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Info Artikel Abstrak
Sejarah Artikel: Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi potensi senyawa aktif jintan hitam
Diterima 15 Maret 2025 (Nigella sativa), yaitu timokuinon, timol, dan karvakrol, sebagai agen
Disetujui 21 April 2025 antibakteri alami dalam keamanan pangan terhadap bakteri patogen Escherichia
Di Publikasi April 2025 coli dan Salmonella. Metode molecular docking digunakan untuk menganalisis
interaksi senyawa-senyawa tersebut dengan protein target bakteri, yaitu
Kata kunci: GyraseB pada E. coli dan LsrB pada S. ryphi. Hasil penelitian menunjukkan
Antibakter1 alami, /n bahwa ketiga senyawa mampu berikatan dengan protein target melalui interaksi

silico, Keamanan Pangan,  hidrogen, hidrofobik, dan clektrostatik. Karvakrol menunjukkan energi ikat

Nigella sativa, Salmonella  terkuat (-177.5 Kkal/mol) terhadap E. cofi, sedangkan timokuinon memiliki
energi ikat terkuat (-186,0 Kkal/mol) terhadap S. ryphi. Selain itu, penelitian ini
mengungkap potensi penghambatan senyawa ligan terhadap Salmonella typhi
resisten, yang mengindikasikan kemungkinan penggunaan senyawa-senyawa
tersebut untuk mengatasi masalah resistensi bakteri dalam kontaminasi pangan.
Temuan ini masih memerlukan pengkajian lebih lanjut secara in vitro dan in
vivo. Penelitian ini memberikan wawasan penting untuk pengembangan bahan
antibakteri alami dalam industri pangan, khususnya dalam mencegah
kontaminasi bakteri patogen dan meningkatkan keamanan pangan.

Potential of Thymoquinone, Thymol, and Carvacrol from Black Seed (Nigella
sativa) as Natural Antibacterial Agents in Food Safety: In Silico Analysis against
Escherichia coli and Salmonella

Keywords: Abstract

In silico, Food safety, This study aims to evaluate the potential of active compounds from black seed
Natural antibacteria, (Nigella sativa), namely thymoquinone, thymol, and carvacrol, as natural
Nigella sativa, anfibacterial agents in food safety against pathogenic bacteria Escherichia coli
Salmonella and Salmonella typhi. The molecular docking method was used io analyze the

inferactions between these compounds and bacterial target profeins, namely
GyraseB in E. coli and LsrB in S. wtyphi. The results showed that all three
compounds were able to bind to the target proteins through hydrogen,
hydrophobic, and electrostatic interactions. Carvacrol exhibited the strongest
binding energy (-177.5 Kcal/mol) against E. coli, while thymoguinone showed
the strongest binding energy (-186.0 Keal/mol) against S. tvphi. Furthermore,
this study revealed the potential of these ligands to inhibit resistant Salmonella
typhi, suggesting their possible use in addressing bacterial resistance issues in
food contamination. These findings still require firther in vitro and in vivo
investigation. This research provides important insights for the development of
natural antibacterial agents in the food industry, parficularly in preventing
contamination by pathogenic bacteria and enhancing food safety.
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PENDAHULUAN

Keamanan pangan merupakan poin yang sangat penting dan perlu diperhatikan dalam
menjaga kesehatan masyarakat. Permasalahan utama dari keamanan pangan adalah kontaminasi
patogen foodborne desease (Dewi, Hubeis, dan Cahyadi 2019). Foodborne desease adalah penyakit
yang disebabkan karena kontaminasi makanan oleh mikroorganisme ataupun zat kimia berbahaya.
Mikroorganisme memiliki faktor virulensi sehingga mampu menginfeksi dan menimbulkan
masalah kesehatan bagi manusia. Oleh karena itu, kontaminasi makanan oleh mikroba dapat
menimbulkan gangguan kesehatan yang fatal. Mikroorganisme yang paling banyak ditemui
menjadi penyebab utama kontaminasi adalah bakteri dan fungi termasuk bakteri seperti Escherichia
coli dan salmonella (Hamad 2012).

Bakteri Escherichia coli dan salmonella merupakan 2 mikroorganisme yang menjadi banyak
perhatian. Escherichia coli dapat menimbulkan penyakit diare. Salmonella banyak ditemukan pada
daging unggas, daging sapi, telur, makanan dan hasil laut. Bakteri ini adalah salah satu bakteri yang
sering digunakan sebagai indikator baik buruk atau aman tidaknya komoditas telur segar dan daging
beku (Mamuaja 2016). Bakteri tersebut dapat menyebabkan gejala penyakit salmonellosis
diantaranya diare, sakit kepala, demam enterik, dan darah pada. Gejala tersebut dapat berlangsung
selama 4 hingga 7 hari dan dapat berakibat fatal seperti kematian (Sinaga dan Sembiring 2016).
Kesadaran masyarakat akan pentingnya keamanan pangan yang bebas dari kontaminasi patogen
menyebabkan banyak munculnya inovasi anti mikroba alami. Masyarakat mulai beralih pada
penggunaan antimikroba alami karena minimnya efek samping. Salah satu contoh antimikroba
alami adalah minyak esensial.

Minyak esensial merupakan salah satu jenis minyak volatile yang dihasilkan dari
metabolisme sekunder tumbuhan contohnya daun, biji, bunga, kulit kayu, buah-buahan dan akar
atau rimpang. Minyak esensial berstatus GRAS (Generally Recognized as Safe) oleh karena itu
aman apabila digunakan pada produk pangan (Tajkarimi, Ibrahim, dan Cliver 2010).
Pengembangan minyak esensial sebagai pengawet ataupun antimikroba memiliki potensi besar
karena memiliki spektrum yang luas terhadap banyak patogen (Oussalah dkk. 2006). Salah satu
bagian tumbuhan yang dapat menghasilkan minyak esensial oil adalah jintan hitam. Kandungan
jintan hitam salah satunya yaitu minyak volatile. Jintan hitam mengandung timokuinon (2-
isopropil-5-metil-1.4-benzokuinon), timol (2-isopropil-5-metilfenol) dan karvakrol (5-isopropil-2-
metilfenol) (Soliman dkk. 2020). Minyak volatile tersebut memiliki daya hambat pertumbuhan
bakteri dan fungi (Suherman, Hernawati, dan Putra 2023).

Penelitian ini bertujuan untuk melihat perbandingan 3 senyawa dari jintan hitam dalam
menghambat aktivitas bakteri £.coli dan Salmonella. Uji pendahuluan yang dapat dilakukan adalah
metode molecular docking. Metode tersebut adalah metode desain untuk memvisualisasikan
interaksi molekuler. Metode in silico juga memprediksi pengikatan serta afinitas antara reseptor
dan ligan (Fan, Fu, dan Zhang 2019). Kelebihan dari metode ini adalah lebih murah dan cepat dalam
memperkirakan hasil sebelum diuji secara in vitro (Nur dan Slamet 2023).

METODE PENELITIAN
Persiapan Ligan dan Protein Target

Ligan  timokuinon, timol dan  karvacrol di  peroleh dari  database
https:/ipubchem.nebi.nlm.nih.gov (CID: 1028, 6989 dan 10364). Protein target Escherichia coli
(ID: 686) dan Salmonella thypi (ID: 5gta) diperoleh dari pusat data Protein Data Bank (PDB)
dengan alamat Attp://www.resh.org. Ligan timokuion, timol dan karvacrol diminimalisir energinya
menggunakan perangkat lunak PyRx virtual screening program Open Babel tool. Sedangkan
Discovery Studio Client 4.1 digunakan untuk menghilangkan molekul air yang berikatan dengan
protein target. Perangkat lunak PyRx mengubah ligan timokuinon, timol dan karvakrol dari bentuk
file SDF kedalam bentuk PDB format.

Uji In Silico (Molecular Docking)

Uji in silico untuk mengetahui interaksi ligan dan protein target dengan perangkat lunak
moleculer docking HEX 8.0.0. Hasil docking divisualisasi dan dianalisis dengan perangkat lunak
Discovery Studio Client 4.1. Analisis yang dikaji adalah interaksi yang terjadi berupa ikatan
hidrogen dan hidrofobik, energi ikat yang terbentuk serta residu asam amino protein target yang
terikat dengan ligan. Konfirmasi protein target antibakteri dilakukan dengan analisis pada database
algoritma melalui Attps://wwwoway2drug.com/passonline/ untuk mengetahui spesifikasi bakteri
yang dapat dihambat oleh senyawa ligan.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk megetahui potensi senyawa aktif jinten hitam yaitu
timokuinon, timol dan karvakrol sebagai antibakteri melalui uji molecular docking terhadap protein
target Escherichia coli (E.coli) dan Salmonella. Sebelum dilakukan analisis interaksi ligan dan
protein target, ketiga ligan dikarakterisasi menggunakan Swiss4ADME untuk mengetahui sifat
fisikokimia, lipofilisitas, kelarutan dalam air, serta farmakokinetik yang ditunjukkkan pada Tabel 1
menunjukkan bahwa ketiga ligan tersebut sesuai dengan lima parameter Lipinski, diantaranya yaitu
memiliki bobot molekul < 500 Da, nilai log P 035, donor hidrogen < 5, akseptor hidrogen < 10, dan
nilai refraktivitas molar 40-130 (Lipinski 1997).

Tabel 1. Karakteristik fisikokimia, lipofilisitas, kelarutan dalam air dan farmakokinetik senyawa
ligan timokuinon, timol dan karvakrol dengan SwissA DME prediction.

“Timokuinon " Timol 9Karvakrol

(C10H1202) (C10H140) (C10H140)

Berat Molekul (g/mol) 164,20 g/mol 150,22 g/mol 150.22 g/mol
11

Karakteristik Parameter

Berat Atom 12 11
Fisikokimia Akseptop Ikatan-H 2 1 1

Donor lkatan-H 0 1 1

Refraktivitas Molar 47,57 48,01 48,01
Lipofilisitas Log Po 185 2.80 2,82
Kelarutan Log S(ESOL) Soluble Soluble Soluble
dalam Air

... Penyerapan GI Tinggi Tinggi Tinggi

Farmakekdnetik Log Kp -5,74 cm/s -4 87 cm/s -4,74 cm/s

(Sumber : Data primer diolah, 2025)

Hasil uji in silico melalui molecular docking divisualisasi secara 2D dan 3D untuk
mengetahui interaksi antara ligan dan protein target. Parameter yang diamati adalah interaksi yang
terjadi berupa ikatan hidrogen dan hidrofobik, energi ikat yang terbentuk serta residu asam amino
protein target yang terikat dengan ligan yang ditunjukkan pada Tabel 2 dan Tabel 4. Uji molecular
docking yang dilakukan pada dua protein target yang dipilih berdasarkan peranannya dalam
kelangsungan hidup bakteri. Pada E.coli, protein target yang dipilih adalah GyraseB, yang
merupakan bagian dari enzim DNA gyrase yang berperan penting dalam proses replikasi DNA dan
pemeliharaan struktur DNA pada bakteri. Tabel 2 menunjukkan struktur 2D dan 3D interaksi ligan
dengan protein target £.coli GyraseB dengan ikatan hidrogen, hidrofobik yang terbentuk antara
ligan (timokionon, timol, dan karvakrol) dengan residu asam amino pada protein target.

Tabel 2. Struktur 2D dan 3D interaksi ligan dengan protein target E.coli hasil molecular docking.

s
q
Timokuinon \ i3
o L)
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(Sumber : Data primer diolah, 2025)

Ikatan asam amino protein target yang terikat pada ligan dapat ditunjukkan dari visualisasi
2D. Terdapat lebih dari 4 asam amino protein target yang berhasil diikat oleh ligan timokuinon,
timol dan karvakrol. Pada GyraseB, interaksi yang terjadi antara timokionon dan residu asam amino
(Arg76 dan Gly77) yang terlibat dalam pembentukan ikatan hidrogen dan (11e78, Arg76 dan Pro79)
melalui interaksi hidrofobik dengan energi ikat sebesar -169,5 Kkal/mol yang ditunjukkan pada
Tabel 3. Interaksi ikatan hidrogen dan hifrofobik pada ligan timol memiliki keasamaan asam amino
dengan ligan timokuinon, yang membedakan yaitu adanya interaksi elektrostatik yang dihasilkan
pada residu asam amino (Arg76 dan Glu50) dengan energi total seluruh ikatan sebesar -171,0
Kkal/mol. Pada ligan karvakrol tidak memiliki interaksi ikatan hidrogen dengan protein target,
hanya terdapat ikatan hidrofobik pada (Ile78, Arg76 dan Pro79) serta ikatan elektrostatik pada
(Glu50). Namun hasil interaksi karvakrol dengan protein target memiliki nilai energi ikat terkecil
yaitu -177,5 Kkal/mol dibandingkan dengan kedua ligan lainnya. Hal tersebut menunjukkan bahwa
ikatan antara ligan karvakrol dengan protein target memiliki ikatan yang paling kuat dibanding dua
senyawa lainnya.

Tahap molecular docking protein target Escherichia coli menunjukkan ketiga senyawa
berinteraksi dengan residu asam amino yang sama dengan native ligan. Hal ini mengindikasikan
bahwa senyawa-senyawa tersebut memiliki kemampuan untuk berkompetisi dengan native ligan
dalam berikatan dengan protein target (Trott dan Olson 2010). Analisis energi ikatan menunjukkan
bahwa karvakrol memiliki energi ikatan yang paling kecil (nilai AG lebih negatif) dibandingkan
dengan timokuinon dan timol. Energi ikatan yang lebih kecil menunjukkan afinitas yang lebih kuat
terhadap protein target, sehingga karvakrol memiliki potensi penghambatan yang lebih besar
terhadap Escherichia coli. Bakteri ini merupakan salah satu patogen utama penyebab keracunan
makanan dan penyakit bawaan makanan, sehingga temuan ini memiliki implikasi penting untuk
keamanan pangan (Kumar dkk. 2018).

Tabel 3. Interaksi ligan dengan asam amino protein target £.coli.

Senvawa Ligan Interaksi Ikatan Interaksi Interaksi Energi Ikat
Y & Hidrogen Hidrofobik Elektrostatik  AG (Kkal/mol)

Timokuinon ARG76, GLY77 ILE78, ARGT6, - -169.5
PRO79

Timol ARG76, GLY77 ILE78, ARG76, ARG76, -171,0
PRO79, GLUS0

Karvakrol - ILE78, ARGT6, GLUS0 -177.5
PRO79

(Sumber : Data primer diolah, 2025)
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Penghambatan Salmonella typhi, protein target yang dipilih adalah LsrB, yang berperan
dalam mekanisme quorum sensing yang mengatur ekspresi gen virulensi dan pembentukan biofilm.
Penghambatan LsrB dapat mengurangi kemampuan bakteri untuk beradaptasi dan bertahan hidup
dalam tubuh inang, serta mengurangi virulensi dan pembentukan biofilm yang melindungi bakteri
dari serangan sistem kekebalan tubuh (Miller dkk. 2004).

Tabel 4. Struktur 2D dan 3D interaksi ligan dengan protein target Salmonella hasil molecular docking.

' Interaksi Ikatan . .. Ikatan Ligan-Asam
Senyawa Hidrogen Hidrofobisitas Amino Protein Target

>
I
Timokuinon 8
Timol ye
8 o A B
£38:
Al
Karvakrol A
£if

(Sumber : Data primer diolah, 2025)

Tabel 4 menyajikan struktur 2D dan 3D interaksi ligan dengan LsrB, yang menunjukkan
bahwa ketiga senyawa aktif dapat berikatan dengan protein target melalui interaksi hidrogen dan
interaksi hidrofobik dengan residu asam amino pada protein target. Interaksi ini menunjukkan
bahwa timokionon, timol, dan karvakrol dapat menghambat proses quorum sensing pada
Salmonella, yang berpotensi mengurangi patogenisitas bakteri.
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Tabel 5. Interaksi ligan dengan asam amino protein target Salmonella.

Senvawa Lizan Interaksi Ikatan Interaksi Interaksi Energi Ikat
Seny & Hidrogen Hidrofobik Elektrostatik  AG (Kkal/mol)
Timokuinon PROGE TYR194 GLU67, -186,0
ASP196
Timol TYR194, PRO6G8 TYR194 GLU67, -180,4
ASP196
LYS175 PROI162, LYS172, -178,3
Karvakrol LYS172, LYS175, LYS175
PHE192

(Sumber : Data primer diolah, 2025)

Nilai energi ikatan yang dihasilkan dari interaksi ketiga senyawa dengan protein target
Salmonella typhi lebih kecil dibandingkan dengan energi ikatan pada Escherichia coli. Hal ini
menunjukkan bahwa ketiga senyawa memiliki afinitas yang lebih kuat terhadap protein target
Salmonella typhi, yang mengindikasikan potensi penghambatan yang lebih besar terhadap bakter
tersebut. Sa/monella typhi merupakan patogen penyebab demam tifoid dan sering dikaitkan dengan
kontaminasi makanan, schingga temuan ini relevan untuk aplikasi dalam keamanan pangan
(Pissuwan dkk. 2020). Energi ikat -186,0 Kkal/mol pada interaksi timokuinon dan protein target
Salmonella thypii pada resisu asam amino (Pro68, Tyr194, Glu67 dan Asp196), timol memiliki
energi ikat lebih besar dibanding timokuinon yaitu sebesar -180,4 Kkal/mol pada residu asam
amino (Tyr194, Pro68, Tyr194, Glu67 dan Asp196) dan interaksi karvakrol dengan energi ikat -
178,3 Kkal/mol, lebih besar dianding dari dua senyawa lainnya. Interaksi karvakrol dengan protein
target Salmonella thypi pada asam amino (Lysl75, Prol62, Lys172 dan Phel92) melalui ikatan
hidrogen, hidrofobik dan elektrostatsik.

Pada hasil penghambatan protein bakteri Salmonella tvphi, ketiga senyawa menunjukkan
adanya interaksi dengan residu asam amino pada protein target, meskipun ikatan tersebut tidak
terjadi pada situs yang sama dengan native ligan yaitu pada residu asam amino (Asp116, Asp166,
GInl67, Asp22l, Ala222, Pro220 dan Phe41). Hal ini mengindikasikan bahwa mekanisme
penghambatan ketiga senyawa mungkin terjadi melalui interaksi pada sisi aktif lain yang berbeda
dari situs pengikatan narive ligan (Morris dkk. 2009). Visualisasi 2D dan 3D menunjukkan adanya
berbagai jenis ikatan, termasuk ikatan hidrogen, ikatan hidrofobik, dan ikatan elektrostatik antara
senyawa ligan dengan protein target Salmonella typhi, khususnya pada protein LrsB. Interaksi ini
memperkuat hipotesis bahwa ketiga senyawa dapat menghambat aktivitas Salmonella typhi melalui
mekanisme yang berbeda dari native ligan. Hal ini juga dikonfirmasi dari hasil analisis ligan
timokuinon, timol dan karvakrol melalui algoritma Way2drug PASSprediction yang ditunjukkan
pada Tabel 6 dengan analisis target sebagai aktivitas antibakteri.

Tabel 6. Prediksi aktivitas antibakteri senyawa ligan timokuinon, timol dan karvakrol dengan algoritma
PASSprediction.

Senyawa Bakteri Target Hambat ChEMBLID Confidence
(Interaksi)
Salmonella enlgr:{‘u subsp. CHEMBL613044 02253
Enferica
Salmonella typhi CHEMBLG614448 0.0397
y i

RESISTAATSuimmle%'lu enterica CHEMBL613044 0.0946

subsp. Enterica
Timokuinon Yersinia pestis CHEMBL614597 0.5663
Bacillus subtilis subsp. subtilis CHEMBL613315 0.3873
Staphylococcus simulans CHEMBL612425 0.3716
Corynebacterium jeikeium CHEMBL613351 0.2348

r ok i
RESISTANT Burkholderia CHEMBL3140323 0.2335
pseudomallei
Salmonella en{grmu subsp. CHEMBL613044 0.1977
enterica
Salmonella typhi CHEMBL614448 0.0860
- . .

Timol RESISTAATSafmone.Ha enfericd  ~yEMIBL 613044 0.0391

subsp. enterica
Yersinia pestis CHEMBLG614597 0.5538
Bacillus subtilis subsp. subtilis CHEMBL613315 0.4726
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Staphylococcus simulans CHEMBLG612425 0.4873
Pseudomonas fluorescens CHEMBL612500 0.3575
RESISTAA’T{;K:r;abaﬂerufm CHEMBL613086 0.1574
Streptococeus mutans CHEMBLG612426 0.2563
Salmonella en.f_enm subsp. CHEMBL613044 0.1977
enterica
Salmonella typhi CHEMBLG614448 0.0706
r "

RESISTANT Salmonella enterica CHEMBL6 13044 0.0391

subsp. enterica
Yersinia pestis CHEMBL614597 0.4581
Karvakrol Bacillus subtilis subsp. subtilis CHEMBL613315 0.4525
Staphylococcus simulans CHEMBL612425 0.4873
Pseudomonas fluorescens CHEMBL612500 0.4073
Bacillus thuringiensis CHEMBL614959 0.1990
RESIS?IA!NTBm‘klm.lderm CHEMBL3140323 0.2368

pseudomallei

Vibrio parahaemolyticus CHEMBL614403 0.1921

(Sumber : Data primer diolah, 2025)

Hasil analisis aktivitas biologis menggunakan PASS (Prediction of Activity Spectra for
Substances) menunjukkan bahwa ketiga senyawa (timokuinon, timol, dan karvakrol) memiliki
potensi sebagai agen penghambat terhadap jenis bakteri Sa/monella resisten. Hal ini membuktikan
bahwa ketiga senyawa ini berpotensi menghambat aktivitas bakteri melalui interaksi pada sisi aktif
lain (Filimonov et al., 2014). Temuan ini memberikan wawasan baru dalam pengembangan bahan
antibakteri alami untuk keamanan pangan, terutama dalam mengatasi masalah resistensi pada
bakteri patogen yang sering mencemari makanan.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan bahwa timokuinon, timol, dan karvakrol
memiliki potensi sebagai agen antibakteri alami untuk aplikasi dalam keamanan pangan, khususnya
dalam mengendalikan bakteri patogen seperti Escherichia coli dan Salmonella typhi yang sering
menjadi penyebab penyakit bawaan makanan. Energi ikatan yang lebih kecil pada Salmonella typhi
dibandingkan dengan FEscherichia coli menunjukkan afinitas yang lebih kuat. Penelitian ini
memberikan wawasan baru dalam pengembangan bahan antibakteri alami dari Nigella sativa
khususnya senyawa timokuinon, timol dan karvakrol pada penghambatan pada bakteri Salmonella
typhi dengan pengikatan disisi aktif yang lain. Hal ini dapat menjadi dasar dalam penelitian dan
kajian lebih lanjut melalui i vitro aupun in vivo untuk meningkatkan keamanan pangan dan
mencegah kontaminasi bakteri patogen dengan dalam industri pangan.
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