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Abstrak

Kumbang tanduk (Oryctes rhinoceros L.) merupakan hama utama pada tanaman kelapa sawit
(Elaeis guineensis Jacq.) yang tingkat infeksinya dapat mencapai hampir 100%, terutama di area
peremajaan yang banyak terdapat sisa-sisa batang membusuk sebagai media perkembangbiakan.
Pengendalian hama ini memerlukan alternatif yang lebih ramah lingkungan dibandingkan
insektisida sintetis. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa fitokimia kandidat
bioinsektisida terbaik melalui pendekatan in silico terhadap protein target Oryctes rhinoceros.
Metode yang digunakan meliputi skrining farmakokinetik (ADME) berdasarkan Aturan Lipinski
dan Hao, analisis ekotoksisitas non-target menggunakan ProTox 3.0, toksisitas terhadap manusia
menggunakan, serta molecular docking menggunakan PyRx, PyMOL, dan BIOVIA Discovery
Studio terhadap tiga protein target, yaitu Defensin, Rhinocerosin, dan Scarabaecin. Sepuluh senyawa
fitokimia dianalisis, meliputi d-Limonene, Eugenol, Citronellal, Dillapiole, Diplopterol, Clerodin,
12'-Hydroxy-7'-Multijuguinone, Azadirachtin, Squamocin, dan Rotenone. Berdasarkan profil
ADME dan toksisitas menunjukkan bahwa d-Limonene, Eugenol, dan Citronellal merupakan
senyawa fitokimia potensial yang layak dilanjutkan ke tahap penambatan molekuler. Hasil
penambatan molekuler menunjukkan bahwa d-Limonene memiliki afinitas pengikatan tertinggi dan
paling konsisten terhadap ketiga protein target (Rhinocerosin: —5,7 kkal/mol; Scarabaecin: —5,3
kkal/mol; Defensin: —4,3 kkal/mol), dengan interaksi didominasi ikatan hidrofobik Alkil dan Pi-
Alkil terhadap residu PHE, TYR, LEU, VAL, dan ILE. Rotenone dan Squamocin didiskualifikasi
karena toksisitas fatal pada manusia dan spektrum racun ekologis yang luas. Kesimpulannya, d-
Limonene merupakan kandidat bioinsektisida paling prospektif terhadap Oryctes rhinoceros
berdasarkan integrasi profil ADME, keamanan lingkungan, dan kekuatan interaksi molekuler
terhadap protein target serangga.

Kata kunci: Kelapa sawit; Oryctes rhinoceros; bioinsektisida; molecular docking; d-Limonene

Abstract

The rhinoceros beetle (Oryctes rhinoceros L.) is a major pest of oil palm (Elaeis guineensis Jacg.),
with infection rates reaching nearly 100%, particularly in replanting areas where decaying trunk
remnants serve as breeding grounds. Controlling this pest requires more environmentally friendly
alternatives to synthetic insecticides. This study aims to identify the best candidate phytochemical
compounds for bioinsecticides through an in silico approach targeting Oryctes rhinoceros proteins.
The methods used included pharmacokinetic (ADME) screening based on Lipinski’s and Hao's
rules, non-target ecotoxicity analysis using ProTox 3.0, human toxicity analysis, and molecular
docking using PyRx, PyMOL, and BIOVIA Discovery Studio against three target proteins: Defensin,
Rhinocerosin, and Scarabaecin. Ten phytochemical compounds were analyzed, including d-
Limonene, Eugenol, Citronellal, Dillapiole, Diplopterol, Clerodin, 12'-Hydroxy-7'-Multijuguinone,
Azadirachtin, Squamocin, and Rotenone. Based on their ADME and toxicity profiles, d-limonene,
eugenol, and citronellal are potential phytochemicals that warrant further study in the molecular
docking phase. Molecular docking results show that d-Limonene has the highest and most consistent
binding affinity for all three target proteins (Rhinocerosin: —5.7 kcal/mol; Scarabaecin: —5.3
kecal/mol; Defensin: —4.3 kcal/mol), with interactions dominated by alkyl and pi-alkyl hydrophobic
bonds to the PHE, TYR, LEU, VAL, and ILE residues. Rotenone and Squamocin were disqualified
due to their lethal toxicity to humans and broad ecological toxicity spectrum. In conclusion, d-
Limonene is the most promising bioinsecticide candidate against Oryctes rhinoceros based on an
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integrated assessment of its ADME profile, environmental safety, and the strength of its molecular
interactions with insect target proteins.
Keywords: Oil palm; Oryctes rhinoceros; bioinsecticide; molecular docking; d-limonene

PENDAHULUAN

Kelapa sawit (Elais guineensis Jacg.) merupakan salah satu komoditas perkebunan
yang memiliki nilai ekonomis yang tinggi sehingga berpoteni meningkatkan keuntungan
yang besar (Daulay et al., 2025). Minyak dari kelapa sawit merupakan salah satu olahan
yang menjadi produk unggulan kelapa sawit dunia. Indonesia sebagai negara produsen
sawit terbesar dunia memiliki peran penting dalam memenuhi kebutuhan minyak sawit
global. Data menurut Kementrian Pertanian Republik Indonesia (2024), luas perkebunan
kelapa sawit Indonesia dari tahun 1980-2024 terus mengalami pertumbuhan luas. Produksi
kelapa sawit juga menunjukkan kecenderungan meningkat seiring dengan perkembangan
luas areal perkebunan. Tahun 2022 produksi minyak kelapa sawit Indonesia mencapai
46,82 juta ton dan diproyeksikan meningkat menjadi 51,45% ton pada tahun 2027. Akan
tetapi, peningkatan produksi tersebut tidak sepenuhnya diikuti oleh peningkatan
produktivitas tanaman (Pusat Data dan Sistem Informasi Pertanian, 2024)

Produktivitas tanaman kelapa sawit dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor, salah
satunya serangan organisme pengganggu tanaman (OPT). Kumbang tanduk (Oryctes
rhinoceros L.) merupakan salah satu hama penting yang menjadi kendala dalam budidaya
kelapa sawit (Wong et al., 2022). Tingkat serangan hama ini bisa mencapai 100%, terutama
di area permajaan kelapa sawit yang banyak terdapat sisa-sisa batang yang membusuk
untuk dijadikan media perkembangbiakan (Tito et al., 2026; Maysaroh et al., 2026).
Adanya tempat perkembangbiakan dapat menyebabkan populasi hama menjadi sangat
tinggi.

Pengendalian O. rhinoceros dapat dilakukan dengan berbagai pendekatan, salah
satunya dengan melakukan pengujian insektisida sintetis. Akan tetapi, penggunaan
insektisida sintetis yang berlebihan dan tidak tepat dapat menimbulkan berbagai
permasalahan lingkungan, gangguan terhadap organisme non-target, serta potensi dampak
negatif terhadap kesehatan manusia (Ramadhani et al., 2025). Oleh karena itu, diperlukan
alternatif pengendalian yang efektif dan ramah lingkungan dibandingkan dengan
insektisida sintetis. Salah satu alternatif yang berpotensi untuk dikembangkan adalah
bioinsektisida yang berasal dari senyawa fitokimia.

Berbagai macam tumbuhan diketahui mengandung senyawa fitokimia yang

memiliki aktivitas insektisida, antifeedant, repelen, maupun penghambatan terhadap
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berbagai proses fisiologis serangga (Sanjaya et al.,, 2021). Pengembangan senyawa
fitokimia sebagai kandidat bioinsektisida juga memerlukan proses seleksi untuk
mengetahui efektivitas, karakteristik farmakokinetik, serta tingkat keamanan senyawa.
Pengujian secara konvensional terhadap banyak senyawa tersebut tentunya membutuhkan
waktu, biaya dan sumber daya yang relatif besar. Salah satu pendekatan yang dapat
digunakan untuk mempercepat proses seleksi kandidat senyawa ialah pendekatan in silico.
Pendekatan in silico memungkinkan prediksi karakteristik suatu senyawa
berdasarkan struktur molekulnya (Manojkumar et al., 2024). Analisis penambatan
molekuler dapat digunakan untuk memprediksi afinitas dan pola interaksi antara senyawa
fitokimia dengan protein tertentu yang berperan dalam kehidupan serangga (Abdelli et al.,
2021). Interaksi senyawa fitokimia dengan protein target dapat memberikan gambaran awal
mengenai potensi suatu senyawa sebagai kandidat pengendali O. rhinoceros. Penelitian ini
bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa fitokimia kandidat bioinsektisida terbaik
melalui pendekatan in silico terhadap protein target Oryctes rhinoceros. Pendekatan ini
juga sebagai skrining awal sebelum lanjut ke tahap in vitro.

METODE

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli 2026 di Laboratorium Perlindungan
Tanaman, Program Studi Proteksi Tanaman, Fakultas Pertanian, Universitas Jenderal
Soedirman. Pengujian yang dipakai yaitu in silico dan hanya berfokus pada penambatan
molekuler saja. Seluruh analisis dilakukan menggunakan perangkat komputer dengan
spesifikasi standar penelitian bioinformatika (Ryzen 3 5000, grafis Amda Radeon) dan

akses ke basis data.

Desain Peneltian

Rancangan penelitian ini didesain sebagai studi komputasional (in silico) yang
mengombinasikan penapisan awal profil ADME (Absorption, Distribution, Metabolism.
Excretion), toksisitas terhadap manusia, toksisitas terhadap lingkungan dan penambatan
molekuler (molecular docking) untuk mengevaluasi potensi 10 kandidat senyawa fitokimia
(Tabel 1.). Senyawa yang dievaluasi mencakup Azadirachtin (Azadirachta indica) dan
Rotenone (Derris elliptica) yang telah diuji langsung pada kumbang tanduk; Dillapiole
(Piper aduncum), 12'-Hydroxy-7'-Multijuguinone (Senna multijuga), Squamocin (Annona

squamosa), Clerodin (Clerodendron infortunatum), Eugenol (Syzygium aromaticum), dan
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Diplopterol (Adiantum latifolium) yang telah diuji pada kumbang tanduk namun bukan
menggunakan senyawa murni; serta Citronellal (Cymbopogon nardus) dan d-Limonene
(Citrus sinensis) yang belum pernah diuji pada kumbang tanduk. Sebanyak tiga kandidat
senyawa fitokimia terbaik dipilih dan dilanjutkan penambatan molekuler guna menguji
afinitas pengikatan (kkal/mol) antara ketiga senyawa terpilih tersebut dengan tiga protein
target kumbang tanduk (Oryctes rhinoceros) yang telah terdaftar serta ditinjau secara kurasi

eksperimental (reviewed) di database UniProt, yaitu Defensin, Rhinocerosin, dan

Scarabaecin.

Tabel 1. Kandidat Senyawa Fitokimia

Senyawa

Tanaman

Status

Fungsi

Dillapiole

12'-Hydroxy-7'-
Multijuguinone

Squamocin

Clerodin

Azadirachtin

Piper aduncum

Senna multijuga

Annona
squamosa

Clerodendron
infortunatum

Azadirachta
indica

Sudah diuji pada
kumbang tanduk
namun bukan uji
senyawa murni.

Sudah diuji pada
kumbang tanduk
namun bukan uji
senyawa murni.

Sudah diuji pada
kumbang tanduk
namun bukan uji
senyawa murni.

Sudah diuji pada
kumbang tanduk
namun bukan uji
senyawa murni.

Sudah diuji pada
kumbang tanduk.

Inhibisi asetilkolinesterase (AChE)
mengalami kejang
(hyperexcitation), tremor,
kelumpuhan (paralysis), dan
berujung pada kematian;
menyebabkan peningkatan enzim
esterase (a-EST, B-EST) dan
glutathione-S-transferase pada
organisme target sebagai respons
detoksifikasi (Pereira Filho et al.,
2024).

Racun perut; inhibisi
asetilkolinesterase (AChE)
mengalami kejang
(hyperexcitation), tremor,
kelumpuhan (paralysis), dan
berujung pada kematian (Serrano et
al., 2010).

Menyerang sel-sel epitel usus
tengah (midgut); menyebabkan
sitoplasma sel pencernaan
bervakuola, mikrovili hancur, dan
membran sel lisis; penurunan laju
respirasi yang menyebabkan
knockdown; penghambat makan
(Fiaz et al., 2018).

Sebagai antifeedant; Menyebabkan
gangguan proses spermatogenesis,
baik melalui hambatan mitosis pada
sel germinal atau induksi apoptosis;
gangguan pada sintesis
makromolekul dan homeostasis
energi.(Abbaszadeh et al., 2014;
Sreeletha & Geetha, 2011).

Antifeedant melalui mekanisme
kemoreseptor gustatori, insect
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Senyawa Tanaman

Status

Fungsi

Rotenone Derris elliptica

Eugenol Syzygium

aromaticum

Citronellal Cymbopogon

nardus

d-Limonene Citrus sinensis

Adiantum
latifolium

Diplopterol

Sudah diuji pada
kumbang tanduk.

Sudah diuji pada
kumbang tanduk
namun bukan uji
senyawa murni.

Belum diuji pada
kumbang tanduk.

Belum diuji pada
kumbang tanduk.

Sudah diuji pada
kumbang tanduk
namun bukan uji
senyawa murni.

growth disruptor, sterilan, neuro-
endokrin, induksi apoptosis pada
midgut dan sel reproduksi serta
repelen ovipaosisi (Kilani-Morakchi et
al., 2021).

Racun kontak dan racun perut
berspektrum luas yang
menyebabkan antifeedant,
gangguan metabolisme energi dan
asam amino, penghambatan
biosintesis lemak yang memicu
pengurasan cadangan lipid, serta
kerusakan struktural pada membran
sel (Akbar et al., 2019; Li et al., 2023).

Induksi kematian sel terprogram
(apoptosis) pada serangga melalui
aktivasi enzim caspase-like serta
perubahan morfologi sel seperti
kondensasi dan fragmentasi
kromatin (Fernandes et al., 2020).

Menghambat AChE, penghambat
aktivitas enzim adenosine
triphosphatases (ATPases) dan
repelen (Venancio et al., 2025).

Menganggu sistem saraf yang
memungkinkan terjadinya
knockdown dan menganggu sistem
pernapasan melalui inhalasi (Mursiti
etal., 2019).

Menyebabkan histolisis pada
jaringan usus, menghambat enzim
pencernaan, dan terjadi peningkatan
kadar 20-hydroxyecdysone dalam
hemolimfa sehingga menganggu
proses molting (Kumar et al., 2019)

Analisis Profil ADME

Informasi mengenai senyawa fitokimia untuk mengendalikan kumbang tanduk
(Oryctes rhinoceros) diambil dari berbagai literatur ilmiah. Parameter seperti formula dan
diambil data PubChem NCBI

(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Parameter seperti berat molekul, logP, Ikatan

struktur kimia dari basis
Hidrogen acceptors, rotatable bonds, and kelarutan dalam air diambil dari basis data
SwissADME (http://www.swissadme.ch/) dengan cara menginput SMILES yang diambil
dari basis data PubChem. Parameter tersebut digunakan untuk memenuhi aturan kemiripan

insektisida (pesticide-likeness) dari Hao serta Aturan Lipinski (Chandra et al., 2026).
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Evaluasi sifat fisikokimia dan potensi efikasi senyawa bioinsektisida dilakukan
melalui pendekatan kriteria drug-likeness dan pesticide-likeness. Aturan Lima Lipinski
(Rule of Five) digunakan sebagai panduan mendasar untuk mengevaluasi kelayakan suatu
molekul biologis aktif agar memiliki sifat absorpsi dan permeabilitas membran yang
optimal. Suatu senyawa cenderung memiliki tingkat absorpsi atau permeabilitas membran
yang baik apabila memenuhi kriteria ideal berupa berat molekul > 500 g/mol, jumlah
akseptor ikatan hidrogen > 10, jumlah donor ikatan hidrogen > 5, serta nilai lipofilisitas
LogP > 5 (Lipinski et al., 1997).

Selain aturan Lipinski, aturan Hao digunakan sebagai kriteria penapisan pelengkap
guna menilai kelayakan senyawa sebagai bioinsektisida. Aturan Hao menetapkan syarat
kelayakan insektisida mencakup berat molekul < 435 g/mol, nilai lipofilisitas < 6, jumlah
donor ikatan hidrogen < 2, jumlah akseptor ikatan hidrogen < 6, dan jumlah ikatan terputar
<9 (Hao et al., 2011). Sementara itu, tingkat kelarutan dalam air (water solubility) terbagi
menjadi lima kategori utama, yaitu nilai 0 untuk sangat mudah larut, —0,2 untuk mudah
larut, —0,4 untuk larut, —0,6 untuk sulit larut, hingga nilai —10 yang menunjukkan sifat tidak

larut sama sekali.

Evaluasi Toksisitas terhadap Manusia

Evaluasi potensi toksisitas terhadap manusia dari senyawa fitokimia kandidat
biofungisida dilakukan melalui pendekatan prediksi komputasi atau in silico. Parameter
toksisitas utama yang meliputi nilai dosis mematikan median (LDso), Klasifikasi tingkat
toksisitas, imunotoksisitas, serta sawar darah otak diprediksi menggunakan platform
ProTox 3.0 (https://tox.charite.de/ protox3/). Kategori prediksi toksisitas mengacu pada
kriteria Globally Harmonized System (GHS) yang mengelompokkan senyawa berdasarkan
nilai LDso (mg/kg berat badan) ke dalam enam kelas, yaitu Kelas | (kurang dari atau sama
dengan 5 mg/kg, sangat mematikan), Kelas Il (5 sampai 50 mg/kg, mematikan), Kelas IlI
(50 sampai 300 mg/kg, beracun), Kelas IV (300 sampai 2000 mg/kg, berbahaya), Kelas V
(2000 sampai 5000 mg/kg, mungkin berbahaya), dan Kelas VI (lebih dari 5000 mg/kg,
tidak beracun) (Banerjee et al., 2024). Analisis komplementer mengenai profil keamanan
senyawa diakses melalui basis data Deep-PK (http://www.biosig.lab.ug.edu.au/deeppk/)
untuk memprediksi parameter spesifik seperti toksisitas akut tikus, AMES mutagenesis,
sensitisasi kulit, iritasi saluran pernapasan, serta potensi korosi mata.

Basis data Deep-PK memprediksi nilai toksisitas oral kronis pada tikus serta dosis

toleransi maksimum pada manusia guna melengkapi evaluasi profil keamanan jangka
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panjang dan paparan akut. Evaluasi toksisitas kronis tikus melibatkan penentuan dosis
terendah yang mulai menimbulkan efek samping (Lowest Observed Adverse Effect
Level/LOAEL) dan dosis tertinggi yang tidak menimbulkan efek samping (No Observed
Adverse Effect Level/ NOAEL) setelah paparan jangka panjang. Tingkat keamanan paparan
harian pada manusia ditentukan melalui parameter Maximum Recommended Tolerated
Dose (MRTD) berbasis data klinis, dengan nilai logaritmik MRTD kurang dari atau sama
dengan 0,477 log(mg/kg/hari) mengindikasikan toksisitas rendah dan nilai lebih dari 0,477
log(mg/kg/hari) menandakan toksisitas tinggi. Penilaian bahaya dari paparan jangka
pendek disempurnakan menggunakan uji toksisitas akut berbasis model QSAR yang
divalidasi eksternal dari data hewan uji.

Evaluasi Potensi Dampak Lingkungan

Evaluasi potensi dampak lingkungan dari senyawa fitokimia dilakukan secara in
silico menggunakan platform prediksi berbasis pembelajaran mesin. Parameter
ekotoksisitas akuatik dan terestrial meliputi toksisitas Fathead minnow (FHM),
Tetrahymena pyriformis (TPT), Daphnia magna, unggas, serta lebah madu, disamping
parameter nasib lingkungan berupa biodegradasi dan faktor biokonsentrasi
(Bioconcentration ~ Factor/BCF),  diakses  melalui  basis data  Deep-PK
(http://www.biosig.lab.uq.edu.au/deeppk/). Potensi daya herbisida dianalisis melalui basis
data cropCSM (https://biosig.lab.ug.edu.au/crop_csm/).

Penentuan kategori toksisitas FHM mengklasifikasikan senyawa ke dalam
kelompok toksisitas akut tinggi apabila memiliki nilai LCso lebih besar dari 0,5 mmol/L,
serta kelompok toksisitas akut rendah (low acute FHMT) jika nilai LCso kurang dari atau
sama dengan 0,5 mmol/L. Potensi toksisitas Tetrahymena pyriformis ditentukan
berdasarkan nilai pIGCso (logaritma negatif dari konsentrasi hambatan pertumbuhan 50%),
dengan kriteria nilai lebih besar dari -0,5 dikategorikan sebagai TPT dan nilai kurang dari
atau sama dengan -0,5 dikategorikan sebagai non-TPT. Evaluasi toksisitas Daphnia magna
didasarkan pada mortalitas 50% populasi uji dalam waktu pendedahan 48 jam,
menggunakan nilai LCso yang diekspresikan sebagai -log10[(mg/L)/(1000 x MW)].
Estimasi toksisitas pada unggas merujuk nilai LCso dari basis data PA Ecotox yang
mencakup 17 spesies avia. Klasifikasi biodegradasi senyawa dibagi menjadi aman (mudah
terurai) atau toksik (sulit terurai) berdasarkan ambang nilai kebutuhan oksigen biologis
(Biological Oxygen Demand/BOD). Penilaian akumulasi dalam organisme hidup dilakukan

melalui faktor biodegradasi dengan menghitung rasio konsentrasi senyawa pada jaringan
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biota akibat penyerapan melalui permukaan respirasi air dalam kondisi kesetimbangan
(steady state). Faktor biokonsentrasi yang rendah menunjukkan risiko bioakumulasi yang
rendah. Prediksi aktivitas herbisida dijalankan memanfaatkan model prediktif cropCSM
yang telah dilatih dan divalidasi menggunakan kumpulan data eksperimental lebih dari

4.500 senyawa uji.

Penambatan Molekuler

Berdasarkan evaluasi profil ADME dan toksisitas, sebanyak tiga kandidat senyawa
fitokimia terbaik dipilih untuk dilanjutkan ke tahap penambatan molekuler. Penambatan
molekuler dilakukan menggunakan perangkat lunak PyRx untuk mengetahui afinitas
pengikatan antara senyawa fitokimia dan protein target kumbang tanduk. Afinitas
pengikatan (kkal/mol) dijadikan sebagai indikator utama stabilitas molekuler, di mana nilai
terendah mengindikasikan ikatan yang paling stabil. Seluruh pasangan ligan-reseptor
ditapis guna menjaring kandidat bioinsektisida paling potensial (Benatar et al., 2025).

Konformasi ligan dengan skor energi terbaik diekstraksi menggunakan PyMOL.
Perangkat lunak ini digunakan untuk menyelaraskan struktur (superposition/alignment)
serta menggabungkan posisi ligan dan protein ke dalam satu file kompleks berformat .pdb.
Langkah ini memastikan geometri pengikatan berada pada orientasi yang presisi sebelum
dilakukan pemetaan interaksi atomik.

Hasil ekstraksi PyMOL kemudian dianalisis menggunakan BIOVIA Discovery
Studio Visualizer untuk memetakan interaksi non-kovalen dua dimensi (2D) dan tiga
dimensi (3D) secara spesifik pada tiga kandidat senyawa fitokimia. Analisis difokuskan
pada tipe interaksi dan keterlibatan residu asam amino pada kantung pengikatan. Data
visual ini menjadi bukti kualitatif pendukung nilai afinitas pengikatan kuantitatif, sekaligus
memberikan pemahaman mekanistik mengenai hubungan struktur-aktivitas dalam

mengganggu fungsi fisiologis kumbang tanduk.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Profil ADME Kandidat Senyawa

Berdasarkan parameter berat molekul, d-Limomene tampil sebagai senyawa
dengan ukuran paling kecil (136,23 g/mol) dibandingkan kandidat lain seperti Azadirachtin
(720,71 g/mol). Berat molekul yang rendah pada senyawa monoterpenoid sangat
menguntungkan karena berkorelasi dengan volatilitas tinggi, yang mana sejalan dengan

tinjauan Reis et al. (2016) bahwa monoterpen lebih mudah mencapai sistem
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trakea/pernapasan serangga melalui fase uap. Sifat ini sangat mendukung mekanisme kerja
fumigan d-limomene untuk mengendalikan O. rhinoceros di celah-celah titik tumbuh
pucuk kelapa sawit yang sulit dijangkau kontak langsung.

Dari aspek lipofisilitas (LogP), berbagai kajian menunjukkan bahwa lapisan lilin
kutikula serangga bersigat hidrofobik, sehingga senyawa lipofilik lebih mudah berpartisi
dan menembus lapisan tersebut (Tak & Isman, 2015; Tak & Isman, 2017). Nilai LogP d-
limomene (3,53) berada pada kisaran yang menguntungkan untuk penetrasi kontak.
Relevansi parameter ini diperkuat oleh laporan Mursiti et al. (2019) yang menyebutkan
bahwa d-limomene bekerja mengganggu sistem saraf serangga setelah terjadinya penetrasi
topikal/inhalasi. Kondisi ini lebih ideal dibandingkan senyawa dengan lipofisilitas ekstrem
seperti Diplopterol (LogP 8,04), yang rentanterperangkap secara termodinamika pada
epikutikula. Selain itu, ketiadaan akseptor maupun donor ikatan hidrogen pada d-limomene
memastikan hambatan desolvasi molekul saat berpartisi ke lapisan lipid kutikula menjadi
sangat minimal.

Struktur d-limomene juga memiliki keunggulan pada aspek rigiditas karena hanya
memiliki 1 ikatan berotasi bebas (RB=1). Secara termodinamika, kekakuan struktur ini
menurunkan conformational entropy penalty ketika molekul berikatan dengan target
protein, sehingga berkontribusi pada afinitas pengikatan yang sangat konsisten dan kuat
pada hasil penambatan molekuler. Perpaduan volatilitas tinggi, daya tembus kutikula
optimal, rigiditas struktur pengikatan, dan kemudahan formulasi menjadikannya pilihan

dengan keseimbangan profil ADME paling menguntungkan.
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Tabel 2. Profil ADME Kandidat Senyawa Fitokimia

Senyawa Formula Struktur Kimia Berat Molekul LogP H-Bond H-Bond Rotatable Kelarutan dalam
Fitokimia (g/mol) Donor Acceptor Bond Air
Dillapiole C12H1404 222,24 2,33 0 4 4 —-2,96
o (Larut)
e 0~>
12'-Hydroxy-7'- CigH29NO3 307,43 3,33 2 4 12 -3,03
Multijuguinone (Larut)
o i t .
Squamocin Cs7Hes07 622,92 7,61 3 7 25 —8,05

(Sulit Larut)

434,52 3,04 0 7 6 —4,12
(Cukup Larut)

Clerodin Cz4H3407
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Senyawa Formula Struktur Kimia Berat Molekul LogP H-Bond H-Bond Rotatable Kelarutan dalam
Fitokimia (g/mol) Donor Acceptor Bond Air
Azadirachtin Cas5Ha4016 720,71 0,37 3 16 10 —4,34
(Cukup Larut)
Rotenone Ca3H2206 394,42 3,53 0 6 3 4,98
(Cukup Larut)
Eugenol C10H1202 164.20 2,22 1 2 3 —-2,46
o (Larut)
Citronellal C1oH180 154.25 3,05 0 1 5 —2,88
(Larut)
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Senyawa Formula Struktur Kimia Berat Molekul LogP H-Bond H-Bond Rotatable Kelarutan dalam
Fitokimia (g/mol) Donor Acceptor Bond Air
d-Limonene CioH1s 136,23 3,53 0 0 1 -3,50
(Larut)
Diplopterol CsoH520 428,73 8,04 1 1 1 —8,66

(Sulit Larut)
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Tabel 3. Toksisitas Kandidat Senyawa Fitokimia terhadap Manusia dan Mamalia

Senyawa Prediksi Prediksi Imunotoksisi ~ Sawar  Toksisitas  Toksisitas AMES  Sensitisasi Gangguan Dosis Korosi
Fitokimia LDso Toksisitas tas Darah- Akut Oral Kronis  Mutagenesi Kulit Sistem Toleransi Mata
(mg/kg_bw)  Kelas Otak Tikus Tikus S Pernapasan Maksimum
(SDO) (pLDso,  (mg/kg_bb/h (mg/Kg/hari
mol/kg) ari) )
Dillapiole 1000 4 Toksik Toksik 2,26 1,48 Aman Toksik Aman 0,77 Aman
12°- 650 4 Aman Toksik 2,05 2,23 Aman Toksik Aman 11 Aman
Hydroxy-7’-
Multijuguino
ne
Squamocin 11210 6 Toksik Toksik 3,08 2,51 Aman Toksik Toksik -2,84 Aman
Clerodin 2000 4 Toksik Toksik 3,58 1,68 Toksik Toksik Toksik 0,29 Aman
Azadirachtin 2000 4 Toksik Aman 5,38 3,17 Aman Aman Toksik 0,55 Aman
Rotenone 3 1 Toksik Toksik 3,67 1,81 Aman Aman Aman 0,09 Aman
Eugenol 1930 4 Aman Toksik 2,06 2,19 Aman Toksik Aman 0,54 Toksik
Citronellal 2420 5 Aman Toksik 1,54 1,47 Aman Toksik Toksik 0,71 Toksik
d-Limonene 4400 5 Aman Toksik 1,54 1,76 Aman Toksik Aman 0,01 Toksik
Diplopterol 500 4 Toksik Toksik 2,29 1,59 Aman Toksik Toksik 2,2 Aman
Tabel 4. Toksisitas Kandidat Senyawa Fitokimia terhadap Ekotoksikologis dan Lingkungan
Senyawa Fitokimia Burung Lebah Daphnia Tetrahymena Fathead Biodegradasi Faktor Aktivitas
maga pyriformis minnow Biokonsentrasi Herbisida
(pLC50, (p1GC50,ug/L) (mol/L) (L/kg)
mg/L)

Dillapiole Aman Toksik 7,2 3,91 4,36 Aman 1,73 No
12'-Hydroxy-7'- Aman Toksik 4,57 40 3,92 Aman 0,86 No
Multijuguinone

Squamocin Toksik Toksik 4,97 -33788,71 57,74 Toksik -2,0 No

Clerodin Aman Toksik 5,64 -67,33 3,92 Aman 0,1 No

Azadirachtin Aman Toksik 5,94 —912778,25 1160,12 Aman -9,12 No

Rotenone Aman Toksik 7,87 —34,89 5,08 Aman 1,19 No
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Senyawa Fitokimia ~ Burung Lebah Daphnia Tetrahymena Fathead Biodegradasi Faktor Aktivitas
maga pyriformis minnow Biokonsentrasi Herbisida
(pLC50, (pIGC50,ug/L) (mol/L) (L/kg)
mg/L)
Eugenol Aman Aman 5,53 3,65 3,98 Toksik 1,02 No
Citronellal Aman Toksik 5,12 2,77 4,04 Toksik 0,94 No
d-Limonene Aman Toksik 5,02 1,47 3,93 Aman 2,27 No
Diplopterol Aman Toksik 6,14 —35,23 3,88 Aman 0,73 No
Tabel 5. Penambatan molekuler pada tiga kandidat senyawa terpilih
Senyawa Protein Target Afinitas Kategori Tipe Situs Interaksi Dari Kimia Ke Kimia
Pengikatan
Citronellal Defensin -3,9 Hidrofobik Pi-Sigma PHE4 C-H Pi-Orbitals
Alkil ARG3, VALSG, ILE10 Alkil Alkil
Pi-Alkil PHE7 Pi-Orbitals Alkil
Rhinocerosin =51 Hidrofobik Pi-Sigma TYR114 C-H Pi-Orbitals
Alkil VAL116, VAL 7, Alkil Alkil
ILE11, LEU4
Pi-Alkil PHES, TYR114, Pi-Orbitals Alkil
TYR140
Scarabaecin -4,3 Ikatan Hidrogen  Ikatan Hidrogen TYR16:0H H-Donor H-Acceptor
Hidrofobik Pi-Sigma PHE19 C-H Pi-Orbitals
Alkil LEUI5 Alkil Alkil
Pi-Alkil TYR16, PHE19, Pi-Orbitals Alkil
PHE20
d-Limonene Defensin -4.3 Hidrofobik Pi-Sigma PHE7 C-H Pi-Orbitals
Alkil ARG3 Alkil Alkil
Pi-Alkil PHE7 Pi-Orbitals Alkil
Rhinocerosin —5,7 Hidrofobik Alkil LEU4, VAL116, Alkil Alkil
ILE11
Pi-Alkil TYRE114, TYR140, Pi-Orbitals Alkil
PHES
Scarabaecin 5,3 Hidrofobik Alkil LEU15 Alkil Alkil

841



Prosiding Seminar Nasional Penelitian dan Pengabdian Masyarakat Politeknik LPP Yogyakarta

Yogyakarta, 9 September 2026

e ISSN : 3164-6069

Senyawa Protein Target Kategori Tipe Situs Interaksi Dari Kimia Ke Kimia
Pi-Alkil TYR16, PHE19, Pi-Orbitals Alkil
PHE20
Eugenol Hidrofobik Pi-Pi Stacked PHE7 Pi-Orbitals Pi-Orbitals
Pi-Alkil PHE7 Pi-Orbitals Alkil
Rhinocerosin Hidrofobik Pi-Sigma LEU4:CDI C-H Pi-Orbitals
Pi-Pi Stacked TYR114 Pi-Orbitals Pi-Orbitals
Alkil VAL116, VALY Alkil Alkil
Pi-Alkil VAL116, PHES Pi-Orbitals Alkil
Hidrofobik Pi-Pi Stacked TYR16 Pi-Orbitals Pi-Orbitals
Pi-Pi T-shaped PHE19 Pi-Orbitals Pi-Orbitals
Alkil LEU15 Alkil Alkil
Pi-Alkil PHE19 Pi-Orbitals Alkil
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Potensi Toksisitas terhadap Manusia dan Mamalia

Berdasarkan Tabel 3, pada parameter prediksi LDsp oral akut, Squamocin
menunjukkan nilai terbaik yaitu 11210 mg/kg_bb, sementara Rotenone memiliki nilai
terburuk dengan angka 3 mg/kg_bb. Urutan tersebut sesuai dengan Prediksi Toksisitas
Kelas, di mana Squamocin berada di kelas terbaik (Kelas 6) dan Rotenone di kelas terburuk
(Kelas 1), sedangkan d-Limonene dan Citronellal berada di tingkat aman yaitu Kelas 5.
Dalam parameter Imunotoksisitas, sebagian besar senyawa termasuk dalam kategori aman,
antara lain d-Limonene, Eugenol, dan Citronellal. Senyawa Clerodin, Azadirachtin,
Rotenone, dan Diplopterol menunjukkan hasil yang paling buruk karena bersifat toksik.
Penilaian Sawar Darah-Otak (SDO) menyatakan bahwa Azadirachtin adalah satu-satunya
senyawa yang diprediksi aman atau tidak menembus SDO, sedangkan sembilan senyawa
lainnya menyatakan tidak aman karena mampu menembus sistem saraf pusat. Untuk
toksisitas akut pada tikus (pLDso), d-Limonene dan Citronellal memiliki nilai terbaik, yaitu
paling tidak toksik dengan kadar 1,54 mol/kg, sedangkan Azadirachtin memiliki nilai
terburuk yaitu 5,38 mol/kg. Dalam hal toksisitas oral kronis pada tikus, Azadirachtin
menunjukkan toleransi tertinggi yaitu 3.17 mg per kilogram berat badan per hari,
sedangkan Citronellal memiliki toleransi terendah yaitu 1.47 mg per kilogram berat badan
per hari. Dalam parameter uji mutagenesis AMES, sembilan senyawa terbukti tidak
berbahaya secara mutagenik, sedangkan senyawa Clerodin diduga berpotensi toksik atau
mutagenik.

Parameter Sensitisasi Kulit menunjukkan bahwa Azadirachtin dan Rotenone
merupakan senyawa yang terbaik karena tidak memicu sensitivitas, sedangkan delapan
senyawa lainnya menunjukkan hasil toksik/mengiritasi kulit. Pada parameter Gangguan
Sistem Pernapasan, d-Limonene, Eugenol, Dillapiole, 12'-Hydroxy-7'-Multijuguinone, dan
Rotenone terbukti paling aman, sementara Citronellal, Squamocin, Clerodin, Azadirachtin,
dan Diplopterol bersifat toksik terhadap saluran pernapasan. Penilaian Dosis Toleransi
Maksimum (MTD) menunjukkan Diplopterol sebagai yang terbaik (2.2 mg/kg/hari) dan
Squamocin sebagai yang terburuk (—2.84 mg/kg/hari), di mana d-Limonene mencatatkan
MTD vyang relatif rendah (0.01 mg/kg/day). Pada parameter Korosi Mata, kelompok
senyawa makromolekul dan kompleks seperti Squamocin, Azadirachtin, dan Rotenone
terbukti aman, sedangkan d-Limonene, Eugenol, dan Citronellal bersifat toksik/korosif.

Secara komparatif, Eugenol menjadi senyawa unik karena aman pada sistem imun dan
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pernapasan, serta aman secara bersamaan bagi organisme non-target seperti burung dan
lebah.

Penilaian kelayakan senyawa makromolekul dan diterpenoid/triterpenoid
menunjukkan bahwa Azadirachtin, Clerodin, Squamocin, Rotenone, dan Diplopterol
terbukti tidak layak dipakai sebagai agen biologis berprofil ideal. Azadirachtin memiliki
kelebihan berupa LDggkronis yang tinggi serta aman dari sensitisasi kulit, namun
kekurangannya terletak pada sifat imunotoksik, toksisitas pernapasan, serta pLDso akut
yang sangat tinggi (5.38 mol/kg). Clerodin sangat tidak layak dipakai karena menunjukkan
profil toksisitas terburuk pada hampir seluruh parameter, termasuk bersifat mutagenik dan
imunotoksik. Squamocin memiliki kelebihan LDsyo0ral akut yang sangat tinggi, namun
kelemahannya fatal pada parameter imunotoksisitas, iritasi pernapasan, dan nilai MTD
yang negatif (—2.84 mg/kg/hari). Rotenone terbukti paling tidak layak karena memiliki
tingkat toksisitas akut yang ekstrim (LDso 3 mg/kg_bb) dan bahaya imunotoksik.
Diplopterol juga dinyatakan tidak layak dipakai karena berstatus tidak aman pada organ
pernapasan, sistem kekebalan tubuh, serta berpotensi menembus SDO.

Penilaian kelompok senyawa alilbenzena dan monoterpena menempatkan
Dillapiole dan 12'-Hydroxy-7'-Multijuguinone pada tingkat kurang layak, sementara
Eugenol, Citronellal, dan d-Limonene terbukti sangat potensial. Dillapiole aman pada
saluran napas dan mata, tetapi kekurangannya pada sifat imunotoksik serta sensitisasi kulit
membatasi kelayakannya. 12'-Hydroxy-7'-Multijuguinone memiliki profil imunologis dan
pernapasan yang aman, tetapi berpotensi memicu sensitisasi kulit serta penetrasi SDO.
Eugenol sangat layak dipakai karena aman dari imunotoksisitas, gangguan pernapasan, dan
AMES mutagenesis, dengan keunggulan ekotoksikologi utama berupa keamanan pada
burung dan lebah. Penelitian yang dilakukan oleh Rolanda et al. (2024) juga menyatakan
bahwa senyawa eugenol memiliki aroma yang khas dan digunakan sebagai bioinsektisida.
Citronellal tergolong layak dengan LDsgtinggi (Kelas 5) dan non-imunotoksik, meskipun
memiliki kelemahan pada korosi mata dan iritasi pernapasan. d-Limonene menonjol
sebagai senyawa paling layak dipakai karena memiliki kombinasi LDs akut yang sangat
aman (Kelas 5, 4400 mg/kg_bw), pLDs, akut terendah (1.54 mol/kg), bebas
imunotoksisitas, non-mutagenik, dan aman bagi saluran pernapasan.

Keunggulan d-Limonene dari segi parameter LDso Kelas Toksisitas 5, pLDso akut,
serta ketiadaan imunotoksisitas maupun gangguan pernapasan. Hambatan fisikokimia
seperti potensi sensitisasi kulit, korosi mata, dan penetrasi SDO pada d-Limonene

merupakan karakteristik umum monoterpena yang dapat dimitigasi melalui formulasi
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emulsi terdispersi atau enkapsulasi berbasis teknologi bioinsektisida. Keamanan hayati
yang tinggi ini menunjukkan bahwa penggunaan d-Limonene sebagai bioinsektisida tidak
akan membahayakan aplikator maupun ekosistem perkebunan kelapa sawit. Pernyataan ini
didukung oleh penelitian yang dilakukan Qasim et al. (2024) yang menyatakan bahwa
senyawa monoterpena seperti d-Limonene berpotensi dikembangkan sebagai kandidat
bioinsektisida karena dapat mengganggu sistem olfaktori dan target saraf serangga,

sehingga mendukung kajian efikasi in silico d-Limonene terhadap O. rhinoceros.

Potensi Dampak Ekotoksikologis dan Lingkungan

Studi ekotoksikologis dan lingkungan secara in silico berfungsi untuk menilai
kelayakan senyawa fitokimia sebagai insektisida sebelum pengujian in vivo. Sepuluh
kandidat senyawa fitokimia akan dinilai kelayakannya berdasarkan parameter pada Tabel
4. Eugenol menjadi satu-satunya senyawa fitokimia yang aman terhadap burung dan lebah,
tidak seperti kesembilan senyawa fitokimia lainnya. Di sisi lain, Eugenol dilaporkan dapat
menekan aktivitas enzim esterase dan asetilkolinesterase pada lebah (Apis mellifera) jika
terkena kontak langsung sehingga perlu perlakuan khusus (Caren et al., 2025).

Pada organisme akuatik, nilai pLCso Daphnia magna yang relatif rendah yaitu 12’-
Hydroxy-7’-Multijuguinone (4,57) dan Squamocin (4,97) relatif paling rendah pada skala
ini meski nilainya masih tergolong tinggi. Hal ini berbanding terbalik dengan Rotenone
(7,87) yang memiliki nilai pLCso paling tinggi, yang artinya paling toksik. Rotenone juga
menunjukkan mortalitas 100% pada berbagai konsentrasi rendah terhadap zooplankton
seperti Daphnia pulex (Dalu et al., 2015). Nilai pIGCso Tetrahymena pyriformis pada setiap
senyawa bervariasi, namun tidak ada satupun senyawa yang dikategorikan aman. Clerodin
(—67,33) dan Diplopterol (—35,23) termasuk nilai moderat, yang secara proporsional dapat
dipertimbangkan.

Pada biodegradasi, d-Limonene dikategorikan aman atau mudah terurai, yang
artinya karakteristik sangat dibutuhkan dalam pembuatan insektisida ramah lingkungan.
Selain itu, senyawa d-Limonene dilaporkan dapat menghambat patogen seperti Pyricularia
oryzae, Rhizoctonia solani, Colletortrichum gloeosporiodes, and Phomopsis amygdali
(Feng et al., 2020). Faktor biokonsentrasi yang rendah menegaskan bahwa persistensi
lingkungan yang rendah pada insektisida sehingga meminimalkan risiko bioakumulasi dan
kontaminasi badan air. Pengecualian jika nilainya minus seperti Azadirachtin (-9,12) dan
Squamocin (—2,0) yang diindikasikan memiliki toksisitas yang tinggi. Semua senyawa

fitokimia diprediksi tidak memiliki aktivitas herbisida.
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Berdasarkan evaluasi tersebut, hasil menunjukkan bahwa Eugenol, Citronellal dan
d-Limonene sebagai kandidat dengan toksisitas yang relatif aman pada hampir seluruh
parameter. Squamocin, Azadirachtin dan Rotenone meskipun berpotensi efektif sebagai
insektisida namun membawa risiko terhadap organisme non target yang lebih tinggi.
Temuan Sacco et al. (2025), menemukan bahwa Azadirachtin memiliki efek letal dan
subletal pada berbagai organisme akuatik akibat paparan akut maupun kronis. Meskipun
Azadirachtin sudah dikenal sebagai insektisida ramah lingkungan karena cepat terdegradasi
di tanah, namun dengan adanya temuan ini perlu adanya mitigasi secara khusus guna

meminimalisir hal tersebut.

Penambatan Molekuler

Simulasi penambatan molekuler (molecular docking) terhadap tiga senyawa
fitokimia utama, yaitu d-Limonene, Eugenol, dan Citronellal menunjukkan afinitas
pengikatan yang bervariasi terhadap tiga protein target, yakni Defensin, Rhinocerosin, dan
Scarabaedin (Tabel 5). Nilai afinitas pengikatan mencerminkan tingkat stabilitas
termodinamika kompleks ligan-protein, di mana skor yang lebih kuat dan stabil, Analisis
komparatif menunjukkan bahwa d-Limonene mecatatka afinitas pengikatan terkuat secara
konsisten di ketiga makromolekuler target. Energi pengikatan d-Limonene bernilai -4,3
kkal/mol pada Defensin, -5,7 kkal/mol pada Rhinocerosin, dan -5,3 kkal/mol pada
Scarabaecin. Keunggulan termodinamika tertinggi d-Limonene teramati pada protein
Rhinocerosin melalui pembentukan geometri pengikatan yang sangat presisi di dalam
kantong hidrofobik. Interaksi pada Rhinocerosin berlangsung murni melalui jenis interaksi
Alkil dan Pi-Alkil yang melibatkan residu-residu non-polar utama, meliputi LEUA4,
VAL116, ILE1l, TYR114, TYR140, dan PHEQ8. Konsistensi nilai afinitas tinggi pada
ketiga protein target menjadikan d-Limonene sebagai kandidat paling prospektif tanpa
menunjukkan kelemahan signifikan pada salah satu target spesifik.

Eugenol merupakan kualitas dan kekayaan jenis interaksi molekuler paling
beragam di antara seluruh senyawa yang diuji. Nilai afinitas pengikatan Eugenol tercatat
sebesar -3,7 kkal/mol pada Defensin, -5,5 kkal/mol pada Rhinocerosin, dan -4,5 kkal/mol
pada Scarabaecin. Penurunan nilai afinitas Eugenol pada Defensin dikompensasi secara
signifikan oleh kemampuannya membentuk ragam tipe interaksi yang sangat kaya.
Kehadiran interaksi aromatik spesifik seperti Pi-Pi Stacked dan Pi-Pi T-Shaped pada
Rhinocerosin (-5,5 kkal/mol) dan Scarabaecin (-,5 kkal/mol) mencerminkan tumpang

tindih cincin fenol yang sangat stabil secara termodinamika. Interaksi Pi-Pi Stacked dengan
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residu TYR114 pada Rhinocerosin memperkuat orientasi molekul di pusat katalitik.
Kekayaan tipe interaksi ini mengindikasikan bahwa Eugenol berikatan melalui mekanisme
yang lebih spesifik dan selektif, sehingga sangat menguntungkan dalam menekan risiko
ikatan non-spesifik (off-target binding) pada sistem biologis.

Struktural dari Citronellal memiliki keistimewaan struktural berupa kemampuan
membentuk ikatan hidrogen konvensional secara spesifik. Data penambatan mencatatkan
nilai afinitas pengikatan Citronellal sebesar -3,9 kkal/mol pada Defensin, -5,1 kkal/mol
pada Rhinocerosin, dan -4,3 kkal/mol pada Scarabaecin. Pembentukan ikatan hidrogen ini
merupakan temuan kritis mengingat ikatan hidrogen memiliki sifat terarah, spesifik, dan
memerlukan energi disosiasi yang lebih tinggi dibandingkan interaksi hidrofobik murni.
Ikatan hidrogen yang terbentuk memberikan nilai tambah berupa selektivitas tinggi yang
tidak dimiliki oleh d-Limonene maupun Eugenol pada situs aktif Scarabaecin.

Berdasarkan data simulasi penambatan molekuler seluruh kombinasi ligan dan
protein target menghasilkan nilai energi bebas pengikatan bernilai negatif yang berkisar
antara —3,7 kkal/mol hingga -5,7 kkal/mol. Nilai kuantitatif negatif yang dihasilkan
menandakan bahwa pembentukan kompleks yang terbentuk antara senyawa metabolit
sekunder tumbuhan dengan peptida imun O. rhinoceros terjadi secara spontan dan memiliki
stabilitas termodinamika dalam kondisi kesetimbangan simulasi. Perbedaan energi
menggambarkan tingkat kompatibilitas konformasi molekuler, binding pocket, serta
distribusi gaya antar-molekul di dalam situs aktif target.

Analisis komparatif terhadap makromolekul target menunjukkan bahwa protein
Rhinocerosin secara universal merupakan reseptor yang paling responsif dan memiliki
afinitas pengikatan tertinggi terhadap ketiga senyawa uji. Stabilitas kompleks paling
optimal dicapai pada pasangan d-Limonene-Rhinocerosin dengan nilai —5,7 kkal/mol yang
diikuti oleh Eugenol-Rhinocerosin dengan nilai -5,5 kkal/mol, serta Citronellal-
Rhinocerosin dengan —5,1 kkal/mol. Peringkat stabilitas termodinamika kedua ditempati
oleh Scarabaecin yang mencatatkan nilai energi pengikatan intermediet pada rentang -4,3
kkal/mol hingga —5,3 kkal/mol hingga —5,3 kkal/mol. Protein Defensin secara konsisten
menunjukkan nilai afinitas terkecil melintasi seluruh ligan dengan kisaran energi bebas
hanya —3,7 kkal/mol hingga —4,3 kkal/mol.

d-Limonene terbukti sebagai kandidat fitokimia terbaik secara keseluruhan
berdasarkan konsistensi afinitas pengikatan yang kuat pada ketiga protein target. Defensin
(-4,3 kkal/mol), Scarabaecin (5,3 kkal/mol), dan Rhinocerosin (-5,7 kkal/mol).

Rhinocerosin memiliki stabilitas kompleks yang dipacu secara murni oleh kontibusi
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interaksi hidrofobik tipe AlKil dan Pi-Alkil yang melingkupi residu LEU4, VAL116,
ILE11, TYR114, TYR140, dan PHE8. Keunggulan yang dimiliki d-Limonene terletak pada
ketiadaan target yag efektif secara universal pada semua protein target.

Eugenol mencatatkan afinitas terendah pada protein Defensin yaitu —3,7 kkal/mol,
Eugenol mengompensasinya melalui kualitas dan variasi interaksi molekuler yang paling
kaya dibandingkan senyawa lainnya. Senyawa fenilpropanoid akan membentuk kombinasi
interaksi hidrofobik yang sangat beragam, seperti Pi-Sigma, AlKil, Pi-Alkil, serta interaksi
aromatik spesifik berupa Pi-Pi Stacked dan Pi-Pi T-Shaped pada Rhimocerosin (-5,5
kkal/mol) dan Scarabaecin (—4,5 kkal/mol). Interaksi Pi-Pi Stacked yang terbentuk bersama
residu TYR114 pada Rhinocerosin serta TYR16 pada Scarabaecin mencerminkan adanya
overlapping elektron yang sangat stabil secara termodinamika. Keberagaman tipe interaksi
yang terjadi mengindikasikan bahwa Eugenol berikatan melalui mekanisme konformasi
yang presisi, selektif, dan rigid, yang memberikan keuntungan signifikan dalam
meminimalkan potensi pengikatan di luar target.

Citronellal memiliki struktural yang tidak dimiliki oleh d-Limonene maupun
Eugenol, Citronellal memiliki kemampuan membentuk ikatan hidrogen konvensional
dengan residu TYR16:0H pada protein Scarabaecin. Gugus karbonil aldehida pada
Citronellal bertindak sebagai H-accpetor yang menangkap H-donor dari gugus hidroksil
rantai samping TYR16. Ikatan hidrogen yang terbentuk bersifat mengarah, spesifik, dan
membutuhkan energi aktivasi yang lebih tinggi untuk terputus dibandingkan interaksi
hidrofobik non-arah. Nilai energi bebas pengikatan total Citronellal tidak selalu menjadi
yang tertinggi, Defensin (=3,9 kkal/mol), Rhinocerosin (5,1 kkal/mol), dan Scarabaecin
(-4,3 kkal/mol), pembentukan ikatan hidrogen tunggal memberikan nilai tambah berupa
penjangkaran konformasi dan selektivitas target yang sangat kuat pada situs aktif

Scarabaecin.
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Gambar 1. Visualisasi senyawa fitokimia

Visualisasi dan analisis pemetaan residu asam amino mengungkapkan bahwa gaya
hidrofobik (Hidrofobik interactions) bertindak sebagai pendorong utama (main driving
force) dalam memfasilitasi penstabilan kompleks protein-ligan. Binding pocket pada
Rhinocerosin dan Scarabaecin kaya akan residu asam amino aromatik serta rantai samping
alifatik non-polar yang memberikan lingkungan lipofilik ideal untuk mengikat kerangka
karbon monoterpen dan fenilpropanoid. Makromolekul Rhinocerosin (142 asam amino),
tingkat stabilitas yang tinggi didukung oleh keberadaan kluster asam amino aromatik
TYR114, TYR140, dan PHES yang dikombinasikan dengan residu alifatik LEU4, VAL?7,
ILE11, dan VAL116 Senyawa d-Limonene menempati kavitas secara presisi melalui
pembentukan ikatan Alkil dengan LEU4, VAL116, dan ILE11, serta jaringan interaksi Pi-
Alkil intensif dengan TYR114, TYR140, dan PHES8. Eugenol memanfaatkan cincin
benzena aromatiknya untuk membentuk kontribusi interaksi Pi-Pi Stacked langsung
dengan TYR114, ikatan Pi-Sigma dengan LEU4:CD1 serta ikatan Alkil dengan Pi-Alkil
bersama VAL116, VAL7, dan PHES. Citronellal sebagai molekul rantai terbuka yang lebih
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fleksibel membentuk ikatan Pi-Sigma pada TYR114 serta deretan ikatan Alkil yang luas
mencakup VAL116, VAL7, ILE11, dan LEUA4.

Peptida Scarabaecin (66 asam amino), saku pengikatan didominasi oleh residu
aromatik TYR16, PHE19, PHE20, dan residu alifatik LEU15, meskipun Citronellal
membentuk ikatan hidrogen konvensional pada TYR16:0H, nilai energi bebas pengikatan
total Citronellal-Scarabaecin (-5,3 kkal/mol) membuktikan bahwa kerapatan interaksi
hidrofobik d-Limonene yang melibatkan Pi-Alkil pada kluster aromatik TYR16, PHE19,
PHE20, dan Alkil pada LEU15 memberikan kontribusi penstabilan total yang lebih
dominan daripada satu ikatan hidrogen tunggal. Eugenol pada Scarabaecin memperlihatkan
variasi interaksi, meliputi Pi-Pi Stacked dengan TYRL16, Pi-Pi T-Shaped dengan PHE19,
serta Pi-Alkil dengan PHE19 dan LEU15.

Binding pocket pada peptida Defensin (79 asam amino) lebih dangkal dan kurang
fleksibel dalam menampung molekul ligan. Interaksi pada Defensin terkontaminasi pada
residu PHE7, ARG3, PHE4, VALSG, dan ILE10. Senyawa d-Limonene dan Citronellal sama
sama berinteraksi dengan residu bermuatan positif ARG3 melalui ikatan Alkil serta residu
tunggal (PHE7) yang menjelaskan mengapa kompleks Eugenol-Defensin memiliki afinitas
terendah yaitu —3,7 kkal/mol.

KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan penapisan in silico, d-Limonene terbukti sebagai kandidat
bioinsektisida terbaik untuk Oryctes rhinoceros karena memiliki ukuran molekul ideal,
sifat lipofilik yang mendukung penetrasi kutikula, serta afinitas pengikatan paling kuat dan
konsisten pada seluruh protein target (Rhinocerosin, Scarabaecin, dan Defensin) dengan
profil keamanan yang relatif aman bagi mamalia dan lingkungan. Oleh karena itu,
disarankan untuk melanjutkan penelitian ke tahap simulasi dinamika molekuler untuk diuji
kestabilan kompleksnya serta uji validasi bioassay (in vitro dan in vivo) pada larva serta
imago O. rhinoceros, dikembangkan dalam sistem formulasi terenkapsulasi untuk menjaga

stabilitas volatilitasnya di lapangan.
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