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ABSTRAK

Latar belakang: Daun binahong memiliki aktivitas untuk menghambat enzim tirosinase dan mengandung metabolit
sekunder salah satunya adalah senyawa flavonoid. Sampel yang digunakan pada peneitian ini adalah gel dengan
kandungan ekstrak daun binahong.

Tujuan: Untuk mengetahui apakah sampel gel ekstrak daun binahong memiliki aktivitas penghambatan enzim
tirosinase.

Metode: Digunakan spektrofotometri dengan mengukur serapan dopakrom menggunakan mikroplate-reader. Sampel
dengan variasi konsentrasi 50.000; 60.000; 70.000; 80.000; dan 90.000 pg/ml didapatkan hasil berupa persenhambatan
dengan niaiakhir ICso. Asam kojat digunakan sebagaikontrol positif.

Hasil: Uji aktivitas ihibisi enzim tirosinase yang telah dilakukan dengan membaca serapan dopakiom pada panjang
gelombang maksimum yaitu 450 nm. Nilai [C50 pada uji sampel didapatkan hasil sebesar 36.781 + 686,66 pg/ml,
sedangkan nilai IC50 asam kojat adalah sebesar 19,849 + 0,715 pg/ml

Kesimpulan: Sampel gel ekstrak daun binahong yang diuji terbukti memiliki aktivitas penghambatan enzim tirosinase
dengannilai ICso sebesar 36.781 + 686,66 ng/ml, sedangkan padakontrol positif asam kojat memiliki nilai ICs
sebesarl9,849 + 0,715 pg/mL

Kata kunci: Daun binahong, gel, in-vitro, melanogenesis, penghambat enzim tirosinase

PENDAHULUAN

Pemutih atau pencerah kulit adalah salah sautu produk kosmetik yang digunakan untuk
mencerahkan atau menghilangkan pewarnaan kulit yang tidak diinginkan [1], karena kulit yang
cerah diasumsikan dengan indikasi terlihat lebih muda dan cantik [2]. Beberapa penelitian di
Indonesia menunjukkan bahwa 55% dari 85% wanita yang berkulit gelap ingin agar kulitnya
menjadi lebih putih. Penelitian lainnya juga menunjukkan bahwa 70%-80% perempuan di Asia
(yaitu: Cina, Thailand, Taiwan, dan Indonesia) menginginkan kulit yang lebih putih. Perubahan
warna pada kulitmenjadilebih cerah dipengaruhi oleh jenis dan jumlah melanin yangdisinkronkan
dan disimpan di dalam melanosom.

Melanogenesis adalah proses fisiologis dalam sintesis pigmen melanin yang bertanggungjawab
terhadap pigmentasi pada kulit dan mencegah kerusakan kulit di bawah kondisi normal [3]. Selain
itu, pemahaman mendalam tentang sintesis melanin juga akan berkontribusi pada pengembangan
kosmetik dan obat-obatan. Salah satu cara untuk mencegah atau menghambat pembentukan
melanin adalah dengan melakuan penghambatan aktivitas tirosinase [4]. Enzim yangberperan pada
jalur sintesis melanin adalah tirosinase. Tirosinase berperan mengkatalis dua reaksi yaitu
hidroksilasi tirosin menjadi dihidroksi-fenilalamin (L-DOPA) dan oksidasi L-Dopa menjadi
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dopakuinon. Radiasi sinar UV matahari juga berpengaruh mmepercepat proses produksi melanin
dengan mengaktifasi. tirosinase pada jaringan kulit [5]. Salah satu inhibitor tirsosinase yang sering
dipakai pada produk kosmetik adalah asam kojat, namun penggunaan asam kojat mulai dibatasi
karena menyebabkan iritasi kulit dan kemampuannya masuk ke aliran darah sistemik, sehingga
dapat menimbulkan gangguan pada kelenjar tiroid [6]. Berdasarkan alasan tersebut maka bahan
alam dapat digunakan sebagai pilihan yang tepat untuk meminimalisir efek yang tidak diinginkan
pada kosmetik pencerah kulit.

Anredera cordifolia (Ten.) Steenisatau daun binahong merupakan tanaman merambat yang biasa
digunakan secara empiris untuk mengobati penyakit seperti luka, hiperkolesterol, hipertensi dan
digunakan sebagai pendamping pengobatan kanker [7]. Daun binahong juga terbukti mengandung
flavonoid, saponin, alkaoid dan vitamin C [8] dan berperan sebagai penghambat enzim tirosinase.
Flavonoid menghambat secara langsung aktivitas tirosinase pada proses melanogenesis sehingga
pembentukan dopakrom dapat dicegah.

Penelitian yang dilakukan oleh Wahyuningsih (2013), ekstrak etil asetat daun binahong
memiliki aktivitas penghambatan melanin dengan nilai ICsy sebesar 299,1 ng/ml, aktivitas
penghambatan melanin ekstrak etil asetat daun binahong dikatakan lebih rendah dibanding kontrol
positif hidroquinon dengan nilai ICs sebesar 16,34 nug/ml. semakin besar nilai ICsy maka aktivitas
penghambatan terhadap melanin akan semakin kecil [9].

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah gel ekstrak daun binahong. Bentuk sediaan
semi solid banyak diminati karna keunggulannya sebagai produk siap pakai dan lebih praktis.
Bentuk sediaan semi solid memiliki konsistensi dan wujud antara solid dan liquid. Sediaan ini juga
memiliki keunggulan dalam hal adhesivitas sediaan sehingga memberi waktu tinggal yang relatif
lebih lama. Beberapa contoh sediaan semi solid adalah krim, pasta, dan gel. Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui aktivitas penghambatan enzim tirosinase dengan parameter nilaiIC,, dari
sampel gel ekstrak daun binahong [10].

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah kompor listrik (Maspion), pH meter, beker
glass, labu alas bulat, labu takar berbagai ukuran, pipet volume, tabung reaksi, microplate (Iwaki
pyrex), mikropipet, pipet tetes, microplate reader (Biochrom), rak tabung reaksi, dan timbangan
analitik (Mettler Toledo).

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah aqua demineralisata (One Lab); dinatrium
hidrogen fosfat (Merck); natrium dihidrogen fosfat (Merck); NaOH (Merck; L-Tirosin (Sigma
Aldrich); mushroom tyrosinase (Sigma Aldrich); dan asam kojat (Sigma Aldrich).

PROSEDUR PENELITIAN

Uji kandungan flavonoid gel ekstrak daun binahong

Uji kandungan flavonoid pada gel ekstrak daun binahong dilakukan dengan menambahkan
NaOH ke dalam larutan dan warna larutan menjadi kuning [11].

Uji pendahuluan aktivitas enzim tirosinase

Uji pendahuluan dilakukan dengan penentuan panjang gelombang maksimum dopakrom
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dengan menggunakan microplate reader. Selanjutnya dilakuakan penentuan konsentrasi enzim
tirosinase optimal menggunakan panjang gelombang maksimum pada microplate reader. Setelah
itu ditenentukan konsentrasi substrat optimal yang dibaca pada panjang gelombang maksimum
pada microplate reader.

Uji aktivitas penghambatan enzim tirosinase

Sebanyak 80 pl enzim tirosinase 310 U/ml dan 80 pl sampel gel ekstrak daun binahong
dimasukkan ke dalam microplate, ditambahkan 40 pl L-Tirosin 2,5 mM, dan diinkubasi kembali
selama 30 menit pada suhu 37°C. Pada konsentrasi 50.000 ug/ml, larutan diambil sebanyak 80 pl
kemudian ditambahkan dengan larutan dapar fosfat pH 6,5 hingga volume total microplate 200
ul sehingga didapatkan konsentrasi akhir 20.000 pg/ml. Cara yang sama dilakukan pada larutan
sampel gel ekstrak daun binahong dengan konsentrasi 60.000; 70.000; 80.000; dan 90.000 pg/ml
untuk membuat konsentrasi 24.000; 28.000; 30.000; dan 32.000 pug/ml. Baca serapan dopakrom
pada panjang gelombang maksimum.

Pada ujiaktivitas penghambatan enzim tirosinase pada standar asam kojat Sebanyak 80 pl enzim
tirosinase 310 U/ml dan 80 pl sampel atau dimasukkan ke dalam microplate, 1alu ditambahkan 40
ul L-Tirosin 2,5 mM, dan diinkubasi kembali selama 30 menit pada suhu 37° C.Pada konsentrasi 2
ug/ml, larutan diambil sebanyak 80 pl kemudian ditambahkan dengan larutan dapar fosfat pH 6,5
hingga volume total microplate 200 pl sehingga didapatkan konsentrasi akhir 0,8 pg/ml. Carayang
sama dilakukan padalarutan asam kojat dengan konsentrasi 5,20, 40, dan 80 pg/mluntuk membuat
konsentrasi 2; 8; 16; dan 32 pg/ml. Baca serapan dopakrom pada panjang gelombang maksimum.

Analisis Data

Analisis hasil yang digunakan adalah dengan menghitung persen hambatan tirosinase dari seri
larutan yang telah diuji.

Lalu pengukuran IC; dilakukan dengan memvariasikan konsentrasi sampel gel ekstrak daun
binahong, kemudian diukur serapannya dan dihitung % penghambatannya. Plot ke dalam kurva
antara konsentrasi ekstrak vs % inhibisi. Dari persamaan linear yang didapat dari kurva tersebut,
dapat dihitung ICsy, yaitu konsentrasi ekstrak yang mempunyai aktivitas penghambatan terhadap
tirosinase sebesar 50%.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji kandungan flavonoid pada gel ekstrak daun binahong bertujuan untuk memastikan bahwa
sampe gel ekstrak daun binahong terbukti mengandung flavonoid. Flavonoid merupakan senyawa
yang diduga berperan besar dalam penghambatan enzim tirosinase pada penelitian ini [11]. Hasil
uji kandungan flavonoid ditampilkan pada Tabel I.

Tabel 1. Hasil Uji Kandungan Flavonoid Gel Ekstrak Binahong

Bahan uji | Zat pendeteksi | Hasil | Intepretasi
Gel ekstrak binahong | Larutan NaOH | Warna kuning | (+) mengandung flavonoid
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Berdasarkan Tabel I, diketahui bahwa sampel gel ekstrak daun binahong positif mengandung
flavonoid. Flavonoid merupakan komponen fitokimia yang memiliki struktur dasar C6- C3-C6.
Flavonoid akan bereaksi dengan basa, seperti amoniak atau NaOH menghasilkan warna kuning
yang kuat. Komponen fenol termasuk juga flavonoid dapat berperan sebagai substrat enzim
alternatif karena menunjukkan afinitas yang baik dengan enzim, sehingga pembentukan dopakrom
dapat dicegah [12].

Uji pendahuluan dilakukan sebelum melakukan uji penghambatan enzim. Hal ini bertujuan
untuk mengetahui kondisi-kondisi optimal yang akan digunakan pada saatuji penghambatan enzim.
Variabel yang akan dioptimasi pada penelitian ini adalah konsentrasi reaktan, yaitu konsentrasi
enzim dan konsentrasi substrat optimal yang akan digunaka saat uji penghabatan enzim tirosinase.
Suhu dan pH yang disesuaikan dengan petunjuk penggunaan enzim yaitu pada 37°C dan pH 6,5
[6,13.14]. Hasil uji pendahuluan dirangkum pada tabel II.

Tabel II. Rangkuman Hasil Uji Pendahuluan

No [ Komponen Uji Hasil

1 Panjang gelombang 450 nm
Konsentrasi enzim 310 U/ml

3 Konsentrasi substrat 2,5 mM

Berdasar hasil uji pendahuluan yang disajikan pada Tabel II, diketahui keadaan yang harus
dipenuhiuntuk pengujian inhibitor enzim tirosinase. Tirosinase adalah enzim yang berperan dalam
pembentukan pigmenkulitataudikenal dengan proses melanogenesis. Dalam proses melanogenesis,
tirosinase berperan sebagaikatalis pada duareaksi yangberbeda yaitu proses hidroksilasi L-Tirosin
menjadi dihidroksi-fenilalanin (L-DOPA) dan oksidasi L-DOPA menjadi dopakuinon. Senyawa
dopakuinon mempunyai kereaktifan yang sangat tinggi sechingga dapat mengalami polimerisasi
secara spontan membentuk dopakrom yang kemudian menjadi melanin. Tirosinase pada jaringan
kulit diaktifasi oleh adiasi sinar UV matahari sehingga mempercepat proses produksi melanin [5].

Inhibitor tirosinase dibutuhkan dan berperan penting sebagai penghambat produksi melanin
pada lapisan epidermis dan membuat kulit tampak lebih cerah. Pengujian inhibitor tirosinase dapat
dilakukan dengan mengukur kemampuan suatu senyawa untuk menghambat fase monofenolase
(substrat L-tirosin) dan difenolase (substrat L-DOPA), dengan arbutin dan asam kojat sebagai
kontrol positif. Salah satu senyawa kimia yang dapat menghambat aktivitas tirosinase adalah
senyawa polifenol yang merupakan kelompok flavonoid [15].

Hasil pengujian menunjukan bahwa sampel gel ekstrak daun binahong terbukti memiliki
kandungan flavonoid pada uji flavonoid, lalu dilanjutkan untuk di uji aktivitas penghambatan
enzim tirosinase. Penelitian dilakukan dengan menggunakan microplate reader sehingga enzim
yang diperlukan hanya sedikit. Hasil uji ditampilkan pada Tabel III.

Tabel Ill. Aktivitas penghambatan enzim tirosinase

No | Bahan NILAI 1Cso (pg/ml) +SD
1 Asam Kojat 19,849 + 0,715
2 Gel Ekstrak Daun Binahong | 36781 + 686,663

Data pada tabel III menunjukkan bahwa asam kojat sebagai control positif mempunyai nilai
1Csp sebesar 19,849 pug/ml sedangkan sampel uji gel yang mengandung ekstrak binahong sebesar
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36.781 pg/ml. Nilai ICs ini menyatakan dimana konsentrasi suatu senyawa menghambat aktivitas
enzim tirosinase sebanyak 50%. Semakin kecil nilai ICsy maka semakin kecil konsentrasi yang
diperlukan untuk menghambat aktivitas enzim tirosinase sebanyak 50% sehingga, semakin kecil
nilai ICsy pada suatu larutan atau senyawa yang diuji maka dapat dinyatakan semakin kuat juga
potensi penghambatan aktivitas enzim tirosinase dalam larutan atau senyawa tersebut. Data dari
tabel III menunjukan kontrol asam kojat memiliki aktivitas pengambatan yang kuat, sedangkan
nilai ICsy pada sampel gel ekstrak daun binahong adalah lemah.

Hasil uji aktivitas penghambatan enzim tirosinase gel ekstrak daun binahong adalah positif
meskipun masuk kategori lemah. Hal ini dibuktikan dalam grafik absorbansi sampel vs variasi

konsentrasi sampel gel ekstrak daun binahong yang ditampilkan pada Gambar 1.
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Gambar 1. Grafik konsentrasi sampel gel ekstrak daun binahong vs absorbansi

Grafik pada Gambar 1 menunjukkan bahwa setiap penambahan konsentrasi sampel gel ekstrak
binahong terdapat penurunan nilai absorbansi, semakin tinggi konsentrasi yang digunakan maka
semakin tinggi kemampuan inhibisinya. Kemampuan inhibisi ditandai dengan penurunan
pembentukan dopakrom dan penurunanintensitas warna yangterbentuk [16]. Hal ini menunjukkan
bahwa gel ekstrak daun binahong memiliki potensi sebagai penghambatan aktivitas tirosinase,
walaupun berpotensi lemah, dengan nilai ICsy yang cukup besar. Hal ini sebanding dengan hasil
pengujian kandungan total flavonoid pada ekstrak etanol daun binahong yang sangat kecil yaitu
hanya 7,81 mg/kg (kering) dan 11,263 mg/kg (segar) [7]. Penelitian lain terkait penghambatan
aktivitas enzim tirosinase pada daun pepaya yang mengandung flavonoid juga menunjukan hasil
berpotensi sebagai inhibitor tirosinase dengan nilai ICsy sbesar 12158,87 pg/ml [16].

Walaupun memiliki potensi penghambatan enzim tirosinase yang lemah, keamanan adalah
pertimbangan utama dalam pemilihan senyawa sebagai inhibitor tirosinase pada produk kosmetik.
Penggunaan asam kojat mulai dibatasi karena menyebabkan iritasi kulit dan kemampuannya masuk
ke aliran darah sistemik, sehingga dapat menimbulkan gangguan pada kelenjar tiroid [4]. Oleh
karena itu, daun binahong (Anredera cordifolia) dengan kandungan senyawa alami salah satunya
yaitu flavonoid masih memiliki peluang untuk dikembangkan sebagai inhibitor tirosinase di masa
yang akan datang [15].

KESIMPULAN

89



PROSIDING SEMINAR NASIONAL PUSAT INFORMASI DAN KAJIAN OBAT (ISSN:2985-5195) VOL 1 DESEMBER 2022

Gel ekstrak daun binahong memiliki aktivitas penghambatan enzim tirosinase dengan nilai ICs

sebesar 36.781 pg/ml. Berdasarkan nilai ICs, gel ekstrak binahong terkategori lemah dalam
menghambat aktivitas enzim tirosinase.
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