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Diabetes Melitus (DM) adalah gangguan metabolik dengan prevalensi global yang terus meningkat. Salah satu pendekatan terapeutik adalah inhibisi enzim α-glukosidase untuk mengurangi hiperglikemia pascaprandial. Daun Averrhoa bilimbi telah digunakan secara tradisional sebagai agen antidiabetes; namun, studi komputasi mengenai senyawa-senyawanya masih terbatas. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis potensi 29 senyawa dari daun Averrhoa bilimbi sebagai inhibitor α-glukosidase melalui pendekatan penambatan molekuler (molecular docking). Metodologi yang digunakan meliputi persiapan protein (PDB ID: 3W37) dan persiapan ligan, validasi metode redocking dengan nilai RMSD 1,523 Å, serta penambatan menggunakan AutoDock Vina. Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa 5,7,4-trihidroksi-6-(1-etil-4-hidroksifenil)flavon-8-C-glukosida (kukumerin A) dan 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida, memiliki nilai energi ikatan yang lebih rendah (-8,5 kkal/mol dan -8,8 kkal/mol) dibandingkan dengan akarbosa (-8,0 kkal/mol). Analisis interaksi menunjukkan senyawa tersebut membentuk ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik dengan residu-residu α-glukosidase seperti Asp232, Asp469, Asp568, dan Trp329. Sebagai kesimpulan, kukumerin A dan 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida berpotensi untuk dikembangkan sebagai kandidat antidiabetes melalui inhibisi α-glukosidase, meskipun masih diperlukan validasi lebih lanjut secara in vitro dan in vivo.
A B S T R A C T
Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder with a continuously increasing global prevalence. One therapeutic approach is the inhibition of the α-glucosidase enzyme to reduce postprandial hyperglycemia. Averrhoa bilimbi leaves have been traditionally used as an antidiabetic agent; however, computational studies on their compounds remain limited. This study aims to analyze the potential of 29 compounds from Averrhoa bilimbi leaves as α-glucosidase inhibitors through a molecular docking approach. The methodology included protein preparation (PDB ID: 3W37) and ligand preparation, method validation via redocking (RMSD 1.523 Å), and docking using AutoDock Vina. The results showed that two compounds, namely 5,7,4-trihydroxy-6-(1-ethyl-4-hydroxyphenyl)flavone-8-C-glucoside (cucumerin A) and 19-Hydroxycinnzeylanol 19-glucoside, exhibited lower binding energy values (-8.5 kcal/mol and -8.8 kcal/mol) compared to acarbose (-8.0 kcal/mol). Interaction analysis revealed that both compounds formed hydrogen bonds and hydrophobic interactions with α-glucosidase residues such as Asp232, Asp469, Asp568, and Trp329. In conclusion, cucumerin A and 19-Hydroxycinnzeylanol 19-glucoside have the potential to be developed as antidiabetic candidates through α-glucosidase inhibition, although further in vitro and in vivo validation is required.
I. PENDAHULUAN
Diabetes Melitus (DM) menunjukkan peningkatan yang signifikan secara global setiap tahunnya. Berdasarkan laporan International Diabetes Federation (IDF) pada tahun 2011, terdapat 366 juta penderita diabetes melitus pada saat itu, dengan proyeksi peningkatan menjadi 552 juta pada tahun 2030 [1]. Data epidemiologi menunjukkan bahwa prevalensi Diabetes Melitus Tipe 2 pada populasi orang dewasa global adalah 171 juta pada tahun 2000, kemudian meningkat drastis menjadi 415 juta pada tahun 2015 [1]. Tren serupa juga terjadi di Indonesia, di mana jumlah pasien diabetes diperkirakan mencapai 28,6 juta orang dewasa (usia 20–79 tahun) pada tahun 2045 [2]. DM adalah gangguan metabolik yang ditandai dengan hiperglikemia kronis akibat gangguan sekresi insulin, resistensi insulin, atau kombinasi keduanya [1]. Dalam jangka panjang, DM dapat menyebabkan komplikasi serius seperti neuropati, nefropati, retinopati, dan penyakit kardiovaskular [3].
Salah satu pendekatan terapeutik untuk penatalaksanaan DM (diabetes melitus) adalah mengurangi hiperglikemia pascaprandial dengan memperlambat pencernaan dan penyerapan karbohidrat, misalnya melalui enzim α-glukosidase di saluran pencernaan [4]. Inhibitor enzim α-glukosidase memperlambat pencernaan karbohidrat dan memperpanjang laju pencernaan karbohidrat, sehingga menyebabkan penurunan laju penyerapan glukosa dan akibatnya mengurangi hiperglikemia pascaprandial [5]. α-Glukosidase berperan dalam memecah pati dan disakarida menjadi monosakarida glukosa [6]. Inhibitor α-glukosidase adalah obat antidiabetes oral yang digunakan untuk mengontrol pencernaan karbohidrat yang diubah menjadi gula sederhana dan diserap oleh usus. Inhibitor α-glukosidase memiliki afinitas 10.000–100.000 kali lebih besar terhadap tempat pengikatan karbohidrat dibandingkan dengan oligosakarida dan polisakarida [6]. Oligosakarida dan polisakarida tidak dapat diubah menjadi gula sederhana yang dapat diserap oleh tubuh. Oleh karena itu, inhibitor α-glukosidase merupakan obat penting untuk menghambat asimilasi karbohidrat di usus, yang dapat digunakan untuk mengobati DM dan gangguan toleransi glukosa [7]. Dengan demikian, agen hipoglikemik ini diberikan kepada pasien dengan diabetes awal atau dalam kombinasi dengan obat lain. Akarbosa adalah inhibitor α-glukosidase yang digunakan secara klinis untuk mengobati DM [7].
Belimbing wuluh (Averrhoa bilimbi) adalah salah satu tanaman herbal yang secara tradisional dipercaya memiliki khasiat antidiabetes. Averrhoa bilimbi mengandung flavonoid, peroksidase, kalsium oksalat, saponin, kalium sitrat, tanin, dan asam format. Senyawa-senyawa ini diduga merupakan komponen aktif yang bertanggung jawab atas efek penurun gula darah [8]. Fraksi butanol dari ekstrak metanol daun Averrhoa bilimbi telah dianalisis menggunakan LCMS dan menghasilkan 29 senyawa: 5,7,4-trihidroksi-6-(1-etil-4-hidroksifenil)flavon-8-C-glukosida (cucumerin A), afzelechin 3-O-alpha-L-rhamnopiranosida, Codonopsine, Anapheline, Elaeokanine C, Isoavocadienofuran, Dehydrophytosphingosine, Etil 3-(N-butilasetamido)propionat, Asam 2-Etil-dodekanoat, (5alpha,8beta,9beta)-5,9-Epoxy-3,6-megastigmadien-8-ol, Diglycidyl resorcinol ether, 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida, Xestoaminol C, Phytosphingosine, Asam 2-Hidroksiheksadekanoat, Pentadekanal, Palmitic amide, Tetradecylamine, Pentadecanoyl-EA, Enigmol, 7-Heksadeken-1-ol, (Z)-2-Amino-1-hidroksioktadec-4-en-3-on, Dihydroceramide C2, 6-Hidroksisfingosin, Metil 8-[2-(2-formil-vinil)-3-hidroksi-5-oksosiklopentil]-oktanoat, 14-Metil-8-heksadeken-1-ol, Nonadekanal, Oleoyl Ethanolamide, Linoleamide [9]. Sebagai langkah awal dalam pencarian obat antidiabetes baru, dilakukan studi in silico dengan pendekatan penambatan molekuler (molecular docking) untuk menganalisis interaksi antara senyawa aktif dari daun Averrhoa bilimbi dengan enzim α-glukosidase. Interaksi inhibisi enzim terjadi pada sisi aktif enzim α-glukosidase [10]. Namun, studi komputasi terhadap 29 senyawa dari daun Averrhoa bilimbi untuk mengetahui interaksi antara ligan dengan residu katalitik α-glukosidase belum pernah dilakukan. Berdasarkan latar belakang tersebut, penulis tertarik untuk melakukan penelitian tentang senyawa aktif pada daun Averrhoa bilimbi sebagai agen antidiabetes terkait hubungannya dalam menghambat enzim α-glukosidase.

II. BAHAN DAN METODE
Proses penambatan molekuler (molecular docking) dimulai dengan mengunduh reseptor α-glukosidase (PDB ID: 3W37) dan α-amilase (PDB ID: 4W93) dalam format .pdb dari Protein Data Bank (PDB) (https://www.rcsb.org/). Protein kemudian dipersiapkan menggunakan Discovery Studio Visualizer dengan menghilangkan molekul air dan ligan native, dilanjutkan dengan persiapan di AutoDock Tools di mana atom hidrogen dan muatan Gasteiger ditambahkan, serta hidrogen non-polar digabungkan (merged). Persiapan ligan dimulai dengan mengunduh senyawa dari database PubChem (http://PubChem.ncbi.nlm.nih.gov) dalam format .sdf, kemudian dilakukan persiapan di AutoDock Tools dengan penambahan atom hidrogen dan muatan Gasteiger, serta penggabungan hidrogen non-polar. Validasi protokol penambatan dilakukan melalui penambatan ulang (redocking) ligan native menggunakan AutoDock Vina, di mana nilai RMSD dihitung di PyMol dan dianggap valid jika ≤ 2,00 Å [11]. Setelah validasi, penambatan molekuler ligan uji dilakukan menggunakan AutoDock Vina dengan kotak kisi (grid box) berukuran 40 × 40 × 40 Å dan koordinat pusat (x: 14,360; y: -0,220; z: 23,341) dengan exhaustiveness ditetapkan sebesar 32 dan num_modes sebesar 9. Hasil penambatan, meliputi afinitas ikatan (ΔG), ikatan hidrogen, dan interaksi hidrofobik, divisualisasikan menggunakan Discovery Studio untuk menganalisis interaksi antara ligan dan residu asam amino pada sisi aktif enzim target.
III. HASIL DAN PEMBAHASAN
Penambatan molekuler (molecular docking) adalah metode untuk memprediksi posisi dan orientasi ligan ketika berikatan dengan protein reseptor berdasarkan interaksi yang terbentuk di antara keduanya [10], [12]. Melalui proses penambatan, diperoleh nilai energi ikatan (ΔG) yang berfungsi sebagai indikator stabilitas konformasi kompleks ligan-reseptor. Interaksi antara ligan dan reseptor cenderung mencapai kondisi energi terendah, yang mencerminkan keadaan paling stabil. Dengan demikian, semakin kecil nilai ΔG, semakin stabil interaksi yang terbentuk. Kontribusi terhadap nilai energi ikatan berasal dari berbagai jenis interaksi molekuler, seperti interaksi elektrostatik, interaksi hidrofobik, dan ikatan hidrogen [10].
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Gambar 1. Konformasi Ligan Natif (Biru) dan Ligan Setelah Proses Redocking (Hijau)
Sebelum melakukan penambatan molekuler pada ligan uji, dilakukan uji validasi yang disebut "redocking". Redocking adalah proses penempatan kembali ligan native (ko-kristal) ke dalam sisi pengikatan ligan asli pada struktur protein yang diperoleh secara eksperimental, yang umumnya diperoleh melalui kristalografi sinar-X [13], [14]. Dalam penelitian ini, validasi dilakukan dengan penambatan ulang ligan native, yaitu akarbosa, ke dalam sisi aktif enzim α-glukosidase (PDB ID: 3W37). Hasil redocking menunjukkan energi afinitas sebesar -8,0 kkal/mol dan nilai RMSD sebesar 1,523 Å (Gambar 1). Metode penambatan yang digunakan dinyatakan valid karena nilai RMSD yang diperoleh tidak melebihi 2,0 Å. RMSD (Root Mean Square Deviation) adalah ukuran jarak deviasi rata-rata antara posisi ikatan molekul hasil penambatan dengan posisi ikatan ligan asli. Semakin kecil nilai RMSD, semakin tinggi tingkat kesamaan struktural antara ligan hasil penambatan dan konformasi kristalografinya yang asli [15].
Tabel 1. Nilai Binding affinity dari Senyawa Daun Averrhoa bilimbi terhadap protein α-Glucosidase (PDB ID: 3W37)
	Senyawa
	Binding Affinity (Kkal/mol)

	Acarbose
	-8.0

	5,7,4-trihidroksi-6-(1-etil-4 hidroksifenil)flavon-8-C-glukosida (cucumerin A)
	-8.5

	afzelechin3-O-alfa-L ramnopiranosida
	-7.8

	[bookmark: _Hlk225965199]Codonopsine
	-6.2

	Anapheline
	-7.1

	Eleaokanine C
	-6.5

	Isoavocadienofuran
	-5.7

	Dehydrophytosphingosine
	-5.7

	Ethyl 3-(N-butylacetamido)propionate
	-5.4

	2-Ethyl-dodecanoic acid
	-6.0

	(5alpha,8beta,9beta)-5,9-Epoxy-3,6-megastigmadien-8-ol
	-6.1

	Diglycidyl resorcinol ether
	-5.5

	19-Hydroxycinnzeylanol 19-glucoside
	-8.8

	Xestoaminol C
	-5.5

	Phytosphingosine
	-5.6

	2-Hydroxyhexadecanoic acid
	-5.8

	Pentadecanal
	-5.1

	Palmitic amide
	-6.0

	Tetradecylamine
	-5.3

	Pentadecanoyl-EA
	-5.2

	Enigmol
	-5.4

	7-Hexadecen-1-ol
	-5.5

	(Z)-2-Amino-1-hydroxyoctadec-4-en-3-one
	-5.9

	Dihydroceramide C2
	-5.5

	6-Hydroxysphingosine
	-6.0

	Methyl 8-[2-(2-formyl-vinyl)-3-hydroxy-5-oxocyclopentyl]-octanoate
	-6.6

	14-Methyl-8-hexadecen-1-ol
	-6.1

	Nonadecanal
	-5.0

	Oleoyl Ethanolamide
	-5.4

	Linoleamide
	-6.5


Hasil analisis menunjukkan bahwa di antara 29 senyawa yang diuji, dua senyawa, yaitu 5,7,4-trihidroksi-6-(1-etil-4-hidroksifenil)flavon-8-C-glukosida (kukumerin A) dan 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida, memiliki afinitas ikatan yang lebih rendah (nilai lebih negatif) dibandingkan dengan ligan kontrol akarbosa (-8,0 kkal/mol). Nilai energi ikatan untuk kukumerin A tercatat sebesar -8,5 kkal/mol, dan untuk 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida sebesar -8,8 kkal/mol.
Nilai energi bebas Gibbs (ΔG) digunakan untuk menilai afinitas ikatan antara ligan dan enzim; semakin rendah nilai ΔG, semakin stabil ikatan yang terbentuk, sebaliknya semakin tinggi nilai ΔG menunjukkan ikatan yang kurang stabil [16], [17]. Jika nilai energi Gibbs bernilai negatif (ΔG < 0), maka reaksi kimia berlangsung secara spontan, yang menunjukkan bahwa ligan uji memiliki kemampuan untuk berikatan dan membentuk kompleks dengan enzim [18]. Kedua senyawa dari daun Averrhoa bilimbi memiliki nilai energi bebas Gibbs yang lebih rendah dibandingkan dengan ligan kontrol, sehingga berpotensi berikatan lebih kuat pada sisi aktif α-glukosidase. Temuan ini meningkatkan peluang bahwa senyawa dari daun Averrhoa bilimbi dapat dikembangkan sebagai kandidat agen antidiabetes.
Tabel 2. Visualisasi  Interaksi dari Senyawa Daun Averrhoa bilimbi terhadap protein α-Glucosidase (PDB ID: 3W37)
	Senyawa
	Visualisasi
	Interaksi

	
	
	Hidrogen
	Hidrofobik
	Lainnya

	Acarbose (Native Ligand)
	[image: ]
	Ala234 Asn237(2)
Ser497
Arg552
Asp232(2) Asp568(2) Asp357 His626(2) Trp432 Asp469
	Trp329
	Met470

	19-Hydroxycinnzeylanol 19-glucoside
	[image: ]
	Asp568(3) Asp357 Asp469
	Phe476
	

	5,7,4-trihidroksi-6-(1-etil-4 hidroksifenil)flavon-8-C-glukosida (cucumerin A)
	[image: ]
	Ser474
Asp568 Asp469 Asp232
	Phe476
Trp329
Trp432(2)
Phe601
	Asp568


Semua senyawa dievaluasi menggunakan metode penambatan molekuler untuk menentukan nilai afinitas ikatan antara ligan dan enzim α-glukosidase. Di antara senyawa-senyawa tersebut, Kukumerin A dan 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida menunjukkan aktivitas inhibisi terkuat terhadap enzim α-glukosidase. Visualisasi interaksi senyawa uji di dalam kantong sisi aktif enzim target dilakukan menggunakan Discovery Studio. Visualisasi ini menunjukkan interaksi ikatan non-kovalen dengan residu asam amino di dalam kantong sisi aktif yang diduga mempengaruhi aktivitas inhibisi biologis, serta interaksi hidrofobik yang berperan dalam menilai stabilitas konformasi struktur tiga dimensi (3D) senyawa uji dalam lingkungan konformasi terbuka dari kantong sisi aktif enzim target.
Kukumerin A dan 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida memiliki gugus OH dan CH₃. Kedua gugus tersebut dapat membentuk ikatan hidrogen dengan residu asam amino dari kompleks reseptor. Interaksi ikatan hidrogen dan panjang ikatannya divisualisasikan dan dihitung menggunakan Discovery Studio. Hasil visualisasi menunjukkan bahwa 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida berinteraksi dengan residu asam amino Asp568, Asp357, Asp469, dan Phe476 pada reseptor α-glukosidase. Terdapat lima ikatan hidrogen yang terbentuk, yaitu dengan residu Asp568 (2,59 Å, 2,62 Å, 1,83 Å), Asp357 (2,20 Å), dan Asp469 (3,23 Å). Selain itu, 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida juga memiliki interaksi hidrofobik dengan residu Phe476.
Kukumerin A berinteraksi dengan residu asam amino Ser474, Asp568, Asp469, Asp232, Phe476, Trp329, Trp432, Phe601, dan Asp568 dari struktur kristal α-glukosidase. Terdapat empat ikatan hidrogen yang terbentuk antara kukumerin A dan enzim, yaitu dengan Ser474 (2,91 Å), Asp568 (2,31 Å), Asp469 (2,47 Å), dan Asp232 (3,18 Å). Keempat ikatan hidrogen yang terbentuk berperan dalam mengganggu pengikatan substrat, sehingga menghasilkan inhibisi enzim [10]. Analisis interaksi hidrofobik menunjukkan bahwa kukumerin A juga memiliki interaksi hidrofobik dengan residu Phe476, Trp329, Trp432, dan Phe601. Pembentukan ikatan hidrofobik meminimalkan interaksi residu non-polar dengan air, sehingga berkontribusi dalam menstabilkan kompleks ligan-protein [10], [19]. Interaksi ini juga berperan dalam mendukung afinitas ikatan, yang mencerminkan aktivitas inhibisi senyawa. Interaksi hidrofobik antara ligan dan reseptor dapat mencegah substrat berikatan dengan sisi aktif enzim, sehingga memperlambat aktivitas protein [14]. Kukumerin A juga memiliki interaksi elektrostatik pi-anion dengan residu Asp568; interaksi ini juga mempengaruhi afinitas ikatan. Interaksi ini merupakan interaksi antar atom yang disebabkan oleh perbedaan polaritas [10].
Interaksi antara ligan dan residu asam amino melibatkan sejumlah residu kunci yang memainkan peran penting dalam pengikatan ligan terhadap makromolekul. Berdasarkan Tabel 2, residu Trp432, Asp469, Asp232, Asp568, dan Trp329 terlibat dalam interaksi ligan-reseptor pada ligan kontrol, ligan kukumerin A, dan ligan 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida, yang meliputi ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik. Oleh karena itu, residu-residu ini diduga memiliki peran penting di daerah sisi pengikatan reseptor α-glukosidase.
Sisi pengikatan protein adalah daerah di mana protein berinteraksi dengan molekul atau ion (ligan), yang dapat mempengaruhi konformasi dan fungsi protein. Daerah ini melibatkan residu asam amino yang berperan penting dalam pengikatan dengan ligan. Interaksi yang terjadi antara ligan dan residu asam amino makromolekul dapat berupa ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik, atau interaksi elektrostatik. Berdasarkan hasil di atas, dapat disimpulkan bahwa senyawa dari daun Averrhoa bilimbi memiliki afinitas yang lebih baik dibandingkan dengan akarbosa pada reseptor α-glukosidase (PDB ID: 3W37). Hasil yang diperoleh merupakan prediksi menggunakan metode komputasi; oleh karena itu, diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengkaji senyawa potensial dari daun Averrhoa bilimbi sebagai kandidat obat untuk pengobatan diabetes melitus.
IV. KESIMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa di antara 29 senyawa daun Averrhoa bilimbi yang diuji secara in silico melalui pendekatan penambatan molekuler, dua senyawa menunjukkan potensi inhibisi yang lebih baik terhadap enzim α-glukosidase dibandingkan dengan akarbosa sebagai ligan kontrol, yaitu 5,7,4-trihidroksi-6-(1-etil-4-hidroksifenil)flavon-8-C-glukosida (kukumerin A) dengan nilai energi ikatan -8,5 kkal/mol dan 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida dengan nilai energi ikatan -8,8 kkal/mol. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa senyawa daun Averrhoa bilimbi, khususnya kukumerin A dan 19-Hidroksisinzeylanol 19-glukosida, berpotensi untuk dikembangkan sebagai kandidat agen antidiabetes melalui mekanisme inhibisi enzim α-glukosidase. Namun, diperlukan studi lebih lanjut secara in vitro dan in vivo untuk memvalidasi potensi dan keamanan senyawa tersebut sebagai obat antidiabetes.
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