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Abstrak

Proses penuaan pada manusia atau sengatan matahari dapat menyebabkan
timbulnya noda coklat pada kulit manusia. Noda coklat pada kulit ditimbulkan oleh
pembentukan melanin yang berlebihan. Melanin merupakan pigmen warna coklat hasil
reaksi L-tirosin dengan enzim tirosinase membentuk dopakuinon yang dapat dipolimerisasi
langsung menjadi melanin. Dewasa ini banyak beredar krim pemutih kulit yang belum
terjamin keamanannya, karena mengandung bahan kimia yang berbahaya bagi tubuh
manusia. Melalui penelitian ini akan dipelajari mengenai eksplorasi bahan alam yang dapat
mencegah proses hiperpigmentasi kulit, melalui pencarian senyawa bioaktif yang dapat
berperan menghambat reaksi tirosin-tirosinase dari tanaman Artocarpus Sp. Metode yang
dilakukan adalah ekstraksi kulit batang Artocarpus Sp. menggunakan pelarut metanol,
dilanjutkan studi inhibisi reaksi tirosin-tirosinase dengan teknik spektroskopi ultra violet
(UV). Hasil yang didapat dari penelitian ini adalah ekstrak metanol kulit batang Artocarpus
heterophyllus memiliki daya inhisi terbaik dibandingkan 2 spesies lainnya dengan ICsy =
103,29 pg/mL.
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PENDAHULUAN

Proses penuaan pada manusia atau sengatan matahari dapat menyebabkan
timbulnya noda coklat pada kulit manusia. Noda coklat pada kulit ditimbulkan oleh
pembentukan melanin yang berlebihan. Melanin merupakan pigmen warna coklat
yang dapat melindungi jaringan kulit dari penghamburan sinar ultra violet. Jika
jumlah melanin terbentuk berlebihan akan dapat menimbulkan hiperpigmentasi.
Pada manusia proses pembentukan melanin dapat terjadi dengan bantuan biokatalis
(enzim) dan sinar UV yang terdapat dalam matahari. Biokatalis yang berperan
dalam reaksi pencoklatan ini adalah tirosinase, yang ditemukan pada hewan,
tumbuhan dan manusia. Menurut Chang dkk. (2005), enzim ini mengkatalisis dua
reaksi utama dalam biosintesis melanin, yaitu hidroksilasi L-tirosin menjadi L-dopa
dan oksidasi L-dopa menjadi dopakuinon. Senyawa dopakuinon mempunyai
kereaktifan yang sangat tinggi dan dapat dipolimerisasi secara spontan membentuk
melanin.

Adanya inhibitor tirosinase akan menghambat reaksi pencoklatan atau
pembentukan melanin. Berbagai inhibitor tirosinase telah banyak ditemukan dalam



bahan kosmetik sebagai pencegah hiperpigmentasi, diantaranya adalah asam
askorbat, arbutin, cojic acid, merkuri dan hidrokuinon. Dari beberapa senyawa
tersebut, cojic acid memiliki efek inhibisi dan kestabilan paling besar dalam
produk kosmetik, namun menurut Miyazawa dan Tamura (2006) cojic acid bersifat
karsinogenik.

Selain cojic acid, keberadaan senyawa merkuri dan hidrokuinon dalam
kosmetik juga berbahaya, karena beberapa penelitian menunjukkan bahwa merkuri
bersifat toksik yaitu membahayakan kulit, dan dapat menyebabkan kulit berwarna
coklat keabu-abuan. Begitu pula senyawa hidrokuinon terbukti bersifat
karsinogenik, sehingga berbahaya jika digunakan sebagai bahan kosmetik.
Berdasarkan hal itu maka sangat perlu dihasilkan bahan pemutih kulit lain yang
bersifat alami. Bahan tersebut diduga terdapat pada kulit batang A. heterophyllus
yang banyak ditemukan di Indonesia. Menurut Shimizu, dkk. (1998) senyawa
isoartocarpesin dari ekstrak inti kayu Artocarpus incisus memiliki aktifitas inhibisi
yang sama kuat dengan cojic acid. Sementara itu penelitian yang dilakukan oleh
Arung, dkk.(2003) menunjukkan bahwa senyawa bioaktif (artocarpanon) tanaman
A. heterophyllus berpotensi sebagai inhibitor tirosinase dalam reaksi tirosin-
tirosinase pada proses pencoklatan kulit. Mengingat di Indonesia tanaman
Artocarpus ditemukan dalam berbagai spesies,seperti A. communis (kluwih), A.
heteropyllus (nangka) dan A. altilis (sukun), maka pada penelitian ini akan diteliti
mengenai jenis spesies Artocarpus apakah yang mempunyai aktivitas inhibisi
tirosinase paling baik dan bagaimanakah aktifitas inhibisi ekstrak Artocarpus
terpilih terhadap laju reaksi tirosin-tirosinase?.

METODOLOGI
Penelitian ini terdiri dari tiga tahapan, yaitu:
1. Preparasi sampel dan identifikasi golongan dari ekstrak Artocarpus.

a. Tahap Preparasi, meliputi pengeringan dan penggilingan kulit batang
Artocarpus heterophyllus, Artocarpus altilis dan Artocarpus communis.

b. Tahap Ekstraksi, meliputi maserasi serbuk kulit batang ketiga jenis Artocarpus
menggunakan metanol, kemudian diuapkan secara vakum hingga didapat
ekstrak metanol.

c. ldentifikasi kandungan flavonoid.

Ekstrak kental hasil maserasi dilarutkan dalam 1 mL metanol, kemudian
ditambahkan 1 gram serbuk Magnesium dan 10 mL HCI pekat. Jika larutan
menimbulkan warna kuning menunjukkan adanya flavonoid.



2. Penentuan jenis Artocarpus yang berpotensi sebagai inhibitor
tirosinase.

a. Tahap Pengujian, meliputi uji pendahuluan (tirosinase dengan L-tirosin) dan uji
inhibisi tirosinase dengan penambahan ekstrak metanol kulit batang ketiga jenis
Artocarpus.

b. Tahap pengukuran, meliputi pengukuran absorbansi larutan uji dengan
menggunakan alat Spektrofotometer VIS (475 nm). Absorbansi yang terukur
merupakan absorbansi pembentukan produk (dopakrom). Dari pengukuran
absorbansi ini maka dapat dihitung persentase aktivitas inhibisi tirosinase
berdasarkan Chang dkk. (2005) dengan rumus sebagai berikut:

% Inhibisi tirosinase = [(A-B)/A] x 100

A adalah Absorbansi tanpa penambahan inhibor (larutan buffer fosfat 0,1 M,
larutan L-tirosin, dimetil sulfoksida (DMSOQ), larutan tirosinase) dan B adalah
Absorbansi dengan penambahan inhibitor (larutan buffer fosfat 0,1 M, larutan
L-tirosin, larutan sampel dan larutan tirosinase).

d. Tahap Uji Aktivitas Inhibisi Tirosinase

Uji inhibisi tirosinase dilakukan berdasarkan metode Miyazawa dan Tamura
(2006) dengan modifikasi tertentu. Sebanyak 660 pL buffer fosfat 0,1 M (pH
6,5), 200 uL larutan L-tirosin 0,03 %, 40 uL larutan sampel (konsentrasi 25
ug/mL; 50 pg/mL; 75 pg/mL;150 pg/mL dan 300 pg/mL) dan 100 pL larutan
tirosinase (524,4 U/mL) dimasukkan dalam tabung tes (eppendorf
microcentrifuge tube), kemudian diinkubasi pada 37°C selama 1 jam. Aktivitas
inhibisi tirosinase ditentukan dengan mengukur absorbansi larutan uji dengan
Spektrofotometer VIS pada 475 nm. Langkah-langkah di atas dilakukan secara
duplo.

3.Penentuan Aktivitas Inhibisi Melalui Uji 1Cs.

ICso merupakan banyaknya konsentrasi sampel yang dibutuhkan untuk
menghambat 50 % aktivitas tirosin-tirosinase. Penentuan ICsy dilakukan dengan
memvariasikan konsentrasi inhibitor pada uji % aktivitas inhibisi. Adapun
variasi konsentrasi sampelnya adalah 75ug/mL;150 pg/mL dan 300 pg/mLdan
450pg/mL.



HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada bagian ini akan dibahas mengenai hasil ekstraksi senyawa bioaktif Artocarpus
dalam pelarut metanol dan uji inhibisi untuk menentukan nilai 1Csj.

1. Ekstraksi Senyawa Bioaktif

Penelitian diawali oleh ekstraksi serbuk kulit batang berbagai spesies
Artocarpus menggunakan pelarut metanol, dengan hasil seperti yang terdapat pada
Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Ekstraksi Kulit Batang A. heterophyllus, A. altilis, A. Communis

Berat Berat ekstrak | Persentase Warna

Sampel serbuk kulit metanol (%) ekstrak
batang (g) kering (9) metanol

kering

A. heterophyllus 1002,6 16,6 1,7 Coklat
A. altilis 1002,5 35,8 3,6 Hitam

A. communis 981,4 475 48 kecoklatan

Hitam

Dari data tersebut terlihat bahwa ekstraksi dengan pelarut metanol
menyebabkan lebih banyak senyawa A. communis yang terekstrak dibandingkan A.
heteropyllus dan A. altilis. Pada penelitian ini digunakan pelarut metanol yang
berfungsi untuk mengekstrak senyawa-senyawa bioaktif yang bersifat polar, seperti
flavonoid. Dari penelitian sebelumnya diketahui bahwa senyawa yang menjadi
inhibitor tirosinase dari beberapa tanaman Artocarpus termasuk golongan senyawa
flavonoid (Erwin, 2006). Berdasarkan hal tersebut maka senyawa flavonoid inilah
yang diduga memiliki efek depigmentasi. Telah dilaporkan beberapa senyawa
bioaktif inhibitor tirosinase dari bahan alam diantaranya: arbutin, ellagic acid,
chloroforin, cojic acid, phytic acid, artocarpanone, dan oxyreveratrol dimana
artocarpanone dari getah kayu tumbuhan Artocarpus heterophyllus (nangka)
mempunyai potensi inhibitor tirosinase lebih besar dibandingkan arbutin, tetapi
lebih lemah dari cojic acid (Arung, dkk.,2006). Menurut Kim, 2004 bahwa
beberapa senyawa fenol dikenal berperan sebagai agen depigmentasi, karena
struktur kimia senyawa fenol memiliki kemiripan dengan tirosin yang merupakan
substrat dari reaksi tirosin-tirosinase.

Selanjutnya untuk menguji keberadaan kandungan flavonoid didalam kulit batang
Artocarpus dilakukan uji identifikasi kandungan flavonoid. Hasil menunjukkan
terjadinya perubahan warna dari coklat pekat menjadi kuning seperti yang
ditunjukkan pada gambar 1.



Gambar : a Gambar : b

Gambar 1: Hasil identifikasi kandungan flavonoid (a) sebelum reaksi dan (b)
sesudah reaksi.

Hasil reaksi serbuk Mg dengan HCI akan menghasilkan ion magnesium dan gas
hidrogen. lon magnesium diduga akan berikatan dengan senyawa flavonoid yang
terdapat pada ekstrak metanol kulit batang Artocarpus membentuk komplek
berwarna kuning. Hal tersebut sesuai dengan pendapat Marliana et al., 2005 yang
menyatakan bahwa apabila dalam identifikasi flavonoid dihasilkan warna merah
sampai jingga, maka senyawa yang memberikan warna tersebut adalah flavon.
Berdasarkan hal tersebut dapat disimpulkan bahwa dalam ekstrak metanol
Artocarpus terkandung senyawa golongan flavonoid.

Hubungan daya inhibisi ekstrak metanol ketiga kulit batang Artocarpus (A.
heterophyllus, A. altilis, A. communis) dengan variasi konsentrasi ekstrak metanol
ketiga kulit batang Artocarpus ditunjukkan pada Gambar 2.
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Gambar 2. Inhibisi ekstrak metanol kulit batang A. heterophyllus
(nangka), A. altilis (sukun) dan A. communis (kluwih) pada
konsentrasi 25, 50, 75, 150 dan 300 pg/mL.

Berdasarkan Gambar 2, tampak bahwa dari ekstrak metanol ketiga spesies kulit
batang Artocarpus memiliki daya inhibisi tirosinase yang berbeda dan semakin
meningkat dengan bertambahnya konsentrasi. Hal ini membuktikan adanya
senyawa bioaktif dalam ekstrak metanol ketiga kulit batang Artocarpus yang dapat
berperan sebagai inhibitor tirosinase. Dengan meningkatnya persentase (%) inhibisi
menunjukkan bahwa pembentukan produk (dopakuinon) mengalami penurunan.
Artinya, tirosinase terhambat aktivitasnya untuk menghasilkan produk
(dopakuinon), sementara itu dopakuinon akan dapat berpolimerisasi membentuk
melanin. Gambar 3 menunjukkan reaksi pembentukan melanin yang dikemukakan
oleh Jacques.
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Gambar 3. Biosintesis melanin
(Prota dkk. (1988) di dalam Jacques (tanpa tahun))



2. Penentuan jenis Artocarpus yang berpotensi sebagai inhibitor
tirosinase.

Uji inhibisi tirosinase dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya daya inhibisi
senyawa bioaktif yang terdapat pada ekstrak metanol dari ketiga kulit batang
spesies Artocarpus, seperti yang terlihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Persentase inhibisi ekstrak metanol
kulit batang Artocarpus terhadap tirosinase

Konsentrasi % Inhibisi dengan Penambahan Sampel
Sampel (pg/mL) A. A. altilis | A. communis
heterophyllus

25 0,76 2,56 0

50 6,41 2,65 0,32
75 36,14 6,09 14,23
150 40,96 7,87 14,23
300 57,35 20,47 19,22

Dari tabel 2 dapat dilihat bahwa untuk Pada konsentrasi A. heterophyllus
(nangka) dan A. altilis (sukun) semakin besar konsentrasi sampel ditambahkan
maka daya inhibisinya semakin besar, sementara itu untuk A. communis (kluwih)
pada konsentrasi 75 pg/mL dan 150 pug/mL memiliki daya inhibisi yang sama. Pada
konsentrasi sampel yang sama, ketiga sampel memperlihatkan daya inhibisi yang
berbeda-beda. Dari kelima variasi konsentrasi sampel yang diuji (25, 50, 75, 150
dan 300 pg/mL) memperlihatkan bahwa sampel kulit batang A. heterophyllus
memiliki daya inhibisi paling kuat dibandingkan dua sampel lainnya (kulit batang
A. altilis dan A. communis). Perbedaan daya inhibisi ini diduga karena adanya
perbedaan jenis senyawa bioaktif yang terkandung atau jumlah senyawa bioaktif
yang berfungsi sebagai inhibitor tirosinase yang dapat terekstrak oleh metanol.

Dilihat dari kandungan flavonoid, ketiga kulit batang Artocarpus (A.
heterophyllus, A. altilis dan A. communis) mengandung jenis senyawa flavonoid
yang berbeda-beda, maka diduga bahwa perbedaan daya inhibisi ketiga kulit
batang Artocarpus ini disebabkan oleh perbedaan jenis senyawa flavonoid yang
terkandung dalam ketiga kulit batang Artocarpus tersebut.

Menurut Ohguchi dkk, 2003, substituen hidroksi (OH) mempunyai peran penting
dalam senyawa yang berperan sebagai inhibitor tirosinase. Sementara itu senyawa
fenolik khususnya flavonoid merupakan senyawa yang mengandung substituen OH
dengan jenis yang sangat banyak. Hal tersebut yang menyebabkan daya inhibisi
ekstrak Artocarpus berbeda-beda. Ekstrak metanol ketiga spesies kulit batang
Artocarpus memiliki daya inhibisi yang berbeda-beda dapat disebabkan karena



jenis senyawa fenoliknya yang berbeda yang disebabkan oleh substituen OH yang
berbeda posisi.

Inhibisi pada reaksi yang menggunakan biokatalis dapat terjadi apabila
penggabungan substrat pada bagian aktif enzim mengalami hambatan dengan
adanya penambahan inhibitor. Hambatan terhadap aktivitas tirosinase dalam reaksi
tirosin-tirosinase mempunyai arti penting karena dapat menghambat pembentukan
melanin.

Setelah diketahui bahwa Artocarpus heterophyllus memiliki daya inhibisi terbaik
dibandingkan kedua spesies lainnya, selanjutnya ditentukan nilai I1Cs, nya.

ICs, merupakan konsentrasi larutan inhibitor yang dibutuhkan untuk menghambat
50 % aktifitas tirosin-tirosinase. Untuk menentukan nilai 1Cso perlu dilakukan uji
inhibisi seperti yang ditunjukkan pada tabel 3.

Tabel 3 : Aktivitas inhibisi ekstrak metanol(C) kulit batang A. heterophyllus

pada penentuan ICsj .

Konsentrasi Inhibitor pg/mL | % Inhibisi
0 0
75 42,045
150 67,044
300 125,001

Pada konsentrasi inhibitor 75 pug/mL persentase inhibisi adalah 42,045 yang berarti
bahwa pada konsentrasi inhibitor 75 pg/mL inhibitor akan menghambat reaksi
tirosin-tirosinase sebanyak 42,045% , sedang jika konsentrasi inhibitor dinaikkan
hingga 150 pg/mL ternyata persen inhibisinya menjadi 67,044%. Maka untuk
menentukan nilai ICs, perlu dibuat kurva hubungan antara konsentrasi inhibitor
dan daya inhibisi seperti yang ditunjukkan pada gambar 4. Daya inhibisi meningkat
jika konsentrasi inhibitor ditingkatkan, seperti yang terlihat pada konsentrasi
inhibitor 300 pg/mL dengan % inhibisi 125,001%. Adanya inhibitor dalam suatu
reaksi akan menghambat reaksi antara substrat dengan enzim, dengan arti kata
bahwa pembentukkan komplek ES (Enzim-substrat) terganggu sehingga produk
dalam hal ini melanin tidak terbentuk. Untuk menentukan nilai 1Cs, maka dibuatlah
kurva hubungan konsentrasi inhibitor dengan aktivitas inhibisi seperti yang
terdapat pada Gambar 4.
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Gambar 4: Kurva hubungan antara konsentrasi inhibitor (Ekstrak Metanol kulit
batang Artocarpus heterophyllus) dengan aktivitas enzim.

Berdasarkan kurva yang terdapat pada gambar 4, didapat bahwa nilai 1Cs
terjadi pada konsentrasi inhibitor sebesar 103,29 pg/mL. Menurut Kim,dkk.,2004,
nilai 1Csq penting diketahui untuk menentukan berapa besar potensi inhibitor dalam
menginhibisi reaksi enzimatis. Nilai ICsq sebesar 103,29 pg/mL masih cukup besar,
hal tersebut terjadi karena inhibitor masih merupakan ekstrak kasar dari pelarut
metanol, maka perlu lebih lanjut dilakukan penelitian untuk mencari pelarut terbaik
yang dapat digunakan untuk mengekstrak senyawa bioaktif yang dapat berperan
sebagai inhibitor tirosinase. Dengan ditemukannya pelarut yang cocok untuk
mengekstraksi senyawa bioaktif, diharapkan nilai 1Cs, menjadi lebih kecil (rendah)
yang berarti bahwa aktivitas inhibisinya tinggi. Keefektifan senyawa bioaktif
ekstrak metanol kulit batang Artocarpus heterophyllus masih perlu diuji secara
invivo dengan menggunakan sel kulit misalnya pada melanoma sel B-16. Pada
bagian sel melanoma inilah melanin diproduksi sehingga pengamatan inhibisi
dapat terlihat lebih jelas dan dapat digunakan sebagai monitoring awal dengan
cepat dan sederhana (Arung, dkk,2006).

Secara umum reaksi enzimatis dapat dituliskan sebagai berikut:

»

E+S @ > [ES] > E+p

Keterangan:



E = Enzim S
P = Produk [ES]

Reaksi enzimatik yang terjadi karena kontak enzim dan substrat dalam
membentuk kompleks enzim-substrat (ES) dapat dihambat oleh adanya molekul
atau ion yang dinamakan inhibitor. Secara umum, ada dua jenis inhibitor enzim
yaitu inhibitor dapat balik (reversible) dan inhibitor tidak dapat balik (irreversible).
Inhibitor tidak dapat balik adalah inhibitor yang dapat merusak molekul enzim
dengan cara mengadakan ikatan kovalen antara residu asam amino bagian aktif
enzim dengan inhibitor, dan menyebabkan enzim tidak aktif. Sebaliknya, pada
inhibitor dapat balik tidak terjadi ikatan kovalen antara enzim dengan inhibitor, dan
tidak menyebabkan kerusakan enzim. Ada tiga kelompok inhibitor dapat balik,
yaitu inhibitor bersaing (competitive inhibitor), inhibitor tidak bersaing
(noncompetitive inhibitor), dan inhibitor bukan bersaing (uncompetitive inhibitor).

Substrat
komplek enzim-substrat

Inhibitor bersaing mempunyai struktur molekul yang mirip dengan substrat.
Oleh karena itu, terjadi kompetisi antara inhibitor dengan substrat untuk masuk ke
dalam pusat aktif enzim. Pengaruh inhibitor ini dapat dikurangi dengan jalan
menaikkan konsentrasi substrat. Pada inhibitor yang tidak bersaing, inhibitor tidak
bergabung dengan enzim bebas melainkan dengan kompeks enzim-substrat.
Pengaruh inhibitor ini tidak dapat dikurangi dengan menaikkan kadar substrat.

Pada inhibitor bukan bersaing, inhibitor dapat bergabung dengan kompleks enzim-
substrat pada sisi di luar bagian aktifnya. Besarnya inhibisi ini tidak dapat
dikurangi dengan menaikkan kadar substrat (Martoharsono, 1993).

Persamaan reaksi yang terjadi akibat pengaruh ketiga inhibitor tersebut dapat
digambarkan sebagai berikut :

Reaksi tanpa inhibitor : E+S<+—= [ES] +<—= E+P
Reaksi dengan inhibitor bersaing : E+l =—= El
Reaksi dengan inhibitor tidak bersaing: ES + | <—=2 ESI
Reaksi dengan inhibitor bukan bersaing : E+1 T—= EI
ES + | +=—= ESI
Komplek El dan ESI, tidak dapat menghasilkan produk.

Berdasarkan kinetika inzim tersebut maka setelah didapatkan pelarut terbaik
untuk ekstraksi senyawa bioaktif akan dilanjutkan studi Kinetika enzim tirosinase
untuk menentukan jenis inhibisinya.



KESIMPULAN
Dari hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa :

1. Ketiga spesies Artocarpus yaitu A. heteropyllus (nangka), A. altilis
(sukun), A. communis (kluwih) mengandung senyawa bioaktif yang
dapat menginhibisisi tirosinase. Daya inhibisi terkuat didapat pada
kulit batang A. heteropyllus (nangka).

2. Hasil identifikasi kandungan flavonoid didapat bahwa ekstrak metanol
kulit batang A. heteropyllus (nangka) mengandung senyawa golongan
flavonoid.

3. Harga ICs, didapat pada konsentrasi inhibitor (ekstrak metanol A.
heteropyllus sebesar 103,29 pg/mL.
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