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Efforts to lighten skin color biochemically through the process of inhibiting melanin 
formation can be done by inhibiting tyrosinase. Bleach acts as an inhibitor of 
melanin production and is known as a competitive tyrosinase inhibitor. In this 
research, the potency of teabag and honey dregs will be analyzed singly and in 
mixed form. The method used is the anti-tyrosinase test using L-DOPA as a 
substrate. The results of the analysis showed that almost all of the tea extract 
samples tested positive (Flavonoids, Alkaloids, Tannins, Saponins, Steroids) 
except for Quinone and Triterpenoid compounds. Honey for positive samples only 
saponin compounds, while those for other compounds are negative. Tea extract 
has the potential to inhibit the tyrosinase enzyme, because it contains flavonoids, 
tannins and steroids. Tests for the inhibition of the tyrosinase enzyme in honey 
and tea and their mixtures had an IC value of >1000 μg/ml, so the inhibitory activity 
was very weak. However, research has shown that teabag and honey dregs have 
bioactive potential through phytochemical tests. However, its ability as a tyrosinase 
inhibitor needs to be further studied through a variety of extraction methods and 
appropriate solvents. 
 
Keywords: Antityrosinase; Honey; Tea dregs 
 
Upaya pencerahan warna kulit secara biokimiawi melalui proses penghambatan 
pembentukan melanin dapat dilakukan dengan cara menghambat tirosinase. 
Pemutih bertindak sebagai penghambat produksi melanin dan dikenal sebagai 
penghambat tirosinase yang bersifat kompetitif. Pada penelitian akan dianalisis 
potensi ampas teh celup dan madu secara tunggal dan dalam bentuk 
campurannya.  Metode yang digunakan adalah uji anti tyrosinase menggunakan 
L-DOPA sebagai substrat.  Hasil analisis menunjukkan bahwa sampel ekstrak teh 
hampir semua senyawa uji positif (Flavonoid, Alkaloid, Tanin, Saponin, Steroid) 
kecuali senyawa Quinon dan Triterpenoid. Madu untuk sampel positif hanya 
senyawa saponin, sedang yang untuk senyawa lain negatif. Ekstrak teh berpotensi 
dalam menghambat enzim tirosinase, karena kandungan senyawa flavonoid, tanin 
dan steroid.  Pengujian penghambatan enzim tirosinase pada madu dan teh serta 
campuran keduanya memiliki nilai IC50>1000 μg/ml, maka aktivitas daya hambat 
sangat lemah. Namun demikian dalam penelitian telah menunjukkan bahwa 
ampas teh celup dan madu potensi bioaktif melalui uji fitokimia. Akan tetapi 
kemampuannya sebagai penghambat tirosinase perlu dilakukan lagi kajian melalui 
berbagai variasi metode ekstraksi dan pelarut yang tepat.  

Katakunci: Ampas teh, madu, penghambat tirosinase, pemutih 
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1. Pendahuluan 

Indonesia terletak di daerah tropis, terkenal dengan suhu tinggi dan radiasi ultraviolet (UV) pada tingkat tertinggi. 
Paparan terhadap sinar UV dalam waktu yang cukup lama secara langsung dan lama dapat menyebabkan gangguan pada 
kulit, misalnya warna kulit yang memudar. Warna kulit yang coklat adalah hasil dari produksi melanin yang berlebihan [1]. 
Proses penyusunan senyawa melanin (melanogenesis) terjadi dengan bantuan biokatalis, khususnya katalis tirosinase [2].  

Dengan demikian, keberdaan melamin akan dipercepat dengan adanya tirosinase. Oleh karena itu upaya untuk 
memperlambat atau mengurangi produksi melanin dapat dilakukan melalui penghambatan tirosinase.  Pada akhirnya, 
ketika tirosinase terhambat maka produksi melamin akan berkurang dan pigmentasi coklat pada kulit juga kan berkurang. 

Secara umum, penghambatan tirosinase dapat dilakukan dengan bahan alam dan bahan sintesis.  Penghambat 
tirosinase yang berbeda ditemukan dalam berbagai termasuk asam hialuronat, arbutin, asam kojat, merkuri dan hidrokuinon. 
Senyawa ini memiliki daya hambat yang besar, namun berbahaya karena dapat menyebabkan kanker [3]. Dengan demikian 
upaya untuk menemukan bahan-bahan alami yang aman bagi kesehatan manusia menjadi topik yang menarik untuk bahan 

penelitian  

Madu merupakan bahan alami yang manis dan harum, memiliki manfaat nutrisi yang tinggi dan mempengaruhi 
kesehatan manusia seperti pelindung oksidasi, bakteriostatik, mitigasi, antimikroba, dan menyembuhkan luka [4].  Madu 
Euphorbia telah diteliti dan memiliki potensi besar sebagai antioksidan, anti-inflamasi dan sumber anti-tirosinase untuk 
aplikasi farmasi dan kosmetik (Boutoub et al., 2021) dan madu Astragalus menunjukkan aktivitas penghambatan terhadap 
enzim AChE, BChE, urease, dan tirosinase [5]. 

Bahan alam lain sangat potensial dan jumlah banyak adalah ampas teh celup.  Hal ini beralasan karena Indonesia 
adalah produsen teh terbesar ke-5 di dunia setelah Sri Lanka, Kenya, India dan China, dengan tingkat produksi mencapai 
154.598 ton/tahun [6].  Padahal, pada ekstrak daun teh hijau (Camellia sinensis (L.) Kuntze) terdapat senyawa polifenol 
yang berpotensi menghambat tirosinase pada konsentrasi 0,5% [7] dan teh kombucha dari buah anggur berpotensi sebagai 
anti penuaan [8]. 

Kemampuan madu dan ampas teh sebagai penghambat tirosinase disebabkan oleh komponen utamanya khususnya 
senyawa flavonoid dan turunannya. Ektrak madu kelengkeng bubuk memiliki antioksidan tertinggi memiliki nilai kandungan 
total flavonoid tertinggi (0,079±0,001 mg QE/g) [9].  Meziant et al., [10] menyatakan bahwa ekstrak kaya flavonoid dari F. 
carica dapat dianggap sebagai bahan bioaktif multifungsi untuk digunakan dalam formulasi farmasi diantaranya sebagai 
pemutih kulit.  Fan et al., [11] juga menemukan bahwa modifikasi struktural flavonoid sebagai penghambat tirosinase yang 
efektif.  

Klasifikasi kemometri dari madu kastanye oleh Kucukaydin et al., [12] menggunakan PCA dan HCA menunjukkan 
bahwa beberapa senyawa fenolik memberikan kontribusi yang signifikan.  Pemanfaatan ampas teh juga ditunjang oleh 
keberadaan polifenol, misalnya pada ekstrak etanol ampas teh hijau memiliki kandungan polifenol sebesar 46 % yang 
setara dengan 460 mg GAE/g sampel [13], tanin, fenol, dan steroid [14]. Aoki et al., [15] mengkaji ekstrak teh oolong secara 
in vivo efektif dalam memutihkan melalui efek penghambatan pada melanogenesis melalui mekanisme penurunan 
tirosinase intraseluler pada tingkat mRNA, Lonicera japonica (bunga, daun dan ranting) sebagai pemutih yang diduga 
melalui mekanisme penghambatan tirosinase [16]. 

Dengan demikian, baik madu maupun ampas teh celup memiliki potensi dimplementasikan sebagai bahan aktif 
kosmetika yang bekerja melalui penghambatan tirosinase. Selain itu akan sangat berguna untuk pemanfaatan bahan yang 
tidak dipakai lagi (ampas teh) dalam bentuk sunscreen, cream, ataupun lotion yang selama ini belum banyak dieksplorasi. 

 
2. Bahan dan Metode  
2.1 Bahan dan Alat 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini yaitu, Sampel madu (Apis dan Trigona) , Ampas produk kemasan merek 
teh (produksi di Indonesia) yang telah digunakan dalam sekali seduhan dengan air panas, Kertas Saring, Alumunium Foil, 
Etanol 96% (Teknis), Metanol (Teknis), Aquades.,Larutan NH3, H2SO4 2M dan pekat, CHCl3, larutan Dragendorf, 
CH3COOH anhidrat, larutan HCl, amil alkohol, FeCl3 10%, NaOH 1N, DMSO (dimetilsulfoksida), bufer kalium fosfat, asam 
kojat, 12 mM L-DOPA (difenolase), dan tirosinase (Sigma, 333 Unit mL-1 dalam buffer fosfat).  

Alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu, beberapa alat glassware (Beacker glass, Erlenmeyer, pengaduk kaca, 
magnetic strirer, hot plate, rotary evaporator, terrmometer, spatula, reader plate multi-well. 
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2.2 Ekstraksi Madu dan Ampas Teh 

Madu (Apis dan Trigona) dan ampas produk kemasan merek teh tertentu dikumpulkan, yang akan digunakan sebagai 
sampel penelitian.  

Contoh madu 100 gram dilarutkan dalam 300 ml metanol. Campuran madu dengan pelarut metanol dicampur dengan 
pengaduk stirer selama 30 menit. Setelah didiamkan selama 24 jam, endapan yang terbentuk sebagai filtrat diisolasi 
menggunakan kertas saring. Kemudian, dipekatkan menggunakan evaporator pada suhu 64oC. Ini adalah konsentrat pekat 
sebagai konsentrat kasar (crude) dari contoh madu. 

Sementara itu, residu teh dihilangkan dengan teknik ekstraksi dingin, khususnya dengan maserasi menggunakan 
pelarut etanol 96%.  Ampas teh dicelupkan ke dalam air menjadi ampas teh basah.  Ampas teh basah sebanyak 100 gram 
dilarutkan dalam 700 mL etanol 96% diamkan selama 5 x 24 jam sambil diaduk selama 15 menit/hari. Hasil maserasi 
(maserat) dipisahkan dengan kertas saring dan residu dilakukan maserasi kembali sampai pelarut menjadi bening. Lalu, 
maserat dipekatkan dengan evaporator pada temperatur ± 40oC dan kecepatan ± 80 rpm, sehingga diperoleh konsentrat 
ampas teh pekat/kental.  Akhirnya, baik ekstrak pekat madu (1) maupun ampas teh (2) siap dicampurkan dengan 
perbandingan 1: 1 (b/b) untuk pengujian penghambatan tirosinase kombinasi sampel madu dan ampas teh (3). 

2.3 Uji Skrining Fitokimia 

Sebelum pengujian penghambatan tirosinase, ekstrak etanol teh dan ekstrak metanol madu dilakukan uji skrining 
fitokimia secara kualitatif dengan uji reagen. Skrining fitokimia pada ekstrak etanol teh dan ekstrak metanol madu meliputi 
flavonoid, tanin, saponin, kuinon, alkaloid dan steroid/triterpenoid, prosedurnya seperti berikut. 

2.3.1 Alkaloid 

Sebanyak 1 gram contoh ditambahkan beberapa tetes NH3, kemudian ditumbuk. Lalu, 5 mL CHCl3 ditambahkan pada 
larutan NH3 tersebut. Bahan-bahan yang tercampur tersebut, dipisahkan dan filtratnya ditambahkan H2SO4 2 M. Lapisan 
asam dipisahkan menjadi 3 bagian. Lapisan pertama ditambahkan ke Dragendorf, menghasilkan endapan jingga; lapisan 
kedua ditambahkan ke larutan Mayer, menghasilkan endapan putih; dan lapisan ketiga ditambahkan ke larutan Wagner, 
menghasilkan endapan berwarna coklat. Semua proses ini berlangsung secara bersamaan. 

2.3.2 Steroid/Triterpenoid  

Sebanyak 1 gram sampel ditambahkan beberapa tetes etanol panas, lalu disaring. Kemudian filtrat di panaskan 
hingga kering. Campuran dihomogenkan dengan 1 mL dietil eter setelah itu. Setelah itu, tambahkan masing-masing satu 
tetes H2SO4 pekat dan CH3COOH anhidrat. Jika warnanya hijau/biru, larutan sampel mengandung senyawa Steroid dan 
jika warnanya merah/ungu, larutan sampel mengandung senyawa Triterpenoid. 

2.3.3 Flavonid, Tanin, Saponin dan Kuinon  

Sebanyak 5 gram sampel dilarutkan dalam aquades, lalu di panaskan selama 5 menit, kemudian di saring. Filtrat 
yang di hasilkan di bagi menjadi 4 perlakuan. Perlakuan pertama, ke dalam filtrat di tambahkan sedikit serbuk Mg, 
Campuran larutan HCl dan Ethanol (1:1), dan beberapa tetes Pelarut Amil Alkohol. Ketika pada lapisan Amil Alkohol 
terbentuk warna jingga, maka larutan sampel mengandung senyawa Flavonoid. Perlakuan kedua, ke dalam filtrat di 
tambahkan larutan FeCl3 10% sebanyak 3 tetes. Jika terbentuk warna hitam kehijauan, maka larutan sampel mengandung 
senyawa Tanin. Perlakuan ketiga, filtrat di kocok kuat, ketika timbul buih yang stabil, maka sampel mengandung senyawa 
Saponin. Perlakuan keempat, ke dalam filtrat ditambahkan larutan NaOH 1 N sebanyak 3 tetes, jika larutan sampel 
berwarna merah, maka sampel mengandung senyawa Kuinon. 

2.4 Pengujian Penghambatan Tirosinase (Ekstrak madu (1), ampas teh (2), campurannya (3)) 

Penghambatan aktivitas tirosinase (monofenolase) dan auto-oksidasi DOPA (difenolase). Pengujian ini dilakukan 
dengan menggunakan metode seperti yang dijelaskan sebelumnya [17], [18]. Ekstrak dilarutkan dalam DMSO (dimetil 
sulfoksida) hingga konsentrasi akhir 20 mg mL-1. Larutan stok ekstrak ini kemudian diencerkan hingga 600 µg mL-1 dalam 
50 mM bufer kalium fosfat (pH 6,5).  

Ekstrak diuji pada konsentrasi mulai dari 7,8125 sampai 2000 µg mL-1. Asam kojat yang digunakan sebagai kontrol 
positif juga diuji pada konsentrasi 7,8125 sampai 500 µg mL-1. Dalam plate 96-sumur, 70 µL setiap pengenceran ekstrak 
dikombinasikan dengan 30 µL tirosinase (Sigma, 333 Unit mL-1 dalam buffer fosfat) dalam tiga kali ulangan.  Setelah itu 
diinkubasi pada suhu kamar selama 5 menit, 110 µL substrat (2 mM L-tirosin atau 12 mM L-DOPA) ditambahkan ke setiap 
sumur. Inkubasi dimulai selama 30 menit pada suhu kamar. Optikal densiti sumur kemudian ditentukan pada 510 nm 
dengan reader plate multi-well. Konsentrasi ekstrak tumbuhan merupakan setengah aktivitas tirosinase asli dihambat (IC50), 
ditentukan untuk setiap ekstrak tumbuhan. Asam kojat (Sigma, Checz Republic) digunakan sebagai kontrol positif. 
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3. Hasil dan Pembahasan  
3.1 Metode ekstraksi sampel 

Pada penelitian ini digunakan metode yang mudah dan sederhana yaitu maserasi (Gambar 1). Metanol merupakan 
pelarut yang paling cocok untuk maserasi pada suhu kamar [19].  Metanol direkomendasikan sebagai pelarut yang optimal 
untuk mendapatkan kandungan fitokimia yang tinggi serta antioksidan yang tinggi [20].  Hasil uji antioksidan menunjukkan 
maserasi segar metanol 95% menunjukkan hasil tertinggi dengan IC50 25,22 dengan kategori aktivitas antioksidan kuat, 
kandungan fenol total 68,43 mg/g, kandungan flavonoid total 295,95 mg/g [21]. 

Metode tradisional, seperti maserasi, pengadukan, maserasi berbantuan, dan ekstraksi Soxhlet, adalah yang paling 
banyak digunakan di seluruh dunia [22], [23], [24]. Ekstraksi maserasi adalah berdasarkan pemisahan padat-cair, dengan 
pelarut organik atau air sebagai fase cair. Pelarut utama yang digunakan untuk ekstraksi senyawa fenolik adalah metanol, 
etanol, air, atau campuran dari pelarut ini [24], [25]. Hasil penelitian menyimpulkan bahwa jenis perlakuan pelarut dan waktu 
maserasi berpengaruh terhadap karakteristik ekstrak jeruk nipis [26].  Metanol pelarut adalah pelarut yang digunakan dalam 

uji flavonoid yang lebih polar dari kloroform dengan a tingkat polaritas sekitar 4,1 [27]. 

Metanol adalah pelarut ekstraksi terbaik, yang menunjukkan aktivitas antioksidan maksimum diikuti oleh kloroform 
dan terakhir n-heksana. Hasil penelitian kami mengungkapkan bahwa ekstrak metanol yang dibuat dengan teknik maserasi 
menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih baik. Disimpulkan dari penelitian ini bahwa teknik maserasi lebih efektif 
dibandingkan dengan teknik Soxhlets [28]. 

 
(a) 

 
(b) 

Gambar 1. Sampel saat maserasi (a), Sampel setelah Rotary Evaporator (b) 
 

3.2 Skrining Fitokimia 

Skrining fitokimia merupakan salah satu metode analisis kualitatif keberadaan senyawa pada tumbuhan yang 
sederhana dalam penggunaannya.  Pada penelitian ini skrining yang dilakukan adalah uji flavonoid, tanin, saponin, kuinon, 
alkaloid dan steroid/triterpenoid. Setelah dilakukan uji skrining fitokimia dari ekstra teh dan madu (Tabel 1).  

Hasil skrining fitokimia dari ekstra teh dan madu pada Tabel 1 menunjukan bahwa ekstrak teh lebih banyak 
mengandung senyawa metabolit sekunder golongan alakaloid, steroid, tannin, flavonoid, dan saponin.  Sementara itu, pada 
sampel penelitian ini, ekstrak madu hanya mengandung senyawa golongan saponin (Sp). Pada uji flavonoid hasil positif 
diperoleh dari ekstrak TSW, Ekstrak TSS dan ekstrak TWS (Tabel 1), sedangkan hasil negatif didapatkan pada madu TR 
BGR dan madu APLK. Hasil positif pada uji flavonoid ditandai adanya perubahan warna jingga setelah serbuk Mg dan HCl 
pekat ditambahkan pada larutan, dikarenakan terjadinya mereduksi ikatan glikosida dengan flavonoid [29]. 

Tabel 1 Data hasil skrining fitokimia sampel ekstrak ampas teh dan madu 

Sampel F T Sp Q 
Alkaloid 

ST Tp 
W M D 

Ekstrak TSW + + + - + + + + - 

Ekstrak TSS + + + - + + + + - 

Ekstrak TTJ + + + - + + + + - 

Madu TR BGR - - + - - - - - - 

Madu APLK - - + - - - - - - 

Keterangan; F : Flavonoid; T : Tanin; Sp : Saponin; Q : Quinon; ST : Steroid; Tp: Triterpenoid; W: Wagner; M: Mayer; D: Dragendorf 
TSW : Teh Sariwangi; TSS : Teh Sosro; TTJ : Teh Tong Djie.; TR BGR : Madu Trigona Bogor; APLK : Madu Apis Kelengkeng 

 
Komponen bioaktif dalam teh diantaranya katekin (flavan-3-ol), suatu gugus flavonoid meliputi (-)-epikatekin (EC), 

(-)-epigallokatekin (EGC), (-)-epikatekin-3-galat (ECG), dan (-)-epigalokatekin-3-galat (EGCG) [30].  
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Flavonoid yang telah dibuktikan mengandung penghambat tirosinase, misalnya senyawa flavonol (quercetin, 
kaempferol dan myricetin), flavon (norartocarpetin), isoflavon (kalicosine), flavanol (dihydromorin dan taxifolin), flavanon 
(stepogenin), isoflavon (gliasperin C), glabridin) dan chalcone [31]. Ternyata, ciri-ciri struktur kimiawi teh polifenol terkait 
erat dengan potensi antioksidannya [32].  Polifenol teh adalah zat aktif penting dalam teh, dengan aktivitas antioksidan 
yang sangat baik, kemampuan anti-glikasi [33]. 

Pada uji tanin, diperoleh hasil positif pada ekstrak TSW, Ekstrak TSS dan ekstrak TWS. Pada madu TR BGR dan 
APLK tidak mengandung tannin ditandai dengan hasil negatif. Identifikasi adanya tannin ditendai dengan perubahan warna 
hijau kehitaman dikarenakan terdeteksi keberadaan gugus fenol akibat penambahan FeCl3. Senyawa yang diduga 
mengandung tanin yang mungkin dapat berperan sebagai penghambat tirosinase adalah asam galat [34]. 

Selanjutnya uji saponin, hasil yang didapatkan semua ekstrak teh dan madu mengandung saponin ditandai dengan 
adanya buih stinggi 1 cm yang stabil.  Hal ini terjadi karena senyawa saponin memiliki gugus hidrofilik yang berikatan 
dengan air dan gugus hidrofobik yang berikatan dengan oksigen di udara, gugus polar berada di luar misel dan gugus non 
polar berada di dalam misel, maka uji saponin mengungkapkan bahwa semua ekstrak teh dan madu yang mengandung 
saponin memiliki busa stabil setinggi 1 cm. Pedoman respon hidrolisis ini digambarkan dengan susunan foam atau buih 
[35]. Senyawa saponin mengalami hidrolisis menjadi aglikon dan glikon [36]. 

Pada uji quinon diketahui bahwa semua sampel ekstrak teh dan madu tidak mengandung senyawa golongan quinon 
karena memiliki hasil negatif. Hal ini dikarenakan, pada pecobaan tidak terbentuk endapan merah, sedangkan hasil positif 
pada uji kuinon ditunjukkan dengan terbentuknya red fast karena pemuaian NaOH yang mendeprotonasi gugus fenol pada 
kuinon sehingga terbentuk partikel enolat.  Partikel enolat akan mengalami resonasni di antara elektron dalam ikatan 

rangkap 𝜋 yang dapat mempertahankan cahaya spesifik dan memantulkan warna [37]. 

Pada uji alkaloid diperoleh bahwa semua ekstra teh berupa ekstrak TSW, Ekstra TSS dan ekstrak TWS mengandung 
senyawa golongan alkaloid ditandai dengan hasil positif, sedangkan madu TR BGR dan madu APLK tidak memiliki 
kandungan alkaloid karena hasilnya negatif. Pada uji alkaloid, HCl 2 N yang ditambahkan ditujukan untuk pemisahan 
alkaloid dari simplisia. Hal ini terjadi karena sifat alkaloid basa yang akan berbentuk garam ketika ditambahkan.  
Pemanasan dilakukan untuk memutuskan ikatan antara alkaloid yang tidak termasuk dalam susunan garam, kemudian 
dilakukan reaksi pengendapan menggunakan tiga reagen [38]. 

Uji alkaloid pada pereaksi Mayer mendapatkan hasil positif dengan terbentuknya warna putih atau kuning yang cepat, 
karena nitrogen dalam alkaloid bereaksi dengan partikel K+ dari kalium tertiodomerkurat(II) membentuk kompleks kalium-
alkaloid yang mengendap.  Dalam reagen Wagner, hasil positif ditunjukkan oleh pembentukan warna coklat yang 
mengendap karena logam K+ membentuk ikatan kovalen koordinat dengan nitrogen. Dalam alkaloid, kompleks kalium-
alkaloid terbentuk, sedangkan dalam reagen Dragendroff, pembentukan warna jingga menunjukkan hasil yang positif, 
karena adanya nitrogen menyebabkan pembentukan ikatan kovalen koordinat dengan K+ (ion logam) dan menghasil 
endapan [39]. 

Pada uji steroid/ triterpenoid diketahui bahwa ekstrak TSW, Ekstra TSS dan ekstrak TWS mengandung senyawa 
golongan steroid sedangkan madu TR BGR dan madu APLK tidak mengandung senyawa golongan steroid ataupun 
triterpenoid dikarenakan memiliki hasil negatif. Hasil tes steroid yang positif ditunjukkan dengan penyesuaian warna 
hijau/biru, sedangkan triterpenoid positif ditunjukkan oleh perubahan warna merah/ungu sebagai akibat respons terhadap 
reagen Liebermann-Bouchard (H2SO4 anhidrat).  Hal ini bergantung pada kemampuan campuran triterpenoid dan steroid 
untuk membentuk warna oleh H2SO4 (dalam larutan asam asetat anhidrida). Perbedaan warna yang terlihat pada pengujian 
triterpenoid dan steroid adalah karena kedudukan pada atom C-4 [40]. Bahkan steroid dapat berperan menghambat katalis 
tirosinase [41].  

3.3 Penghambatan Tirosinase  

Mengevaluasi efikasi penghambat tirosinase untuk melihat apakah senyawa bioaktif dalam ekstrak teh dan madu 
serta kombinasi kedua ekstrak tersebut dihambat oleh enzim tirosinase. Dalam melanosit, enzim tirosinase terlibat dalam 
biosintesis melanin. Melanogenesis adalah proses dimana pigmen melanin diproduksi (Gambar 2). Enzim penghambat 
alami dapat dimanfaatkan dalam industri kosmetik dan obat-obatan sebagai agen depigmentasi [7]. 

Menghambat aktivitas tirosinase adalah cara yang sangat efektif dan aman untuk mencegah pencoklatan enzimatik 
pada makanan dan melawan hama di bidang pertanian. Polifenol teh (TPs), dianggap sebagai aditif makanan yang aman 
dan tidak beracun, telah dilaporkan karena kemampuan penghambatan potensialnya terhadap tirosinase. 
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Gambar 2. Skema reaksi terbentuknya melanin [42] 
 

Pada penelitian tersebut, spektroskopi fluoresensi, siklik voltametri (CV), oksimetri dan pendekatan simulasi molekuler 
digunakan untuk menjelaskan mekanisme penghambatan yang mendasari TPs dengan struktur yang berbeda termasuk 
(+)-katekin,()-epicatechin gallate (ECG) dan ( )-epigallocatechin gallate (EGCG ) terhadap tirosinase.  

Spektrum fluoresensi menunjukkan bahwa ketiga TP mampu mengikat tirosinase dengan proporsi molar 1: 1. Analisis 
kurva CV dan pemanfaatan oksigen menunjukkan bahwa ketiga TP ini dapat dioksidasi oleh tirosinase, mengungkapkan 
bahwa ketiga TP ini adalah penghambat bunuh diri tirosinase.  Selanjutnya, EKG dan katekin membuat tirosinase menjadi 
tidak aktif secara ireversibel karena gugus katekolnya (cincin B) dikatalisis oleh tirosinase melalui jalur seperti kresolase, 
sementara EGCG menghambat aktivitas tirosinase dengan bersaing atau menunda oksidasi substrat. Simulasi molekuler 
selanjutnya mengkonfirmasi bahwa cincin B EKG dan katekin memberikan kontribusi yang signifikan terhadap aktivitas 
penghambatan tirosinase, dan memiliki interaksi langsung dengan ion tembaga binuklir berpasangan dalam orientasi 

optimal yang diperlukan oleh jalur seperti kresolase [43]. 

 
Asam 2-O-β-glukopiranosiloksi-4-metoksi-

hidrosinamat (1) 

 
Dihidromelilotosida (2) 

 
Asam 2-O-β-glukosiloksi-4-metoksi trans-

sinamat (3) 

Gambar 3. Struktur isolat ekstrak P. mahaleb sebagai penghambat tirosinase [44] 

 
Dengan memeriksa kinetika enzim dari senyawa dengan turunan asam sinamat yang efektif, jenis penghambatan dan 

konstanta pengikatan enzim Ki dihitung. Senyawa 1, 2 dan 3 menunjukkan aktivitas penghambatan tirosinase nonkompetitif 
yang tinggi terhadap substrat L-tirosin, dengan nilai IC50 masing-masing sebesar 0,22, 0,31 dan 0,37 mM. Selain itu, 
senyawa 1, 2 dan 3 (Gambar 3) menunjukkan efek penghambatan yang bergantung pada dosis pada kadar tirosinase dan 

melanin intraseluler dalam sel melanoma B16F10 yang diinduksi α-melanocyte-stimulating hormone (α-MSH) [44]. 

Pengujian penghambatan enzim tirosinase menggunakan L-DOPA sebagai substrat karena substrat dengan 
tirosinase ini akan menghasilkan dopachrome yang kemudian dapat memproduksi melanin. Jika terdapat penghambat 
tirosinase maka pembentukan melanin dapat dihentikan. Artinya proses ini dapat menjadi parameter bahwa jika konsentrat 
tersebut mengandung senyawa penghambat tirosinase, maka kerja katalis tirosinase akan terhambat dalam menghasilkan 
melanin [45]. 

Dalam bahasan ini, munculnya senyawa dopachrome terlihat melalui pembentukan warna coklat yang dapat menekan 
respon substrat-tirosinase. Akibatnya, terjadi penurunan produksi dopachrome yang terlihat melalui parameter 
berkurangnya kepekatan warna coklat yang ditimbulkan. Sementara itu, ekstrak yang tidak memiliki aktivitas 
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penghambatan dan kontrol (tanpa ekstrak tambahan) berwarna keunguan dari senyawaa dopachrome. Jika jumlah 
dopakrom yang terbentuk sangat besar, penghambatan tirosinase tidak terjadi. Untuk melihat pembentukan senyawa 
dopakrom, dapt diukur pada frekuensi 490 nm. Besarnya aktivitas ekstrak dalam menghambat reaksi tirosinase-substrat 
ditentukan oleh daya serap yang diperoleh, atau absorbansi [31]. 

Kemampuan tirosinase ditunjukkan dengan nilai IC50 sebagai nilai konsentrasi senyawa penghambat  tirosinase yang 
dapat menekan setengah dari aksi tirosinase. Semakin rendah nilai IC50 semakin besar aktivitas penghambat tirosinase. 
Senyawa pembanding dalam pengujian ini adalah asam kojat yang berfungsi sebagai kontrol karena mampu memberikan 
informasi perbedaan penghambatan dan memiliki keandalan yang tinggi dibandingkan dengan bahan-bahan lain.  Untuk 
menghitung persentase penghambatan tirosinase menggunakan perhitungan dengan 3 (tiga) kali pengulangan pengukuran.  
Untuk mencari IC50 dibuat regresi persamaan linear yang didapat dari kurva hubungan antara % inhibisi dengan konsentrasi 
[46]. 

Pada Tabel 2 menunjukkan Persen (%) inhibisi bertambah seiring dengan meningkatnya konsentrasi. Persen inhibisi 
dalam aktivitas inhibitor tirosinase diartikan sebagai kemampuan suatu senyawa bioaktif di dalam sampel dalam 
menghambat enzim tirosinase pada konsentrasi larutan uji tertentu. Sehingga semakin besar nilai inhibitor maka aktivitas 
sebagai penghambat enzim tirosinase semakin besar, sedangkan nilai IC50 yang diperoleh semakin kecil. Pada sampel 
yang diuji dapat terlihat bahwa nilai % inhibisi terendah didapatkan dari madu TR BGR yang berarti aktivitas sebagai 
inhibitor tirosinase sangat kecil. Pada ekstrak TSW memiliki % inhibisi tertinggi yang membuat aktivitas dalam 
penghambatan enzim menjadi lebih besar dibandingkan dengan sampel uji lainnya [47]. 

Nilai IC50 menunjukkan nilai konsentrasi suatu senyawa (bahan alam) yang memiliki kemampuan untuk menghambat 
aktivitas tirosinase sebear 50%.  Nilai ini akan memberikan petunjuk penting kemampuan suatu bahan dapat menghambat 
aktivitas suatu enzim.  Pada Tabel 2. diketahui bahwa nilai IC50 pada sampel ekstrak teh dan madu serta campuran 
keduanya memiliki nilai yang lebih besar dibandingkan dengan kontrol. Hal ini menyatakan bahwa sampel memiliki aktivitas 
penghambatan enzim tirosinase yang sangat lemah, dikarenakan semakin tinggi nilai IC50 maka aktivitas inhibitor tirosinase 
menjadi kecil. Berdasarkan pembagian tersebut maka konsentrasi penghambatan sebesar 200-1000 μg/mL, suatu bahan 
dikategorikan kurang aktif namun masih berpotensi sebagai penghambat tirosinase. Akan tetapi, nilai IC50 > 1000 μg/ml 
maka dapat dikatakan sampel uji memiliki aktivitas penghambatan tirosinase yang sangat lemah. Pada kontrol asam kojat 
memiliki nilai IC50 yang kecil sebesar 26,33 μg/ml yang mana nilai IC50 < 50 μg/ml, maka kontrol asam kojik mempunyai 
aktivitas penghambatan enzim tirosinase yang kuat.  

Tabel 2. Data hasil perhitungan IC50 

Sampel Konsentrasi (ppm) Ln Konsentrasi (ppm) % Inhibisi IC50 (µg/mL) 

Ekstrak TSW 

1000 6,90775 37,749 

4.405,17 

500 6,2146 24,893 

100 4,60517 8,868 

50 3,91202 0,926 

25 3,2188 -0,142 

Ekstrak TSS 

1000 6,90775 15,135 

5.980.899,48 
500 6,2146 9,046 
100 4,60517 0,855 
50 3,91202 0,463 
25 3,2188 -0,57 

Ekstrak TTJ 

1000 6,90775 24,786 

43.163,72 

500 6,2146 18,803 

100 4,60517 8,761 
50 3,91202 2,6 

25 3,2188 -0,321 

Madu TR BGR 

1000 6,90775 2,208 

3,0829 x 1036 
500 6,2146 1,175 
100 4,60517 0,392 

50 3,91202 0,036 

25 3,2188 0,036 

Madu APLK 

1000 6,90775 2,279 

3,2701 x 1035 

500 6,2146 1,104 

100 4,60517 0,214 

50 3,91202 0,142 
25 3,2188 -0,356 
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Pada madu TR BGR dan madu APLK memiliki nilai IC50 yang sangat besar dibandingkan sampel uji lainnya, sehingga 

madu sangat lemah sekali dalam melakukan penghambatan tirosinase. Sampel uji dari ekstrak TSW mempunyai nilai IC50 
yang paling rendah, sehingga esktrak TSW lebih memiliki potensi  dalam aktivitas penghambatan enzim tirosinase 
dibandingkan sampel uji lainnya walaupun kekuatan nilai IC50 terbilang sangat lemah. Nilai IC50 pada campuran ekstrak teh 
dan madu yang paling berpotensi dalam mengahmbat enzim tirosinase adalah campuran dari ekstrak TSW dan madu 
APLK. Nilai IC50 bergantung pada metode ekstraksi dan bahan terlarut yang digunakan dalam ekstraksi serta pemilihan 
interval konsentrasi dan substrat digunakan dalam respon terhadap aksi penghambat tirosinase.  Oleh karena itu, dalam 
melihat respon enzimatik, penentuan substrat sangat penting karena dapat mempengaruhi hasil estimasi pengukuran [45]. 

Pada sampel teh dan madu serta campuran keduanya memiliki nilai IC50 > 1000 µg/mL, sehingga aktivitas untuk 
menghambat enzim tirosinase masih terbilang sangat lemah sekali. Ekstrak teh mengandung senyawa flavonoid, tanin dan 
steroid diperoleh dari hasil positif skrining fitokimia. Flavonoid dapat menghambat aktivitas tirosinase sehingga dapat 
menghambat proses pigmentasi kulit pada proses melanogenesis.  

Tanin merupakan bagian dari senyawa polifenol yang berperan sebagai pelindung oksidasi sel dan dapat berperan 
dalam aksi penghambatan tirosinase. Senyawa steroid juga dikenal sebagai penghambat tirosinase yang efektif. 
Kemampuan ekstrak teh untuk melindungi kulit dari hiperpigmentasi dan kerusakan akibat radikal bebas disebabkan oleh 
kandungan fitokimianya, terutama senyawa flavonoid [48]. Pilihan asam kojat sebagai kontrol positif karena menunjukkan 

Sampel Konsentrasi (ppm) Ln Konsentrasi (ppm) % Inhibisi IC50 (µg/mL) 

Ekstrak TSW + 
Madu TR BGR 

1000 6,90775 17,058 

997.492,59 

500 6,2146 12,322 

100 4,60517 4,38 

50 3,91202 0,783 
25 3,2188 -0,819 

Ekstrak TSW + 
Madu APLK 

1000 6,90775 17,842 

949.793,62 

500 6,2146 11,538 

100 4,60517 3,454 
50 3,91202 0,285 

25 3,2188 0,071 

Ekstrak TSS + 
Madu TR BGR 

1000 6,90775 8,013 

949.914,41 
500 6,2146 5,627 
100 4,60517 0,285 

50 3,91202 0,214 

25 3,2188 -0,071 

Ekstrak TSS + 
Madu APLK 

1000 6,90775 7,443 

1004,09 x 108 

500 6,2146 5,413 

100 4,60517 0,926 

50 3,91202 0,499 

25 3,2188 0,321 

Ekstrak TTJ + 
Madu TR BGR 

1000 6,90775 11,859 

1390,92 x 109 

500 6,2146 5,662 

100 4,60517 1,852 

50 3,91202 0,57 
25 3,2188 0,142 

Ekstrak TTJ + 
Madu APLK 

1000 6,90775 11,254 

1390,92 x 109 
500 6,2146 4,523 
100 4,60517 1,674 

50 3,91202 0,285 

25 3,2188 -0,071 

Asam Kojat 
(Kontrol) 

500 6,214608098 96,617 

26,33 

250 5,521460918 81,731 

125 4,828313737 68,056 

62.5 4,135166557 59,046 

31.25 3,442019376 52,671 
15.625 2,748872196 42,13 

7.8125 2,055725015 35,969 
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adanya penghambatan yang serius pada aksi monofenolase dan dampak penghambatan campuran pada aksi difenolase 
dari katalis tirosinase sehingga reaksi pembentukan melanin akan terganggu [49]. 

Adanya senyawa fenolik (fenol dan polifenol sederhana) dan turunannya serta beberapa senyawa termasuk 
terpenoid, fenil, piridin, piperidin, piridinon dapat bertindak sebagai inhibitor tirosinase [50].  Senyawa flavonoid, fenol dan 
tanin memiliki potensi dalam menghambat aktivitas tirosinase [51].  Bahkan hasil penelitian terhadap aktivitas 
penghambatan enzim tirosinase buah kersen lebih maksimum pada ekstrak etanol dibandingkan dengan ekstrak air dan 
kandungan flavonoid yang terkandung dalam buah kersen merupakan senyawa bioaktif yang dapat bertindak sebagai 
penghambat tirosinase [52]. Senyawa lain yang juga menjadi penghambat tirosinase adalah flavonoid melalui pengkelatan 
Cu2+, gugus hidroksil pada cincin A dan B [53].  

Senyawa polifenol umumnya ditemukan pada tanaman yang dapat dikonsumsi dan tidak dapat dikonsumsi dan telah 
dilaporkan memiliki beberapa efek biologis [54].  Fenolat dengan kemampuan mereduksi ion mengurangi kemungkinan 
jalur pembentukan radikal hidroksil dari radikal anion superoksida dan juga menghambat enzim karena kemampuannya 
untuk mengkhelat tembaga di situs aktif [55].  Polifenol ini telah menarik para peneliti untuk menggunakan aplikasi kulit 
topikal.  Senyawa-senyawa flavonoid seperti isookanin, luteolin, kaempferol, kaempferol 3-O-(6’’-O-trans-p-coumaroyl)-
glukosida (tiliroside), kuersetin, robinetin menunjukkan beberapa mekanisme yang mungkin terjadi [56]. Selain itu, hasil 
pengujian menunjukkan bahwa temperatur saat pemanfaatannya sangat mempengaruhi tanin (0,09%), waktu penyeduhan 
(3,98%), aroma (netral) dan pengaruh yang sangat besar pada variasi rasa (nonpartisan [57]. 
 
4. Kesimpulan  

Dalam uji skrining fitokimia untuk sampel ekstrak teh hampir semua senyawa uji positif (Flavonoid, Alkaloid, Tanin, 
Saponin, Steroid) kecuali senyawa Quinon dan Triterpenoid. Madu untuk sampel positif hanya senyawa saponin, sedang 
yang untuk senyawa lain negatif. Ekstrak teh berpotensi dalam menghambat enzim tirosinase, karena kandungan senyawa 
flavonoid, tanin dan steroid.  Pengujian penghambatan enzim tirosinase pada madu dan teh serta campuran keduanya 
memiliki nilai IC50>1000 μg/mL, maka aktivitas daya hambat sangat lemah. Namun demikian dalam penelitian telah 
menunjukkan bahwa ampas teh celup dan madu memiliki senyawa bioaktif melalui uji fitokimia. Akan tetapi kemampuannya 
sebagai penghambat tirosinase perlu dilakukan lagi kajian melalui berbagai variasi metode ekstraksi dan pelarut yang tepat.  
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