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Reactive Oxygen Species (ROS) adalah salah satu radikal yang merupakan hasil 

samping dari proses metabolisme. Ketidakseimbangan jumlah radikal bebas 

dengan jumlah antioksidan endogen dapat menimbulkan stres oksidatif dan 

menyebabkan terjadinya permasalahan terhadap sel tubuh yang dapat 

menimbulkan berbagai penyakit metabolit ataupun penyakit degeneratif lainnya. 

Antioksidan eksogen dapat berupa senyawa kimia hasil sintesis ataupun bahan 

berasal dari alam yang dapat menghambat proses oksidasi. Senyawa golongan 

fenol dapat digunakan sebagai antioksidan. Tanaman salam (Syzygium 

polyanthum) dan ketapang (Terminalia catappa L.) kaya akan fenol. Uji 

antioksidan in vitro menggunakan metode lain seperti DPPH (2,2-Difenil-1-

Pikrilhidrazil), secara in silico, docking molekuler dilakukan dengan menarget 

protein heme oxygenase-1 (HO-1) untuk pengujian aktivitas antioksidan dengan 

analisis menunjukan pengikatan dan mempertegas bukti interaksi kimiawi yang 

akan terjadi. Berdasarkan pengujian in vitro ekstrak daun ketapang memiliki 

aktivitas antioksidan yang lebih baik dibandingkan dengan ekstrak daun salam 

yakni dengan nilai IC50 sebesar 6,631 serta hasil in silico senyawa konstituen 

daun ketapang memiliki nilai docking yang paling baik yakni senyawa 14 dengan 

nilai -88,18. Kedua hasil pengujian ini saling menguatkan keduanya 
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Abstract 

Reactive Oxygen Species (ROS) is a radical which is a by-product of metabolic 

processes. An imbalance between the number of free radicals and the amount of 

endogenous antioxidants can cause oxidative stress and cause problems for body 

cells that can cause various metabolic diseases or other degenerative diseases. 

Exogenous antioxidants can be chemical compounds resulting from synthesis or 

materials derived from nature that can inhibit the oxidation process. Phenol 

group compounds can be used as antioxidants. Salam plants (Syzygium 

polyanthum) and ketapang (Terminalia catappa L.) are rich in phenols. In vitro 

antioxidant testing using other methods such as DPPH (2,2-Diphenyl-1-

Pikrylhidrazyl), in silico, molecular docking was carried out by targeting the 

heme oxygenase-1 (HO-1) protein to test antioxidant activity with analysis 

showing binding and strengthening evidence of impending chemical interactions. 

Based on in vitro testing, ketapang leaf extract has better antioxidant activity 
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compared to bay leaf extract, with an IC50 value of 6.631 and the in silico results 

of the constituent compounds of ketapang leaves have the best docking value, 

namely compound 14 with a value of -88.18. Both of these test results reinforce 

each other 
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A. Pendahuluan 

Radikal bebas merupakan senyawa yang 

memiliki elektron tunggal, tidak stabil dan 

mudah bereaksi dengan senyawa lain agar 

mencapai kestabilan.  Salah satu radikal yang 

banyak terdapat pada tubuh adalah Reactive 

Oxygen Species (ROS) yang merupakan hasil 

samping dari proses metabolisme [1]. 

Ketidakseimbangan jumlah radikal bebas 

dengan jumlah antioksidan endogen yang 

diproduksi tubuh seperti Superoksida 

Dismutase (SOD), Glutation Peroksidase 

(GPx) dan Catalase (CAT) menyebabkan 

stres oksidatif [2].  Keadaan ini dapat 

menyebabkan terjadinya permasalahan 

terhadap sel tubuh yang dapat menimbulkan 

berbagai penyakit seperti kanker, jantung, 

katarak, penuaan dini, diabetes melitus, dan 

penyakit degeneratif lainnya [3], [4];[5]. 

Maka dari itu perlu asupan antioksidan 

eksogen untuk menghambat proses oksidasi 

yang berlebih dan pencegahan kerusakasn 

sel-sel tubuh. antioksidan dapat berupa 

senyawa kimia hasil sintesis ataupun bahan 

berasal dari alam yang pada kadar tertentu 

dapat menghambat proses oksidasi [4]. 

Kandungan senyawa fenol seperti 

flavonoid dan tanin berperan sebagai 

antioksidan yang berfungsi untuk 

menetralisasi senyawa radikal bebas [6]. 

Tanaman salam (Syzygium polyanthum) dan 

ketapang (Terminalia catappa L.) dilaporkan 

mengandung berbagai golongan senyawa 

metabolit sekunder diantaranya: flavonoid, 

tanin, alkaloid, steroid, dan triterpenoid [7], 

[8]; [9]. Menggunakan metode Ferric 

Reducing Antioxidant Power (FRAP), ekstrak 

etanol daun salam dilaporkan memiliki IC50 

sebesar 295 ppm [10] dan penelitian yang 

dilakukan oleh Islamiyati, Ricka dan Ika, 

Noviana. S., menyatakan bahwa ektrak etanol 

daun salam 96% dan ekstrak etanol daun 

salam 70% memiliki nilai IC50 berturut-turut 

sebesar 49,36 ppm dan 54,49 ppm [11]. 

Laporan penelitian yang telah dilakukan oleh  

Raphaël et al., (2019) menyatakan ekstrak 

etanol daun ketapang memiliki kandungan 

aktivitas antioksidan dengan IC50 0,270 ± 

0.144 µg/ml. 

Antioksidan suatu senyawa dapat diukur 

dengan berbagai metode lain seperti DPPH 

(2,2-Difenil-1-Pikrilhidrazil), ABTS (2,2 

azinobis (3-etilbenzotiazolin)-6-asam 

sulfonate), CUPRAC (Cupric Ion Reducing 

Antioxidant Capacity), dan ORAC (Oxygen 

radical absorbance capacity) [13], [14]. 

DPPH merupakan salah satu metode yang 

banyak dikembangkan dan digunakan. 

Metode ini dinilai lebih sederhana, mudah, 

cepat dan sensitif serta memerlukan jumlah 

sampel uji yang dibutuhkan sedikit [15]. 

Berdasarkan temuan-temuan yang 

dilaporkan aktivitas antioksidan baru diuji 

sebatas ekstrak kasar tanaman. Seperti 

diketahui ekstrak tanaman masih 

mengandung banyak metabolit sekunder atau 

dapat dikatakan bukan senyawa murni, 

sehingga tidak diketahui pasti senyawa 

metabolit mana yang paling berpengaruh 

terhadap aktivitas antioksidan pada tanaman-

tanaman tersebut. Salah satu metode yang 

relevan dan dapat diterapkan dengan 

pertimbangan waktu dan biaya adalah 

menerapkan metode in silico melalui 

pendekatan docking molekuler. Docking 

molekuler mampu menunjukan pengikatan 

dan mempertegas bukti interaksi kimiawi 

yang akan terjadi antara hasil laboratorium 

dan kimia komputasi. Docking molekuler 

menggunakan struktur tiga dimensi reseptor 

untuk menyaring dan memperoleh 

konformasi molekul sebagai ligan yang 

memiliki afinitas pengikatan tertinggi 

terhadap protein. Metode tersebut dapat 

memperoleh informasi tentang hubungan 

antara konformasi ligan dengan situs aktif 

protein [16]. 

Beberapa enzim, seperti heme oxygenase-

1 (HO-1) PDBID 1N3U, sitokrom P450 

(CP450) PDBID 1OG5, lipoksigenase (LO) 

PDBID 1N8Q, myeloperoxidase (MP) 

PDBID 1DNU, NADPH oxidase (NO) 

PDBID 2CDU, dan xanthine oxidase (XO) 

PDBID 3NRZ yang diketahui menghasilkan 

ROS selama metabolisme [17], [18]. Enam 

protein target yang dapat digunakan untuk 

memprediksi aktivitas antioksidan suatu 

molekul. Protein ini adalah enzim yang 

bertanggung jawab untuk mekanisme 

antioksidan dalam tubuh manusia diantaranya 

termasuk dalam kelas transferase (18GS, 

1TDI, 3LJR, 1JNK), oksidoreduktase (4NOS) 

dan protein pensinyalan (1YVL) [19]. Enzim-

enzim tersebut dapat menjadi prediksi target 

antioksidan senyawa konstituen dari tanaman 

salam dan ketapang. 

Berdasarkan uraian tersebut penelitian ini 

berfokus pada uji aktivitas antioksidan 

ekstrak daun salam dan daun ketapang secara 

in vitro menggunakan metode DPPH dan in 
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silico melalui pendekatan docking molecular 

pada protein enzim HO-1.  

 

B. Metode 

Bahan-bahan yang digunakan dalam 

penelitian ini adalah daun salam dan 

ketapang; etanol 70% (Brataco); aquadest, 

dan radikal DPPH (Merck); model konstituen 

senyawa pada tanaman salam dan ketapang 

sebagai ligan uji (Tabel 1); protein enzim 

sebagai target diunduh dari PDB pada laman 

https://rcsb.org 

Alat-alat yang digunakan pada penelitian 

ini terdiri dari neraca analitik (Baeco), oven 

(Memert), Micropipet (Dragonlab), rotary 

evaporator (B-One), waterbath (Memert), 

Spektrofotometer (Themo Scientific), dan 

alat-alat gelas laboratorium pada umumnya 

serta seperangkat computer dengan 

spesifikasi sebagai berikut: OS Windows 10 

Pro 64-bit; Processor: Intel ® Core™ i5- 

10400 CPU @2.9GHz (12 CPUs); RAM 

8192 MB DDR4; Direct 12; 1 TB HDD; 

802.11b/g WLAN; Display: NVIDIA 

GeForce 210 Display Mode: 1366 x 768 

(32bit) (60Hz); dan dilengkapi DVDROM. 

Perangkat lunak: Biovia Discovery Studio 

2021 (BDS 2021) untuk preparasi dan 

visualisasi hasil docking; Mulegro Virtual 

Docker (MVD) untuk melakukan docking; 

dan HyperChem® Release 8.0 untuk optimasi 

geometri; Chem Draw untuk pemodelan 

struktur senyawa 

Uji in vitro 

Ekstraksi daun salam dan ketapang 

dilakukan secara maserasi menggunakan 

penyari etanol 70% yang sebelumnya 

dilakukan pengeringan menggunakan oven 

pada suhu 55oC. Masing-masing ekstrak cair 

dipekatkan menggunakan rotary evaporator 

dan water-bath. Uji aktivitas antioksidan 

dilakukan menggunakan metode DPPH 

dengan membuat seri konsentrasi sampel 

1;3;6;9;12;15 μg/mL. dan diukur 

absorbannya pada panjang gelombang 515 

nm. Perhitungan aktivitas antioksidan 

mengikuti persamaan 1. 

% Inhibisi =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜−𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛 𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘𝑜
x 100% 

… (1) 

Aktivitas antioksidan ditentukan 

berdasarkan nilai inhibition contentration 

(IC50). IC50 diperoleh dari perhitungan 

persamaan garis linear, yaitu y = ax + b 

dimana pada konsentrasi larutan uji (x) yang 

bisa menghasilkan hambatan radikal bebas 

sebesar 50% (y) [20]. 

Uji in silico 

Konstituen senyawa pada daun salam dan 

ketapang dibuat struktur 2D dan 3D 

menggunakan software ChemDraw 

Professional 15.0. dan disimpan dalam dalam 

format *mol. Kemudian dilakukan optimasi 

geometri menggunakan HyperChem dengan 

metode AM1 dengan nilai RMS Gradient 

sebesar 0,01 kkal/mol dan disimpan dalam 

format *mol. Preparasi makromolekul 

(protein target) dengan menghilangkan 

molekul air dan memisahkan native ligand 

menggunakan Discovery Studio Visualizer 

(DSV) dan disimpan dalam format *pdb 

(Huey et al., 2012). 

Validasi metode docking dilakukan 

dengan redocking native ligand dari protein 

enzim menggunakan software Mulegro 

Virtual Docker (MVD). Metode docking 

dikatakan baik (valid) jika nilai RMSD (Root 

Mean Square Deviation) antara konformasi 

pose hasil docking dengan kristalografi ≤ 2Ǻ 

[21], profil ikatan redocking asam amino dan 

intermolekul native ligand protein yang mirip 

dengan kristalografi.   

Struktur protein dan ligan uji yang telah 

diperoleh dalam bentuk *.pdb ditentukan 

parameter yang digunakan dalam proses 

penambatan menggunakan aplikasi Pyrx-

Autodock Vina. Hasil penambatan dievaluasi 

menggunakan Discovery Studio Visualizer 

(DSV)[22].  

Visualisasi hasil docking berupa struktur 

3D dan visualisasi interaksi ikatan 

intermolekul 3D dan 2D dilakukan 

menggunakan perangkat lunak Discovery 

Studio Visualizer (DSV) [23].  

Penilaian hasil docking berupa nilai energi 

ikatan senyawa terhadap protein target, 

interaksi residu asam amino, dan interaksi 

intermolekul. Nilai energi ikatan yang paling 

kecil merupakan parameter konformasi ligan-

protein yang stabil [24]. 

 

C. Hasil dan Pembahasan 

Uji in vitro 

Ekstraksi sampel daun salam dan ketapang 

masing-masing diperoleh rendemen sebesar 

11,5% dan 10,3%.  
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Gambar 1. Grafik persen inhibisi DPPH dan 

nilai IC50. inhibisi DPPH oleh ekstrak daun 

ketapang (A); inhibisi DPPH oleh ekstrak 

daun salam (B); nilai IC50 (C) 

 

Panjang gelombang maksimal yang 

diperoleh dalam penelitian ini adalah 515 nm. 

DPPH memberikan absorpsi maksimum pada 

panjang gelombang maksimum dan 

menghasilkan warna ungu[25]. Prinsip reaksi 

metode ini adalah DPPH akan tereduksi oleh 

proses donasi hidrogen atau elektron sehingga 

warnanya akan berubah dari ungu menjadi 

ungu kemerahan hingga kuning[26]. 

Berdasarkan Gambar 1 diketahui bahwa 

hasil perhitungan % inhibisi pada masing-

masing konsentrasi, semankin tinggi nilai 

konsentrasi semakin meningkatkan inhibisi. 

Hal ini terjadi karena konsentrasi larutan yang 

ditingkatkan akan menambah senyawa yang 

menjadi donor hydrogen terhadap radikal 

DPPH dan bersamaan dengan reaksi ini akan 

terjadi perubahan warna [26]. Hal ini sangat 

relevel sesuai dengan penemuan dan laporan 

sebelumnya yang menyatakan bahawa 

tanaman salam (Syzygium polyanthum) dan 

ketapang (Terminalia catappa L.) 

mengandung berbagai golongan senyawa 

metabolit sekunder diantaranya: flavonoid, 

tanin, alkaloid, steroid, dan triterpenoid [7], 

[8]; [9]. 

Disajikan pada Gambar 1 C, nilai IC50 

terbaik diperoleh sampel ekstrak daun 

ketapang adalah 6,631 µL/mL. Hal ini 

menunjukkan bahwa kedua ekstrak ekstrak 

baik daun salam maupun daun ketapang 

memiliki aktivitas antioksidan yang sangat 

kuat karena nilai IC50 kurang dari 50 µL/mL 

[27]. Dengan penemuan yang cukup potensial 

ini perlu ditelisik lebih lanjut mengenai 

senyawa yang paling dominan berperan 

sebagai antioksidan, untuk itu dilakukan 

percobaan in silico melalui molecular 

docking. 

 

Uji iin silico 

Senyawa uji yangdiperoleh dari kajian 

pustaka [28]–[31] digambar menggunakan 

ChemDraw Professional 15.0. sebagaimana 

disajikan pada Gambar 2. Struktur kristal 

protein diunduh dari bank data protein 

(https://www.rcsb.org) dengan PDBID: 

1N3U yang merupakan struktur kristal 

protein enzim HO-1. Komponen seperti air 

dan komponen lain yang tidak diperlukan 

dihapus. Struktur disajikan pada Gambar 2. 
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1,2,3,3a,4,6a-hexahydropentalene (1) Hydroxycharvicol (2)  B-

Sesquiphellandrepene (3) 

 

    
 Caryophyllene (4)   Geranial (5) Muurola-4,10(14)-dien-1-beta-ol (6) 

 

     
2-phenyloctahydro-2H-chromene (7)  Alpha-phinene (8) B-phinene (9) 

 

   
3,4,5-trihydroxybenzoic acid (10)     2-hydroxy-3,7,8-trimethoxychromeno[5,4,3-cde]chromene-5,10-

dione (11) 

A1 
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Punicalin (12)      Punicalagin (13) 

 

(14) 

  
(15) Ellagicacid 
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Ellagicacid for a o ion (16)     Tolsovitexiderivated galloyl 

(17) 

 

A2 

 

 

 
B1 

 
B2 

Gambar 2. Konstrituen senyawa uji dan Struktur kristal protein enzim HO-1. Senyawa uji dari daun 

salam (A1); Senyawa uji dari daun ketapang (A2); Sebelum preparasi (B1); dan Sesudah preparasi (B2) 

 

Validasi docking betujuan untuk 

memastikan validitas metode ketika 

diterapkan pada senyawa uji. Validasi 

dilakukan dengan re-docking senyawa/ligan 

alami atau reference yang terdapat pada 

struktur kristal protein hasil unduhan dengan 

parameter center origin X: 26,72 Y: 18,13 Z: 

-34,92; radius: 14 A. Hasil disajikan pada 
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Gambar 2 dan Tabel 2. 

   
A1       A2 

   
B1       B2 

Gambar 3. Interaksi ligan dengan protein target. Interaksi ligan-protein ko-kristal (A1-A2). 

Interaksi ligan-protein re-docking (B1-B2) 

 

Tabel 2. Hasil re-docking  
Senyawa/ 

ligan 

RMSD Rerank 

score 

Ikatan 

hidrogen 

Elektrostatik Sterik 

Co-kristal 

ligan 

- -114,9 Lys179 Lys179, Lys18, 

Arg183, His25 

Gln38, His25, Tyr134 

Re-docking 1,64 -147,8 Lys179, 

Ser142, Arg183 

Lys 179, 

Arg183, His25 

Met34, His25, Phe207, 

Gly139, Lue138, Lys179, 

Ser142, Arg183 

 

Parameter yang diterapkan pada docking 

yang telah tervalidasi digunakan pada 

docking senyawa uji. Hasil docking senyawa 

uji terbaik dengan nilai skor docking terendah 

yakni -88,18 ditampilkan pada Tabel 3. 

Adapun interaksi intermolekul yang 

terbentuk sebagian besar berupa ikatan sterik, 

hidrofobik, dan hydrogen disajikan pada 

Tabel 3 dan Gambar 4. 
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A1    A2 

 
B1    B2 

 

 
C1    C2 

Gambar 4. Interaksi intermolekul (protein – senyawa uji). Interaksi senyawa 14 dengan HO-1 dalam 

3D (A1); Interaksi senyawa 14 dengan HO-1 dalam 2D (A2); Interaksi senyawa 11 dengan HO-1 dalam 3D 

(B1); Interaksi senyawa 11 dengan HO-1 dalam 2D (B2); Interaksi senyawa 4 dengan HO-1 dalam 3D (C1); 

Interaksi senyawa 4 dengan HO-1 dalam 2D (C2) 

Tabel 3. Hasil docking senyawa uji (3 terbaik) 
Senyawa/ 

ligan 

Rerank 

score 

Tipe Ikatan 

Ikatan hidrogen Elektrostatik Sterik 

14 -88,18 Thr21, Thr134, 

Lys18, Thr135, 

Gly139 

- Thr21, Lys22, Lys18, Phe207, Leu138, 

Tyr134, Gly139, His25, Thr135 

11 -79,20 Tyr134, Ser142, 

Arg183 

- Ser142, Arg, 183, Tyr134, Phe207, 

Thr135, Gly139 

4 -72,50 - - Tyr134 
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Berdasarkan pengujian in silico 

menunjukan satu senyawa konstituen 

(senyawa 14) pada tanaman ketapang 

memiliki nilai docking yang paling baik yakni 

-88,18 dan 2 senyawa pada tanaman salam 

yakni senywa 11 dan 4. Senyawa 14 

memberikan ikatan hydrogen dengan Jumlah 

terbanyak yakni 13 ikatan. Hal ini terjadi 

karena senyawa 14 memiliki gugus C=O dan 

O-H yang cukup banyak pula. Selain itu juga 

terdapat 2 ikatan hidrofobik (alkil dan pi-

alkil) (Gambar 4 A1-A2) serta interaksi sterik 

pada beberapa asam amino (Tabel 3). 

Sementara itu pada senyawa 11 hanya 

terdapat 5 ikatan hydrogen, 4 ikatan 

hidrofobik, dan beberapa interaksi sterik. 

Senyawa 4 hanya membentuk ikatan 

hidrofobik dan interaksi sterik dengan protein 

enzim HO-1. Temuan ini sejalan dengan 

terori yang ada mengenai kontribusi ikatan 

intermolekul. Interaksi hidrofobik adalah 

kontributor utama stabilitas protein. Ikatan 

hidrogen juga mendukung stabilitas protein, 

tetapi pada tingkat yang lebih rendah daripada 

ikatan hidrofobik[32]. Ikatan hidrofobik juga 

merupakan salah satu kekuatan penting pada 

proses penggabungan daerah non polar 

molekul obat dengan daerah non polar 

reseptor biologis. Daerah non polar molekul 

obat yang tidak larut dalam air dan molekul-

molekul air di sekelilingnya, akan bergabung 

melalui ikatan hidrogen membentuk struktur 

quasi-crystalline (icebergs)[33], [34]. Oleh 

karena itu ikatan hidrofobik adalah penentu 

utama keseimbangan kompleks[32]. 

Ikatan hidrogen (ikatan-H) sangat sering 

diamati antara protein dan ligan. Pasangan 

pembawa proton (yang disebut donor ikatan 

hydrogen) dalam system biologis (protein/ 

reseptor) biasanya adalah gugus NH3 atau 

OH. Ikatan tersebut mencapai kekuatan yang 

besar karena atom hidrogen dari kelompok 

donor terikat pada atom yang sangat 

elektronegatif, dimana kerapatan elektron 

atom hidrogen bergeser ke atom tetangga[35].  

Ikatan hidrogen adalah suatu ikatan antara 

atom H dengan atom lain yang bersifat 

elektronegatif dan mempunyai sepasang 

elektron bebas dengan oktet yang lengkap, 

seperti O, N, dan F. Kekuatan ikatan hidrogen 

bervariasi antara 1-10 kkal/mol, rata-rata 5 

kkal/mol. Ikatan hidrogen pada umumnya 

terjadi pada senyawa yang mempunyai 

gugus-gugus seperti OH...O, NH...O, NH...N, 

OH...N, NH...F dan OH...F dan memiliki 

kekuatan yang berbeda[33], [34], [36], [37]. 

Ikatan antara O…H tergolong kategori tidak 

terlalu kuat[37]–[39]. Ikatan hydrogen 

dengan kategori kuat terjadi pada glisin 139 

dengan residu N-H dengan gugus C=O dan O-

H pada senyawa 14. 

 

D. Simpulan 

Ekstrak etanol daun ketapang memiliki 

aktivitas antioksidan in vitro lebih baik 

dibandingkan dengan ekstrak etanol daun 

salam. Pengujian in silico menunjukan 

konstituen senyawa pada daun salam dan 

daun ketapang dapat berikatan dengan protein 

enzim HO-1. Konstituen senyawa dari daun 

ketapang memiliki nilai docking paling baik 

(-88,18). Temuan ini dapat menjadi 

pertimbangan pemilihan metode dan pelarut 

pada tahap isolasi atau fraksinasi untuk 

mendapatkan senyawa 14, 11 dan 4. 
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