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Abstrak 
 
SARS-CoV-2 menyebabkan pandemi COVID-19 secara global sejak akhir 2019 dan kasusnya dilaporkan 
belum berakhir sampai saat ini. Salah satu cara untuk mengatasi pandemi COVID-19 diantaranya 
dengan menemukan inhibitor main viral protease (Mpro) SARS-CoV-2 yang merupakan enzim kunci 
pada replikasi virus. Madu merupakan produk turunan lebah yang mengandung berbagai senyawa 
fenolik dan memiliki aktivitas antivirus. Penelitian ini bertujuan untuk menemukan kandidat inhibitor Mpro 
SARS-CoV-2 dari senyawa fenolik madu menggunakan simulasi penambatan molekuler secara terarah. 
Sebanyak 27 ligan uji (dari senyawa fenolik madu), 4 ligan pembanding (dari senyawa antiviral sintetik), 
dan ligan acuan (senyawa N3) diskrining karakternya sebagai senyawa obat dengan aturan Lipinski dan 
toksisitasnya dengan admetSAR. Semua ligan ditambatkan ke reseptor Mpro SARS-CoV-2 kode 7BQY 
menggunakan AutoDock Tools 1.5.6 dan Autodock Vina dengan pusat koordinat: X= 10,398; Y= -1,254; 
Z= 23,473 dan ukuran kisi: X= 40; Y= 46; Z= 40. Simulasi penambatan molekuler menghasilkan data 
energi afinitas dan interaksi molekuler. Hasil penelitian menunjukkan kandidat inhibitor Mpro SARS-
CoV-2 terbaik dari senyawa fenolik madu adalah genistein karena memenuhi semua aturan Lipinski, 
tidak toksik, bukan karsinogen, memiliki energi afinitas -7,6 kKal/mol, kemiripan 80% dengan ligan 
acuan N3, dan menempati 63,64% area cakupan penambatan. Hasil penelitian ini diharapkan dapat 
digunakan dalam penelitian selanjutnya, baik secara in vitro maupun in vivo.

Kata kunci : madu; senyawa fenolik; penambatan molekuler; pandemi COVID-19

Abstract   

SARS-CoV-2 has caused a global COVID-19 pandemic since late 2019 and the reported cases have 
not ended until now. One way to overcome the Covid-19 pandemic is to find the main viral protease 
inhibitor (Mpro) SARS-CoV-2 which is a key enzyme of virus replication. Honey is a bee-derived product 
that contains various phenolic compounds and has antiviral activity. This study aimed to find candidate 
Mpro SARS-CoV-2 inhibitors from honey phenolic compounds using molecular docking simulations 
in a directed manner. A total of 27 test ligands (from honey’s phenolic compounds), 4 comparison 
ligands (from synthetic antiviral compounds), and reference ligands (N3 compound) were screened for 
their character as drug compounds by Lipinski’s rules and for their toxicity by admetSAR. All ligands 
were docked  to the Mpro SARS-CoV-2 receptor code 7BQY using AutoDock Tools 1.5.6 and Autodock 
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PENDAHULUAN.
SARS-CoV-2 (severe acute respiratory 

syndrome coronavirus 2) merupakan virus yang 
menimbulkan penyakit COVID-19 yang mulanya 
tercatat di Wuhan, Republik Rakyat Tiongkok 
hingga akhirnya masif dan menjadi pandemik 
global. Kasus penyakit ini di Indonesia masih 
menunjukkan kurva yang cenderung meningkat 
sejak tercatat pada awal Maret 2020. Pasien  
dengan COVID-19, pada awal ditemukannya 
kasus ini, biasanya didiagnosis sebagai pneumonia 
akut yang dapat menyebabkan kematian.1 
Virus ini terus bermutasi dan diketahui dapat 
menginfeksi manusia tanpa gejala. Sampai saat 
ini, masih belum ditemukan obat, vaksin, atau 
agen antiviral yang secara spesifik mengobati atau 
mencegah infeksi SARS-CoV-2 secara efektif. 
Beberapa vaksin dengan klaim efikasi ~95% 
telah diproduksi dan didistribusi untuk kondisi 
darurat, di antaranya adalah buatan Moderna, 
Pfizer, dan Sinovac. Namun, pandemi COVID-19 
belum juga dapat diakhiri. Selain vaksin, upaya 
lain yang dapat dilakukan untuk mengakhiri 
pandemi COVID-19 yaitu dengan pencarian obat 
yang efektif dan spesifik untuk membunuh atau 
menghambat virus SARS-CoV-2.

Penelitian dan pengembangan obat 
COVID-19 dapat menarget beberapa bagian 
penting yang berperan dalam infeksi virus, baik 
protein struktural maupun fungsional.  Main viral 
protease (Mpro) merupakan salah satu enzim 
kunci dari proses replikasi RNA virus yang 
menjadi target potensial karena berbeda dengan 

protease manusia. Mpro atau 3CLPro merupakan 
protease SARS-CoV-2 yang bekerja memotong 
poliprotein (pp) 1a dan 1ab yang saling tumpang 
tindih menjadi protein fungsional. Enzim kunci 
replikasi RNA-dependent RNA polymerase 
(RdRp) tidak dapat memproses translasi apabila 
tidak ada pelepasan protein fungsional tersebut.2 
Oleh karena itu, Mpro merupakan target obat 
potensial untuk COVID-19. 

Senyawa bioaktif masih menjadi kajian 
menarik dalam dunia medis untuk dimanfaatkan 
sebagai obat. Penelitian untuk mengungkap 
potensi bioaktif sebagai obat COVID-19 menjadi 
salah satu strategi dalam melawan SARS-Cov-2, 
selain obat kimia yang diketahui memberikan 
manfaat dalam mengobati beberapa penyakit 
akibat virus lainnya seperti MERS, SARS, Ebola, 
HIV, dan hepatitis.3 Senyawa bioaktif banyak 
ditemukan pada madu, diantaranya golongan 
fenolik. Madu merupakan produk turunan lebah 
yang telah lama dikonsumsi manusia untuk 
menunjang kesehatan sebagai pangan fungsional 
ataupun obat dan kini semakin bertambah dan 
berkembang dalam menggantikan produk farmasi 
kimia sintetis.4

Keragaman senyawa bioaktif dari berbagai 
jenis madu telah dilaporkan dengan dominansi 
golongan fenolik.5–14 Kandungan senyawa fenolik 
dari konsumsi madu diketahui memegang peranan 
kunci dalam kesehatan manusia.15 Penelitian 
terkini telah mengungkap aktivitas anti-bakteri, 
anti-virus, dan anti-fungi berspektrum luas 
dari senyawa bioaktif madu.16–26 Selain itu, 

Vina with center of coordinates: X = 10,398; Y = -1,254; Z = 23.473 and grid size: X = 40; Y = 46; Z = 
40. Molecular docking simulation produces affinity energy and molecular interactions data. The results 
showed that the best candidate for Mpro SARS-CoV-2 inhibitor from honey’s phenolic compounds was 
genistein because it complied with all Lipinski rules, was non-toxigenic, not a carcinogen, had an affinity 
energy of -7.6 kCal/mol, 80% similarity to the reference ligand N3, and occupies 63,64% of the tether 
coverage area. The results of this study are expected to be used in further research, both in vitro and 
in vivo.

Keywords: honey; phenolic compound; molecular docking; COVID-19 pandemic
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dilaporkan juga adanya aktivitas antioksidan, 
anti-inflamasi, dan anti-kanker.27–35 Berbagai 
aktivitas dari senyawa bioaktif madu tersebut 
menjadikannya salah satu kandidat obat 
potensial yang diharapkan efektif mengobati 
pasien COVID-19.

Studi skrining pencarian obat dari senyawa 
bioaktif yang efektif dilakukan adalah in silico 
dengan penambatan molekuler. Studi in silico 
diharapkan dapat mempersingkat trial and 
error uji laboratorium secara in vitro dan in vivo 
karena posibilitas senyawa bioaktif kandidat 
obat tersebut telah dipelajari dengan teknik 
komputasi. Pendekatan penambatan molekuler 
ini akan memberikan prediksi rekognisi 
molekuler, baik secara struktur (menemukan 
situs ikatan) dan energi (prediksi afinitas ikatan). 
Penambatan molekuler bekerja dengan melihat 
interaksi antara molekul kecil (ligan) dan 
protein target (reseptor) yang akan membantu 
pemahaman dalam merancang dan menemukan 
obat.36–38 Studi ini bertujuan untuk memprediksi 
aktivitas antiviral dari 27 senyawa fenolik yang 
umum terdapat dalam madu15 dengan metode 
penambatan molekuler secara terarah (targetted) 
terhadap reseptor Mpro SARS-CoV-2, sehingga 
didapatkan kandidat obat potensial COVID-19 

berbasis bahan alam.

METODE 
Penelitian dilakukan dengan pendekatan 

in silico. Perangkat keras yang digunakan adalah 
unit komputer merek ASUS tipe A409UA-
BV351T. Penelitian ini menggunakan beberapa 
perangkat lunak, meliputi: AutoDockTools-1.5.6 
dan AutoDock Vina,39,40 Discovery Studio 
2020 Client,41 LigPlot+ 1.4.5,42 Open Babel 
2.3.1,43,44 dan ACD/ChemSketch 2016.1.45 Objek 
penelitian yang digunakan dalam penelitian 
ini yaitu: (a) reseptor Mpro SARS-CoV-2 kode 
7BQY (Gambar 1); (b) ligan uji berupa senyawa-
senyawa fenolik dari madu (Tabel 1)15; (c) ligan 
acuan, yaitu senyawa inhibitor N3 (Tabel 2); dan 
(d) ligan pembanding yaitu ritonavir, lopinavir, 
remdesivir, dan favipiravir (Tabel 2). Ligan 
acuan merupakan senyawa yang terkompleks 
dengan struktur kristal reseptor 7BQY. Ligan 
pembanding yang digunakan merupakan 
senyawa sintetik yang sudah diketahui memiliki 
aktivitas antivirus.46 Ritonavir dan lopinavir 
merupakan senyawa sintetik yang dilaporkan 
dapat menghambat viral protease,47,48 sedangkan 
remdesivir dan favipiravir dilaporkan dapat 
menghambat viral polymerase.49,50

Gambar 1. Konformasi 3D Struktur Kristal Reseptor Mpro SARS-CoV-2 Kode 7BQY
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Tabel 1. Struktur Senyawa Fenolik Madu
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Tabel 2. Struktur Ligan Acuan dan Pembanding

Preparasi Reseptor 
Struktur kristal reseptor Mpro SARS-

CoV-2 kode 7BQY51,52 dengan format *PDB 
diunduh pada halaman https://www.rcsb.org/
structure/7BQY. Struktur kristal reseptor 7BQY 
terkompleks dengan senyawa inhibitor N3 
(N-[(5-Methylisoxazol-3-yl)carbonyl]alanyl-
L-valyl-N~1~-((1R,2Z)-4-(benzyloxy)-4-oxo-
1-{[(3R)-2-oxopyrrolidin3-yl] methyl}but-2-
enyl)-L-leucinamide). Struktur reseptor dengan 
format *PDB dipreparasi dengan perangkat lunak 
Discovery Studio 2020 Client dan AutoDock 
Tools 1.5.6. Perangkat lunak Discovery Studio 
2020 Client digunakan untuk mendapatkan 
struktur murni dengan menghilangkan 
komponen air, heteroatom, dan ligan-ligan 
yang terkompleks dengan reseptor. Selanjutnya, 
struktur murni reseptor disimpan dengan format 
*PDB.  Struktur murni reseptor kemudian dibuka 
dengan AutoDock Tools 1.5.6 untuk ditambahkan 
atom hidrogen pada bagian polarnya dan 
dihitung muatan Gasteiger-nya. Setelah itu, 
reseptor disimpan dalam format *PDBQT untuk  
digunakan dalam simulasi penambatan molekuler.

Preparasi reseptor juga dilakukan untuk 
menentukan stabilitas struktur kristal reseptor 
melalui nilai resolusi dan plot Ramachandran. 
Nilai resolusi struktur kristal reseptor didapatkan 
dari situs https://www.rcsb.org/, sedangkan 
plot Ramachandran didapatkan melalui 
aplikasi MolProbity53 yang dapat diakses 
pada http://molprobity.biochem.duke.edu/.  
Selain itu, preparasi reseptor juga dilakukan 
untuk menentukan area cakupan penambatan 
berdasarkan struktur sekunder protein yang 
dapat diakses pada https://www.rcsb.org/
sequence/7BQY. Area cakupan penambatan 
yang digunakan dalam penelitian ini ditentukan 
berdasarkan residu-residu asam amino yang 
berperan dalam membentuk sisi aktif (active 
site), situs pengikatan (binding site), dan ikatan 
kovalen (covalent bonding). Residu-residu 
yang terlibat dalam area ini digunakan untuk 
menentukan persentase area cakupan penambatan 
ligan yang diuji.
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Preparasi Ligan
Ligan uji yang digunakan meliputi 

27 senyawa fenolik yang berasal dari madu 
berdasarkan studi reviu yang dilakukan oleh 
Cianciosi dkk.15 Selain itu juga digunakan 
ligan acuan senyawa inhibitor N3 dan ligan 
pembanding sebanyak empat senyawa. Semua 
ligan dievaluasi kemiripan karakternya dengan 
senyawa obat menggunakan Lipinski Rule of 
Five secara simulasi pada halaman http://scfbio-
iitd.res.in/software/drugdesign/lipinski.jsp.54 
Selain itu, evaluasi karakter toksisitas ligan juga 
diprediksi menggunakan perangkat admetSAR 
yang dapat diakses pada halaman http://lmmd.
ecust.edu.cn/admetsar1/predict/.55 

Semua ligan yang digunakan dalam 
penelitian ini direkonstruksi menggunakan 
perangkat lunak ACD/ChemSketch 2016.1 dan 
disimpan dalam format *MOL. Selanjutnya, 
struktur ini dibuka menggunakan perangkat lunak 
Discovery Studio 2020 Client dan disimpan dalam 
format *PDB. Setelah itu, struktur ligan dalam 
format *PDB dibuka menggunakan perangkat 
lunak AutoDock Tools 1.5.6 dan disimpan dalam 
format *PDBQT untuk digunakan dalam simulasi 
molecular docking. Ligan dengan format *MOL 
juga dikonversi ke dalam format *SMILE 
menggunakan perangkat Open Babel untuk 
digunakan pada perangkat admetSAR dalam 
memprediksi nilai toksisitas ligan.

Simulasi Penambatan Molekuler 
Penambatan molekuler dilakukan dengan 

pendekatan penambatan terarah (targeted 
docking) menggunakan perangkat lunak 
AutoDock Tools-1.5.6 dan AutoDock Vina. 
Simulasi menggunakan reseptor dan ligan dengan 
format *PDBQT yang sudah dipreparasi. Ukuran 
kisi (grid size) dan pusat koordinat penambatan 
ditentukan berdasarkan posisi ligan acuan N3 
yang terkompleks pada struktur kristal reseptor 
Mpro SARS-CoV-2 kode 7BQY. Pusat koordinat 
meliputi X = 10,398; Y = -1,254; dan Z = 23,473 
dengan ukuran kisi meliputi X= 40, Y = 46, dan Z 
= 40. Penelitian ini menggunakan exhaustiveness 
= 64 dan num modes = 20 untuk meningkatkan 

akurasi penambatan molekuler. 
Simulasi diawali dengan tahapan validasi 

perangkat AutoDock Tools-1.5.6 dan AutoDock 
Vina dengan cara menambatkan ulang (redocking) 
ligan acuan N3 ke reseptor Mpro SARS-CoV-2. 
Reseptor dan perangkat simulasi dapat digunakan 
untuk simulasi penambatan molekuler jika ligan 
acuan menempati kembali area penambatan 
atau memiliki nilai RMSD (root mean square 
of deviation) kurang dari 2.5 Å setelah proses 
redocking.56 Hasil validasi menunjukkan bahwa 
posisi N3 yang ditambatkan ulang dapat kembali 
ke posisi semula (Gambar 2), sehingga perangkat 
yang digunakan dalam penelitian ini dapat 
dinyatakan baik dan dapat digunakan untuk 
simulasi penambatan molekuler.

Gambar 2. Visualisasi 3D Hasil Validasi Perangkat 
Penambatan Molekuler: Posisi Awal N3 (Kuning) 

dan Posisi Penambatan Ulang N3 (Biru Tua)

Hasil simulasi penambatan molekuler 
akan menghasilkan data berupa energi afinitas 
ikatan (ΔG) dan area penambatan ligan dalam 
format *PDBQT. Area penambatan kemudian 
divisualisasi bentuk 3D-nya menggunakan 
perangkat lunak Discovery Studio 2020 Client. 
Selain itu, berdasarkan area penambatan 
terbaik dianalisis ikatan hidrogen dan interaksi 
hidrofobik yang terbentuk antara ligan dan 
reseptor menggunakan perangkat lunak LigPlot+ 
1.4.5.
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HASIL 

Stabilitas dan Struktur Reseptor
Stabilitas struktur kristal reseptor dapat 

ditentukan berdasarkan resolusi struktur kristal 
dan plot Ramachandran. Nilai resolusi yang 
kecil menunjukkan bahwa struktur kristal pada 
PDB memiliki struktur resolusi yang tinggi 
(high resolution structure) karena nilai keadaan 
atom-atom penyusun struktur kristal mendekati 
keadaan yang sebenarnya. Lu dkk.57 menyatakan 
bahwa struktur kristal reseptor dinyatakan stabil 
jika memiliki resolusi kurang dari 2,5 Å. Struktur 
kristal reseptor Mpro SARS-CoV-2 kode 7BQY 
yang digunakan dalam penelitian ini memiliki 
resolusi 1,7 Å, sehingga dapat dinyatakan bahwa 
struktur kristal 7BQY stabil dan memiliki struktur 
resolusi yang tinggi. 

Stabilitas struktur reseptor 7BQY juga 
dianalisis menggunakan plot Ramachandran 
(Plot Ramachandran 7BQY dapat diakses pada 
http://molprobity.biochem.duke.edu/ dengan 
memasukkan kode PDB: 7BQY). Plot 
Ramachandran merupakan alat validasi struktur 
protein dengan akurasi yang tinggi, baik secara 
eksperimental maupun komputasi yang sudah 
lama digunakan.58 Lokasi residu asam amino 
dari struktur protein pada plot Ramacandran 
ditentukan oleh sudut Phi  (sudut yang terbentuk 
pada sekitar ikatan N-Cα) dan Psi  (sudut yang 
terbentuk pada sekitar ikatan Cα-C) dari setiap 
residu asam amino.59 Semakin banyak residu asam 
amino yang menempati daerah yang diijinkan 
(allowed region) menunjukkan bahwa struktur 
kristal protein semakin mendekati bentuk aslinya. 

Residu asam amino reseptor 7BQY berada 
di wilayah yang disukai sebesar 98,3%  (favorable 
region), 100% pada wilayah yang diizinkan 
(allowed region), dan 0% residu asam amino 
menempati area yang tidak diijinkan (disallowed 
region) (Gambar 3). Hal ini menandakan 
semua residu asam amino pada reseptor 
7BQY dapat membentuk konformasi struktur 
protein yang stabil dan menyerupai konformasi 
protein yang sebenarnya.  Pendekatan studi 
in silico memerlukan struktur protein dengan  

konformasi yang semirip mungkin dengan 
keadaan sebenarnya karena akan menghasilkan 
pemodelan yang juga diharapkan mendekati 
keadaan sebenarnya.

Struktur sekunder protein Mpro SARS-
CoV-2 kode 7BQY yang didapatkan dari 
laman https://www.rcsb.org/sequence/7BQY 
menunjukkan area active site, binding site, dan 
covalent bonding. Area sisi aktif meliputi residu 
His41 dan Cys145; area binding site meliputi 
residu Thr26, Leu27, Phe140, Asn142, Gly143, 
Cys145, His163, His164, Glu166, His172; 
sedangkan area covalent bonding meliputi residu 
Cys145 (Gambar 4). Residu asam amino yang 
melingkupi area sisi aktif, binding site, dan 
covalent bonding berpotensi untuk memberikan 
pengaruh fungsional dari reseptor saat berikatan 
dengan ligan. Penelitian ini menggunakan 11 
residu asam amino tersebut untuk menentukan 
persentase area cakupan inhibisi untuk 
mengevaluasi area penambatan ligan pada 
reseptor. Semakin besar nilai persentase area 
cakupan penambatan menunjukkan potensi 
inhibisi ligan yang besar terhadap reseptor.

Gambar 3. Plot Ramachandran Mpro SARS-
CoV-2 Kode 7BQY: Bagian di Dalam Garis Biru 

Tua Merupakan Wilayah yang Disukai dan 
Bagian di Dalam Garis Biru Muda Merupakan 

Wilayah yang Diperbolehkan
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Gambar 4. Sekuens Asam Amino Penyusun Reseptor 7BQY: 
(a) Residu Asam Amino 1-150 dan (b) Residu Asam Amino 151-306

Prediksi Kemiripan Ligan dengan Senyawa 
Obat

Analisis aturan 5 Lipinski (Lipinski Rule 
of Five (Ro5) digunakan untuk memprediksi 
bioavailabilitas (kemampuan terserap tubuh) 
molekul ligan yang diuji sebagai senyawa obat. 
Kandidat senyawa obat dapat diberikan melalui 
oral dan dikatakan baik apabila hanya melanggar 
maksimal 1 kriteria dari Ro5, yaitu massa molar 
(molecular weight (MW)) < 500, H-bond donors 
(HBD) < 5, H-bond acceptors (HBA) < 10, dan 
Log P < 5.54 Kriteria lainnya yang mendukung 
aturan Lipinski tersebut adalah nilai refraktivitas 
molar antara 40-130.60

Hasil prediksi analisis Ro5 ligan uji dan 
ligan pembanding dapat dilihat pada Tabel 3. 
Sebanyak 26 dari 27 (~96%) senyawa fenolik 
madu diprediksi memiliki kemiripan dengan 
senyawa obat dengan baik, yaitu maksimal 

melanggar 1 kriteria Ro5 (memenuhi 4-5 kriteria 
yang diuji). Hanya senyawa rutin yang tidak 
memenuhi Ro5. Adapun pada ligan pembanding, 
hanya 1 ligan pembanding yang diprediksi 
memiliki kemiripan dengan senyawa obat dengan 
baik, yaitu favipiravir (memenuhi 4 dari 5 kriteria 
yang diuji). Semua ligan yang dikategorikan 
memiliki kemiripan yang baik dengan senyawa 
obat dapat diberikan secara oral dan merupakan 
kandidat obat yang baik.

Prediksi Toksisitas Ligan
Toksisitas merupakan salah satu kriteria 

yang perlu dicermati agar diperoleh kandidat obat 
yang aman digunakan. Beberapa parameter terkait 
toksisitas diprediksi pada studi ini menggunakan 
admetSAR dan hasilnya dapat dilihat pada 
Tabel 4. Karakter ADMET (absorpsi, distribusi, 
metabolisme, ekskresi, toksisitas) suatu ligan 
sebagai kandidat obat dapat menjadi gambaran 



221

Studi In Silico Senyawa Fenolik Madu... (Pamungkas Rizki Ferdian, et al)

Tabel 3. Analisis Lipinski Rule of Five Senyawa Fenolik Madu dan Ligan Pembanding

Ligan MW (g/mol) HBD HBA Log P
Refraktifitas 

Molar 
Hasil

Ritonavir 720,94 0 10 0 0 2/5

Lopinavir 628,80 0 9 -0,19813 147,00 3/5

Remdesivir 602,58 0 13 1,99 122,59 3/5

Favipiravir 157,10 0 5 -0,81 29,59 4/5

Vallinic acid 168,15 0 4 -1,48 32,65 4/5

Syringic acid 198,17 0 5 -0,94 36,23 4/5

Rutin 512,53 0 16 -3,41 116,81 3/5

Quercetin 302,24 0 7 -1,95 63,97 5/5

Protocatechuic acid 154,12 0 4 -2,53 29,93 4/5

Pinocembrin 256,25 0 4 -0,40 56,85 5/5

Pinobanksin 272,25 0 5 -0,68 58,51 5/5

p-Hydroxybenzoic acid 138,12 0 3 -2,10 28,81 4/5

p-Coumaric acid 164,16 0 3 -2,10 36,59 4/5

Myricetin 318,25 0 8 -2,61 65,20 5/5

Luteolin 286,24 0 6 -1,66 62,32 5/5

Kaempferol 286,24 0 6 -1,51 62,86 5/5

Isorhamnetin 316,26 0 7 -1,05 67,93 5/5

Genistein 270,24 0 5 -1,05 62,42 5/5

Gallic acid 170,12 0 5 -2,96 31,05 4/5

Galangin 270,24 0 5 -0,68 58,51 5/5

Ferulic acid 194,18 0 4 -1,48 40,43 5/5

Ellagic acid 302,19 0 8 -1,94 60,53 5/5

Cinnamic acid 148,16 0 2 -1,27 32,24 4/5

Chrysin 254,24 0 4 -0,40 56,85 5/5

Chlorogenic acid 354,31 0 9 -4,20 70,52 5/5

Catechin 290,27 0 6 -1,71 64,56 5/5

Caffeic acid 180,16 0 4 -2,53 37,70 4/5

Apigenin 270,24 0 5 -1,00 61,09 5/5

4-(Dimethylamino) benzoic 
acid 165,19 0 2 -1,43 33,15 4/5

2-Hydroxycinnamic acid 164,16 0 3 -2,02 36,86 4/5

2-cis, 4-trans Abscisic acid 264,32 0 4 -0,95 57,17 5/5

Keterangan:
MW : Molecular weight/ bobot molekul
HBD: hydrogen-bond donor/ donor ikatan hidrogen                                                                                                                                      
HBA: hydrogen-bond acceptor/penerima ikatan hodrogen
Log P: octanol–water partition coefficient/koefisien parsial oktanol-air
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untuk memprediksi dosis terapeutik yang dapat 
digunakan.61

Sifat inhibisi human ether-a-go-go-
related gene (hERG) dari semua ligan yang 
diuji, baik dari senyawa fenolik madu maupun 
ligan pembanding (senyawa obat) menunjukkan 
kategori inhibitor lemah terhadap hERG. Hal 
ini menandakan interaksi kandidat obat (ligan) 
tersebut dengan hERG posibilitasnya rendah, 
sehingga diprediksi tidak membahayakan ritme 
dan elektrifikasi jantung.62 Kategori inhibitor 
lemah merupakan kategori inhibisi terendah 
dengan IC50 ≥ 10 µM.63

Toksisitas AMES merupakan parameter 
identifikasi potensi efek karsinogen genotoksik 
yang secara in vitro dilakukan pada bakteri 
Salmonella typhimurium.64 Semua ligan yang 
diuji pada penelitian ini termasuk kategori tidak 
toksik. Sifat karsinogen pada prediksi toksisitas 
admetSAR juga dikelompokkan berdasarkan 
kelas dan kategorinya.  Karsinogenitas semua 
ligan uji termasuk kelas yang tidak berbahaya 
(non-required) dan tidak karsinogen. 

Toksisitas oral akut dikategorikan menjadi 
4, yaitu kategori I (toksik dengan LD50 <  50 
mg/kg BB), kategori II (warning, cukup toksik 
dengan 50 < LD50 < 500 mg/kg BB), kategori 
III (caution, sedikit toksik dengan 500 > LD50 
> 5,000 mg/kg BB), dan kategori IV (none 
required, tidak toksik dengan  LD50 > 5.000 mg/kg 
BB).65 Kategori I dan II dikelompokkan sebagai 
kelompok toksik sedangkan kategori III dan IV 
dapat dikelompokkan kelompok non-toksik.61 
Sebanyak 9 senyawa fenolik madu bersifat toksik 
dengan kategori II, yaitu syringic acid, quercetin, 
pinocembrin, pinobanksin, myricetin, luteolin, 
kaempferol, galangin, dan ellagic acid. Senyawa 
fenolik madu lainnya sebanyak 18 termasuk 
dalam kelompok non-toksik, baik dalam kategori 
III dan IV. Semua ligan pembanding senyawa 
antiviral sintetik bersifak non-toksik dan masuk 
dalam kategori III. Data prediksi toksisitas LD50 

dari perangkat admetSAR dapat digunakan 
sebagai acuan dalam pertimbangan penentuan 
dosis pada penelitian in vivo.

Energi Afinitas dan Interaksi Molekuler
Data energi afinitas (∆G) didapatkan 

setelah simulasi penambatan molekuler selesai. 
Energi afinitas menunjukkan kekuatan ikatan 
yang terbentuk dari interaksi ligan dan reseptor. 
Semakin kecil (negatif) nilainya menunjukkan 
bahwa ligan semakin berpotensi untuk 
membentuk ikatan yang kuat dengan reseptor. 

Ligan acuan N3 memiliki energi afinitas 
sebesar -6,4 kKal/mol. Sebanyak 15 dari 
27 (~55%) senyawa fenolik madu memiliki 
nilai afinitas energi yang lebih rendah dari 
ligan acuan, yaitu rutin, ellagic acid, luteolin, 
apigenin, catechin, isorhamnetin, myricetin, 
quercetin, chrysin, ganistein, kaempferol, 
galangin, chlorogenic acid, pinobanksin, dan 
pinocembrin. Hal ini menunjukkan bahwa ke-
15 senyawa fenolik tersebut diprediksi dapat 
membentuk ikatan yang kuat dengan reseptor 
Mpro SARS-CoV-2. Adapun ligan pembanding 
senyawa antiviral sintetik menunjukkan 3 dari 4 
memiliki energi afinitas yang lebih rendah dari 
N3, yaitu ritonavir, lopinavir, dan remdesivir. 
Potensi ligan terbesar untuk terikat pada Mpro 
ini adalah senyawa rutin dari madu dengan nilai 
energi afinitas terendah, yaitu -9,9 kKal/mol  
(Gambar 5).

Selain kuatnya ikatan yang ditandai dengan 
semakin kecilnya energi afinitas, ketepatan ikatan 
antara reseptor dan ligan uji dibandingkan dengan 
ligan acuan inhibitor N3. Kesamaan dan cakupan 
area penambatan ikatan residu asam amnino 
yang mendekati hingga lebih tinggi dari inhibitor 
N3 diprediksi sebagai inhibitor potensial.66 
Berdasarkan analisis kemiripan dengan ligan 
acuan N3 dan persentasi area cakupan, sebanyak 
2 dari 27 senyawa fenolik madu memiliki 
persentasi kemiripan dengan N3 dan persentasi 
area cakupan lebih dari 60% sehingga diprediksi 
berpotensi untuk menginhibisi reseptor 7BQY 
secara kuat dan tepat. Kedua senyawa tersebut 
adalah rutin dan genistein. Sementara itu, 3 dari 
4 ligan pembanding senyawa antiviral sintetik 
memiliki persentasi kemiripan dengan N3 dan 
cakupan inhibisi lebih dari 60%, yaitu remdesivir, 
lopinavir, dan ritonavir (Tabel 5). 
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Tabel 4. Analisis Toksisitas dengan AdmetSAR
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Gambar 5. Energi Afinitas Ikatan Ligan dan Reseptor Mpro SARS-CoV-2 Kode 7BQY

Tabel 5. Interaksi Molekuler Ligan dengan Reseptor Mpro SARS-CoV-2 7BQY



225

Studi In Silico Senyawa Fenolik Madu... (Pamungkas Rizki Ferdian, et al)



226

Media Penelitian dan Pengembangan Kesehatan, Vol. 31 No. 3, September 2021, 213 – 232

PEMBAHASAN 
Preparasi terhadap reseptor dan ligan 

yang digunakan dalam simulasi penambatan 
molekuler penting dilakukan untuk mendapatkan 
hasil simulasi yang baik dan mendekati keadaan 
yang sebenarnya. Preparasi meliputi persiapan 
struktur reseptor dan ligan menjadi format 
*PDBQT, analisis stabilitas reseptor, skrining 
Ro5 ligan, dan prediksi toksisitas ligan. Preparasi 
format *PDBQT harus dilakukan karena hanya 
dalam format ini simulasi penambatan molekuler 
menggunakan perangkat AutoDockTools 1.5.6 
dan AutoDock Vina dapat dijalankan.

Struktur kristal reseptor Mpro SARS- 
CoV-2 7BQY beresolusi 1.7 Å, lebih kecil 
dibandingkan 6LU7 (2.16 Å) yang ditemukan 
lebih awal oleh tim peneliti yang sama.52 Hal 
ini menunjukkan bahwa struktur kristal 7BQY 
memiliki kemiripan lebih tinggi terhadap 
struktur native-nya dibandingkan dengan 
reseptor 6LU7. Reseptor 7BQY memiliki 
seluruh residu asam amino yang berada di area 
yang diizinkan berdasarkan plot Ramachandran, 
sehingga strukturnya dapat dinyatakan stabil.67 
Dua indikator ini menunjukkan bahwa reseptor 
7BQY memiliki stabilitas yang baik dan dapat 
digunakan dalam simulasi penambatan molekuler 
untuk mendapatkan hasil simulasi yang presisi 
dan mendekati keadaan yang sebenarnya. 

Ligan-ligan yang digunakan dalam 
penelitian ini diskrining kemiripannya dengan 
karakter obat menggunakan aturan Lipinski 
Ro5 dan diprediksi toksisitasnya menggunakan 
perangkat admetSAR. Sebanyak 26 dari 27 
senyawa fenolik madu yang digunakan memenuhi 
Ro5, sehingga 26 senyawa fenolik madu tersebut 
dapat disarankan untuk intervensi secara oral. 
Hanya senyawa rutin yang tidak memenuhi 
Ro5, sehingga tidak disarankan untuk intervensi 
secara oral. Hanya 1 dari 4 senyawa antiviral 
sintetik yang memenuhi Ro5 yaitu favipiravir, 
sehingga dapat disarankan untuk diberikan 
intervensi secara oral. Senyawa antiviral lainnya, 
yaitu remdesivir, lopinavir, dan ritonavir tidak 

memenuhi Ro5, sehingga disarankan untuk 
intervensi selain oral.  Selain skrining Ro5,  
ligan-ligan yang digunakan juga diprediksi 
karakter toksisitasnya dengan perangkat 
admetSAR. Seluruh ligan yang digunakan dalam 
penelitian ini (27 senyawa fenolik madu dan 
4 senyawa antiviral sintetik) diprediksi aman 
terhadap kerja jantung (inhibitor lemah hERG), 
tidak toksik, dan bukan karsinogen. Semua 
ligan-ligan yang digunakan dalam penelitian ini 
diprediksi aman untuk digunakan.

Penambatan molekuler telah berhasil 
dilakukan menggunakan 27 senyawa fenolik  
dari madu dan 4 senyawa antiviral sintetik 
sebagai ligan pembanding. Energi afinitas 
dengan nilai yang lebih negatif dari ligan acuan 
N3 menunjukkan memiliki ikatan yang lebih 
kuat dengan reseptor sekaligus memiliki potensi 
inhibisi yang lebih tinggi dibandingkan dengan 
ligan acuan N3. Ligan acuan N3 memiliki energi 
afinitas sebesar -6,4 kKal/mol yang nilainya 
tidak lebih negatif dibandingkan 15 senyawa 
fenolik madu (rutin, ellagic acid, luteolin, 
apigenin, catechin, isorhamnetin, myricetin, 
quercetin, chrysin, ganistein, kaempferol, 
galangin, chlorogenic acid, pinobanksin, dan 
pinocembrin) dan 3 senyawa antiviral sintetik 
(ritonavir, lopinavir, dan remdesivir). Ligan-
ligan dengan energi afinitas lebih negatif dari 
N3 menunjukkan ikatan dengan reseptor 7BQY 
yang lebih kuat. Hal ini serupa dengan hasil 
penelitian yang telah dilakukan oleh Shaldam 
dkk. terhadap 14 senyawa dari madu dan 
propolis yang ditambatkan dengan reseptor 
Mpro SARS-CoV-2 kode 6LU7.68 Penelitian 
tersebut menggunakan enam ligan uji yang sama 
dengan penelitian ini, yaitu chrysin, ellagic 
acid, kaempferol, p-coumaric acid, quercetin, 
dan syringic acid. Hasil penelitian tersebut 
menunjukkan bahwa keenam senyawa tersebut 
dapat tertambat dengan reseptor, walaupun PDB 
ID Mpro yang digunakan berbeda. Ikatan antara 
syringic acid dan p-coumaric pada reseptor 
lebih lemah dibandingkan dengan ligan acuan 



227

Studi In Silico Senyawa Fenolik Madu... (Pamungkas Rizki Ferdian, et al)

N3 (energi afinitas lebih positif, sekitar -5 kKal/
mol), sedangkan ligan yang lainnya memiliki 
energi afinitas yang lebih kuat dan lebih negatif 
dibandingkan ligan acuan N3 (sekitar -7 kKal/
mol).

Evaluasi terhadap kekuatan ikatan/energi 
afinitas antara reseptor dan ligan perlu dilakukan 
dengan menginvestigasi residu-residu asam 
amino dari reseptor yang membentuk ikatan 
dengan molekul ligan. Ligan perlu menduduki 
residu-residu asam amino yang tepat untuk 
memberikan pengaruh fungsional terhadap 
reseptor, termasuk pengaruh inhibisi. Dalam 
penelitian ini, digunakan ligan acuan N3 yang 
sudah tertambat pada struktur kristal 7BQY 
yang diasumsikan menempati residu-residu asam 
amino yang mempengaruhi inhibisi reseptor. 
Persentasi kemiripan interaksi ligan dan reseptor 
dengan ligan acuan N3 digunakan sebagai alat 
evaluasi ketepatan ligan menduduki area inhibisi 
dari reseptor. 

Selain itu, investigasi juga dilakukan 
terhadap interaksi ligan dengan residu-residu 
asam amino yang bertanggung jawab membentuk 
area active site, binding site, dan covalent 
bonding yang dapat dilihat pada sekuens struktur 
sekunder reseptor. Active site merupakan bagian 
reseptor yang digunakan untuk menerima 
substrat. Ikatan ligan dengan area active site akan 
menghambat kerja reseptor karena substrat alami 
tidak dapat menempel pada active site. Binding 
site merupakan bagian dari reseptor yang dapat 
berinteraksi secara alami dengan ligan-ligan 
lain dan dapat memberikan pengaruh fungsional 
reseptor. Interakis antara ligan dengan area 
binding site diasumsikan dapat memberikan efek 
inhibisi pada reseptor. Residu asam amino yang 
dapat membentuk covalent bonding merupakan 
bagian yang secara alami dapat berinteraksi 
dengan ligan membentuk ikatan kovalen yang 
kekuatannya jauh lebih kuat dari ikatan hidrogen 
dan interaksi hidrofobik karena tergolong sebagai 
ikatan intramolekul. Residu-residu asam amino 
yang bertanggung jawab membentuk area active 

site, binding site, dan covalent bonding juga 
digunakan sebagai alat evaluasi yang tergabung 
sebagai area cakupan inhibisi.

Hasil evaluasi menunjukkan bahwa hanya 
terdapat 2 senyawa fenolik madu yang memiliki 
kemiripan dengan ligan acuan N3 dan persentasi 
area cakupan lebih dari 60%, yaitu rutin dan 
genistein. Kedua senyawa ini juga memiliki 
energi afinitas yang lebih kuat (lebih negatif) 
dari ligan acuan N3. Dari kedua senyawa fenolik 
ini, hanya genistein yang juga memenuhi Ro5 
Lipinski, sedangkan rutin tidak memenuhi Ro5. 
Intervensi terhadap penggunaan genistein dapat 
disarankan secara oral sedangkan rutin tidak 
disarankan secara oral.

Evaluasi juga dilakukan terhadap senyawa 
antiviral sintetik. Sebanyak 3 dari 4 senyawa 
antiviral sintetik yang digunakan memiliki 
persentasi kemiripan dengan ligan acuan N3 
dan persentasi area cakupan inhibisi lebih dari 
60%, yaitu remdesivir  ritonavir, dan lopinavir. 
Namun, ketiga senyawa antiviral sintetik ini tidak 
memenuhi Ro5 sehingga intervensi pemberian 
tidak disarankan secara oral.

Berdasarkan indikator-indikator yang diuji 
pada penelitian ini, kami menemukan bahwa 
genistein merupakan kandidat senyawa fenolik 
madu paling berpotensi sebagai inhibitor Mpro 
SARS-CoV-2 karena memiliki energi afinitas 
-7,6 kKal/mol, kemiripan 80% dengan N3, dan 
menempati 63,64% area cakupan penambatan, 
memenuhi semua Ro5 Lipinski, bersifat tidak 
toksik dan bukan karsinogen, serta diprediksi 
sebagai inhibitor lemah hERG. Visualisasi 
interaksi 3D dari genistein dapat dilihat pada 
Gambar 6 dan residu yang berinteraksi secara 
2D dapat dilihat pada Gambar 7. Genistein 
merupakan isoflavon yang dilaporkan memiliki 
aktivitas antivirus, beberapa diantaranya 
ditujukan sebagai obat untuk melawan HIV,69 
herpes B,70 dan arenaviral hemorrhagic fever.1 
Genistein dilaporkan dapat ditemukan dari madu 
akasia, ailanthus, kastanya, savory, dan timi 
(thymus).15,72 
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KESIMPULAN 
Penambatan molekuler terhadap 27 

senyawa fenolik dari madu dan 4 senyawa antiviral 
sintetik telah berhasil dilakukan. Berdasarkan 
skrining Ro5, prediksi toksisitas admetSAR, 
analisis energi afinitas, serta analisis interaksi 
molekuler yang meliputi kemiripan interaksi 
dengan N3 dan persentasi area cakupan inhibisi 
(active site, binding site, dan covalent bonding), 
genistein merupakan senyawa fenolik dari 
madu yang paling potensial dalam menginhibisi 
reseptor Mpro SARS-CoV-2. Adapun hasil studi 
in silico terhadap genistein yaitu intervensi dapat 
diberikan secara oral (memenuhi Ro5: 5/5), 
bersifat tidak toksik, bersifat bukan karsinogen, 
memiliki energi afinitas yang lebih kuat 
dibandingkan ligan pembanding N3 (-7,6 kKal/
mol), memiliki interaksi molekuler yang mirip 
dengan N3 (80%), dan memiliki persentasi area 
cakupan inhibisi yang tinggi (63,64%). Penemuan 
dalam penelitian ini diharapkan dapat digunakan 
dalam penelitian selanjutnya baik secara in vitro 
maupun in vivo. 

SARAN
Penelitian penambatan molekuler secara 

in silico senyawa fenolik madu dapat dilakukan 
menggunakan reseptor SARS-CoV-2 lainnya 
untuk melihat kompleksitas interaksi ligan dan 
reseptor. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut 
terkait efikasi senyawa fenolik madu secara in 
vitro dan in vivo dalam inhibisi replikasi virus 
SARS-CoV-2.
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