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ABSTRAK

Nama : Riani Hapsari Nawawi
Program Studi : Magister Herbal peminatan Estetika Herbal
Judul : Uji Aktivitas, Stabilitas Fisik dan Keamanan Sediaan Gel

Pencerah Kulit yang Mengandung Ekstrak Jamur Tiram
(Pleurotus ostreatus)

Beberapa penelitian yang pernah dilakukan menunjukkan bahwa jamur tiram
(Pleurotus ostreatus) berpotensi sebagai antioksidan dan anti tirosinase sehingga
dapat menghambat pembentukan melanin. Penelitian ini bertujuan untuk
memperoleh sediaan gel yang mengandung ekstrak jamur tiram yang mempunyai
aktivitas antioksidan dan penghambatan tirosinase, stabil dan aman. Metode yang
digunakan adalah 1,1 difenil dipikrilhidrazil (DPPH) untuk mengetahui aktivitas
antioksidan dan dopakrom untuk mengetahui penghambatan terhadap enzim
tirosinase. Parameter adanya aktivitas ditunjukkan oleh nilai 1Csy dan persentase
inhibisi. Uji stabilitas fisik terhadap sediaan gel selama 12 minggu dan uji
keamanan kepada sukarelawan menggunakan metode single application closed
patch epicutaneous test under occlusion. Hasil uji aktivitas antioksidan dan
penghambatan tirosinase menunjukkan ekstrak etanol 70% memiliki nilai ICs
yang lebih tinggi (79,0324 ug/mL; 1,125 mg/mL) dibandingkan ekstrak air jamur
tiram (94,4674 pg/mL; 2,350 mg/mL). Ekstrak etanol 70% jamur tiram dibuat
sediaan gel dengan 3 macam konsentrasi yaitu 0,2; 0,4 dan 0,8% (b/b). Hasil uji
aktivitas antioksidan dan penghambatan tirosinase terhadap sediaan gel
menunjukkan persentase inhibisi yaitu gel 0,2% (52,63; 22,73%), gel 0,4% (64.9;
29,74%) dan gel 0,8% (70,47; 38,22%). Hasil uji stabilitas fisik selama 12 minggu
menunjukkan ketiga konsentrasi gel bersifat stabil dan uji keamanan terhadap gel
0,8% tidak menimbulkan iritasi sehingga aman diaplikasikan ke kulit.

Kata Kunci : ekstrak jamur tiram, aktivitas antioksidan, penghambatan
tirosinase, gel.

xvi + 155 halaman  : 56 tabel; 58 gambar; 14 lampiran
Acuan : 89 (1969 -2011)
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ABSTRACT

Name : Riani Hapsari Nawawi
Study Program : Herbal Magister
Title . Activity Assay, Physical Stability and Safety Tests of

Skin Lightening Gel Containing Oyster Mushroom
(Pleurotus ostreatus) Extract.

Previous studies reported that oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) was
potential as antioxidant and tyrosinase inhibitory effect so be able to inhibit
melanin formation. The aim of the study was to formulate into gel containing
Pleurotus ostreatus extract which had the antioxidant and tyrosinase inhibitor
activity, stable and safe. The methode used 1,1- diphenyl-dipicrylhydrazil (DPPH)
to determine antioxidant activity and dopachrome to determine tyrosinase
inhibitory effect. The parameters for identifying the activity were determined by
ICso dan inhibitory percentage. Physical stability test was done for 12 weeks and
safety test in human used single application closed patch epicutaneous test under
occlusion method. The results showed that 70% ethanolic extract was higher in
ICso (79,0324 pg/mL; 1,125 mg/mL) than water extract (94,4674 pg/mL; 2,350
mg/mL). The 70% ethanolic extract was formulated into gel for three kinds
concentrations (0,2; 0,4 and 0,8% (w/w). The results for antioxidant and
tyrosinase inhibitory activities were gel 0,2% (52,63; 22,73%), gel 0,4% (64,9;
29,74%) dan gel 0,8% (70,47; 38,22%). The physical activity test for 12 weeks
showed that three concentrations of gel were stable and safety test for gel 0,8% no
irritation was found. It’s be concluded that the gel was safe for skin topical.

Keywords : oyster mushroom extract, antioxidant activity, tyrosinase
inhibitory effect, gel.

xvi+ 153 pages : 56 tables; 58 pictures; 14 appendixes
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kulit merupakan organ paling luar tubuh manusia yang berperan penting
sebagai pertahanan utama terhadap bakteri, virus dan agen-agen toksik lainnya. serta
paling banyak terekspos dengan radikal-bebas. Reactive Oxygen Species (ROS),
nama lain dari radikal bebas adalah atom atau molekul yang tidak stabil dan sangat
reaktif karena mengandung satu atau lebih elektron tidak berpasangan pada orbital
luarnya. Untuk mencapai kestabilan atom atau molekul, radikal bebas akan bereaksi
dengan molekul sekitarnya untuk memperoleh pasangan elektron (Sen S. et al.,
2010). Reaksi ini akan berlangsung terus-menerus dalam tubuh dan bila tidak
dihentikan akan menyebabkan penuaan kulit, inflamasi, kerusakan DNA, dan

keganasan (Herrling T. et al., 2007; Bickers D. & Athar, 2006, Poli G. et al., 2004)

Radical Oxygen Spesies (ROS) menyebabkan peroksidasi lipid pada lapisan
kulit bagian atas (stratum korneum) yang menyebabkan berkurangnya fungsi barrier
juga dapat memacu terjadinya hiperpigmentasi dan melanogenesis namun ROS
scavenger seperti antioksidan dapat menghambat proses tersebut (Bernatoniene J. et
al., 2011). Pembentukan melanin juga dapat dihambat dengan mekanisme seperti
inhibisi terhadap enzim tirosinase secara langsung, inhibisi migrasi melanin dari

melanosit ke keratinosit dan aktivitas hormonal (Nico S., Jana V., Stan P., 2009).

Penggunaan bahan-bahan yang bersifat sintetis pada produk kosmetika
dinilai kurang aman karena dapat menimbulkan efek samping pada penggunaan
jangka panjang. Agen depigmentasi seperti hidrokuinon, kortikosteroid dan asam
kojat walaupun sampai saat ini efektivitasnya masih tinggi namun dalam pemakaian
jangka panjang menimbulkan beberapa efek samping seperti okronosis, atrofi,
karsinogenesis dan efek samping sistemik lainnya (Parvez S. et al., 2006; Westerhof

and Kooyers, 2005). Untuk itu diperlukan penelitan dan penemuan tentang
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produk antioksidan dan pencerah kulit (lightening agent) yang lebih aman dan
efektif yang berasal dari alam (Smit N., Vicanova J., Pavel S.,2009).

Konsep “from food to cosmetic” menarik perhatian produsen untuk
memproduksi kosmetika yang berbahan dasar bahan alam karena selain dinilai lebih
aman, kosmetika yang berbahan dasar dari makanan dan tanaman sudah terbukti
mempunyai efektivitas yang baik untuk kesehatan maupun kecantikan (Vinayak B.,
Randive, 2007). Kosmetika berbahan dasar alam juga dinilai lebih ramah

lingkungan (Qiushi C., 2009).

Jamur tiram (Pleurotus ostreatus) atau dikenal juga sebagai oyster
mushroom mudah tumbuh di daerah tropis dan subtropis serta mudah dibudidayakan
(Chirinang P and Intarapichet K.,2009). Jamur tiram mengandung vitamin B,
vitamin C dan karbohidrat seperti p-glukan, monoterpenoid dan diterpenoid
(Iwalokun, et al., 2007). Bagian tubuh jamur merupakan sumber potensial lignin dan
fenol (Fountoulakis et al., 2002). Ada beberapa warna pada jenis jamur tiram ini
antara lain putih, kuning, merah jambu, coklat dan abu-abu (Jeong HK. et al., 2009),
namun yang banyak dikonsumsi oleh masyarakat Indonesia umumnya adalah jamur
tiram putih karena rasanya yang enak, kandungan nutrisinya yang tinggi dan

berkhasiat untuk pengobatan penyakit. (Tjokrokusumo D., 2008).

Beberapa penelitian yang pernah dilakukan menunjukkan bahwa jamur tiram
berpotensi sebagai antioksidan dan anti tirosinase (Alam N. et al., 2010;
Venkatakrisnan et al., 2010; Jeong HK. et al., 2009; Iwalokun et al., 2007), namun
penelitian masih terbatas pada uji terhadap ekstrak kasar jamur tiram yang
menggunakan metanol, aseton dan air hangat. Oleh karena itu peneliti tertarik untuk
meneliti jamur tiram dalam bentuk ekstrak etanol 70% dan air pada suhu 70°C,
kemudian ekstrak yang mempunyai aktivitas antioksidan dan anti tirosinase yang
lebih baik diformulasikan ke dalam sediaan gel. Pada masa yang akan datang
diharapkan sediaan gel ini dapat digunakan sebagai salah satu produk kosmetika

alami dengan manfaat antioksidan dan pencerah kulit (lightening agent).
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1.2 Perumusan Masalah

Dari penelusuran kepustakaan belum ada penelitian mengenai uji aktivitas
antioksidan dan penghambatan tirosinase dari ekstrak etanol 70% dan ekstrak air
hangat suhu 70°C dari jamur tiram (Pleurotus ostreatus). Penelitian dilakukan untuk
mengetahui ekstrak mana yang mempunyai aktivitas antioksidan dan penghambatan

tirosinase yang lebih tinggi, untuk kemudian dibuat formulasi sediaan gel.

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Penelitian ini dilakukan untuk memperoleh sediaan gel yang mengandung
ekstrak etanol 70% atau air pada suhu 70°C dari jamur tiram (Pleurotus ostreatus)
yang mempunyai aktivitas antioksidan dan penghambatan tirosinase, bersifat stabil

dan aman.

1.3.2 Tujuan Khusus

a. Memperoleh ekstrak jamur tiram (Pleurotus ostreatus) yang mempunyai
aktivitas antioksidan dan penghambatan tirosinase yang lebih tinggi dengan
membandingkan antara ekstrak jamur dalam etanol 70% dan ekstrak air pada
pada suhu 70°C.

b.  Memperoleh formulasi sediaan gel dengan bahan aktif ekstrak etanol 70%
atau air pada suhu 70°C dari jamur tiram yang mempunyai aktivitas
antioksidan dan penghambatan tirosinase.

c.  Memperoleh data uji aktivitas serta uji stabilitas dari formulasi sediaan gel.

d.  Memperoleh data uji keamanan formulasi sediaan gel kepada sukarelawan.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Aplikatif

Sediaan gel dapat dikembangkan menjadi produk topikal yang mempunyai
manfaat sebagai antioksidan dan pencerah kulit (lightening agent) yang efektif dan

amarn.
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1.4.2 Manfaat Keilmuan

a.

Penelitian ini diharapkan dapat dijadikan masukan untuk melakukan
penelitian lanjutan seperti uji manfaat sebagai pencerah kulit.
Memperkaya penelitian tentang tanaman hasil budidaya yang bermanfaat

sebagai antioksidan dan pencerah kulit (/ightening agent).
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kosmetika

Sediaan kosmetika perawatan kulit diperlukan untuk melindungi kulit agar
tetap baik karena kulit sangat sensitif terhadap peradangan, kanker dan penuaan dini
yang disebabkan oleh sinar ultraviolet yang memiliki efek oksidatif radikal bebas
(Rieger MM., 2000). Kosmetika berasal dari bahasa Yunani “kosmetikos” yang
berarti keterampilan menghias atau mengatur. Definisi kosmetika dalam Peraturan
Menteri Kesehatan RI 445/Menkes/Permenkes/1998 adalah sebagai berikut
“Kosmetika adalah sediaan atau paduan bahan yang siap untuk digunakan pada
bagian luar badan (epidermis, rambut, kuku, bibir dan organ kelamin bagian luar),
gigi, dan rongga mulut untuk membersihkan, menambah daya tarik, mengubah
penampilan, melindungi supaya tetap dalam keadaan baik, memperbaiki bau badan

tetapi tidak dimaksudkan untuk mengobati atau menyembuhkan suatu penyakit”

Sejak zaman dahulu ilmu kedokteran turut berperan dalam dunia kosmetik dan
kosmetikologi. Dari data hasil penyelidikan antropologi, arkeologi, dan etnologi di
Mesir maupun India membuktikan bahwa pemakaian ramuan seperti bahan
pengawet mayat dan salep-salep aromatik dapat dianggap sebagai bentuk awal
penggunaan kosmetika yang dikenal. Saat ini tujuan utama penggunaan kosmetik
pada masyarakat modern antara lain untuk kebersihan pribadi, meningkatkan daya
tarik melalui make up, meningkatkan rasa percaya diri dan perasaan tenang,
melindungi kulit dan rambut dari kerusakan sinar UV, polusi, dan faktor lingkungan
yang lain, mencegah penuaaan, dan secara umum membantu seseorang lebih

menikmati dan menghargai hidup (Mitsui, 1997).

2.2 Radikal Bebas dan Antioksidan

Radikal bebas atau disebut juga Reactive Oxygen Species (ROS) adalah atom

atau molekul yang tidak stabil dan sangat reaktif karena mengandung satu atau lebih
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elektron tidak berpasangan pada orbital luarnya. Untuk mencapai kestabilan atom
atau molekul, radikal bebas akan bereaksi dengan molekul sekitarnya untuk
memperoleh pasangan elektron (Sen S. ef al., 2010). Senyawa radikal bebas
meliputi hidroksil (OH), anion superoksida (O,), hidrogen peroksida (H,O,),
alkoksil (RO), peroksil (ROO), nitrit oksida (NO), nitrogen dioksida (NO;) dan
lipid peroksil (LOO) (Pham Huy et al., 2008).

Pada konsentrasi tinggi, ROS menyebabkan kerusakan struktur sel, asam-
asam nukleat, lipid dan protein. ROS menyebabkan peroksidasi lipid dan kerusakan
ribonukleotida yang diperlukan untuk sintesis DNA. Hidrogen peroksida (H,O5)
bersifat lebih reaktif dan dapat melewati membran sehingga menyebabkan
kerusakan jaringan. Radikal bebas meningkatkan biosintesis melanin, merusak
DNA, dan memacu proliferasi melanosit juga berperan pada patogenesis gangguan

kulit (Nithya N. ez al., 2011).

Mekanisme pembentukan radikal bebas terbagi menjadi 3 (tiga) tahapan

yaitu :
Tahap 1 : Tahap Inisiasi

Faktor inisiasi yaitu sinar ultraviolet dapat menyebabkan terbentuknya

radikal bebas dari suatu molekul stabil.

Tahap 2 : Tahap Propagasi
a. Radikal bebas yang terbentuk pada tahap inisiasi akan bereaksi dengan

komponen dari sel kemudian mengikat hidrogen.

A" + RH »> AH + R’

b. Radikal akil (RO) yang terbentuk akan bereaksi dengan oksigen membentuk

radikal peroksida.

R + O, — ROO’



c. Radikal peroksida menarik hidrogen dari molekul terdekat membentuk

hidroperoksida yang metastabil dan radikal akil yang baru.
ROO" +RH — ROOH +R’
e. Hidroperoksida dapat terdekomposisi secara membentuk radikal
ROOH — RO’ + HO’
Selanjutnya kedua radikal bebas tersebut dapat berinteraksi dengan molekul organik
yang baru untuk membentuk radikal akil baru.

RO +RH — ROH +
HO +RH — H,0 + R’

Tahap 3 : Tahap Terminasi
Pada tahap ini terjadi antara 2 (dua) radikal bebas

RO+ R° > R-0-R
HO "R° - R-OH
R+ R

Radikal bebas dan reaksi oksidasi dapat dihambat oleh suatu zat yang
disebut antioksidan, yaitu senyawa yang mampu menunda, memperlambat atau
menghambat reaksi oksidasi (Bagchi K., Puri S., 1998). Antioksidan menstabilkan
radikal bebas dengan cara memberikan elektron kepada radikal bebas sebelum
radikal bebas tersebut bereaksi dengan sel yang belum rusak sehingga membentuk
radikal bebas yang tidak reaktif yang relatif stabil (Jacob RA., 1995). Antioksidan
mencegah kerusakan sel dan jaringan karena kemampuannya menangkap radikal
bebas sehingga disebut sebagai free radical scavenger (Masaki H. 2010; Debbie and
Jennifer, 2010).

Di dalam tubuh manusia terdapat antioksidan seperti superoksida dismutase
(SOD), glutation, dan katalase. Antioksidan dapat juga kita peroleh dari asupan
makanan yang mengandung vitamin A, C, beta karoten, vitamin E dan senyawa
fenolik (Sies et al., 1992). Bila proses radikal bebas terus berlangsung di dalam
tubuh, persediaan tersebut tidaklah cukup sehingga diperlukan antioksidan dari

asupan luar baik secara oral maupun topikal (Masaki H., 2010; Morganti et al.,



2002). Antioksidan topikal dapat melindungi kulit dari stress oksidatif, kerusakan
kulit (Morganti et al., 2002; Pinnell, 2003), membantu memperbaiki kondisi kulit
dan sebagai anti aging (Darvin et al., 2006 dan Vaillant et al., 2000).

2.3 Melanin dan Enzim Tirosinase

Warna kulit normal ditentukan oleh jumlah dan sebaran melanin yang
dihasilkan oleh melanosom pada melanosit, yang secara genetik jumlahnya telah
tertentu. Warna kulit juga dipengaruhi oleh ketebalan kulit, vaskularisasi kulit,
kemampuan refleksi permukaan kulit serta kemampuan absorbsi epidermis dan
dermis, selain itu juga ada beberapa pigmen lain seperti karoten (oranye),
oksihemoglobin (merah), hemoglobin (biru) dan melanin (coklat) yang

mempengaruhi warna kulit (Tranggono & Latifah, 2007).

Paparan sinar UV pada kulit dapat memacu sekresi melanin akibat
proliferasi melanosit yang meningkat. Sekresi melanin yang abnormal juga
menimbulkan hiperpigmentasi dari kulit. Melanin merupakan pigmen yang dapat
melindungi jaringan kulit dari paparan sinar UV. Melanin terbentuk melalui jalur
yang disebut melanogenesis di mana enzim tirosinase berperan penting (Herrling T.

etal.,2007).

Tirosinase adalah enzim multicopper monooxygenase yang terdapat pada
tanaman, jamur, serangga dan mamalia termasuk manusia. Pada tanaman dan jamur,
enzim ini dapat memberikan warna pada produk pertanian. Pada mamalia termasuk
manusia, enzim tirosinase berperan pada proses melanogenesis atau hiperpigmentasi

(Chang T., 2009).

Enzim tirosinase mengubah tirosin menjadi DOPA, kemudian menjadi
dopakuinon. Dopakuinon diubah menjadi dopakrom melalui autooksidasi sehingga
menjadi dihidroksiindol (DHI) atau asam dihidroksiindol-2-karboksilat (DHICA)
untuk membentuk eumelanin (pigmen berwarna coklat). Dengan adanya sistein atau
glutation, dopakuinon diubah menjadi sisteinil-dopa atau glutationil-dopa, reaksi ini
membentuk feomelanin (pigmen berwarna kuning) (Chang T., 2009). Banyaknya

jumlah eumelanin dan feomelanin yang terbentuk dapat memberikan warna lain



pada kulit sehingga kulit manusia tidak hanya berwarna hitam atau putih (Gambar

2.1).

| L- Fenilalanin |

PAH TH-1
L- Tirosin T L-DOPA | ==} L- Dopakuinon :# Sistein-dopa
Tirosinase

5,6 Dihidroksiindol &&= Dopakrom

Feomelanin

Indol-5,6- kuinon Asam 5,6 Dihidroksiindol-
2 -karboksilat

TRP -1
w <= Indol 5,6 kuinon
asam karboksilat

[Sumber : Lin JW., et al. 2008. Natural Products with Skin-Whitening Effects]

TRP-2 (DCT) —>»

Gambar 2.1. Pembentukan melanin

2.4 Jamur Tiram (Pleurotus ostreatus)

Jamur merupakan organisme multiseluler atau bersel banyak yang memiliki
perbedaan dengan organisme lain dalam hal struktur tubuh, habitat, cara makan dan

reproduksi.
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2.4.1 Deskripsi Umum

Jamur tiram (Pleurotus ostreatus) adalah jamur pangan dari kelompok
Basidiomycota dan termasuk kelas Holobasidiomycetes dengan ciri-ciri umum
diameter tudung 5-20 cm, mula-mula bentuk tudung bulat lengkung, berkembang
cembung melebar, menjadi datar bahkan menjadi agak melengkung ke atas (kalau
sudah tua), tubuh berwarna putih hingga krem dan tepi tudungnya halus hingga
berombak mirip cangkang tiram (Tjokrokusumo, 2008) (Gambar 2.1).

Warna bervariasi tergantung strain, penyinaran dan kondisi suhu, tidak hanya
berwarna putih (Pleurotus ostreatus), beberapa mengandung pigmen sehingga
berwarna merah (Pleurotus flabelatus), coklat (Pleurotus cystidiosus), kuning
(Pleurotus ~cornucopiae) biru keabua-abuan (Pleurotus popilinus), abu-abu
(Pleurotus sajor-caju) dan pink (Pleurotus salmoneostramineus) (Jeong KH. et al.,
2009). Batangnya unik yaitu menempel pada tudung, dagingnya biasanya tipis.
Beberapa strain membentuk kluster (berkelompok), sporanya berwarna putih dengan

bentuk ellipsoid.

Gambar 2. 2. Jamur tiram (Pleurotus ostreatus)

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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2.4.2 Klasifikasi dan Sinonim

Klasifikasi jamur tiram adalah sebagai berikut : (Gembong, 1986)

Kerajaan : Plantae

Divisi : Basidiomycota
Kelas : Holobasidiomycetes
Bangsa : Agaricales

Suku : Pleurotaceae

Marga . Pleurotus

Jenis : Pleurotus ostreatus

Jamur tiram atau dalam bahasa Inggris oyster mushroom dikenal juga dengan nama
jamur kayu (tree oyster), oyster shelf. Orang Jepang menyebutnya hiratake atau

tamogitake dan shimeji.

2.4.3 Habitat

Secara alami, jamur tiram ditemukan di bawah pohon berdaun lebar atau di
bawah tanaman berkayu. Pada masa pertumbuhan miselium, jamur tiram sebaiknya
ditempatkan dalam ruangan yang gelap namun pada masa pertumbuhan badan buah
diperlukan adanya rangsangan sinar. Intensitas penyinaran yang dibutuhkan pada

masa terbentuknya badan buah adalah 60-70% (Tjokrokusumo, 2008).

2.4.4 Budidaya Jamur Tiram

Pada budidaya jamur tiram suhu udara memegang peranan yang penting
untuk mendapatkan pertumbuhan badan buah yang optimal. Pada umumnya suhu
yang optimal untuk pertumbuhan jamur tiram, dibedakan dalam 2 (dua) fase yaitu
fase inkubasi yang memerlukan suhu udara berkisar antara 22-28°C dengan
kelembaban 60-70% dan fase pembentukan tubuh buah memerlukan suhu udara
antara 16-22°C. Tingkat keasaman media juga sangat berpengaruh terhadap
pertumbuhan jamur tiram. Apabila pH terlalu rendah atau terlalu tinggi maka

pertumbuhan jamur akan terhambat bahkan mungkin akan tumbuh jamur lain yang
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akan menganggu pertumbuhan jamur tiram itu. Keasaman pH media perlu diatur

antara pH 6-7 dengan menggunakan kalsium karbonat (Ibekwe V.I. et al., 2008).

2.4.5 Kandungan Nutrisi dan Kandungan Kimia Jamur Tiram

Dari segi nutrisi, jamur tiram mengandung vitamin B1 (tiamin) 0,1 IU, B2
(Riboflavin) 2,04 mg, B3 (niasin) 54,30 mg, B5 (Pantothenic acid) 12,30 mg,
vitamin D 116 U (Paul Stamets, 2005), asam-asam organik seperti asam askorbat
(vitamin C), asam malat dan asam fumarat, karbohidrat seperti (3-glukan, protein
seperti hidrofobin serta trace element seperti selenium (Iwalokun et al., 2007).
Selain itu, jamur tiram diketahui mengandung y-amino butyric acid (GABA) yang
merupakan golongan asam amino berfungsi sebagai neurotransmitter serta
mengandung 9 (sembilan) macam asam amino Yyaitu lisin, metionin, triptofan,
treonin, valin, leusin, isoleusin, histidin, dan fenilalanin (Chirinang P and
Intarapichet, 2009). Bagian tubuh jamur tiram juga dikenal kaya akan lignin dan
senyawa fenol (Fountoulakis et al., 2007). Kandungan serat jamur tiram yang kaya
chitin cukup baik untuk memperbaiki kinerja metabolisme tubuh (Alam N. et al.,
2008). Di samping itu dengan kandungan lemak yang rendah, jamur tiram dapat

membantu mengurangi kadar lemak dalam darah.

2.4.6 Manfaat secara Medis

Jamur tiram mengandung sejumlah komponen aktif biologis yang
bermanfaat antara lain sebagai immunomodulator, menghambat pertumbuhan tumor,
anti inflamasi, antitrombosis, menurunkan gula darah, menurunkan konsentrasi
lemak darah, mencegah tekanan darah tinggi dan aterosklerosis (Chirinang et al.,
2009; Iwalokun et al., 2007). Pada studi in vitro dan in vivo, jamur tiram diketahui
mempunyai aktivitas sebagai antimikrobial, antioksidan, anti tumor, anti hipertensi
dan anti aging (Lindequist et al., 2005). Studi melaporkan bahwa ekstrak dari
Pleurotus ostreatus dapat mengurangi hepatotoksisitas pada tikus yang diinduksi
CCly, juga melindungi jantung dan otak terhadap radikal bebas (Jayakumar et al.,
2006).
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2.4.7 Beberapa Studi tentang Manfaat Ekstrak Jamur Tiram sebagai

Antioksidan dan Tirosinase Inhibitor

Jamur mengandung komponen polifenol yang merupakan antioksidan yang
poten disebabkan kemampuannya menangkal radikal bebas dengan cara transfer
elektron tunggal (Hirano et al., 2001). Pada uji DPPH, efek penangkalan terhadap
radikal bebas pada ekstrak jamur tiram dalam pelarut aseton, metanol dan air hangat
meningkat seiring dengan peningkatan konsentrasi di mana ekstrak aseton
menunjukkan aktivitas antioksidan yang lebih baik (33,62-91,52%) dibandingkan
ekstrak metanol (49,33-85,13%) dan air hangat (36,35-82,81%) pada konsentrasi
0,125-2,0 mg/mL (Alam N. ef al, 2010). Penelitian oleh Iwalokun et al., 2007
menunjukkan bahwa kandungan senyawa fenol dan aktivitas antioksidan pada

ekstrak aseton lebih baik dibandingkan pada ekstrak petroleum eter.

Pada uji tirosinase inhibitor yang pernah dilaporkan adalah bahwa ekstrak
metanol jamur tiram menunjukkan aktivitas penghambatan terhadap tirosinase lebih
baik (11,36-59,56%) dibandingkan ekstrak aseton (11,37-52,05%) dan air hangat
(9,60-49,60%) pada konsentrasi 0,125-1,0 mg/mL. Asam galat yang terkandung
pada jamur tiram diduga sebagai tirosinase inhibitor yang efektif (Alam N. et al.,

2010).

2.5 Ekstraksi

Ekstraksi adalah proses pemisahan komponen zat padat atau zat cair dengan
menggunakan bantuan pelarut, salah satunya adalah ekstraksi padat-cair. Ekstraksi
padat-cair didefinisikan sebagai proses pemisahan zat padat yang dapat larut melalui
kontak dengan pelarut. Setelah terjadi kontak padatan dengan pelarut maka terjadi
perbedaan konsentrasi zat terlarut ke dalam fase padatan yang mana fase pelarut
menjadi gaya pendorong berlangsungnya perpindahan massa zat terlarut dari fase

padatan ke fase pelarut (Enny K.A & Fadilah, 2007).
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Faktor-faktor yang mempengaruhi kualitas dan kuantitas ekstrak antara lain :

(Enny K.A & Fadilah, 2007) :

a. Simplisia : derajat kehalusan, kadar air, kandungan kimia dan homogenitas
simplisia mempengaruhi hasil ekstraksi.
b. Pelarut : jenis, jumlah, kadar dan kecepatan mengalir pelarut mempengaruhi zat
yang tersari, jJumlah padatan yang terekstraksi dan kecepatan ekstraksi. Jika rasio
pelarut-bahan baku besar maka akan memperbesar pula jumlah zat yang terlarut, di
mana laju ekstraksi akan semakin meningkat namun semakin banyak pelarut yang
digunakan, proses ekstraksi akan semakin mahal
c. Proses ekstraksi : suhu, tekanan, waktu dan metode ekstraksi berpengaruh pada
proses ekstraksi. Peningkatan temperatur akan meningkatkan jumlah zat terlarut ke
dalam pelarut. Temperatur pada proses ekstraksi memang terbatas hingga suhu titik
didih pelarut yang digunakan.
d.  Peralatan : jenis, volume dan tekanan dari peralatan yang digunakan untuk
ekstraksi mempengaruhi hasil ekstraksi. Pengadukan akan dapat mempercepat
terjadinya reaksi antara pelarut dengan zat terlarut.

Beberapa pelarut yang sering digunakan adalah etanol, air, benzena, heksana
dan eter. Pemilihan pelarut pada umumnya dipengaruhi oleh: (Amiarsi et al, 2006.)
a. Selektivitas : pelarut hanya boleh melarutkan zat yang diinginkan
b. Kelarutan : pelarut sedapat mungkin memiliki kemampuan melarutkan zat yang
baik.
c. Reaktivitas : pelarut tidak boleh menyebabkan perubahan secara kimia pada
komponen zat.
d. Kriteria lain : sedapat mungkin murah, tersedia dalam jumlah besar, tidak toksik,
tidak mudah terbakar, tidak eksplosif bila bercampur udara, tidak korosif, viskositas

rendah dan stabil secara kimia dan fisik.
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2.6 Pengukuran Antioksidan dengan Metode Peredaman DPPH (2,2-difenil
-1-pikrilhidrazil)

Ada beberapa metode pengukuran antioksidan yang dapat digunakan, yang
mana memberikan hasil yang berbeda tergantung dari radikal bebas spesifik yang
digunakan sebagai reaktan. Metode malondialdehyde (MDA) atau thiobarbituric
acid-reactive-substances (TBARS) sudah digunakan sejak 1950 untuk mengukur
peroksidasi lemak pada membran dan sistem biologi. Metode ini sangat tergantung
pada oksidasi substrat di mana dipengaruhi oleh suhu, tekanan, matriks dan tidak

praktis digunakan pada sampel besar. (Prakash A, 2009).

Metode lain yang dapat digunakan antara lain 2,2 azinobis (3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic-acid) (ABTS) (Miller and Rice-Evans, 1997) dan ferric
reducing antioxidant power (FRAP) (Guo et al.,2003; Jimenez-Escrig ef al., 2001)
yang digunakan untuk menskrining aktivitas antioksidan dari flavonoid dan fenol;
oxygen radical absorbance capacity (ORAC) (Prior et al., 2003) untuk mengukur
aktivitas antioksidan pada sayuran serta metode 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH).

Uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH diperkenalkan
pertama kali oleh Blois pada tahun 1958. DPPH merupakan radikal bebas atau zat
pengokidasi yang stabil yang mempunyai satu kelebihan elektron pada strukturnya.
Penangkapan terhadap radikal bebas adalah dasar dari uji antioksidan menggunakan
DPPH (Alma, Mavi, Yildirim, Digrak & Hirata, 2003; Sharma Om P., Bhat Tej K,
2009). Metode ini dapat digunakan untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan pada

ekstrak tanaman dan makanan.

Prinsip kerja metode DPPH adalah berdasarkan adanya senyawa antioksidan
(AH) yang mendonorkan hidrogen (H) pada DPPH sehingga mengubah radikal
bebas DPPH yang berwarna ungu menjadi berwarna kuning pucat (Gambar 2.3).
Kemudian dengan spektrofotometer UV-Vis diukur serapannya pada panjang
gelombang maksimum. DPPH yang tersisa diukur serapannya menurut jangka waktu
tertentu. Aktivitas antioksidan dinyatakan sebagai ICsy yaitu konsentrasi dimana

sampel uji menghambat DPPH sebesar 50%.
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[Sumber : Miller et al., 2000 Antioxidant activity]

Gambar 2.3 Reaksi kimia DPPH dan antioksidan

Konsentrasi tinggi DPPH pada reaksi campuran yang menghasilkan
absorbansi (serapan) tergantung dari keakuratan alat ukur spektrofotometer Selain
itu cahaya, oksigen, dan pH dari reaksi campuran juga berpengaruh pada absorbansi

DPPH (Sharma Om P., Bhat Tej K, 2009).

2.7  Uji Penghambatan Tirosinase

Tirosinase inhibitor dapat diklasifikasikan sebagai 4 (empat) tipe yaitu

kompetitif, unkompetitif, non kompetitif, dan campuran (Gambar 2.3).

- T,
( 4
T |
Kompetitif Unkompetitif
O%:
Campuran atau Bz K
\\ non kompetitif /

[Sumber : Chang T. 2009. An Update Review of Tyrosinase Inhibitors]

Gambar 2. 4. Mekanisme aksi dari tirosinase inhibitor ( E = Enzim, S = Substrat,
I =Inhibitor, P = Produk)

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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Uji penghambatan tirosinase dapat dilakukan dengan metode dopakrom yang
dimodifikasi yaitu berdasarkan pada adanya dopakrom yang merupakan hasil
oksidasi L-DOPA oleh tirosinase (Narisa K., et al, 2007). Senyawa pemutih kulit
akan berkompetisi dengan L-DOPA untuk berikatan dengan tirosinase. Kompetisi
tersebut akan mengurangi jumlah produk dopakrom yang dihasilkan sehingga
aktivitas penghambatan oleh senyawa pemutih dapat dihitung. Dopakrom yang
terbentuk, berwarna merah jingga sampai coklat, diukur serapannya dengan cara
kolorimetri dengan menggunakan alat spektrofotometri UV—Vis pada panjang
gelombang maksimum. Aktivitas penghambatan dari sampel uji dapat ditentukan
dengan menghitung ICso, yaitu konsentrasi dimana sampel uji menghambat aktivitas

tirosinase sebesar 50%.

Mekanisme penghambatan kerja enzim tirosinase dapat diperkirakan melalui
penentuan kinetika penghambatan enzim. Penentuan kinetika meliputi penentuan
nilai konstanta Michaelis-Menten (K.,) dan plot Lineweaver-Burke. Konstanta
Michaelis-Menten (K,,) adalah karakteristik dari suatu enzim dan substratnya. Nilai
Ky, berbanding lurus dengan konsentrasi substrat. Sedangkan plot Lineweaver-
Burke adalah plot kurva substrat-penghambat dan substrat-tanpa penghambat dengan
1/[S] sebagai sumbu x dan 1/V, sebagai sumbu y. S adalah konsentrasi substrat dan

Vy adalah kecepatan awal (Champe, Harvey & Ferrier, 2005) (Gambar 2.5).

|
'ﬁ.l 1

[Sumber : Champe, Harvey and Ferrier, 2005 ]

Gambar 2.5 Grafik persamaan Lineweaver-Burke

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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Adanya penghambat kompetitif akan menyebabkan peningkatan nilai
substrat yang dibutuhkan untuk untuk mencapai 1/2 V.« sehingga nilai K;, akan
meningkat. Dengan penambahan substrat hingga mencapai konsentrasi tertentu, nilai
Vmax yang sama pada kondisi sebelum adanya inhibitor dapat tercapai sehingga nilai

Vmax akan tetap (Gambar 2.6).

Penghambat kompetitif

Tanpa penghambat

[Sumber : Champe, Harvey and Ferrier, 2005 |

Gambar 2.6 Grafik persamaan Lineweaver-Burke untuk penghambat kompetitif

Adanya penghambat non kompetitif tidak dapat diatasi dengan penambahan substrat
sebab penghambat non kompetitif tidak berpengaruh terhadap ikatan enzim dengan
substrat sehingga nilai K,, yang sebanding dengan konsentrasi substrat akan tetap

sedangkan V.« akan turun (Gambar 2.7).

Penghambat nonkompetitif

Tanpa penghambat

[Sumber : Champe, Harvey and Ferrier, 2005 ]

Gambar 2.7 Grafik persamaan Lineweaver-Burke untuk penghambat nonkompetitif.

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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Adanya penghambat yang bersifat kompetitif campuran akan menyebabkan
nilai K, bertambah karena afinitas enzim terhadap substrat semakin berkurang
akibat adanya perubahan bentuk pada sisi enzim, sedangkan nilai V,x akan turun

karena ikatan enzim dengan substrat menjadi tidak optimal (Gambar 2.8).

/ Penghambat kompetitif
1No ¥ campuran

N N vimax 1S

[Sumber : Atkins, Peter and Julio de Paula., 2006 ]

Gambar 2.8 Grafik persamaan Lineweaver-Burke untuk penghambat kompetitif

tipe campuran

Adanya penghambat unkompetitif, nilai K,, berkurang disebabkan oleh
besarnya afinitas enzim terhadap substrat, sedangkan berkurangnya nilai Vpax
disebabkan oleh adanya penghambat yang berikatan dengan kompleks enzim-

substrat (Gambar 2.9).

Penghambat unkompetitif

1 Tanpa kompetitif

f 1
1 IS]
K

[Sumber : Champe, Harvey and Ferrier, 2005 ]

Gambar 2.9 Grafik persamaan Lineweaver-Burke untuk penghambat unkompetitif

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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2.8 Spektroskopi

Teknik spektroskopi pada daerah ultraviolet dan sinar tampak biasa disebut
spektroskopi UV-Vis atau spektrofotometer UV-Vis. Dari spekrum absorbsi dapat
diketahui panjang gelombang dengan absorbansi maksimum dari suatu unsur atau
senyawa. Konsentrasi suatu unsur atau senyawa juga dengan mudah dapat dihitung
dari kurva standar yang diukur pada panjang gelombang dengan absorbansi
maksimum yang telah ditentukan.

Spektrofotometer digunakan untuk mengukur serapan sinar ultraviolet dan
sinar tampak oleh suatu materi dalam bentuk larutannya. Jumlah cahaya yang
diserap oleh suatu zat dalam larutan berbanding lurus dengan konsentrasi zat dalam
larutannya. Hubungan antara serapan cahaya dengan konsentrasi zat dalam larutan

dapat dinyatakan dengan persamaan Lambert-Beer berikut ini:

A=-logT=¢€ebc 2.1

Keterangan :
A = absorbansi
T = transmitansi
€ = absorptivitas molar (L/mol cm)
b = panjang sel (cm)
¢ = konsentrasi zat yang menyerap sinar (mol/L)
Dalam aplikasinya, terdapat beberapa persyaratan agar hukum Lambert-Beer

dapat digunakan, yaitu:

a. Syarat konsentrasi : konsentrasi larutan yang diukur harus encer

b. Syarat kimia : zat pengabsorbsi (zat yang dianalisis) tidak boleh terdisosiasi,
berasosiasi atau bereaksi dengan pelarut menghasilkan produk lain.

c. Syarat cahaya : radiasi cahaya yang digunakan untuk pengukuran harus
monokromatis (cahaya yang mempunyai satu macam panjang gelombang).

d. Syarat kejernihan : kekeruhan larutan yang disebabkan oleh partikel-partikel

koloid misalnya menyebabkan penyimpangan hukum Lambert-Beer.
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2.9 Sediaan Gel

Menurut Farmakope Indonesia edisi IV, gel atau jelli merupakan sistem semi
padat terdiri dari suspensi yang dibuat dari partikel anorganik yang kecil atau
molekul organik yang besar terpenetrasi oleh suatu cairan (Depkes RI, 1995).
Menurut Howard C. Ansel, gel didefinisikan sebagai suatu sistem semi padat yang
terdiri dari suatu dispersi yang tersusun baik dari partikel anorganik yang kecil atau

molekul organik yang besar dan saling diresapi cairan (Ansel, 1989).

Bentuk gel mempunyai beberapa keuntungan di antaranya tidak lengket,
mudah dioleskan, mudah dicuci, tidak meninggalkan lapisan berminyak pada kulit,
viskositas gel tidak mudah mengalami perubahan selama penyimpanan (Lieberman,
1989). Gel merupakan sediaan semisolid yang memiliki aliran tiksotropik dan
pseudoplastik yang artinya berbentuk padat bila disimpan dan akan segera mencair

bila dikocok (Depkes RI, 1995).

Faktor yang perlu diperhatikan dalam pembuatan sediaan gel yang baik
adalah pemilihan dan pembuatan basis gel yang terdiri dari bahan pembentuk gel,
humektan, pengawet dan air. Bahan pembentuk gel yang digunakan dapat berupa
polimer karbohidrat alam seperti tragakan, pektin, alginat, selulosa dan derivatnya

maupun polimer sintesis seperti karbomer (Aulton, 1988)
Bahan-bahan yang digunakan dalam formulasi gel ini adalah :

a. Ultrez20 (Acrylates CrossPolimer)

H H
|
G—=C
i

L o — ¥

[Sumber : Rowe, Sheskey and Quinn, 2009]

Gambar 2.10 Rumus bangun karbomer

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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Dalam penelitian ini, Ultrez 20 merupakan golongan karbomer digunakan
sebagai gelling agent. Karbomer berbentuk serbuk berwarna putih, bersifat
higroskopis, tidak berbau dan tidak berasa. Karbomer larut dalam air panas.
Konsentrasi yang biasa digunakan sebagai gelling agent yaitu 0,5-2,0%. Karbomer
dalam larutan 0,5% memiliki pH asam yaitu sebesar 2,7-3,5. Larutannya memiliki
viskositas yang rendah dan bila telah dinetralkan dengan basa, seperti NaOH, akan
memiliki viskositas yang tinggi. Viskositas akan berkurang apabila pH kurang dari 3

atau lebih besar dari 12 (Rowe, Sheskey and Quinn, 2009)

b.  Gliserin

HO O

U

[Sumber : Rowe, Sheskey and Quinn, 2009]

Gambar 2. 11 Rumus bangun gliserin

Penggunaan gliserin pada umumnya digunakan sebagai humektan, emolien
juga sebagai bahan tambahan pada akuous maupun non akuous gel. Selain itu
gliserin ~ digunakan sebagai pelarut, plastisizer dan penambah viskositas.
Karakteristik gliserin merupakan cairan jernih, tidak berwarna, tidak berbau, kental,
rasa manis (£0,6 kali lebih manis dibandingkan sukrosa). Pada gel ini, gliserin
digunakan sebagai gel vehicle aquous dengan konsentrasi 5-15% dan juga sebagai

humektan dengan konsentrasi <30% (Rowe, Sheskey and Quinn, 2009).

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012



23

c. Propilen glikol

OH

OH

Sumber : Rowe, Sheskey and Quinn, 2009]

Gambar 2. 12 Rumus bangun Propilen glikol

Bahan ini merupakan cairan jernih, tidak berwarna, manis, kental, dan
praktis tidak berbau. Propilen glikol larut dalam aseton, kloroform, air, gliserin, eter
dan etanol namun tidak larut dalam minyak mineral. Kegunaan propilen glikol
adalah sebagai humektan, plastisizer, pelarut dan stabilizer. Konsentrasi propilen
glikol yang umum digunakan sebagai humektan adalah =15% dan sebagai pelarut

dalam sediaan topikal adalah 5-80% (Rowe, Sheskey and Quinn, 2009)

d. Natrium metabisulfit
0 |
.I'I |:}
11y I
i A
b

[Sumber : Rowe, Sheskey and Quinn, 2009]

Gambar 2. 13 Rumus bangun natrium metabisulfit

Zat ini umumnya digunakan sebagai antioksidan pada sediaan oral,
parenteral dan topikal. Konsentrasi yang digunakan 0,01-1,0%. Natrium metabisulfit
larut dalam air dan sukar larut dalam propilen glikol (Rowe, Sheskey and Quinn,
2009

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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e. Nipagin (Metilparaben)

O OCH

[Sumber : Rowe, Sheskey and Quinn, 2009]

Gambar 2. 14 Rumus bangun metilparaben

Bahan ini biasanya digunakan sebagai bahan pengawet dalam produk
makanan dan kosmetik. Metilparaben merupakan serbuk kristal putih atau tidak
berwarna dan tidak berbau. Bahan ini dapat digunakan sendiri maupun dikombinasi
dengan jenis paraben lain. Efektifitas pengawet ini memliki rentang pH 4-8. Dalam
sediaan topikal, konsentrasi nipagin yang umum digunakan adalah 0,02-0,3%.
Bahan ini larut dalam air (1:5), etanol 95% (1:3), eter (1:10) dan metanol (Rowe,
Sheskey and Quinn, 2009).

f.  Sodium EDTA

[Sumber : Rowe, Sheskey and Quinn, 2009]

Gambar 2. 15 Rumus bangun sodium EDTA

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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Karakteristik sodium EDTA adalah seperti kristal putih, bubuk tidak berbau
dengan sedikit berasa asam. Umumnya digunakan sebagai chelating agent. Bila
digunakan sebagai campuran gel, terbukti gel lebih stabil, transparan dan tidak
berwarna (Huang YB et a/.,2002, Valenta et al.,1998). Konsentrasi yang digunakan
adalah 0,005-0,1% (Rowe, Sheskey and Quinn, 2009).

f. Sodium hidroksida

Penggunaan sodium hidroksida dalam formulasi adalah untuk mengatur pH.
Karakteristik sodium hidroksida merupakan massa berwarna putih, bentuk seperti

pelet, keras dan seperti kristal (Rowe, Sheskey and Quinn, 2009).

g. Akuades

Akuades yang diperoleh dengan cara penyulingan, pertukuran ion, osmosis
terbalik, atau dengan cara yang sesuai. Akuades digunakan dalam sediaan-sediaan
yang membutuhkan air, terkecuali untuk parenteral di mana akuades tidak dapat

digunakan karena harus disterilkan terlebih dahulu (Ansel, 1989).

2.10 Stabilitas Fisik Gel

Stabilitas didefinisikan sebagai kemampuan suatu produk obat atau kosmetik
untuk bertahan dalam batas spesifikasi yang diterapkan sepanjang periode
penyimpanan dan penggunaan untuk menjamin identitas, kekuatan, kualitas, dan
kemurnian produk. Definisi sediaan kosmetik yang stabil yaitu suatu sediaan yang
masih berada dalam batas yang dapat diterima selama periode waktu penyimpanan
dan penggunaan, dimana sifat dan karakteristiknya sama dengan yang dimilikinya

saat dibuat (Ansel, 1989).

Kestabilan dari suatu gel ditandai dengan tidak terjadinya sineresis dan
memberikan penampilan, bau, warna dan sifat-sifat fisik lainnya yang baik (Martin,
Swarbick and Cammarata, 1983). Parameter-parameter yang digunakan dalam uji

kestabilan fisik sediaan gel adalah (ASEAN, 2005) :
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2.10.1 Organoleptis atau penampilan fisik

Pemeriksaan ini bertujuan untuk mengamati adanya perubahan bentuk gel,
timbulnya bau atau tidak, dan perubahan warna, terjadinya sineresis atau tidak.
Sineresis adalah suatu proses yang terjadi akibat adanya kontraksi di dalam massa

gel sehingga cairan yang terjerat akan keluar dan berada di atas permukaan gel.

2.10.2 Pemeriksaan homogenitas
Sediaan diletakkan di antara dua kaca objek lalu diperhatikan ada atau tidak

ketidakhomogenan di bawah cahaya.

2.10.3 Pemeriksaan pH
Gel sebaiknya memiliki pH yang sesuai dengan pH kulit yaitu 4,5-6,5 karena
jika gel memiliki pH yang terlalu basa maka dapat menyebabkan kulit menjadi

kering, sedangkan jika pH terlalu asam akan menimbulkan iritasi kulit.

(Djajadisastra, 2004)

2.10.4 Sifat alir dan viskositas

Viskositas merupakan ukuran tahanan suatu cairan untuk mengalir,
sedangkan reologi adalah ilmu yang mempelajari sifat aliran zat cair. Secara umum
kenaikan viskositas dapat meningkatkan kestabilan sediaan (berdasarkan Hukum
Stokes). Umumnya sediaan gel memiliki sifat aliran sistem non- Newton. Sifat alir
dari sistem non-Newton itu sendiri terbagi lagi menjadi dua yaitu (Martin, Swarbick
and Cammarata, 1983) :
2.10.4.1 Cairan yang sifat alirnya tidak dipengaruhi oleh waktu
Kelompok ini terbagi lagi menjadi tiga kelompok, yaitu:
a. Aliran plastis

Cairan ini mempunyai sifat tidak akan mengalir sebelum gaya tertentu
dilampauinya, yang disebut yield value. Kurva aliran plastis tidak melalui titik (0,0)
tetapi memotong shearing stress pada suatu titik tertentu yaitu yield value. Adanya
yield value disebabkan oleh adanya kontak antara partikel-partikel yang berdekatan

yang harus dipecah sebelum aliran terjadi (Gambar 2.16).
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Rate of shear

Shasring Hrei

Gambar 2.16 Kurva aliran plastis

b. Aliran pseudoplastis

Sebagian besar produk farmasi seperti polimer menunjukkan aliran
pesudoplastis. Kurva aliran ini melalui titik (0,0, hal ini berlawanan dengan aliran
plastis sehingga aliran pseudoplastis tidak memiliki yield value. Viskositas

berkurang dengan meningkatnya rate of shear, disebut juga shear thinning system

(Gambar 2.17).

Rutn of ihear

Shearing stross

Gambar 2.17 Kurva aliran pseudoplastis

c. Aliran dilatan

Peningkatan viskositas akan meningkat seiiring meningkatnya rate of shear

karena volume dari sediaan akan naik bila rate of shear ditingkatkan, disebut shear

thickening system.

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012



28

Rate of shear

Shagring stress

Gambar 2.18 Kurva aliran dilatan

2.10.4.2 Cairan yang sifat alirnya dipengaruhi waktu
Kelompok ini juga terbagi menjadi tiga kelompok, yaitu:
a. Tiksotropik

Aliran tiksotropik dijumpai pada zat yang mempunyai aliran plastis dan
pseudoplastis, yang mana menunjukkan adanya pemecahan struktur yang tidak
terbentuk dengan segera jika stress dihilangkan atau dikurangi. Kurva aliran ini

bergantung pada rate of shear yang meningkat dan berkurang serta lamanya zat

mengalami rate of shear (Gambar 2.19).

Preudoplasi
A

Rate of shear

/

Shearing stress

Gambar 2.19 Kurva aliran tiksotropik
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b. Reopeksi

Kurva aliran menurun disebelah kanan kurva menaik. Aliran ini merupakan
kebalikan dari aliran tiksotropik.
c. Anti-tiksotropik

Aliran ini disebut juga aliran tiksotropik negatif, yaitu terjadi kenaikan
konsistensi pada kurva menaiknya. Konsistensi meningkat seiring menaiknya waktu

shear.

2.10.5 Penentuan konsistensi

Sediaan yang akan diperiksa dimasukkan ke dalam wadah khusus dan
diletakkan pada meja penetrometer. Peralatan diatur hingga ujung kerucut
menyentuh bayang permukaan sediaan yang dapat diperjelas dengan menghidupkan
lampu. Batang pendorong dilepas dengan mendorong tombol szart. Angka penetrasi
dibaca lima detik setelah kerucut menembus sediaan. Dari pengukuran konsistensi
dengan penetrometer akan diperoleh yield value. Suatu sediaan dikatakan mudah
menyebar jika memiliki nilai yield value berkisar antara 100-1000 dyne/cm’ (Zatz &
Kushla, 1989)

2.11 Uji Stabilitas

Untuk memperoleh nilai kestabilan suatu sediaan farmasetika atau kosmetik
dalam waktu yang singkat, dapat dilakukan uji stabilitas dipercepat. Tujuan
pengujian ini adalah mendapatkan informasi yang diinginkan pada waktu sesingkat
mungkin dengan cara menyimpan sampel pada kondisi yang dirancang sedemikian
rupa untuk mempercepat terjadinya perubahan yang biasanya terjadi pada kondisi
normal. Jika hasil pengujian suatu sediaan pada uji dipercepat selama 3 (tiga) bulan
diperoleh hasil yang stabil, maka sediaan tersebut stabil pada penyimpanan suhu

kamar selama setahun (Djajadisastra, 2004).
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Uji stabilitas dipercepat pada sediaan gel antara lain :

a. Peningkatan suhu dan kelembaban : bertujuan sebagai indikator kestabilan dan
menguji kemasan produk. Berdasarkan ICH guidelines, uji penyimpanan
dilakukan pada suhu 40°C / kelembaban kamar selama 3 hari; 1,2,3,4 minggu;
2,3,6 bulan.

b. Cycling test : tes ini bertujuan untuk menguji apakah terjadi sineresis atau tidak.
Sampel disimpan pada suhu rendah selama 24 jam lalu dipindahkan pada suhu

tinggi selama 24 jam, dilakukan selama 6 (enam) siklus.

2.12 Uji Keamanan

Uji keamanan dilakukan dengan metode single application closed patch
epicutaneous test under occlusion or semi occlusion berdasarkan Colipa Guidelines.
Alasan digunakan metode ini karena sediaan gel yang diuji berupa ekstrak jamur
tiram yang merupakan raw material. Parameter yang digunakan adalah indeks
iritasi primer kulit berdasarkan Primary Irritation Index (PIl) for Human (Tardiff
R..et al, 2003).

Jumlah semuanilai eritema,eschar dan edema padajam ke—24 dan 48
Jumlah sukarelawan xjumlah waktu pengamatan

PII=

2.2)

Iritasi kulit primer (Primary skin irritant) adalah substansi yang tidak bersifat
korosif dan berdasarkan data uji manusia menunjukkan hasil iritasi primer dan atau
berarti substansi yang menghasilkan skor 5 atau lebih pada uji hewan (Regulasi

Consumer Produts Safety Commission/ CPSP, 1996)



Tabel 2.1 Kategori nilai keadaan kulit

Reaksi kulit berupa eritema, Nilai
eschar dan edema
No evidence of reaction 0
Reaction readily visible but mild 1
Definite popular response 2
Definite edema 3
Definite edema and papules =
Vesicular/ bulbous eruption 5

[Sumber : Tardiff et al., 2003)

Tabel 2.2 Kategori respon dan iritasi

Kategori Indeks iritasi primer
Tidak berarti 0-04
Iritasi ringan 0,5 -19
Iritasi sedang 2,0 —4,9
Iritasi berat 5,0 -8,0

[Sumber : Regulasi Consumer Produts Safety Commission/ CPSP, 1996]

31

Definisi kelainan kulit yang diamati sebagai berikut (Imu Penyakit Kulit Kelamin,
FK UI 2007) :

a.

Eritema : kemerahan pada kulit yang disebabkan pelebaran pembuluh darah

kapiler yang reversibel.

Papul : penonjolan di atas permukaan kulit sirkumskrip, berukuran diameter

lebih kecil dari /2 cm dan berisikan zat padat.

Vesikel : gelembung berisi cairan serum beratap, berukuran <1/2 cm garis

tengah dan mempunyai dasar.



BAB III

METODE PENELITIAN

3.1 Lokasi Penelitian

Penelitian dilakukan di Laboratorium Dexa Laboratories of Biomolecular
Sciences (DLBS) Cikarang dan Laboratorium Farmasetika Departemen Farmasi

FMIPA, Universitas Indonesia, Depok.

3.2 Bahan dan Alat

3.2.1 Tanaman

Pada penelitian ini yang diteliti adalah jamur tiram (Pleurotus ostreatus)
yang diperoleh dari hasil budidaya di daerah Cisarua Lembang dan sudah

dideterminasi di Herbarium LIPI Cibinong.

3.2.2 Bahan Kimia

Pada penelitian ini digunakan bahan-bahan kimia antara lain purified water,
etanol 96% (Merck), metanol (Merck), kloroform (Mallincrodt), petroleum eter
(Merck), etil asetat (JT Baker), H,SO, (Merck), HCI (Mallinckrodt), amonia
(Merck), Na,CO3; (Merck), lodium (Merck), serbuk Mg (Merck), amil alkohol
(Merck), Folin ciocalteu (Merck), silika gel G60 Fass (Merck), 1,1 difenil-2-
pikirihidrazil (DPPH) (Aldrich), butylated hydroxytoluene (BHT) (Sigma), asam
askorbat (DSM), asam galat (Aldrich), mushroom tyrosinase (Sigma), L-DOPA
(Sigma), asam kojat (Sigma), kalium peroksida (Merck), natrium hidroksida
(Merck), Na EDTA (Merck), propilen glikol (Dow Chemical), gliserin
(Oleochemicals), nipagin (Deno), natrium metabisulfit (Merck), Ultrez-20
(Lubrizol).

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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3.2.3 Alat

Pada penelitian ini digunakan alat-alat antara lain timbangan analitik (Scout
Pro), neraca analitik (Mettler Toledo), waterbath (Memmert), rotary evaporator
(Buchi), oven (Memmert), blender (Philips), chamber (Camag), moisture analyzer
(Mettler Toledo), tanur, power sonic, pH meter (Mettler Toledo), TLC scanner
(Camag), inkubator (Biotech Inc.), spektrofotometer UV-Vis (Hitachi), kuvet kuarsa
(Merck), vaccum drying oven (Vision), piknometer, alkoholmeter, vortex (Maxi
Mix), eppendorf microcentrifuge tube, stirer, viskometer Brookfield, centrifuse
(Allegra X22R), 96-well microtiter plate, microplate reader 680 (Bio-Rad), labu
ukur, pipet mikro, pipet volume, batang ose, kaca arloji, cawan petri, cawan

porselen, tabung reaksi, botol vial, alat-alat gelas lainya.

3.3 CaraKerja
3.3.1 Penyiapan Simplisia

Jamur tiram segar dan bersih dipotong-potong dengan ukuran yang kurang
lebih sama (2 cm x 2 mm), selanjutnya dikeringkan di udara terbuka dan terlindung
dari sinar matahari langsung. Setelah kering, jamur diserbukkan dengan cara

diblender.

3.3.2 Identitas dan Deskripsi Organoleptik Simplisia

Identitas simplisia jamur tiram meliputi nama latin dan nama Indonesia,
bagian tumbuhan yang digunakan dan nama simplisia. Deskripsi organoleptik

simplisia jamur tiram diperiksa bentuk, warna, bau dan rasa.
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3.3.3 Identifikasi Fitokimia Simplisia
3.3.3.1 Identifikasi Alkaloid (Metode Bouchardat, Mayer dan Dragendorff)

Serbuk simplisia ditimbang sejumlah 500 mg lalu dimasukkan ke dalam
erlenmeyer. Selanjutnya ditambahkan 1 mL HCI 2N dan 9 mL air dan dipanaskan di
atas penangas air pada suhu 95°C selama 5 menit, kemudian didinginkan dan

disaring. Filtrat dipakai untuk percobaan berikut :

a. Filtrat dipipet 1 mL di atas kaca arloji kemudian ditambahkan 2 tetes reagen
Bouchardat. Hasil positif dengan terbentuknya endapan coklat sampai hitam.

b. Filtrat dipipet 1 mL di atas kaca arloji kemudian ditambahkan 2 tetes reagen
Mayer. Hasil positif dengan terbentuknya endapan berwarna putih.

c. Filtrat dipipet 1 mL di atas kaca arloji kemudian ditambahkan 2 tetes reagen

Dragendorff. Hasil positif dengan terbentuknya endapan jingga coklat.

Alkaloid dianggap positif jika terjadi endapan atau paling sedikit dua atau tiga dari
percobaan diatas (Depkes RI, 1989)

3.3.3.2 Identifikasi Saponin

Sejumlah 500 mg serbuk simplisia ditimbang lalu dimasukkan ke dalam
tabung reaksi. Sejumlah 10 mL air panas ditambahkan lalu didinginkan, dikocok
kuat-kuat selama 10 detik. Jika terbentuk buih yang tidak hilang selama tidak
kurang dari 10 menit dan dengan penambahan 1 tetes HCI 2N buih juga tidak hilang
maka simplisia mengandung saponin (Depkes RI, 1989).

3.3.3.3 Identifikasi Flavonoid

Sejumlah 500 mg serbuk simplisia ditimbang lalu ditambahkan 10 mL air
panas, didihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas dengan kertas
saring. Filtrat sejumlah 5 mL dipipet lalu ditambahkan 100 mg serbuk magnesium,
I mL HCI pekat dan 2 mL amil alkohol kemudian dikocok kuat. Bila lapisan amil
alkohol berwarna jingga atau merah jingga berarti simplisia mengandung flavonoid.

Identifikasi flavonoid dilakukan di lemari asam (Farnsworth, 1966).
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3.3.3.4 Identifikasi Senyawa Fenol

Sejumlah 1 g serbuk simplisia ditimbang dan dimasukkan ke dalam tabung
reaksi lalu ditambahkan 10 mL metanol 80%. Disonikasi selama 20 menit lalu
disaring dengan kapas. Filtrat sejumlah 1 mL dipipet lalu ditambahkan 1 mL larutan
Folin-ciocalteu. Didiamkan selama 5 menit di tempat gelap. Bila terbentuk warna
kuning kehijauan atau hijau berarti simplisia mengandung senyawa fenol (Harbone,

1987).

3.3.3.5 Identifikasi Tanin

Sejumlah 1 g sampel ditambahkan air panas sebanyak 100 mL dan
dididihkan selama 5 menit. Setelah itu disaring, sebagian filtrat yang diperoleh
ditambah 2 (dua) tetes FeCls 1%. Hasil positif ditunjukkan dengan terbentuknya

warna hijau, biru atau kehitaman (Farnsworth, 1966).

3.3.4 Penetapan Parameter Simplisia sebagai Standardisasi
3.3.4.1. Susut Pengeringan

Pengukuran susut pengeringan dilakukan dengan cara cawan porselen dan
tutupnya yang telah dipanaskan dalam oven pada suhu 105 + 2°C selama 30 menit
ditimbang dan ditara (A). Sejumlah 2 g serbuk simplisia ditimbang (B), dimasukkan
ke dalam cawan porselen ditutup kembali. Simplisia dalam cawan diratakan dengan
cara menggoyangkan cawan tersebut lalu dimasukkan ke dalam oven pada suhu
105 + 2°C, tutup cawan dilepaskan dan dibiarkan di dalam oven. Bobot sisa
ditimbang dan dicatat hasilnya, dimasukkan kembali ke dalam oven pada suhu
105 + 2°C selama 2 jam, lalu ditimbang kembali. Jika bobot dari penimbangan
pertama dan kedua menunjukkan hasil yang sama maka telah tercapai bobot tetap
(C). Jika belum mencapai bobot tetap maka diulangi kambali langkah sebelumnya

hingga diperoleh bobot tetap (Depkes RI, 2008).
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Terakhir dihitung kadar susut pengeringan dengan rumus :

. (A+B-0)
Kadar susut pengeringan — 8 X 100% (3.1)

3.3.4.2 Kadar Abu

Pengukuran kadar abu dilakukan dengan cara 2 g serbuk simplisia (A)
ditimbang lalu dimasukkan secara merata ke dalam cawan porselen yang telah
dipijarkan di dalam tanur pada suhu 700°C selama 30 menit (B). Cawan porselen
dipijarkan kembali ke dalam tanur pada suhu 700°C hingga arang habis lalu
dinginkan. Bobot sisa ditimbang dan dicatat hasilnya. Cawan dimasukkan kembali
ke dalam tanur pada suhu 700°C selama 2 jam dan ditimbang. Jika bobot dari
penimbangan pertama dan kedua menunjukkan hasil yang sama maka telah tercapai
bobot tetap (C). Jika belum mencapai bobot tetap maka diulangi kembali langkah
sebelumnya hingga diperoleh bobot tetap (Depkes RI, 2008).

Terakhir dihitung kadar abu dengan rumus :

(C-B)
A

Kadar abu = x 100% 3.2)

3.3.4.3. Kadar Sari Larut dalam Air

Sejumlah 5 g simplisia dimaserasi selama 24 jam dalam 100 mL air jenuh
kloroform dalam labu erlenmeyer tertutup, sambil sesekali dikocok selam 6 jam
pertama kemudian dibiarkan selama 18 jam dan disaring. Sejumlah 20 mL filtrat
pertama diuapkan sampai kering dalam cawan penguap yang telah ditara. Sisa
dipanaskan dalam oven pada 105°C sampai diperoleh bobot konstan kadar sari yang
larut di dalam air dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara (Depkes
RI, 2008).
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3.3.4.4 Kadar Sari Larut dalam Etanol

Sejumlah 5 g simplisia yang telah dikeringkan di udara dimaserasi selama 24
jam dalam 100 mL etanol 95% dalam labu erlenmenyer tertutup sambil dikocok
sesekali 6 jam pertama dan dibiarkan selama 18 jam dan disaring. Sejumlah 20 mL
filtrat pertama diuapkan sampai kering dalam cawan penguap yang telah ditara.
Sisanya dipanaskan dalam oven pada 105°C sampai diperoleh bobot konstan kadar
sari yang larut di dalam etanol dihitung terhadap bahan yang dikeringkan di udara

(Depkes RI, 2008).

3.3.5 Pembuatan Ekstrak

Ekstrak diekstraksi dengan cara sebagai berikut serbuk jamur tiram
dimasukkan ke dalam dua bejana, masing-masing sejumlah 100 g. Bejana pertama
dituangi air panas suhu 70°C sejumlah 1000 mL dan bejana kedua dituangi etanol
70% suhu 50°C sejumlah 1000 mL. Kemudian campuran direndam selama 2 (dua)
jam sambil setiap 15 menit diaduk selama 10 menit. Hasil maserasi disaring
menggunakan tekanan vakum. Filtrat yang diperoleh dipekatkan dengan rotary
evaporator dengan suhu dan tekanan yang sesuai hingga diperoleh ekstrak kental.
Ekstrak kental dikeringkan di dalam oven suhu 50°C sampai menjadi ekstrak kering.

Dihitung nilai rendemen.

3.3.6 Identifikasi Fitokimia Ekstrak
3.3.6.1 Identifikasi Alkaloid (Metode Bouchardat, Mayer dan Dragendorff)

Ekstrak air dan etanol 70% jamur tiram ditimbang masing-masing sejumlah
100 mg dan 400 mg lalu dimasukkan ke dalam erlenmeyer. Selanjutnya
ditambahkan 1 mL HCI 2N dan 9 mL air dan dipanaskan di atas penangas air pada
suhu 95°C selama 5 menit, kemudian didinginkan dan disaring. Filtrat dipakai untuk

percobaan berikut :

d. Filtrat dipipet 1 mL di atas kaca arloji, kemudian ditambahkan 2 tetes reagen

Bouchardat. Hasil positif dengan terbentuknya endapan coklat sampai hitam.
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e. Filtrat dipipet 1 mL di atas kaca arloji, kemudian ditambahkan 2 tetes reagen
Mayer. Hasil positif dengan terbentuknya endapan berwarna putih.

f. Filtrat dipipet 1 mL di atas kaca arloji, kemudian ditambahkan 2 tetes reagen
Dragendorff. Hasil positif dengan terbentuknya endapan jingga coklat.

Alkaloid dianggap positif jika terjadi endapan atau paling sedikit dua atau tiga dari

percobaan diatas (Depkes RI, 1989; Sermakkani and Thangapandian, 2010)

3.3.6.2 Identifikasi Saponin

Ekstrak air dan etanol 70% jamur tiram ditimbang masing-masing sejumlah
100 mg dan 400 mg lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Sejumlah 10 mL air
panas ditambahkan lalu didinginkan, dikocok kuat-kuat selama 10 detik. Jika
terbentuk buih yang tidak hilang selama tidak kurang dari 10 menit dan dengan
penambahan 1 tetes HCl 2N buih juga tidak hilang maka simplisia mengandung
saponin (Depkes RI, 1989; Sermakkani and Thangapandian, 2010).

3.3.6.3 Identifikasi Flavonoid

Ekstrak air dan etanol 70% jamur tiram ditimbang masing-masing sejumlah
100 mg dan 400 mg lalu dimasukkan ke dalam erlenmeyer lalu ditambahkan 10 mL
air panas, didihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas dengan kertas
saring. Filtrat sejumlah 5 mL dipipet lalu ditambahkan 100 mg serbuk magnesium,
1 mL HCI pekat dan 2 mL amil alkohol kemudian dikocok kuat. Bila lapisan amil
alkohol berwarna jingga atau merah jingga berarti simplisia mengandung flavonoid.

Identifikasi flavonoid dilakukan di lemari asam (Farnsworth, 1966).

3.3.6.4 Identifikasi Senyawa Fenol

Ekstrak air dan etanol 70% jamur tiram ditimbang masing-masing sejumlah
100 mg dan 400 mg lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi. lalu ditambahkan
10 mL metanol 80%. Disonikasi selama 20 menit lalu disaring dengan kapas. Filtrat

sejumlah 1 mL dipipet lalu ditambahkan 1 mL larutan Folin-ciocalteu. Didiamkan
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selama 5 menit di tempat gelap. Bila terbentuk warna kuning kehijauan atau hijau

berarti simplisia mengandung senyawa fenol (Harbone, 1987).

3.3.6.5 Identifikasi Tanin

Ekstrak air dan etanol 70% jamur tiram ditimbang masing-masing sejumlah
100 mg dan 400 mg lalu dimasukkan ke dalam erlenmeyer. ditambahkan air panas
sebanyak 100 mL dan dididihkan selama 5 menit. Setelah itu disaring, sebagian
filtrat yang diperoleh ditambah 2 (dua) tetes FeCls; 1%. Hasil positif ditunjukkan

dengan terbentuknya warna hijau, biru atau kehitaman (Harbone, 1987).

3.3.7 Deskripsi Organoleptik Ekstrak

Deskripsi organoleptik ekstrak air dan ekstrak etanol 70% jamur tiram

diperiksa bentuk, warna, bau dan rasa.

3.3.8 Penetapan Parameter Ekstrak sebagai Standardisasi
3.3.8.1 Kelarutan dalam Air dan Etanol 96%

Untuk mengetahui kelarutan dalam air, sejumlah 100 mg ekstrak ditimbang
ke dalam erlemenyer kemudian ditambahkan 3 mL air, disonikasi selama 10 menit.

Lalu diamati kelarutan.

Untuk mengetahui kelarutan dalam etanol 96%, 100 mg ekstrak ditimbang
ke dalam erlemenyer kemudian ditambahkan 3 mL etanol 96%, disonikasi selama

10 menit. Lalu diamati kelarutan. (Tabel 3.1)
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Tabel 3. 1 Kelarutan zat dalam suatu pelarut

No Istilah kelarutan Bagian pelarut yang diperlukan
untuk melarutkan 1 bagian zat

! Sangat mudah larut Kurang dari 1 bagian

2 Mudah larut 1 sampai 10 bagian

3 Larut 10 sampai 30 bagian

4 Agak sukar larut 30 sampai 100 bagian

> Sukar larut 100 sampai 1000 bagian

6 A BeatSuia: arut 1000 sampai 10.000 bagian

4 Praktis tidak larut Lebih dari 10.000 bagian

[Sumber : Depkes RI, 1995]

3.3.8.2 Kromatografi

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dilakukan dengan cara 20 mg ekstrak
ditimbang lalu dilarutkan dengan 1 mL air untuk ekstrak air dan 1 mL etanol 70%
untuk ekstrak etanol 70%. Larutan disonikasi selama 10 menit kemudian disaring.
Filtrat yang diperoleh kemudian ditotolkan sebanyak 10 pL pada plat silika gel G60
F»s4. Elusi sejauh 8 cm dengan menggunakan fase gerak butanol : asam asetat : air =
100 :10:10 dalam sebuah chamber tertutup yang sudah dijenuhkan selama 3 menit.
Kemudian plat dikeringkan dari fasa gerak dan diamati pada UV A= 254 nm dan
A= 366 nm. Selanjutnya disemprotkan H,SO4 10% dan dikeringkan, lalu diamati
pada UV A=366 nm dan cahaya tampak (visible).

3.3.8.3 Susut Pengeringan

Pengukuran susut pengeringan dilakukan dengan alat moisture analyzer.
Sampel dikeluarkan lalu dimasukkan dan tara pan bersih. Ekstrak dimasukkan
sebanyak kurang lebih 2 g. Moisture content (%MC) diukur pada kondisi
pengeringan 105°C dan Switchoff mode 3. Dicatat hasil yang diperoleh.
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3.3.8.4 Penetapan Kadar Fenol Total

Untuk penetapan kadar fenol total dilakukan dengan cara sejumlah 1000 mL
air dididihkan, segera tutup lalu didinginkan. Air tersebut telah bebas CO; dan siap
digunakan. Sejumlah 7 g Na,COj; ditimbang lalu dilarutkan dalam 100 mL air bebas
CO,. Asam galat sejumlah 25 mg ditimbang lalu dilarutkan dalam air bebas CO,
dalam labu ukur volume 25 mL. Asam galat dilarutkan kemudian diencerkan
sampai dengan konsentrasi 100 pg/mL. Sejmlah 100 mg ekstrak air jamur tiram dan
400 mg ekstrak etanol 70% ditimbang kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur
volume 50 mL. Air bebas CO, ditambahkan sampai tanda batas lalu disonikasi
selama 10 menit dan disaring. Untuk analisis sebagai berikut, masing —masing
dipipet sebanyak 1 mL air bebas CO, (sebagai blanko), 1 mL larutan asam galat dan
1 mL larutan sampel, lalu dimasukkan ke dalam labu ukur volume 25 mL yang telah
berisi 9 mL air bebas CO, Ditambahkan pada masing-masing labu sejumlah 1 mL
reagen Folin-ciocalteu lalu didiamkan selama 5 menit dalam kondisi tempat gelap.
Sebanyak 10 mL Na,CO; 7% dan air bebas CO, ditambahkan sampai tanda batas.
Setiap larutan dihomogenkan kemudian diamkan selama 2 jam dalam kondisi
tempat yang gelap. Diukur kadar fenol total menggunakan spektrofotometer pada

A= 750 nm. Pengujian dilakukan secara triplo.

(Bobot total fenol total)
% Total fenol = x 100%
Bobot sampel

(3.3)

3.3.9 Uji Antioksiodan Ekstrak Jamur Tiram dengan Metode DPPH

3.3.9.1 Penyiapan Bahan Kimia

a. Pembuatan larutan uji esktrak air jamur tiram

Ekstrak yang akan diuji ditimbang sejumlah 50 mg dimasukkan ke dalam
labu ukur volume 5 ml dan dilarutkan dengan air sampai batas volume untuk
membuat konsentrasi induk sebesar 10.000 pug/mL. Larutan disonikasi selama

15 menit. Selanjutnya masing-masing 1 mL larutan sampel dipipet dan dimasukkan
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ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan metanol sampai dengan tanda batas untuk
membuat konsentrasi sebesar 1000 pg/mL. Ke dalam vial berwarna gelap, larutan
sampel dipipet sejumlah volume tertentu dan ditambahkan metanol sejumlah
tertentu sehingga volume akhir pada masing-masing vial adalah 4 mL dan

konsentrasi sampel terdiri dari 12,5, 25, 50, 75, 100, 125 dan 150 pg/mL.

b. Pembuatan larutan uji esktrak etanol 70% jamur tiram

Ekstrak yang akan diuji ditimbang sejumlah 200 mg (mengandung 25% zat
aktif dan 75% filler) dimasukkan ke dalam labu ukur 5 mL dan dilarutkan dengan
etanol 70% sampai batas volume untuk membuat konsentrasi induk sebesar 10.000
pg/mL.Larutan disonikasi selama 15 menit kemudian disaring dengan menggunakan
saringan ukuran 0,45. Selanjutnya masing-masing 1 mL larutan sampel dipipet dan
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL kemudian ditambahkan metanol sampai
dengan tanda batas untuk membuat konsentrasi sebesar 1000 pg/mL. Ke dalam vial
berwarna gelap, larutan sampel dipipet sejumlah volume tertentu dan ditambahkan
metanol sejumlah tertentu sehingga volume akhir pada masing-masing vial adalah

4 mL dan konsentrasi sampel terdiri dari 12,5, 25, 50, 75, 100, 125, dan 150 pg/mL.

c. Pembuatan larutan kontrol

Larutan kontrol dibuat berbeda antara masing-masing ekstrak. Larutan
kontrol untuk ekstrak air dibuat dengan cara 1 mL air dipipet dan dimasukkan ke
dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan metanol sampai dengan tanda batas. Larutan
kontrol untuk ekstrak etanol 70% dibuat dengan cara 1 mL etanol 70% dipipet dan
dimasukkan ke dalam labu ukur 10 mL, ditambahkan metanol sampai dengan tanda

batas. Selanjutnya masing-masing dipipet sebanyak 4 mL ke dalam vial.

d. Pembuatan larutan DPPH
Larutan DPPH 0,3 mM dibuat dengan cara ditimbang sejumlah 2,957 mg
serbuk DPPH (BM = 394,32) dimasukkan ke dalam labu ukur volume 25 mL lalu

dilarutkan dengan metanol sampai tanda batas.
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3.3.9.2 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Sebelum pengujian aktivitas antioksidan dilakukan dulu penentuan panjang
gelombang maksimum dengan menggunakan larutan kontrol yang sudah
ditambahkan DPPH dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Serapan diukur
dengan spektrofotometer UV-Vis yang telah diatur panjang gelombangnya dari
400 — 600 nm.

3.3.9.3 Pengujian Aktivitas Antioksidan Ekstrak

Larutan uji dibuat dengan cara 4 mL dari masing-masing konsentrasi
ditambahkan 1 mL DPPH 0,3 mM. Campuran divorteks selama 20 detik kemudian
larutan uji dan larutan kontrol diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Asam
askorbat digunakan sebagai pembanding atau kontrol positif.

Uji antioksidan ekstrak dilakukan dengan metode DPPH yang menggunakan
spektrofotometer UV—Vis. Serapan atau absorbansi larutan uji diukur pada panjang
gelombang maximum. Untuk menghasilkan pengukuran yang baik, larutan yang
diukur memberikan serapan sebesar 0,2-0,8 di daerah ultraviolet atau cahaya tampak

(Depkes, 2008).

3.3.9.4 Perhitungan Persentase Penghambatan (% Inhibisi) dan ICs,

Persentase penghambatan atau inhibisi dapat dihitung menggunakan rumus :

., e Absorbansi kontrol - Absorbansi sampel
% inhibisi = = x100% (3.4)

Absorbansi kontrol

ICs¢ dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linier, konsentrasi sampel
sebagai sumbu x dan persen penghambatan (% inhibisi) sebagai sumbu y. Dari

persamaan y =a + bx dapat dihitung nilai ICs.
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3.3.10 Uji Penghambatan Tirosinase oleh Ekstrak Jamur Tiram

3.3.10.1 Penyiapan Bahan Kimia

a. Pembuatan larutan dapar fosfat 0, 1 M dengan PH 6,8

Untuk menyiapkan 200 mL dapar fosfat 0.1 M, kalium dihidrogen fosfat
ditimbang sebanyak 2,722 g (BM = 136,09), kemudian dilarutkan dengan akuades
100 mL. Larutan tersebut ditambahkan larutan NaOH 0,2 N sebanyak 10 mL dan
ditambahkan akuades hingga hampir mencapai 200 mL. Diukur pH larutan dan

diteteskan NaOH hingga mencapai pH 6,8.

b. Pembuatan larutan substrat L- DOPA

Larutan substrat dibuat dengan cara 39,438 mg L-DOPA (BM = 197,19)
dilarutkan dalam 10 mL dapar fosfat pH 6,8 sehingga diperoleh konsentrasi substrat
20 mM. Larutan substrat 20 mM tersebut selanjutnya diencerkan hingga mencapai

konsentrasi 10 ;5;2,5; 1,25 ; dan 0,625 mM.;

c. Pembuatan larutan enzim tirosinase
Larutan induk enzim dibuat dengan cara 2 mg serbuk dilarutkan dalam 1 mL
dapar fosfat sehingga didapatkan konsentrasi 3762 U/mL. Larutan enzim tersebut

diencerkan hingga mencapai konsentrasi 310, 155 dan 75 U/mL.

3.3.10.2 Uji Pendahuluan

a. Optimasi konsentrasi enzim tirosinase

Sebanyak 120 pL larutan buffer fosfat (0.1 M, pH 6.8), 40 pL larutan
L-DOPA, dan 40 pL larutan enzim tirosinase dimasukkan ke dalam 96 well-
microtiter plate. Masing-masing sampel dibuat blanko di mana tidak ditambahkan
larutan enzim tirosinase. Konsentrasi substrat dibuat 2 (dua) macam yaitu 2,5 dan
5 mM dengan masing-masing ditambahkan larutan enzim dengan konsentrasi 310,
155 dan 75 U/mL. Kemudian diinkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C.
Campuran diukur absorbansinya menggunakan microplate reader pada panjang

gelombang optimun.
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b. Optimasi konsentrasi substrat (L-DOPA)

Sebanyak 120 pL larutan buffer fosfat (0.1 M, pH 6.8), 40 pL larutan
L-DOPA, dan 40 pL larutan enzim tirosinase dimasukkan ke dalam 96 well-
microtiter plate. Masing-masing sampel dibuat blanko di mana tidak ditambahkan
larutan enzim tirosinase. Konsentrasi substrat dibuat 6 (enam) macam yaitu 20; 10;
5; 2,5; 1,25 dan 0,625 mM dengan masing-masing ditambahkan larutan enzim
dengan konsentrasi optimumnya. Kemudian diinkubasi selama 10 menit pada suhu
37°C. Campuran diukur absorbansinya menggunakan microplate reader pada

panjang gelombang optimun.

3.3.10.3 Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Tirosinase oleh Sampel Asam
Kojat dan Asam Askorbat

a. Pembuatan larutan sampel asam kojat sebagai kontrol positif

Serbuk asam kojat ditimbang sejumlah 5 mg dan dilarutkan dalam 10 mL
dapar fosfat pH 6,8 sehingga diperoleh konsentrasi 500 pg/mL. Kemudian larutan
asam kojat 500 pug/mL dipipet 1,0 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur 5,0 mL.
Volume labu ukur dicukupkan dengan dapar fosfat pH 6,8 hingga diperoleh
konsentrasi larutan asam kojat 100 pg/mL, demikian selanjutnya hingga diperoleh

konsentrasi larutan asam kojat 20, 10, 5 dan 2,5 pg/mL.

b. Pengujian larutan sampel asam kojat sebagai kontrol positif

Sejumlah 80 pL larutan buffer fosfat (0.1 M, pH 6.8), 40 uL larutan asam
kojat 40 uL larutan L-DOPA, dan 40 pL larutan enzim tirosinase dimasukkan ke
dalam 96 well-microtiter plate. Masing-masing sampel dibuat blanko di mana tidak
ditambahkan larutan enzim tirosinase. Kemudian diinkubasi selama 10 menit pada
suhu 37°C. Campuran diukur absorbansinya menggunakan microplate reader pada

panjang gelombang optimum.

c. Pembuatan larutan sampel asam askorbat sebagai kontrol positif

Serbuk asam askorbat ditimbang sejumlah 5 mg dan dilarutkan dalam 10 mL

dapar fosfat pH 6,8 sehingga diperoleh konsentrasi 500 pg/mL. Kemudian larutan
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asam askorbat 500 pg/ml dipipet 1,0 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur
5,0 mL. Volume labu ukur dicukupkan dengan dapar fosfat pH 6,8 hingga diperoleh
konsentrasi larutan asam askorbat 100 pg/mL, demikian selanjutnya hingga

diperoleh konsentrasi larutan asam askorbat 80, 40, 20, 10, dan 5 pg/mL.

d. Pengujian larutan sampel asam askorbat sebagai kontrol positif
Sejumlah 80 uL larutan buffer fosfat (0.1 M, pH 6.8), 40 uL larutan asam
askorbat 40 uL larutan L-DOPA, dan 40 pL larutan enzim tirosinase dimasukkan
ke dalam 96 well-microtiter plate. Masing-masing sampel dibuat blanko di mana
tidak ditambahkan larutan enzim tirosinase. Kemudian diinkubasi selama 10 menit
pada suhu 37°C. Campuran diukur absorbansinya menggunakan microplate reader

pada panjang gelombang optimum.

3.3.10.4 Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Tirosinase oleh Sampel Ekstrak

Jamur Tiram

a. Pembuatan larutan sampel ekstrak air jamur tiram

Serbuk ekstrak air jamur tiram ditimbang sejumlah 100 mg dan dilarutkan
dalam 5 mL air sehingga diperoleh konsentrasi 20.000 pg/mL. Larutan disonikasi
selama 15 menit. Kemudian larutan ekstrak 20.000 pg/mL dipipet 2,5 mL dan
dimasukkan ke dalam labu ukur 5,0 mL. Volume labu ukur dicukupkan dengan
dapar fosfat pH 6,8 hingga diperoleh konsentrasi larutan ekstrak 10.000 pg/mL
demikian selanjutnya hingga diperoleh konsentrasi larutan ekstrak 5000, 2500, 1250
dan 625 pg/mL.

b. Pembuatan larutan sampel ekstrak etanol 70% jamur tiram

Serbuk ekstrak etanol 70% jamur tiram ditimbang sejumlah 400 mg dan
dilarutkan dalam 5 mL etanol 70% sehingga diperoleh konsentrasi 20.000 pg/mL.
Larutan disonikasi selama 15 menit kemudian disaring. Selanjutnya larutan ekstrak
20.000 ug/mL dipipet 2,5 mL dan dimasukkan ke dalam labu ukur 5,0 mL. Volume
labu ukur dicukupkan dengan dapar fosfat pH 6,8 hingga diperoleh konsentrasi
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larutan ekstrak 10.000 pg/mL, demikian selanjutnya hingga diperoleh konsentrasi
larutan ekstrak 5000, 2500, 1250 dan 625 pg/mL.

c. Pengujian larutan sampel ekstrak jamur tiram

Sejumlah 80 pL larutan buffer fosfat (0.1 M, pH 6.8), 40 uL larutan sampel,
40 pL larutan L-DOPA, dan 40 pL larutan enzim tirosinase dimasukkan ke dalam
96 well-microtiter plate. Masing-masing sampel dibuat blanko di mana tidak
ditambahkan larutan enzim tirosinase (Tabel 3.2). Kemudian diinkubasi selama
10 menit pada suhu 37°C. Campuran diukur absorbansinya menggunakan micro-

plate reader pada panjang gelombang optimum.

Tabel 3. 2 Metode uji penghambatan enzim tirosinase

PLATE (uL)
BAHAN Blanko Kontrol Blanko Sampel Kontrol Sampel
(kL) (kL) (nL) (nL)
Larutan dapar fosfat
(pH 6.8) 120 160 80 120
L-DOPA (5 mM) 40 40 40 40
Larutan sampel - - 40 40
Enzim Tirosinase 40 - 40 -
(310 U/mL)
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3.3.10.5 Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Tirosinase Menggunakan

Microplate Reader dan Perhitungan Persentase Penghambatan (% Inhibisi)

Uji penghambatan tirosinase ditentukan dengan mengukur absorbansi
menggunakan microplate reader pada panjang gelombang optimum. Absorbansi
yang terukur merupakan absorbansi pembentukan dopakrom. Dari absorbansi
pengukuran ini dapat dihitung persentase inhibisi tirosinase menurut metode Chang

et al. (2005) dengan rumus sebagai berikut :

B-5
% Inhibisi tirosinase = ( = ) X 100% (3.5)

Keterangan :
B = absorbansi kontrol dikurangi absorbansi blanko kontrol (B;— By)

S = absorbansi sampel dikurangi absorbansi blanko sampel (S; — Sg)

1Csp dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linier, konsentrasi sampel
(dalam logaritma) sebagai sumbu x dan persen penghambatan (% inhibisi) sebagai
sumbu y. Dari persamaan y =a + bx dapat dihitung nilai ICsy Asam kojat dan asam

askorbat digunakan sebagai kontrol positif.

3.3.10.6 Penentuan Kinetika Penghambatan Enzim Tirosinase

Jenis inhibisi dari ekstrak jamur tiram ditentukan dengan cara membuat
kurva Lineweaver-Burk dari data reaksi inhibisi antara beberapa konsentrasi
L-DOPA dengan tirosinase yang diperoleh dan membandingkannya dengan kurva

Lineweaver- Burk tentang pengaruh inhibitor terhadap laju reaksi.

a. Pengujian kontrol dengan berbagai konsentrasi substrat

Sejumlah 120 pL larutan buffer fosfat (0.1 M, pH 6.8), 40 pL larutan
L-DOPA, dan 40 pL larutan enzim tirosinase dimasukkan ke dalam 96 well-
microtiter plate. Masing-masing sampel dibuat blanko di mana tidak ditambahkan
larutan enzim tirosinase. Konsentrasi substrat dibuat 4 (empat) macam yaitu 5; 2,5;

1,25; dan 0,625 mM dengan masing-masing ditambahkan larutan enzim dengan

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
Universitas Indonesia



49

konsentrasi 310 U/mL. Kemudian diinkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C.
Campuran diukur absorbansinya dengan microplate reader pada panjang gelombang

optimum.

b. Pengujian sampel dengan berbagai konsentrasi substrat

Sejumlah 80 pL larutan buffer fosfat (0.1 M, pH 6.8), 40 pL larutan sampel,
40 pL larutan L-DOPA, dan 40 pL larutan enzim tirosinase dimasukkan ke dalam
96 well-microtiter plate. Konsentrasi sampel yang dipakai adalah konsentrasi yang
memiliki persen penghambatan yang lebih besar Masing-masing sampel dibuat
blanko di mana tidak ditambahkan larutan enzim tirosinase (Tabel 3.2). Kemudian
diinkubasi selama 10 menit pada suhu 37°C. Campuran diukur absorbansinya

dengan microplate reader pada panjang gelombang optimum.

c. Analisis data Kkinetika

Data serapan dari pengujian kontrol dan sampel dengan berbagai konsentrasi
substrat L-DOPA dianalisis menggunakan metode Lineweaver-Burk untuk
memperoleh plot kurva Lineweaver-Burk dan konstanta Michaelis-Menten (K,).
Konstanta Michaelis-Menten (K,,) dihitung berdasarkan persamaan regresi y= a + bx

di mana x adalah jumlah substrat dan y adalah absorbansi sampel.

y=0 > x=-1/K,

y=a+bx > 0=a +b(-1/K;) > K, =b/a (3.6)

x =0 > y = 1/Vmax

y =a +bx > 1I/Vmax =a + b(0) > Vmax=1/a (3.7

Hasil plot kurva Lineweaver-Burk dan konstanta Michaelis-Menten (K,) kemudian
digunakan untuk menentukan jenis mekanisme sampel dalam menghambat enzim

tirosinase.
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3.3.11 Pembuatan Sediaan

3.3.11.1 Formulasi Sediaan

Tabel 3. 3 Persentase bahan-bahan dalam formula gel (b/b%)

Bahan Blangko Formula 1 Formula 2 Formula 3 Blangko
negatif (%) (%) (%) (%) positif (%)

Sodium 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15
Hidroksida
Nipagin 0.15 0.15 0.15 0.15 0.15
Sodium EDTA 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Na Metabisulfit 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
Gliserin 5.75 5.75 573 5.75 5.75
Propilen Glikol 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
Ultrez 20 0.70 0.70 0.70 0.70 0.70
Ekstrak 0.2 0.4 0.8
Asam askorbat 0.5
Akuades ad 100 ad 100 ad 100 ad 100 ad 100

Pada pembuatan gel dari ekstrak etanol 70% jamur tiram, pertama-tama bahan-
bahan yang akan digunakan ditimbang terlebih dahulu. Ke dalam beaker glass
pertama, dimasukkan akuades 10 mL dan sodium hidroksida lalu diaduk sampai
larut (berwarna jernih), disebut larutan 1. Kemudian ke dalam beaker glass kedua
dimasukkan nipagin ke dalam propilen glikol, diaduk sampai larut baru ditambahkan
gliserin, diaduk kembali sampai larut (berwarna jernih), disebut larutan 2.
Selanjutnya ke dalam beaker glass ketiga, dimasukkan akuades 15 mL, sodium
EDTA dan natrium metabisulfit lalu diaduk sampai larut (berwarna jernih), disebut
larutan 3. Ke dalam beaker glass keempat, dimasukkan akuades 45 mL, ultrez-20
sedikit demi sedikit sambil diaduk dengan stirer kecepatan 140-255 ppm sampai
terdispersi homogen. Kemudian ditambahkan larutan 1, diaduk dengan stirer
kecepatan 160 rpm sampai kelihatan lebih kental lalu ditambahkan larutan 2 dan
selanjutnya larutan 3, diaduk sampai homogen. Selanjutnya dimasukkan ekstrak

jamur tiram yang terlebih dahulu dilarutkan dalam etanol 70%. Diaduk dengan stirer
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kecepatan 160 rpm sampai kental dan homogen. Terakhir ditambahkan akuades
sampai dengan 100 gram, diaduk dengan stirer kecepatan 160 rpm sampai kental

dan homogen dan menjadi massa gel.

3.3.11.2. Evaluasi Fisik Sediaan

Evaluasi dari sediaan gel dilakukan untuk pengamatan organoleptis,
homogenitas, pengukuran pH, viskositas, dan konsistensi
a. Pengamatan organoleptis

Sediaan diamati warna, baunya, terjadi sineresis atau tidak.

b. Pemeriksaan homogenitas
Sediaan diletakkan di antara dua kaca objek lalu diperhatikan adanya

partikel-partikel kasar atau ketidakhomogenan di bawah cahaya

c. Pengukuran pH

Uji pH dapat dilakukan menggunakan indikator universal atau pH meter. Jika
pH diukur dengan menggunakan pH meter, mula-mula elektroda dikalibrasi dengan
dapar standar pH 4, 7 dan 9. Kemudian elektroda dicelupkan ke dalam sediaan,

dicatat nilai pH yang muncul di layar. Pengukuran dilakukan pada suhu ruang.

d. Penentuan viskositas dan sifat alir

Pengukuran viskositas dengan menggunakan viskometer Brookfield
menggunakan spindle nomor yang sesuai, dipasang pada alat kemudian dicelupkan
ke dalam sediaan yang telah diletakkan dalam breaker glass. Kecepatan alat
dipasang pada kecepatan yang beragam pada 2, 4, 10, 20 rpm, dan kemudian dibalik
20, 10, 4 dan 2 rpm kemudian dibaca skalanya dengan mengamati jarum merah saat
posisinya stabil. Sifat aliran dapat diperoleh dengan membuat kurva shearing stress

vs rate of shear.

e. Penentuan Konsistensi
Sediaan yang akan diperiksa dimasukkan ke dalam wadah khusus dan
diletakkan pada meja penetrometer. Peralatan diatur hingga ujung kerucut

menyentuh bayang permukaan sediaan yang dapat diperjelas dengan menghidupkan
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lampu. Batang pendorong dilepas dengan mendorong tombol start. Angka penetrasi
dibaca lima detik setelah kerucut menembus sediaan. Dari pengukuran konsistensi
dengan penetrometer akan diperoleh yield value. Pemeriksaan konsistensi dilakukan

pada minggu awal dan minggu akhir dengan penyimpanan pada suhu 28 +2°C.

3.3.11.3 Uji Stabilitas

a. Uji stabilitas pada suhu 422, 28+2°C RH 65%, dan suhu 40+2°C RH 75%
Tiap formula sediaan disimpan pada suhu 4+2, 28+2, dan suhu 40+2°C dan
diukur parameter-parameter kestabilannya seperti bau, warna, dan pH dievaluasi

selama 12 minggu dengan pengamatan setiap 2 minggu.

b.  Cycling test

Sampel disimpan pada suhu 4+2°C selama 24 jam lalu dipindahkan ke dalam
lemari uji stabilitas bersuhu 40+2°C selama 24 jam, waktu selama penyimpanan dua
suhu tersebut dianggap satu siklus. Cycling test dilakukan sebanyak 6 (enam) siklus
kemudian dilihat organoleptis berupa perubahan warna dan apakah terjadi sineresis

atau tidak.

3.3.12 Uji Aktivitas Antioksidan dari Sediaan Gel Ekstrak Jamur Tiram
a. Pembuatan Larutan Sampel

Sampel sediaan gel ditimbang sejumlah 1 g kemudian diekstraksi dengan
penambahan 10 mL pelarutnya. Disentrifus dengan kecepatan 10.000 rpm selama
15 menit. Cairan supernatan ditampung sedangkan endapan dilarutkan kembali
dengan pelarutnya dan disentrifus kembali. Perlakukan diulang sampai 3 (tiga) kali.
Masing-masing larutan uji dari 3 (tiga) macam sediaan gel dipipet sejumlah 1 mL
kemudian ditambahkan metanol sampai 4 mL. Selanjutnya masing-masing larutan
uji ditambahkan 1 mL DPPH 0,3 mM. Larutan uji dan larutan kontrol diinkubasi

pada suhu 37°C selama 30 menit. Asam askorbat digunakan sebagai kontrol positif.
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b. Pembuatan Larutan DPPH
Larutan DPPH 0,3 mM dibuat dengan cara ditimbang sejumlah 2,957 mg
serbuk DPPH (BM = 394,32), dimasukkan ke dalam labu ukur 25 mL lalu

dilarutkan dengan metanol sampai tanda batas.

c. Pengujian Aktivitas Antioksidan Ekstrak

Uji antioksidan ekstrak dilakukan menggunakan metode DPPH dengan
menggunakan spektrofotometer UV—Vis. Serapan atau absorbansi larutan uji diukur
pada panjang gelombang maximum. Persentase penghambatan atau inhibisi dapat

dihitung menggunakan rumus :

. Absorbansi kontrol - Absorbansi sampel
% inhibisi = PE X 100% (3.8)

Absorbansi kontrol

3.3.13 Uji Penghambatan Tirosinase dari Sediaan Gel Ekstrak Jamur Tiram

Sampel sediaan gel ditimbang sejumlah 1 g kemudian diekstraksi dengan
penambahan 10 mL pelarutnya. Disentrifus dengan kecepatan 10.000 rpm selama
15 menit. Cairan supernatan ditampung sedangkan endapan dilarutkan kembali

dengan pelarutnya dan disentrifus kembali. Perlakukan diulang sampai 3 (tiga) kali.

Ke dalam 96-well microtiter plate dimasukkan 80 pL larutan buffer fosfat
(0.1 M, pH 6.8), 40 pL larutan sampel, 40 pL. L-DOPA (5 mM) dan 40 uL larutan
tirosinase (310 unit/mL). Masing-masing sampel dibuat blanko di mana tidak
ditambahkan larutan enzim tirosinase. Kemudian diinkubasi selama 10 menit pada
suhu 37°C. Campuran diukur absorbansinya dengan microplate reader pada panjang
gelombang optimum. Nilai aktivitas penghambatan enzim tirosinase diperoleh
dengan menghitung penghambatan dopakrom yang terbentuk menggunakan rumus

persamaan.
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3.3.14 Uji Keamanan terhadap Sukarelawan (Colipa Guidelines, 1997)

Uji keamanan dilakukan pada sukarelawan sebanyak 12 orang. Sukarelawan

dipilih berdasarkan kriteria inklusi dan eksklusi.

3.3.14.1 Kriteria inklusi :

Pria dan atau wanita yang bersedia untuk menjadi sukarelawan dan telah mendapat

penjelasan mengenai produk yang akan diuji.

3.3.14.2 Kriteria eksklusi :
Tidak sedang hamil dan atau menyusui

b. Tidak mempunyai riwayat alergi kulit sebelumnya

c. Tidak sedang menjalani pengobatan topikal atau memakai produk tertentu untuk
penyembuhan penyakit kulit.

d. Tidak sedang menderita penyakit kulit

Sediaan yang diuji yaitu sediaan yang mengandung basis saja (kontrol negatif) dan
sediaan yang mengandung ekstrak jamur tiram dengan konsentrasi yang paling

tinggi (0,8%).

Uji keamanan dilakukan dengan metode single application closed patch
epicutaneous test under occlusion or semi occlusion berdasarkan Colipa Guidelines.

Prosedur pengujian dilakukan berdasarkan Colipa Guidelines sebagai berikut

Jenis Patch . hypoallergenic tape

Lokasi : punggung

Frekuensi : 1 (satu) kali

Jumlah yang dioleskan : £80 mg

Cara pengolesan . gentle swabbing

Waktu pengamatan . setelah 30 menit tape dibuka, kemudian 24 jam
dan 48 jam berikutnya.

Parameter : data yang diperoleh diolah untuk memperoleh

indeks iritasi primer kulit berdasarkan Primary
Irritation Index (PIl) for Human (Tardiff R., et al,
2003)
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Jumlah semua nilai eritema,eschar dan edema padajam ke-24 dan 48
Jumlah sukarelawan xjumlah waktu pengamatan

PlI=

(3.9)

Tabel 3.4 Kategori nilai keadaan kulit

Reaksi kulit berupa eritema, Nilai
eschar dan edema
No evidence of reaction 0
Reaction readily visible but mild 1
Definite popular response 2
Definite edema 3
Definite edema and papules 4
Vesicular/ bulbous eruption 5

Tabel 3.5 Kategori respon dan iritasi

Kategori Indeks iritasi primer
Tidak berarti 0-04
Iritasi ringan 05 -1,9
Iritasi sedang 2,0 —4,9
Iritasi berat 5,0 -8,0
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Penyiapan Simplisia

Simplisia yang digunakan adalah jamur tiram yang diperoleh dari hasil
budidaya di daerah Cisarua. Jamur dikumpulkan pada bulan Agustus 2011, diambil
pada pagi hari dalam kondisi segar dan bersih dan tetap dijaga kondisinya dengan
penyimpanan dalam cold room. Jamur tiram yang dipilih adalah yang mempunyai
ukuran 8-10 x 8-10 cm. Jamur tiram kemudian diidentifikasi atau dideterminasi di
Herbarium LIPI Cibinong dan hasil determinasi yaitu jenis jamur tiram adalah jenis

Pleurotus ostreatus, suku Pleurotaceae.

Sebelum dipotong-potong, jamur tiram terlebih dahulu disortasi basah,
Proses ini bertujuan memisahkan kotoran-kotoran atau bahan-bahan asing lainnya
dari bahan simplisia. Bagian tubuh jamur tiram yang telah bersih kemudian
dipotong-potong dengan ukuran yang relatif sama (2 cm x 2 mm). Hal ini dilakukan

untuk mempermudah proses pengeringan dan pembuatan serbuk.

Pengeringan dilakukan di udara terbuka dengan tidak langsung terkena sinar
matahari selama 24 jam. Berat bagian jamur ditimbang sebelum dan sesudah
dikeringkan untuk mengetahui penyusutan berat. Hasil susut pengeringan simplisia
jamur tiram adalah 9,9%. Hasil ini cukup baik karena memenuhi kriteria di mana
sampel yang dapat disimpan dalam jangka waktu panjang adalah sampel yang
memilki susut pengeringan kurang dari 10% (Pratiwi, 2009). Susut pengeringan
bagian jamur dapat dilihat pada Tabel 4.14. Selanjutnya bagian jamur yang telah

kering dibuat serbuk dengan cara diblender.

4.2 Ekstraksi

Ekstraksi yang digunakan adalah ekstraksi padat-cair. Pada penelitian ini

simpisia jamur merupakan padatan, diekstraksi menggunakan pelarut air dan
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etanol 70%. Sistem pelarut dalam ekstraksi dipilih berdasarkan kemampuannya
dalam melarutkan jumlah yang maksimal dari zat aktif dan seminimum mungkin
bagi unsur yang tidak diinginkan (Gamse, 2002). Larutan penyari yang baik harus
memenubhi kriteria: murah, mudah diperoleh, stabil secara fisika dan kimia, bereaksi
netral, tidak mudah menguap, tidak mudah terbakar, selektif yaitu hanya menarik zat
berkhasiat yang dikehendaki dan tidak mempengaruhi zat aktif (Lucas et al, 1949).
Kedua larutan ini yaitu air dan etanol bersifat tidak toksik dan ekonomis. Etanol
digunakan sebagai penyari karena lebih selektif, kapang dan kuman sulit tumbuh
dalam etanol 70%, tidak beracun, netral, absorbsinya baik, panas untuk pemekatan
sedikit, dan mudah bercampur dengan air. Etanol 70% efektif dalam menghasilkan
jumlah bahan aktif yang optimal. Selain itu etanol merupakan pelarut yang mampu
mengekstraksi hampir semua kandungan kimia alam yang memiliki bobot molekul

rendah (Eka dan Aprival, 2010).

Ekstraksi dilakukan dengan cara masing-masing 100 g serbuk simplisia
jamur tiram (Pleurotus ostreatus) dimasukkan ke dalam bejana. Bejana pertama
dituangi air panas suhu 70°C dan bejana kedua dituangi etanol 70% suhu 50°C.
masing-masing sebanyak 1000 mL. Direndam selama 2 (dua) jam sambil diaduk
setiap 15 menit selama 10 menit. Peneliti menggunakan perbandingan simplisia dan

pelarut adalah 1 : 10 (Depkes, 2008).

Temperatur mempengaruhi proses tersebut sehingga peneliti menggunakan
temperatur yang lebih tinggi dengan alasan akan lebih menguntungkan pada proses
ekstraksi padat cair karena akan meningkatkan harga difusivitas perpindahan massa
sebagai perpindahan zat terlarut, kelarutan zat terlarut dan pelarut. Titik didih etanol
murni adalah 78°C sehingga dengan etanol 70%, dipilih suhu 50°C dianggap aman,
begitu pula dengan penggunaan suhu 70°C pada eskstrak air. Suhu 70°C dianggap
tidak terlalu panas, sehingga tidak merusak esktrak namun juga tidak terlalu rendah,
sehingga dapat menarik zat-zat yang diinginkan. Dilakukan pengadukan sesekali
pada proses dengan tujuan mempercepat terjadinya reaksi antara pelarut dengan zat

terlarut (Enny dan Fadilah, 2007).
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Waktu ekstraksi merupakan hal yang berpengaruh dalam ekstraksi tanaman.
Semakin lama waktu ekstraksi maka semakin banyak pula zat terlarut yang didapat
namun waktu yang terlalu lama menyebabkan biaya produksi semakin tinggi. Dalam
penelitian ini, peneliti memilih menggunakan waktu 2 (dua) jam dengan asumsi

dianggap sudah cukup efektif untuk mengekstraksi zat yang diinginkan.

Hasil maserasi disaring menggunakan tekanan vakum. Digunakan tekanan
vakum dengan asumsi hasil maserasi lebih tersaring banyak dengan penambahan
tekanan. Filtrat yang diperoleh dipekatkan dengan rotary evaporator dengan suhu
dan tekanan yang sesuai hingga diperoleh ekstrak kental, kemudian dikeringkan di
dalam oven suhu 50°C sampai menjadi ckstrak kering. Dihitung nilai rendemen,
dapat dilihat pada Tabel 4.25. Ekstrak kering disimpan dalam wadah gelap kedap

udara.

4.3  Identifikasi Fitokimia pada Simplisia dan Ekstrak

Identifikasi fitokimia dilakukan pada simplisia dan ekstrak. Pada simplisia
dan ekstrak jamur tiram dilakukan identifikasi alkaloid, saponin, flavonoid, senyawa

fenol dan tanin serta penetapan kadar total fenol pada ekstrak.

Identifikasi golongan alkaloid dilakukan dengan penambahan pereaksi
Bouchardat, Mayer dan Dragendorff pada serbuk simplisa jamur tiram. Senyawa
alkaloid umumnya ditemukan di tanaman dalam bentuk garam yang bersifat larut
dalam air atau bentuk basa sehingga senyawa ini dapat ditarik dengan pelarut air

dalam suasana asam (Farnsworth, 1966).

Pengamatan hasil identifikasi golongan alkaloid adalah melalui endapan
yang terbentuk. Dari hasil uji ketiga metode, serbuk simplisia jamur tiram
memberikan hasil uji positif di mana pada uji metode Bouchardat, Mayer dan
Dragendorff menghasilkan endapan berturut-turut yaitu endapan coklat, putih dan
merah jingga (Tabel 4.9). Pada hasil uji ekstrak air jamur tiram menunjukkan hasil
positif pada dengan menggunakan metode Bouchardat dan Mayer namun hasil
negatif pada uji Dragendorff di mana tidak terbentuk endapan. Pada hasil uji ekstrak
etanol 70% jamur tiram didapatkan hasil uji positif pada uji Bouchardat, Mayer dan

Dragendroff di mana terbentuk endapan (Tabel 4.19).
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Identifikasi saponin dilakukan dengan pengocokan serbuk simplisia dalam
air suling panas. Hasil positif diamati melalui banyak dan stabilnya busa yang
terbentuk. Pada hasil uji ini simplisia jamur tiram menunjukkan hasil positif (Tabel
4.10). Pada hasil uji ekstrak, terbentuk busa namun tidak sebanyak pada simplisia,
pada ekstrak 70% etanol, busa hilang setelah penambahan 1 tetes HCI 2N (Tabel
4.20). Hal ini dimungkinkan karena sifat saponin yang memang lebih mudah larut

dalam air dibandingkan dalam etanol 70%.

Pengamatan identifikasi flavonoid adalah melalui lapisan amil alkohol
berwarna jingga atau merah jingga yang terbentuk. Hasil uji pada simplisia maupun
ekstrak adalah negatif (Tabel 4.11 dan 4.21). Hal ini sama dengan hasil penelitian
oleh Mattila et al (2001) dan Iwalokun et al. (2007) di mana pada uji kandungan
flavonoid menunjukkan hasil yang negatif. Tidak adanya kandungan flavonoid pada

jamur mungkin disebabkan oleh perbedaan ekologi atau tempat tumbuh.

Identifikasi senyawa fenol menggunakan larutan Folin-ciocalteu di mana
hasil positif bila terbentuk warna kuning kehijauan atau hijau. Hasil uji pada
simplisia dan ekstrak adalah positif (Tabel 4.13 dan 4.22). Dari warna yang terlihat,
ekstrak 70% etanol menunjukkan warna yang lebih hijau dibandingkan pada ekstrak

air sehingga diasumsikan bahwa kadar fenol pada ekstrak etanol 70% lebih tinggi.

Identifikasi tanin dilakukan dengan reaksi warna FeCls. Inti fenolik yang
terdapat pada tanin dan ion Fe’" dari pereaksi FeCl; akan membentuk senyawa
kompleks berwarna. Warna biru kehitaman menunjukkan tanin terhidrolisis
sedangkan warna hijau kecoklatan menunjukkan adanya tanin terkondensasi (Trease
and Evans, 1989). Pada hasil uji simplisia dan esktrak, warna yang terbentuk adalah

kuning kecoklatan yang menunjukkan hasil negatif (Tabel 4.13 dan 4.23).

Untuk identifikasi ekstrak kering jamur tiram dilakukan juga uji total fenol
dengan asam galat sebagai larutan standar. Kandungan total fenol dinyatakan
sebagai milligram per mL dari ekivalen asam galat (Gallic Acid Equivalent = GAE).
Pengujian dilakukan secara triplo. Dari hasil uji kedua ekstrak yang berbeda terlihat
perbedaan kandungan total fenol di mana kandungan total fenol pada ekstrak etanol
jamur tiram lebih tinggi persentasenya dibandingkan pada ekstrak air (Tabel 4.28

dan 4.29). Persentase yang rendah dari kandungan total fenol diduga ada hubungan
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dengan perbedaan basah miselium dan berat basah. Penelitian yang dilakukan oleh
Nwanze et al.(2005) terhadap Lentinus squarrosulus dan Psanthyrella atroumbonata
menunjukkan bahwa komposisi media dan minyak berpengaruh pada biomassa
miselium. Oleh karena itu penelitian ke depan perlu diperhtaikan kondisi optimum

tempat tumbuh jamur tiram sehingga dapat diperoleh kandungan fenol yang optimal

Kandungan fitokimia pada ekstrak organik dapat diidentifikasi secara
kualitatif menggunakan kromatografi lapis tipis (Trease and Evans, 1989). Pada uji
KLT digunakan fase gerak butanol : asam asetat : air = 100 : 10 : 10 (Alam N. et al.,
2010).

4.4  Standardisasi Simplisia dan Ekstrak Jamur Tiram

Simplisia yang diekstraksi mengandung senyawa aktif yang dapat larut dan
yang tidak dapat larut seperti serat, karbohidrat, protein, dan lain-lain. Struktur kimia
yang berbeda-beda akan mempengaruhi kelarutan serta stabilitas senyawa-senyawa
tersebut terhadap pemanasan, udara, cahaya, logam berat dan derajat keasaman.
(Depkes, 2008). Dengan diketahuinya senyawa aktif yang dikandung simplisia akan
mempermudah pemilihan pelarut dan cara ekstraksi yang tepat. Keajegan kadar
senyawa aktif merupakan syarat mutlak mutu ekstrak yang diproduksi. Oleh sebab

itu setiap simplisia dan ekstrak harus distandardisasi.

Standardisasi terhadap simplisia dan esktrak dilakukan sesuai pedoman pada
Farmakope Herbal Indonesia, 2008. Namun karena jamur tiram belum tercatat pada
Farmakope maka hasil uji yang didapat tidak dapat dibandingkan dengan

standardisasi pada Farmakope.

Standardisasi simplisia meliputi identitas simplisa berupa pemerian, susut
pengeringan, kadar abu total, sari larut air dan sari larut dalam etanol. Tidak
dilakukan standarisasi kandungan kimia. Standarisasi ekstrak meliputi rendemen,
pemerian, kelarutan dalam air dan etanol 96%, susut pengeringan, dan penetapan

kadar fenol total.

Peneliti melampirkan data pemeriksaan mikrobiologi guna menjamin bahwa

simplisia dan ekstrak tidak boleh mengandung mikroba patogen dan non patogen
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yang melebihi batas yang ditetapkan karena akan berpengaruh pada stabilitas ekstrak
dan berbahaya bagi kesehatan (toksik) (Lampiran 3).

4.5 Pengukuran Aktivitas Antioksidan dengan Menggunakan Metode
DPPH

Aktivitas antioksidan dari ekstrak air dan etanol 70% jamur tiram diukur
untuk dievaluasi guna menemukan sumber antioksidan alami yang baru. DPPH
umum digunakan sebagai substrat untuk menguji aktivitas antioksidan karena
sifatnya yang stabil dalam bentuk radikal bebas dan merupakan uji yang sederhana,

cepat dan murah (Bozin, et al, 2008).

Prinsip kerja metode DPPH adalah berdasarkan adanya senyawa antioksidan
(AH) yang mendonorkan hidrogen (H) pada DPPH sehingga mengubah radikal
bebas DPPH yang berwarna ungu menjadi berwarna kuning pucat. Kemudian
dengan spektrofotometer UV-Vis diukur serapannya pada panjang gelombang
maksimum. DPPH yang tersisa diukur serapannya menurut jangka waktu tertentu.
Aktivitas antioksidan dinyatakan sebagai I1Cso yaitu konsentrasi dimana sampel uji
menghambat DPPH sebesar 50%. Peneliti menggunakan metanol sebagai pelarut
pada uji aktivitas antioksidan karena metanol memberikan absorbansi yang tinggi

(Sharma & Bhat, 2009)

4.5.1 Pembuatan Larutan Uji

Larutan uji dibuat dengan cara melarutkan terlebih dahulu esktrak air dengan
air dan ekstrak etanol 70% dengan etanol 70% karena ekstrak tidak larut sempurna
di metanol. Pelarut air dan etanol umum digunakan dalam spektrofotometri UV -vis
karena tidak mempengaruhi absorbansi. Konsentrasi induk dibuat 10.000 pg/mL
untuk kemudian diencerkan menggunakan metanol sebagai pelarut secara berturut-
turut sehingga didapatkan konsentrasi larutan uji sebesar 12,5; 25; 50; 75; 100; 125;
dan 150 pg/mL.
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Pada proses pembuatan larutan uji ada perbedaan perlakuan antara ekstrak
etanol 70% dan ekstrak air di mana dilakukan penyaringan pada ekstrak etanol 70%.
Peneliti melakukan penyaringan dengan alasan larutan esktrak etanol 70% masih
berupa larutan keruh disebabkan adanya penambahan filler. Sedangkan kejernihan

larutan merupakan salah satu syarat pada uji spektrofotometer (Harmita, 2006).

4.5.2 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Sebelum pengujian aktivitas antioksidan dilakukan penentuan panjang
gelombang maksimum dengan menggunakan larutan kontrol yang ditambahkan
DPPH. Serapan diukur menggunakan spektrofotometer dengan interval panjang
gelombang 400-600 nm. Hasil pengukuran menunjukkan panjang gelombang

maksimum adalah 517,5 nm (Gambar 4.10).

4.5.3 Hasil Uji Aktivitas Antioksidan Menggunakan DPPH

Metode uji yang dilakukan, peneliti merujuk pada penelitian sebelumnya
oleh Alam N. et al. (2010) di mana 4 mL larutan sampel ditambah 1 mL larutan
DPPH. Konsentrasi DPPH pada penelitian sebelumnya adalah 0,2 mM namun pada
penelitian ini, peneliti menaikkan konsentrasi DPPH menjadi 0,3 mM karena pada
uji pendahuluan, penggunaan konsentrasi DPPH sebesar 0,2 mM, hasil absorbansi di
bawah 0,1. Sedangkan absorbansi yang terbaca pada spektrofotometer hendaknya
antara 0,2 sampai 0,8. Anjuran ini berdasarkan anggapan bahwa pada kisaran nilai
absorbansi tersebut kesalahan fotometrik yang terjadi adalah paling minimal

(Depkes, 2008).

Hasil uji aktivitas antioksidan menunjukkan bahwa ektrak etanol 70% jamur
tiram menghasilkan persentasi penghambatan yang lebih tinggi dibandingkan
dengan ekstrak air. ICsy dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linier,
konsentrasi sampel sebagai sumbu x dan persen penghambatan (% inhibisi) sebagai
sumbu y. ICsy ekstrak air jamur tiram adalah 96,68 pg/mL dan ekstrak etanol 70%
adalah 79,03 ug/mL (Tabel 4.1). Manurut Blois (1958) suatu bahan alam (raw

material) dikatakan sebagai antioksidan kuat jika memiliki nilai ICsy kurang dari
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200 pg/mL sehingga dapat dikatakan bahwa ekstrak jamur air jamur tiram maupun

ekstrak etanol 70% memiliki aktivitas antioksidan yang kuat.

Jika dibandingkan dengan asam askorbat (vitamin C), nilai ICso adalah 1,41
pg/mL (Tabel 4.2) maka nilai ICsy adalah jauh lebih kecil dibandingkan ekstrak
jamur tiram. Hal tersebut terjadi karena ekstrak bukan merupakan senyawa murni

seperti vitamin C.

Tabel 4.1 Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak jamur tiram dengan metode DPPH

Aktivitas
Konsentrasi ICs
peredaman Fungsi
Zat Uji (ng/mL) (ng/mL)
(%)
12.5 3,40
25 13,58
50 28,24
Ekstrak air y =0,5380x -0,8232
: : 75 40,28 > 94,4674
jamur tiram R"=0,9952
100 52,47
125 65,59
150 77,31
12.5 8,40
25 21,15
Ekstrak
50 34,68
etanol 70% y =0,5886x +3,4815 79,0324
75 42,92 5
jamur tiram R*=10,9846
100 65,63
125 76,21
150 78,38
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Tabel 4.2 Hasil uji aktivitas antioksidan asam askorbat dengan metode DPPH

Aktivitas
Konsentrasi ICsy
Zat Uji peredaman
(ng/mL) Fungsi (ng/mL)
(%)
0,5 12,87
Asam 0,75 24,66 Y = 40,86x — 7,491 o
askorbat ! 31,01 R>=0,996 ’
1,5 54,96
2 73,99

4.6  Pengukuran Aktivitas Penghambatan Tirosinase
4.6.1 Uji Pendahuluan

Sebelum uji aktivitas penghambatan enzim tirosinase dilakukan, dilakukan
uji pendahuluan terlebih dahulu yang bertujuan untuk mencari kondisi yang
optimum untuk uji aktivitas. Variabel yang dioptimasi pada uji pendahuluan pada
penelitian ini meliputi 2 (dua) hal yaitu konsentrasi enzim tirosinase dan konsentrasi
L-DOPA sebagai substrat. Uji pendahuluan dilakukan dengan membuat variasi dan
kombinasi konsentrasi enzim dan substrat yang mengacu pada penelitian serupa oleh

Alam N. e al. (2010).

Pada penelitian ini penghambatan produk (dopakrom) oleh reaksi L-DOPA-
tirosinase ditandai dengan - terbentuknya warna coklat. Adanya inhibitor
menyebabkan reaksi L-DOPA-tirosinase berjalan lambat yang ditandai dengan
penurunan intensitas warna coklat. Penentuan intensitas warna coklat ini diukur
dengan microplate reader. Serapan yang diperoleh (absorbansi) digunakan untuk
mengetahui seberapa besar aktivitas ekstrak jamur tiram dalam menghambat reaksi

L- DOPA- enzim tirosinase.

Uji pendahuluan pertama adalah optimasi konsentrasi enzim tirosinase.
Konsentrasi enzim yang digunakan pada penelitian oleh Alam N. et al. (2010)

adalah 31 U/mL sehingga peneliti mencoba membuat variasi konsentrasi enzim
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menjadi 31; 15; 7,5 dan 3,25 U/mL. Konsentrasi enzim tersebut dipasangkan pada
dua variasi konsentrasi substrat 5 dan 2,5 mM (Alam N. et al., 2010). Dari uji yang
dilakukan ternyata hasil absorbansi di bawah 0,1 sedangkan absorbansi yang terbaca
pada microplate reader hendaknya antara 0,2 sampai 0,8. Anjuran ini berdasarkan
anggapan bahwa pada kisaran nilai absorbansi tersebut kesalahan fotometrik yang

terjadi adalah paling minimal.

Peneliti kemudian menaikkan jumlah unit enzim menjadi 310 U/mL di mana
diharapkan penambahan enzim menjadi 10 kali lipat akan meningkatkan absorbansi
dan ada penelitian sebelumnya yang menggunakan enzim tirosinase sampai
333 U/mL untuk uji aktivitas penghambatan tirosinase (Batubara, et al, 2010).
Selanjutnya peneliti mencoba kembali membuat variasi konsentrasi enzim menjadi
310; 155 dan 75 U/mL yang dipasangkan pada dua variasi konsentrasi substrat yaitu
2,5 dan 5 mM.

Pada konsentrasi enzim 310 U/mL, data absorbansi yang terbaca pada
microplate reader adalah 0,402 dan 0,548 pada konsentrasi substrat 2,5 dan 5 mM.
Semakin kecil konsentrasi enzim, absorbasi makin rendah. Oleh karena itu, peneliti
memilih konsentrasi enzim 310 U/mL karena data absorbansi tersebut dinilai cukup
baik untuk digunakan pada uji aktivitas karena tidak terlalu tinggi sehingga masih
dapat terbaca oleh microplate reader dan juga tidak terlalu rendah sehingga
peningkatan aktivitas penghambatan enzim oleh sampel pada uji aktivitas dapat

diamati. Hasil optimasi konsentrasi enzim dapat dilihat pada Tabel 4.32.

Uji pendahuluan yang kedua adalah optimasi konsentrasi L-DOPA sebagai
substrat yang bertujuan untuk mendapatkan konsentrasi substrat yang optimum.
Konsentrasi substrat yang digunakan pada uji aktivitas diharapkan dapat memenuhi
sisi aktif enzim tempat substrat berikatan dengan enzim. Variasi konsentrasi substrat
yang digunakan adalah 20; 10; 5; 2,5; 1,25; dan 0,625 mM. Hasil optimasi
konsentrasi substrat dapat dilihat pada Tabel 4.33.

Data absorbansi yang didapat terlihat cukup stabil pada konsentrasi substrat
5; 10; dan 20 mM. Pada konsentrasi 2,5 mM terjadi penurunan data absorbansi yang
terus menurun pada konsentrasi substrat 1,25 dan 0,625 mM. Hal ini menunjukkan

pada konsentrasi 5 mM, 10 mM dan 20 mM sisi aktif enzim telah terisi penuh oleh
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substrat. Sedangkan pada konsentrasi substrat 2,5 mM dan yang lebih kecil lagi, sisi
aktif enzim belum terpenuhi. Hal ini menjadi alasan peneliti akhirnya memutuskan
untuk menggunakan konsentrasi L-DOPA 5 mM sebagai substrat dalam uji
aktivitas. Konsentrasi 10 mM dan 20 mM tidak dipilih karena pada konsentrasi
5 mM sisi aktif enzim dianggap sudah terpenuhi sehingga tidak dibutuhkan

konsentrasi substrat yang lebih besar lagi.

4.6.2 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Sebelum pengujian aktivitas penghambatan terhadap enzim tirosinase
dilakukan penentuan panjang gelombang maksimum dengan menggunakan larutan
blanko. Serapan diukur menggunakan microplate reader pada beberapa panjang
gelombang (450; 490 dan 510 nm). Hasil pengukuran menunjukkan panjang

gelombang maksimum adalah 490 nm.

4.6.3 Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Tirosinase

Pada uji aktivitas, ada 4 (empat) jenis larutan yang diuji, yaitu larutan
sampel, blanko sampel, kontrol dan blanko kontrol. Larutan sampel sendiri dibuat
variasi konsentrasi yaitu 2000, 1000, 500, 250 dan 125 pg/mL Variasi konsentrasi
dibuat agar dapat dibuat persamaan regresi untuk menghitung 1Csy (inhibitory
concentration 50). 1Csy adalah konsentrasi yang mampu menghambat 50% aktivitas,

dalam hal ini enzim tirosinase.

Larutan kontrol dibuat sebagai pembanding perbedaan data absorbansi antara
larutan ekstrak yang diduga memiliki agen penghambat enzim tirosinase dengan
yang tanpa agen penghambat enzim tirosinase.Sedangkan, larutan blanko baik untuk

blanko kontrol maupun blanko sampel dibuat sebagai faktor koreksi.

Komponen-komponen yang ada dalam uji aktivitas ini adalah larutan dapar
fosfat 0,1 M pH 6,8, 40 uL larutan L-DOPA 5 mM sebagai substrat dan 40 uL
larutan enzim tirosinase sebanyak 310 U/mL dan 40 pL larutan ekstrak. Volume
total dalam microplate reader adalah 200 pL. Selama uji aktivitas, larutan uji

diinkubasi pada suhu 37°C selama 10 menit. Suhu 37°C dipilih karena merupakan
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suhu optimum bagi kerja enzim tirosinase. Dan waktu inkubasi 10 menit sudah

dianggap cukup untuk enzim dapat bekerja.

Hasil uji aktivitas penghambatan enzim tirosinase oleh ekstrak air dan
ekstrak etanol 70% jamur tiram secara terperinci dapat dilihat pada Tabel 4.3 Asam
kojat dan asam askorbat digunakan sebagai pembanding dalam penelitian ini dapat

dilihat pada Tabel 4.4

Tabel 4.3 Hasil uji penghambatan enzim tirosinase ekstrak jamur tiram

Konsentrasi SR ICs
Zat Uji peredaman Fungsi
(ng/mL) (%) (mg/mL)
125 18,37
2 250 20,54
—r y=32,01 x — 57,90 2,350
; i 500 28,46
jamur tiram Rz il 05952
1000 34,42
2000 45,94
125 18,74
Ekstigs 250 24,14 y=39,50% - 70,52 1,125
etanol 70%
. . 500 36,21 R* =0,996
jamur tiram
1000 47,57
200 61,44

Nilai ICsy asam kojat yang didapatkan pada penelitian ini adalah 29,188
pg/mL dan asam askorbat adalah 22,20 pg/mL. Asam askorbat memiliki persentase
penghambatan sedikit lebih tinggi dibandingkan asam kojat. Jika dibandingkan

dengan nilai ICsy kontrol positif (asam kojat dan asam askorbat), aktivitas
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penghambatan oleh ekstrak air maupun etanol 70% jamur tiram lebih rendah yaitu
2,35 mg/mL dan 1,125 mg/mL. Hal ini disebabkan karena jamur tiram yang
digunakan masih berbentuk crude extract sehingga kemungkinan masih banyak

komponen yang berpengaruh.

Tabel 4.4 Hasil uji penghambatan enzim tirosinase asam kojat dan asam askorbat

Konsentrasi Aktivitas ICs
Zat Uji peredaman Fungsi
2 8,75
5 24,03
Asam kojat T s y =35,96x — 2,690 29,188
R? =0,994
20 42,69
50 70,57
5 10,96
10 35,77
y=57,62 x—27,58 22,20
Asam 20 46.73
G
askorbat R” =0,996
40 65,00
80 81,54

Kemampuan menghambat enzim tirosinase tergantung dari gugus hidroksil
dari komponen fenol yang terkandung pada ekstrak jamur tiram di mana ikatan
hidrogen berikatan dengan sisi enzim yang kemudian menghambat aktivitas enzim.
Ekstrak etanol 70% jamur tiram mempunyai kandungan total fenol yang lebih tinggi
dibandingkan ekstrak air dan hasil ini sebanding dengan aktivitas penghambatan
terhadap enzim tirosinase di mana nilai ICsy ekstrak etanol 70% lebih kecil

dibandingkan ekstrak air.
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4.6.3 Penentuan Kinetika Penghambatan Enzim Tirosinase

Penentuan kinetika penghambatan enzim dilakukan dengan menggunakan
4 (empat) konsentrasi yang berbeda dari L-DOPA sebagai substrat dan 2 (dua)
konsentrasi berbeda dari ekstrak etanol jamur tiram. Konsentrasi L-DOPA yang
digunakan adalah 0,625; 1,25; 2,5 dan 5 mM. Sedangkan konsentrasi ekstrak yang
digunakan adalah konsentrasi 500 dan 1000 pg/mL. Variasi konsentrasi substrat dan
larutan ekstrak dikombinasikan dan masing-masing diukur absorbansinya. Selain itu
kontrol atau larutan tanpa ekstrak (penghambat) juga dibuat dan dikombinasikan
dengan variasi konsentrasi substrat yanga sama, kemudian diukur absorbansinya.
Data absorbansi kinetika penghambatan enzim tirosinase dapat dilihat pada Tabel

4.38.

Mekanisme penghambatan kerja enzim tirosinase dapat diperkirakan melalui
penentuan nilai konstanta Michaelis-Menten (K,,) dan plot Lineweaver-Burke.
Penghambat kompetitif memiliki nilai K, yang meningkat dibandingkan tanpa
penghambat, sedangkan penghambat non kompetitif memiliki nilai Ky, yang lebih
kecil dengan tanpa penghambat. Pada Tabel 4.39 dapat dilihat nilai K;, dari dua

variasi konsentrasi larutan ekstrak terlihat bahwa lebih kecil dibandingkan kontrol.

Perbedaan plot Lineweaver-Burke antara penghambat kompetitif dan non
kompetitif adalah kurva penghambat kompetitif-kontrol berpotongan di sumbu y dan
kurva penghambat non kompetitif- kontrol berpotongan di sumbu x. Kurva plot
Lineweaver-Burke konsentrasi larutan ekstrak dan kontrol dapat dilihat pada Gambar
4.22. Pada gambar tersebut terlihat bahwa perpotongan terjadi di sumbu x dan hal ini
sesuai dengan nilai K, dan disimpulkan bahwa tipe penghambatan oleh ekstrak

etanol jamur tiram adalah non kompetitif.

4.7 Formulasi

Dari hasil uji aktivitas antioksidan dan penghambatan tirosinase, peneliti
melanjutkan ke formulasi di mana ekstrak etanol 70% jamur tiram yang digunakan
untuk membuat formula gel karena dari hasil uji aktivitas menunjukkan hasil yang

lebih baik dibandingkan ekstrak air.
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Peneliti memilih sediaan gel dengan alasan bentuk gel mempunyai beberapa
keuntungan antara lain tidak lengket, mudah dioleskan, tidak meninggalkan lapisan
berminyak pada kulit, viskositas gel tidak mudah mengalami perubahan selama

penyimpanan (Lieberman,1989).

Pada formulasi, peneliti menggunakan Ultrez-20 sebagai geliing agent.
Ultrez 20 adalah termasuk golongan karbomer. Alasan pemilihan Ultrez-20 sebagai
gelling agent karena beberapa keuntungan dari karbomer ini antara lain (TDS-332,

2006) :

a. Dalam pembuatan sediaan gel, Ultrez-20 mempunyai sifat cepat membasahi
dan meningkatkan pengembangan gel (swelling)
b. Ultrez-20 mempunyai viskositas sedang sampai tinggi dengan sifat aliran yang
baik, juga rentang pH yang luas.
c. Ultrez-20 memberikan kejernihan yang baik pada sediaan gel sehingga secara
estetika sediaan gel terlihat halus dan bagus.
d. Walaupun dalam konsentrasi tinggi, Ultrez-20 tetap memberikan kejernihan
yang baik.
e. Viskositas, kejernihan dan stabilitas dapat dipertahankan dengan adanya
kombinasi elektrolit dan Ultrez-20 sehingga karbomer ini cocok dipakai untuk
formula yang menggunakan bahan herbal maupun bahan dengan kandungan minyak
tinggi.

Untuk konsentrasi formula, dibuat 3 (tiga) formula dengan konsentrasi 0,2;
0,4 dan 0,8%. Peneliti juga membuat formula sebagai kontrol negatif yaitu sediaan
yang hanya mengandung basis gel dan formula sebagai kontrol positif yaitu yang

mengandung asam askorbat dengan konsentrasi 0,5%.

4.8 Uji Stabilitas Fisik

Setelah terbentuk gel dilakukan evaluasi fisik dengan parameter-parameter
yang meliputi pengamatan organoleptis, homogenitas, pengukuran pH, sifat aliran

dan konsistensi dari sediaan gel.
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4.8.1 Pengamatan Organoleptis

Hasil evaluasi dari pengamatan organoleptis, ketiga konsentrasi gel
mempunyai perbedaan warna di mana makin besar konsentrasi gel, warna gel lebih
kuning (Tabel 4.40). Begitu pula dengan bau, makin besar konsentrasi bau khas
jamur makin tercium. Ketiga formula tidak menunjukkan terjadi sineresis.
Pemeriksaan homogenitas terhadap ketiga gel menunjukkan ketiga formula gel
homogen secara fisik, hal ini menunjukkan bahwa bahan-bahan dalam gel terlarut

dan bercampur sempurna secara homogen.

4.8.2 Pengukuran pH

Perbedaan konsentrasi ekstrak jamur tiram diketahui dapat mempengaruhi
pH sediaan. Dari hasil pengukuran pH sediaan dengan menggunakan pHmeter
diperoleh nilai pH yang semakin kecil seiring dengan peningkatan konsentrasi
ekstrak jamur tiram dalam gel, yaitu gel dengan konsentrasi ekstrak 0,2% diperoleh
pH sebesar 5,92; gel dengan konsentrasi 0,4% diperoleh pH sebesar 5,83; gel dengan
konsentrasi ekstrak 0,8% diperoleh pH sebesar 5,81 (Tabel 4.40). Dari hasil
pengukuran pH ini dapat disimpulkan bahwa bertambah tinggi konsentrasi ekstrak
jamur tiram yang terdapat dalam gel maka pH gel akan bertambah asam dan ketiga
formula gel tersebut memiliki pH yang sesuai dengan pH balance kulit yaitu antara

4,5-6,5.

4.8.3 Pengukuran Viskositas dan Sifat Alir

Pada hasil uji viskositas minggu awal (minggu ke-0) menunjukkan adanya
peningkatan viskositas seiring dengan bertambahnya konsentrasi ekstrak jamur tiram
dalam gel (Tabel 4.43). Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak jamur tiram
mempengaruhi viskositas gel. Pada minggu ke-12, viskositas gel 0,8% mengalami
penurunan (Tabel 4.50). Berdasarkan pada reogram yang dihasilkan dapat
disimpulkan bahwa gel 0,2% memiliki sifat alir plastis pada minggu awal namun
setelah penyimpanan 12 minggu sifat alir terlihat plastis tiksotropi (Gambar 4.31)
sedangkan gel 0,4 dan 0,8% memiliki aliran plastis tiksotropi di minggu awal

maupun setelah penyimpanan selama 12 minggu (Gambar 4.32 dan 4.33). Aliran
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tiksotropik termasuk dalam sifat aliran cairan non-Newton (Martin, Swarbick dan
Cammarata, 1983). Tiksotropi adalah suatu sifat uang diharapkan dalam suatu
sediaan farmasetika, yaitu mempunyai konsistensi tinggi dalam wadah namun dapat

dituang dan tersebar dengan mudah.

4.8.4 Pengukuran Konsistensi

Sediaan yang baik memiliki nilai yield value di antara 100 — 1000 dyne/cm2
(Martin, AN., Swarbick J.,Cammarata, A. 1969). Semakin rendah nilai yield value,
semakin mudah sediaan menyebar. Sebaliknya semakin tinggi nilai yield value,
semakin sulit sediaan tersebar ketika diaplikasikan pada kulit. Hasil evaluasi dari gel
0,2% menunjukkan angka kedalaman penetrasi sebesar 380 1/10 mm, gel 0,4%
menunjukkan angka kedalaman penetrasi sebesar 360 1/10 mm dan gel 0,8%

menunjukkan angka kedalaman penetrasi sebesar 360 1/10 mm (Tabel 4.41).

4.9 Uji Stabilitas Gel

Uji stabilitas dilakukan pada suhu penyimpanan yang berbeda-beda dengan
memperhitungkan suhu dan kelembaban yaitu suhu rendah (4+2°C) RH 65%, suhu
kamar (28+£2°C) RH 65%, dan suhu tinggi (40+£2°C) RH 75%. Tujuan dilakukan uji
stabilitas untuk mengetahui apakah terjadi perubahan fisik pada ketiga formula gel
yang disimpan selama 12 minggu pada suhu yang berbeda-beda (Ansel,1989).

Pengamatan yang dilakukan meliputi organoleptis, pH, viskositas dan konsistensi.

4.9.1 Penyimpanan pada suhu 4+2, 28+2°C RH 65%, dan 40+2°C RH 75%

a. Pengamatan organoleptis dan homogenitas

Hasil pengamatan organoleptis ketiga gel pada suhu 442, 28+2°C RH 65%,
dan 40+2°C RH 75% selama 12 minggu tidak menunjukkan adanya sineresis dan
tidak terjadi perubahan warna maupun bau (Tabel 4.44; Tabel 4.45 dan Tabel 4.46).
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b. Pengukuran pH

Nilai pH dari suatu sediaan topikal harus berada dalam kisaran pH balance
yang sesuai dengan pH kulit, yaitu 4,5-6,5. Nilai pH tidak boleh terlalu asam karena
dapat menyebabkan iritasi kulit dan juga tidak boleh terlalu basa karena dapat
menyebabkan kulit bersisik. Perubahan pH ketiga gel selama 12 minggu
penyimpanan pada tiga suhu yang berbeda secara umum masih berada di dalam
kisaran pH balance dan tidak terjadi perubahan yang cukup besar dari tiap
minggunya. Perubahan PH pada penyimpanan suhu 4+2°C dapat dilihat pada
Tabel 4.47 dan Gambar 4.34, penyimpanan di suhu 28+2°C pada Tabel 4.48 dan
Gambar 4.35 dan penyimpanan di suhu 40+2°C pada Tabel 4.49 dan Gambar 4.36..

Hal ini menunjukkan bahwa gel memiliki pH yang relatif stabil.

4.9.2  Cycling test

Tujuan dari cycling test adalah untuk mengetahui terbentuknya kristal atau
tidak (Djajadisastra, 2004). Selain itu juga untuk mengetahui apakah terjadi sineresis
atau tidak. Hasil pengamatan dapat dilihat pada Tabel 4.42. Ketiga formula gel
menunjukkan hasil yang stabil, yaitu tidak terbentuk adanya kristal. Selain itu ketiga
formula gel tidak mengalami sineresis. Hal ini menunjukkan bahwa gelling agent
karbomer dalam hal ini ultrez-20 stabil dan mampu mempertahankan penyerapan air

dalam matriks.

4.10 Uji Aktivitas Antioksidan Sediaan Gel

Dari hasil uji terlihat bahwa persentase inhibisi ekstrak etanol 70% jamur
tiram dalam sediaan gel lebih tinggi dibandingkan dalam bentuk crude extract. Hal
ini mungkin disebabkan antioksidan dalam gel yaitu natrium metabisulfit masih ada
dalam sediaan gel sehingga memberikan juga persentase penghambatan pada uji
aktivitas antioksidan.Data juga menunjukkan bahwa semakin meningkat konsentrasi

ekstrak, persentase inhibisi juga semakin meningkat (Tabel 4.5).
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Tabel 4.5 Hasil uji antioksidan sedian gel ekstrak etanol 70% jamur tiram

Sediaan gel Absorbansi % inhibisi
Basis gel (kontrol) 0,342
0,2% 0,162 52,63
0,4% 0,120 64,91
0,8% 0,101 70,47
Asam askorbat 0,011 96,78

4.11 Uji Aktivitas Penghambatan Tirosinase Sediaan Gel

Data menunjukkan bahwa semakin meningkat konsentrasi ekstrak,
persentase inhibisi juga semakin meningkat namun persentase inhibisi ekstrak pada

sediaan gel lebih rendah dibandingkan dalam bentuk crude extract (Tabel 4.6).

Tabel 4.6 Hasil uji aktivitas penghambatan terhadap enzim tirosinase

Sediaan Gel Absorbansi % inhibisi
Basis gel (kontrol) 0,518
0,2% 0,401 22,58
0,4% 0,370 29,15
0,8% 0,320 38,22
Asam askorbat 0,098 81,08

4.12 Uji Keamanan kepada Sukarelawan

Sebelum dilakukan uji kemananan dilakukan terlebih dahulu skrining
terhadap sukarelawan dengan cara mengisi data yang berisi daftar pertanyaan yang
berkaitan dengan kriteria inklusi dan eksklusi. Dari 14 orang sukarelawan, 12 orang

yang memenuhi kriteria kemudian diminta membaca dan menandatangani inform
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consent yang berisi penjalasan tentang prosedur uji, efek samping yang mungkin

timbul dan hal —hal lain yang berkaitan dengan pengujian.

Setiap sukarelawan diolesi 2 (dua) macam gel yaitu yang berisi basis gel saja
dan yang mengandung ekstrak jamur tiram. Pada 30 menit pertama, dilihat apakah
ada reaksi seperti gatal atau kemerahan dan hasilnya dari 12 orang sukarelawan
tidak menunjukkan reaksi yang disebutkan. Pengamatan dilanjutkan setelah 24 jam
kemudian dan dari 12 orang sukarelawan tidak ada keluhan gatal atau nyeri dan pada
pemeriksaan fisik tidak menunjukkan reaksi eritema maupun edema (Tabel 4.7).
Para sukarelawan diolesi kembali dengan gel yang sama seperti di awal dan
dilakukan pengamatan pada jam ke-48. Hasil pemeriksaan fisik menunjukkan tidak
ditemukan adanya eritema maupun edema pada 12 orang sukarelawan (Gambar
4.37). Dilakukan skoring dari hasil uji untuk menghitung PIL (Primary Irritation
Index).

Tabel 4.7 Hasil uji keamanan terhadap 12 orang sukarelawan

Sukarelawan =
Jam ke-24 Jam ke-48
Basis Gel | Gel 0,8% | Basis Gel | Gel 0,8%
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 0
7 0 0 0 0
8 0 0 0 0
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0
12 0 0 0 0
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Jumlah semua nilai eritema,eschar dan edema padajam ke-24 dan 48
Jumlah sukarelawan xjumlah waktu pengamatan

PlI=

PII =0

Dari hasil perhitungan PII disimpulkan bahwa baik basis gel maupun sediaan gel
0,8% tidak menimbulkan reaksi iritasi sehingga aman untuk digunakan secara

topikal di kulit.

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 201Jniversitas Indonesia



BAB YV

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

a. Hasil uji aktivitas antioksidan dan penghambatan terhadap enzim tirosinase,
ekstrak etanol 70% menunjukkan nilai ICsy yang lebih baik (79,0324 ng/mL; 1,125
mg/mL) dibandingkan ekstrak air jamur tiram (94,4674 pg/mL; 2,350 mg/mL).

b. Ekstrak etanol 70% jamur tiram dibuat sediaan gel dengan 3 (tiga) konsentrasi
yaitu 0,2; 0,4 dan 0,8% dan hasil uji aktivitas antioksidan dan penghambatan
terhadap enzim tirosinase pada formulasi gel menunjukkan persentase inhibisi
sebagai berikut, gel 0,2% (52,63; 22,73%), gel 0,4% (64,9; 29,74%) dan gel 0,8%
(70,47; 38,22%). Dari data dapat disimpulkan bahwa makin besar konsentrasi gel,
persentase inhibisi makin meningkat.

c. Hasil uji stabilitas fisik terhadap ketiga formula gel selama 12 minggu
menunjukkan gel stabil pada kondisi penyimpanan suhu 4+2; 28+2°C RH 65 dan
40+2°C RH 75.

d. Hasil uji keamanan terhadap 12 orang sukarelawan terhadap gel 0,8%

menunjukkan tidak ada iritasi sehingga aman digunakan secara topikal di kulit.

5.2 Saran

a. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut meliputi fraksinasi dan karakteristik
senyawa yang lebih spesifik dari ekstrak etanol 70% jamur tiram (Pleurotus

ostreatus).
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c. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut meliputi penetapan kadar gel dan uji

penetrasi ke kulit.

d. Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai uji manfaat gel jamur tiram

pada manusia yang dalam hal ini sebagai pencerah kulit (/ightening agent).
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Keterangan : Kromatogram pada lempeng KLT silica gel G60 F,s, dengan eluen butanol : asam
asetat : air = 100:10:10, volume penotolan 10 pL, jarak elusi 8 cml, (a) Ekstrak air; (b) Ekstrak etanol
70% jamur tiram diamati :

A. di bawah sinar UV A = 254 nm ; B. di bawah sinar UV A = 366 nm; C. di bawah sinar UV
A = 366 nm setelah disemprot dengan H,SO, 10% ; D. di bawah sinar visible setelah disemprot
dengan H,SO4 10%.

Gambar 4. 8 Hasil kromatografi lapis tipis ekstrak jamur tiram
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Gambar 4.12 Kurva aktivitas antioksidan ekstrak etanol 70% jamur tiram
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Gambar 4.14 Kurva persentase inhibisi tirosinase oleh asam kojat

dalam konsentrasi pg/mL
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Gambar 4.15 Kurva persentase inhibisi tirosinase oleh asam kojat

dalam konsentrasi logaritma
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Gambar 4.16 Kurva persentase inhibisi tirosinase oleh asam askorbat

dalam konsentrasi pg/ml
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Gambar 4.17 Kurva persentase inhibisi tirosinase oleh asam askorbat

dalam konsentrasi logaritma
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Gambar 4.18 Kurva persentase inhibisi tirosinase oleh ekstrak etanol 70%

jamur tiram dalam konsentrasi pg/ml
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Gambar 4.19 Kurva persentase inhibisi tirosinase oleh ekstrak etanol 70%

jamur tiram dalam konsentrasi logaritma
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Gambar 4.20 Kurva persentase inhibisi tirosinase oleh ekstrak air jamur tiram

dalam konsentrasi pg/mL
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Gambar 4.21 Kurva persentase inhibisi tirosinase oleh ekstrak air jamur tiram

dalam konsentrasi logaritma
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Gambar 4.22 Kurva Lineweaver- Burke larutan ekstrak etanol 70% jamur tiram,

konsentrasi 500 pg/mL 1000 pg/mL dan blanko (B)
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Gambar 4. 1 Jamur Tiram (Pleurotus ostreatus)

Gambar 4. 2 Media tumbuh jamur
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Gambar 4. 4 Jamur tiram yang dibuat serbuk
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Gambar 4.5 Ekstrak kering air

Gambar 4.6 Ekstrak kering etanol 70%

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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¢. Alat ukur total solid d. Oven

EAMAS A TOMETC TIC SARAPLER, 4

e. Thin layer Chromatography f. Alat ukur BJ
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g. Inkubator h. Alat sonikasi

k. pHmeter 1. Vorteks
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m. 96- well plate n. Microplate reader

o. Labu ukur p. Centrifuge

q. Pipet mikro r. Pipet eppendorf
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u. Lemari uji stabilitas

t. Penetrometer

Gambar 4.7. Alat-alat yang digunakan selama penelitian

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 2012
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Gambar 4.23 Bentuk sediaan gel

Gambar 4.24 Foto awal tiga macam sediaan gel dan blanko negatif
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Gel jamur pada suhu 40+2° C

Gel jamur pada suhu 28+2° C

Gambar 4.25 Foto gel jamur tiram uji stabilitas minggu ke-2
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Gel jamur pada suhu 4+2° C

Gel jamur pada suhu 40+2° C

Gel jamur pada suhu 28+2° C

Gambar 4.26 Foto gel jamur tiram uji stabilitas minggu ke-4
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Gel jamur pada suhu 4+2° C

Gel jamur pada suhu 40+2° C

Gel jamur pada suhu 28 +2° C

Gambar 4.27 Foto gel jamur tiram uji stabilitas minggu ke-6
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Gel jamur pada suhu 28+2° C

Gambar 4.28 Foto gel jamur tiram uji stabilitas minggu ke-8
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Gel jamur pada suhu 40+2° C

Gel jamur pada suhu 28+2° C

Gambar 4.29 Foto gel jamur tiram uji stabilitas minggu ke-10
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Gel jamur pada suhu 4+2° C

Gel jamur pada suhu 28+2° C

Gel jamur pada suhu 40+£2° C

Gambar 4.30 Foto gel jamur tiram uji stabilitas minggu ke-12
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Gambar 4.31 Kurva aliran gel 0,2% minggu ke-0 dan ke-12
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Gambar 4.32 Kurva aliran gel 0,4% minggu ke-0 dan ke-12
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Gambar 4.33 Kurva aliran gel 0,8% minggu ke-0 dan ke-12
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Gambar 4.34 Kurva perubahan pH pada penyimpanan suhu 4+ 2°C selama

12 minggu
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Gambar 4.35 Kurva perubahan pH pada penyimpanan suhu 28 + 2°C selama

12 minggu
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Sukarelawan

Sebelum (hari ke-1)

Setelah 48 jam
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Sukarelawan Sebelum (hari ke-1) Setelah 48 jam

10

11

12

Gambar 4.37 Foto hasil uji keamanan terhadap 12 orang sukarelawan
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Tabel 4.8 Data identifikasi organoleptik simplisia jamur tiram

Simplisia jamur tiram Pemerian

) _ serbuk kasar, warna putih dan kecoklatan,
Jamur tiram bentuk kering

bau aromatis, rasa pahit

Tabel 4.9 Data identifikasi alkaloid simplisia jamur tiram

Metode Uji Perubahan warna Hasil
I Ada endapan coklat Positif
Bouchardat II Ada endapan coklat Positif
I Ada endapan coklat Positif
I Ada endapan putih Positif
Mayer II Ada endapan putih Positif
111 Ada endapan putih Positif
I Ada endapan merah jingga Positif
Dragendroff II Ada endapan merah jingga Positif
I Ada endapan merah jingga Positif

Tabel 4.10 Data identifikasi saponin simplisia jamur tiram

Uji Perubahan warna Hasil
I Buih tidak hilang Positif
I Buih tidak hilang Positif

I Buih tidak hilang Positif

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA UI, 2/jbversitas Indonesia
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Tabel 4. 11 Data identifikasi flavonoid simplisia jamur tiram

Uji Perubahan warna Hasil
I Larutan amil alkohol berwarna putih Negatif
I Larutan amil alkohol berwarna putih Negatif

I Larutan amil alkohol berwarna putih Negatif

Tabel 4. 12 Data identifikasi senyawa fenol simplisia jamur tiram

Uji Perubahan warna Hasil
I Hijau Positif
II Hijau Positif
I Hijau Positif

Tabel 4. 13 Data identifikasi senyawa tanin simplisia jamur tiram

Uji Perubahan warna Hasil
I Kuning kecoklatan Negatif
II Kuning kecoklatan Negatif
1T Kuning kecoklatan Negatif

Tabel 4.14 Data susut pengeringan simplisia jamur tiram

Bobot Bobot sisa Susut kering Susut kering
simplisia (g) pengeringan (g) (%) rata-rata (%)

2,0001 1,7997 10,02

2,0002 1,8017 9,90 9,92

2,0001 1,8030 9,85

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA UI, 2/jbversitas Indonesia
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Tabel 4.15 Data kadar abu simplisia jamur tiram

Bobot Bobot abu Kadar abu Kadar abu
simplisia (g) (2) (%) rata-rata (%)

2,0008 1,8510 7,49

2,0010 1,8500 7,50 7,47

2,0008 1,8521 7,43

Tabel 4.16 Data kadar sari larut air dari simplisia jamur tiram

Senyawa

Bobot Bobot senyawa Senyawa .
terlarut air
simplisia (g) terlarut air (g) terlarut air (%)
rata-rata (%)

5,0008 0,5122 40,97
5,0010 0,5132 41,06 40,76
5,0007 0,5033 40,26

Tabel 4.17 Data kadar sari larut etanol dari simplisia jamur tiram

Senyawa Senyawa

Bobot Bobot senyawa

terlarut etanol | terlarut etanol

simplisia (g) terlarut etanol (g)
(%) rata-rata (%)

5,0008 0,0506 4,05
5,0007 0,0518 4,14 4,10
5,0008 0,0514 4,11

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA UI, 2/jbversitas Indonesia



Tabel 4.18 Data identifikasi organoleptik ekstrak kering jamur tiram
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Ekstrak kering jamur tiram

Pemerian

Dalam air suhu 70°C

serbuk, warna coklat, bau aromatis, rasa pahit

Dalam etanol 70% suhu 50°C

rasa pahit

serbuk, warna coklat muda, bau aromatis,

Tabel 4.19 Data identifikasi alkaloid ekstrak jamur tiram

Ekstrak air Ekstrak etanol 70%
Metode Uji Perubahan Hasil Perubahan Hasil
warna warna
Ada endapan Ada endapan
I Positif Positif
coklat coklat
Ada endapan Ada endapan
Bouchardat II Positif Positif
coklat coklat
Ada endapan Ada endapan
M1 Positif Positif
coklat coklat
Ada endapan Ada endapan
I 3 Positif ) Positif
putih putih
Ada endapan — Ada endapan .
Mayer I i Positif ] Positif
putih putih
Ada endapan Ada endapan
11 | Positif ) Positif
putih putih
Tidak ada Ada endapan
I Positif B Positif
endapan merah jingga
Tidak ada ) Ada endapan »
Dragendroff | 1I Negatif 3 Positif
endapan merah jingga
Tidak ada Ada endapan
I Negatif . Positif
endapan merah jingga

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA UI, 2/jbversitas Indonesia
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Tabel 4.20 Data identifikasi saponin ekstrak jamur tiram

Ekstrak air Ekstrak etanol 70%

Uji
Buih Hasil Buih Hasil

Terbentuk buih tapi hilang
I Buih tidak hilang | Positif Negatif
setelah penambahan HCI 2N

Terbentuk buih tapi hilang
I Buih tidak hilang | Positif Negatif
setelah penambahan HCI 2N

Terbentuk buih tapi hilang
I Buih tidak hilang | Positif Negatif
setelah penambahan HCI 2N

Tabel 4.21 Data identifikasi flavonoid ekstrak jamur tiram

Ekstrak air Ekstrak etanol 70%
Uji
Perubahan warna Hasil Perubahan warna Hasil
Larutan amil alkohol | Larutan amil alkohol )
I i Negatif : Negatif
berwarna putih berwarna putih
Larutan amil alkohol | Larutan amil alkohol )
I : Negatif ) Negatif
berwarna putih berwarna putih
Larutan amil alkohol Larutan amil alkohol )
I ’ Negatif ) Negatif
berwarna putih berwarna putih
Tabel 4.22 Data identifikasi senyawa fenol ekstrak jamur tiram
Ekstrak air Ekstrak etanol 70%
Uji
Perubahan warna Hasil Perubahan warna Hasil
| Hijau Positif Hijau tua Positif
I Hijau Positif Hijau tua Positif
11 Hijau Positif Hijau tua Positif
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Tabel 4.23 Data identifikasi senyawa tanin ekstrak jamur tiram

. Ekstrak air Ekstrak etanol 70%
< Perubahan warna Hasil Perubahan warna Hasil
| Kuning Negatif Kuning Negatif
II Kuning Negatif Kuning Negatif
I Kuning Negatif Kuning Negatif

Tabel 4.24 Data PH, berat jenis (BJ) dan total solid ekstrak kental jamur tiram

Rata- Rata-
Uji Ekstrak air Ekstrak etanol 70%
rata rata
I 1 I I 11 I
PH 598 | 592 | 596 | 595 | 5,58 | 5,51 | 5,75 5,61
BJ 1,023 | 1,021 | 1,020 | 1,021 | 1,084 | 1,065 | 1,059 | 1,069
Total solid
21,34 | 20,28 | 20,16 | 20,59 | 22,5 | 18,22 | 17,30 | 19,34
(“o)
Tabel 4.25 Data rendemen ekstrak kering jamur tiram
Ekstrak kering Rendemen Rata-rata
jamur tiram (%) rendemen (%)
I 16,2
Ekstrak air
11 15,3 15,75
11 12,5
Ekstrak etanol 70%
11 11,7 12,1

Keterangan : Ekstrak etanol 70% memakai filler dengan perbandingan 25% zat aktif
dan 75% filler

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA UI, 2/jbversitas Indonesia



Tabel 4.26 Data kelarutan dalam air dan etanol ekstrak kering jamur tiram
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Ekstrak kering Kelarutan Kelarutan dalam
jamur tiram dalam air etanol 96%
I Mudah larut Sukar larut
11 Mudabh larut Sukar larut
Ekstrak air
111 Mudah larut Sukar larut
| Agak sukar larut Sukar larut
Ekstrak  etanol 1T Agak sukar larut Sukar larut
70% IIT | Agak sukar larut Sukar larut

Tabel 4.27 Data susut pengeringan ekstrak kering jamur tiram

Bobot Bobot sisa Susut Susut kering
Ekstrak ekstrak | pengeringan | kering rata-rata
() (® (o) (o)
Ekstrak air

I 2,3002 2,1838 5,05

I 2,3004 2,1834 5,07 5,09
111 2,3202 2,2000 5,17

Ekstrak etanol 70%

I 2,2004 2,0906 4,97

II 2,2000 2,0900 5,00 5,01
I 2,2002 2,0888 5,06

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA UI, 2/jbversitas Indonesia
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Tabel 4.28 Penetapan kadar total fenol ekstrak air jamur tiram

Parameter Hasil
Bobot sampel 100 mg
0,198

Absorbansi 0,196
0,195

Total fenol sampel 2,23

Tabel 4.29 Penetapan kadar total fenol ekstrak etanol 70% jamur tiram

Parameter Hasil
Bobot sampel 100 mg
0,472

Absorbansi 0,473
0,470

Total fenol sampel 5,57

Keterangan : Pembanding digunakan Asam Galat 500 ppm

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA UI, 2/jbversitas Indonesia



Tabel 4.30 Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak air jamur tiram
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Konsentrasi
Rata- %
deret sampel | Absorbansi | Absorbansi | Absorbansi
rata inhibisi
(ng/mL)
Kontrol 0,646 0,645 0,645 0,645
12,5 0,623 0,623 0,623 0,623 3,86
25 0,570 0,570 0,570 0,570 12,04
50 0,474 0,474 0,474 0,474 26,85
75 0,398 0,398 0,398 0,398 38,58
100 0,312 0,312 0,312 0,312 51,85
125 0,278 0,278 0,278 0,223 65,59
150 0,244 0,244 0,244 0,147 77,31

Tabel 4.31 Hasil uji aktivitas antioksidan ekstrak etanol 70% jamur tiram

Konsentrasi
Rata- %
deret sampel | Absorbansi | Absorbansi | Absorbansi
rata inhibisi
(ug/mL)
Kontrol 0,643 0,643 0,643 0,643
12,5 0,589 0,589 0,589 0,589 8,40
25 0,507 0,507 0,507 0,507 21,15
50 0,420 0,420 0,420 0,420 34,68
75 0,367 0,367 0,367 0,367 42,92
100 0,221 0,221 0,221 0,221 65,63
125 0,153 0,153 0,153 0,153 76,21
150 0,139 0,139 0,139 0,139 78,38
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Tabel 4.40 Hasil pengamatan sediaan gel pada minggu ke-0
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Sediaan Warna Bau PH | Homogenitas Sineresis
Gel
' Tidak terjadi
0,2% Bening Khas 5,92 Homogen ' _
sineresis
. Tidak terjadi
0,4% | Kuningmuda | Khas | 5,83 Homogen _ _
sineresis
) Tidak terjadi
0,8% Kuning tua | Khas+ | 5,81 Homogen ; .
sineresis
Tabel 4.41 Hasil uji konsistensi pada minggu ke-0
Sediaan gel 1/10 mm Yield (dyne/cmz)
0,2% 360 2848,4149
0,4% 360 2848,4149
0,8% 380 2556,4721
Tabel 4.42 Hasil pengamatan cycling test
Pengamatan
Sediaan
Awal Siklus ke-6
gel
Warna Warna Sineresis
0,2% Bening Bening Tidak terjadi sineresis
0,4% Kuning muda Kuning muda Tidak terjadi sineresis
0,8% Kuning tua Kuning tua Tidak terjadi sineresis
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Tabel 4.44 Hasil pengamatan organoleptis sediaan gel pada suhu 4+2°C RH 65

selama 12 minggu

Gel Minggu Pengamatan
ke- Warna Bau Homogen Sineresis
Tidak toriadi
2 Bening Khas Homogen ld.a terj.adl
sineresis
Tidak toriadi
4 Bening Khas Homogen 1d'a terj.adl
sineresis
6 Bening Khas Homogen T1d.ak ter]. adi
02% sineresis
’ . Tidak terjadi
8 Bening Khas Homogen ; .
sineresis
10 Bening Khas Homogen Tld.ak ter]. adi
sineresis
12 Bening Khas Homogen T@ak ter]. .
sineresis
2 Kuning muda | Khas Homogen Tld.ak terj‘ pdi
sineresis
: Tidak terjadi
4 Kuning muda | Khas Homogen —
sineresis
. Tidak terjadi
6 Kuning muda | Khas Homogen : 'a erJ‘a '
0.4% sineresis
. . Tidak terjadi
8 Kuning muda | Khas Homogen . .
sineresis
. Tidak terjadi
10 Kuning muda | Khas Homogen ld.a terj.adl
sineresis
: Tidak terjadi
12 Kuning muda | Khas Homogen 1d.a terj.adl
sineresis
2 Kuning tua Khas Homogen quak terj. adi
sineresis
. Tidak terjadi
4 Kuning tua Khas Homogen 1d'a terJ.ad1
sineresis
Tidak toriadi
6 Kuning tua Khas Homogen ld.a terj'adl
0.8% sineresis
’ 8 . Tidak terjadi
Kuning tua Khas Homogen . .
sineresis
. Tidak terjadi
10 Kuning muda | Khas Homogen 1d'a er].adl
sineresis
12 Kuning muda | Khas Homogen quak ter]. adi
sineresis
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Tabel 4.45 Hasil pengamatan organoleptis sediaan gel pada suhu 28+ 2°C RH 65

selama 12 minggu

Gel Minggu Pengamatan

ke- Warna Bau Homogen Sineresis
: Tidak terjadi
2 Bening Khas Homogen ld.a terj'adl

sineresis

: Tidak terjadi

4 Bening Khas Homogen 1d.a terj'adl

sineresis
y Tidak terjadi
6 Bening Khas Homogen 1d'a ter!adl

02% sineresis
’ . Tidak terjadi
8 Bening Khas Homogen . .

sineresis
ok teriadi
10 Bening Khas Homogen Tld.a terj.adl

sineresis
12 Bening Khas Homogen quak terj. A

sineresis
2 Kuning muda | Khas Homogen quak terj.adl

sineresis

. Tidak terjadi

4 Kuning muda | Khas Homogen 1d.a erj.adl

sineresis
6 Kuning muda | Khas Homogen quak terqadl

0.4% sineresis
- : Tidak terjadi

8 Kuning muda | Khas Homogen . ]

sineresis
. Tidak terjadi
10 Kuning muda | Khas Homogen ld.a erj.adl

sineresis
: Tidak terjadi
12 Kuning muda | Khas Homogen ld.a erj.adl

sineresis
: Tidak terjadi
2 Kuning tua Khas Homogen ld.a ter!adl

sineresis

. Tidak terjadi

4 Kuning tua Khas Homogen ld.a terj'adl

sineresis
. Tidak terjadi
6 Kuning tua Khas Homogen ld.a terj'adl

0.8% sineresis
o 8 . Tidak terjadi

Kuning tua Khas Homogen . .

sineresis
. Tidak terjadi
10 Kuning muda | Khas Homogen 1d'a terj.adl

sineresis
12 Kuning muda | Khas Homogen quak terj. adi

sineresis
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Tabel 4.46 Hasil pengamatan organoleptis sediaan gel pada suhu 40+2°C RH 75

selama 12 minggu

Gel Minggu Pengamatan
ke- Warna Bau Homogen Sineresis
. Tidak terjadi
2 Bening Khas Homogen 1d.a er]' adi
sineresis
4 Bening Khas Homogen quak terJ' adi
sineresis
: Tidak terjadi
6 Bening Khas Homogen ld.a terJ. adi
02% sineresis
e . Tidak terjadi
8 Bening Khas Homogen . .
sineresis
_ ok teriadi
10 Bening Khas Homogen Tld.a terJ. adi
sineresis
12 Bening Khas Homogen quak terJ. 2
sineresis
2 Kuning muda | Khas Homogen quak terj.adl
sineresis
4 Kuning muda | Khas Homogen quak terJ. Al
sineresis
6 Kuning muda Khas Homogen quak terj.adl
0.4% sineresis
i . Tidak terjadi
8 Kuning muda Khas Homogen . )
sineresis
10 Kuning muda Khas Homogen quak ter]. adi
sineresis
12 Kuning muda Khas Homogen quak terj. adi
sineresis
2 Kuning tua Khas Homogen quak terj. adi
sineresis
} Tidak terjadi
4 Kuning tua Khas Homogen ld.a erJ' adi
sineresis
. Tidak terjadi
6 Kuning tua Khas Homogen ld.a - adi
0.8% sineresis
’ 8 . Tidak terjadi
Kuning tua Khas Homogen . .
sineresis
. Tidak terjadi
10 Kuning muda Khas Homogen ld.a terj' adi
sineresis
12 Kuning muda Khas Homogen quak terj' adi
sineresis
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Tabel 4.47

Hasil pengamatan pH sediaan gel pada suhu 4+2°C selama 12 minggu

Gel Minggu ke-

0 2 4 6 8 10 12
0,2% 5,92 5,94 5,97 5,96 5,80 5,75 5,68
0,4% 5,83 5,87 5,92 5,90 5,78 577 | 5,67
0,8% 5,81 5,85 5,81 5,83 5,77 5,76 | 5,60

138

Tabel 4.48 Hasil pengamatan PH sediaan gel pada suhu 28+2°C selama 12 minggu

Minggu ke-
Gel
0 2 4 6 8 10 12
0,2% 5,92 5,90 5,82 5,81 5,78 5,78 5,67
0,4% 5,83 > 5,84 5,83 5,80 5,76 5,66
0,8% 5,81 5,80 5,78 5,76 5,76 5,75 5,63

Tabel 4.49 Hasil pengamatan PH sediaan gel pada suhu 40+2°C selama 12 minggu

Gel Minggu ke-

0 2 4 6 8 10 12
0,2% 5,92 5,90 5,82 5,79 5,77 5,73 5,62
0,4% 5,83 5,85 5,80 5,78 5,75 5,74 | 5,62
0,8% 5,81 5,82 5,80 5,76 5,74 5,72 5,60
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LAMPIRAN
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Lampiran 1. Alur Penelitian

143

Jamur tiram segar dikumpulkan » Determinasi di LIPI
\ 4 Identifikasi :
Jamur tiram dikeringkan
(Dried P. ostreatus) kemudian [ BJ
diblender menjadi bentuk serbuk VIV _
Kadar sari larut

Lakukan ekstraksi dengan cara maserasi 100 g
jamur tiram dalam air suhu 70 °C dan 100 gram
dalam etanol 70% suhu 50 °C selama 2 jam,
setiap 15 menit menit diaduk. Semua simplisia

terendam sempurna ( = 1 cm).

Saring, evaporasi dan dikeringkan

Ekstrak kering
Air

Ekstrak kering
Etanol 70%

Penetapan IC 5o dengan metode DPPH
dan uji inhibisi thd enzim tirosinase

v

Kadar larut air
Kadar abu

Ekstrak dengan aktivitas antioksidan dan

A 4

Standarisasi

inhibisi thd enzim tirosinase yang
lebih baik

v

Formulasi Sediaan Gel
I

Fo
(blangko)

F; F3

v

Uji stabilitas fisik (organoleptik, homogenitas,
viskositas, konsistensi ,PH)

Uii stabilitas dinercenat

Uji aktivitas

A

Uii Keamanan : Patch Test

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 201niversitas Indonesia



Lampiran 2. Hasil identifikasi/ determinasi jamur tiram dari LIPI

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
{ Indonesian Institute of Sclences )
PUSAT PENELITIAN BIOLOGI
[ Research Center for Biology )
<l Raya Jakarta - BogarKme 45 Cibinorg 1591, Indonesia P.O Box 25 Cibinang

LIPI Thilfs. (D@1} BRIOTESE - STO0TED Fax. A7007612

Cibinong, & Agustus 201 1
Nomor TG FIPHL 102108 VL 201 L
LAmpiran P-

Perihed : Hasil identifikasy delerrnes Tumboban

[cpada ¥th,

Bk fThu/ 8drji). dr. Riani Hepsan
KPR t I00GTATI6T

~ Mha. Univ, ['1=1rm|-m R

Fak, MIPA

Kampus U1 Depnle, 167134

Dengan hosmal;

Bersama ini kami sampaikan hasll identifikasifdeterminas: tumbiibien
wvang Saudara kidmkan ke “Herbarinm Bogoriense”, Didang Dotand TPusar
Penelition Rinlogi-TIPT BrSir, adalah sebs pal Bkl

No. | HNo. Kol Jenis. | Suku
I | s Flewrdllis ostreties | Pledrulareas
- ot
Demikian, semoga berguna begi Sendars

A ' Didang Botari

- Puaat\'f?b‘thULLu Biologi-TIFT,
fiiTH ke
ol 4

L. Jl_lfaﬂi'.‘z.;:/;]"'n Fahaioe
MIFS 189670624 190303 20004

D\t 20080, R Hapsortdocis ik
Eagze | of !
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.Lampiran 3. Surat Keterangan Lolos Kaji Etik dari Universitas Indonesia

UNIVERSITAS INDONESIA
FAKULTAS KEDOKTERAN

Gk 52 croha Beva Ho & Trkarla Aead
e, R - 33 acarz, T
Ko Saene Telp 100, 5T, el (B P R B LT FERETL R eemel s office ST

—_—

omer 18 PTUZFKTETICMU

KETERANGAN | ULOS KAJIETIK

EIRICALCLEARANCE

Kamite Fiik Peneliiar Resehatan Fakultus Karhilelan Univoesiizs indonesia dalan npeyd
mulindung Bak asssl den lesejulorain subeck penclilian kedubieran, telan renghil
dhenpiut tehi protukol berjudul:

The Etiics Committes of the Facilty af Mediting, Uaivarsig of indanesia, with rogurs af
the Proteetion of haman rioks aril welfare in medicnl ressarch, tos carafully raviewad
s femenreh pritucol ancitied:

Ui Stabilitas FPiaik dan 1ji Keamanan Sedizi Gl wntok Flefteming Adgenl ¥any

Mengandung Thstrak Janosi s {Pleprnlay Osprentus)™

Peaeelini L + dr. [tiani Hapsari Mawawi
Friveipe lnvastigs ier

ngmaotnstinsi -PMIPA Universitas Ininnesia
pime of M lnstitution

dan lelah FemsenejE pavlokel leschul diale.
And apprived i pbov- s gl Aol

(ST H L2k ki IR paan] i opails
3 M=t e seickea bebzienay o s b glic, peralian meedl be unzsven, dalin L5l e grkien! e

liaore Ay CApIE
b Tt a1 rehendivagzhjslen
1 rdelgpeschan el :uu:._-:'\:u.nI::n'-:dlE::kJnlitr'ﬁr.:ﬂ'-‘M'l:l RIg
& sencitt ek belel ok ok ek s;u._u'.rnd:-.d.n:.-lc:::tluu!-.-:rl-lju_l_-lm In Lt e e
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.Lampiran 4. Hasil uji mikrobiologi

DLBS._/;-?_

Lampc] i Jamur Tieam
Ho.Bawh -

CHRE-FID LT (R (W) & dlam Ont 2031
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Lampiran 5. Certificate of Analysis L-DOPA

Prodict Marm
Precioet Huamber
Prochact Grard
GAE Hum ber
Maleoular Farmiuta
Kial-ouar Weigll

TE3T

Mppeamnce |Colar)
Appusonce [Famm)
Seltukilibr {Calor)
Eelukility {Tursicioyg

Edrzrzd spactran:
Czrhan

Hrogan

Spacine Rekaticy

Furily ITLD]
Sracileabicn Dale:
[ats of (02 Feleage:
Frint Darle:

Gl Caningl

Certit

4, atd

Ruddnsy Huriack, Yarage

S Lods. Missaur LISa

340 hverooy Lphe gl alatios
i ol :
EIGME

Fe-ET
{H3Ca Tl A0 -INH C O
{LERE

GPECIFICETIUN

st In O whe
Porador

Ciekaiess 12 dght Yelow
Claz-n Slahty ey
S0 il 1.0 % HOGL
Cenlne kSt
S3.7- ERA N

Bl- TA%

123105 "

[ RTUR Rl ot M=t T
=Bl

icate of Analysis

SiEnA-ALOATH"

LT aEm i e RESULTS
Cobhte

Poweer

Wy b inl Yt

Clear

Comlores
BAL %
T
St

1o

SE¥ 2o
SEF 210
Bk 152000
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Lampiran 6. Certificate of Analysis asam askorbat

ASCORBIC ACID

CERTIFICATE GF ANALYSIS
Presgygioode | DARINET
Lt o, I TRy
Analels Ha, ;. CET3RETD Al =
st Fecanil: L= f
Spesilicativis
Fppecroun panaler plar
AL
©nlzur - whie rdiic
e wigp iy goboe
£ohlen 1o Wtz 5 ehuar pns plazr anciesdaue
e Al 2
[H 5= G In watar) oL aPings
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GEB-, B dag B =120
Lo an Lrpinig nmn Lo wud
1028 deg, 4 b
Inac:ty en-aapsiali’ ar ghu
Intrarmd ond o
Rulphoizd gah rusenpenl s’ oo G
sl zhiated sl
Iy Hetrts suwnpai (YL T
cukbigiz v papan i S rtnsd
uan suad i . 20
Sk Az Lo
i Cupper “uespondst . §8
1 K=z b g E
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Faue LomaEprdst A B
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pe RIS oo AR A EAns e
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Al o
DSI M e =
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L

DSM 15

| EXTE T L
Flntr
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Lampiran 6. (lanjutan)

ASCORBIC ACID : DSM (5

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Aroducicode @ 408050
Lt Ha. i TLomonz3sr
Al yada Mo ; GOTRERTD
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Lampiran 7. Certificate of Analysis mushroom tirosinase

SIGMA-ALDORICH' : i

ACAT S Shasd Tk Lo RIC BT
» Aridiy R Tl
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Lampiran 8. Certificate of Analysis asam kojat

SIahA AL DA

Certificate of Analysis

Tar md T A e A
Tab o1 JeBITNE M 0 d L0 T
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Lampiran 9. Certificate of Analysis Na-EDTA

Certificate of Analysis

oA 2.0000  Thripkeel 1 GRUTer 0 yak
ofh 1o AGSIS0,Remy FlEur

[ith EETOTIEIS
Zpec Wy

Vo b aamesn o cducd on di sl

Y WL
|bmhs -
[ ol syt g i
fermzsnz elamlden et matenim b
e (1 & v 0 ETRLE ]
B oL T F =050 £l
Libarkde 103} S0EH *

W 5 S04l T
e i B *
Thoren wea e iy EET ™
T L b fore o
Luiapr S0 L
Fellan] SOEY -
Fafam] S0 T
e b e 1P S0 W
T e | IR RS RR) LATTLE S

Mk Wil #2771 Cunrriacs Gomeaey Bel @y ksiia s

D of prirk:

juihyler edinkd clotrazeedc add, dsodium sall

Dezaca o
: m:ﬂf?gﬁ

' MERCK

il peVoer Mo by

W E

LTER

W
corfera
Py
Fommy sorl
ai
BIE "
whres
00
L00E
E00E0)
oy
= . fim
NI
R ]
=0
wa

k-]

Fardrch & 4

o

P ool 2

152

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 201niversitas Indonesia



153

Lampiran 9. (lanjutan)

Carificata of Analysls

108 140D Titrplas® 1L R lor anaksia

dirmroie) AGE 153 Rozg. Fh Ex

Palch K3rlyos

[t unsdinrilooetragce i acil, Gaoclirm sl

Teatshee (L B FE T
K e AT AT WA T

T AT
fipraoer

i thomer i Sam pradiend abemea ket S L wliiT s ageinin

Wt SGal SOI7 Carrve il

r '
e e A e RATe! Tod {SIS1AEL 8

L, Urivk daeaal

e ki g o e |

Faged ol 3

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi,

FMIPA Ul. 201Yniversitas Indonesia



Lampiran 10. Certificate of Analysis metil paraben

o8

B FIW DDA Iy, L 5
=f Tayml, Teebadakl=od WIF BI-EIL J@a <

CERTIFLGAGRE BF ANALYSIS

o SR

0T KA . DO BTTH RARORE R e PARE 1
wren o fn AL
E]
.
L ATTINTRNF a4 o)
ikl A |eerlrares E. 1 ih =
b 1 | Flineorilio peder (ks sepete e g
Maltiay pdat L 4 25 m
G ETH R
ezl B
A . L
R, Fim Fier -
e by TRARR AT CH L B o
Euins mimiamrm b [en me s Faa
LESEICRET. BT B Py ] & £ Bt LIE
ulpiaced dun AP VEAETY P PR
P T R L]
PR LE
leatmLbewinzg alarsklaeg
en |07 WL

LERNER LY
T |Ed - A

! erray T

P leEme rR
Liia al pamiscnos B famamaw ™
L sf @il i 13,13 3
Liti maminsim i jiE e v

|

I

|
Lo 1

TRy o smerens R o (ERCFEESE] wd oL -

154

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 201niversitas Indonesia



155

Lampiran 11. Certificate of Analysis Na metabisulfit

- Cerificate of Analysis

b
'"n".le RCK
i

FipAzerilzehes mercads

£AES2A, 1000

sk i @haulis sodiom

L
-
o
=
Cakedl s LR L] N ieet
sl b e ) G55 e ey A

AltiHegs MhEr
Ecalad FADT21E0
- — L e
PRy {TT R T Wi =
[H - b
] i A
Ababni e ik - 15-50 )
vk M SEEa C £ EY
Flda ] HEME " zaacr i
Tebrdtes St BLA - L0 =
Tl ol a2y o R P
dowspme oy Jem W] w B Y L4l = P
R tamns & Lt 5 L (s b
S camm W uka W
Tra e TR [FRIBAISS
Hona m e AT AU PEER ETPRLE
Cr. Asdmirlacg

g Ml g g dr

bR L S T O T T WP o SRS TIRLLANRA i S E R e R

]
r\ll:‘r".ﬂﬂl.‘. Franfusior Boralfes 150, 420 Denmrr=d |G rowe -l S0 AITT 72,3 g 2ond 2
=gt P T WY

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi,

FMIPA Ul. 201Yniversitas Indonesia



Lampiran 12. Certificate of Analysis propilen glikol

=

. il

Cmr==ficake 4OELEE Tow po chonfoal fooany o Fagu 1
Tata=:  10.4%.201% el fioama of Aralywe & Sy 27 0r 20070
1m0 LHEN UL BRCTRID Tos ®

265 CRCIARD RR g

AT ORE IS L NPT

[=TESE R Iy Hatmi DII00

o - .4 o | ardez Fo.
mozeTlal:  FROBVIFRR ALYOOL UERSED - z
ATES, DRIRL 315 35 & By LIEEREIEPES
Surs ¥=li 1EMEGT0
Rmt TIancIEAzL ot
E a5 A b
28.22.2000 - ¥ E i
Blis Ligs: WoUNE TRRMISAL BOHOTRT TTE HTHIRRIRS EX STHGEIAR

IL i hershe acpptfled PEak cha mac L duilestad mEsws bon besod
inm=o=ed i Gesrad in accordenze wili chea esndibdoca T Tannn
0f Ean aenbrick ar puscheze czdsp atd. polees mgrmoo silersias sasds
in 217 vermmcen ko cha epecdliescion —siewck Liccsoc a0l it rosks el
yeFaicasance of the cuzsemt Celist dfibes Prarasccpseld, corrank Poed
rherdzal Safer, carsens Burspoan USacTiocpasim ead Soveeak PRasmooop
cf Tapes.

rAslEm I.
WTIROLIIRL Fil i rars

Deplus=z e

wpenifie Grawby -

ANl A T -
Hatec Conkzst L
Ekbrylesy ' J

fnariEy

el e

raawy Hazaln
rgalming Feins
friddzing Cubsbance

Fu.al
LuLie

e dreasica plarEs ooAnack

156

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 201niversitas Indonesia



157

Lampiran 13. Certificate of Analysis gliserin

PT SUMEI ASIH -

DLFMCI!E‘MIQE%_L:{DUSTRT i

CERTITICATE QF ANAT VS

S . v
: GRYCERMNE w 'L‘h
L3025
T I R
- ET IR
MANUFACFLRING TATE = ATIGISL, 2000 &
~ EXFIRYDATE _J'J.ILUH'I' b A
L TI— Epcrifistn Tialts
T Aypann: . Laque Liqriz
I'-(_j:moll}:u:u , LR T L
- Sl (i N 126066 e LaE
= Albafimiy £ Aridisy, g, peme ¢ DS oy LT TH]
<Dy A e Lo, i of 0% MO ERr 035
=Chleriz 1-p 10 b O
~Chkminelef Crmpocds i T Rk Ltaz fkan 12
AR L T LS D Lesribae 2.5
= Hemop Mmaly 5 han Lez fhan 501
= Weidsd Crrieng ) AR L
-Tilaerin AFHA hL) o FES
* Tewl Mevagd i A0S ang TS0

Brkas, Angen i, 30l
W

-

Yt
Gy Asazrpave

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 201niversitas Indonesia



Lampiran 14 Certificate of Analysis Ultrez-20

[ Lubrizol
Tt

| 1%| TRAGE PORT NRIVE
! LOUISWILLE EY &0253
Lizid

apma fed¥a oy Tedahove  TI0 0T

CERTIFICAT
CERAIFICAT IMANALYSE

Certiiicair Keciy

L i fini o iWa. L2 B S 2500 190403

| £m ro Mo, Do Aner:

e o
Defivers .'uL..m'u. de Livvaiisd: BLI4EIT -

Beter Mowomber 13, 2002

0 A ANt de
LUHRIEOL ADVANOED MATERIALS 160
T CHEM AR FTTS0-HEW MILEIRD
200 ACKETT Dy K1

HEW WILFoRS o 057

0" AMALYSIS

ddarerial Headuit:

Lr-Mat1

w Felaiire de Efrmainan;
NEW MILFUSE
Fronmparistian LW de Vékios:

ComnrriwafSe n ke

o Crpiias Mevemter TR, 2000

CARBIPCLY ULTHEZ 20 POLYIMER, B0X

g | T

Bt S, Lar MO
DiTdrs

A, Mate: Beplimizer 02, J_CI'.':'
[ qr Exigine BE

ol ToMeansar- dardie:

eris b e s g

=| TS
RD

P pecil x|

Aintin i Tupi Heiz

- Te . Waulat

ORZOLACD V5, 108 NMUCILEGE & 20 & cF LR (i el] P e ]
Bal-IELLE VIS, 108 WLDR SslT g5 25 O % (44 F) 00
| FRDGFIELE: VIS, Ak INSFIRSDRE & 25 T gl EHEH 2
TLARIY, F TRAMERITTARTE % Lk ) 1230 T3
EIHYL ALETATE % HICA] 0,1
| CCLOHEEANE X T D25 A
TOTAL RFERIALAL SSEVEY & o5 a,x1
WEING TIME fMIELTIR nii 4 1o ]
LN O DENRNG T B Mo rpeied
EAL AS PR AR PG ST 1 PR Mak Fant

Whee aaval walues for Loss on Drplng (2ecel I Jois] wd Hoooy Bioials (neef200 |l\:|$:| are oz given. Lubrizzl
rrd p

Advarmal Mannisy Ine, or
nl predid dud,  Fuaworn fhe
| ypecilzien, resubc ane oo capoited Gn fue O

are ieen onox ek
igaes al Analysis.

A

s
A kL
SAE CA

} I Asprzaad by LEBRGEOL ALY Y AZSURANDE

a:l o b ek

158

Uji aktivitas..., Riani Hapsari Nawawi, FMIPA Ul, 201niversitas Indonesia



	Halaman Judul
	Abstrak
	Daftar Isi
	Bab I
	Bab II
	Bab III
	Bab IV
	Bab V
	Daftar Pustaka
	Lampiran



