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ABSTRAK 

Nama  : Hastri Mahardika 

Program Studi : Farmasi 

Judul  : Uji Penghambatan Tirosinase secara In Vitro serta Stabilitas Fisik  

dan Stabilitas Kimia Sediaan Krim yang Mengandung Asam 

Azelat 

 

Asam azelat (1,7-heptanedicarboxilic acid) merupakan suatu asam dikarboksilat 

yang diduga memiliki aktivitas anti tirosinase dengan menghambat reaksi oksidasi 

l-tirosin dan l-DOPA dalam pembentukan melanin. Penelitian ini dilakukan untuk 

melihat aktivitas asam azelat murni dan krim asam azelat dalam menghambat 

tirosinase. Asam azelat diformulasikan menjadi krim dengan konsentrasi 5 dan 10 

%. Uji kestabilan fisik dan kimia dilakukan dengan penyimpanan sediaan pada 

tiga suhu yang berbeda yaitu suhu 4 ± 2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C. Pengukuran 

penghambatan tirosinase dilakukan dengan pengukuran dopakrom yang terbentuk 

secara in vitro. Hasil uji stabilitas fisik kedua krim asam azelat tidak menunjukkan 

pemisahan fase pada setiap suhu penyimpanan, pada uji mekanik memperlihatkan 

krim tahan pada gaya sentrifugasi selama satu tahun. Hasil uji stabilitas kimia 

menunjukkan bahwa kadar asam azelat yang terkandung didalam krim cenderung 

memperlihatkan penurunan. Hasil pengukuran penghambatan aktivitas tirosinase 

krim asam azelat 5 % dan 10 % berturut yaitu 26,50 % dan 51,54 %. 

Penghambatan aktivitas tirosinase krim mengalami penurunan setelah 

penyimpanan selama dua bulan pada suhu kamar. Krim asam azelat 5 % menurun 

aktivitasnya menjadi 22,44 % dan krim asam azelat 10 % menurun aktivitasnya 

menjadi 46,54 %. Penurunan aktivitas penghambatan tirosinase disebabkan karena 

asam azelat di dalam krim mengalami oksidasi selama penyimpanan.  

 

Kata kunci : penghambatan aktivitas tirosinase, asam azelat, krim, 

stabilitas fisik, stabilitas kimia. 

xvi + 65 hlm : 33 gambar; 11 tabel; 46 lampiran 

Daftar acuan  : 35 (1978-2011) 
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ABSTRACT 

 

Name   : Hastri Mahardika 

Program Study : Pharmacy 

Title : In Vitro Tyrosinase Inhibition Assay, Physical and 

Chemical Stability of Cream with Azelaic Acid 

 

Azelaic acid (1,7-heptanedicarboxilic acid) is a dicarboxylic acid which is have to 

considered activity as tyrosinase inhibitors by inhibit is oxidation of l-tyrosine and 

l-DOPA in mechanism of melanogenesis. The study was conducted to investigate 

the inhibition tyrosinase activity of pure azelaic acid and azelaic acid in cream. 

Azelaic acid was formulated into creams with the concentration of 5 % and 10 %. 

Physical and chemical stability test of cream was conducted with storing the 

creams at three different temperatures, 4 ± 2, 27 ± 2 and 40 ± 2
o
C respectively. 

Tyrosinase inhibitory activity was measured in vitro by measuring dopachrome. 

The result of physical stability test showed no phase separation on storage and 

endure with centrifugation energy in one year. The chemical stability test showed 

that azelaic acid was not stable stored at any temperature. The tyrosinase 

inhibition activity of creams 5 % and 10 % azelaic acid were 26,50 % and 51,54 

% respectively. Tyrosinase inhibition activity of creams decreased after two 

month stored at ambient temperature.  Tyrosinase inhibition activity of cream 5 % 

azelaic acid decreased to 22,44 %, and cream 10 % azelaic acid decreased to 

46,54 %. The decreasing of tyrosinase inhibition activity is caused by azelaic acid 

oxidation in cream. 

 

 

Keyword : tyrosinase inhibition activity, azelaic acid, cream, physical 

stability, chemical stability 

xvi + 65 pages : 33 picture; 11 tables; 46 appendix 
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BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Kulit merupakan suatu organ terluar dari tubuh yang berperan penting 

sebagai pertahanan terhadap bakteri, virus dan agen-agen toksik lainnya. Salah 

satu fungsi utamanya adalah melindungi kulit dari bahaya paparan sinar UV. 

Paparan sinar UV dalam waktu yang lama dengan frekuensi yang sering dapat 

menyebabkan gangguan pada kulit. Sinar UV dapat meningkatkan sintesis 

melanin di kulit dan menyebabkan hiperpigmentasi. 

Hiperpigmentasi merupakan suatu gangguan pada pigmen kulit wajah yang 

umum terjadi karena adanya peningkatan proses melanogenesis yang dapat 

menyebabkan penggelapan dari warna kulit. Selain itu peningkatan sintesis 

melanin secara lokal atau tidak merata dapat menyebabkan pigmentasi lokal atau 

noda hitam pada bagian tertentu dari wajah (Cayce, McMichael & Feldman, 

2004).  

Salah satu cara untuk mencegah atau menghambat pembentukan melanin  

adalah dengan melakukan penghambatan aktivitas tirosinase (Lloyd, Jenna & 

Kammer, 2011). Tirosinase merupakan enzim yang berperan dalam pembentukan 

pigmen kulit dari seseorang karena terlibat dalam proses melanogenesis. 

Tirosinase  berperan sebagai katalis pada dua reaksi yang berbeda yaitu proses 

hidroksilasi tirosin menjadi dihidroksi-fenilalanin (L-DOPA)  dan oksidasi L-

DOPA menjadi DOPA quinon (Fais, et al., 2009). Tirosinase pada jaringan kulit 

diaktivasi oleh radiasi sinar UV matahari sehingga mempercepat produksi 

melanin. Penghambatan pada aktivitas tirosinase memberikan efek yang 

menguntungkan pada beberapa individu, terutama pada kalangan wanita muda 

karena dengan adanya penghambatan tirosinase akan meningkatkan kecerahan 

kulit dengan mengurangi efek penggelapan kulit (Djajadisastra, 2003).  

Saat ini telah banyak ditemukan bahan-bahan kimia baik bahan alam 

maupun sintetik yang memiliki efek dalam menghambat tirosinase. Beberapa 

contoh seperti hidrokuinon, asam kojat dan arbutin merupakan bahan-bahan kimia 
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yang biasa digunakan sebagai kosmetik pencerah kulit. Selain itu, terdapat bahan 

kimia lain yang memiliki potensi sebagai zat aktif pada kosmetik pencerah kulit 

yaitu azelaic acid atau asam azelat. Sebagai pencerah kulit asam azelat bersifat 

selektif dalam menekan pigmentasi kulit yang diinduksi oleh sinar UV. Smit, 

Vicanova & Pavel (2009) menyatakan bahwa asam azelat merupakan suatu agen 

pemutih yang dapat menghambat produksi melanin dan aktivitas tirosinase. Asam 

azelat dalam bentuk produk yang terdapat dipasaran lebih banyak digunakan 

untuk mengobati jerawat, melasma dan rosacea. Sedangkan aplikasinya sebagai 

kosmetik pencerah kulit masih belum banyak dipergunakan sehingga dibutuhkan 

pengembangan dan penelitian lebih lanjut untuk melihat aktivitasnya dalam 

mencerahkan kulit.   

Asam azelat dibuat menjadi suatu sediaan kosmetik yang digunakan sebagai 

pemutih. Bentuk sediaan kosmetik pemutih yang sering digunakan adalah sediaan 

krim, terutama untuk kulit wajah. Bentuk sediaan krim ini memiliki kelebihan 

dibandingkan dengan bentuk sediaan lainnya seperti penyebarannya yang merata 

dan mudah untuk dibersihkan, khususnya krim minyak dalam air (Ansel, 1989). 

Pertimbangan yang penting bagi sediaan farmasi dan kosmetik adalah stabilitas 

dari produk jadi. Sediaan kosmetik yang stabil masih berada dalam batas yang 

dapat diterima selama periode penyimpanan dan penggunaan, yaitu sifat dan 

karakteristiknya sama dengan saat dibuat (Djajadisastra, 2004). Adanya asam 

azelat kemungkinan dapat mempengaruhi kestabilan fisik krim sehingga perlu 

dilakukan uji kestabilan fisik krim. Selain itu selama penyimpanan dan 

penggunaan dapat memungkinkan berkurangnya konsentrasi zat aktif sehingga 

perlu dilakukan uji kestabilan kimia krim.  

 

1.2 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas asam azelat murni dan 

asam azelat dalam sediaan krim dalam menghambat aktivitas tirosinase, serta 

menguji stabilitas fisik dan kimia sediaan krim yang mengandung asam azelat 

tersebut. 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Kulit  

2.1.1 Struktur Kulit 

Kulit merupakan selimut yang menutupi permukaan tubuh dan memiliki 

fungsi utama sebagai pelindung dari berbagai macam gangguan dan 

rangsangan dari luar. Fungsi perlindungan terjadi melalui sejumlah mekanisme 

biologis, seperti pembentukan lapisan tanduk secara terus-menerus, respirasi 

dan pengaturan suhu tubuh, produksi sebum dan keringat, dan pembentukan 

melanin untuk melindungi kulit dari bahaya sinar ultraviolet matahari, sebagai 

peraba dan perasa, serta pertahanan terhadap tekanan dan infeksi dari luar. 

Luas permukaan kulit sekitar 2 m
2
 dengan berat 10 kg jika dengan lemak atau 4 

kg jika tanpa lemak (Tranggono & Latifah, 2007).  

Kulit manusia terdiri atas tiga lapisan, yaitu lapisan epidermis, lapisan 

dermis dan lapisan subkutan. Lapisan epidermis dibentuk dari beberapa lapisan 

sel dengan ketebalan 0,1-1 mm dan berbeda-beda pada tiap bagian tubuh. Dari 

luar ke dalam lapisan epidermis terdiri dari lapisan tanduk (stratum corneum), 

lapisan jernih (stratum lucidum), lapisan berbutir-butir (stratum granulosum), 

lapisan malphigi (stratum spinosum) dan lapisan basal(stratum germinativum). 

Lapisan tanduk terdiri dari beberapa lapis sel yang pipih, mati, tidak memiliki 

inti, tidak mengalami proses metabolisme, tidak berwarna dan sangat sedikit 

mengandung air. Lapisan jernih merupakan lapisan yang tipis, jernih, 

mengandung eleidin, dan lapisan ini terlihat jelas pada telapak tangan dan 

telapak kaki. Pada lapisan berbutir-butir tersusun oleh sel-sel keratinosit yang 

berbentuk poligonal, berbutir kasar dan berinti mengkerut. Lapisan malphigi 

memiliki sel yang berbentuk kubus dan seperti berduri. Intinya besar dan oval. 

Setiap sel berisi filamen-filamen kecil yang terdiri atas serabut protein. 

Sedangkan pada lapisan basal juga terdapat sel-sel melanosit yang tidak 

mengalami keratinisasi dan berfungsi membentuk pigmen melanin (Tranggono 

& Latifah, 2007). 
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Pada lapisan kedua atau lapisan dermis memiliki ketebalan yang lebih 

daripada epidermis. Terbentuk oleh jaringan elastik dan fibrosa padat dengan 

elemen selular, kelenjar dan rambut sebagai adneksa kulit. Lapisan ini terdiri 

atas pars papilaris, bagian yang menonjol ke dalam epidermis berisi ujung 

serabut saraf dan pembuluh darah, dan pars retikularis, bagian bawah dermis 

yang berhubungan dengan lapisan subkutan.  Terdiri atas serabut penunjang 

kolagen, elasrin dan retikulin (Wasitaatmadja, 1997). Lapisan subkutan 

merupakan lapisan paling dalam dari kulit. Merupakan kelanjutan dermis, 

terdiri atas jaringan ikat longgar berisi sel-sel lemak di dalamnya. Sel lemak 

merupakan sel bulat, besar, dengan inti terdesak ke pinggir karena sitoplasma 

lemak yang bertambah.  Tidak ada garis tegas yang memisahkan dermis dan 

subkutan (Wasitaatmadja, 1997) 

 

Gambar 2.1. Struktur kulit (Subowo, 1992) 

 

2.1.2 Fisiologi Kulit 

Kulit memiliki fungsi yang cukup vital bagi tubuh kita, beberapa fungsi 

kulit diantaranya (Wasitaatmadja, 1997): 

a. Fungsi proteksi 

Kulit melindungi bagian dalam tubuh manusia terhadap gangguan fisik 

maupun mekanik, misalnya tekanan, gesekan, tarikan, gangguan kimiawi, 

seperti zat-zat kimia iritan (lisol, karbol, asam atau basa kuat lainnya), 

gangguan panas atau dingin, gangguan sinar radiasi atau sinar ultraviolet, 

gangguan kuman, jamur, bakteri, atau virus. Gangguan fisik dan mekanik 

ditanggulangi dengan adanya bantalan subkutis, tebalnya lapisan kulit, dan 

serabut penunjang yang berfungsi sebagai pelindung bagian luar tubuh. 
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Gangguan sinar ultra violet diatasi dengan sel melanin yang menyerap sebagian 

sinar tersebut. Gangguan kimia ditanggulangi dengan adanya lemak permukaan 

kulit yang berasal dari kelenjar palit kulit yang mempunyai pH 5-6,5. 

b. Fungsi absorbsi 

Kulit yang sehat tidak mudah menyerap air, larutan, maupun benda 

padat. Tetapi cairan yang mudah menguap lebih mungkin mudah diserap kulit, 

begitu pula zat yang larut dalam minyak. Kemampuan absorbsi kulit 

dipengaruhi oleh tebal tipisnya kulit, hidrasi, kelembaban udara, metabolisme, 

dan jenis pembawa zat yang menempel di kulit.  

c. Fungsi ekskresi 

Kelenjar-kelenjar pada kulit mengeluarkan zat-zat yang tidak berguna 

atau sisa metabolisme dalam tubuh misalnya NaCl, urea, asam urat, ammonia, 

dan sedikit lemak. Sebum yang diproduksi kelenjar palit kulit melindungi kulit 

dan menahan penguapan yang berlebihan sehingga kulit tidak menjadi kering. 

d. Fungsi pengindra (sensori) 

Kulit mengandung ujung-ujung saraf sensorik di dermis dan subkutis. 

Badan ruffini yang terletak di dermis menerima rangsangan dingin dan 

rangsangan panas yang diperankan oleh badan Krause. Badan taktil meissner 

yang terletak di papil dermis menerima rangsangan rabaan. Demikian pula 

badan Merkel-Renvier yang terletak di epidermis. 

e. Fungsi pengaturan suhu tubuh (termoregulasi) 

Kulit melakukan peran ini dengan cara mengeluarkan keringat dan 

mengerutkan otot dinding pembuluh darah kulit. Pada suhu tubuh yang 

meningkat, kelenjar kulit mengeluarkan banyak keringat ke permukaan kulit 

dan dengan penguapan keringat tersebut terbuang pula panas tubuh. 

Mekanisme termoregulasi ini diatur oleh sistem saraf simpatis yang 

mengeluarkan zat perantara asetilkolin. 
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f. Fungsi pembentukan pigmen (melanogenesis) 

Sel pembentuk pigmen kulit (melanosit) terletak di lapisan basal 

epidermis. Sel ini berasal dari rigi saraf, jumlahnya 1:10 dari sel basal. Jumlah 

melanosit serta jumlah dan besarnya melanin yang terbentuk menentukan 

warna kulit. Pajanan sinar matahari mempengaruhi produksi melanin. Bila 

pajanan bertambah, produksi melanin akan meningkat. 

g. Fungsi keratinisasi 

Keratinisasi dimulai dari sel basal yang kuboid, bermitosis ke atas 

berubah bentuk menjadi lebih poligonal yaitu sel spinosum, terangkat ke atas 

menjadi lebih gepeng, dan bergranula menjadi sel granulosum. Kemudian sel 

tersebut terangkat keatas lebih gepeng, dan granula serta intinya hilang dan 

akhirnya sampai di permukaan kulit menjadi sel mati, protoplasmanya 

mengering menjadi keras, gepeng, tanpa inti yang disebut sel tanduk. Proses ini 

berlangsung terus-menerus dan berguna untuk fungsi rehabilitasi kulit agar 

dapat melaksanakan fungsinya dengan baik. 

h. Fungsi produksi vitamin D 

Kulit juga dapat membuat vitamin D dari bahan baku 7- 

dihidroksikolesterol dengan bantuan sinar matahari. Namun produksi ini masih 

lebih rendah dari kebutuhan tubuh akan vitamin D dari luar makanan. 

2.1.3 Mekanisme Pigmentasi Kulit 

Warna kulit ditentukan oleh jumlah dan sebaran melanin yang dihasilkan 

oleh melanosom pada melanosit yang memberikan warna coklat pada kulit. 

Selain itu, juga ada beberapa zat lain yang menentukan warna kulit seseorang 

yaitu oxyhemoglobin pemberi warna merah, hemoglobin tereduksi yang 

berwarna merah kebiruan serta  karoten  pemberi warna kuning pada kulit 

(Tranggono & Latifah, 2007).  

Proses pembentukan pigmen melanin terjadi pada butir-butir melanosom 

yang dihasilkan oleh sel-sel melanosit yang terdapat di antara sel-sel basal 

keratinosit di dalam lapisan basal (stratum germinativum). Melalui juluran 

lengan yang dinamakan dendrit, melanosit memberikan melanosom kepada 
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sejumlah sel-sel keratinosit. Melanosom yang terdapat di dalam keratinosit 

berbentuk partikel-partikel padat atau merupakan gabungan dari 3-4 buah 

partikel lebih kecil yang mempunyai membran, dinamakan melanosom 

kompleks (Tranggono & Latifah, 2007). Melanin terbentuk melalui rangkaian 

oksidasi dari asam amino tirosin dengan melibatkan tirosinase. Tirosinase 

menghidroksilasi tirosin menjadi dihidroksi fenilalanin atau DOPA dan 

selanjutnya DOPA mengalami oksidasi yang menghasilkan dopakuinon. 

Dopakuinon diubah menjadi dopakrom melalui autooksidasi sehingga menjadi 

dihidroksi indole (DHI) atau dihidroksi indole carboxy acid (DHICA) untuk 

membentuk eumelanin (pigmen berwarna coklat). Dengan adanya sistein atau 

glutation, dopakuinon diubah menjadi sisteinil dopa, reaksi ini membentuk 

feomelanin (pigmen berwarna kuning) (Parvez et al., 2006). Proporsi jumlah 

eumelanin dan feomelanin ini akan menentukan warna pada kulit yang 

bermacam-macam sehingga kulit manusia tidak hanya hitam atau putih saja. 

Selain hal tersebut warna kulit seseorang dipengaruhi oleh banyak faktor, 

baik dari dalam tubuh maupun luar tubuh. Dari dalam tubuh misalnya faktor 

genetik dan hormonal, faktor genetik ini paling berpengaruh bukan karena 

jumlah sel melanosit yang berbeda, melainkan bergantung pada jumlah dan 

bentuk melanosom. Sedangkan faktor dari luar tubuh seperti sinar matahari, 

makanan, ataupun obat. Perpaduan faktor ini akan menghasilkan warna kulit 

tertentu. 

  

Gambar 2.2. Sintesis Melanin (Jaques) 
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2.2 Asam Azelat 

Asam azelat (1,7-heptanedicarboxilic acid) adalah suatu bahan kimia 

dengan struktur molekul rantai lurus, yang merupakan asam dikarboksilat yang 

terdiri dari sembilan atom karbon. Secara alami asam azelat terdapat pada ragi 

Pityrosporum Ovale, butir-butir padi, susu dan minyak jarak. Asam azelat pada 

ragi dihasilkan dari reaksi peroksidasi lemak bebas dan esterifikasi asam lemak 

ragi (Kim & Uyama, 2005). Selain itu asam azelat juga dapat dihasilkan dari 

oksigenasi asam oleat.  

Formulasi asam azelat topikal memiliki aplikasi yang luas untuk 

mengobati berbagai penyakit, seperti jerawat, hiperpigmentasi, kerontokan 

rambut, kerutan, hiperhidrosis, inflamasi non jerawat dan infeksi. Asam azelat 

bersifat sangat sukar larut dalam pelarut air dimana angka kelarutan asam 

azelat sebesar 2,4 g/L air atau sebesar 0,24 % (w/w). Alkohol merupakan 

pelarut yang baik sebagai pelarut asam azelat seperti metanol dan etanol 

(Mather et al., 1999). 

Asam azelat memiliki efek antibakteri, antiinflamasi dapat menghambat 

keratinisasi pada kulit. Uji secara in vitro, aplikasi asam azelat terhadap dermal 

dapat menghambat Propionibacterium acnes dan Staphylococcus epidermis 

(Bojar et al.,1994). Pada efek antimikotik terhadap variasi dermatophytes dan 

Candida diperlihatkan pada pH 4,8-5,5 pada uji in vitro dengan konsentrasi 

0,5-4 % asam azelat (Brasch & Christophers, 1993). 

Nazzaro-Porro dan Passi (1978) menyatakan bahwa beberapa fraksi 

lemak, yang sebagian besar merupakan asam dikarboksilat dengan atom karbon 

sembilan hingga sebelas, memiliki aktivitas dalam menghambat enzim 

tirosinase secara in vitro. Mereka meyatakan bahwa beberapa asam 

dikarboksilat yang diberikan secara lokal, dapat memberikan efek yang baik 

pada keadaan hiperpigmentasi. Pada kenyataannya, asam azelat sebuah asam 

dikarboksilat, mampu mengobati lentigo maligna dan melanoma. Kerja asam 

azelat dalam menghambat aktivitas tirosinase bersifat reversible dan 

kompetitif. Selain itu asam azelat bersifat selektif dalam memberikan efek 

sebagai pencerah kulit dengan meminimal atau menekan pigmentasi kulit 

(Parvez, 2006). 
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[sumber : Sweetman, 2009] 

Gambar 2.3. Struktur Asam Azelat (telah diolah kembali) 

2.3 Enzim  

Enzim adalah polimer biologis yang mengkatalisis reaksi kimia. Enzim 

yang mengkatalisis perubahan satu atau lebih senyawa (substrat) menjadi satu 

atau lebih senyawa lain (produk) meningkatkan laju reaksinya setidaknya 10
6 

kali dibandingkan jika tidak dikatalisis. Enzim tidak berubah secara permanen 

atau dikonsumsi sebagai konsekuensi dari keikutsertaannya dalam reaksi yang 

bersangkutan (Murray, Granner & Rodwell, 2006). 

2.3.1 Klasifikasi Enzim 

Menurut International Union of Biochemists (IUB), enzim 

dikelompokkan kedalam enam kelas: 

a. Oksidoreduktase, yaitu enzim yang mengkatalisis reaksi oksidasi dan reduksi 

yang terkait dalam transfer elektron 

b. Transferase, yaitu enzim yang mengkatalisis pemindahan atau transfer gugus 

fungsional yang bukan hidrogen antara suatu substrat dengan suatu senyawa 

penerima gugus.  

c. Hidrolase, yaitu enzim yang mengkatalisis reaksi hidrolisis, yaitu reaksi 

pemutusan ikatan kovalen dengan memecah satu molekul air dan 

memasukkan fragmen air ini kepada dua radikal pecahan substrat sehingga 

membentuk dua senyawa produk yang lebih kecil.  

d. Liase, yaitu enzim yang mengkatalisis reaksi yang mengeluarkan suatu gugus 

dari substrat dengan cara yang bukan hidolisis dan menghasilkan ikatan 

rangkap.  

e. Isomerase, yaitu enzim yang mengkatalisis reaksi pembentukan isomer, baik 

isomer optik, geometrik maupun isomer posisi. 
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f. Ligase, yaitu enzim yang kerjanya menghasilkan molekul yang lebih besar 

daripada molekul substrat awal. Enzim ini mengkatalisis reaksi sintesis yang 

pada reaksi terjadi pemecahan ATP atau senyawa sejenisnya.  

Banyak enzim mengandung berbagai molekul non protein kecil dan ion 

logam yang ikut serta secara langsung dalam katalisis atau pengikatan substrat. 

Molekul atau ion ini, yang disebut gugus prostetik, kofaktor dan koenzim. 

Gugus prostetik terintegrasi erat ke dalam struktur enzim. Contohnya antara 

lain adalah piridoksal fosfat, flavin mononukleotida (FMN), tiamin pirofosfat 

biotin dan ion logam Co, Cu, Mg, Mn, dan Zn. Sepertiga enzim mengandung 

ion-ion logam yang terikat erat yang disebut metaloenzim. Kofaktor memiliki 

fungsi serupa dengan gugus prostetik tetapi berikatan secara transien dan 

mudah terlepas dengan enzim atau substrat, misalnya ATP. Kofaktor harus 

terdapat dalam medium di sekitar enzim agar katalis dapat terjadi. Kofaktor 

yang paling umum adalah ion logam. Enzim yang memerlukan kofaktor ion 

logam disebut enzim yang diaktifkan oleh logam atau metal activated enzymes. 

Koenzim berfungsi sebagai pengangkut atau bahan pemindah gugus yang dapat 

di daur ulang dan memindahkan banyak substrat dari tempat pembentukannya 

ke tempat pemakaiannya (Murray, Granner & Rodwell, 2006). 

2.3.2 Mekanisme Kerja Enzim 

Terdapat dua mekanisme yang dapat menjelaskan proses pengikatan 

substrat terhadap enzim, yaitu mekanisme Lock & Key  dan mekanisme 

Induced-Fit. Mekanisme Lock & Key dikemukakan oleh Emil Fischer pada 

tahun 1984 yang mana enzim dan substrat memiliki struktur geometrik tertentu 

yang saling komplemen satu sama lainnya. Model ini mampu menjelaskan sifat 

spesifik dari suatu enzim namun tidak dapat menjelaskan tingkat kestabilan 

yang mampu dicapai oleh kompleks teraktifkan enzim-substrat. Mekanisme 

Induced-Fit dikemukakan oleh Daniel Koshland pada tahun 1958 yang 

merupakan modifikasi dari mekanisme Lock & Key. Dalam mekanisme ini ikut 

dipertimbangkan struktur enzim yang relatif fleksibel dimana bagian sisi aktif 

enzim dapat terus mengalami perubahan ketika mulai terjadi interaksi. Enzim 
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akan menyesuaikan diri dengan geometri dari substrat sehingga pada akhirnya 

kedua geometri molekul yang terlibat saling komplemen.  

2.3.3 Faktor-faktor yang Mempengaruhi Aktivitas Enzim 

2.3.3.1 Suhu 

Reaksi katalis enzim sensitif terhadap perubahan suhu. Peningkatan suhu 

akan meningkatkan laju reaksi baik yang dikatalisis maupun yang tidak 

dikatalisis dengan meningkatkan energi kinetik dan frekuensi tumbukan 

molekul-molekul yang bereaksi. Namun, energi panas juga dapat 

meningkatkan energi kinetik enzim hingga ke suatu titik yang melebihi 

hambatan energi kinetik enzim untuk merusak interaksi nonkovalen. Rantai 

polipeptida enzim kemudian mulai terurai, atau mengalami denaturasi (Murray, 

Granner & Rodwell, 2006). 

2.3.3.2 pH 

Hampir semua laju reaksi yang dikatalisis oleh enzim memperlihatkan 

ketergantungan yang signifikan terhadap pH. Hubungan aktivitas dengan pH 

memperlihatkan keseimbangan antara denaturasi enzim pada pH tinggi atau 

rendah dan efek pada keadaan yang bermuatan dari enzim, substrat, atau 

keduanya (Murray, Granner & Rodwell, 2006). 

2.3.3.3 Konsentrasi Substrat 

Untuk suatu enzim, peningkatan konsentrasi substrat akan meningkatkan 

kecepatan reaksi (V) hingga tercapai kecepatan maksimal (Vmax). Jika 

dilakukan peningkatan konsentrasi substrat lebih lanjut maka tidak akan 

meningkatkan kecepatan reaksi dan enzim dikatakan jenuh karena bagian dari 

active site enzim telah terisi dengan adanya interaksi dengan substrat (Murray, 

Granner & Rodwell, 2006).  

2.3.4 Persamaan Michaelis-Menten 

Persamaan Michaelis-Menten memperlihatkan secara matematis 

hubungan antara kecepatan awal reaksi (Vi) dan konsentrasi substrat [S] yang 

secara matematis diperlihatkan :  
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V = 
Vmax  [S]

Km +[S]
       (2.1)  

Konstanta Michaelis (Km) adalah konsentrasi substrat dengan Vi adalah 

separuh dari kecepatan maksimal (Vmax/2) yang dapat dicapai pada 

konsentrasi tertentu enzim. Oleh karena itu, Km memiliki besaran konsentrasi 

substrat.  

 

[Sumber : Murray, Granner & Rodwell, 2006] 

Gambar 2.4. Kurva pengaruh konsentrasi substrat pada kecepatan awal suatu 

reaksi yang dikatalisis oleh enzim (telah diolah kembali) 

Ketergantungan kecepatan reaksi awal pada [S] dan Km dapat 

diilustrasikan dengan mengevaluasi persamaan Michaelis-Menten dalam tiga 

kondisi : 

a. Bila [S] jauh lebih kecil dari Km atau konsentrasi substrat di bawah 

konsentrasi yang diperlukan untuk menghasilkan separuh-percepatan 

maksimal (nilai Km), maka percepatan awal (Vi), akan bergantung pada 

konsentrasi substrat [S]. Pada gambar 2.4 dapat dilihat sebagai titik A. 

b. Bila konsentrasi substrat [S] jauh melampaui Km, maka percepatan awal Vi, 

merupakan percepatan maksimal (Vmaks). Pada gambar 2.4 dapat dilihat 

sebagai titik C. 

c. Bila konsentrasi substrat sama dengan nilai Km, maka percepatan awal Vi 

separuh dari percepatan maksimal. Pada gambar 2.4 dapat dilihat sebagai 

titik B. 

Pengukuran langsung nilai numerik Vmax dalam menentukan perhitungan 

Km akan membutuhkan konsentrasi substrat yang sangat tinggi untuk mencapai 

kondisi jenuh. Bentuk linier dari persamaan Michaelis-Menten dapat mengatasi 

masalah ini dan memungkinkan Vmax dan Km diekstrapolasikan dari data 
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kecepatan awal yang diperoleh pada konsentrasi substrat yang lebih rendah dari 

pada konsentrasi jenuh. Dimulai pada persamaan :  

V = 
Vmax  [S]

Km +[S]
     (2.2)  

Persamaan dibalik   :   
1

𝑣𝑖
 = 

Km +[S]

Vmax  [S]
      (2.3) 

selanjutnya difaktorkan    :  
1 

vi
=  

Km

Vmax  [S]
+  

[S]

Vmax  [S]
   (2.4) 

dan persamaan disederhanakan menjadi : 

1

vi
=  

Km

Vmax
 

1

[S]
+  

1

Vmax
   (2.5) 

Persamaan diatas adalah persamaan untuk garis lurus, y = ax + b, dengan 

y = 1/vi dan x = 1/[S]. Oleh karena itu plot 1/vi sebagai y yang merupakan 

fungsi dari 1/[S] sebagai x menghasilkan garis lurus yang memotong y pada 

1/Vmax dengan kecuraman Km/Vmax. Plot ini disebut plot timbal balik ganda 

atau plot Lineweaver-Burk. Dengan menempatkan y = 0 pada persamaan diatas 

dan menghitung x maka diperoleh bahwa garis memotong pada -1/Km. 

y = 0  0 = ax + b; maka x = -b/a = -1/Km   (2.6) 

 

[Sumber : Murray, Granner & Rodwell, 2006] 

Gambar 2.5. Kurva Lineweaver-Burk dari 1/Vi terhadap 1/[S] (telah diolah 

kembali) 
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2.3.5 Penghambatan Enzim 

Penghambat atau inhibitor enzim merupakan suatu zat yang dapat 

mengganggu kerja enzim karena dapat berinteraksi dengan molekul enzim baik 

pada sisi aktif enzim  ataupun tidak. Inhibitor menyebabkan aktivitas enzim 

menjadi terhalangi dan juga dapat merubah geometri sisi aktif enzim sehingga 

tidak bisa dimasuki oleh molekul substrat.  

Penghambatan enzim dibedakan menjadi dua tipe yaitu penghambatan 

reversible dan penghambatan irreversible. Penghambatan reversible 

merupakan penghambatan antara suatu inhibitor terhadap sisi aktif enzim 

dimana ikatan diantaranya bersifat reversible dan dapat bebas atau digantikan 

dari enzim. Terdiri dari penghambatan kompetitif dan non kompetitif. 

Penghambatan kompetitif, inhibitor memiliki struktur kimia yang sama dengan 

substrat dan memiliki pengikatan pada sisi aktif yang sama. Sehingga inhibitor 

dan substrat bersaing untuk dapat menduduki sisi aktif dari enzim. Saat 

inhibitor dapat menduduki sisi aktif enzim maka kerja enzim akan terhambat. 

Efek penghambatan dapat diatasi dengan memperbanyak substrat sehingga 

substrat dapat melekat pada sisi aktif enzim. Pada penghambatan non-

kompetitif, inhibitor bereaksi dengan enzim atau kompleks substrat-enzim 

dengan tempat pengikatan inhibitor tidak sama dengan tempat pengikatan 

substrat. Sedangkan pada penghambatan irreversible, ikatan antara inhibitor  

dan enzim terlalu kuat sehingga tidak dapat dilepaskan. Pada umumnya terjadi 

pengikatan secara kovalen dengan gugus fungsional (Bisswanger, 2002). 

Plot Lineweaver-Burk dapat digunakan untuk membedakan antara 

penghambatan kompetitif dan penghambatan nonkompetitif serta 

mempermudah evaluasi konstanta inhibisi. Dilakukan penentuan vi pada 

beberapa konsentrasi substrat baik dengan atau tanpa disertai inhibitor. Untuk 

inhibisi kompetitif, garis yang menghubungkan titik data eksperimen bertemu 

di sumbu y. Karena perpotongan garis di sumbu y sama dengan 1/Vmax, pola ini 

menunjukkan bahwa jika 1/[S] mendekati 0, nilai vi tidak bergantung dengan 

adanya keberadaan inhibitor. Jadi pada inhibisi kompetitif tidak merubah nilai 

1/Vmax tetapi meningkatkan nilai 1/Km. Sedangkan pada inhibisi nonkompetitif, 

pengikatan inhibitor tidak memengaruhi pengikatan substrat, sehingga 
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kompleks EI dan EIS dapat terbentuk. Namun, efisiensinya dapat merubah 

substrat menjadi produk yang tercermin dengan berkurangnya nilai Vmax.  

 

 

[Sumber : Murray, Granner & Rodwell, 2006] 

Gambar 2.6. Kurva Lineweaver-Burk inhibisi kompetitif (a) dan inhibisi non 

kompetitif (b) (telah diolah kembali) 

2.4 Tirosinase  

Tirosinase adalah enzim monooksigenase yang berperan sebagai 

katalisaor pada reaksi hidroksilasi monofenol menjadi bentuk difenol 

(monofenolase) dan oksidasi difenol menjadi quinon (difenolase). Tirosinase 

memainkan peranan penting dalam pembentukan melanin selama proses 

melanogenesis karena tirosinase mampu menghidroksilasi L-tirosin 

(monofenol) menjadi L-DOPA (difenol) dan mengoksidasi L-DOPA menjadi 

dopaquinon (senyawa quinon). Dopaquinon yang terbentuk akan bereaksi 

secara spontan membentuk dopakrom. Perannya dalam proses melanogenesis 

terjadi karena tirosinase memiliki gugus tembaga (Cu) yang merupakan suatu 

active site yang dapat berikatan dengan substrat pada proses pembentukan 

melanin (Ramsden & Riley, 2010). 

Penghambatan terhadap aktivitas tirosinase merupakan salah satu cara 

untuk dapat mencerahkan kulit, karena dengan demikian melanin yang 

dihasilkan akan berkurang. Untuk mengetahui penghambatan aktivitas 

tirosinase sebagai pemutih kulit dapat dilakukan dengan tiga cara. Pertama, uji 

in vivo dengan mengukur warna kulit dan jumlah melanin menggunakan 

instrumen pada kulit yang telah diberikan sediaan. Kedua, uji ex vivo dengan 

menginkubasi kultur epidermis manusia dengan senyawa pemutih lalu 

(a) (b) 
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mengukur banyaknya dendrite yang terbentuk. Ketiga, uji in vitro dengan 

mengukur produk dopakrom. Cara ketiga merupakan cara yang paling mudah 

dilakukan karena tidak menggunakan manusia sebagai subjek atau kultur 

epidermis (Lintner & Sederma, 2010). 

Prinsip kerja dari metode in vitro ini berdasarkan pada adanya produk 

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

Senyawa pemutih kulit akan berkompetisi dengan L-DOPA tersebut untuk 

berikatan dengan enzim tirosinase. Kompetisi tersebut akan mengurangi 

jumlah produk dopakrom yang akan dihasilkan sehingga aktivitas 

penghambatan senyawa pemutih dapat dihitung. Dopakrom yang terbentuk 

akan berwarna jingga tua hingga merah sehingga dapat diukur serapannya 

dengan cara kolorimetri dengan menggunakan alat spektrofotometri UV-Vis 

pada panjang gelombang  maksimum (Lintner & Sederma, 2010).  

Menurut Ozer et al.,(2007), persen inhibisi tirosinase dapat dihitung 

dengan rumus berikut: 

% inhibisi = 
DK−DK′

DK
 x 100 % =  

A−B

A
 x 100 %  (2.7) 

DK   = dopakrom yang terbentuk tanpa adanya inhibitor 

DK’ = dopakrom yang terbentuk dengan adanya inhibitor 

A      = serapan larutan kontrol 

B      = serapan larutan sampel 

Aktivitas penghambatan dari sampel uji ditentukan dengan IC50, yaitu 

konsentrasi dimana sampel uji menghambat aktivitas enzim tirosinase sebesar 

50%.  

2.5 Krim  

Menurut Farmakope Indonesia III, krim adalah sediaan setengah padat, 

berupa emulsi mengandung air tidak kurang dari 60 % dan dimaksudkan untuk 

pemakaian luar (Farmakope Indonesia, 1979). Sedangkan menurut FI IV,  krim 

adalah bentuk sediaan setengah padat mengandung satu atau lebih bahan obat 

terlarut atau terdispersi dalam bahan dasar yang sesuai. Krim dibagi atas dua 

macam, yaitu krim minyak dalam air dan krim air dalam minyak (Farmakope 

Indonesia, 1995).  
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Krim adalah tipe emulsi dari campuran 2 cairan yang tidak bercampur, 

misal minyak dan air, dan dibuat menjadi suatu dispersi yang stabil dengan 

membuat fase pendispersi dan fase terdispersi menjadi satu dengan bantuan 

medium pendispersi. Sebagai sediaan semisolid, krim lebih stabil dan memiliki 

jangkauan yang lebih besar dibanding milky dan oily lotion. Humektan dan air 

juga dapat ditambahkan dalam proporsi dan rentang yang besar. Karena 

fungsinya tersebut, krim sangat penting pada kosmetik perawatan kulit (Rieger, 

2000). 

Basis krim yang digunakan pada basis ini sesuai pada Tabel 2.1 di bawah 

ini:  

Tabel 2.1 Komposisi basis krim 

No. Bahan 
Konsentrasi 

(%) 

 

1 

 

Asam stearat 

 

5 

2 Setil alkohol 3 

3 Isopropil miristat 3 

4 Trieanolamin 0,5 

5 Gliseril monostearat 2 

6 Propilen glikol 15 

7 Metil paraben 0,18 

8 Propil paraben 0,02 

9 BHT 0,1 

10 Alkohol 96 % 5 

11 

 

Aquadest 

 

Ad 100 
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2.5.1 Asam stearat  

 

[sumber : Rowe, Sheskey & Quinn, 2009] 

Gambar 2.7. Struktur asam stearat (telah diolah kembali) 

Asam stearat dalam sediaan topikal digunakan sebagai bahan 

pengemulsi. Dalam pembuatan basis krim netral (anionik), asam stearat 

dinetralisasi dengan penambahan alkali. Bahan ini mudah larut dalam benzen, 

karbon tetraklorida, kloroform, dan eter; larut dalam etanol, heksan, dan 

propilen glikol; dan praktis tidak larut dalam air. Umumnya, bahan ini tidak 

toksik dan tidak menyebabkan iritasi. Titik lelehnya di atas 54
o
C. Konsentrasi 

yang umumnya digunakan dalam sediaan krim adalah sebesar 1-20 % (Rowe, 

Sheskey & Quinn, 2009). 

2.5.2 Setil alkohol  

 

[Sumber : Rowe, Sheskey & Quinn, 2009] 

Gambar 2.8. Struktur setil alkohol (telah diolah kembali) 

Setil alkohol dalam krim digunakan sebagai bahan pengemulsi dan bahan 

pengeras dalam sediaan topikal (krim). Setil alkohol dapat meningkatkan 

viskositas krim dan meningkatkan kestabilan sediaan. Sebagai bahan pengeras, 

konsentrasi umum yang digunakan adalah 2-10 % dan sebagai bahan 

pengemulsi digunakan konsentrasi 2-5 %. Bahan ini sangat mudah larut dalam 

etanol 95 % dan eter. Kelarutannya akan meningkat jika suhunya dinaikkan. 

Titik lelehnya adalah 45-52
o
C (Rowe, Sheskey & Quinn, 2009). 
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2.5.3 Isopropil miristat  

 

[sumber : Rowe, Sheskey & Quinn, 2009] 

Gambar 2.9. Struktur isopropil miristat (telah diolah kembali) 

Isopropil miristat merupakan bahan emolien, yaitu bahan yang dapat 

memberikan rasa halus dan nyaman ketika dipakai pada kulit dan juga 

mengurangi penguapan air dari kulit. Isopropil miristat dapat meningkatkan 

penetrasi kulit. Umumnya bahan ini tidak toksik dan tidak mengiritasi. Bahan 

ini mudah bercampur dengan aseton, kloroform, etanol, etil asetat, lemak, 

toluen, dan wax; praktis tidak larut dalam gliserin, propilen glikol, dan air. 

Titik bekunya adalah 3
o
C dan titik didihnya adalah 140,2

o
C pada tekanan 2 

mmHg (Rowe, Sheskey & Quinn, 2009). 

2.5.4 Trietanolamin (TEA)  

 

[sumber : Rowe, Sheskey & Quinn, 2009] 

Gambar 2.10. Struktur trietanolamin (telah diolah kembali) 

Trietanolamin (TEA) berupa cairan kental jernih berwarna kuning pucat 

sampai tidak berwarna dan berbau amoniak yang samar. Bahan ini banyak 

digunakan pada formulasi sediaan topikal terutama sebagai emulgator. 

Trietanolamin jika dicampurkan dengan asam lemak seperti asam stearat atau 

asam oleat akan membentuk sabun anionik yang dapat berguna sebagai 

pengemulsi untuk membentuk emulsi M/A yang stabil (Rowe, Sheskey & 

Quinn, 2009). 
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2.5.5 Gliseril monostearat  

 

[sumber : Rowe, Sheskey & Quinn, 2009] 

Gambar 2.11. Struktur gliseril monostearat (elah diolah kembali) 

Gliseril monostearat dapat digunakan sebagai bahan pengemulsi 

nonionik, emolien, penstabil, pelarut, dan sebagai plasticizer dalam produk 

makanan, farmasetika, dan kosmetik. Bahan ini larut dalam etanol panas (95 

%), eter, kloroform, aseton panas, dan minyak mineral; praktis tidak larut 

dalam air. Umumnya, bahan ini tidak toksik dan tidak menyebabkan iritasi. 

Sebagai bahan pengemulsi tunggal digunakan sebesar 5-20 % dari basis krim. 

Tidak lelehnya adalah 55-60
o
C (Rowe, Sheskey & Quinn 2009). 

2.5.6 Propilen glikol  

 

[sumber : Rowe, Sheskey & Quinn, 2009] 

Gambar 2.12. Struktur propilen glikol (telah diolah kembali) 

Propilen glikol berupa cairan kental, tidak berwarna, tidak berbau, rasa 

agak manis, dan higroskopik. Bahan ini dapat bercampur dengan air, etanol 95 

%, aseton, kloroform, larut dalam 6 bagian eter, tetapi tidak dapat bercampur 

dengan minyak lemak. Propilen glikol digunakan sebagai humektan dengan 

konsentrasi hampir 15 % (Rowe, Sheskey & Quinn, 2009). 
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2.5.7 Propil paraben  

 

[Sumber : Rowe, Sheskey & Quinn, 2009] 

Gambar 2.14. Struktur propil paraben (telah diolah kembali) 

Propil paraben digunakan sebagai bahan pengawet. Aktivitas antimikroba 

ditunjukkan pada pH antara 4-8. Bahan ini secara luas digunakan sebagai 

bahan pengawet dalam kosmetik, makanan, dan produk farmasetika. 

Penggunaan kombinasi paraben dapat meningkatkan aktivitas antimikroba. 

Bahan ini sangat larut dalam aseton, eter, dan minyak; mudah larut dalam 

etanol dan metanol; sangat sedikit larut dalam air. Titik didihnya adalah 295
o
C 

(Rowe, Sheskey & Quinn, 2009). 

 

2.5.8 Metil paraben  

 

[sumber : Rowe, Sheskey & Quinn, 2009] 

Gambar 2.15. Struktur metil paraben (telah diolah kembali) 

Metil paraben dalam formulasi farmasetika, produk makanan, dan 

terutama dalam kosmetik biasanya digunakan sebagai bahan pengawet. Bahan 

ini dapat digunakan sendiri maupun dikombinasi dengan jenis paraben lain. 

Efektifitas pengawet ini berada pada rentang pH 4-8. Dalam sediaan topikal, 

konsentrasi yang umum digunakan adalah 0,02-0,3 %. Bahan ini sukar larut 

dalam air, larut dalam air panas, etanol 95 %, eter (1:10), dan metanol (Rowe, 

Sheskey & Quinn, 2009). 

Uji penghambatan..., Hastri Mahardika, FMIPA UI, 2012

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 



22 
 

Universitas Indonesia 

2.5.9 Butilhidroksitoluen 

 

[sumber : Rowe, Sheskey & Quinn, 2009] 

Gambar 2.16. Struktur butilhidroksitoluen (telah diolah kembali) 

Butilhidroksitoluen berbentuk padatan kristalin atau serbuk dengan 

warna putih atau kuning pucat. Senyawa ini banyak digunakan pada formulasi 

sebagai antioksidan. Senyawa ini terutama digunakan untuk memperlambat 

atau mencegah oksidasi dari fase lemak dan minyak. Pada sediaan topikal, 

bahan ini biasa digunakan sebesar 0,0075-0,1 %. (Rowe, Sheskey & Quinn 

2009). 

 

2.6 Stabilitas Krim 

Stabilitas didefinisikan sebagai kemampuan suatu produk obat atau 

kosmetik untuk bertahan dalam spesifikasi yang diterapkan sepanjang periode 

penyimpanan dan penggunaan untuk menjamin identitas, kekuatan, kualitas, 

dan kemurnian produk. Sedangkan definisi sediaan kosmetik yang stabil adalah 

suatu sediaan yang masih berada dalam batas yang dapat diterima selama 

periode waktu penyimpanan dan penggunaan, dimana sifat dan 

karakteristiknya sama dengan yang dimilikinya pada saat dibuat. Sediaan 

kosmetik tidak dapat diterima lagi karena adanya perubahan fisika, perubahan 

kimia dan perubahan kandungan mikroorganisme (Djajadisastra, 2004). 

 

2.6.1 Stabilitas Fisik 

Ketidakstabilan fisika dari sediaan ditandai dengan adanya pemucatan 

warna atau munculnya warna, timbul bau, perubahan, atau pemisahan fase, 

pecahnya emulsi, pengendapan  suspensi atau caking, perubahan konsistensi, 

pertumbuhan kristal, terbentuknya gas, dan perubahan fisik lainnya. Kestabilan 
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dari suatu emulsi ditandai dengan tidak adanya penggabungan fase dalam, 

tidak adanya creaming, dan memberikan penampilan, bau, warna, dan sifat-

sifat fisik lainnya yang baik (Martin, Swarbick, dan Cammarata, 1993). 

Ketidakstabilan fisik suatu emulsi atau suspensi dapat dipengaruhi oleh faktor-

faktor yang mempengaruhi kestabilan kimia dari bahan pengemulsi 

(emulgator), suspending agent, antioksidan, pengawet, dan bahan aktif 

(Djajadisastra, 2004). 

Gejala-gejala yang menjadi indikator terjadinya kerusakan emulsi antara 

lain (Djajadisastra, 2004; Martin, Swarbick, dan Cammarata, 1993): 

a. Creaming, merupakan proses pada emulsi dengan partikel yang kurang rapat 

cenderung ke atas permukaan sehingga terjadi pemisahan menjadi dua 

emulsi. 

b. Flokulasi, merupakan penggabungan globul yang bergantung pada gaya 

tolak menolak elektrostatis (zeta potential). 

c. Koalesen atau penggumpalan, merupakan proses dimana tetesan dua fase 

internal mendekat dan berkombinasi membentuk partikel yang lebih besar. 

d. Inversi, merupakan peristiwa dimana fase eksternal menjadi fase internal 

atau sebaliknya. 

Untuk memperoleh nilai kestabilan suatu sediaan farmasetika atau 

kosmetik dalam waktu yang singkat, maka dapat dilakukan uji stabilitas 

dipercepat. Pengujian ini dimaksudkan untuk mendapatkan informasi yang 

diinginkan pada waktu sesingkat mungkin dengan cara menyimpan sampel 

pada kondisi yang dirancang untuk mempercepat terjadinya perubahan yang 

biasanya terjadi pada kondisi normal. Jika hasil pengujian suatu sediaan pada 

uji dipercepat selama 3 bulan diperoleh hasil yang stabil, hal itu menunjukkan 

bahwa sediaan tersebut stabil pada penyimpanan suhu kamar selama setahun. 

Pengujian yang dilakukan pada uji dipercepat antara lain (Djajadisastra,2004): 

a. Suhu yang dinaikkan 

Setiap kenaikan suhu 10
o
C akan mempercepat reaksi 2 sampai 3 kalinya, 

namun secara praktis cara ini agak terbatas karena kenyataannya suhu yang 
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jauh di atas normal akan menyebabkan perubahan yang tidak pernah terjadi 

pada suhu normal. 

b. Cycling test 

Uji ini dilakukan untuk menguji produk terhadap kemungkinan 

mengalami kristalisasi dan untuk menguji emulsi dan krim sebagai indikator 

kestabilan emulsi. Uji ini dapat mendorong pertumbuhan partikel dan bisa 

menunjukkan keadaan yang mungkin terjadi di masa yang akan datang. 

Cycling test dilakukan dengan cara menaruh sediaan pada suhu 4º
 
C selama 24 

jam lalu dikeluarkan dan kemudian dipindahkan ke dalam oven dengan suhu 

40º C selama 24 jam. Perlakuan ini adalah satu siklus dan percobaan ini 

diulang sebanyak enam siklus.  

c. Uji mekanik (uji sentrifugasi) 

Tujuan dilakukan uji sentrifugasi adalah untuk mengetahui terjadinya 

pemisahan fase dari emulsi. Sampel disentrifugasi pada kecepatan 3800 rpm 

selama 5 jam atau 5000-10000 rpm selama 30 menit. Hal ini dilakukan karena 

perlakuan tersebut sama dengan besarnya pengaruh gaya sentrifugasi pada 

kecepatan tinggi cenderung dapat mengubah bentuk globul fase internal yang 

terdispersi dan memicu terjadinya koalesens.  

 

Parameter-parameter yang digunakan dalam uji kestabilan fisik adalah: 

a. Organoleptis atau penampilan fisik 

Pemeriksaan ini bertujuan untuk mengamati adanya perubahan atau 

pemisahan emulsi, timbulnya bau atau  tidak, dan perubahan warna. 

b. Penentuan viskositas dan sifat alir 

Viskositas suatu sediaan dipengaruhi oleh zat pengental, surfaktan, 

proporsi fase terdispersi, dan ukuran partikel. Penurunan viskositas dipengaruhi 

oleh peningkatan ukuran globul dan begitu juga sebaliknya (Eckmann et al., 

2000). Secara umum kenaikan viskositas dapat meningkatkan kestabilan 

sediaan (berdasarkan Hukum Stokes) (Martin, Swarbick, Cammarata, 1993). 
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c. Ukuran partikel 

Krim merupakan suatu sistem yang mempunyai energi bebas pada 

permukaan partikel terdispersinya. Partikel tersebut berenergi tinggi dan 

cenderung mengelompok kembali. Perubahan dalam ukuran partikel rata-rata 

atau distribusi ukuran globul merupakan tolak ukur penting untuk 

mengevaluasi emulsi, dimana pada emulsi keruh diameter globul berkisar 

antara 0,1-10 µm. Ukuran partikel merupakan indikator utama kecenderungan 

terjadinya creaming atau breaking. Terdapat hubungan antara ukuran partikel 

dengan viskositas, dimana kenaikan viskositas akan meningkatkan stabilitas 

sediaan (berdasarkan hukum Stokes). Semakin tinggi viskositas, maka semakin 

kecil ukuran partikel dan semakin besar volume rasio (Martin, Swarbrick, dan 

Cammarata, 1993). 

d. Pemeriksaan pH 

Krim sebaiknya memiliki pH yang sesuai dengan pH kulit, yaitu 4,5-6,5 

karena jika krim memiliki pH yang terlalu basa maka dapat menyebabkan kulit 

menjadi bersisik, sedangkan jika pH terlalu asam maka yang terjadi adalah 

menimbulkan iritasi kulit. 

e. Pengukuran konsistensi 

Konsistensi adalah karakteristik fisik yang penting pada suatu sediaan 

semi solid. Pengukuran konsistensi untuk sediaan kosmetik seperti krim 

dilakukan dengan menggunakan penetrometer bentuk cone. 

 

2.6.2 Stabilitas Kimia 

Ketidakstabilan kimia sediaan ditandai dengan berkurangnya konsentrasi 

zat aktif karena terjadi reaksi atau interaksi kimia, rusaknya eksipien karena 

hidrolisis dan reaksi sejenis, serta pembentukan senyawa lain. Selama masa 

penyimpanan sediaan obat dapat terjadi beberapa reaksi yang dapat 

mempengaruhi stabilitas kimianya, yaitu : 

a. Reaksi hidrolisis 

Merupakan reaksi penguraian oleh air yang dapat dikatalisis oleh ion 

hidrogen (asam) atau ion hidroksil (basa).  
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b. Reaksi oksidasi 

Merupakan reaksi penguraian obat yang meliputi hilangnya atau 

penambahan suatu atom elektronegatif, radikal atau elektron. 

c. Reaksi isomerisasi 

Merupakan reaksi perubahan suatu zat kimia menjadi isomer optis atau 

geometrisnya. Komposisi kimia dari obat akan tetap sama tetapi aktivitas 

biologis dari isomer-isomernya bisa berbeda. 

d. Reaksi polimerisasi 

Polimerisasi terjadi bila obat bergabung membentuk molekul primer yang 

rumit atau kompleks yang strukturnya yang diikuti oleh hilangnya aktivitas 

biologis. 

Ketidakstabilan kimia dapat dilihat dengan melakukan penetapan kadar 

zat aktif secara berkala. Asam azelat dapat ditetapkan kadarnya dengan 

beberapa metode, yaitu dengan metode Differential scanning calorimeter, X-

ray diffractometry, GC-MS, GLC, RP-HPLC, LC-methods dan 

spektrofotometri secara tidak langsung. 

Penetapan kadar asam azelat dalam sediaan ditetapkan secara 

spektofotometri secara tidak langsung dimana asam azelat terlebih dahulu 

direaksikan dengan metilen biru. Metode ini dipilih karena pada beberapa 

metode memerlukan waktu yang cukup lama sehingga pelaksanaannya tidak 

efisien.  

Asam azelat dengan gugus molekul yang sederhana dan tidak memiliki 

gugus kromofor dapat direaksikan terlebih dahulu dengan metilen biru pada 

pelarut metanol. Pelarut metanol dipilih karena dapat melarutkan asam azelat 

dengan sempurna.  Sebagai bahan pengekstrak digunakan kloroform dan juga 

dapar ammonium klorida pH 9,8. Larutan sampel diukur serapannya pada 

panjang gelombang 655 nm (Kishore, Jayaprakash, & Reddy, 2010). 
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BAB 3 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasetika dan Kimia 

Kuantitatif, Departemen Farmasi Universitas Indonesia dari bulan Februari 

sampai dengan Mei 2012.  

3.2 Alat 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer 

UV-Vis – 1601 (Shimadzu, Jepang), pH meter tipe 510 (Eutech Instrument, 

Singapura), penetrometer (Herzoo, Jerman), mikroskop optik (Nikon model 

Eclipse E 200, Jepang), homogenizer (Omni-Multimix Inc., Malaysia), 

sentrifugator (Kubota 5100, Jepang), oven (Memmert, Jerman), penangas air 

(Memmert, Hongkong), timbangan analitik tipe 210-LC (Adam, Amerika 

Serikat), mikropipet Eppendorf (Socorex, Switzerland) dan alat-alat gelas. 

3.3 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tirosinase dari jamur 

Agaricus bisporus (Sigma, Amerika Serikat), L-DOPA (Sigma, Amerika 

Serikat), asam azelat (Sigma, Amerika Serikat), kalium dihidrogen fosfat 

(Merck, Indonesia), dikalium hidrogen fosfat (Merck, Indonesia), metanol 

(Mallinckrodt, Swedia), asam askorbat (Brataco, Indonesi), asam stearat 

(Brataco, Indonesia), setil alkohol (Brataco, Indonesia), isopropil miristat 

(Cognis, Indonesia), trietanolamin (Brataco, Indonesia), gliseril monostearat 

(Cognis, Indonesia), metilparaben (Brataco, Indonesia), propilparaben 

(Brataco, Indonesia), butilhidroksitoluen (Brataco, Indonesia), propilen glikol 

(Brataco, Indonesia), metilen biru (Merck Indonesia), ammonium klorida 

(Mallinckrodt, Swedia) dan ammonium hidroksida (Merck, Indonesia) 
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3.4 Cara Kerja 

3.4.1 Formulasi dan Pembuatan Krim 

Persentase komposisi bahan krim dapat dilihat seperti pada tabel berikut : 

Tabel 3.1. Persentase komposisi bahan dalam krim 

Bahan Formula A 

(%) 

Formula B 

(%) 

Asam Azelat 5 10 

Asam stearat 5 5 

Setil alkohol 3 3 

Isopropil miristat 3 3 

Trieanolamin 0,5 0,5 

Gliseril monostearat 2 2 

Propilen glikol 15 15 

Metil paraben 0,18 0,18 

Propil paraben 0,02 0,02 

BHT 0,1 0,1 

Alkohol 96 % 5 5 

Aquadest Ad 100 Add 100 

Semua bahan dalam formulasi disiapkan sesuai dengan jumlah yang 

dibutuhkan. Aquadest dipanaskan untuk melarutkan bahan-bahan yang larut air 

yaitu trietanolamin dan metil paraben. Bahan-bahan yang larut dalam miyak 

berada dalam fase minyak yang meliputi asam stearat, setil alkohol, isopropil 

miristat, gliseril monostearat, propil paraben dan butil hidroksi toluen. Semua 

bahan tersebut dipanaskan pada suhu 70
o
C hingga melebur. Campuran fase 

minyak yang telah bercampur dengan fase air lalu diaduk dengan homogenizer 

pada suhu 70
o
C dengan kecepatan 3000 rpm. Asam azelat dilarutkan dengan 

alkohol 96 % dan  propilenglikol. Larutan asam azelat dimasukkan ke dalam 

basis krim, campuran lalu diaduk kembali dengan homogenizer selama 10 

menit hingga terbentuk krim yang homogen. Krim yang dihasilkan kemudian 

disimpan dalam wadah tidak tembus cahaya.  
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3.4.2 Evaluasi Fisik Sediaan Krim 

Evaluasi dari masing-masing sediaan dilakukan untuk pengamatan 

organoleptis, homogenitas, pengukuran pH, sifat aliran, konsistensi, dan 

diameter globul.  

3.4.2.1 Pengamatan organoleptis 

Pengamatan organoleptis dilakukan dengan memeriksa warna, bau dan 

adanya pemisahan fase pada krim yang dibuat. 

3.4.2.2 Pengamatan homogenitas 

Pengamatan homogenitas dilakukan dengan mengamati sebaran partikel 

krim yang dijepit dengan dua kaca objek. Dari sebaran tersebut dapat dilihat 

apakah krim yang dibuat homogen atau tidak. 

3.4.2.3 Pengukuran pH 

Pengukuran pH dilakukan menggunakan alat pH meter yang terlebih 

dahulu dikalibrasi dengan larutan dapar standar pH 7 dan 4. Kemudian eletroda 

dicelupkan ke dalam sediaan dan nilai pH akan muncul di layar.  

3.4.2.4 Pengukuran viskositas dan sifat alir 

Sifat alir ditentukan dengan mengukur viskositas dengan viskometer 

Brookfield dimana nomor spindel yang digunakan spindel 6 dan dicelupkan 

dalam beaker glass yang berisi krim. Kecepatan alat dipasang beragam yaitu 2; 

2,5; 5; 10; 20 rpm dan kemudian dibalik menjadi 10; 5; 2,5; dan 2 rpm. 

Pembacaan skala dengan mengamati jarum merah di posisi stabil pada setiap 

kecepatan. Sifat alir dapat diperoleh dengan membuat kurva shearing stress 

berbanding dengan rate of shear. Pemeriksaan sifat alir dilakukan pada minggu 

ke-0 dan minggu ke-8 dengan penyimpanan pada suhu kamar. 

3.4.2.5 Pemeriksaan konsistensi 

Sediaan yang akan diperiksa dimasukkan ke dalam wadah khusus dan 

diletakkan pada meja penetrometer. Peralatan diatur hingga ujung kerucut 

menyentuh bayang permukaan krim yang dapat diperjelas dengan 

menghidupkan lampu. Batang pendorong dilepas dengan mendorong tombol 
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start. Angka penetrasi dibaca lima detik setelah kerucut menembus sediaan. 

Dari pengukuran konsistensi dengan penetrometer akan diperoleh yield value. 

Pemeriksaan konsistensi dilakukan pada minggu ke-0 dan minggu ke-8 dengan 

penyimpanan pada suhu kamar. 

3.4.2.6 Pengukuran diameter globul rata-rata 

Pengukuran ini dilakukan dengan memfoto krim dengan menggunakan 

mikroskop optik pada perbesaran 40 atau 1000 kali sehingga dapat dihitung 

ukuran globul emulsi dan distribusi ukurannya. 

3.4.3 Uji Stabilitas Fisik (Djajadisastra, 2004) 

3.4.3.1 Uji stabilitas pada suhu 4 ± 2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C 

Formulasi krim disimpan pada suhu 4 ± 2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C dan 

diukur parameter-peremeter kestabilannya seperti bau, warna, pH, dan 

diameter globul dievaluasi selama 8 minggu dengan pengamatan setiap 2 

minggu. 

3.4.3.2 Cycling test 

Sampel krim disimpan pada suhu 4 ± 2º
 

C selama 24 jam, lalu 

dipindahkan ke dalam oven yang bersuhu 40 ± 2º
 
C selama 24 jam (satu 

siklus). Uji dilakukan sebanyak 6 siklus kemudian diamati adanya pemisahan 

fase dan atau adanya kristalisasi. 

3.4.3.3 Uji mekanik (centrifugal test) 

Sampel krim dimasukkan ke dalam tabung sentrifugasi kemudian 

dimasukkan ke dalam alat sentrifugator dan disentrifugasi pada kecepatan 3800 

rpm selama 5 jam. setelah disentrifugasi, diamati apakah terjadi pemisahan 

antara fase minyak dengan fase air.  
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3.4.4 Uji Stabilitas Kimia 

Krim asam azelat diuji kestabilan kimianya dengan melakukan penetapan 

kadar asam azelat yang terdapat di dalam krim secara berkala. Sampel krim 

disimpan selama 8 minggu pada tiga kondisi suhu, yaitu pada suhu 4 ± 2, 27 ± 

2 dan 40 ± 2
o
C. Kadar asam azelat di dalam krim ditentukan dengan 

pengamatan setiap 4 minggu. 

3.4.4.1 Pembuatan kurva kalibrasi asam azelat 

Asam azelat ditimbang seksama sebanyak 10 mg, kemudian dilarutkan 

dengan metanol dalam labu ukur 100,0 mL. Volume dicukupkan hingga garis 

batas dan dihasilkan larutan dengan konsentrasi 100 ppm. Dibuat pengenceran 

larutan 100 ppm dengan memipet 25,0 mL larutan yang dimasukkan ke dalam 

labu ukur 100,0 mL dan dihasilkan larutan dengan konsentrasi 25 ppm. Dari 

larutan 25 ppm kemudian dibuat beberapa variasi konsentrasi dengan memipet 

larutan sebesar 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; dan 6,0 mL, dan masing-masing 

dimasukkan ke dalam labu ukur 10,0 mL. Dihasilkan variasi konsentrasi 

larutan, yaitu 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; dan 15 ppm. Masing-masing larutan 

selanjutnya direaksikan dengan larutan metilen biru. Larutan dimasukkan ke 

dalam corong pisah, kemudian ditambahkan 1,0 mL larutan metilen biru, 1,0 

mL larutan dapar amonium klorida pH 9,8 dan 10 mL kloroform. Dilakukan 

pengocokan larutan selama ± 2 menit dan diambil lapisan kloroformnya. 

Lapisan kloroform yang diambil diukur serapannya dengan spektrofotometer 

UV-Vis pada panjang gelombang 655 nm dan dihitung persamaan regresi 

liniernya . 

3.4.4.2 Penetapan kadar asam azelat dalam sediaan krim 

Krim asam azelat ditimbang seksama sebanyak kurang lebih 500 mg 

untuk krim A dan kurang lebih 250 mg untuk krim B, kemudian krim di 

ekstraksi dengan metanol dan di sentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm selama 

40 menit. Setelah sentrifugasi, larutan supernatan dimasukkan kedalam labu 

ukur 25,0 mL dan volume dicukupkan dengan metanol hingga batas dan 

dihasilkan larutan 1000 ppm. Dilakukan beberapa kali pengenceran larutan 

1000 ppm dan dihasilkan larutan 10 ppm. Larutan dimasukkan ke dalam 
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corong pisah, kemudian ditambahkan 1,0 mL larutan metilen biru, 1,0 mL 

larutan dapar amonium klorida pH 9,8 dan 10 mL kloroform. Selanjutnya 

dilakukan pengocokan larutan selama ± 2 menit dan diambil lapisan 

kloroformnya. Lapisan kloroform yang diambil diukur serapannya dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 655 nm dan kadarnya 

dihitung dengan menggunakan persamaan kurva kalibrasi. Penetapan kadar 

asam azelat dilakukan sebanyak dua kali (duplo) agar didapatkan hasil yang 

lebih tepat. 

3.4.5 Pembuatan Larutan Pereaksi 

3.4.5.1 Pembuatan larutan dapar fosfat 

a. Pembuatan larutan Dikalium Hidrogen Fosfat (K2HPO4) 1 M 

Larutan Dikalium Hidrogen Fosfat dibuat dengan cara menimbang 8,71 

gr K2HPO4 yang dilarutkan dalam air demineralisata bebas CO2 dan volume 

dicukupkan hingga 50 mL. 

b. Pembuatan larutan Kalium Dihidrogen Fosfat (KH2PO4) 1 M 

Larutan Kalium Dihidrogen Fosfat dibuat dengan cara menimbang 6,80 

gr KH2PO4 yang dilarutkan dalam air demineralisata bebas CO2 dan volume 

dicukupkan hingga 50 mL.  

c. Pembuatan Dapar Fosfat 50 mM pH 6,5 

Pembuatan 400 mL Dapar Fosfat 50 mM pH 6,5 dibuat dengan cara 

mencampurkan 5,56 mL K2HPO4 dan 14,44 mL KH2PO4 yang dilarutkan 

dalam air demineralisata bebas CO2 dan volume larutan dicukupkan hingga 

400 mL. Selanjutnya pH larutan diperiksa dengan menggunakan pH meter.  

3.4.5.2 Pembuatan larutan L-DOPA 2,5 mM  

L-DOPA ditimbang seksama sebanyak 12,4 mg, kemudian dilarutkan 

dengan dapar fosfat 50 mM pH 6,5 dalam labu ukur 25,0 mL dan volume 

larutan dicukupkan hingga batas. Pada saat preparasi hingga uji penghambatan 

tirosinase dilakukan, larutan dihindarkan dari cahaya.  
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3.4.5.3 Pembuatan larutan tirosinase 

Tirosinase ditimbang seksama sebanyak 1,27 mg kemudian dilarutkan 

dengan dapar fosfat 50 mM pH 6,5 dan volume dicukupkan hingga 10,0 mL. 

Tirosinase yang terlarut memiliki aktivitas 240 unit/mL. Setelah preparasi 

hingga uji penghambatan tirosinase, larutan disimpan pada suhu rendah (2-

8
o
C). 

3.4.5.4 Pembuatan larutan metilen biru 

Larutan metilen biru yang dibuat dengan konsentrasi 0,2 % dimana 

metilen biru ditimbang sebanyak 200 mg dan dilarutkan dengan aquadest dan 

volume larutan dicukupkan hingga 100 mL. 

3.4.5.5 Pembuatan larutan dapar amonium klorida pH 9,8 

Untuk menyiapkan 100 mL dapar amonium klorida, amonium klorida 

ditimbang seksama sebanyak 7,0 gram, kemudian dilarutkan dalam aquadest. 

Larutan tersebut ditambahkan larutan NH4OH sebanyak 6,8 mL dan volume 

dicukupkan hingga 100 mL. Selanjutnya pH larutan diperiksa dengan 

menggunakan pH meter. 

3.4.6 Uji Pendahuluan Enzim 

3.4.6.1 Pengukuran panjang gelombang maksimum 

Untuk menentukan panjang gelombang maksimum, 2700 µL larutan 

dapar fosfat 50 mM (pH 6,5) dan 800 µL larutan L-DOPA dipipet kedalam 

tabung reaksi. Larutan diinkubasi pada suhu kamar selama 10 menit. Kemudian 

ditambahkan 500 µL larutan tirosinase kedalam tabung reaksi dan inkubasi 

kembali pada suhu kamar selama 25 menit. Serapan diukur dengan 

spektrofotometer UV-Vis untuk memperoleh serapan maksimum. 

3.4.6.2 Optimasi konsentrasi subtrat L-DOPA 

Larutan dapar fosfat 50 mM pH 6,5 sebanyak 2700 µL dimasukkan 

kedalam 4 tabung reaksi, lalu ditambahkan masing-masing 800 µL larutan 

substrat L-DOPA dengan konsentrasi 1; 2; 2,5 dan 3 mM dan di inkubasi pada 

suhu kamar selama 10 menit. Selanjutnya ditambahkan larutan 500 µL larutan 
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tirosinase, dihomogenkan menggunakan vortex mixer dan diinkubasi kembali 

pada suhu kamar selama 25 menit. Serapan diukur dengan spektrofotometer 

UV-Vis pada panjang gelombang 478,5 nm. 

3.4.6.3 Optimasi pH larutan dapar fosfat 

Larutan dapar fosfat 50 mM pH  6,2; 6,5; 6,8; dan 7,0 sebanyak 2700 µL, 

masing-masing dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Lalu masing-masing 

tabung reaksi ditambahkan 800 µL larutan L-DOPA 2,5 mM dan di inkubasi 

pada suhu kamar selama 10 menit. Selanjutnya ditambahkan larutan 500 µL 

larutan tirosinase, dihomogenkan menggunakan vortex mixer dan diinkubasi 

kembali pada suhu kamar selama 25 menit. Serapan diukur dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 478,5 nm. 

3.4.7 Penentuan tipe penghambatan tirosinase oleh asam azelat 

Tipe penghambatan tirosinase oleh asam azelat ditentukan dengan 

membandingkan kurva Lineweaver-Burk L-DOPA dengan dan tanpa inhibitor 

atau penghambat. 

a. Tanpa penghambat 

Siapkan larutan L-DOPA 2,5 mM, larutan dapar fosfat 50 mM pH 6,5, 

larutan tirosinase (240 unit/mL), dan 4 tabung reaksi. Masing-masing tabung 

reaksi terdiri dari :  

Tabel 3.2. Komposisi larutan reaksi Kurva Lineweaver-Burk tanpa 

penghambat  

Bahan  

Tabung (µL) 

1 2 3 4 

Larutan dapar 

fosfat 
3000 2800 2700 2500 

L-DOPA 500 700 800 1000 

Tirosinase 500 500 500 500 
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Larutan dapar fosfat dan L-DOPA dipipet dan dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi, kemudian diinkubasi pada suhu kamar selama 10 menit. Setelah 

itu ditambahkan larutan tirosinase ke dalam tabung reaksi, dihomogenkan 

menggunakan vortex mixer dan inkubasi kembali selama 25 menit pada suhu 

kamar. Kemudian diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang 478,5 nm. 

b. Dengan penghambat 

Siapkan larutan L-DOPA 2,5 mM, larutan dapar fosfat 50 mM (pH 6,5), 

larutan penghambat (asam azelat) 50 ppm, larutan tirosinase (240 unit/mL) dan 

4 tabung reaksi. Masing-masing tabung reaksi terdiri dari :  

Tabel 3.3. Komposisi larutan reaksi Kurva Lineweaver-Burk dengan 

penghambat 

Bahan  

Tabung (µL) 

1 2 3 4 

Larutan dapar 

fosfat 
2800 2600 2500 2300 

L-DOPA 500 700 800 1000 

Tirosinase 500 500 500 500 

Penghambat 200 200 200 200 

Larutan dapar fosfat, L-DOPA dan penghambat dipipet dan dimasukkan 

ke dalam tabung reaksi, kemudian diinkubasi pada suhu kamar selama 10 

menit. Setelah itu ditambahkan larutan tirosinase ke dalam tabung reaksi, 

dihomogenkan menggunakan vortex mixer dan inkubasi kembali selama 25 

menit pada suhu kamar. Kemudian diukur serapannya dengan spektrofotometer 

UV-Vis pada panjang gelombang 478,5 nm. 
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3.4.8 Uji penghambatan tirosinase (IC50) dari asam azelat 

Asam azelat ditimbang secara seksama, kemudian dilarutkan dalam 

metanol dan dibuat menjadi beberapa konsentrasi 15 ppm, 30 ppm, 45 ppm, 

dan 60 ppm. Disiapkan larutan L-DOPA 2,5 mM, larutan dapar fosfat 50 mM 

(pH 6,5), larutan tirosinase (240 unit/mL), dan 2 buah tabung reaksi A dan B. 

Masing-masing tabung reaksi terdiri dari : 

Tabel 3.4. Komposisi larutan reaksi IC50 dari asam azelat  

Bahan Tabung A (µL) Tabung B (µL) 

Larutan dapar fosfat 2700 2500 

L-DOPA 800 800 

Tirosinase 500 500 

Inhibitor (lar. asam 

azelat) 
- 200 

 

Tabung A, larutan dapar fosfat dan L-DOPA dipipet ke dalam tabung 

reaksi, dihomogenkan dengan vortex mixer kemudian diinkubasi pada suhu 

kamar selama 10 menit. Setelah itu, ditambahkan larutan tirosinase ke dalam 

tabung reaksi, dihomogenkan dan inkubasi kembali selama 25 menit pada suhu 

kamar. Kemudian diukur serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada 

panjang gelombang 478,5 nm. 

Tabung B, larutan dapar fosfat, L-DOPA dan larutan asam azelat dipipet 

ke dalam tabung reaksi, dihomogenkan dengan vortex mixer kemudian 

diinkubasi pada suhu kamar selama 10 menit. Setelah itu, ditambahkan larutan 

tirosinase ke dalam tabung reaksi, dihomogenkan dan inkubasi kembali selama 

25 menit pada suhu kamar. Kemudian diukur serapannya dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 478,5 nm. 

Dihitung persen penghambatannya dan dibuat kurva % inhibisi terhadap 

konsentrasi asam azelat. Persamaan linear dicari dan dihitung IC50 nya. 
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3.4.9 Uji penghambatan tirosinase dari sediaan krim asam azelat 

Sampel krim diambil sebanyak kurang lebih 500 mg kemudian 

diekstraksi dengan metanol dan di sentrifugasi pada kecepatan 3000 rpm 

selama 40 menit. Larutan filtrat diambil untuk diuji aktivitasnya sebagai 

inhibitor tirosinase. Disiapkan larutan L-DOPA 2,5 mM, larutan dapar fosfat 

50 mM (pH 6,5), larutan tirosinase (240 unit/mL), dan 2 buah tabung reaksi A 

dan B. Masing-masing tabung reaksi terdiri dari : 

Tabel 3.5. Komposisi larutan reaksi penghambatan tirosinase krim asam azelat 

Bahan  Tabung A (µL) Tabung B (µL) 

Larutan dapar fosfat 2500 2500 

L-DOPA 800 800 

Tirosinase 500 500 

Filtrat krim (asam 

azelat) 

200 (blank 

negatif) 

200 

 

Tabung A, larutan dapar fosfat, L-DOPA dan  filtrat krim  (blank negatif) 

dipipet ke dalam tabung reaksi, dihomogenkan dengan vortex mixer kemudian 

diinkubasi pada suhu kamar selama 10 menit. Setelah itu, ditambahkan larutan 

tirosinase ke dalam tabung reaksi, dihomogenkan dan inkubasi kembali selama 

25 menit pada suhu kamar. Kemudian diukur serapannya dengan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 478,5 nm. 

Tabung B, larutan dapar fosfat, L-DOPA dan filtrat krim dipipet ke 

dalam tabung reaksi, dihomogenkan dengan vortex mixer kemudian inkubasi 

pada suhu kamar selama 10 menit. Setelah itu ditambahkan larutan tirosinase 

ke dalam tabung reaksi, dihomogenkan dan diinkubasi kembali selama 25 

menit pada suhu kamar. Kemudian diukur serapannya dengan spektrofotometer 

UV-Vis pada panjang gelombang 478,5 nm. 

Uji penghambatan..., Hastri Mahardika, FMIPA UI, 2012
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Nilai persen inhibisi tirosinase diperoleh dengan menghitung 

penghambatan dopakrom yang terbentuk menggunakan rumus persamaan. 

Untuk mengetahui pengaruh penyimpanan terhadap aktivitas asam azelat, 

maka uji penghambatan aktivitas tirosinase dilakukan pada minggu ke-0 dan 

minggu ke-8 dari sediaan krim yang disimpan pada suhu kamar. 
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A                  B 

BAB 4 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

4.1 Hasil Evaluasi Krim 

Hasil dari evaluasi semua krim pada awal penyimpanan (minggu ke-0) 

didapatkan krim yang lembut, mudah dioleskan, membentuk konsistensi 

setengah padat, dan mudah menyebar di kulit. Hasil pengamatan evaluasi awal 

krim dapat dilihat pada Lampiran 6 dan penampilan fisik krim dapat dilihat 

pada Gambar 4.1.  

 

 

Keterangan :  A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam azelat 10 % 

Gambar 4.1. Foto hasil pengamatan organoleptis krim pada minggu ke-0 

Warna krim yang dihasilkan sesuai dengan asam azelat yang 

ditambahkan. Pada formula A dan formula B tidak ada perbedaan warna krim 

yang dihasilkan yaitu berwarna putih, karena asam azelat yang ditambahkan 

berwarna putih. Berdasarkan hasil uji homogenitas menunjukkan bahwa semua 

krim homogen dengan ditandai semua partikel dalam kaca objek terdispersi 

secara merata. Kedua formula krim tidak memiliki bau yang khas dan tidak 

menimbulkan bau yang tengik. 

pH yang terukur dari kedua formula yaitu formula A 4,11 dan formula B 

4,03. Kedua krim menunjukkan pH ke arah asam, hal ini disebabkan oleh asam 

azelat yang bersifat asam kuat yang mana pH sediaan yang mengandung asam 

azelat berkisar 2,5-4,0 (Mather et al, 1999). Sifat asam ini lebih kuat dari 

kebasaan yang dimiliki oleh basis vanishing cream yang digunakan sehingga 

membawa pH krim ke arah asam.  

Uji penghambatan..., Hastri Mahardika, FMIPA UI, 2012
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Konsistensi yang dimiliki kedua krim yaitu formula A 360 x 10
-1

 mm dan 

formula B 405 x 10
-1

 mm. Angka penetrasi tersebut memenuhi kriteria sediaan 

krim sehingga terasa mudah dioleskan dan disebarkan di kulit. Konsistensi 

yang dihasilkan dipengaruhi oleh banyaknya bahan penambah konsistensi 

seperti setil alkohol dan asam stearat yang merupakan alkohol rantai panjang 

berbentuk padat, semakin banyak setil alkohol yang dipakai maka semakin 

tinggi konsistensinya.  

Hasil pengukuran viskositas dan sifat alir pada minggu ke-0 dapat dilihat 

pada Lampiran 12-13. Dari pengukuran dihasilkan nilai viskositas krim A dan 

krim B berturut-turut 30000 cps dan 29000 cps. Krim A memiliki viskositas 

yang lebih besar daripada krim B. Besarnya viskositas krim A terjadi diduga 

karena perbedaan tingkat keasaman dari kedua krim. Krim B yang bersifat 

lebih asam karena mengandung asam azelat 2 (dua) kali krim A menyebabkan 

terjadinya hidrolisis atau pemutusan ikatan dari polimer pada basis krim 

sehingga struktur krim kurang rapat dan konsistensinya menjadi lebih rendah 

dibandingkan krim A. Hal ini berbanding lurus dengan hasil pengukuran 

konsistensi. Rendahnya konsistensi krim B dibandingkan krim A menyebabkan 

angka penetrasi krim B lebih besar daripada krim A yang memiliki konsistensi 

lebih tinggi. 

Pada Gambar 4.7 menunjukkan bahwa sifat alir dari kedua krim bersifat 

pseudoplastis tiksotropik dimana krim memiliki konsistensi lebih rendah pada 

setiap gaya per satuan luas (rate of shear) sehingga menandakan adanya 

pemecahan struktur yang tidak terbentuk kembali dengan segera jika stress 

tersebut dihilangkan atau dikurangi. Hal ini merupakan sifat yang diperlukan 

pada krim dimana konsistensinya yang tinggi tetapi dapat dengan mudah 

dioleskan.  

Hasil pengukuran diameter gobul rata-rata yaitu formula A sebesar 0,485 

µm dan formula B sebesar 0,481 µm. Hal tersebut memenuhi persyaratan 

ukuran diameter globul emulsi karena berada dalam kisaran 0,1-10 µm 

(Martin, Swarbick, dan Cammarata, 1993). Bentuk dan ukuran globul ini 

dipengaruhi oleh berbagai faktor seperti pengadukan dan jumlah emulgator 

yang digunakan. 

Uji penghambatan..., Hastri Mahardika, FMIPA UI, 2012
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A     B 

Minggu ke-2 
 

 

 

 

 

 

 

A            B 

Minggu ke-4 

 

 

 

 

A       B 

Minggu ke-6 

 

 

 

 

A        B 

Minggu ke-8 

4.2 Hasil Uji Stabilitas Fisik 

4.2.1 Penyimpanan krim pada suhu 4 ± 2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C 

Hasil pengamatan organoleptis pada kedua krim yang diuji pada 

penyimpanan dalam suhu 4 ± 2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C dapat dilihat pada 

Lampiran 7 dan Gambar 4.2-4.4.  

Pada penyimpanan dalam suhu 4 ± 2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C dari minggu 

awal (minggu ke-0) sampai minggu terakhir (minggu ke-8) tidak terlihat 

adanya pemisahan fase minyak dan fase air. Selain itu juga tidak terjadi 

perubahan warna pada masing-masing krim pada penyimpanan dalam suhu 4 ± 

2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C . Sediaan krim yang disimpan selama 8 minggu tidak 

menimbulkan bau tengik dan juga tidak memiliki bau yang khas. 

 

  

   

 

 

  

 

 

Keterangan : A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam azelat 10 % 

Gambar 4.2. Foto hasil pengamatan organoleptis krim pada suhu 4 ± 2
o
C 

selama penyimpanan 8 minggu 
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A    B 

Minggu ke-6 
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Minggu ke-4 

 

 

 

 

A      B 
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A    B 

Minggu ke-8 

 

 

 

 

A     B 

Minggu ke-8 

  

 

  

 

Keterangan : A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam azelat 10 % 

Gambar 4.3. Foto hasil pengamatan organoleptis krim pada suhu 27 ± 2
o
C 

selama penyimpanan 8 minggu 

 

   

 

 

  

 

 

Keterangan : A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam azelat 10 % 

Gambar 4.4. Foto hasil pengamatan organoleptis krim pada suhu 40 ± 2
o
C 

selama penyimpanan 8 minggu 

Uji penghambatan..., Hastri Mahardika, FMIPA UI, 2012
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Hasil pengukuran pH pada ketiga suhu menghasilkan krim dengan pH 

mengarah kepada pH asam. Hal ini disebabkan terjadinya reaksi oksidasi 

senyawa polifenol menjadi senyawa kuinon yang sifatnya asam. Berdasarkan 

reaksi yang terjadi, saat pembentukan senyawa kuinon terlepas ion H
+
 (proton) 

sehingga menyebabkan pH menjadi turun (Yong & Lee, 2003). Pada minggu 

ke-2 terjadi peningkatan pH kedua formula krim pada tiga kondisi 

penyimpanan yaitu pada suhu 4 ± 2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C. Namun pada minggu 

ke-4 dan seterusnya terjadi penurunan pH pada kedua formula krim. Harga pH 

kedua krim pada penyimpanan tiga suhu yang berbeda dapat dilihat pada 

Lampiran 8 dan Gambar 4.5. 

 

 

Keterangan : A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam azelat 10 % 

Gambar 4.5. Hasil pengukuran pH tiap sediaan pada penyimpanan 4 ± 2, 

27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C 
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Hasil pengamatan diameter globul dari krim pada tiap penyimpanan 

secara umum memperlihatkan kecenderungan menjadi lebih besar. Krim yang 

disimpan pada suhu 40 ± 2
o
C memperlihatkan peningkatan ukuran diameter 

globul yang cukup jelas, yang terjadi diduga disebabkan faktor suhu yang 

meningkatkan kecepatan globul untuk bergabung menjadi  gobul yang lebih 

besar. Besarnya ukuran diameter globul krim A dan krim B dapat dilihat pada 

Lampiran 9 dan Gambar 4.6. Dari hasil diatas, dapat disimpulkan bahwa 

sediaan krim yang dibuat tergolong stabil sebab perubahan diameter globul 

rata-rata yang terjadi masih berada dalam rentang diameter diameter globul 

untuk emulsi, yaitu 0,1-10 µm (Martin, Swarbick, Cammarata, 1993).  

Krim merupakan suatu sistem yang mempunyai energi bebas permukaan 

pada partikel terdispersinya. Partikel tersebut berenergi tinggi dan cenderung 

untuk mengelompokkan diri kembali sedemikian rupa untuk mengurangi 

permukaan total dan memperkecil energi bebas permukaannya (Martin, 

Swarbick, Cammarata, 1993). Hal ini disebabkan karena kecendrungan suatu 

benda untuk menuju ke bentuk dan keadaan yang stabil. Pengadukan pada saat 

pembuatan krim sebenarnya merupakan suatu transfer energi kepada krim dan 

krim tersebut akan mempunyai kecenderungan untuk mengelompokkan diri 

agar mencapai tingkat energi terendah (ground state). Oleh karena itu ukuran 

globul pada krim selalu bertambah setiap minggunya.  

Selain itu peningkatan diameter globul disebabkan oleh adanya kenaikan 

suhu selama penyimpanan. Kenaikan suhu dapat menurunkan efektifitas bahan 

penstabil dan meningkatkan laju pemisahan fase. Dengan meningkatknya suhu 

maka stabilitas bahan pengemulsi menurun sehingga lapisan yang menyelimuti 

globul dapat terpecah dan mengakibatkan globul-globul minyak cenderung 

berdekatan dan akhirnya globul-globul tersebut bersatu dan membentuk globul 

yang lebih besar. Semakin lama maka terjadi pembentukan lapisan yang baru 

dengan diameter globul yang lebih besar yang disebut creaming. 
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Keterangan : A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam azelat 10 % 

Gambar 4.6. Hasil pengukuran diameter globul tiap sediaan pada 

penyimpanan 4 ± 2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C 

Hasil pengukuran viskositas dan sifat alir masing-masing krim pada 

minggu awal (minggu ke-0) dan setelah penyimpanan selama 8 minggu pada 

suhu kamar dapat dilihat pada Lampiran 10-13 dan Gambar 4.7. Pengukuran 

viskositas pada minggu ke-8 memperlihatkan adanya peningkatan nilai 

viskositas pada kedua formula krim, contohnya viskositas krim A 30000 cps 

menjadi 32000 cps setelah penyimpanan 8 minggu dan viskositas krm B 29000 

cps menjadi 31000 cps setelah penyimpanan 8 minggu pada kecepatan 20 rpm. 

Hal ini dapat disebabkan adanya peristiwa tiksotropik saat krim baru dibuat 

pada minggu ke-0. Pada proses pembuatan, krim tersebut mengalami proses  
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pengadukan yang menyebabkan struktur pada basis krim lebih renggang 

sehingga saat baru terbentuk krim memiliki viskositas  yang lebih rendah 

dibandingkan dengan viskositas krim yang telah didiamkan selama 8 minggu, 

dimana krim menjadi lebih kental karena telah kembali pada struktur yang 

sebenarnya. Pada krim juga terdapat alkohol 96 %, yang diduga pada minggu 

ke-8 terjadi penguapan yang menyebabkan viskositas krim menjadi lebih besar 

dibandingkan viskositas pada minggu ke-0.  

 

 

 

Keterangan : Krim A = krim asam azelat 5 % 

Krim B = krim asam azelat 10 % 

Gambar 4.7. Kurva sifat alir krim A dan krim B pada minggu ke-0 dan ke-8 
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Pemeriksaan konsistensi kedua formula krim dilakukan dengan 

menggunakan penetrometer. Pemeriksaan konsistensi dilakukan pada minggu 

ke-0 dan minggu ke-8 pada penyimpanan suhu kamar. Hasil penetrasi pada 

minggu ke-0 yaitu formula A 360x10
-1

 mm dan formula B 405x10
-1

 mm, 

sedangkan hasil penetrasi setelah penyimpanan 8 minggu yaitu formula A 

327x10
-1

 mm dan formula B 385x10
-1

 mm. Pemeriksaan ini bertujuan untuk 

memeriksa konsistensi sediaan sehingga dapat diketahui apakah sediaan yang 

dihasilkan termasuk semipadat yang mudah diaplikasikan kepada kulit atau 

tidak. Dari hasil pemeriksaan konsistensi kedua krim menunjukkan bahwa 

masing-masing sediaan mengalami penurunan angka kedalaman penetrasi 

kerucut yang menunjukkan adanya peningkatan konsistensi pada minggu ke-8 

jika dibandingkan minggu ke-0. Hal ini berhubungan dengan peristiwa 

tiksotropik yang tampak pada peningkatan viskositas pada minggu ke-8. 

Dengan bertambahnya viskositas, konsistensi krim juga meningkat sehingga 

angka kedalaman penetrasi kerucut dari penetrometer berkurang.  

4.2.2 Pengamatan Cycling Test 

Pengamatan cycling test dilakukan selama 6 siklus antara suhu 4 ± 2
o
C 

dan 40 ± 2
o
C. Cycling test dilakukan untuk menguji produk terhadap 

kemungkinan mengalami kristalisasi sebagai indikator kestabilan emulsi. Pada 

pengamatan cycling test kedua formula yang diuji menunjukkan hasil yang 

stabil karena tidak menunjukkan adanya pemisahan fase antara fase  minyak 

dan fase air Hasil pengamatan cycling test dapat dilihat pada Gambar 4.8 dan 

Tabel 4.1. Uji ini dilakukan dengan menyimpan masing-masing sediaan pada 

suhu 4 ± 2
o
C selama 24 jam kemudian dipindahkan ke dalam oven pada suhu 

40 ± 2
o
C selama 24 jam. Perlakuan ini disebut satu siklus dan siklus dilakukan 

sebanyak 6 kali untuk memperjelas perubahan yang terjadi.  

Tabel 4.1. Hasil pengamatan cycling test 

Formula Awal siklus Akhir siklus 

A Stabil Stabil (tidak terjadi pemisahan fase) 

B Stabil Stabil (tidak terjadi pemisahan fase) 

Uji penghambatan..., Hastri Mahardika, FMIPA UI, 2012
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Keterangan : A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam azelat 10 % 

Gambar 4.8. Foto hasil pengamatan setelah cycling test 

4.2.3 Pengamatan Uji Mekanik 

Uji mekanik atau uji sentrifugasi merupakan salah satu indikator 

kestabilan fisik sediaan semipadat. Hukum Stokes menunjukkan bahwa 

pembentukan krim merupakan suatu fungsi gravitasi dan kenaikkan gravitasi 

dapat mempercepat pemisahan fase. Efek gaya sentrifugal yang diberikan oleh 

sentrifugator dengan kecepatan 3800 rpm selama 5 jam dianggap setara dengan 

efek gaya gravitasi yang akan diterima krim dalam penyimpanan selama 

setahun. 

Pada kedua formula krim tidak tampak adanya pemisahan antara fase air 

dan fase minyak setelah dilakukan uji mekanik menggunakan alat sentrifugator 

dengan kecepatan 3800 rpm selama 5 jam. Hal ini disebabkan penggunaan 

emulgator yang cukup untuk menjaga krim agar tahan terhadap perlakuan yang 

diberikan (berupa gaya sentrifugal yang setara dengan gaya gravitasi selama 

setahun). Hasil uji mekanik ini menunjukkan bahwa kedua formula krim tahan 

terhadap efek gravitasi selama satu tahun. Hasil pengamatan uji mekanik dapat 

dilihat pada Gambar 4.9 dan Tabel 4.2. 

Tabel 4.2. Hasil pengamatan uji mekanik 

Formula Hasil 

A Tidak terjadi pemisahan fase 

B Tidak terjadi pemisahan fase 
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Keterangan : A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam azelat 10 % 

Gambar 4.9. Foto hasil pengamatan setelah uji mekanik 

4.3 Hasil Uji Stabilitas Kimia 

Uji stabilitas kimia sediaan krim dilakukan dengan melakukan 

pengukuran kadar asam azelat dalam sediaan. Pengkuran kadar dilakukan 

dengan menggunakan metode spektrofotometer UV-Vis. Krim yang telah 

diekstraksi dengan metanol direaksikan terlebih dahulu dengan metilen biru, 

dengan zat pengekstrak kloroform. Sebelum reaksi dengan metilen biru, 

diberikan larutan dapar amonium klorida pH 9,8 yang bertujuan untuk 

mengubah molekul COOH menjadi bentuk ionnya sehingga dapat bereaksi 

dengan metilen biru dan memberikan serapan saat diukur dengan 

spektrofotometer UV-Vis. Perlakuan asam azelat yang direaksikan terlebih 

dahulu karena asam azelat merupakan senyawa kimia dengan rumus molekul 

sederhana yang tidak memiliki gugus kromofor dan tidak memberikan warna 

sehingga tidak dapat diukur secara langsung dengan spektrofotometer UV-Vis. 

Penetapan kadar senyawa aktif asam azelat dilakukan pada kedua 

formula, yaitu formula A dan formula B. Formula A dan formula B disimpan 

pada beberapa  suhu yaitu suhu 4 ± 2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C selama 8 minggu. 

Pengukuran dilakukan setiap 4 minggu yang dimulai pada minggu ke-0. 

4.3.1 Kurva Kalibrasi Asam Azelat  

Konsentrasi larutan standar asam azelat dalam pelarut metanol yang 

digunakan untuk pembuatan kurva kalibrasi adalah 2,5; 5; 7,5; 10; 12,5; dan 15 

Uji penghambatan..., Hastri Mahardika, FMIPA UI, 2012
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ppm. Data serapan asam azelat dalam metanol pada tiap konsentrasi dapat 

dilihat pada Lampiran 25. Berdasarkan perhitungan regresi linier, persamaan 

regresi asam azelat yang diperoleh adalah y = 0,432 + 0,0022x dengan nilai 

koefisien korelatif (R
2
) adalah 0,9969. Kurva kalibrasi asam azelat dapat dilihat 

pada Gambar 4.10. 

 

Gambar 4.10. Kurva kalibrasi asam azelat dalam metanol 

 

4.3.2 Penetapan Kadar Asam Azelat dalam Krim 

Pengukuran kadar pada minggu ke-0 didapatkan kadar bahan aktif asam 

azelat dalam formula A 5,19 % dan formula B 10,4 %. Hasil tersebut lebih 

besar dari persentase bahan aktif yang dimasukkan ke dalam sediaan krim yaitu 

formula A 5 % dan formula B 10 %. Hal ini terjadi diduga karena pada sediaan 

krim terdapat alkohol 96 % yang memungkinkan terjadi penguapan. Penguapan 

alkohol 96 % ini menyebabkan sedian krim menjadi lebih kental atau 

konsistensinya meningkat. Peningkatan konsistensi ini menyebabkan 

konsentrasi asam azelat di dalam krim menjadi lebih pekat.  

Hasil yang didapatkan pada penetapan kadar bahan aktif formula A dan 

formula B selama waktu penyimpanan pada beberapa suhu selama 8 minggu 

didapatkan adanya peningkatan maupun penurunan kadar pada pengukuran.  

Sediaan krim yang disimpan pada suhu 4 ± 2
o
C mengalami peningkatan kadar. 

Peningkatan kadar asam azelat ini terjadi diduga karena pada kondisi suhu 

rendah, sediaan krim mengalami peningkatan konsistensi. Peningkatan 
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konsistensi ini menyebabkan konsentrasi asam azelat menjadi lebih pekat 

sehingga terjadi peningkatan kadar asam azelat.  

Sediaan krim yang disimpan pada suhu 27 ± 2
o
C dan 40 ± 2

o
C 

mengalami penurunan kadar pada setiap pengukuran. Ada beberapa faktor 

yang menyebabkan terjadinya penurunan kadar zat aktif dalam sediaan selama 

kondisi penyimpanan, seperti  pengaruh suhu, kelembaban, cahaya, pelarut, 

kekuatan ion, katalitis, tetapan dielektrik, teori tabrakan dan teori keadaan 

transisi (Dajadisastra, 2008). Pengaruh kondisi penyimpanan, kelembaban, 

cahaya dan pelarut dapat meyebabkan terjadinya beberapa reaksi, seperti reaksi 

hidrolisis dan oksidasi dimana hidrolisis merupakan reaksi yang dikatalisis 

oleh asam basa spesifik yang menyebabkan degradasi dari suatu senyawa 

(Martin, Swarbick & Cammarata, 1993). 

Pengaruh faktor suhu dapat meningkatkan suatu kecepatan reaksi 2-3 

kalinya tiap kenaikan suhu 10
o
C yang mana hal ini diperlihatkan pada 

persamaan Arrhenius. Persamaan Arrhenius memiliki hubungan empirik antara 

suhu dan konstanta laju. Suhu dapat mempengaruhi gerak suatu molekul, yang 

mana jika pergerakan suatu molekul menyimpang dari jalan semula akibat 

pengaruh suhu maka akan terjadi tabrakan terhadap molekul lain yang 

menyebabkan kedua molekul bergerak dengan arah dan kecepatan yang 

berbeda dan hal ini disebut teori tabrakan. Salah satu alternatif dalam 

mengatasi teori tabrakan dalah teori keadaan transisi, di mana suatu 

kesetimbangan dianggap terjadi antara molekul-molekul reaktan normal dan 

kompleks teraktivasinya (Martin, Swarbick & Cammarata, 1993). 

Data serapan asam azelat pada minggu ke 0; 4; dan 8 dapat dilihat pada 

Lampiran 26-28 dan kurva kadar bahan aktif asam azelat dapat dilihat pada 

Gambar 4.11.  
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Gambar 4.11. Kurva stabilitas kimia asam azelat tiap sediaan pada 

penyimpanan 4 ± 2, 27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C 

Untuk melihat kestabilan krim asam azelat maka dilakukan perhitungan 

terhadap konstanta laju (k), waktu paruh (t1/2) dan t90 pada sediaan setiap suhu 

penyimpanan. Hal ini dilakukan untuk mengetahui apakah krim asam azelat 

dapat memenuhi spesifikasi jika dilakukan penyimpanan pada kondisi dan 

wadah yang digunakan.  

Konstanta laju (k) merupakan suatu konstanta yang terdapat di dalam 

hukum laju yang digabung dengan reaksi elementer yang disebut konstanta laju 

spesifik. Setiap perubahan dalam kondisi reaksi, seperti temperatur atau pelarut 

dapat menyebabkan hukum laju reaksi mempunyai harga yang berbeda untuk 

konstanta laju spesifik. Satu perubahan konstanta laju spesifik berhubungan 

terhadap perubahan dalam kemiringan garis yang diberikan oleh persamaan 
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laju. Variasi dalam konstanta laju spesifik merupakan kebermaknaan fisik yang 

penting, karena perubahan pada konstanta ini menggambarkan suatu perubahan 

pada tingkat molekul sebagai akibat variasi dalam kondisi reaksi. Waktu paruh 

(t1/2) merupakan waktu yang dibutuhkan untuk meluruh atau hilangnya zat 

menjadi separuhnya sedangkan t90 merupakan waktu atau umur suatu sediaan 

tetap baik sampai waktu dimana senyawa dalam sediaan telah terurai sampai 

90 % dari konsentrasi mula. Krim memperlihatkan sifat orde satu dan hasil 

perhitungan konstanta laju (k), waktu paru (t1/2) dan t90 dapat dilihat pada 

Lampiran 28-30 dan Tabel 4.3.  

Tabel 4.3. Hasil perhitungan konstanta laju (k), waktu paruh (t1/2) dan t90 

Suhu 

penyimpanan 

Krim A Krim B 

k (/hari) t1/2 (hari) t90 (hari) k (/hari) t1/2 (hari) t90 (hari) 

4 ± 2
o
C -0,001068 649 98 -0,000387 11791 271 

27 ± 2
o
C 0,002908 238 36 0,002742 253 38 

40 ± 2
o
C 0,007818 89 13 0,008896 78 12 

 

4.4 Hasil Uji Pendahuluan Enzim 

Sebelum uji penghambatan aktivitas tirosinase dilakukan, terlebih dahulu 

dilakukan uji pendahuluan yang bertujuan untuk mencari kondisi yang 

optimum untuk uji penghambatan aktivitas. Variabel yang dioptimasi pada uji 

pendahuluan pada penelitian ini melipuuti 2 (dua) hal yaitu konsentrasi L-

DOPA sebagai substrat dan kondisi pH dapar fosfat pada saat pengujian. 

Sedangkan untuk kondisi suhu pada saat inkubasi tidak dilakukan optimasi 

karena adanya kesulitan dalam pengaturan suhu yang diinginkan yang 

disebabkan karena keterbatasan alat. Oleh karena itu ditetapkan bahwa kondisi 

suhu yang digunakan pada saat inkubasi yaitu pada suhu kamar (± 25
o
C) 

berdasarkan certificate of analysis yang dikeluarkan Sigma Aldrich.  
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Unit aktivitas tirosinase yang digunakan sebesar 240 unit/ml. Unit 

aktivitas ini ditentukan berdasarkan penelitian oleh Kartika, N. J. (2011), 

dimana unit tirosinase yang digunakan sebesar 496 unit/ml. Dari jumlah solid 

tirosinase yang dimiliki peneliti mencoba memperkecil unit enzim yang 

digunakan dengan menggunakan setengah unit tirosinase dari penelitian 

terdahulu. Dari pengukuran didapatkan bahwa serapan yang dihasilkan tidak 

terlalu kecil sehingga digunakan unit aktivitas tirosinase sebesar 240 unit/ml. 

4.4.1 Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum 

Sebelum uji pendahuluan dilakukan, terlebih dahulu ditentukan panjang 

gelombang maksimum. Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan 

untuk menentukan panjang gelombang pada pengukuran serapan untuk 

pengujian selanjutnya, termasuk penentuan kondisi optimum dan uji sampel 

terhadap penghambatan aktivitas tirosinase. Berdasarkan hasil pengukuran, 

telah didapatkan panjang gelombang maksimum yaitu pada panjang gelombang 

478,5 nm. Pada panjang gelombang ini didapatkan puncak serapan yang tinggi, 

artinya terjadi pembentukan dopakrom yang paling banyak. Hasil pengukuran 

ini dilakukan 2 (dua) kali. Panjang gelombang maksimum dapat dilihat pada 

Gambar 4.12. 

 

Gambar 4.12. Penentuan panjang gelombang maksimum serapan dopakrom. 
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4.4.2 Penentuan Konsentrasi Substrat Optimum 

Optimasi konsentrasi konsentrasi L-DOPA sebagai substrat bertujuan 

untuk mendapatkan konsentrasi substrat yang optimum. Konsentrasi substrat 

yang dilakukan diharapkan dapat memenuhi sisi aktif enzim tempat substrat 

berikatan dengan enzim. Variasi konsentrasi substrat yang digunakan adalah 1; 

2; 2,5; dan 3 mM. Hasil optimasi konsentrasi substrat dapat dilihat pada 

Lampiran 29 dan gambar kurva dapat dilihat pada Gambar 4.13. 

Data absorbansi yang diperoleh terlihat adanya peningkatan mulai dari 

konsentrasi 1 mM; 2 mM; dan 2,5 mM sedangkan pada konsentrasi 3 mM 

terjadi penurunan data absorbansi. Hal ini menunjukkan pada konsentrasi 2,5 

mM sisi aktif enzim telah terisi penuh oleh substrat. Peningkatan konsentrasi 

substrat akan meningkatkan jumlah enzim-substrat. Namun, pada konsentrasi 

tertentu, ketika jumlah enzim-substrat sudah jenuh dan tidak ada lagi sisi aktif  

enzim bebas yang tersedia, peningkatan laju konsentrasi substrat tidak lagi 

meningkatkan laju pembentukkan enzim-substrat (Murray, Granner & 

Rodwell, 2006).  

Penurunan absorbansi pada konsentrasi 3 mM dapat disebabkan oleh 

adanya penghambatan aktivitas enzim oleh dopakrom sebagai produk. 

Penghambatan yang dilakukan produk dikarenakan produk memiliki struktur 

yang sama dengan struktur substrat. Penghambatan oleh produk tidak selalu 

konstan, tetapi penghambatannya dapat meningkat seiring dengan 

meningkatnya pembentukan produk (Bisswanger, 2002).  

 

Gambar 4.13. Kurva penentuan konsentrasi optimum L-DOPA  
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4.4.3 Penentuan Kondisi pH Optimum  

Optimasi kondisi pH dilakukan bertujuan untuk mendapatkan kondisi pH 

yang optimum. Pada optimasi pH, variasi kondisi pH yang digunakan adalah 

pH 6,2; 6,5; 6,8; dan 7,0. Dari hasil pengukuran diperlihatkan bahwa kondisi 

optimum ditunjukkan pada pH 6,5 dengan data absorbansi paling besar  

dibandingkan pada kondisi pH lainnya. Rendahnya aktivitas pada kondisi pH 

6,2; 6,8; dan 7,0 dikarenakan peristiwa denaturasi enzim pada kondisi tersebut 

yang disebabkan ketidaksesuaian enzim terhadap kondisi konsentrasi ion 

hidrogen. Hasil optimasi kondisi pH dapat dilihat pada Lampiran 30 dan kurva 

penentuan kondisi pH optimum dapat dilihat pada Gambar 4.14. 

 

Gambar 4.14. Kurva penentuan kondisi pH optimum 

 

4.4.4 Penentuan Tipe Penghambatan Tirosinase oleh Asam Azelat 

Penentuan tipe penghambatan tirosinase oleh asam azelat dilakukan 

dengan memvariasikan konsentrasi L-DOPA sebagai substrat. Tipe 

penghambatan dianalisis dengan membuat dua kurva Lineweaver-Burk 

tirosinase dan L-DOPA dengan dan tanpa inhibitor. Dalam hal ini inhibitor 

adalah asam azelat. Dari hasil pengukuran ditentukan nilai 1/Vmax dan 1/Km 

pada kurva tanpa penghambat maupun dengan penghambat. Hasil data kurva 

Lineweaver-Burk dapat dilihat pada Lampiran 31 dan Tabel 4.4. 
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Tabel 4.4. Perhitungan regresi linier Kurva Lineweaver-Burk 

Kurva  

Lineweaver-Burk 
a b Regresi linier Vmax Km 

Tanpa  

penghambat 
3,6439 1,3057 y = 3,6439 + 1,3057x 0,2744 0,3583 

Dengan 

penghambat 
3,6609 3,9621 y = 3,6609 + 3,9621x 0,2731 1,0822 

 

Berdasarkan hasil perhitungan regresi linier Lineweaver-Burk terlihat 

bahwa kedua kurva memiliki nilai 1/Vmax yang sama sedangkan memiliki 

nilai 1/Km yang berbeda. Pada  Gambar 4.15 terlihat bahwa kedua kurva 

memotong sumbu y (1/v) pada titik yang sama dan memperjelas bahwa kedua 

kurva memiliki nilai 1/Vmax yang sama dan dapat disimpulkan bahwa asam 

azelat merupakan suatu penghambat kompetitif dari tirosinase. Diketahui 

bahwa suatu penghambat kompetitif tidak berefek pada Vmax, tapi 

meningkatkan nilai Km. Tapi pada penghambat nonkompetitif menurunkan 

nilai Vmax dan tidak mempengaruhi Km karena pada penghambat kompetitif 

kompleks enzim-penghambat tetap dapat mengikat substrat, namun efisiensi 

nya mengubah substrat menjadi produk yang tercermin oleh Vmax berkurang. 

Mekanisme penghambatan terjadi karena asam azelat akan berkompetisi 

untuk berikatan dengan active site tirosinase, dalam hal ini pada bagian atom 

Cu-nya. Produk yang dihasilkan dari reaksi dengan substrat adalah dopakrom 

yang berwarna jingga tua hingga merah sedangkan produk yang dihasilkan dari 

reaksi dengan inhibior tidak berwarna sehingga persen penghambatan aktivitas 

tirosinase dapat dihitung dengan mengurangi serapan yang terbentuk tanpa 

penghambat dengan penghambat yang terbentuk dengan penambahan 

penghambat.  
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Gambar 4.15. Kurva Lineweaver Burk tanpa dan dengan penghambat 

 

4.5 Hasil Uji Penghambatan Aktivitas Tirosinase 

Tirosinase adalah monooksigenase yang mengandung Cu dimana enzim 

ini berperan sebagai katalisator pada reaksi o-hidroksilasi monofenol menjadi 

bentuk difenol (monofenole) dan oksidasi difenol menjadi o-quinon (difenol). 

Tirosinase memainkan peranan penting dalam pembentukan melanin selama 

proses melanogenesis karena tirosinase mampu menghidroksilasi L-tirosin 

(monofenol) menjadi L-DOPA (difenol) dan mengoksidasi L-DOPA menjadi 

dopaquinon (senyawa kuinon). Dopaquinon yang terbentuk akan bereaksi 

spontan membentuk dopakrom (Ramsden & Riley, 2010). 

Dalam pelaksanaan reaksi enzimatis, pemilihan substrat menjadi hal yang 

sangat penting karena dapat mempengaruhi hasil pengukuran. Dalam reaksi 

enzimatis terdapat 2 substrat yang berperan, yaitu L-tirosin dan L-DOPA 

(Rodriquez & Flurkey, 1992). Pada pelaksanaan substrat yang dipilih adalah L-

DOPA karena produk dopakrom dapat diukur dengan spektrofotometri UV-Vis 

pada panjang gelombang 478,5 nm, sedangkan jika substrat L-tirosin yang 

dipilih maka produk yang terbentuk adalah L-DOPA dan dopakrom. L-DOPA 

tidak dapat diukur serapannya dengan spektrofotometri UV-Vis pada panjang 

gelombang 478,5 nm.  
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Gambar 4.16. Struktur substrat dari tirosinase 

4.5.1 Pengukuran Penghambatan Aktivitas Tirosinase (IC50) dari Asam Azelat 

Pengukuran IC50 dilakukan dengan memvariasikan konsentrasi asam 

azelat yang digunakan dari 15-60 ppm. Kemudian diukur serapannya dan 

dihitung % penghambatannya. Plot ke dalam kurva antara konsentrasi asam 

azelat vs % penghambatan. Dari persamaan linier yang didapat dari kurva 

tersebut, dapat dihitung IC50, yaitu konsentrasi asam azelat yang mempunyai 

aktivitas penghambatan aktivitas tirosinase sebesar 50 %. Hasil pengukuran 

IC50 dari asam azelat adalah 27,14 ppm. Sebagai kontrol positif digunakan 

asam askorbat, dimana dari pengukuran yang dilakukan didapatkan nilai IC50 

asam askorbat sebesar 21,77 ppm. Hal tersebut memperlihatkan bahwa asam 

azelat memiliki aktivitas penghambatan yang lebih rendah jika dibandingkan 

dengan asam askorbat. Kurva konsentrasi asam azelat (ppm) vs % 

penghambatan dapat dilihat pada Gambar 4.17. Dari kurva tersebut didapatkan 

persamaan linier . 

 

Gambar 4.17. Kurva konsentrasi asam azelat (ppm) terhadap % penghambatan 
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4.5.2 Pengukuran Penghambatan Tirosinase dari Krim Asam Azelat 

Untuk menghindari pengaruh bahan eksipien yang digunakan dalam 

formulasi krim pada uji aktivitas, maka digunakan krim blanko negatif dengan 

kandungan bahan eksipien yang sama dengan krim yang mengandung asam 

azelat, yaitu 200 µl. Posisi fenol dari senyawa aktif asam azelat berikatan 

dengan atom Cu pada active site tirosinase menyebabkan tidak terjadi reaksi 

oksidasi yang dikatalisis tirosinase sehingga pembentukan senyawa dopakrom 

mejadi berkurang. 

Dalam pengukuran digunakan pula krim blanko positif yang 

mengandung asam askorbat dengan konsentrasi 5 % dan 10 % sesuai dengan 

konsentrasi dari asam azelat yang digunakan. Asam askorbat saat ini digunakan 

sebagai zat aktif dalam sediaan kosmetika pemutih di pasaran yang memiliki 

mekanisme kerja sebagai penghambat tirosinase. Penggunaan krim blanko 

positif bertujuan untuk membandingkan besarnya aktivitas penghambatan 

tirosinase dengan krim yang mengandung asam azelat.  

Setelah dilakukan pengukuran serapan dopakrom pada tiap sampel krim, 

maka diperoleh hasil persen penghambatan aktivitas tirosinase dari masing-

masing krim. Besarnya nilai persen penghambatan tirosinase dapat dilihat pada 

Tabel 4.5.  

Tabel 4.5. Hasil pengukuran penghambatan tirosinase asam azelat pada 

minggu ke-0 dan minggu ke-8 dengan spektrofotometer UV-Vis.  

Larutan Sampel 

Rata-rata (%) penghambatan aktivitas 

tirosinase 

Minggu ke-0 Minggu ke-8 

Krim A 

(asam azelat 5 %) 
26,50 22,44 

Krim B 

(asam azelat 10 %) 
51,54 46,54 

 

Dari Tabel 4.5 didapatkan bahwa persen penghambatan tirosinase krim A 

yang mengandung asam azelat 5 % sebesar 26,50 % sedangkan krim B yang 

mengandung asam azelat 10 % sebesar 51,54 %. Besarnya nilai persen 
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penghambatan bergantung pada konsentrasi asam azelat yang digunakan. Krim 

B yang mengandung asam azelat lebih banyak memiliki persen penghambatan 

tirosinase yang lebih besar dibanding dengan krim A. Krim blanko positif yang 

mengandung asam askorbat dengan konsentrasi 5 % dan 10 %  memiliki persen 

penghambatan tirosinase sebesar 39,09 % dan 76,31 %. Besarnya nilai persen 

penghambatan tirosinase krim blanko positif lebih besar nilainya dibandingkan 

dengan krim yang mengandung asam azelat sehingga dapat dikatakan krim 

yang mengandung asam azelat memiliki penghambatan aktivitas tirosinase 

yang lebih rendah dibandingkan krim yang mengandung asam askorbat pada 

konsentrasi yang sama. 

Selain itu, untuk mengetahui pengaruh penyimpanan maka uji 

penghambatan tirosinase dilakukan pada minggu ke-8 pada krim yang 

disimpan pada suhu kamar. Setelah penyimpanan 8 minggu, nilai persen 

penghambatan tirosinase dari kedua krim mengalami penurunan. Nilai persen 

penghambatan tirosinase dari krim A menurun menjadi 22,44 %, sedangkan 

krim B menurun menjadi 46,54 %. Penurunan ini disebabkan krim tidak stabil 

selama penyimpanan. Berkurangnya konsentrasi senyawa aktif dalam krim 

asam azelat terjadi karena reaksi oksidasi dengan suhu dan udara. Hasil 

oksidasi tersebut menghasilkan senyawa kuinon yang tidak dapat berikatan 

dengan active site tirosinase. Jumlah senyawa aktif yang berikatan dengan 

tirosinase berkurang sehingga penghambatan aktivitas tirosinase menjadi 

menurun.  
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BAB 5 

KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Asam azelat memiliki efek inhibisi tirosinase dengan nillai IC50 27,14 

ppm. Sediaan krim yang mengandung asam azelat 5 % dan 10 % memiliki 

aktivitas penghambatan tirosinase berturut-turut sebesar 26,50 % dan 51,54 %. 

Penyimpanan selama 2 bulan, krim yang mengandung asam azelat 5 % dan 10 

% mengalami penurunan penghambatan aktivitas tirosinase berturut-turut 

menjadi 22,44 % dan 46,54 %. Hasil uji kestabilan fisik, krim yang 

mengandung asam azelat 5 % dan 10 % tidak menunjukkan adanya pemisahan 

fase pada penyimpanan dan pada uji mekanik memperlihatkan bahwa krim 

memiliki masa simpan mencapai satu tahun karena tahan terhadap gaya 

gravitasi. Pada uji kestabilan kimia memperlihatkan terjadinya kecenderungan 

penurunan kadar pada krim A maupun krim B selama penyimpanan.  

5.2 Saran 

Asam azelat dapat dijadikan pilihan di masa mendatang sebagai pencerah 

kulit karena memiliki penghambatan aktivitas tirosinase. Untuk perbaikan 

sebaiknya dilakukan pengembangan pada formulasi sediaan karena adanya 

penurunan aktivitas dan kadar asam azelat pada penyimpanan. Uji secara in 

vivo sebaiknya juga dilakukan agar diketahui besarnya efikasi jika digunakan 

pada kulit manusia.  
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Lampiran 2. Foto hasil pengamatan ukuran globul pada minggu ke-0 

 

 
 

 

 

 

 
 

 

 

Keterangan : A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam azelat 10 % 
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Lampiran 3. Foto hasil pengamatan ukuran globul krim pada suhu 4 ± 2
o
C 

selama penyimpanan 8 minggu 

  

 

 

 

  
 

 

 

  
 

 

 

  
 

 

 

Keterangan : A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam azelat 10  

 

 

 

A       B 

Minggu ke-2 

A       B 

Minggu ke-4 

A       B 

Minggu ke-6 

A       B 

Minggu ke-8 
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Lampiran 4. Foto hasil pengamatan ukuran globul krim pada suhu 27 ± 2
o
C 

selama penyimpanan 8 minggu 

  
 

 

 

  
 

 

 

  
 

 

 

  
 

 

 

Keterangan : A = krim asam azelat 5 %  

B = krim asam azelat 10 % 
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Lampiran 5. Foto hasil pengamatan ukuran globul krim pada suhu 40 ± 2
o
C 

selama penyimpanan 8 minggu 

  

 

 

  
 

 

 

  
 

 

 

  
 

 

 

Keterangan : A = krim asam azelat 5 % 

B = krim asam aazelat 10% 
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Lampiran 6. Tabel hasil evaluasi fisik kedua krim pada minggu ke-0 

Pengamatan Krim A Krim B 

Organoleptis 
Warna putih, tidak 

berbau, homogen 

Warna putih, tidak 

berbau, homogen 

pH 4,11 4,03 

Angka kedalaman 

penetrasi kerucut 

(1/10 mm) 

360 405 

Viskositas pada 20 

rpm (cps) 
30000 29000 

Diameter globul 

rata-rata (µm) 
0,485 0,481 
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Lampiran 7. Hasil pengamatan organoleptis krim A dan krim B pada suhu 4 ± 2, 

27 ± 2 dan 40 ± 2
o
C selama penyimpanan 8 minggu 

 

Tabel pengamatan organoleptis krim A pada suhu 4 ± 2
o
C  

Minggu ke Warna Bau Homogenitas 

2 Putih Tidak berbau Homogen 

4 Putih Tidak berbau Homogen 

6 Putih  Tidak berbau Homogen 

8 Putih  Tidak berbau Homogen 

 

 

Tabel pengamatan organoleptis krim B pada suhu 4 ± 2
o
C  

Minggu ke Warna Bau Homogenitas 

2 Putih Tidak berbau Homogen 

4 Putih Tidak berbau Homogen 

6 Putih  Tidak berbau Homogen 

8 Putih  Tidak berbau  Homogen 

 

 

Tabel pengamatan organoleptis krim A pada suhu 27 ± 2
o
C 

Minggu ke Warna Bau Homogenitas 

2 Putih Tidak berbau Homogen 

4 Putih Tidak berbau Homogen 

6 Putih  Tidak berbau Homogen 

8 Putih Tidak berbau Homogen 

 

 

Tabel pengamatan organoleptis krim B pada suhu 27 ± 2
o
C 

Minggu ke Warna Bau Homogenitas 

2 Putih Tidak berbau Homogen 

4 Putih Tidak berbau Homogen 

6 Putih  Tidak berbau Homogen 

8 Putih Tidak berbau Homogen 

 

 

Uji penghambatan..., Hastri Mahardika, FMIPA UI, 2012

 
 
 
 

 
 
 
 
 

 



76 
 

Universitas Indonesia 
 

Tabel pengamatan organoleptis krim A pada suhu 40 ± 2
o
C 

Minggu ke Warna Bau Homogenitas 

2 Putih Tidak berbau Homogen 

4 Putih Tidak berbau Homogen 

6 Putih  Tidak berbau Homogen 

8 Putih Tidak berbau Homogen 

 

 

Tabel pengamatan organoleptis krim B pada suhu 40 ± 2
o
C 

Minggu ke Warna Bau Homogenitas 

2 Putih Tidak berbau Homogen 

4 Putih Tidak berbau Homogen 

6 Putih  Tidak berbau Homogen 

8 Putih Tidak berbau Homogen 
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Lampiran 8. Hasil pengukuran pH krim A dan krim B pada suhu 4 ± 2, 27 ± 2 

dan 40 ± 2
o
C selama penyimpanan 8 minggu 

 

Tabel hasil pengukuran pH krim A dan krim B pada suhu 4 ± 2
o
C 

Minggu ke- Krim A Krim B 

2 4,38 4,19 

4 4.08 3,99 

6 3,78 3,72 

8 3,77 3,71 

 

Tabel hasil pengukuran pH krim A dan krim B pada suhu 27 ± 2
o
C  

Minggu ke- Krim A Krim B 

2 4,30 4,21 

4 4.08 3,97 

6 3,84 3,77 

8 3,82 3,76 

 

Tabel hasil pengukuran pH krim A dan krim B pada suhu 40 ± 2
o
C  

Minggu ke- Krim A Krim B 

2 4,46 4,29 

4 4.03 3,95 

6 3,66 3,56 

8 3,63 3,52 
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Lampiran 9. Hasil pengukuran diameter globul krim pada suhu 4 ± 2, 27 ± 2 dan 

40 ± 2
o
C selama penyimpanan 8 minggu 

Tabel hasil pengukuran diameter globul krim pada suhu 4 ± 2
o
C 

Formula 

Formula A Formula B 

Minggu ke- 

2 0,493 0,498 

4 0,492 0,497 

6 0,494 0,498 

8 0,500 0,535 

 

Tabel hasil pengukuran diameter globul krim pada suhu 27 ± 2
o
C  

Formula 

Formula A Formula B 

Minggu ke- 

2 0,488 0,489 

4 0,490 0,492 

6 0,492 0,493 

8 0,521 0,554 

 

Tabel hasil pengukuran diameter globul krim pada suhu 40 ± 2
o
C  

Formula 

Formula A Formula B 

Minggu ke- 

2 0,603 0,598 

4 0,643 0,614 

6 0,646 0,620 

8 0,708 0,709 
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Lampiran 10. Tabel hasil perhitungan viskositas krim A pada minggu ke-8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spindel Kecepatan 

Dial 

Reading 

 

Faktor 

Viskositas 

Ƞ = dr x f 

(cps) 

Shearing 

Stress 

F/A = dr x 

7,187 

(dyne/cm2) 

Rate of 

Shear 

dv/dr = 

F/A x 1/Ƞ 

6 

2 

2,5 

5 

10 

20 

10 

5 

2,5 

2 

12 

13,5 

17 

23,5 

32 

22,5 

16,5 

12 

10,5 

10000 

8000 

4000 

2000 

1000 

2000 

4000 

8000 

10000 

120000 

108000 

68000 

47000 

32000 

45000 

66000 

96000 

105000 

86,244 

97,024 

122,179 

168,894 

229,984 

161,707 

118,585 

86,244 

75,463 

0,0007187 

0,0008984 

0,0017967 

0,0035935 

0,0071870 

0,0035934 

0,0017967 

0,0008984 

0,0007178 
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Lampiran 11. Tabel hasil perhitungan viskositas krim B pada minggu ke-8 

Spindel Kecepatan 
Dial 

Reading 
Faktor 

Viskosita

s 

Ƞ = dr x f 

(cps) 

Shearing 

Stress 

F/A = dr x 

7,187 

(dyne/cm2) 

Rate of 

Shear 

dv/dr = 

F/A x 1/Ƞ 

6 

 

2 

2,5 

5 

10 

20 

10 

5 

2,5 

2 

 

 

11 

13 

17,5 

23 

31 

22 

15,5 

10,5 

10 

 

 

10000 

8000 

4000 

2000 

1000 

2000 

4000 

8000 

10000 

 

 

110000 

104000 

70000 

46000 

31000 

44000 

62000 

84000 

100000 

 

 

79,057 

93,431 

125,772 

165,301 

222,797 

158,114 

111,398 

75,463 

71,870 

 

 

0,0007187 

0,0008983 

0,0017967 

0,0035935 

0,0071870 

0,0035935 

0,0017967 

0,0008984 

0,0007178 
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Lampiran 12. Tabel hasil perhitungan viskositas krim A pada minggu ke-0 

Spindel Kecepatan 
Dial 

Reading 
Faktor 

Viskositas 

Ƞ = dr x f 

(cps) 

Shearing 

Stress 

F/A = dr x 

7,187 

(dyne/cm2) 

Rate of 

Shear 

dv/dr = 

F/A x 1/Ƞ 

6 

 

2 

2,5 

5 

10 

20 

10 

5 

2,5 

2 

 

 

12 

13,5 

18 

25 

30 

23 

16 

11,5 

10,5 

 

 

10000 

8000 

4000 

2000 

1000 

2000 

4000 

8000 

10000 

 

 

120000 

108000 

72000 

50000 

30000 

46000 

64000 

92000 

105000 

 

 

86,244 

97,024 

129,366 

179,675 

215,610 

165,301 

114,992 

82,651 

75,463 

 

 

0,0007187 

0,0008983 

0,0017967 

0,0035935 

0,0071870 

0,0035935 

0,0017967 

0,0008983 

0,0007186 
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Lampiran 13. Tabel hasil perhitungan viskositas krim B pada minggu ke-0 

Spindel Kecepatan 
Dial 

Reading 
Faktor 

Viskositas 

Ƞ = dr x f 

(cps) 

Shearing 

Stress 

F/A = dr x 

7,187 

(dyne/cm2) 

Rate of 

Shear 

dv/dr = 

F/A x 1/Ƞ 

6 

 

2 

2,5 

5 

10 

20 

10 

5 

2,5 

2 

 

 

12 

13 

17,5 

23 

29 

21 

16 

12 

11 

 

 

10000 

8000 

4000 

2000 

1000 

2000 

4000 

8000 

10000 

 

 

120000 

104000 

70000 

46000 

29000 

42000 

64000 

96000 

110000 

 

 

86,244 

93,431 

125,772 

165,301 

208,423 

150,927 

114,992 

86,244 

79,057 

 

 

0,0007187 

0,0008983 

0,0017967 

0,0035935 

0,0071870 

0,0035935 

0,0017967 

0,0008937 

0,0007187 
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Lampiran 14. Tabel data serapan kurva kalibrasi asam azelat dalam metanol 

Konsentrasi asam 

azelat (ppm) 
Serapan (A) 

2,5 0,4946 

5 0,5421 

7,5 0,6012 

10 0,6414 

12,5 0,7155 

15 0,7758 

 

 

Lampiran 15. Tabel data stabilitas kimia krim A dan krim B pada minggu ke-0 

Formula 

Krim 

ditimbang 

(gr) 

Serapan 
Kadar 

(%) 
Rata-rata 

Krim A 

2,0441 0,6621 5,11 

5,19 % 

2,0014 0,6698 5,28 

Krim B 

1,0194 0,6604 10,18 

10,4 

1,0208 0,6703 10,62 
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Lampiran 16. Tabel data stabilitas kimia krim A dan krim B pada minggu ke-4 

Suhu 

(
o
C) 

Krim A Krim B 

Serapan 
Kadar 

(%) 
Rata-rata Serapan 

Kadar 

(%) 
Rata-rata 

4 ± 2 

0,7019 6,00 

5,96 % 

0,6914 11,55 

11,73 % 

0,6981 5,92 0,6997 11,91 

27 ± 2 

0,6491 4,77 

4,62 % 

0,6489 9,52 

9,37 % 

0,6352 4,47 0,6423 9,23 

40 ± 2 

0,5981 3,72 

3,77 % 

0,6011 7,55 

7,47 % 

0,6022 3,82 0,5974 7,39 

 

 

Lampiran 17. Tabel data stabilitas kimia krim A dan krim B pada minggu ke-8 

Suhu 

(
o
C) 

Krim A Krim B 

Serapan 
Kadar 

(%) 
Rata-rata Serapan 

Kadar 

(%) 
Rata-rata 

4 ± 2 

0,6842 5,54 

5,51 % 

0,6610 10,35 

10,72 % 

0,6808 5,49 0,6776 11,09 

27 ± 2 

0,6362 4,63 

4,41 % 

0,6377 9,18 

8,92% 

0,6171 4,19 0,6261 8,66 

40 ± 2 

0,5770 3,19 

3,35 % 

0,5726 6,39 

6,32 % 

0,5923 3,52 0,5695 6,25 
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Lampiran 18. Tabel data serapan optimasi substrat L-DOPA 

Konsentrasi Substrat 

(mM) 

Serapan 

(A) 

1 0,0422 

2 0,0717 

2,5 0,0898 

3 0,0637 

 

 

Lampiran 19. Tabel data serapan optimasi kondisi pH dapar fosfat 

pH Dapar Fosfat Serapan  

(A) 

6,2 0,1040 

6,4 0,1324 

6,8 0,0958 

7,0 0,0792 
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Lampiran 20. Tabel data Kurva Lineweaver-Burk tanpa dan dengan penghambat 

 

Tanpa Penghambat 

Vol. DOPA 

(µl) 

[S] DOPA 

(mM) 
A 

1/[S]  

(mM
-1

) 
1/v 

500 0,125 0,0726 8,00 13,77 

700 0,350 0,1125 2,86 8,88 

800 0,500 0,1592 2,00 6,28 

1000 0,75 0,2114 1,48 4,37 

 

Perhitungan regresi linier  

Persamaan regresi linier : y = a + bx , y = 1/v dan x = 1/[S] 

Persamaan Michaelis-menten :  
1

vi
=  

1

Vmax
+   

Km

Vmax
 

1

[S]
   

 a = 
1

Vmax
      Vmax =  

1

a
 

 b = 
Km

Vmax
      Km = b x Vmax  Km =  

b

a
 

 

Dari perhitungan di dapat persamaan regresi linier : y = 3,6439 + 1,3057x 

 a =  3,6439      dan         b = 1,3057 

 

 Vmax  =  
1

3,6439
  = 0,2744 

 

 Km  =  
1,3057

3,6439
  = 0,3583 
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Dengan Penghambat 

Vol. 

DOPA (µl) 

Vol. 

Inhibitor 

(µl) 

[S] DOPA 

(mM) 
A 

1/[S]  

(mM
-1

) 
1/v 

500 200 0,125 0,0289 8,00 34,60 

700 200 0,350 0,0523 2,86 19,12 

800 200 0,500 0,0987 2,00 10,13 

1000 200 0,75 0,1314 1,48 7,61 

 

Perhitungan regresi linier  

Persamaan regresi linier  y = a + bx , y = 1/v dan x = 1/[S] 

Persamaan Michaelis-menten   
1

vi
=  

1

Vmax
+   

Km

Vmax
 

1

[S]
   

 a = 
1

Vmax
      Vmax =  

1

a
 

 b = 
Km

Vmax
      Km = b x Vmax  Km =  

b

a
 

 

Dari perhitungan di dapat persamaan regresi linier : y = 3,6609 + 3,9621x 

 a =  3,6609      dan         b = 3,9621 

 

 Vmax  =  
1

3,6609
  = 0,2731 

 

 Km  =  
3,9621

3,6609
  = 1,0822 
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Lampiran 21. Perhitungan HLB Krim  

Fase minyak yang digunakan : 

 Asam stearat  (HLB 15,0) = 5 % 

 Setil alkohol  (HLB 15,0) = 3 % 

 Isopropil miristat (HLB 11,5) = 3 %   + 

11 % 

Konsentrasi % fase minyak yang dibutuhkan : 

 Asam stearat  =  
5

11
 x 100 %    = 45, 45 % 

 Setil alkohol  =   
3

11 
 x 100 % = 27,27 % 

 Isopropil miristat =   
3

11
 x 100 % = 27,27 % 

HLB butuh fase minyak :  

 Asam stearat   = 45,45 % x 15,0  = 6,82 

 Setil alkohol   = 27,27 % x 15,0  = 4,1 

 Isopropil miristat = 27,27 % x 11,5  = 3,14 

HLB butuh        14,06 

 

Jumlah emulgator yang dibutuhkan : 

Trietanolamin   HLB = 12   10,2 

   

   

       14,06 

 

 

Gliseril monostearat HLB = 3,8   2,06  + 

       12,26 

 

Jumlah trietanolamin yang digunakan = 2,06 / 12,26 x 2,5 %  = 0,42 % 

Jumlah gliseril monostearat yang digunakan = 10,2 / 12,26 x 2,5 % = 2,08 % 
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Lampiran 22. Perhitungan aktivitas unit enzim 

 

Pada kemasan tercantum : 

 

 

 

 

 

 

 Aktivitas tirosinase yang digunakan : 240 unit/ml 

 Solid tirosinase yang ditimbang : 

 

1881 unit    

1 mg  solid
 = 

240 unit /ml

solid  ditimbang
 

 

 solid ditimbang = 
1 mg  solid  x 240 unit /ml

1881  unit
 = 0,127 mg / 1 ml pelarut 

 

Untuk 10 ml pelarut, solid ditimbang : 

 0,127 x 10 = 1,27 mg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tyrosinase from Mushroom 

Lyophilized powder : 

13,29 mg solid, 1881 unit/mg solid 

Uji penghambatan..., Hastri Mahardika, FMIPA UI, 2012
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Lampiran 23. Perhitungan diameter globul rata-rata minggu ke-0 

 

Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-0 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 142 31,666 

2 0,317-0,503 0,410 80 32,800 

3 0,504-0,690 0,597 120 71,640 

4 0,691-0,876 0,784 30 23,520 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 25 28,95 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 1 1,532 

9 1,626-1,812 1,719 - - 

10 1,813-1,999 1,906 2 3,812 

Total (Σ) 400 193,920 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (193,920/400) = 0,485 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-0 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah 

(d) 

n nd 

1 0,130-0,316 0,223 130 28,990 

2 0,317-0,503 0,410 95 38,950 

3 0,504-0,690 0,597 90 53,730 

4 0,691-0,876 0,784 80 62,720 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 - - 

7 1,252-1,438 1,345 1 1,345 

8 1,439-1,625 1,532 3 4,596 

9 1,626-1,812 1,719 - - 

10 1,813-1,999 1,906 1 1,906 

Total (Σ) 400 192,237 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (192,237/400) = 0,481 µm 
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Lampiran 24. Perhitungan diameter globul rata-rata pada minggu ke-2 

 

Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-2 suhu 4 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah 

(d) 

n nd 

1 0,130-0,316 0,223 104 23,192 

2 0,317-0,503 0,410 125 52,250 

3 0,504-0,690 0,597 110 65,670 

4 0,691-0,876 0,784 45 35,280 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 12 13,896 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 1 1,532 

9 1,626-1,812 1,719 2 3,438 

10 1,813-1,999 1,906 1 1,906 

Total (Σ) 400 197,164 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (197,164/400) = 0,493 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-2 suhu 4 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 115 25,645 

2 0,317-0,503 0,410 90 36,900 

3 0,504-0,690 0,597 108 64,476 

4 0,691-0,876 0,784 82 64,288 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 - - 

7 1,252-1,438 1,345 1 1,345 

8 1,439-1,625 1,532 2 3,064 

9 1,626-1,812 1,719 - - 

10 1,813-1,999 1,906 2 3,812 

Total (Σ) 400 199,530 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (199,530/400) = 0,498 µm 
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Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-2 suhu 27 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 135 30,105 

2 0,317-0,503 0,410 90 36,900 

3 0,504-0,690 0,597 115 68,655 

4 0,691-0,876 0,784 30 23,520 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 27 31,266 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 2 3,064 

9 1,626-1,812 1,719 - - 

10 1,813-1,999 1,906 1 1,906 

Total (Σ) 400 195,416 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (195,416/400) = 0,488 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-2 suhu 27 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 91 20,293 

2 0,317-0,503 0,410 153 62,730 

3 0,504-0,690 0,597 82 48,954 

4 0,691-0,876 0,784 67 52,528 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 - - 

7 1,252-1,438 1,345 3 4,035 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 2 3,438 

10 1,813-1,999 1,906 2 3,812 

Total (Σ) 400 195,790 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (195,790/400) = 0,489 µm 
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Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-2 suhu 40 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 75 16,725 

2 0,317-0,503 0,410 89 36,490 

3 0,504-0,690 0,597 102 60,894 

4 0,691-0,876 0,784 90 70,560 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 35 40,530 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 3 5,157 

10 1,813-1,999 1,906 6 11,436 

Total (Σ) 400 241,387 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (241,387/400) = 0,603 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-2 suhu 40 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 81 18,063 

2 0,317-0,503 0,410 87 35,670 

3 0,504-0,690 0,597 99 59,103 

4 0,691-0,876 0,784 89 69,776 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 34 39,372 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 1 1,153 

9 1,626-1,812 1,719 4 6,876 

10 1,813-1,999 1,906 5 9,530 

Total (Σ) 400 239,543 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (239,543/400) = 0,598µm 
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Lampiran 25. Perhitungan diameter globul rata-rata pada minggu ke-4 

 

Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-4 suhu 4 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 110 24,530 

2 0,317-0,503 0,410 62 25,420 

3 0,504-0,690 0,597 185 110.445 

4 0,691-0,876 0,784 40 31,360 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 - - 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 1 1,532 

9 1,626-1,812 1,719 - - 

10 1,813-1,999 1,906 2 3,812 

Total (Σ) 400 197,099 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (197,099/400) = 0,492 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-4 suhu 4 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 124 27,652 

2 0,317-0,503 0,410 73 29,930 

3 0,504-0,690 0,597 162 96,714 

4 0,691-0,876 0,784 5 3,920 

5 0,878-1,064 0,971 17 16,507 

6 1,065-1,251 1,158 15 17,37 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 1 1,532 

9 1,626-1,812 1,719 3 5,157 

10 1,813-1,999 1,906 - - 

Total (Σ) 400 198,782 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (198,782/400) = 0,497 µm 
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Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-4 suhu 27 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 133 29,659 

2 0,317-0,503 0,410 105 43,050 

3 0,504-0,690 0,597 107 63,879 

4 0,691-0,876 0,784 23 18,032 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 21 24,318 

7 1,252-1,438 1,345 6 8,070 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 2 3,438 

10 1,813-1,999 1,906 3 5,718 

Jumlah (Σ) 400 196,164 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (196,164/400) = 0,490 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-4 suhu 27 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 98 21,854 

2 0,317-0,503 0,410 132 54,120 

3 0,504-0,690 0,597 99 59,103 

4 0,691-0,876 0,784 65 50,960 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 - - 

7 1,252-1,438 1,345 2 2,690 

8 1,439-1,625 1,532 1 1,532 

9 1,626-1,812 1,719 4 6,876 

10 1,813-1,999 1,906 - - 

Total (Σ) 401 197,135 

K = 1+ 3,322 log 401 = 9,65  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (197,135/400) = 0,492 µm 
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Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-4 suhu 40 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 70 15,610 

2 0,317-0,503 0,410 79 32,390 

3 0,504-0,690 0,597 121 72,237 

4 0,691-0,876 0,784 87 68,208 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 38 44,004 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 10 15,320 

9 1,626-1,812 1,719 6 10,413 

10 1,813-1,999 1,906 5 9,530 

Total (Σ) 416 267,712 

K = 1+ 3,322 log 416 = 9,70 

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (267,712/400) = 0,643 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-4 suhu 40 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 77 17,171 

2 0,317-0,503 0,410 101 41,410 

3 0,504-0,690 0,597 98 58,506 

4 0,691-0,876 0,784 91 71,344 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 38 44,004 

7 1,252-1,438 1,345 2 2,690 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 4 6,876 

10 1,813-1,999 1,906 8 15,248 

Total (Σ) 419 257,249 

K = 1+ 3,322 log 419 = 9,71 

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (257,249/400) = 0,614µm 
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Lampiran 26. Perhitungan diameter globul rata-rata pada minggu ke-6 

 

Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-6 suhu 4 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 119 26,537 

2 0,317-0,503 0,410 112 45,920 

3 0,504-0,690 0,597 98 58,506 

4 0,691-0,876 0,784 43 33,712 

5 0,878-1,064 0,971 27 26,217 

6 1,065-1,251 1,158 - - 

7 1,252-1,438 1,345 3 4,035 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 2 3,438 

10 1,813-1,999 1,906 1 1,906 

Total (Σ) 405 200,271 

K = 1+ 3,322 log 405 = 9,66  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (197,099/400) = 0,494 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-6 suhu 4 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 115 25,645 

2 0,317-0,503 0,410 92 37,720 

3 0,504-0,690 0,597 146 87,162 

4 0,691-0,876 0,784 22 17,248 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 21 24,318 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 4 6,876 

10 1,813-1,999 1,906 - - 

Total (Σ) 400 198,969 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (198,782/400) = 0,498 µm 
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Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-6 suhu 27 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 136 30,324 

2 0,317-0,503 0,410 99 40,590 

3 0,504-0,690 0,597 123 73,431 

4 0,691-0,876 0,784 18 14,112 

5 0,878-1,064 0,971 8 7,768 

6 1,065-1,251 1,158 14 16,212 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 2 7,660 

9 1,626-1,812 1,719 - - 

10 1,813-1,999 1,906 5 9,530 

Jumlah (Σ) 405 199,627 

K = 1+ 3,322 log 405 = 9,66  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (196,164/400) = 0,492 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-6 suhu 27 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 123 27,429 

2 0,317-0,503 0,410 97 39,770 

3 0,504-0,690 0,597 112 66,864 

4 0,691-0,876 0,784 52 40,768 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 14 16,212 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 2 3,438 

10 1,813-1,999 1,906 2 3,812 

Total (Σ) 402 198,293 

K = 1+ 3,322 log 402 = 9,65  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (197,135/400) = 0,493 µm 
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Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-6 suhu 40 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 65 14,495 

2 0,317-0,503 0,410 80 32,800 

3 0,504-0,690 0,597 106 63,282 

4 0,691-0,876 0,784 86 67,424 

5 0,878-1,064 0,971 11 10,681 

6 1,065-1,251 1,158 38 44,004 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 12 20,628 

10 1,813-1,999 1,906 3 5,718 

Total (Σ) 401 259,032 

K = 1+ 3,322 log 401 = 9,66 

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (267,712/400) = 0,646 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-6 suhu 40 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 74 16,502 

2 0,317-0,503 0,410 95 38,950 

3 0,504-0,690 0,597 98 58,506 

4 0,691-0,876 0,784 88 68,992 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 39 45,162 

7 1,252-1,438 1,345 2 2,690 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 4 6,876 

10 1,813-1,999 1,906 8 15,248 

Total (Σ) 408 252,926 

K = 1+ 3,322 log 408 = 9,67 

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (257,249/400) = 0,620µm 
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Lampiran 27. Perhitungan diameter globul rata-rata pada minggu ke-8 

 

Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-8 suhu 4 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 128 28,544 

2 0,317-0,503 0,410 101 41,410 

3 0,504-0,690 0,597 113 67,461 

4 0,691-0,876 0,784 52 40,768 

5 0,878-1,064 0,971 28 27,188 

6 1,065-1,251 1,158 - - 

7 1,252-1,438 1,345 2 2,69 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 1 1,718 

10 1,813-1,999 1,906 2 3,812 

Total (Σ) 427 213,591 

K = 1+ 3,322 log 427 = 9,73  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (197,099/400) = 0,500 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-8 suhu 4 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 115 25,645 

2 0,317-0,503 0,410 92 37,720 

3 0,504-0,690 0,597 126 75,222 

4 0,691-0,876 0,784 29 22,736 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 24 27,792 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 8 13,752 

10 1,813-1,999 1,906 6 11,436 

Total (Σ) 400 214,303 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,64  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (198,782/400) = 0,535 µm 
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Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-8 suhu 27 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 131 29,213 

2 0,317-0,503 0,410 95 38,950 

3 0,504-0,690 0,597 108 64,476 

4 0,691-0,876 0,784 - - 

5 0,878-1,064 0,971 34 33,014 

6 1,065-1,251 1,158 23 26,634 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 6 9,192 

9 1,626-1,812 1,719 - - 

10 1,813-1,999 1,906 4 7,624 

Jumlah (Σ) 401 209,103 

K = 1+ 3,322 log 405 = 9,66  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (196,164/400) = 0,521 µm 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-8 suhu 27 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 98 21,854 

2 0,317-0,503 0,410 95 38,950 

3 0,504-0,690 0,597 110 65,670 

4 0,691-0,876 0,784 59 46,256 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 28 32,424 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 3 4,596 

9 1,626-1,812 1,719 7 12,033 

10 1,813-1,999 1,906 - - 

Total (Σ) 400 221,783 

K = 1+ 3,322 log 402 = 9,65  

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (197,135/400) = 0,554 µm 
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Perhitungan diameter globul krim A pada minggu ke-8 suhu 40 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 54 12,042 

2 0,317-0,503 0,410 85 34,850 

3 0,504-0,690 0,597 79 47,163 

4 0,691-0,876 0,784 82 64,288 

5 0,878-1,064 0,971 23 22,333 

6 1,065-1,251 1,158 56 64,848 

7 1,252-1,438 1,345 - - 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 13 22,347 

10 1,813-1,999 1,906 8 15,248 

Total (Σ) 400 283,119 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,66 

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (267,712/400) = 0,708 µm 

 

 

 

Perhitungan diameter globul krim B pada minggu ke-8 suhu 40 ± 2
o
C 

No. 
Rentang 

(µm) 

Nilai 

tengah (d) 
n nd 

1 0,130-0,316 0,223 60 13,380 

2 0,317-0,503 0,410 90 36,900 

3 0,504-0,690 0,597 77 45,969 

4 0,691-0,876 0,784 80 62,720 

5 0,878-1,064 0,971 - - 

6 1,065-1,251 1,158 43 49,794 

7 1,252-1,438 1,345 34 45,730 

8 1,439-1,625 1,532 - - 

9 1,626-1,812 1,719 10 17,73 

10 1,813-1,999 1,906 6 11,436 

Total (Σ) 400 283,659 

K = 1+ 3,322 log 400 = 9,66 

Diameter rata-rata = Σnd/Σn = (257,249/400) = 0,709µm 
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Lampiran 28. Perhitungan konstanta laju (k), waktu paruh (t1/2) dan t90 krim A 

dan krim B  pada suhu 4 ± 2
o
C 

 

Perhitungan konstanta laju (k), t1/2 dan t90 krim A 

  k = 
2,303

t
log

co

c
   

 

 
2,303

56 hari  
log

5,19

5,51
  k = -0,001068/hari 

 

 t1/2 =  
0,693

k
   

0,693

0,001068 /hari
  t1/2 = 648,51 hari ~ 649 hari 

 t90  =  
0,105

k
   

0,105

0,001068 /hari
  t90  = 98,31 hari ~ 98 hari 

 

 

Perhitungan konstanta laju (k), t1/2 dan t90 krim B 

  k = 
2,303

t
log

co

c
   

 

 
2,303

56 hari  
log

10,49

10,72
  k = -0,000387/hari 

 

 t1/2 =  
0,693

k
   

0,693

0,000387 /hari
  t1/2 = 1790,69 hari ~ 11791 hari 

 t90  =  
0,105

k
   

0,105

0,000387 /hari
  t90  = 271,32 hari ~ 271 hari 
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Lampiran 29. Perhitungan konstanta laju (k), waktu paruh (t1/2) dan t90 krim A 

dan krim B pada suhu 27 ± 2
o
C 

 

Perhitungan konstanta laju (k), t1/2 dan t90 krim A 

  k = 
2,303

t
log

co

c
   

 

 
2,303

56 hari  
log

5,19

4,41
  k = 0,002908/hari 

 

 t1/2 =  
0,693

k
   

0,693

0,002908 /hari
  t1/2 = 238,24 hari ~ 238 hari 

 t90  =  
0,105

k
   

0,105

0,002908 /hari
  t90  = 36,11 hari ~ 36 hari 

 

 

Perhitungan konstanta laju (k), t1/2 dan t90 krim B 

  k = 
2,303

t
log

co

c
   

 

 
2,303

56 hari  
log

10,49

8,92
  k = 0,002742/hari 

 

 t1/2 =  
0,693

k
   

0,693

0,002742 /hari
  t1/2 = 252,76 hari ~ 253 hari 

 t90  =  
0,105

k
   

0,105

0,002742 /hari
  t90  = 38,29 hari ~ 38 hari 
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Lampiran 30. Perhitungan konstanta laju (k),  waktu paru (t1/2) dan t90 krim A 

dan krim B pada suhu 40 ± 2
o
C 

 

Perhitungan konstanta laju (k), t1/2 dan t90 krim A 

  k = 
2,303

t
log

co

c
   

 

 
2,303

56 hari  
log

5,19

3,35
  k = 0,007818/hari 

 

 t1/2 =  
0,693

k
   

0,693

0,007818 /hari
  t1/2 = 88,64 hari ~ 89 hari 

 t90  =  
0,105

k
   

0,105

0,007818 /hari
  t90  = 13,43 hari ~ 13 hari 

 

 

Perhitungan konstanta laju (k), t1/2 dan t90 krim B 

  k = 
2,303

t
log

co

c
   

 

 
2,303

56 hari  
log

10,49

6,32
  k = 0,008896/hari 

 

 t1/2 =  
0,693

k
   

0,693

0,008896 /hari
  t1/2 = 77,90 hari ~ 78 hari 

 t90  =  
0,105

k
   

0,105

0,008896 /hari
  t90  = 11,80 hari ~ 12 hari 
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Lampiran 31. Penentuan IC50 dari asam azelat 

Konsentrasi asam azelat 

(ppm) 

% penghambatan 

15 45,04 

30 51,41 

45 55,48 

60 58,31 

 

 

Lampiran 32. Penentuan IC50 dari asam askorbat sebagai kontrol positif 

Konsentrasi asam azelat 

(ppm) 

% penghambatan 

10 43,28 

20 47,34 

30 57,51 

40 59,42 
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Lampiran 33. Perhitungan % penghambatan tirosinase dari krim asam azelat 

Perhitungan % penghambatan tirosinase krim A dan krim B pada minggu ke-0 

Krim 
Serapan % 

penghambatan 
Rata-rata 

Tabung A Tabung B 

A  

(asam azelat 5 

%) 

0,1292 

0,1278 

0,0956 

0,0978 

26,01 % 

26,99 % 
26,50 % 

B  

(asam azelat 10 

%) 

0,1252 

0,1310 

0,0594 

0,0648 

52,55 % 

50,53 % 
51,54 % 

Persen penghambatan krim A :  

 
0,1292−0,0956

0,1292
 x 100 % = 26,01 %  

 
0,1278−0,0978

0,1278
 x 100 % = 26,99 % 

 

Persen penghambatan rata-rata krim A :  

   
26,01 %+26,99 %

2
= 26,5 % 

Persen penghambatan krim B : 

 
0,1252−0,0594

0,1252
 x 100 % = 52,55 % 

 
0,1310−0,0648

0,1310
 x 100 % = 50,53 % 

Persen penghambatan rata-rata krim B : 

 
52,55 %+50,53 %

2
= 51,54 % 
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Perhitungan % penghambatan tirosinase krim A dan krim B pada minggu ke-8 

Krim 
Serapan % 

penghambatan 
Rata-rata 

Tabung A Tabung B 

A  

(asam azelat 

5 %) 

0,1270 

0,1372 

0,0997 

0,1051 

21,49 % 

23,39 % 
22,44 % 

B  

(asam azelat 

10 %) 

0,1362 

0,1255 

0,0716 

0,0682 

47,43 % 

45,66 % 
46,54 % 

Persen penghambatan krim A: 
0,1270−0,0997

0,1270
 x 100 % = 21,49 %  

0,1372−0,1051

0,1372
 x 100 % = 23,39 %  

Persen penghambatan rata-rata krim A :  

21,49 % + 23,39 %

2
= 22,44 % 

Persen penghambatan krim B : 

0,1362−0,0716

0,1362
 x 100 % = 47,43 %  

0,1255−0,0682

0,1255
 x 100 % = 45,66 %  

Persen penghambatan rata-rata krim B : 

47,43% + 45,66 %

2
= 46,54 % 
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Lampiran 34. Perhitungan % penghambatan tirosinase krim asam askorbat 

sebagai kontrol positif 

Konsentrasi 

asam 

askorbat 

Serapan % 

penghambatan 
Rata-rata 

Tabung A Tabung B 

5 % 
0,2141 

0,2071 

0,1294 

0,1271 

39,56 % 

38,62 % 
39,09 % 

10 % 
0,1992 

0,2103 

0,0457 

0,0514 

77,06 % 

75,56 % 
76,31 % 

Persen penghambatan krim asam askorbat 5 % : 

0,2141−0,1294

0,2141
 x 100 % = 39,56 %  

0,2071−0,1271

0,2071
 x 100 % = 38,62 %  

Persen penghambatan rata-rata krim asam askorbat 5 % : 

39,56 % + 38,62 %

2
= 39,09 % 

Persen penghambatan krim asam askorbat 10 % : 

0,1992−0,0457

0,1992
 x 100 % = 77,06 %  

0,2103−0,0514

0,2103
 x 100 % = 75,56 %  

Persen penghambatan rata-rata krim asam askorbat 10 % : 

77,06 % + 75,56 %

2
= 76,31 % 
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Lampiran 35. Sertifikat analisis asam azelat 
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Lampiran 36. Sertifikat analisis tirosinase 
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Lampiran 37. Sertifikat analisis levodopa 
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Lampiran 38. Sertifikat analisis asam askorbat 
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Lampiran 39. Sertifikat analisis asam stearat 
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Lampiran 40. Sertifikat analisis gliseril monostearat 
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Lampiran 41. Sertifikat analisis isoprpopil miristat 
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Lampiran 42. Sertifikat analisis setil alkohol 
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Lampiran 43. Sertifikat analisis propilen glikol 
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Lampiran 44. Sertifikat analisis metil paraben 
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Lampiran 45. Sertifikat analisis propil paraben 
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Lampiran 46. Sertifikat analisis butil hidroksi toluen 
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