- 08759
Caco-2 Permeability CacoZ- 0.8406
P-glycoprotein Substrate Substrate 0.6409
P-glycoprotein Inhibitar Roghiioe g0

Nonv-inhibitor 0.8580
Renal Organic Cation Transparter Non-inhibitor 0.9023

Subcellular localization Mitachondria

CYP450 2C9 Substrate Non-substrate 08043
CYP450 206 Substrate Non-substrate 08770
CYP450 3A4 Substrate Non-substrate 0.5000
CYP450 1A2 Inhibitor Nonvinhibitor 08736
CYP450 2C9 Inhibiter Nonvinhibitor 0.9021
CYP450 206 Inhititor Nonvinhibitor 09124
CYP450 2C19 Inhibitor Nonvinhibitor 0.8659
CYP450 3A4 inhibitor Non-inhibitor 0.93%0
CYP Inhibitory Promiscuity Low CYP Inhibitory Promiscuity 0.7446

Human Ether-a-go-go-Related Gene Vieak inhibitar 0.9666
Inhibition Non-inhibitor 0.7462
AMES Toxicity Non AMES toxic 0.8470
Carcinogens Non-carcinogens 0.9562
Fich Toxicity High FHMT 0.6419
Tetrahymena Pyriformis Toxicity High TPT 09237
Honey Bee Toxicity High HET 0.6595
Biodegradation Not ready biodagradabla 0.5812
Acute Oral Toxicity 1 0.6596
Carcinogenicity (Three-class) Non-required 0.6723
ADMET Predicted Profile --- Regression

L Medel [ Vae Um0

Aqueaus solubility
Caco-2 Permeability

-2.5341
-0.6119

LogS
LogPapp, cm/s

Rat Acute Toxicity 2.2742 LDS50, molikg
Fich Toxicity 1.2206 pLCS0, ma/L
Tetrahymena Pyriformis Toxicity 01759 pIGCS0, ug/L
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Lampiran 6. Hasil prediksi ADMET senyawa petunidin 3-O-glucoside

Predict |
»
Models Input SMILES Here
Blood-Brain Barrier SMILES: |COC1=CC(=CC(=C10)0)C2=[0+]C3=CC(=CC(=C3C=C20[C@H}4[C@@H]([C@HI(C@@HI(
Model A_BBB.I
The entire dataset were collected
s from Shen's work, which included
1839 compounds (1438 BBB+ and
401 BBB- compounds). Results
Q 0.9429 SE 0.9861
ADMET Predicted Profile — Classification
SP 0.788 AUC  0.9517
Reference Lo medd T Rest [ Probablity |
Blood-Brain Barrier BBB- 0.8551
Human Intestinal Absorption HIA- 0.8436
Caco-2 Permeability Caco2- 0.8470
P-glycoprotein Substrate Substrate 0.6401
Non-inhibitor 0.9284
P-glycoprotein Inhibitor
Non-inhibitor 0.8512
Renal Organic Cation Transporter Non-inhibitor 0.8899

Subcellular localization Nucleus 0.4385

CYP450 2C9 Substrate Non-substrate 0.7698
CYP450 2D6 Substrate Non-substrate 0.8708
CYP450 3A4 Substrate Non-substrate 0.5380
CYP450 1A2 Inhibitor Non-inhibitor 0.8757
CYP450 2C9 Inhibitor Non-inhibitor 0.8838
CYP450 2D6 Inhibitor Non-inhibitor 0.9199
CYP450 2C19 Inhibitor Non-inhibitor 0.8383
CYP450 3A4 Inhibitor Non-inhibitor 0.9475
CYP Inhibitory Promiscuity Low CYP Inhibitory Promiscuity 0.7426

Human Ether-a-go-go-Related Gene Weak inhibitor 0.9550
Inhibition Non-inhibitor 0.7534
AMES Toxicity Non AMES toxic 0.6780
Carcinogens Non-carcinogens 0.9620
Fish Toxicity High FHMT 0.6563
Tetrahymena Pyriformis Toxicity High TPT 0.9066
Honey Bee Toxicity High HBT 0.6337
Biodegradation Ready biodegradable 0.5901
Acute Oral Toxicity n 0.6492
Carcinogenicity (Three-class) Non-required 0.6325

ADMET Predicted Profile — Regression

Aqueous solubility -2.4040 LogS
Caco-2 Permeability -0.7276 LogPapp, cm/s

Rat Acute Toxicity 2.1315 LD50, mol/kg
Fish Toxicity 1.2432 pLC50, mg/L.
Tetrahymena Pyriformis Toxicity 0.1447 PIGCS0, ug/L




Lampiran 7. Hasil prediksi ADMET senyawa pelargonidin 3-O-glucoside

Predict
*
Models Input SMILES Here
Blood;Brain Barriee SMILES: [C1=CC(=CC=C1C2=(0+]C3=CC(=CC{=C3C=C20(CAHIACREHI(CAHIICREHI(C@HI(C]
Model A BBB.I [ Predict |
The entire dataset were collected
D from Shen's work, which includ
®5C- 1839 compounds (1438 BBB+ and
401 BBB- compounds). Results
Q 0.9429 SE 0.9861
sp 0788 AUC 00517 ADMET Predicted Profile --- Classification
Reference =S ey e e
Blocd-Brain Barrier BEB+ 0.5767
Human Intestina! Absorption HIA- 0.6009
Caco-2 Permeability Caco2- 0.B481
P-glycoprotein Substrate Substrate 0.5000
P-glycoprotein Inhibitor Nomsntibior 9950
I
Ltk Non-inhibitor 0.8478

Renal Organic Cation Transporter Non-inhibitor 0.8993

Subcellular localization Nucleus 0.4904

CYP450 2C9 Substrate Non-substrate 0.7783
CYP450 206 Substrate Non-substrate 0.8600
CYP450 3A4 Substrate Non-substrate 0.5754
CYP450 1A2 Inhibitor Nonvinhibitor 0.8308
CYP450 2C9 Inhibitor Norvinhibitor 0.8680
CYP450 206 Inhibitor Norvinhibitor 0.8B65
CYP450 2C19 Inhibitor Nonvinhibitor 0.7689
CYP450 3A4 Inhibitar Nonvinhibitor 0.9202
CYP Inhibitory Promiscuity Low CYP Inhibitory Promiscuiy 07468

Human Ether-a-go-go-Related Gene Vieak inhibitor 0.9579
Inhibition Nonvinhibitor 0.7077
AMES Toxicity Non AMES toxic 0.6009
Carcinogens Non-carcinogens 0.9305
Fish Toxicity High FHMT 0.8389
Tetrahymena Pyriformis Toxicity High TPT 0.9548
Haney Bee Toxicity High HET 0.6151
Bicdegradation Not ready biodegradable 0.6926
Acute Oral Toxicity n 0.4306
Carcinogenicity (Three-class) Non-required 0.6175
ADMET Predicted Profile --- Regression
D | | e |

Agueous solubility
Caco-2 Permeability

-3.0979
-0.7599

Logs
LogPapp, cmf's

Rat Acute Toxicity 2.6483 LD50, molkg
Fish Toxicity 0.7078 pLCS0, ma/L
Tetrahymena Pyriformis Toxicity 0.4104 pIGCS0, ug/L
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Lampiran 8.Tabel hasil simulasi docking enam senyawa antosianin, orlistat dan
ligan asli terhadap enzim Pancreatic Lipase (PL)

Binding Affinity (kcal/mol)

Ligand Ulangan
1 2 3 4 5
cyanidin 3- 8.9 82 8.1 8.4 83
O-glucoside
peonidin 3- 8.9 83 8.1 8.1 8.1
O-glucoside
delphinidin
3-0- -8.8 -8.2 -1.7 -7.6 -8.2
glucoside
malvidin 3-
. -8.7 -8.3 -7.5 -7.5 -7.4
O-glucoside
petunidin 3- 9.7 9.6 9.2 8.1 76
O-glucoside
pelargonidin
3-0- -9.1 -8.1 -7.7 -7.6 -8.1
glucoside
Native ligand -4.8 -4.4 -4.9 -4.4 -5.0
Orlistat -7.0 -6.8 -5.1 -5.0 -5.0

Lampiran 9. Hasil uji normalitas nilai binding affinity senyawa antosianin

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
VARO000 .180 30 .014 .924 30 .034

1

a. Lilliefors Significance Correction

Lampiran 10. Hasil uji homogenitas nilai binding affinity senyawa antosianin

Tests of Homogeneity of Variances

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
VAROOO Based on Mean 2.979 5 24 .031
01 Based on Median .963 5 24 460
Based on Median .963 5 17.140 467
and with adjusted df
Based on trimmed 2.792 5 24 .040

mean




105

Lampiran 11. Hasil analisis uji Kruskal-Wallis

Test StatisticsaP

VAR00001
Kruskal-Wallis H 5.602
df 5
Asymp. Sig. 347

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: antosianin
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