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ABSTRAK 

 

Nama  : Wahyuningtyas 

Program Studi : Farmasi 

Judul                : Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Tirosinase Oleh Ekstrak    

Etanol Daun Keladi Tikus (Typhonium flagelliforme 

(Lodd.) Blume) Secara In Vitro 

 

Hiperpigmentasi merupakan peristiwa yang terjadi akibat produksi pigmen kulit 

yang berlebihan. Warna kulit sangat dipengaruhi oleh keberadaan melanin, 

dimana keberadaan melanin sangat dipengaruhi oleh enzim tirosinase. Daun 

keladi tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) merupakan salah satu 

tanaman yang memiliki senyawa flavonoid yang bermanfaat sebagai antioksidan 

dan inhibitor tirosinase. Penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas ekstrak 

etanol daun keladi tikus sebagai inhibitor tirosinase. Daun keladi tikus pada 

penelitian ini diperoleh melalui proses ekstraksi menggunakan pelarut etanol 96 % 

dengan metode maserasi. Ekstrak etanol kental daun keladi tikus diuji penapisan 

fitokimia, kadar flavonoid total, dan uji aktivitas tirosinase. Metode yang 

digunakan untuk uji penghambatan tirosinase yaitu metode enzimatik secara in 

vitro. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa terdapat kandungan senyawa 

flavonoid total sebanyak 0,7378 % (b/b) dan aktivitas inhibitor dapat dilihat dari 

nilai IC50 untuk reaksi difenolasi (substrat L-DOPA) yaitu 13,307 mg/mL. Nilai 

tersebut lebih besar jika dibandingkan asam kojat difenolasi 0,093 mg/mL, 

sehingga  ekstrak etanol daun keladi tikus berpotensi untuk menghambat aktivitas 

tirosinase. 

 

Kata Kunci : 

Daun keladi tikus, IC50, inhibitor tirosinase 
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ABSTRACT 

 

Name  : Wahyuningtyas 

Study program :  Pharmacy 

Title               : Tyrosinase Enzyme Inhibition Activity Test by Ethanol  

Extract of Leaf Taro (Typhonium flagelliforme (Lodd.) 

Blume) In Vitro 

 

Hyperpigmentation is an event that occurs due to excessive production of skin 

pigment. Skin color is strongly influenced by the presence of melanin, where the 

presence of melanin is strongly influenced by the enzyme tyrosinase. Rodent tuber 

leaves (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) are one of the plants have 

flavonoid compounds used as antioxidants and tyrosinase inhibitors. The aim of 

this study was to test the ethanol extract of rat taro leaves as a tyrosinase inhibitor. 

The taro leaves of rats in this study were obtained through an extraction process 

using 96% ethanol solvent by maceration method. The thick ethanol extract of rat 

taro leaves was tested for phytochemical screening, total flavonoid levels, and 

tyrosinase activity test. The method used for tyrosinase inhibition test is 

enzymatic method in vitro. The results of this study indicate that there is a total 

flavonoid compound content of 0.7378% (b/b) and the inhibitor activity can be 

seen from the IC50 value for the dipenolation reaction (L-DOPA substrate) which 

is 13.307 mg / mL. This value is greater when compared with 0.093 mg / mL of 

phenolic acid, so that the ethanol extract of rat taro leaves has the potential to 

inhibit tyrosinase activity. 

Keyword : 

Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume, IC50, tyrosinase inhibitors 
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   Institut Sains Dan Teknologi Nasional 

BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 

Indonesia sebagai negara yang berada di sekitar garis ekuator memiliki 

iklim tropis yang dikarakterisasi dengan suhu tinggi dan radiasi sinar ultraviolet 

(UV) pada level tertinggi (Arifianti et al, 2017). Kulit merupakan bagian tubuh 

paling banyak terkena radikal bebas dari sinar ultraviolet (UV) yang berasal dari 

paparan sinar matahari dan dapat menyebabkan hiperpigmentasi  (Kurniasari et 

al., 2018).  Hiperpigmentasi merupakan peristiwa yang terjadi akibat produksi 

pigmen kulit yang berlebihan. Proses tersebut dapat terjadi karena peningkatan 

proses melanogenesis yang memberikan warna coklat atau coklat kehitaman 

sehingga kulit menjadi gelap.  

 

Warna kulit sangat dipengaruhi oleh keberadaan melanin, melanin 

merupakan zat yang memberikan warna coklat atau coklat kehitaman pada kulit, 

berperan sebagai pelindung kulit terhadap paparan radiasi ultra violet. Keberadaan 

melanin sangat dipengaruhi oleh enzim tirosinase, tirosinase adalah enzim 

pembatas laju yang terkait dengan sintesis melanin dalam melanosit. Enzim ini 

dapat mengkatalisis dua reaksi biosintesis melanin yaitu Ohidroksilasi dari asam 

amino L-tirosin menjadi L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-DOPA), dan oksidasi 

subsekuen dari L-DOPA menjadi dopakuinon. Senyawa dopakuinon mempunyai 

kereaktifan yang sangat tinggi sehingga dapat mengalami polimerisasi secara 

spontan membentuk dopakrom yang kemudian menjadi melanin. 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 ekstrak inhibitor 

tirosinase dengan mengukur kemampuan ekstrak untuk menghambat fase 

monofenolase (substrat L-Tirosin) dan difenolase (substrat L-DOPA) dengan 

menggunakan asam kojat sebagai kontrol positif (Mawaddah, Susilawati 2018). 

  



2 

Institut Sains Dan Teknologi Nasional 

Wanita-wanita Asia secara umum lebih menyukai kulit putih dari pada kulit 

cokelat sehingga produk pencerah kulit menjadi segmen terbesar dan terus 

berkembang pada pasar perawatan kulit karena kulit yang cerah diasumsikan 

dengan indikasi terlihat lebih muda dan cantik, sehinga dibutuhkan agen 

depigmentasi pada produk pencerah kulit (Arifianti et al, 2017). Beberapa bahan 

pemutih seperti asam askorbat, arbutin, asam kojat, merkuri dan hidrokuinon telah 

banyak digunakan sebagai zat aktif dalam produk kosmetik. Sejak tahun 2008, 

BPOM melarang penggunaan sejumlah bahan pemutih dalam produk kosmetika, 

termasuk hidrokuinon dan merkuri karena bahan-bahan tersebut merupakan racun 

bagi melanosit. Dari beberapa senyawa tersebut, asam kojat memiliki efek inhibisi 

dan kestabilan paling besar dalam produk kosmetik, akan tetapi penggunaan asam 

kojat secara berlebih dapat menyebabkan alergi dan bersifat karsinogenik pada 

kulit manusia. Oleh karena itu, penggunaan bahan kimia sintetis dalam sediaan 

pemutih dihindari.  Penggunaan asam kojat sebagai kontrol positif dikarenakan 

asam kojat memiliki tingkat kestabilan yang tinggi dibandingkan dengan bahan 

yang lainnya. Berdasarkan hal tersebut, maka perlu dicari agen-agen depigmentasi 

kulit lain yang bersifat alami dengan efek samping kecil (Juwita, et, al., 2011). 

 

 Indonesia adalah negara agraris yang kaya dengan berbagai jenis tumbuhan 

termasuk tumbuhan obat. Penggunaan tumbuhan sebagai obat telah digunakan 

secara tradisional karena adanya senyawa-senyawa bioaktif dari tanaman tersebut. 

Salah satu tanaman yang dapat dikembangkan sebagai obat dan kosmetik adalah 

daun keladi tikus (Hindun et al., 2017). Keladi tikus (Typhonium flagelliforme 

(Lodd.) Blume) merupakan tanaman yang termasuk golongan rerumputan yang 

bentuknya menyerupai talas. Tanaman ini di Indonesia tersebar di sepanjang 

Pulau Jawa, sebagian Kalimantan, Sumatera dan Papua berkhasiat membunuh 

atau menghambat pertumbuhan sel kanker, menekan efek negatif dari proses 

pengobatan modern (kemoterapi) seperti rambut rontok, nafsu makan hilang, rasa 

mual dan rasa nyeri di tubuh, bersifat antivirus dan anti bakteri. Analisis fitokimia 

terhadap Keladi tikus menunjukkan bahwa terdapat kandungan senyawa 

flavonoid, alkaloid, saponin, steroid, glikosida, antioksidan, fitol dan asam lemak 

(fatty acid) (Katrin et al., 2012). 

 



3 

Institut Sains Dan Teknologi Nasional 

Flavonoid merupakan polifenol alami yang banyak ditemukan dalam daun, 

batang dan bunga. Kemampuan depigmentasi kulit dari flavonoid dengan cara 

menghambat secara langsung aktivitas tirosinase pada proses melanogenesis. 

Ikatan flavonoid dengan tembaga serta efek antioksidannya dilaporkan berperan 

dalam menghambat kerja enzim tirosinase.  Penghambatan pada aktivitas 

tirosinase memberikan efek yang menguntungkan pada beberapa individu, 

terutama pada kalangan wanita muda karena dengan adanya penghambat 

tirosinase akan meningkatkan kecerahan kulit dengan mengurangi efek 

penggelapan kulit. Penggunaan etanol 96% sebagai pelarut karena merupakan 

pelarut organik dan tidak bersifat toksik, tidak menyebabkan pembengkakan 

membran sel, dan mampu mengendapkan albumin, serta menghambat kerja enzim 

(Charissa et al., 2016). 

 

Berdasarkan uraian diatas, maka perlu dilakukan penelitian untuk 

mengetahui aktivitas penghambatan enzim tirosinase ekstrak etanol daun keladi 

tikus secara in vitro. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

1. Apakah ekstrak etanol daun keladi tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) 

Blume) mempunyai aktivitas inhibitor tirosinase terhadap substrat L-

DOPA? 

2. Berapa nilai IC50 pada daun keladi tikus (Typhonium flagelliforme Lodd. 

Blume) dengan menggunakan substrat L-DOPA? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui aktivitas inhibitor tirosinase pada ekstrak etanol daun 

keladi tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume)  terhadap substrat 

L-DOPA. 

2. Untuk menentukan nilai IC50 aktivitas penghambatan enzim tirosinase 

yang terdapat pada daun keladi tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) 

Blume) terhadap substrat L-DOPA. 
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1.4 Manfaat  

1. Dapat memberikan data informasi ilmiah mengenai senyawa kimia dalam 

daun keladi tikus yang dinilai memiliki aktivitas menghambat enzim 

tirosinase. 

2. Memberikan informasi kepada peneliti lain mengenai bioaktivitas daun 

keladi tikus sehingga dapat dikembangkan untuk pengujian selanjutnya. 

3. Meningkatkan dan mengembangkan produk-produk dari bahan alami. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Kulit  

  2.1.1. Pengertian 

Kulit merupakan organ tubuh terbesar pada manusia yang memiliki fungsi 

proteksi. Pada manusia dewasa dengan berat 70 kg berat kulit mencapai 5 kg dan 

melapisi seluruh permukaan tubuh seluas 2 m2. Kulit memiliki fungsi sebagai 

barier fisik, perlindungan terhadap agen infeksius, termoregulasi, sensasi, proteksi 

terhadap sinar ultraviolet (UV), serta regenerasi dan penyembuhan luka 

(Murlistyarini, et al, 2018) 

 

2.1.2. Struktur Kulit 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

Gambar 2.1 Struktur Lapisan Kulit 

        (Sumber : Mescher, 2010) 
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Secara histopologis kulit tersusun atas 3 lapisan utama yaitu :  

 

2.1.2.1 Lapisan Epidermis 

 Epidermis merupakan lapisan paling luar kulit dan terdiri atas epitel 

berlapis gepeng dengan lapisan tanduk. Epidermis hanya terdiri dari jaringan 

epitel, tidak mempunyai pembuluh darah maupun limf, oleh karena itu semua 

nutrien dan oksigen diperoleh dari kapiler pada lapisan dermis. Epitel berlapis 

gepeng pada epidermis ini tersusun oleh banyak lapis sel yang disebut 

keratinosit. Sel-sel ini secara tetap diperbarui melalui mitosis sel-sel dalam 

lapis basal yang secara berangsur digeser ke permukaan epitel. Selama 

perjalanannya, sel-sel ini berdiferensiasi, membesar, dan mengumpulkan 

filamen keratin dalam sitoplasmanya. Mendekati permukaan, sel-sel ini mati 

dan secara tetap dilepaskan (terkelupas). Waktu yang dibutuhkan untuk 

mencapai permukaan adalah 20 sampai 30 hari. Modifikasi struktur selama 

perjalanan ini disebut sitomorfosis dari sel-sel epidermis. Bentuknya yang 

berubah pada tingkat berbeda dalam epitel memungkinkan pembagian dalam 

potongan histologik tegak lurus terhadap permukaan kulit. Epidermis terdiri 

atas 5 lapisan yaitu, dari dalam ke luar, stratum basal, stratum spinosum, 

stratum granulosum, stratum lusidum, dan stratum korneum (Kalangi, 2013). 

 

a. Stratum Basal (Lapis Basal, Lapis Benih) 

Lapisan ini terletak paling dalam dan terdiri atas satu lapis sel yang 

tersusun berderet-deret di atas membran basal dan melekat pada dermis di 

bawahnya. Selselnya kuboid atau silindris. Intinya besar, jika dibanding 

ukuran selnya, dan sitoplasmanya basofilik. Pada lapisan ini biasanya terlihat 

gambaran mitotik sel, proliferasi selnya berfungsi untuk regenerasi epitel. 

Sel-sel pada lapisan ini bermigrasi ke arah permukaan untuk memasok sel-sel 

pada lapisan yang lebih superfisial. Pergerakan ini dipercepat oleh adalah 

luka, dan regenerasinya dalam keadaan normal cepat (Kalangi, 2013). 

 

b.  Stratum Spinosum (Lapis Taju) 

 Lapisan ini terdiri atas beberapa lapis sel yang besar-besar berbentuk 

poligonal dengan inti lonjong. Sitoplasmanya kebiruan. Bila dilakukan 
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pengamatan dengan pembesaran obyektif 45x, maka pada dinding sel yang 

berbatasan dengan sel di sebelahnya akan terlihat taju-taju yang seolah-olah 

menghubungkan sel yang satu dengan yang lainnya. Pada taju inilah terletak 

desmosom yang melekatkan sel-sel satu sama lain pada lapisan ini. Semakin 

ke atas bentuk sel semakin gepeng (Kalangi, 2013). 

 

c. Stratum Granulosum (Lapis Berbutir) 

   Lapisan ini terdiri atas 2-4 lapis sel gepeng yang mengandung banyak 

granula basofilik yang disebut granula keratohialin, yang dengan mikroskop 

elektron ternyata merupakan partikel amorf tanpa membran tetapi dikelilingi 

ribosom. Mikrofilamen melekat pada permukaan granula (Kalangi, 2013). 

 

d. Stratum Lusidum (Lapis Bening) 

   Lapisan ini dibentuk oleh 2-3 lapisan sel gepeng yang tembus cahaya, 

dan agak eosinofilik. Tak ada inti maupun organel pada sel-sel lapisan ini. 

Walaupun ada sedikit desmosom, tetapi pada lapisan ini adhesi kurang 

sehingga pada sajian seringkali tampak garis celah yang memisahkan stratum 

korneum dari lapisan lain di bawahnya (Kalangi, 2013). 

 

e. Stratum Korneum (Lapis Tanduk) 

Lapisan ini terdiri atas banyak lapisan sel-sel mati, pipih dan tidak 

berinti serta sitoplasmanya digantikan oleh keratin. Selsel yang paling 

permukaan merupa-kan sisik zat tanduk yang terdehidrasi yang selalu 

terkelupas (Kalangi, 2013). 

 

2.1.2.2 Lapisan Dermis 

Dermis terdiri atas stratum papilaris dan stratum retikularis, batas antara 

kedua lapisan tidak tegas, serat antaranya saling menjalin. 

a. Lapisan Papilaris 

  Lapisan ini tersusun lebih longgar, ditandai oleh adanya papila dermis 

yang jumlahnya bervariasi antara 50 – 250/mm2 . Jumlahnya terbanyak dan 

lebih dalam pada daerah di mana tekanan paling besar, seperti pada telapak 

kaki. Sebagian besar papila mengandung pembuluh-pembuluh kapiler yang 
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memberi nutrisi pada epitel di atasnya. Papila lainnya mengandung badan 

akhir saraf sensoris yaitu badan Meissner. Tepat di bawah epidermis serat-

serat kolagen tersusun rapat (Kalangi, 2013). 

 

b. Lapisan Retikularis  

Lapisan ini lebih tebal dan dalam. Berkas-berkas kolagen kasar dan 

sejumlah kecil serat elastin membentuk jalinan yang padat ireguler. Pada 

bagian lebih dalam, jalinan lebih terbuka, rongga-rongga di antaranya terisi 

jaringan lemak, kelenjar keringat dan sebasea, serta folikel rambut. Serat otot 

polos juga ditemukan pada tempat-tempat tertentu, seperti folikel rambut, 

skrotum, preputium, dan puting payudara. Pada kulit wajah dan leher, serat 

otot skelet menyusupi jaringan ikat pada dermis. Otot-otot ini berperan untuk 

ekspresi wajah. Lapisan retikular menyatu dengan hipodermis/fasia 

superfisialis di bawahnya yaitu jaringan ikat longgar yang banyak 

mengandung sel lemak (Kalangi, 2013). 

 

2.1.2.3 Lapisan Subkutan   

  Lapisan subkutan atau hypodermis (fasia superfisal) mengikat kulit 

secara longgar dengan organ-organ yang terdapat di bawahnya. Lapisan ini 

mengandung jumlah sel lemak yang beragam, bergantung pada area tubuh 

dan nutrisi individu, serta berisi banyak pembuluh darah ujung saraf (Sloane, 

2004). 

 

2.1.3. Warna Kulit 

 Warna kulit ditentukan oleh tiga faktor, yaitu: pigmen melanin 

berwarna coklat dalam stratum basal, derajat oksigenasi darah dan keadaan 

pembuluh darah dalam dermis yang memberi warna merah serta pigmen 

empedu dan karoten dalam lemak subkutan yang memberi warna kekuningan. 

Perbedaan warna kulit tidak berhubungan dengan jumlah melanosit tetapi 

disebabkan oleh jumlah granul-granul melanin yang ditemukan dalam 

keratinosit (Kalangi, 2013 ). 
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2.1.4. Melanosit 

       Melanosit adalah sel khusus yang terdapat dalam stratum basal 

epidermis atau dalam dermis dibawahnya dan menunjukkan banyak cabang 

sel yang disebut dendrit diantara keratinosit sekitarnya. Melanosit merupakan 

sel yang dapat mensintesis enzim tirosinase, enzim tersebut jika bergabung 

dalam melanosom, dapat memulai sintesis dan deposit dari melanin. Oleh 

sebab itu melanosit adalah komponen penting dalam sistem pigmentasi kulit 

(Kalangi, 2013). 

 

Cara terbaik untuk mengidentifikasi melanosit adalah menggunakan 

reaksi DOPA (Dihydroksyphenylalanine) yaitu epidermis yang telah dikupas 

dari dermis kemudian diinkubasi dalam suatu bakal untuk melanin yaitu 

DOPA. DOPA dioksidasi oleh enzim tirosinase di dalam melanosit untuk 

menghasilkan melanin coklat tua, sedangkan sitoplasma melanosit terpulas 

agak kelabu (Mamoto, Kalangi, Karundeng, 2013). 

 

Sebagai komponen suatu sistem jaringan pengatur, melanosit 

menghasilkan beberapa sitokin antara lain IL-1 (Interleukin-1), IL-6 

(Interleukin-6) dan TNF- (Tumor Necrotic Factor- alpha) yang bekerja 

menghambat proses melanogenesis melalui penurunan aktivitas enzim 

tirosinase dan proliferasi melanosit. Melanosit dapat menghasilkan 

neuropeptida dan neuro-transmiter yang merupakan komponen penting 

terhadap jalur komunikasi antara kulit dan sistem saraf pusat. Sebagai 

komponen sistem imun kulit, melanosit mampu mengekspresikan molekul 

major histocompatibility complex (MHC) kelas II, intercellular adhesion 

molecule-1 (ICAM-I) dan menghasilkan beberapa sitokin. Melanosit mampu 

berfungsi sebagai fagositosis dan mempunyai melanosom yang seolaholah 

bertindak sebagai lisosom (lysosome like function) (mamoto et al., 2009). 
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2.1.5. Melanin 

 

 

  

  

      

       

         

 

  

 

 

 

Gambar 2.2 Skema Reaksi Terbentuknya Melanin 

(Sumber : Chang, 2012) 

 

Melanin merupakan sel yang menentukan warna kulit, menyerap sinar 

UV dan menghalangi pembentukan radikal bebas. Sehingga dapat melindungi 

kulit dari kerusakan akibat sinar matahari dan penuaan dengan cara menyerap 

sinar matahari UV dan membuang oksigen yang reaktif. Melanin merupakan 

hasil sintesis yang dihasilkan sel melanosit dalam organel khususnya, yaitu 

melanosom. Melanosom yang berisi melanin dipindahkan oleh sel melanosit 

ke kreatinosit yang berdekatan dengan lapisan basal. Dengan bertambahnya 

usia individu, maka jumlah melanosit yang dihasilkan pun menurun 

(Charissa, 2016). 

 

2.1.6.  Melanogenesis 

Melanogenesis merupakan proses biosintesis dari melanin. Proses 

biosintesis melanin baik eumelanin meupun feomelanin memerlukan enzim 

yang merupakan prekursor inisiasi tirosin, yaitu tirosinase. Enzim tirosinase 

bergantung pada tembaga dan berperan dalam proses awal katalis untuk 

mengkonversi tirosin menjadi L-3,4-dihydroxyphenylalanine (DOPA), dan 

selanjutnya teroksidasi menjadi dopakuinon. Sistein selanjutnya akan 
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mengubah dopakuinon menjadi sistein DOPA,  dan akan teroksidasi, juga 

terpolimerisasi menjadi feomelanin yang berwarna kuning kemerahan, dan 

merupakan melanin yang larut. Jika tidak ada senyawa thiol (sistein dan 

glutation atau thioredoxin), dopakuinon akan berlangsung menjadi dopakrom 

yang berwarna coklat kehitaman. Dopakrom secara spontan akan kehilangan 

asam karboksilat dan 5,6 dihydroxyndole (DHI) yang segera teroksidasi dan 

terpolimerisasi menjadi coklat kehitaman. Dopakrom tautomerase 

(TYRP2/DCT) akan mengubah dopakrom menjadi DHI-2-carboxyl acid 

(DHICA). Selanjutnya tirosinase dan TYRP1 akan mengkonversi menjadi 

melanin DHICA berwarna coklat terang. Melanin DHI dan melanin berwarna 

coklat kehitaman yang disebut sebagai eumelanin (Suryaningsih dan 

Soebono, 2016). 

 

2.1.7   Hiperpigmentasi 

  Hiperpigmentasi merupakan kelainan kulit akibat adanya peningkatan 

deposisi melanin kutaneus baik karena peningkatan sintesis melanin, 

peningkatan jumlah melanosit, atau gangguan distribusi unit epidermal 

melanin ke keratinosit. Sebagian besar perubahan warna yang terjadi 

bergantung pada lokasi deposisi melanin. Salah  satu  penyebab  umum  dari 

hiperpigmentasi adalah paparan sinar matahari yang berlebih dan kerusakan 

kulit yang disebabkannya.  

 

Paparan sinar matahari yang berlebihan akan meningkatkan jumlah 

melanin di kulit. Hal ini  pada  akhirnya dapat mengakibatkan bintik-bintik  

gelap pada bagian kulit yang sering terbuka yakni tangan dan wajah. 

Penyebab lain hiperpigmentasi adalah usia seseorang. Hal ini dikarenakan 

saat usia bertambah, kemampuan kulit untuk beregenerasi berkurang. Bercak-

bercak ini memiliki warna bervariasi mulai dari cokelat terang hingga hitam. 

Flek berwarna coklat sampai berwarna hitam ini berkembang karena sel-sel 

kulit memproduksi antioksidan dan mengeluarkan melanin berlebih untuk 

mencegah kerusakan akibat polutan. Faktor genetik atau keturunan juga 

sangat mempengaruhi jumlah melanin pada kulit. Selain itu, hiperpigmentasi 

juga terjadi sebagai akibat dari kerusakan kulit, terutama kerusakan akibat   
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jerawat/akne. Acne adalah penyakit kulit yang terjadi akibat peradangan 

menahun folikel pilosebasea  yang  ditandai  dengan  adanya komedo, papul, 

pustul, nodus, pada tempat predileksinya (Fajarini, 2015). 

 

2.2 Enzim 

Enzim menyusun sebagian besar total protein dalam sel. Suatu sel dapat 

memuat 2000 jenis molekul enzim. Enzim berfungsi sebagai katalisator, yaitu 

mempercepat laju suatu reaksi kimia tanpa ikut terlibat dalam reaksi tersebut. 

Enzim tidak ikut berubah menjadi produk tetapi akan kembali ke  bentuk asalnya 

setelah reaksi kimia selesai. Enzim mengubah molekul substrat menjadi hasil 

reaksi (produk) yang molekulnya berada dari substrat. Enzim merupakan 

katalisator (protein katalitik) untuk reaksi-reaksi kimia didalam sistem biologi. 

Enzim memiliki ciri khas sebagai berikut : 

 

1. Bersifat tidak diubah oleh reaksi yang dikatalisnya 

2. Enzim tidak mengubah kedudukan normal dari kesetimbangan kimia, 

meskipun enzim mempercepat reaksi. 

 

Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor, diantaranya konsentrasi 

substrat, pH, suhu dan inhibitor (penghambat). Pengaruh tersebut dapat 

mengganggu stabilitas enzim dan stabilitas merupakan sifat penting enzim dalam 

aplikasinya sebagai biokatalis (Susanti dan Fibriana, 2017).  

 

2.3 Tirosinase 

Tirosinase yang juga dikenal dengan nama polifenol oksidase adalah enzim 

yang tersebar luas pada tumbuhan dan hewan. Enzim ini telah diisolasi dan 

dipelajari pada berbagai spesies tumbuhan, hewan dan jamur. Tirosinase dari 

berbagai spesies memiliki perbedaan pada bentuk struktur primernya, ukuran, 

pola glikosilasi dan karakteristik aktivasinya. Akan tetapi semua tirosinase 

memiliki persamaan yaitu mempunyai dua atom tembaga tipe III pada sisi 

aktifnya yang masingmasing diikat oleh 3 residu histidin (Lukitaningsih, 

Mustikawaty, Sudarmanto, 2013). 
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Tirosinase merupakan enzim pembatas laju yang terkait dengan sintesis 

melanin dalam melanosit. Tirosinase mengandung monooxygenase dan 

mengkatalisis dua reaksi utama: monophenolase, hidroksilasi L-tirosinase dan 

difenolase, dan oksidasi L-DOPA (3,4-dihydroxyphenylalanine). Penghambatan 

aktivitas tirosinase (monophenolase dan diphenolase) akan menurunkan sintesis 

melanin (Mawadah, 2018). Monofenolase adalah reaksi antara enzim dengan 

substrat L-tirosin, dimana enzim dapat mengubah L-tirosin menjadi L-DOPA, 

selanjutnya enzim tersebut mengubah L-DOPA menjadi dopakuinon yang disebut 

dengan reaksi difenolase. Setelah itu, dopakuinon akan membentuk melanin yang 

memicu terjadinya pencoklatan pada kulit (Utami, 2014). 

 

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, asam kojat, 

merkuri dan hidrokuinon. Dari beberapa senyawa tersebut, asam kojat memiliki 

efek inhibisi dan kestabilan paling besar dalam produk kosmetik.  

 

2.4 Penghambatan Tirosinase 

Penghambatan tirosinase disebut juga penghambatan melanogenesis karena 

menghambat pembentukan melanin baik secara langsung atau tidak hanya 

bereaksi dengan enzim. Penghambatan aktivitas tirosinase merupakan mekanisme 

depigmentasi yang paling sering digunakan karena bersifat spesifik dengan target 

melanogenesis di sel tanpa menimbulkan efek samping. selain penghambatan 

secara langsung pada aktifitas katalitik tirosinase yang sering digunakan, 

pendekatan lain untuk penghambatan melanogenesis adalah percepatan degradasi 

tirosinase dan penghambatan transkripsi mRNA tirosinase melalui pengurangan 

aktivitas MITF (microphthalmia-associated transcription factor) (Chang, 2009). 

 

Agen penghambat tirosinase dikelompokkan menjadi lima golongan yaitu 

senyawa polifenol, turunan benzaldehid dan benzoat, steroid dan lipid rantai 

panjang, agen penghambat alami atau sintetik, dan agen inaktivator ireversibel. 
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Polifenol merupakan senyawa yang termasuk kelompok paling besar sebagai 

penghambat tirosinase. Flavonoit yang termasuk dalam golongan polifenol 

banyak tersebar di daun, biji, kayu dan bunga pada tanaman. Isoflavon yang 

termasuk dalam flavonoid memiliki mekanisme menghambat dan mengkhelat 

logam tembaga (Cu) pada enzim tirosinase akibat adanya gugus hidroksi pada 

cincin A dan B (gugus OH pada C6-C8 dan C2-C4). Adanya gugus hidroksi pada 

cincin benzen memiliki peran penting dalam aktivitas hambatan enzim tirosinase, 

sedangkan adanya gugus metil dan konjugat gula pada cincin benzen dapat 

menurunkan aktivitas penghambatan (Chang, 2009). 

 

Penghambatan terhadap aktivitas tirosinase merupakan salah satu cara untuk 

dapat mencerahkan kulit, karena dengan demikian melanin yang dihasilkan akan 

berkurang. Untuk mengetahui penghambatan aktivitas tirosinase sebagai pemutih 

kulit dapat dilakukan dengan tiga cara. Pertama, uji in vivo dengan mengukur 

warna kulit dan jumlah melanin menggunakan instrumen pada kulit yang telah 

diberikan sediaan. Kedua, uji ex vivo dengan menginkubasi kultur epidermis 

manusia dengan senyawa pemutih lalu mengukur banyaknya dendrit yang 

terbentuk. Ketiga, uji in vitro dengan mengukur produk dopakrom. Cara ketiga 

merupakan cara yang paling mudah dilakukan karena tidak menggunakan 

manusia sebagai subyek atau kultur epidermis (Litner dan Sederma, 2010). 

 

Prinsip kerja dari metode invitro ini berdasarkan pada adanya produk 

dopakrom yang merupakan hasil oksidasi L-DOPA oleh enzim tirosinase. 

Senyawa pemutih kulit akan berkompetisi dengan L-DOPA tersebut untuk 

berikatan dengan enzzim tirosinase. Kompetisi tersebut akan mengurangi jumlah 

produk dopakrom yang akan dihasilkan sehingga aktivitas penghambatan senyawa 

pemutih dapat dihitung. Dopakrom yang terbentuk akan berwarna jingga tua 

hingga merah sehingga dapat diukur serapannya dengan cara kolorimetri dengan 

menggunakan alat spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang maksimum 

(Litner dan Sederma, 2010). 
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2.5 Tanaman Keladi Tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) 

 

2.5.1 Deskripsi Tanaman 

Keladi tikus (Typhonium flagelliforme L) merupakan tanaman herbal dari 

famili Araceae,  tanaman sejenis talas, termasuk tumbuhan semak, menyukai 

tempat lembab yang tak terkena sinar matahari langsung. Tanaman keladi tikus ini 

berbatang basah, biasanya tumbuh di tempat terbuka pada ketinggian 1000 meter 

di atas permukaan laut. Bentuk daun dari tanaman keladi tikus bulat dengan ujung 

runcing berbentuk jantung, berwarna hijau segar. Umbi tanaman keladi tikus 

berbentuk bulat rata sebesar buah pala (Zakiyana, Supriatno, Medawati, 2010). 

Nama lokal keladi tikus, diberikan pada tumbuhan ini mungkin karena suatu 

proses yang menyerupai ekor tikus pada ujung tongkol bunganya. Tanda pengenal 

jenis tumbuhan ini di lapangan yang paling mudah terlihat adalah proses tersebut 

(Rachman, 2009). 

 

2.5.2 Klasifikasi Tanaman 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Daun Keladi Tikus  

      (Sumber : Harfia, 2006) 
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Kingdom : Plantae 

Sub Kingdom : Tracheobionta  

Super Divisi : Spermatophyta 

Divisi  : Angiospermae 

Kelas  : Dicotyledonae 

Bangsa  : Alismatales 

Suku  : Araceae 

Marga  : Typhonium 

Jenis  : Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume 

Nama Daerah : Keladi tikus, bira kecil, daun panta susu, ki babi, trenggiling    

                          mentik, ileus, kalamoyang 

 

2.5.3 Morfologi Tanaman 

Morfologi tanaman keladi tikus adalah berdaun tunggal yang muncul dari 

umbi, berwarna hijau segar dan tersusun roset. Panjang daun 6-16 cm, berbentuk 

lonjong dengan ujung menajam seperti ombak. Keladi tikus memiliki ciri khas 

yaitu mahkota bunganya unik mirip keladi (ekor) tikus. Bunganya muncul dari 

roset akar, bertangkai, panjang 4-8 cm dan kelopak bunga bulat lonjong berwarna 

kekuning-kuningan. Bagian atas kelopak memanjang 5-21 cm dan ujungnya 

meruncing menyerupai ekor tikus. Umbi keladi tikus ini berbentuk bulat rata 

sebesar buah pala. Bagian dalam maupun luar umbi berwarna putih (Iswantini, 

Syabirin, Affandi, 2009). 

 

2.5.4 Kandungan Senyawa 

Senyawa yang berkhasiat dalam tanaman ini adalah alkaloid, saponin, 

steroid, dan glikosida. Seluruh bagian tanaman keladi tikus mengandung senyawa 

antikanker yaitu baik pada akar, umbi, batang, maupun daun (Sianipar, 

Purnamaningsih, Rosaria, 2016). 

 

2.5.5 Efek farmakologi 

Keladi tikus bermanfaat dalam mengobati kanker paru-paru dan payudara,  

hati, leukemia, usus, kelenjar prostat, dan leher rahim. Aktivitas antikanker keladi 

tikus juga terlihat dalam mencegah kanker payudara dan rahim. Aktivitas biologis 
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lain yang dimiliki oleh tanaman keladi tikus antara lain efek antibakteri, 

antioksidan, toksik terhadap Artemia salina dan memicu apoptosis (Sianipar, 

Purnamaningsih, Rosaria, 2016). 

 

2.6 Ekstrak 

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif 

dari simplisia nabati atau simplisia alami dengan menggunakan pelarut yang 

sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau 

serbuk tersisa diperlukan sedemikian rupa hingga memenuhi baku yang telah 

ditetapkan. Sebagian ekstrak dibuat dengan cara destilasi dengan pengurangan 

tekanan, agar bahan utama obat sedikit mungkin terkena panas ( Farmakope 

Indonesia IV, 1995). 

 

Ekstrak dikelompokan atas dasar sifatnya, yaitu : 

1. Ekstrak encer adalah sediaan yang memiliki konsistensi semacam madu dan 

dapat dituang. 

2. Ekstrak kental adalah sediaan yang dilihat dalam keadaan dingin dan tidak 

dapat dituang. Kandungan airnya berjumlah sampai 30%. Tingginya 

kandungan air menyebabkan ketidakstabilan sediaan obat karena cemaran 

bakteri. 

3. Ekstrak kering adalah sediaan yang memiliki konsistensi kering dan mudah 

dituang, sebaiknya memiliki kandungan lembab tidak lebih dari 5%. 

4. Ekstrak cair, ekstrak yang dibuat sedemikiannya sehingga 1 bagian simplisia 

sesuai dengan 2 bagian ekstrak cair. 

 

Proses ekstraksi dapat melalui tahap menjadi: pembuatan serbuk, 

pembasahan, penyarian, dan pemekatan. Sistem pelarut yang digunakan dalam 

ekstraksi harus dipilih bedasarkan kemampuannya dalam melarutkan jumlah yang 

maksimum dari zat aktif dan yang seminimum mungkin bagi unsur yang tidak 

diinginkan (Depkes RI, 2000). 
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2.7 Ekstraksi  

Ekstraksi atau penyarian merupakan proses pemisahan senyawa dari matriks 

atau simplisia dengan menggunakan pelarut yang sesuai. Metode ekstraksi yang 

digunakan tergantung pada jenis, sifat fisik, dan sifat kimia senyawa yang akan 

diekstraksi. Pelarut yang digunakan tergantung pada polaritas senyawa yang akan 

disari, mulai dari yang besifat non polar hingga polar, sering disebut ekstraksi 

bertingkat. Pelarut yang digunakan dimulai dengan heksana, petroleum eter, lalu 

kloroform, alkohol, metanol, dan air. (Hanani, 2015). Ada beberapa metode 

ekstraksi dengan menggunakan pelarut diantaranya: 

 

2.7.1 Cara Dingin 

Ekstraksi cara dingin memiliki keuntungan dalam proses ekstraksi total, 

yaitu memperkecil kemungkinan terjadinya kerusakan pada senyawa termolabil 

yang terdapat pada sampel. Sebagian besar senyawa dapat terekstraksi dengan 

ekstraksi cara dingin, walaupun ada beberapa senyawa yang memiliki 

keterbatasan kelarutan terhadap pelarut pada suhu ruangan. Terdapat sejumlah 

metode ekstraksi, yang paling sederhana adalah ekstraksi dingin (dalam labu besar 

berisi biomasa yang diagitasi menggunakan stirer), dengan cara ini bahan kering 

hasil gilingan diekstraksi pada suhu kamar secara berturut-turut dengan pelarut 

yang kepolarannya makin tinggi. Keuntungan cara ini merupakan metode 

ekstraksi yang mudah karena ekstrak tidak dipanaskan sehingga kemungkinan 

kecil bahan alam menjadi terurai. Penggunaan pelarut dengan peningkatan 

kepolaran bahan alam secara berurutan memungkinkan pemisahan bahan-bahan 

alam bedasarkan kelarutannya (dan polaritasnya) dalam pelarut ekstraksi. Hal ini 

sangat mempermudah proses isolasi. Ekstraksi dingin memungkinkan banyak 

senyawa terekstraksi, meskipun beberapa senyawa memiliki pelarut ekstraksi 

pada suhu kamar. 

 

1. Maserasi 

Maserasi adalah cara ekstraksi simplisia dengan merendam dalam pelarut 

pada suhu kamar sehingga kerusakan atau degredasi metabolit dapat 

diminimalisasi. Pada maserasi terjadi proses keseimbangan konsentrasi antara 
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larutan di luar dan didalam sel sehingga diperlukan penggantian pelarut secara 

berulang.  

   

2. Perkolasi 

Perkolasi adalah ekstraksi simplisia dengan menggunakan pelarut yang 

selalu baru, dengan mengalirkan pelarut melalui simplisia hingga senyawa tersari 

sempurna. Cara ini memerlukan waktu lebih lama dan pelarut yang lebih banyak. 

Untuk meyakinkan perkolasi sudah sempurna, perkolat dapat diuji adanya 

metabolit dengan pereaksi yang spesifik. 

 

2.7.2 Cara Panas 

1. Refluks 

Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya, 

selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dengan 

adanya pendingin balik. Umumnya dilakukan penggulangan proses pada residu 

pertama sampai 3-5 kali sehingga dapat termasuk proses ekstraksi sempurna. 

 

2. Soxletasi 

Sokletasi adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru yang 

umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu dengan 

jumlah pelarut yang relatif konstan dengan adanya pendingin balik. Biomasa 

ditempatkan dalam dalam wadah soklet yang dibuat dengan kertas saring, melalui 

alat ini pelarut akan terus direfluks. Alat soklet akan mengkosongkan isinya 

kedalam labu dasar bulat setelah pelarut mencapai kadar tertentu. Setelah pelarut 

segar melawati alat ini melalui pendingin refluks, ekstraksi berlangsung sangat 

efisien dan senyawa dari biomasa secara efektif ditarik kedalam pelarut karena 

konsentrasi awalnya rendah dalam pelarut (Depkes RI, 2000). 

 

3. Infus 

Infus adalah cara ekstraksi dengan menggunakna pelarut air, pada suhu 96-

98oC selama 15-20 menit (dihitung setelah suhu 96oC tercapai). Bejana infusa 

tercelup dalam tangas air. Cara ini sesuai untuk simplisia yang bersifat lunak, 

seperti bunga dan daun (Hanani, 2015). 
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4. Digesti 

Digesti adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada 

temperatur ruangan (kamar), yaitu secara umum dilakukan pada temperatur 40-

500 C (Depkes RI, 2000). 

 

5. Dekok 

Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama (suhu lebih dari 300C) dan 

temperatur sampai titik didih air (Depkes RI, 2000). 

 

Cara Ekstraksi Lainnya : 

 

1. Ekstraksi Berkesinambungan 

Proses ekstraksi yang dilakukan berulangkali dengan pelarut yang berbeda 

atau resirkulasi cairan pelarut dan prosesnya tersusun berturutan beberapa kali. 

Proses ini dilakukan untuk meningkatkan efisiensi (jumlah pelarut) dan dirancang 

untuk bahan dalam jumlah besar yang terbagi dalam beberapa bejana ekstraksi 

(Depkes RI, 2000). 

 

2. Superkritikal Karbondioksida 

Penggunaan prinsip superkritik untuk ekstraksi serbuk simplisia dan 

umumnya digunakan gas karbondioksida. Dengan variabel tekanan dan 

temperatur akan diperoleh spesifikasi kondisi polaritas tertentu yang sesuai untuk 

melarutkan golongan senyawa kandungan tertentu. Penghilangan cairan pelarut 

dengan mudah dilakukan karena karbondioksida menguap dengan mudah, 

sehingga hampir langsung diperoleh ekstrak (Depkes RI, 2000). 

 

3. Ekstraksi Ultrasonik 

Getaran ultrasonik (>20.000 Hz) memberikan efek pada proses ekstrak 

dengan prinsip meningkatkan permiabilitas dinding sel, menimbulkan gelebung 

spontan (Cavitation) sebagai stres dinamis serta menimbulkan fraksi interfase. 

Hasil ekstraksi tergantung pada frekuensi getaran, kapasitas alat dan lama proses 

ultrasonikasi (Depkes RI, 2000). 
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4. Ekstraksi energi listrik 

Energi listrik digunakan dalam bentuk medan listrik, medan magnet serta 

“Electric-discharges” yang dapat mempercepat proses dan meningkatkan hasil 

dengan prinsip menimbulkan gelembung spontan dan menyebarkan gelombang 

tekanan berkecepatan ultrasonik (Depkes RI, 2000). 

 

2.8 Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia merupakan analisis kualitatif terhadap senyawa-senyawa 

metabolit sekunder, suatu ekstrak dari bahan alam terdiri atas berbagai macam 

metabolit sekunder yang berperan dalam aktivitas biologinya. Senyawa-senyawa 

tersebut dapat diidentifikasi dengan pereaksi-pereaksi yang mampu memberikan 

ciri khas dari setiap golongan dari metabolit skunder (Feliana, Mursiti, Harjono, 

2018). 

 

2.9.1. Flavonoid 

Flavonoid adalah suatu kelompok senyawa fenol terbesar yang ditemukan di 

alam. Senyawa-senyawa flavonoid terdapat pada semua bagian tumbuhan tinggi 

seperti bunga, daun, buah, kayu, akar, biji, dan kulit kayu. Flavonoid termasuk 

senyawa fenolik alam yang potensial sebagai antioksidan dan mempunyai 

bioaktivitas sebagai obat. Manfaat flavonoid antara lain untuk melindungi struktur 

sel, meningkatkan efektivitas vitamin C, antiinflamasi, mencegah keropos tulang 

dan sebagai antibiotik (Feliana, Mursiti, Harjono, 2018). 

 

2.9.2. Alkaloid 

Alkaloid merupakan suatu basa organik yang mengandung unsur Nitrogen 

(N) pada umumnya berasal dari tanaman, yang mempunyai efek fisiologis kuat 

terhadap manusia. Kegunaan senyawa alkaloid dalam bidang farmakologi adalah 

untuk memacu sistem syaraf, menaikkan tekanan darah, dan melawan infeksi 

mikrobial. Ekstraksi senyawa alkaloid dilakukan dengan menggunakan metode 

maserasi, metode ini dipilih karena pengerjaan dan peralatan yang digunakan 

sederhana dan mudah diperoleh maseratnya, serta proses perendaman yang cukup 

lama diharapkan dapat menarik lebih banyak zat aktif yang terkandung di dalam 

simplisia. Tahap selanjutnya yaitu diidentifikasi dengan menggunakan pereaksi 
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umum alkaloid dan Kromatografi Lapis Tipis. (Wullur,  Schaduw, Wardhani. 

2012). 

 

2.9.3. Saponin 

Kata saponin berasal dari tanaman Saponaria vaccaria, yaitu tanaman yang 

dapat digunakan sebagai sabun dan teryata mengandung saponin. Saponin 

termasuk senyawa yang larut dalam air, tidak larut dalam eter, dan jika 

dihidrolisis akan menghasilkan aglikon. Saponin merupakan senyawa yang 

bersifat racun karena dapat menyebabkan terjadinya hemolisis darah. Saponin 

bersifat seperti sabun, serta dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya 

membentuk busa yang stabil dalam air (Hanani, 2016). 

 

2.9.4. Steroid 

Steroid merupakan terpenoid lipid yang dikenal dengan empat cincin 

kerangka dasar karbon yang menyatu. Struktur senyawanya pun cukup beragam. 

Perbedaan tersebut disebabkan karena adanya gugus fungsi teroksidasi yang 

terikat pada cincin dan terjadinya oksidasi cincin karbonya. Steroid berperan 

penting bagi tubuh dalam menjaga keseimbangan garam, mengendalikan 

metabolisme dan meningkatkan fungsi organ seksual serta perbedaan fungsi 

biologis lainnya antara jenis kelamin. Tubuh manusia memproduksi steroid secara 

alami yang terlibat dalam berbagai proses metabolisme. Sebagai contoh steroid 

dari garam empedu, seperti garam deoksikolik, asam kholik dan glisin serta 

konjugat taurin yang berfungsi memperlancar proses pencernaan. 

 

Berdasarkan sumbernya steroid dibedakan atas steroid sisntetis dan alami. 

Steroid sintetis yang umum digunakan adalah glukokortikosteroid, estrogen, 

metilprednisolon, kortikosteroid, androgen, squalamine dan hydrocortisone. 

Senyawa ini juga digunakan untuk pengobatan penyakit akibat kelebihan atau 

kekurangan hormon, penyakit berbahaya serta penyakit lainnya seperti radang 

sendi dan alergi. Sterol tumbuhan yang telah lama dikenal adalah campesterol, 

stigmasterol dan β-sitosterol. Sterol ini menunjukkan efek menurunkan kolesterol 

dan antikarsinogenik. Efek antiangiogenik diduga melibatkan aksi senyawa 

tersebut sebagai antikanker. Stigmasterol dimungkinkan untuk mencegah penyakit 
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kanker tertentu, misalnya kanker ovarium, prostat, payudara dan kanker usus 

besar karena mempunyai potensi antioksidan, hipoglikemik dan mampu 

menghambat tiroid (Nasrudin et al, 2017). 

 

2.9.5 Tanin 

Tanin merupakan suatu senyawa polifenol yang memiliki berat molekul 

besar yang terdiri dari gugus hidroksi dan karboksil. Senyawa tanin  terdiri dari 

dua jenis yaitu tanin terkondensasi dan tanin terhidrolisis (Sari, Rita, Puspawati, 

2015).  Tanin mempunyai beberapa khasiat yaitu sebagai astringen, antidiare, 

antibakteri dan antioksidan. Selain itu tanin juga bermanfaat sebagai pelindung 

tanaman ketika masa pertumbuhan dari bagian tertentu tanaman, misalnya pada 

bagian buah, saat masih muda akan terasa pahit dan sepat (Mukhriani, Nonci, 

Mumang, 2014). 

 

2.9 Asam kojat 

Asam kojat adalah turunan jamur yang bersifat hidrofilik yang digunakan 

sebagai bahan untuk mengatasi gangguan hiperpigmentasi. Pada sediaan krim 

reans, konsentrasi maksimum asam kojat yang digunakan adalah 2%. Efektivitas 

krim asam kojat dapat ditingkatkan, dengan menambahkan zat penetrasi untuk 

membantu penetrasi dari asam kojat Asam kojat banyak digunakan sebagai bahan 

dasar untuk produksi pemutih kulit, lotion pelindung kulit, sabun pemutih hingga 

pemutih gigi. Kemampuan asam kojat mampu menahan pembentukan melanin 

melalui penghambata tirosinase dengan memperlambat aktivitas difenolase 

tirosinase. Hasil penelitian telah dilaporkan bahwa asam kojat mampu mereduksi 

eumelanin dengan menghambat melanogenesis dan hiperpigmentasi yang 

disebabkan oleh paparan sinar UV. Saat ini asam kojat digunakan sebagai bahan 

dasar untuk pencerah kulit yang sangat baik pada kosmetik. Disisi lain 

penggunaan hidrokuinon telah dilarang, sehingga terjadi peningkatan dalam 

penggunaan asam kojat sebagai pengganti hidrokuinin (Nisa, et. Al, 2013). 

 

2.10  Spektrofotometri UV-Visibel 

Spektrofotometri Ultraviolet visibel adalah metode analisa yang didasarkan 

atas pengukuran intensitas cahaya pada panjang gelombang yang sesuai. 
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Spektrofotometri UV dan visibel digunakan untuk tujuan analisis kualitatif dan 

kuantitatif. Spektrofotometri UV mempunyai kisaran sinar dengan panjang 

gelombang 200-400 nm, sedangkan sinar visible (tampak) adalah pada panjang 

gelombang 400-900 nm. Pada metode spektrofotometri UV materi materi 

menyerap cahaya ultra ungu (ultraviolet = UV). Dengan cara ini larutan tak 

berwarna dapat diukur. Berupa senyawa organik yang mengandung gugus 

kromofor yaitu diene terkonjugasi (C=C-C=C) dan enon (ketena) (C=C-C=O). 

Spektrofotometri visible (tampak) adalah untuk analisis senyawa berwarna. 

Senyawa tak berwarna dapat dibuat berwarna dengan mereaksikannya dengan 

pereaksi yang menghasilkan senyawa berwarna. Contohnya, ion Fe3+ dengan ion 

CNS- menghasilkan larutan berwarna merah (Ibrahim, 2013). 

 

Prinsip kerja Spektrofotometer UV-Vis yaitu apabila cahaya monokromatik 

melalui suatu media (larutan), maka sebagian cahaya tersebut diserap (I), sebagian 

dipantulkan (lr), dan sebagian lagi dipancarkan (It). Aplikasi rumus tersebut 

dalam pengukuran kuantitatif dilaksanakan dengan cara komparatif menggunakan 

kurva kalibrasi dari hubungan konsentrasi deret larutan alat untuk analisa suatu 

unsur yang berkadar rendah baik secara kuantitatif maupun secara kualitatif, pada 

penentuan secara kualitatif berdasarkan puncak-puncak yang dihasilkan spektrum 

dari suatu unsur tertentu pada panjang gelombang tertentu, sedangkan penentuan 

secara kuantitatif berdasarkan nilai absorbansi yang dihasilkan dari spektrum 

dengan adanya senyawa pengompleks sesuai unsur yang dianalisisnya. Adapun 

yang melandasi pengukuran spektrofotometer ini dalam penggunaannya adalah 

hukum Lambert-Beer yaitu bila suatu cahaya monokromatis dilewatkan melalui 

suatu media yang transparan, maka intensitas cahaya yang ditransmisikan 

sebanding dengan tebal dan kepekaan media larutan yang digunakan berdasarkan 

persamaan berikut :  

 
A = log I/Io atau A = a.b.c (l).................................( 1 ) 

Dimana :  

A = absorbansi 

a = koefisien serapan molar 

b = tebal media cuplikan yang dilewati sinar 
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c = konsentrasi unsur dalam larutan cuplikan 

Io = intensitas sinar mula-mula 

I = intensitas sinar yang diteruskan 

 

Y = ax – b...................................................( 2 ) 

 

Dimana : 

Y = absorbansi  

a = konstanta  

x = konsentrasi  

b = kemiringan/slope 

 

Hukum beer hanya berlaku monokromatis dan hukum beer telah terpenuhi 

bila hubungan antara serapan dan konsentrasi adalah linier. Penyimpangan dalam 

hukum lamber-beer dapat disebabkan oleh beberapa faktor : 

1. Cahaya tidak monokromatis 

2. Cahaya simpangan mengenai detektor 

3. Kepekaan detektor berubah 

4. Intensitas sumber cahaya dan amplifer dari detektor tidak berubah-ubah 

5. Pada isolasi – asosiasi keseimbangan berubah misalnya pada perubahan pH 

larutan 

6. Larutan berfluorosensi 

7. Suhu larutan berubah selama pengukuran 

     (Yanlinastuti & Fatimah, 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2  Skema Kerja Spektrofotometri UV-VIS (Suharti, 2017) 
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Instrumen spektrofotometri UV- VIS : 

1. Sumber Sinar 

Untuk senyawa-senyawa yang menyerap di spektrum daerah ultraviolet, 

digunakan lampu deuterium. Lampu deuterium merupakan sumber energi tinggi 

yang mengemisi sinar pada panjang gelombang 200-370 nm. 

 

2. Monokromator 

Pada kebanyakan pengukuran kuantitatif, sinar harus bersifat 

monokromatik, yaitu sinar dengan suatu panjang gelombang tertentu. Hal ini 

dicapai dengan melewatkan sinar polikromatik (sinar dengan beberapa panjang 

gelombang) melalui suatu monokromator. Alatnya dapat berupa prisma ataupun 

grating yang berfungsi untuk mendispersikan radiasi yang masuk ke 

monokromator. 

 

3. Kuvet 

Kuvet spektrofotometer adalah suatu alat yang digunakan sebagai tempat 

contoh atau cuplikan yang akan dianalisis. Kuvet biasanya terbuat dari kwarsa, 

plexiglass, kaca, plastik dengan bentuk tabung empat persegi panjang 1x1 cm dan 

tinggi 5 cm. Pada pengukuran didaerah UV dipakai kuvet kwarsa atau plexiglass, 

sedangkan kuvet dari kaca tidak dapat dipakai untuk pengukuran didaerah sinar 

tampak (visibel). 

 

4. Detektor 

Setelah sinar melalui sampel, maka penurunan intensitas apapun yang 

disebabkan oleh absorpsi diukur dengan suatu detektor. Detektor biasanya 

merupakan kepingan elektronik yang disebut dengan tabung pengganda foton, 

yang bereaksi untuk mengubah intensitas berkas sinar ke dalam sinyal elektrik 

yang dapat diukur dengan mudah, dan juga bereaksi sebagai suatu pengganda 

untuk meningkatkan kekuatan sinyal. 

5. Rekorder 

Sistem yang membaca besarnya isyarat listrik. Sistem pencatatan yang dapat 

menunjukkan besarnya sinar listrik. Spektrum absorpsi digambarkan sebagai 

absorban atau serapan terhadap panjang gelombang (Gandjar & Rohman, 2012) 
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2.11 Microplate Reader ELISA 

Microplate reader dikenal juga sebagai ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay), yaitu spektrofotometer khusus yang dirancang untuk 

dapat membaca keberadaan antibodi atau antigen spesifik dalam sampel. 

Tekniknya didasari dengan mendeteksi antigen atau antibodi yang ditangkap 

substrat dan menghasilkan reaksi, produk yang terbentuk dapat dibaca oleh 

spektrofotometer (WHO, 2008). 

 

 Platmikro adalah standar untuk tes biokimia dan berbasis sel yang terkait 

dengan penemuan obat. Dalam setiap plat mikro terdapat sumur 2D dengan 

volume terbatas dan jumlah sumur dalam satu plat umumnya terdapat 96, 384 dan 

1536 sumur dengan ukuran dan penempatan sumur telah distandarisasi oleh ANSI 

(American National Standards Institute) dan SLAS (Society for Laboratory 

Automation and Screening). Untuk mendeteksi dan mengukur reaksi biologis atau 

kimia dapat terukur dengan microplate reader. Mikroplate reader umum 

digunakan dalam uji laboratorium sains pada tanaman dan umumnya digunakan 

untuk mendukung metode spektrofotometri. 

 

 Panjang gelombang yang digunakan dalam ELISA umumnya antara 400 

hingga 750 nm, karena pada mikroplate reader terdapat kisi yang membatasi 

rentang panjang gelombang tersebut. Sistem optik yang digunakan berupa serat 

optik sebagai sumber cahaya yang diteruskan ke sumur platmikro berisi sampel. 

Sinar yang melewati sampel berdiameter sekitar 1 hingga 3 mm, umumnya 

microplate reader menggunakan sumber sinar double beam (WHO, 2008). 
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BAB 3 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan waktu penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli sampai dengan bulan Agustus 

2018. Tempat penelitian yaitu Laboratorium Fitokimia, Fakultas Farmasi Institut 

Sains Dan Teknologi Nasional dan Laboratorium Pusat Studi Biofarmaka, Institut 

Pertanian Bogor (IPB). 

 

3.2 Sampel Uji 

Sampel uji yang digunakan dalam penelitian ini adalah serbuk daun keladi 

tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) yang diperoleh dari koleksi Materia 

Medika Batu Malang, Jawa Timur yang sudah dideterminasi. 

 

3.3 Prinsip Penelitian 

Serbuk daun keladi tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) dilakukan 

proses ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 96%. Filtrat 

yang dihasilkan dari proses maserasi diuapkan dengan menggunakan ratory vacum 

evaporator (pada suhu 45o C) sampai diperoleh ekstrak kering. Ekstrak etanol 

kering diuji penapisan fitokimia, uji kadar total flavonoid dan uji aktivitas 

penghambatan tirosinase. Metode yang digunakan pada pengujian kadar flavonoid 

total dan penghambatan enzim yaitu spektrofotometri menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis dan microplate reader (ELISA) secara in vitro. 

Persentase penghambatan tirosinase dinyatakan dengan nilai IC50 yaitu konsentrasi 

larutan inhibitor yang dibutuhkan untuk menghambat 50% aktivitas tirosinase. 
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3.4 Bahan dan Alat Penelitian 

3.4.1 Bahan 

Etanol 96% (C2H5OH), aquadest, L-DOPA (Sigma), enzim tirosinase 

(Sigma), larutan buffer fosfat, amoniak 25% (NH3) (Mallinckrodt AR), kloroform, 

asam klorida, pereaksi mayer, pereaksi dragendorff, pereaksi bouchardart, natrium 

nitrat 5% (NaNO3) (Merck), alumunium klorida 10% (AlCl3) (Merck), natrium 

hidroksida 1 N (NaOH) (Merck), ferri (III) klorida (FeCl3) (Merck), eter (C2H5)O, 

asetat anhidrat (CH3COOH) (Ajax chemicals), asam sulfat pekat (H2SO4) 

(Mallinckrodt AR), kuersetin (C15H10O7), dimetil sulfoksida (DMSO). 

 

3.4.2. Alat 

Timbangan analitik digital, Blender, Wadah maserasi, Rotary vaccum 

evaporator (Buchi), Spektrofotometer UV-VIS (Labomed Inc), Multiplate well 

reader / ELISA (Epoch), Cawan penguap, Inkubator (Memmert), Oven, Corong 

kaca (Pyrex), Batang pengaduk, Tabung reaksi (Pyrex), Kertas saring, Cawan 

penguap, Penjepit kayu, Pipet mikro (1000 µl) (Thermo), Pipet tetes, Bunsen, 

Erlenmeyer (Pyrex), Aluminium foil, Kain flanel. 

 

3.5 Metode Dan Tahapan Penelitian 

  Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode eksperimental 

laboratorium yang dilakukan dengan tahapan penelitian sebagai berikut : 

 

3.5.1 Pengumpulan Bahan Uji 

Serbuk daun keladi tikus diambil dari UPT Materia Medika, Batu – Malang, 

Jawa Timur. 

 

3.5.2 Determinasi Bahan Uji 

Determinasi daun keladi tikus dilakukan di laboratorium UPT Materia 

Medica, Batu – Malang, Jawa Timur. 

 

3.5.3 Ekstraksi Daun Keladi Tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) 

Ekstrak etanol 96% daun keladi tikus dibuat dengan cara maserasi, yaitu 

serbuk daun keladi tikus ditimbang sebanyak 300 gram. Lalu dimasukkan ke 

dalam bejana maserasi yang telah dilapisi alumunium foil pada bagian dinding 
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luar dan direndam dengan 3 liter pelarut etanol 96% (perbandingan 1 : 10), lalu 

bejana ditutup rapat dan didiamkan selama 3 x 24 jam dan sesekali dilakukan 

pengadukan. Agar senyawa yang terkandung didalamnya tertarik sempurna tiap 

harinya pelarut diganti. Hasil ekstraksi disaring menggunakan corong kaca yang 

dilapisi kertas saring untuk memisahkan serbuk simplisia yang mungkin masih 

terbawa. Ekstrak yang diperoleh ditampung dalam botol yang tertutup rapat 

kemudian diuapkan dengan menggunakan rotary evaporator untuk mendapatkan 

ekstrak kental. Setelah itu diuapkan diatas penangas air untuk mendapatkan 

ekstrak kering (Syafruddin et al., 2018) 

 

% rendemen = 
𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑘𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝑏𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑒𝑟𝑏𝑢𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖
𝑥 100% 

 

3.5.4 Penapisan Fitokimia Serbuk Dan Ekstrak Etanol 96 % Daun Keladi 

Tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) 

 

3.5.4.1 Identifikasi Senyawa Flavonoid  

Sebanyak 10 gram serbuk dan ekstrak ditambahkan 10 mL air panas, 

dididihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas, kedalam 5 mL 

filtrat ditambahkan 0,1 gram serbuk magnesium dan 1 mL asam klorida pekat dan 

2 ml amil alkohol, dikocok dan dibiarkan memisah. Flavonoid positif jika terjadi 

warna merah atau kuning atau jingga pada lapisan amil alkohol (Depkes RI, 

1995). 

 

3.5.4.2 Identifikasi Golongan Alkaloid  

Sebanyak 0,5 gram serbuk dan ekstrak ditimbang, ditambahkan 1 mL asam 

klorida 2 N dan 9 mL aquadest, dipanaskan diatas penangas air selama 2 menit, 

didinginkan dan disaring. Filtrat dipakai untuk percobaan berikut : 

1. Diambil 0,5 mL filtrat, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi Mayer, akan 

terbentuk endapan berwarna putih/kuning 

2. Diambil 0,5 mL filtrat, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi Bouchardat, akan 

terbentuk endapan berwarna coklat sampai kehitaman. 

3. Diambil 0,5 mL filtrat, lalu ditambahkan 2 tetes pereaksi Dragendorff, akan 

terbentuk endapan coklat atau jingga kecoklatan. 
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Alkaloid positif jika terjadi endapan atau kekeruhan paling sedikit dua dari tiga 

percobaan diatas (Depkes RI, 1995). 

 

3.5.4.3 Identifikasi Golongan Steroid Dan Triterpenoid  

Sebanyak 1 gram sampel uji dimaserasi selama 2 jam dengan 20 mL n-

heksana, lalu disaring. Filtrat diuapkan ke dalam cawan penguap. Pada sisa 

ditambahkan beberapa tetes pereaksi Liebermann-Buchard. Timbulnya warna biru 

atau biru hijau menandakan adanya steroid, sedangkan warna merah, merah muda 

atau ungu menunjukkan adanya triterpenoid (Depkes RI, dalam Mayasari 2018). 

 

3.5.4.4 Identifikasi Golongan Saponin  

Sebanyak 0,5 gram serbuk dan ekstrak dimasukkan ke dalam tabung reaksi, 

ditambahkan 10 mL air panas dan disaring. Larutan atau filtratnya diambil, 

masukkan ke dalam tabung reaksi, kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 detik. 

Jika terbentuk buih yang mantap setinggi 1 – 10 cm selama tidak kurang dari 10 

menit dan penambahan 1 tetes asam klorida 2 N, buih tidak hilang menandakan 

adanya saponin (Depkes RI, 1995). 

 

3.5.4.5 Identifikasi Golongan Tanin  

Sebanyak 1 gram serbuk dan ekstrak ditimbang, dididihkan selama 3 menit 

dalam 10 mL air suling lalu didinginkan dan disaring. Larutan diambil 2 mL 

ditambahkan 1-2 tetes pereaksi besi (III) klorida 1 % jika terjadi warna biru 

kehitaman atau hijau kehitaman menunjukkan adanya tanin (Depkes RI, 1995). 

 

3.5.5 Penentuan Kadar Flavonoid Total (BPOM, 2004) 

1. Pereaksi 

Larutan HMT                     :  Larutan heksametilenteramin 

Larutan HCl                       :  Larutan HCl 25% 

Larutan AlCl3                     :   Larutan AlCl3 2% dalam larutan  asam asetat   

glasial   

Larutan asam asetat glasial :  Larutan asam asetat glasial 5% v/v dalam 

metanol 
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2. Pembuatan Larutan Sampel 

Ekstrak sebanyak  300 mg dimasukkan kedalam labu alas bulat, ditambah 

dengan 1 mL larutan HMT, 20 mL aseton dan 2 mL larutan HCl, dihidrolisis 

dengan cara direfluks selama 30 menit. Campuran disaring menggunakan kertas 

saring, filtrat dimasukkan kedalam labu tentukur 100 mL. Residu direfluks 

kembali dengan 20 mL aseton selama 30 menit, disaring dan filtrat dicampur ke 

dalam labu tentukur 100 mL. Campuran filtrat dalam labu tentukur ditambah 

dengan aseton sampai 100 mL. Diambil 20 mL filtrat dimasukkan ke dalam 

corong pisah, ditambah 20 mL air dan diekstraksi 3 kali masing-masing dengan 

15 mL etil asetat sampai 50 mL dalam labu tentukur. 

Diambil 10 mL larutan induk, ditambah dengan larutan AlCl3 dan larutan 

asam asetat glasial sampai 25 mL dalam labu tentukur. 

 

3. Larutan Blanko 

Diambil 10 mL larutan induk, ditambah dengan larutan asam asetat glasial 

25 mL dalam labu tentukur. 

 

4. Larutan  Standar Kuersetin 

Ditimbang 2,5 mg baku standar kuersetin dan dilarutkan dalam 25 mL asam 

asetat glasial untuk 100 bpj, dari larutan standar kuersetin 100 bpj, dibuat 

beberapa seri konsentrasi yakni 20 ; 15 ; 10 ; 5 ; 1 bpj, dari masing-masing 

konsentrasi larutan ditambahkan 1 mL AlCl3 dan ditambahkan larutan asam asetat 

glasial 10 mL. 

 

5. Pengukuran Absorbansi 

Pengukuran dilakukan dengan waktu 30 menit setelah penambahan AlCl3 

menggunakan spektrofotometri UV-Vis pada panjang gelombang 425 nm dengan 

pembanding kuersetin. 

 

6. Cara perhitungan (Azizah, Kumolowati, Faramayuda, 2014) 

 

F =
C x V x fp x 10−6

m
 x 100     
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Keterangan :  

C = Konsentrasi yang diperoleh dari kurva standar (bpj) 

V = Volume contoh (mL) 

fp = Faktor pengenceran (mL ) 

m = Bobot Ekstrak (g) 

F  = Kadar flavonoid total ( % b/b ) 

 

3.5.6 Pembuatan Larutan Uji Penghambatan Enzim Tirosinase (Batubara, 

et. al, 2010). 

 

3.5.6.1 Pembuatan Larutan Buffer Kalium Fosfat 50 mM Ph 6,5  

Untuk membuat larutan buffer kalium fosfat sebanyak 200 mL, kalium 

hidrogen fosfat (BM 136,09) ditimbang seksama sebanyak 1,36 gram, lalu 

dilarutkan dengan aquadest 100 mL. Sebanyak 11 mL larutan NaOH 0,2 N 

ditambahkan kedalam larutan tersebut dan ditambahkan aquadest hingga hampir 

mencapai 200 mL , pH larutan diukur dan diteteskan NaOH hingga pH mencapai 

6,5. 

 

3.5.6.2 Pembuatan Larutan DMSO 10 %  

Pembuatan larutan dimethylsulfoxide atau DMSO 10 % yaitu sebanyak 10 

mL DMSO ditambahkan dengan aquadest sebesar 90 mL. 

 

3.5.6.3 Pembuatan Substrat L-DOPA 2 mM 

Pembuatan substrat L-DOPA dilakukan dengan menimbang sebanyak 10 

mg substrat L-DOPA dan kemudian dilarutkan kedalam 25 mL buffer kalium 

phosphat. 

 

3.5.7 Pembuatan Larutan Enzim Tirosinase  

Tirosinase ditimbang sebanyak 1,40 mg kemudian dilarutkan dengan dapar 

fosfat (pH 6,5) dalam labu ukur sampai 10,0 mL. Tirosinase yang terlarut 

memiliki aktivitas 333 unit/mL. Setelah preparasi hingga uji penghambatan 

tirosinase, larutan disimpan dalam suhu rendah (2-8o). 
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3.5.8 Uji Penghambatan Enzim Tirosinase (Batubara et. al., 2010) 

 

3.5.8.1  Uji Larutan Ekstrak Etanol 96 % Daun Keladi Tikus (Typhonium 

flagelliforme (Lodd.) Blume) 

 

Ekstrak ditimbang sebanyak 10 mg kemudian dilarutkan dengan pelarut 

DMSO (dimethylsulphoxide) untuk mendapatkan konsentrasi akhir sebesar 10 

mg/mL. Larutan stok kemudian diencerkan pada 50 mM buffer kalium fosfat (PH 

6,5). 

 Ekstrak diuji pada konsentrasi mulai dari 1 ; 2,5 ;5 ;7,5 dan 10 mg/mL. 

Pada 96 sumuran plate, yang berisi 70 µL. Setiap ekstrak diencerkan dan 

digabungkan dengan 30 µL enzim tirosinase (sigma 333 unit mL-1 pada bufer 

fosfat). Plate disimpan didalam ruangan inkubasi yang bertemperatur 37OC 

selama 5 menit. Sebanyak 110 µL substrat (2 mM L-DOPA) ditambahkan pada 

masing-masing well plate, kemudian diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang. 

Kerapatan optik pada plate sumuran diukur dengan panjang gelombang 492 nm 

dengan menggunakan multi-well plate reader. 

  

3.5.8.2 Uji Penghambatan Enzim Tirosinase Oleh Asam Kojat 

Serbuk asam kojat ditimbang sebanyak 10 mg dan dilarutkan dengan dapat 

fosfat (6,5) dalam labu ukur 10 mL, sehingga diperoleh konsentrasi 1 mg/mL. 

Kemudian ditambahkan larutan dapar fosfat 6,5 hingga tanda batas, sehingga 

diperoleh variasi konsentrasi. 

 

Asam kojat sebagai kontrol positif diuji mulai konsentrasi 0,125, 0,0625, 

0,03125, 0,01563, dan 0,00781 mg/mL dalam plat tetes 96 sumur. Sebanyak 70 

µL ekstrak pengenceran ini masing-masing digabungkan dengan 30 µL enzim 

tirosinase (sigma, 333 unit/mL dalam buffer fosfat). Pelat diinkubasi pada suhu 

kamar selama 5 menit, kemudian ditambahkan 110 µL substrat L-DOPA 2 mM 

dan diinkubasi kembali selama 30 menit pada suhu kamar. Larutan pada setiap 

sumur diukur dengan menggunakan multiwell plate reader pada panjang 

gelombang 492 nm untuk menentukan persen inhibisi dan nilai konsentrasi 

hambat 50% (IC50). 
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Tabel 3.1 Komposisi Uji Penghambatan Enzim Tirosinase 

 

Keterangan : 

   KB  : Kontrol Blanko 

   KB+e : Kontrol Banko + Enzim 

   KS : Kontrol Sampel 

   KS+e : Kontrol Sampel + Enzim 

 

Tabel 3.2 Peletakan Bahan Pada Sumur Plate Uji Inhibitor Tirosinase 

 

 

 

 

 

 

 

Bahan 

Volume  (µl) 

KB KB+e Blanko KS KS+e Sampel 

Pelarut 70 70 70 - - - 

Sampel - - - 70 70 70 

Enzim - 30 30 - 30 30 

Substrat - - 110 - - 110 

Buffer 140 110 - 140 110 - 

Total 210 210 210 210 210 210 

 

Konsentrasi 

(mg/ml) 

Bahan 

 L-DOPA 

1 2 3 4 5 

1 KS KS+e Su1 Su2 Su3 

2,5 KS KS+e Su1 Su2 Su3 

5 KS KS+e Su1 Su2 Su3 

7,5 KS KS+e Su1 Su2 Su3 

10 KS KS+e Su1 Su2 Su3 

0 KB KB+e BLd BLd BLd 
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Keterangan : 

   KB  : Kontrol Blanko 

   KB+e : Kontrol Banko + Enzim 

   KS : Kontrol Sampel 

   KS+e : Kontrol Sampel + Enzim 

   BLd : blanko ditambah dengan substrat L-DOPA 

   SU1 : Pengulangan sampel pertama 

   Su2 : pengulangan sampel kedua 

   SU3 : pengulangan sampel ketiga 

 

Persentase aktifitas inhibisi tirosinase dihitung dengan rumus : 

% inhibisi Tirosinase = 
(𝐴𝑏−𝐴𝐾𝑏)−(𝐴𝑠−𝐴𝐾𝑠)

(𝐴𝑏−𝐴𝐾𝑏)
 x 100 % 

 

Keterangan : 

Ab = serapan larutan blanko 

Akb = serapan larutan kontrol 

As = serapan larutan sampel 

Aks = serapan larutan kontrol sampel 
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3.6 Skema Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                Evaporasi : rotory evaporator 

 

      

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Daun keladi tikus 

 

Determinasi  

Serbuk daun keladi 

tikus 

Diekstrak dengan cara 

maserasi menggunakan 

pelarut etanol 96 % 

Uji penghambat enzim 

tirosinase dengan substrat 

L- DOPA  

Penapisan fitokimia  

1. Flavonoid 

2. alkaloid 

3. Steroid 

4. Saponin 

5. Tanin 

6. Uji kadar 

flavonoid 

Total 

 

Ekstrak kental daun keladi tikus 

Ekstrak etanol 

Menggunakan microplate reader 

(ELISA) 

Uji Flavonoid Total 
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3.7 Analisis Data 

Persentase aktivitas inhibisi tirosinase daun keladi tikus dan asam kojat 

dihitung dengan rumus berikut : 

 

% Inhibisi Tirosinase = [
(Ab−AKb)−(As−AKs)

(Ab−AKb)
]  x 100 % 

Keterangan : 

Ab   = Serapan larutan blanko 

Akb = Serapan larutan kontrol blanko 

As    = Serapan larutan sampel 

Aks  = Serapan larutan kontrol sampel 

 

Hasil dari pengukuran konsentrasi ekstrak daun keladi tikus akan 

memperoleh absorbansi, hasil absorbansi tersebut dihitung untuk memperoleh 

persentase inhibisi. Kemudian, nilai IC50 dapat dihitung dengan memasukkan 

angka kemampuan hambat, yaitu 50 pada persamaan regresi linier. Persamaan 

regresi linier tersebut berupa : 

 

y = bx + a 

 

dimana, 

y = nilai kemampuan hambat 50 

x = In (Konsentrasi) 

a = slope (kemiringan dari garis regresi linier)  

b = intersep (garis potong) 

 

 Dengan memasukkan nilai 50 pada nilai y, sehingga memperoleh nilai 

konsentrasi IC50. 
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BAB 4 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Determinasi Bahan Uji 

Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun keladi tikus yang 

diperoleh dari Balai Materia Medica Kota Batu – Malang, Jawa Timur. Hal ini 

dilakukan untuk membuktikan identitas dari tanaman yang akan diambil, untuk 

menghindari kesalahan dalam pengumpulan bahan serta mencegah kemungkinan 

tercampurnya dengan tanaman lain. Hasil determinasi menunjukkan bahwa bahan 

uji yang digunakan adalah daun keladi tikus jenis Typhonium  flagelliforme 

(Lodd.) Blume dari suku Araceae (Lampiran 1). 

 

4.2 Pengumpulan dan Pengolahan Bahan 

Hasil pengumpulan bahan uji yaitu serbuk daun keladi tikus yang diambil 

dari perkebunan Balai Materia Medica. Serbuk daun keladi tikus yang diperoleh 

sebanyak 500 gram. 

 

4.3 Ekstraksi Daun Keladi Tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) 

Proses ekstraksi serbuk daun keladi tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) 

Blume) menggunakan pelarut etanol  96%.  Pemilihan pelarut merupakan salah 

satu faktor yang menentukan keberhasilan proses ektraksi, pengunaan pelarut 

etanol pada ektraksi ini tidak memperlihatkan perubahan warna yang tidak 

merusak komponen dari daun, terbukti dengan melarutkan etanol dalam ektraksi 

daun keladi tikus warnanya tidak berubah atau tetap berwarna hijau daun. Dalam 

pemilihan jenis pelarut faktor yang perlu diperhatikan antara lain adalah daya 

melarutkan senyawa – senyawa yang terdapat di dalam daun keladi tikus, titik 

didih, sifat racun, mudah tidaknya terbakar dan pengaruh terhadap peralatan 

ektraksi. Etanol juga mempunyai titik didih yang rendah dan cenderung aman, 

tidak beracun dan tidak berbahaya. Pelarut etanol memiliki dua sisi yang terdiri 

dari gugus -OH yang  bersifat polar dan gugus CH2CH3 yang bersifat non polar, 

sifat non polar inilah yang membuat etanol mampu mengekstrak kandungan 

minyak atsiri, dan alkaloid di dalam daun keladi tikus secara optimal (Aziz, 

Febrizky, Mario, 2014). 
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Pemilihan metode ekstraksi dimaksudkan untuk memudahkan dalam 

pengaturan bentuk sediaan, dosis atau takaran yang tepat mudah dalam 

penyimpanan, praktis dalam penyajian dan menjaga keawetan bahan tersebut 

untuk jangka waktu yang lebih lama dibandingkan dengan disimpan dalam bentuk 

mentah. Pemilihan metode maserasi ini karena memiliki keunggulan, yaitu alat 

dan cara yang digunakan sangat sederhana, dapat digunakan untuk analit baik 

yang tahan terhadap pemanasan maupun yang tidak tahan terhadap pemanasan 

(Leba, 2017).  

Pengadukan dilakukan dengan tujuan agar dapat terjadi keseimbangan 

konsentrasi golongan senyawa aktif yang lebih cepat didalam cairan. Pemekatan 

dilakukan dengan menggunakan rotary vaccum evaporator, tujuannya agar 

golongan senyawa yang terdapat dalam daun keladi tikus tidak mudah rusak. Pada 

proses ekstraksi menggunakan metode maserasi diperoleh randemen 9,76 %. 

Penentuan rendemen berfungsi untuk mengetahui kadar metabolit sekunder yang 

terbawa oleh pelarut tersebut namun tidak dapat menentukan jenis senyawa yang 

terbawa tersebut. Rendemen ekstrak meningkat seiring dengan meningkatnya 

kepolaran pelarut. Etanol merupakan pelarut yang menghasilkan randemen yang 

baik karena diduga kepolaran etanol mendekati kepolaran senyawa yang 

diekstrak. Kelarutan suatu zat ke dalam suatu pelarut sangat ditentukan oleh 

kecocokan sifat antara zat pelarut dengan zat terlarut yaitu sifat like dissolve like 

diantaranya disebabkan oleh polaritasnya (Leba, 2017). 

 

Tabel 4.1. Rendemen Ekstrak Etanol 96 % Daun Keladi Tikus Daun keladi 

tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak Etanol 96 

% 

Sampel Daun keladi tikus (Typhonium 

flagelliforme (Lodd.) Blume) 

Bobot Ekstrak (g) 29,3 

Rendemen (%) 9,76 

Warna Hijau tua kecoklatan 
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4.4 Penapisan Fitokimia 

Identifikasi golongan senyawa kimia dilakukan pada ekstrak etanol daun 

keladi tikus yang bertujuan untuk mengetahui golongan senyawa yang terkandung 

pada ekstrak dan diduga dapat menghambat aktifitas enzim tirosinase. Adapun 

pemeriksaan yang dilakukan terhadap serbuk dan ekstrak etanol daun keladi tikus 

adalah golongan senyawa flavonoid, alkaloid, steroid/triterpenoid, saponin, tanin. 

Hasil identifikasi golongan senyawa kimia pada ekstrak dan serbuk daun keladi 

tikus dapat dilihat pada Tabel 4.2. 

 

Tabel 4.2 Penapisan Fitokimia Serbuk dan Ekstrak Etanol 96 % Daun 

Keladi Tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) 

 

No 

 

Pemeriksaan 

Hasil 

Serbuk Ekstrak 

1 

2 

3 

4 

5 

Flavonoid 

Alkaloid 

Steroid 

Saponin 

Tanin 

Positif (+) 

Positif (+) 

Positif (+) 

Positif (+) 

Negatif (-) 

Negatif (-) 

Positif (+) 

Negatif (+) 

Positif (+) 

Negatif (-) 

 

Keterangan : 

Positif (+) : Mengandung senyawa metabolit sekunder 

Negatif (-) : Tidak mengandung senyawa metabolit sekunder 

 

Kuersetin adalah salah satu senyawa flavonoid yang dapat digunakan 

sebagai pembanding pada sediaan serbuk. Uji flavonoid menunjukkan hasil positif 

yang ditandai dengan terbentuknya warna kuning atau jingga pada lapisan amil 

alkohol. Pada ekstrak menunjukkan hasil yang negatif kemungkinan kadar dalam 

ekstrak daun keladi tikus terlalu kecil sehingga tidak teridentifikasi dengan 

metode kualitatif, selain itu menurut Carissa (2016) proses pemanasan dapat 

mengakibatkan penurunan kadar total flavonoid sebesar 15-78 %. Pada penelitian 

sebelumnya daun keladi tikus mengandung senyawa flavonoid (Farida, et, al., 

2010). Sehingga dilakukan uji kuantitatif untuk menghitung kadar total flavonoid. 
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Pada pengujian alkaloid serbuk dan ekstrak daun keladi tikus digunakan 

kafein sebagai baku pembanding dengan tujuan penggunaan kafein sebagai baku 

pembanding dikarenakan kafein mengandung alkaloid heterosiklik yang termasuk 

ke dalam golongan metilxantin (Pratita, 2017). Pada pengujian ini diperolah hasil 

yang positif dengan terbentuknya endapan dari penggantian ligan atau 

penggantian molekul sederhana yang dalam senyawa kompleks bertindak sebagai 

donor pasangan elektron pada pereaksi Dragendorff, Mayer, dan Bouchardat. 

Penelitian sebelumnya (Wimpy & Harningsih, 2017). 

Pada uji steroid dan triterpenoid digunakan daun teh sebagai uji kontrol 

positif (Martono dan Stiyono, 2014). Pada hasil uji steroid sediaan serbuk dan 

ekstrak daun keladi tikus menunjukkan hasil positif yang ditandai dengan 

terbentuknya warna hijau. Pada uji triterpenoid serbuk dan ekstrak menunjukkan 

hasil negatif. 

Saponin mempunyai gugus hidrofilik dan hidrofobik, ketika dikocok akan 

membentuk buih karena gugus hidrofilik menghadap ke dalam dan gugus 

hidrofobik menghadap ke luar. Penambahan HCl 2 N  akan berikatan dengan 

gugus hidrofil sehingga buih yang terbentuk lebih stabil. Hasil pengujian pada 

serbuk dan ekstrak menunjukkan hasil positif.  

Pereaksi besi III klorida digunakan secara luas untuk identifikasi tanin, hasil 

yang diperoleh pada serbuk dan ekstrak daun keladi tikus menunjukkan hasi 

negatif dengan tidak terbentuknya warna hijau kehitaman karena tanin akan 

membentuk senyawa kompleks (Setyowati, 2014). 

Pada pengujian skrining fitokimia pada ekstrak etanol daun keladi tikus 

(Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) uji flavonoid, steroid dan tanin 

mendapatkan hasil yang negatif kemungkinan dikarenakan kandungan senyawa 

dalam daun keladi tikus berkurang hal ini bisa disebabkan karena proses 

pemanasan dapat mengakibatkan penurunan kadar total flavonoid sebesar 15-78 

%, selain itu kemungkinan keberadaannya dalam daun dipengaruhi oleh adanya 

proses fotosintesis sehingga daun muda belum terlalu banyak mengandung 

flavonoid (Charissa, Djajadisastra, Elya, 2016). 
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4.5 Penetapan Kadar Flavonoid Total 

Pada penelitian ini untuk menentukan kadar total flavonoid digunakan 

kuersetin sebagai larutan standar dengan konsentrasi 1, 5, 10, 15 dan 20 bpj. 

digunakan deret konsentrasi karena metode yang digunakan adalah metode yang 

menggunakan persamaan kurva standar. Untuk membuat kurva standar, terlebih 

dahulu dibuat konsentrasi untuk mendapatkan persamaan linear yang dapat 

digunakan untuk menghitung persen kadar. Pada pembuatan kurva kalibrasi 

digunakan kuersetin sebagai pembanding dimana kuersetin merupakan flavonoid 

golongan flavonol yang mempunyai gugus keto pada C-4 dan memiliki gugus 

hidroksil pada atom C-3 atau C-5 yang bertetangga dari flavon dan flavonol. Pada 

penetapan kadar flavonoid penambahan kalium asetat dan alumunium klorida 

bertujuan untuk membentuk senyawa kompleks sedangkan perlakuan inkubasi 

selama 30 menit yang dilakukan sebelum pengukuran dimaksudkan agar reaksi 

berjalan sempurna, sehingga memberikan intensitas warna yang maksimal 

(Supriningrum, Nurhasnawati, Putri, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Kurva Kalibrasi Kuersetin Pada Panjang Gelombang Maksimum 425 mn 
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Tabel 4.3 Penetapan Kadar Flavonoid Total % (b/b) Pada Ekstrak Etanol 96 % 

Daun Keladi Tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) 

 

Nama 

sampel 

 

Bobot 

sampel 

 

abs 

Rata-rata kadar flavonoid 

Bpj % (b/b) Rata-rata 

% (b/b) 

Daun Keladi 

Tikus 

(Typhonium 

flagelliforme 

(Lodd.) 

Blume) 

 

0,3007 

 

0,3007 

 

0,195 

 

0,195 

 

4,3396 

 

2,7598 

 

0,9019 

 

0,5736 

 

 

0,7378 % 

 

Pada pengukuran tersebut, dapat disimpulkan bahwa semakin tinggi 

konsentrasi yang digunakan makan semakin tinggi pula absorban yang diperoleh. 

Hasil baku kuersetin diperoleh diplotkan antara kadar absorbannya, sehingga 

dipeloleh persamaan linear yaitu y = 0,0633x – 0,0797 dengan nilai R2 yang 

diperoleh sebesar 0,9957. Nilai Y adalah serapan dan nilai X adalah konsentrasi 

sampel, nilai a adalah slope (kemiringan) dan nilai b adalah intercept. Nilai r yang 

mendekati 1  menunjukkan hubungan yang kuat antara dua variabel dan nilai r 

yang mendekati 0 mengindikasikan lemahnya hubungan antara dua variabel, nilai 

r (korelasi pearson) menunjukkan ada atau tidaknya hubungan antara X dengan 

variabel Y dan juga untuk mengetahui seberapa besar hubungan antara dua 

variabel bebas (X) dan variabel terikat (Y). Untuk itu dilakukan uji linearitas 

melalui pembuatan kurva kalibrasi standar dan pengukuran absorbansi deret 

larutan standar dengan spektrofotometri UV-Vis. Kurva kalibrasi menyatakan 

hubungan antara berkas radiasi yang diabsorbsi dengan konsentrasi dari 

serangkaian zat standar yang telah diketahui konsentrasinya, dimana semakin 

tinggi konsentrasi maka semakin tinggi pula absorbansi yang didapat, begitupun 

sebaliknya konsentrasi semakin rendah maka semakin rendah juga absorbansinya 

yang dihasilkan. Pada gambar 4.1 dapat dilihat bahwa kurva kalibrasi standar 

tersebut mempunyai garis yang linear. Bentuk kurva kalibrasi yang didapat 

mengikuti hukum Lambert-Beer yaitu dengan meningkatnya konsentrasi maka 

absorbansi yang dihasilkan semakin tinggi (Rohman, 2012).  
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Respon yang diberikan oleh alat terhadap konsentrasi analit telah memenuhi 

syarat. Nilai r = 0,9957 yang diperoleh telah memenuhi syarat yang ditetapkan 

oleh interpretasi hasil koefisien korelasi pada tabel 4.4 

Tabel 4.4 Interpretasi Hasil Koefisien Korelasi 

Interval Koefisien Tingkat Hubungan 

0,00 – 0,199 

0,20 – 0,399 

0,40 – 0,599 

0,60 – 0,799 

0,80 – 1,00 

Sangat rendah 

Rendah 

Cukup 

Kuat 

Sangat kuat 

               (Widiowati, W.S, 2016) 

Hasil tersebut menunjukkan alat yang digunakan mempunyai respon yang 

baik terhadap sampel. Alat dapat memberikan hubungan yang linier antara 

absorbansi dan konsentrasi larutan yang diukur, dengan demikian dapat dikatakan 

alat dalam kondisi baik dan persamaan garis lurus yang diperoleh dapat digunakan 

untuk menghitung konsentrasi sampel. Kadar flavonoid dalam sampel ekstrak 

etanol daun keladi tikus diperoleh dengan cara memasukkan nilai absorbansi pada 

kurva standar kuersetin, sehingga hasil dari rata-rata penetapan kadar flavonoid 

total ekstrak etanol daun keladi tikus yaitu 0,7378 % (b/b). Proses pemanasan ini 

dapat mengakibatkan penurunan kadar total flavonoid sebesar 15-78 %. Selain itu, 

kemungkinan keberadaannya dalam daun dipengaruhi oleh adanya proses 

fotosintesis sehingga daun muda belum terlalu banyak mengandung flavonoid 

(Charissa, Djajadisastra, Elya, 2016). 

Flavonoid merupakan salah satu golongan senyawa yang aktif sebagai 

penghambat tirosinase. Sehingga uji kadar total flavonoid dilakukan untuk 

mengetahui seberapa besar kandungan kadar flavonoid total yang terdapat 

didalamnya. sehingga dapat menentukan besarnya nilai inhibisi IC50 yang terdapat 

di dalam daun keladi tikus setelah dilakukan pengujian, sehingga dapat dengan 

jelas menyimpulkan hasil seberapa besar daun keladi tikus untuk dapat 

menghambat enzim tirosinase (Chang, 2009). 
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4.6 Uji Penghambatan Aktivitas Enzim Tirosinase Ekstrak Etanol Daun 

Keladi Tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) 

Pengujian aktivitas penghambatan tirosinase ditujukan untuk mengetahui 

potensi dari sampel ekstrak daun keladi dalam kemampuannya menghambat 

tirosinase pada mekanisme pembentukan eumelanin. Penentuan penghambatan 

tirosinase dilakukan dengan menggunakan mushroom tirosinase sebagai enzim 

dan L-DOPA sebagai substrat serta asam kojat sebagai kontrol positif. Adanya 

senyawa fenolik maupun flavonoid yang telah dilaporkan seperti flavonol, stilben, 

asam fenolik, dan kuersetin memberikan kontribusi dalam menghambat aktivitas 

tirosinase sehingga mencegah terjadinya depigmentasi kulit (Nur, Rumiyati, 

Lukitaningsih, (2017). Asam kojat merupakan inhibitor kompetitif dalam reaksi 

monofenolase dan inhibitor campuran pada reaksi L-DOPA. Penggunaan asam 

kojat sebagai kontrol positif sangat disarankan sebagai pembanding kekuatan 

penghambatan tirosinase baik dengan bahan baru yang ditemukan ataupun dengan 

kekuatan penambahan bahan lain (Kurniasari, et al., 2018). 

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah metode enzimatik secara 

in vitro. Pengujian dilakukan menggunakan microplate reader kerena mempunyai 

keuntungan yaitu hasil yang didapat relatif cepat, jumlah sampel yang digunakan 

relatif sedikit, spesifikasi dan sensitivitasnya tinggi. Pengujian aktivitas inhibitor 

tirosinase dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya daya penghambatan senyawa 

bioaktif yang terdapat pada ekstrak kasar etanol pada daun keladi tikus 

(Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) (Kurniasari, et, al., 2018).  

Semakin kecil nilai IC50 maka berperan dalam mengkatalisis konversi L-

tirosin menjadi L-DOPA dan oksidasi L-DOPA menjadi dopakuinon dan oksidasi 

5,6 Dihidrosiindol menjadi Indol-6,6 Kuinon selanjutnya membentuk melanin. 

Enzim tirosinase berperan dalam reaksi pigmentasi kulit atau perubahan warna 

kulit menjadi lebih coklat. Senyawa yang dapat menghambat proses pembentukan 

melanin yaitu inhibitor tirosinase, mekanisme kerjanya mereduksi bahan yang 

dapat menyebabkan oksidasi dopakuinon dan bekerja secara kompetitif dan non 

kompetitif dengan subbstrat tirosinase yaitu L-DOPA serta secara spesifik akan 

berikatan kovalen dengan enzim tirosinase sehingga enzim menjadi tidak aktif 

selama reaksi katalik berlangsung. Inhibitor tirosinase banyak digunakan dalam 
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produk kosmetik dan farmasi sebagai penghambat produksi melanin berlebih pada 

lapisan epidermis dan membuat kulit tampak lebih cerah (Hindun, Rusdiana, 

Abdasah, Hindritiani, 2017). 

 

4.6.1 Uji Penghambatan Inhibitor Tirosenase Ekstrak Etanol 96 % Daun Keladi Tikus 

(Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) Substrat L-DOPA (Difenolasi) 

 

Gambar 4.2 Kurva Kalibrasi Difenolasi (Substrat L-DOPA) Ekstrak Etanol 96 % 

Daun Keladi Tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.3 Kurva inhibisi difenolasi (substrat L-DOPA) Asam Kojat (Kontrol 

Positif) 
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Tabel 4.5  Uji Penghambatan Inhibitor Tirosenase Ekstrak Etanol 96%  Daun Keladi 

Tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd.) Blume) Substrat L-DOPA (Difenolasi) 

 

 

Bahan Uji 

 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

 

Rata – rata  

(% inhibisi) ± 

Standar Deviasi 

 

IC50 

(mg/mL) 

 

 

 

 

Ekstrak Etanol 

96% Daun Keladi 

Tikus 

 

1 

2,5 

5 

7,5 

10 

 

6,617 ± 1,047 

18,401 ± 0,963 

32,059 ± 2,296 

32,201 ± 3,491 

36,164 ± 0,221 

 

 

13,307 

 

 

Kontrol Positif 

(Asam Kojat) 

 

0,00781 

0,01563 

0,03125 

0,0625 

0,125 

 

7,042 ± 7,802 

14,685 ± 10,795 

24,133 ± 7,479 

31,706 ± 4,332 

65,747 ± 1,433 

 

 

 

0,093 

 

Pengukuran IC50 dilakukan dengan memvariasikan konsentrasi ekstrak 

etanol daun keladi tikus 1 – 10 mg/mL, kemudian pengukuran serapan dan 

persentase penghambatan dihitung. Konsentrasi ekstrak diplotkan terhadap persen 

penghambatan dan diperoleh persamaan linear. Berdasarkan persamaan linear 

tersebut dapat dihitung nilai IC50. Inhibitory Concentration 50 atau IC50 adalah 

konsentrasi yang mampu menghambat 50% aktivitas enzim tirosinase. 

Berdasarkan hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa nilai IC50 untuk ekstrak 

etanol daun keladi tikus dari reaksi difenolasi yaitu 13,307 mg/mL dan nilai IC50 

asam kojat dari reaksi difenolasi yaitu 0,093 mg/mL. Nilai IC50 tersebut  

menunjukkan bahwa aktivitas inhibitor tirosinase ekstrak etanol daun keladi tikus 

tidak lebih baik dari asam kojat. Hal ini dikarenakan asam kojat yang digunakan 

dalam bentuk senyawa murni, sedangkan ekstrak daun keladi tikus bukanlah 

senyawa murni, akan tetapi ekstrak etanol yang masih memiliki aktivitas 

penghambatan tirosinase namun sangat kecil potensinya. Karena semakin kecil 
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nilai IC50 maka kemampuan menghambat enzim tirosinase semakin besar 

(Wahyuningsih, 2013). 

Hasil uji menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96 % daun keladi tikus 

termasuk kategori antioksidan lemah, menurut Kurniasari (2017) nilai IC50 sangat 

bergantung pada metode ekstraksi dan pelarut yang digunakan dalam ekstraksi 

serta substrat yang digunakan saat reaksi aktivitas inhibitor tirosinase. 

Pelaksanaan pereaksi enzimatis, pemilihan substrat menjadi hal yang sangat 

penting karena dapat mempengaruhi hasil pengukuran. Selain itu, kadar flavonoid 

total menunjukkan hasil yang sedikit, sehingga hal ini dapat mempengaruhi nilai 

IC50 yang dihasilkan. 

Pengujian aktivitas penghambatan enzim tirosinase pada daun keladi tikus 

dilakukan untuk mengetahui nilai inhibisi dari ekstrak daun keladi tikus 

dibandingkan dengan asam kojat dalam menghambat enzim tirosinase. Pada 

keladi tikus menunjukkan adanya kandungan alkaloid, steroid, flavonoid dan 

glikosida. Golongan senyawa yang diduga memiliki aktivitas sebagai antioksidan 

serta inhibitor tirosinase adalah flavonoid (Katrin, 2012). flavonoid sebagai salah 

satu golongan senyawa yang aktif sebagai penghambat tirosinase. Kemampuan 

depigmentasi kulit dari flavonoid dengan cara menghambat secara langsung 

aktivitas tirosinase pada proses melanogenesis. Ikatan flavonoid dengan tembaga 

serta efek antioksidannya dilaporkan berperan dalam menghambat kerja enzim 

tirosinase (Charissa et al., 2016). 
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BAB 5 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

1. Ekstrak etanol 96% daun keladi tikus (Typhonium flagelliforme (Lodd). 

Blume) memiliki kemampuan untuk menghambat enzim tirosinase. 

2. Pada penghambatan substrat L-DOPA menghasilkan nilai IC50 13,307 

mg/mL. Nilai tersebut lebih besar jika dibandingkan dengan kontrol positif 

asam kojat yaitu 0,0935 mg/mL untuk substrat L-DOPA.  

 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan perbandingan pengujian ekstrak etanol daun keladi tikus 

menggunakan pelarut lain, misalnya metanol, n-heksana, etil asetat dan air. 
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LAMPIRAN 1 

 

Hasil Determinasi 
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LAMPIRAN 2 

 

Surat Izin Penelitian ISTN 
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LAMPIRAN 3 

 

Surat Izin Penelitian Biofarmaka IPB 
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LAMPIRAN 4 

 

Alat Yang Digunakan Dalam Penelitian 

Nama Gambar Nama Gambar 

 

 

Mikropipet 

(Thermo 

Scientific) 

 

 

 

Mikropipet 

(Eppendorf) 

 

 

 

 

Tip Mikropipet 

 

 

 

Mikroplates 

Reader/ ELISA 

 

 

 

 

Beaker Glas 

 

 

 

 

Gelas Ukur 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 

Institut Sains Dan Teknologi Nasional 

LAMPIRAN 5 

 

Bahan Yang Digunakan Dalam Penelitian 

Nama Gambar Nama Gambar 

 

 

Daun Keladi 

Tikus  

 

 

 

Ekstrak Etanol 

daun keladi 

tikus 

 

 

 

 

Daun Keladi 

Tikus Kering 

 

 
 
 

 

 

Etanol 96 % 

 

 

 

 

Serbuk Daun 

Keladi Tikus 

 

 

 

Aquadest 

 



62 

Institut Sains Dan Teknologi Nasional 

 

 

 

Maserasi daun 

keladi tikus 

 

 

 

L-DOPA 

 

 

 

L-Tirosin 

 

 

 

Kuersetin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



63 

Institut Sains Dan Teknologi Nasional 

LAMPIRAN 6 

 

Hasil Uji Skrining Fitokimia 

 

No 

 

 

Jenis Identifikasi 

 

 

Hasil Serbuk 

 

Hasil Ekstrak 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alkaloid 

A. Mayer 

B. Dragendrof 

C. Bouchadart 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A = Positif (+) 

B = Positif (+) 

C = Positif (+) 

A = Positif (+) 

B = Negatif (-) 

C = Positif (+) 
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2.  

 

 

 

 

Flavonoid 

  

 

 

 

 

 

3.  

 

 

 

 

 

Saponin 

  

 

 

 

 

 

4.  

 

 

 

 

 

Steroid 

  

 

 

 

 

 

5.  

 

 

 

 

 

 

Tanin 
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LAMPIRAN 7 

 

Hasil Uji Skrining Kontrol Positif 

 

No Jenis Identifikasi Hasil Identifikasi 

 

 

 

 

1.  

 

 

 

 

 

Alkaloid 

(Kafein) 

 

 

 

 

2.  

 

 

 

Flavonoid 

(Kuersetin) 

 

 

 

 

 

3.  

 

 

 

 

Saponin 

(Sabun) 

 

 

 

 

4.  

 

 

 

Steroid 

(Daun Teh) 
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5.  

 

 

Tanin 

(Daun Teh) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



67 

Institut Sains Dan Teknologi Nasional 

LAMPIRAN 8 

 

Hasil Rendemen Daun Keladi Tikus  

 

Perhitungan Rendemen : 

 

% Rendemen : 
𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑘𝑒𝑛𝑡𝑎𝑙

𝐵𝑜𝑏𝑜𝑡 𝑠𝑖𝑚𝑝𝑙𝑖𝑠𝑖𝑎 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖
𝑥 100 % 

 

% Rendemen : 
29,3

300
 𝑥 100% = 9,76 % 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak Etanol 96 % 

 

Sampel 

Daun keladi tikus (Typhonium 

flagelliforme (Lodd.) Blume) 

Bobot Ekstrak (g) 29,3 

Rendemen (%) 9,76 

Warna Hijau tua kecoklatan 
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LAMPIRAN 9 

 

Hasil Perhitungan Uji Analisis Kadar Flavonoid Total 

 

Nilai Absorbansi Larutan Standar Kuersetin : 

Konsentrasi 

(ppm) 

Absorbansi 

(y) 

1 

5 

10 

15 

20 

0,012 

0,199 

0,538 

0,907 

1,175 

 

Perhitungan mencari nilai a,b,r : 

Panjang 

Gelombang 

 

X 

 

Y 

 

X2 

 

Y2 

 

X.Y 

 

 

425 nm 

1 

5 

10 

15 

20 

0,012 

1,199 

0,538 

0,907 

1,175 

1 

25 

100 

225 

400 

0,000144 

1,437601 

0,289444 

0,822649 

1,380625 

0,012 

5,995 

5,38 

13,605 

23,5 

Total 51 3,831 751 3,930463 48,492 

 

Keterangan :  y = Serapan 

X = Konsentrasi 

  a  = Konstanta 

  b  = Slope (Kemiringan) 

  n  = Perlakuan 
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(Lanjutan) 

Hasil nilai a,b,r yaitu : 

a : -0,0797 

b : 0,0633 

r : 0,9957 

Persamaan Linear : 

y = bx + a 

y = 0,0633 x – 0,0797 

R2 = 0,9957 

 

 

Nama Sampel 

Bobot 

Sampel  

(g) 

 

Abs 

Kadar 

Flavonoid 

(bpj) 

Kadar 

Flavonoid 

% (b/b) 

 

Rata-rata 

 

Daun Keladi 

Tikus (Typhonium 

flagelliforme 

Lodd. Blume) 

 

 

0,3007 

 

0,3007 

 

0,195 

 

0,195 

 

4,3396 

 

2,7598 

 

0,9019 

 

0,5736 

 

 

0,7378 % 

 

Perhitungan % Flavonoid : 

F =
C x V x fp x 10−6

m
 x 100 % 
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1. Sampel Daun Keladi Tikus Ulangan Pertama 

y = bx + a 

0,195 = 0,0633 x – 0,0797 

0,195 + 0,0797 = 0,0633 x 

0,2747 = 0,0633 x 

x = 4,3396 µg/mL 

 

F =
4,3396 x 100 x 6,25 x 10−6

0,3007
 x 100 %     

  =
0,00271225

0,3007
 x 100 %  

= 0,00901978 x 100 %  

= 0,9019 % (b
b⁄ )  

 

2. Sampel Daun Keladi Tikus Ulangan Kedua 

y = bx + a 

0,195 = 0,0633 x – 0,0797 

0,195 + 0,0797 = 0,0633 x 

0,2747 = 0,0633 x 

x = 4,3396 µg/mL 

 

F =
2,7598 x 100 x 6,25 x 10−6

0,3007
 x 100 %     

  =
0,0017245

0,3007
 x 100 %  

= 0,00573495 x 100 %  

= 0,5735 % (b
b⁄ )  

 

Keterangan :  

10-6 :  Angka konversi nilai suatu bobot yang diambil dari µg menjadi gram. 
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LAMPIRAN 10 

 

Hasil Perhitungan Penghambatan (%) Aktivitas Tirosinase Ekstrak 

Etanol Daun Keladi Tikus (Typhonium Flagelliforme (Lodd.) Blume) 

Substrat L-Dopa 

 

1. Ekstrak Etanol Daun Keladi Tikus Dengan Substrat L-DOPA 

Ulangan Pertama (U1) 

 

 

 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

 

Absorbansi 

 

 

% Penghambatan 
 

[ (𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛) − (𝐀𝐬 − 𝐀𝐊𝐬)]

(𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛)
 × 𝟏𝟎𝟎 % Blanko 

 

(Ab) 

 

Kontrol 

Blanko 

(Akb) 

Sampel 

 

(As) 

Kontrol 

Sampel 

(Aks) 

1 

2,5 

5 

7,5 

10 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,988 

0,984 

0,956 

1,109 

1,213 

0,097 

0,219 

0,34 

0,495 

0,614 

5,414 

18,790 

34,607 

34,820 

36,412 

 

 

2. Ekstrak Etanol Daun Keladi Tikus Dengan Substrat L-DOPA 

Ulangan Kedua (U2) 

 

 

 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

 

Absorbansi 

 

 

% Penghambatan 

 
[ (𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛) − (𝐀𝐬 − 𝐀𝐊𝐬)]

(𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛)
 × 𝟏𝟎𝟎 % Blanko 

 

(Ab) 

 

Kontrol 

Blanko 

(Akb) 

Sampel 

 

(As) 

Kontrol 

Sampel 

(Aks) 

1 

2,5 

5 

7,5 

10 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,97 

0,998 

0,986 

1,121 

1,216 

0,097 

0,219 

0,34 

0,495 

0,614 

7,325 

17,304 

31,423 

33,546 

36,093 
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(Lanjutan) 

 

3. Ekstrak Etanol Daun Keladi Tikus Dengan Substrat L-Dopa 

Ulangan Ketiga (U3) 

 

 

 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

 

Absorbansi 

 

 

% Penghambatan 

 
[ (𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛) − (𝐀𝐬 − 𝐀𝐊𝐬)]

(𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛)
 × 𝟏𝟎𝟎 % Blanko 

 

(Ab) 

 

Kontrol 

Blanko 

(Akb) 

Sampel 

 

(As) 

Kontrol 

Sampel 

(Aks) 

1 

2,5 

5 

7,5 

10 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,972 

0,981 

0,998 

1,171 

1,217 

0,097 

0,219 

0,34 

0,495 

0,614 

7,113 

19,108 

30,149 

28,238 

35,987 

 

4. Rata-rata ekstrak etanol daun keladi tikus dengan substrat  

L-DOPA (U1, U2, U3) 

 

 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

 

 

 

% Penghambatan 

 

 

 

Rata-rata % 

Penghambatan 

 

 

IC50 

mg/mL-1 

 

U1 

 

 

U2 

 

U3 

1 

2,5 

5 

7,5 

10 

 

5,414 

18,790 

34,607 

34,820 

36,412 

7,325 

17,304 

31,423 

33,546 

36,093 

7,113 

19,108 

30,149 

28,238 

35,987 

6,617 

18,401 

32,059 

32,201 

36,164 

 

 

13,307 
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Persamaan Linear : 

 

y = bx + a 

y = 3,0725 x + 9,1115 

R2 = 0,9098 
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Hasil Perhitungan Penghambatan (%) Asam Kojat Aktivitas 

Tirosinase Substrat L-DOPA 

 

1. Asam Kojat Dengan Substrat L-DOPA Ulangan Pertama (U1) 

 

 

 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

 

Absorbansi 

 

 

% Penghambatan 

 
[ (𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛) − (𝐀𝐬 − 𝐀𝐊𝐬)]

(𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛)
 × 𝟏𝟎𝟎 % Blanko 

 

(Ab) 

 

Kontrol 

Blanko 

(Akb) 

Sampel 

 

(As) 

Kontrol 

Sampel 

(Aks) 

0,00781 

0,01563 

0,03125 

0,0625 

0,125 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,905 

0,797 

0,707 

0,656 

0,373 

0,049 

0,048 

0,049 

0,048 

0,049 

9,130 

20,488 

30,149 

35,456 

65,711 

 

2. Asam Kojat Dengan Substrat L-DOPA Ulangan Kedua (U2) 

 

 

 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

 

Absorbansi 

 

 

% Penghambatan 

 
[ (𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛) − (𝐀𝐬 − 𝐀𝐊𝐬)]

(𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛)
 × 𝟏𝟎𝟎 % Blanko 

 

(Ab) 

 

Kontrol 

Blanko 

(Akb) 

Sampel 

 

(As) 

Kontrol 

Sampel 

(Aks) 

0,00781 

0,01563 

0,03125 

0,0625 

0,125 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,863 

0,789 

0,742 

0,682 

0,359 

0,049 

0,048 

0,049 

0,048 

0,05 

13,588 

21,338 

26,433 

32,696 

67,197 
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(Lanjutan) 

 

3. Asam Kojat Dengan Substrat L-DOPA Ulangan Ketiga (U3) 

 

 

 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

 

Absorbansi 

 

 

% Penghambatan 

 
[ (𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛) − (𝐀𝐬 − 𝐀𝐊𝐬)]

(𝐀𝐛 − 𝐀𝐊𝐛)
 × 𝟏𝟎𝟎 % Blanko 

 

(Ab) 

 

Kontrol 

Blanko 

(Akb) 

Sampel 

 

(As) 

Kontrol 

Sampel 

(Aks) 

0,00781 

0,01563 

0,03125 

0,0625 

0,125 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,992 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

0,05 

1,006 

0,969 

0,842 

0,736 

0,386 

0,049 

0,048 

0,049 

0,048 

0,05 

-1,592 

2,229 

15,817 

26,964 

64,331 

 

4. Rata-Rata Asam Kojat  Dengan Substrat L-DOPA (U1, U2, U3) 

 

 

Konsentrasi 

(mg/mL) 

 

 

% Penghambatan 

 

 

 

Rata-rata % 

Penghambatan 

 

 

IC50 

mg/mL-1  

U1 

 

 

U2 

 

U3 

0,00781 

0,01563 

0,03125 

0,0625 

0,125 

 

9,130 

20,488 

30,149 

35,456 

65,711 

 

13,588 

21,338 

26,433 

32,696 

67,197 

 

-1,592 

2,229 

15,817 

26,964 

64,331 

 

7,042 

14,685 

24,133 

31,706 

65,747 

 

 

 

0,0935 
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(Lanjutan) 

 

Persamaan Linear : 

 

y = bx + a 

y = 473,13 x + 5,7453 

R2 = 0,9915 
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LAMPIRAN 12 

 

Hasil Perhitungan Nilai IC50 Ekstrak Etanol Daun Keladi Tikus 

 

Dari grafik hubungan konsentrasi (mg/ml) dan persentase penghambatan (%) 

didapatkan persamaan garis linear bx + a, dimana x adalah konsentrasi, sedangkan 

y adalah persentase penghambatan IC50 = konsentrasi yang memberikan 

penghambatan sebesar 50%. 

 

Jadi, y = 50, x = IC50 

 

Ekstrak Etanol Daun Keladi Tikus Substrat L-DOPA 

 

y = bx + a 

50 = 3,0725 x + 9,1115 

50 – 9,1115 = 3,0725 x 

40,8885 = 3,0725 x 

x = 13,308 mg/mL   

   = 13.308 µg/mL 
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LAMPIRAN 13 

 

Hasil Perhitungan Nilai IC50 Asam Kojat 

 

Asam Kojat Substrat L-DOPA 

 

y = bx + a 

50 = 473,13 x + 5,7453 

50 – 5,7453= 473,13 x 

44,2547 = 473,13 x 

x = 0,0935 mg/mL  

   = 93,5 µg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


