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Abstrak: Antioksidan merupakan senyawa yang dapat mencegah atau menghambat oksidasi molekul lain, yang
pada makhluk hidup berperan dalam mempertahankan pertumbuhan dan metabolisme yang normal. Studi
aktivitas antioksidan individual pada senyawa dari jeruk nipis telah dilakukan. Senyawa yang dipelajari
difokuskan pada bergamottin, citropten dan asam klorogenat. Tujuan dari penelitian ini adalah mempelajari
hubungan antara struktur molekul dengan aktivitas antioksidannya melalui perhitungan secara kimia komputasi
potensial ionisasi, electrodonating power, dan net electrophilicity. Seluruh perhitungan dilakukan menggunakan
program komputasi Gaussian 09 Revision D.01, pada level teori APFD/6-31+G(d) pada keadaan muatan netral
(deprotonasi, negatif), positif (netral), dan negatif (negatif dua). Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa
citropten dan asam klorogenat berpotensi sebagai antioksidan. Vitamin C, asam galat, dan asam klorogenat
dalam keadaan terdeprotonasi memiliki sifat antioksidan yang lebih kuat daripada keadaan netral. Analisis
ADMET menunjukkan bahwa bergamottin, citropten dan asam klorogenat mampu menghambat enzim sitokrom
P450 sehingga dapat pula meningkatkan bioavailabilitas antioksidan, maka bergamottin, citropten dan asam
klorogenat dapat pula berperan tidak langsung terhadap aktivitas antioksidan.

Kata kunci: antioksidan, electrodonating power, asam klorogenat, jeruk nipis, citropen.

Abstract: Antioxidants are compounds that can prevent or inhibit the oxidation of other molecules, which play a
role in maintaining normal growth and metabolism in living organisms. Individual antioxidant activity studies
on compounds from lime have been carried out. The compounds studied focused on bergamottin, citropten and
chlorogenic acid. The aim of this research is to study the relationship between molecular structure and
antioxidant activity through quantum computational calculations of ionization potential, electrodonating power
and net electrophilicity. All calculations were carried out using the Gaussian 09 Revision D.01 computing
program, at the APFD/6-31+G(d) theory level in neutral (deprotonated, negative), positive (neutral), and
negative (negative two) charge states. The results obtained indicate that citropten and chlorogenic acid have
potential as antioxidants. Vitamin C, gallic acid, and chlorogenic acid in the deprotonated state have stronger
antioxidant properties than in the neutral state. ADMET analysis indicates that bergamottin, citropten, and
chlorogenic acid can inhibit cytochrome P450 enzymes, thereby potentially increasing the bioavailability of
antioxidants. Therefore, bergamottin, citropten, and chlorogenic acid may also play an indirect role in
antioxidant activity.

Keywords: antioxidant, electrodonating power, chlorogenic acid, lime, citropen.

PENDAHULUAN 19). Virus tersebut pertama kali ditemukan di pasar

Pada Desember 2019 terjadi outbreak virus ikan Wuhan Cina. COVID-19 memiliki persentase
corona jenis baru bernama SARS-CoV-2 yang kematian sebesar 2%, berbeda jauh dengan penyakit
menyebabkan coronavirus disease 2019 (COVID-  Pernapasan yang disebabkan MERS-CoV dan SARS-
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Gambar 1. Struktur 2D asam klorogenat, bergamottin, dan citropten

CoV vyaitu sekitar 30%. Namun, COVID-19 mudah
menyebar dari manusia ke manusia yang
mengakibatkan banyak korban jiwa berjatuhan (Phan
2020; Zhu et al. 2020). SARS-CoV-2 menginfeksi sel
alveolar epithelial sehingga menyebabkan stres
oksidatif dan inflamasi pada paru-paru penderitanya.
Eliminasi radikal bebas merupakan salah satu strategi
untuk mengatasi COVID-19 (Nasi et al. 2020;
Silvagno et al. 2020).

Antioksidan adalah senyawa yang dapat
mencegah atau menghambat oksidasi molekul lain
dengan cara menghambat proses inisiasi atau
propagasi pada reaksi oksidasi berantai. Antioksidan
mengubah radikal bebas menjadi bentuk yang tidak
reaktif (Panda, 2012). Mekanisme kerja utama
antioksidan adalah melalui transfer atom hidrogen
dan transfer elektron. Pada makhluk hidup
antioksidan berperan melindungi biomolekul seperti
protein, asam nukleat, lemak tak jenuh ganda, dan
gula dari kerusakan (Leopoldini et al. 2004).
Tumbuhan memproduksi beragam senyawa yang
memiliki aktivitas antioksidan untuk
mempertahankan pertumbuhan dan metabolisme
yang normal. Senyawa antioksidan yang diproduksi
oleh tumbuhan meliputi golongan senyawa polifenol,
flavonoid, turunan senyawa asam hidroksamat,
kumarin, vitamin, dan asam organik (Maesaroh dkk.
2018; Sun et al. 2016).

Berkaca dari kearifan lokal Sunda, jeruk nipis
digunakan sebagai obat pilek (Sumarlina dkk. 2017).
Jeruk nipis terbukti memiliki aktivitas anti inflamasi
(Prastiwi & Ferdiansyah 2017). Ekstrak etanolik dari
kulitnya memiliki aktivitas antioksidan (Khasanah
dkk. 2014). Sedangkan penelitian Loizzo et al.
(2012) menunjukkan bahwa kandungan utama
ekstrak metanol dari kulit dan daun jeruk nipis adalah
senyawa fenolik dan flavonoid, dengan mayoritasnya
adalah asam fenolat. Mayoritas dari asam fenolat
tersebut adalah asam klorogenat (Czech et al. 2021)
Aktivitas antioksidan sebanding dengan total
kandungan senyawa asam fenolat (Indriyani et al.

2023). Sedangkan kandungan utama minyak esensial
kulit jeruk nipis adalah bergamottin dan citropten
(Masson et al. 2016). Walaupun demikian,
kandungan metabolit sekunder dipengaruhi oleh
beberapa faktor diantaranya, lokasi geografis,
komposisi tanah, waktu panen, dan bagian tanaman
yang digunakan. Kandungan asam fenolat
dipengaruhi oleh beberapa faktor, seperti tingkat
kematangan buah dan pelarut yang digunakan dalam
ekstraksi (Indriyani et al. 2023). Maka, sampel jeruk
nipis dan metode ekstraksi yang berbeda dapat
memberikan aktivitas antioksidan yang berbeda.

Oleh sebab itu, studi aktivitas antioksidan
individual pada senyawa dari jeruk nipis perlu
dilakukan. Pendekatan kimia komputasi menjadi
tahap awal dalam mempelajari hubungan struktur
dengan aktivitas antioksidannya melalui perhitungan
potensial ionisasi dan electrodonating power serta net
electrophilicity. Pada penelitian ini senyawa yang
dipelajari difokuskan pada bergamottin, citropten dan
asam Klorogenat dengan standar yang digunakan
yaitu vitamin C dan asam galat pada keadaan netral
dan deprotonasi. Struktur 2D asam klorogenat,
bergamottin, dan citropten ditunjukkan pada Gambar
1.

BAHAN DAN METODE

Seluruh struktur senyawa diperoleh dari ZINC15
(https://zinc15.docking.org) dalam format *.mol2
(Sterling & Irwin 2015). Vitamin C memiliki pKa;
pada -OH sebesar 4,2 (Levine et al. 2020), sedangkan
pKa; -COOH pada asam galat dan asam klorogenat
adalah 4,0 dan 3,5 (Eslami et al. 2010; Seruga &
Tomac 2014). Oleh karena itu, keadaan deprotonasi
juga dimodelkan untuk ketiga senyawa tersebut.
Struktur tersebut dioptimasi pada level teori APFD/6-
31+G(d) pada keadaan muatan netral (deprotonasi,
negatif), positif (netral), dan negatif (negatif dua).
Perhitungan frekuensi pada level teori yang sama
dilakukan untuk memastikan bahwa struktur yang
diperoleh bukan saddle point. Fungsional APFD
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memiliki akurasi yang baik dan tidak memerlukan
sumber daya komputasi yang terlalu besar sehingga
dapat diterapkan pada komputer workstation biasa
(Foresman & Frisch 2015). Seluruh perhitungan
dilakukan menggunakan Gaussian 09 Revision D.01
(Frisch et al. 2013).

Potensial ionisasi (PI) dihitung dengan rumus:

Pl =G(A™*)-G(A), 6

dengan G(A°ki9s) dan G(A) adalah energi bebas
senyawa pada keadaan oksidasi (kehilangan satu
elektron) dan awal. Sedangkan afinitas elektron (AE)
dihitung dengan rumus:

AE =G(A) —G(A™™), )

dengan G(A™d) adalah energi bebas senyawa pada
keadaan reduksi (menerima satu elektron). Pada
molekul netral dan deprotonasi, keadaan awal
mengacu pada muatan netral dan negatif, keadaan
oksidasi mengacu pada muatan positif dan netral,
sedangkan keadaan reduksi mengacu pada muatan
negatif dan negatif dua. Electrodonating (o) dan
electroaccepting power (o*) dihitung dengan rumus
(Gazquez et al. 2007):

__(BP1+AE)? @
16(PI — AE)’

. _ (Pl +3AE)? @
16(PI — AE)’

Net electrophilicity (Aw*) dihitung menggunakan
rumus (Chattaraj et al. 2009):
1

Ao =o' —(—j (5)

w

HASIL DAN PEMBAHASAN

Transfer elektron tunggal merupakan salah satu
mekanisme kerja antioksidan dalam menangkal
radikal bebas. Pada mekanisme tersebut antioksidan
mendonorkan satu elektron pada radikal bebas
sehingga antioksidan menjadi radikal, oleh sebab itu
kemampuan donor elektron menjadi hal krusial pada
aktivitas antioksidan. Kemampuan donor elektron
dapat dipelajari melalui perhitungan PI, semakin
kecil nilai PI maka semakin mudah suatu senyawa
mendonorkan elektron pada radikal bebas, sehingga
semakin tinggi aktivitas antioksidannya (Leopoldini
et al. 2004)

Mekanisme kerja antioksidan juga dapat ditinjau
melalui  transfer elektron parsial. Antioksidan
bertindak sebagai nukleofil, sedangkan radikal
bebas/oksidan sebagai elektrofil. Senyawa dengan o
rendah akan memiliki kemampuan donor fraksi
elektron yang baik, sedangkan senyawa dengan o*
tinggi akan memiliki kemampuan menerima fraksi
elektron yang baik (Gazquez et al., 2007). Studi
Martinez et al. (2008) pada sifat antioksidan
karotenoid, vitamin, dan melatonin, serta studi pada
(Cerezo et al. 2012) sifat antioksidan isomer p-
karoten menunjukkan bahwa ® berhubungan
langsung dengan aktivitas antioksidan serta memiliki
korelasi yang baik dengan hasil eksperimen. Nilai ©*
relatif terhadap o dinyatakan dengan Aw*. Senyawa
dengan Aw* < 0,59 eV tergolong nukleofil, Aw* pada
rentang 0,59 hingga 1,29 eV tergolong elektrofil
sedang, sedangkan Aw* > 1,29 eV tergolong
elektrofil kuat (Chattaraj et al. 2009; Fonseca et al.
2022).

Data PI, o, dan Aw* ditampilkan pada Tabel 1.
Hasil perhitungan menunjukkan bahwa pH turut
mempengaruhi sifat antioksidan. Vitamin C, asam
galat, dan asam klorogenat keadaan terdeprotonasi

memiliki sifat antioksidan lebih kuat daripada
keadaan netral. Keadaan terdeprotonasi dari ketiga
senyawa tersebut merupakan representasi pada
Tabel 1. Nilai PI, AE, o7, ®*, Ao* Senyawa
No Senyawa Energi / eV
PI AE o o' Aw*
1 Vitamin C 8,2136 0,3519 4,9658 0,6830 0,4817
2 Vitamin C (deprotonasi) 2,9188 -3,5788 0,2579 0,5878 -3,2900
3 Asam Galat 8,1232 0,2169 4,7786 0,6086 0,3993
4 Asam Galat (deprotonasi) 3,4546 -3,2778 0,4661 0,3777 -1,7676
5 Bergamottin 7,3850 0,8353 5,0437 0,9336 0,7353
6 Citropten 7,6723 0,5446 4,8679 0,7594 0,5540
7 Asam klorogenat 17,4746 0,8919 5,1615 0,9782 0,7845
8 Asam klorogenat (deprotonasi) 4,1742 -1,0013 1,6030 0,0165 -0,6073




Studi Potensi Senyawa Antioksidan dari Kulit Jeruk Nipis (Citrus Aurantifolia) secara in Silico
Rustaman, Janitra, R.S., Azzahra, A.F., Maulana, F.A., Rohmatulloh, F.G., Destiarani, W., Hardianto, A., Yusuf, M., Maksum, I.P. 139

keadaan pH fisiologis. Oleh  karena itu
membandingkan kekuatan sifat antioksidan dengan
standar (vitamin C dan asam galat) pada keadaan
terdeprotonasi lebih realistis. Perhitungan PI dan "
menunjukkan bahwa bergamottin, citropten, dan
asam klorogenat memiliki sifat antioksidan lebih
lemah daripada standar. Walau demikian nilai Aw*
mengindikasikan bahwa citropten dan asam
klorogenat berpotensi sebagai antioksidan. Penelitian
(Zhang et al. 2003) menunjukkan bahwa asam
klorogenat efektif sebagai antioksidan penangkal
radikal OH. Penelitian Lee et al. (2022) menunjukkan
bahwa citropten dapat bekerja sebagai antiinflamasi
kronis pada usus besar yang salah satu penyebabnya
adalah radikal bebas. Sedangkan peran bergamottin
dapat meningkatkan bioavailabilitas obat karena
berperan sebagai penghambat kuat enzim sitokrom
P450, termasuk CYP3A4 vyang terlibat dalam
metabolisme banyak obat (Liu et al. 2017), yang
mungkin dapat berperan tidak langsung terhadap
aktivitas antioksidan.

Eksperimen Khasanah dkk. (2014) menyatakan
bahwa aktivitas vitamin C dalam menangkal 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) 10 kali lebih baik
daripada ekstrak etanolik kulit buah jeruk nipis.
Vitamin C memiliki I1Cso 4,768 pg/ml, sedangkan
ekstrak etanolik kulit buah jeruk nipis sebesar 54,458
pg/ml. Uji kualitatif kandungan senyawa dalam
ekstrak etanolik tersebut menunjukkan keberadaan
vitamin C. Khasanah dkk. (2014) menduga bahwa
kadar vitamin C dalam ekstrak etanolik
mempengaruhi aktivitas antioksidan ekstrak tersebut.
Hal tersebut didukung oleh penelitian Czech et al.
(2021) yang menunjukkan bahwa komponen utama
kulit jeruk nipis adalah senyawa fenolat dengan
konsentrasi 282,7 mg GAE/100 g, sedangkan
konsentrasi vitamin C hanya 24,35 mg/100g.

Senyawa fenolat pada kulit jeruk nipis memiliki
fungsi sebagai proteksi tanaman dari sinar UV.
Semakin tinggi paparan sinar UV pada kulit buah
maka akan semakin banyak senyawa fenolat yang
dihasilkan (Barros et al. 2012). Mayoritas dari
senyawa fenolat tersebut adalah asam klorogenat.
(Czech et al. 2021). Penelitian Czech et al. (2021)
menunjukkan bahwa kapasitas antioksidan kulit jeruk
nipis lebih tinggi dibandingkan daging dan buahnya.
Hal tersebut menimbulkan dugaan bahwa mekanisme
kerja asam klorogenat sebagai antioksidan dapat pula
dengan menyerap sinar UV yang berperan dalam
inisiasi pembentukkan radikal bebas. Hal ini
didukung dengan penelitian Velkoska-Markovska et
al. (2020) bahwa asam klorogenat menyerap sinar
UV pada panjang gelombang 220 dan 325 nm.

Analisis ADMET  menggunakan  program
PreADMET dilakukan untuk mengurangi risiko
dalam  pengembangan  suplemen  antioksidan.
Berdasarkan aspek absorbsi, Bergamottin dan
Citropten dapat terserap dengan baik di dalam usus
dibandingkan senyawa lainnya. Kedua senyawa
tersebut juga menunjukkan nilai permeabilitas

tertinggi (Tabel 2). Dalam hal distribusi, parameter
PPB menunjukkan bahwa Bergamottin larut dalam
darah dan terdistribusi dengan baik di seluruh tubuh.
Studi terhadap dataset 150 senyawa menunjukkan
bahwa senyawa dengan log BB > 0,40 dikatakan
dapat dengan mudah menyeberangi BBB sementara
senyawa dengan log BB < 0,40 didistribusikan ke
otak dengan tidak lebih baik (Lobell et al. 2003; Ma
et al. 2005). Pada penelitian ini ditunjukkan bahwa
seluruh senyawa memiliki peluang besar untuk
menyeberangi penghalang otak, terkecuali Citropten.

Analisis senyawa kandidat sebagai substrat CYP
atau sitokrom P450, yaitu enzim yang terlibat dalam
berbagai proses metabolisme obat atau dalam hal ini
suplemen antioksidan, diperlukan untuk
memperkirakan proses metabolisme yang mungkin
terjadi (Lynch & Price 2007). Sebagai substrat,
senyawa kandidat dapat bertindak sebagai induktor
yang merangsang CYP dan meningkatkan aktivitas
enzim ini. Hal tersebut dapat meningkatkan
metabolisme substrat lain untuk enzim CYP dengan
mengurangi paparan terhadap senyawa kandidat.
Sebaliknya, jika sebagai inhibitor yang menghambat
aktivitas enzim CYP, senyawa kandidat dapat
mengurangi metabolisme obat lain yang merupakan
substrat untuk enzim CYP sehingga meningkatkan
paparan terhadap senyawa kandidat itu sendiri (Dixit
et al. 2017; Ghosal 2020). Hasil analisis
menunjukkan bahwa sebagian besar senyawa paling
tidak dapat menghambat aktivitas dari 2 jenis enzim
CYP. Senyawa asam galat, bergamottin, dan asam
klorogenik bahkan memiliki aktivitas inhibisi
terhadap 3 jenis enzim CYP.

Uji toksisitas dilakukan berdasarkan prediksi
mutagenisitas melalui simulasi uji Ames dan simulasi
uji karsinogenisitas pada mouse dan rat. Hasilnya
menunjukkan bahwa semua senyawa kandidat
kecuali asam klorogenik terdeprotonasi bersifat
mutagenik. Hasil uji Ames yang positif menunjukkan
dugaan senyawa dapat menginduksi reaktivitas DNA.
Tetapi pengujian lanjutan yang ekstensif secara in
vivo untuk menilai potensi mutagenik dan
karsinogenik akan diperlukan untuk menilai potensi
risiko. Kemudian, terdapat juga hasil positif untuk

asam galat, bergamottin, citropten, dan asam
klorogenik dalam hal karsinogenisitas. Namun,
seiring penelitian uji genotoksisitas berlanjut,

menjadi jelas bahwa banyak senyawa kandidat obat
yang saat ini memberikan temuan positif entah tidak
bersifat karsinogenik atau karsinogen dengan
mekanisme aksi nongenotoksik. Hal tersebut
mengimplikasikan bahwa banyak senyawa memiliki
informasi genotoksisitas yang tidak relevan untuk
menilai resiko kanker. Bahkan beberapa di antaranya
mungkin menjadi obat-obatan yang bermanfaat.
(Friedrich & Olejniczak 2011; Walmsley & Billinton
2011). Terlebih lagi, semua senyawa yang dianalisis
pada penelitian ini berasal dari isolasi bahan alam
pada tanaman jeruk nipis.
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Tabel 2. Analisis ADMET terhadap senyawa metabolit pada tanaman jeruk menggunakan program PreADMET.

Absorpsi Distribusi Metabolisme
BBB S I I .
Inhibisi  Inhibisi .. Inhibisi Mutage  Karsinogen
No. Senyawa HIA  Caco2 PPB  (Cotux Inhibisi
ota n mouse/rat
) (mis) (%) ;% CYP2CL CYP2C .\ pons CYP3A ( )
9 9 4
Cdarah)
1 Vitamin C 33,16 2,48 530 0,117 Tidak Ya Tidak Ya Ya Tidak/Tidak
2 Vitamin C (deprotonasi) 34,83 2,73 3,92  0.293 Tidak Ya Yidak Ya Ya Tidak/Tidak
3 Asam galat 53,69 13,85 6538 0,348 Ya Ya Tidak Ya Ya Tidak/Ya
4 Asam galat (deprotonasi) 54,12 1449 4791 0,352 Ya Ya Tidak Ya Ya Tidak/Ya
5 Bergamottin 97,39 49,82 99,31 0,362 Ya Ya Tidak Ya Ya Ya/Tidak
6 Citropten 97,85 46,93 78,49 1,819 Ya Ya Tidak Tidak Ya Tidak/Ya
7 Asam klorogenat 20,43 18,71 41,96 0,034 Ya Ya Tidak Ya Ya Ya/Tidak
8 Asam klorogenat (deprotonasi) 18,54 18,85 33,37 0,038 Ya Ya Tidak Ya Tidak Ya/Tidak
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KESIMPULAN

Citropten dan asam klorogenat berpotensi sebagai
antioksidan. Nilai Ao+ mengindikasikan bahwa
kedua senyawa tersebut berperan sebagai pendonor
fraksi elektron (nukleofil). Sifat antioksidan
dipengaruhi oleh pH. Vitamin C, asam galat, dan
asam klorogenat keadaan terdeprotonasi memiliki
sifat antioksidan lebih kuat daripada keadaan netral.
Sedangkan analisis ADMET menunjukkan bahwa
bergamottin, citropten dan asam klorogenat mampu
menghambat enzim sitokrom P450 sehingga dapat
meningkatkan bioavailabilitas antioksidan, Maka
bergamottin, citropten dan asam Kklorogenat dapat
pula berperan tidak langsung terhadap aktivitas
antioksidan.
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