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Uji Aktivitas Inhibitor Tirosinase Ekstrak
Kulit Buah Cokelat (Theobroma cacao L.) dan
Formulasinya dalam Bentuk Sediaan Nanoemulsi

(Tyrosinase inhibitory activity of cocoa pod husk extract (Theobroma cacao L.) and its formulation
into nanoemulsion system)

Sani Ega Priani*, Ainul Fatihah Halim, Sri Peni Fitrianingsih & Livia Syafnir
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ABSTRACT: Cocoa pod husk is known to contain various active compounds such as polyphenols and flavonoids, that potential to
have tyrosinase inhibitory activity. Nanoemulsion based delivery system predicted could increase percutaneous penetration and
effectiveness of cocoa pod husk extract. The purpose of this study was to determine the tyrosinase inhibitory activity of cocoa pod
husk extract and to formulate it into a nanoemulsion system with good physical properties. Cocoa pod husk powder was extracted
by maceration method using 70% ethanol and then submitted for tyrosinase inhibitory activity testing using the dopachrome
method. The cocoa pod husk nanoemulsion was prepared using grape seed oil, tween 80 as a surfactant, and glycerin as a
cosurfactant. The results showed that cocoa pod husk extract had tyrosinase inhibitory activity with an IC50 value of 199.98 ppm.
The cocoa pod husk nanoemulsion showed clear and homogeneous appearance, pH 6.21 + 0.02, viscosity 1070 + 24.5 cps, show
Newtonian behaviour with a globule size of 108 + 15 nm. The cocoa pod husk nanoemulsion has good physical stability based
on centrifugation, heating cooling, and freeze thaw tests. This study's conclusions are cocoa pod husk has tyrosinase inhibitory
activity and it has been developed into a nanoemulsion system with good physical characteristic and stability.

Keywords: nanoemulsion; cocoa pod husk; tyrosinase inhibitor; stability.

ABSTRAK: Limbah kulit buah cokelat diketahui mengandung berbagai senyawa aktif seperti polifenol dan flavonoid sehingga
berpotensi memiliki aktivitas inhibitor enzim tirosinase. Sistem penghantaran obat dalam bentuk nanoemulsi diketahui dapat
meningkatkan penetrasi perkutan dan meningkatkan efektivitas dari senyawa aktif. Tujuan dari penelitian ini untuk menguji aktivitas
inhibitor tirosinase ekstrak kulit buah cokelat dan memformulasikannya menjadi sediaan nanoemulsi yang memiliki sifat fisik yang
baik. Simplisia diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan etanol 70% dan selanjutnya diuji aktivitas inhibitor tirosinasenya
dengan metode dopakrom berbasis colorimetric enzymatic assay. Sediaan nanoemulsi ekstrak kulit buah cokelat dibuat dengan
menambahkan minyak biji anggur, tween 80 sebagai surfaktan, dan gliserin sebagai kosurfaktan untuk selanjutnya dikarakterisasi
secara fisik. Hasil uji menunjukkan ekstrak kulit buah cokelat memiliki aktivitas inhibitor tirosinase dengan nilai IC50 199,98 ppm.
Sediaan nanoemulsi mengandung ekstrak kulit buah cokelat penampilan fisik yang jernih dan homogen, pH 6,21+0,02, viskositas
1070 + 24,5 cps, sifat alir Newtonian, dengan ukuran globul 108 + 15 nm. Sediaan nanoemulsi memiliki stabilitas fisik yang baik
berdasarkan uji sentrifugasi, heating cooling, dan freeze thaw. Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa ekstrak kulit
buah cokelat terbukti memiliki aktivits inhibitor tirosinase dan telah berhasil diformulasikan menjadi sediaan nanoemulsi dengan
sifat fisik dan stabilitas yang baik

Kata kunci: nanoemulsi; kulit buah coklat; inhibitor tirosinase; stabilitas.

Pendahuluan

Kakao atau cokelat (Theobroma cacao 1..) merupakan
komoditas penting di Indonesia ataupun dunia. Kulit buah
cokelat merupakan limbah dalam proses produksi cokelat,
yang jumlahnya dapat mencapai 70% dari keseluruhan
buahnya [1,2]. Pemanfaatan limbah kulit buah cokelat saat
ini masih sangat rendah, padahal beberapa penelitian telah
membuktikan banyaknya senyawa aktif yang terkandung
dalam kulit buah cokelat. Polifenol dan flavonoid

merupakan contoh golongan senyawa aktif yang diketahui
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banyak terkandung pada kulit buah cokelat [3-5]. Kadar
senyawa polifenol dalam kulitbuah cokelat sekitar 153,51 mg
GAE/g sedangkan kadar senyawa flavonoid 22,42+ 0,98
mg rutin ckivalen/g [6,7]. Keberadaan senyawa aktif

tersebut membuatnya berpotensi —
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melanin. Enzim ini mengatalisis hidroksilasi L-Tirosinase
menjadi L-DOPA dan oksidasi L.-DOPA menjadi DOPA-
quinone, pada tahap awal proses melanogenesis [8,9].
Senyawa aktif bahan alam seperti polifenol dan flavonoid
diketahui berpotensi menjadi inhibitor tirosinase karena
dapat berikatan dengan bagian sisi aktif enzim sehingga
mampu menjadi inhibitor kompetitif enzim tirosinase.
Senyawa flavonoid diketahui dapat beraksi sebagai copper
chelator yang berikatan dengan Cu dari enzim tirosinase
yang termasuk kategori metaloenzim [10]. Senyawa
dengan aktivitas inhibitor tirosinase umum digunakan
pada produk-produk kosmetik untuk mengatasi kondisi
hiperpigmentasi. Hiperpigmatasi adalah masalah pada
kulit yang banyak terjadi akibat produksi melanin yang
berlebih [11,12].

Senyawa aktif yang memiliki aktivitas inhibitor enzim
tirosinase, harus mampu menembus stratum korneum
dan masuk ke bagian kulit yang lebih dalam mencapai
sel-sel melanosit [13]. Salah satu pengembangan bentuk
sediaan yang diketahui dapat membantu meningkatkan
penetrasi zat aktif ke dalam kulit adalah nanoemulsi [14].
Nanoemulsi adalah modifikasi sistem emulsi dengan
ukuran globul sangat kecil (10 - 200 nm) yang stabil
dan memiliki penampilan fisik yang transparan [15].
Nanoemulsi dapat menjadi sistem penghantaran yang
sesuai untuk obat ataupun kosmetik. Saat ini, sistem
nanoemulsi banyak digunakan di bidang kosmeseutikal
termasuk untuk mengatasi kondisi hiperpigmentasi, karena
diketahui efektif untuk menghantarkan senyawa aktif ke
sel targetnya [16,17].

Penelitian ini bertujuan untuk menguji aktivitas
inhibitor tirosinase ekstrak kulit buah cokelat dan
mengembangkannya menjadi sediaan nanoemulsi yang
memiliki sifat dan stabilitas fisik yang baik. Sebagai fasa
minyak pada sistem nanoemulsi digunakan minyak biji
anggur. Minyak biji anggur diketahui kaya akan kandungan
senyawa yang memiliki aktivitas antioksidan dan inhibitor
tirosinase, sehingga diharapkan dapat membantu aktivitas
dari sediaan akhir [18].

Tabel 1. Optimasi formula basis nanoemulsi

Metode Penelitian

Bahan

Kulit Buah cokelat (perkebunan cokelat ciamis,
Indonesia), Etanol 70% (Bratachem, Indonesia), Minyak
biji anggur (Lansida group, Indonesia),Tween 80
(Bratachem, Indonesia), Gliserin (Bratachem, Indonesia),
L-DOPA  (Sigma-aldrich, Amerika Serikat), Mushroom

Tirosinase (Sigma-aldrich, Amerika Serikat)

Pembuatan Ekstrak Kulit Buah Cokelat
Kulit  buah dibersihkan
dikeringkan pada suhu 40 - 50C. Simplisia kering

cokelat selanjutnya
selanjutnya diserbukan dan diekstraksi dengan metode
maserasi menggunakan etanol 70% dengan perbandingan
pelarut 1:3 selama 24 jam dengan 3 kali pengulangan.
Ekstrak cair selanjutya dipekatnya dengan vacuum rotary
evaporator (Buchi R-3 HB, Switzerland). Terhadap simplisia
dan ckstrak dilakukan penapisan fitokimia susuai dengan

prosedur standar pengujian [5,19].

Uji Aktivitas Inhibitor Tirosinase Ekstrak Kulit Buah
Cokelat

Uji aktivitas inhibitor tirosinase dilakukan dengan
metode dopakrom berbasis colorimetric engymatic - assay.
Sebanyak 20 pl. larutan ekstrak dalam dimetil sulfoksida
(6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, dan 400 ppm) dimasukan
ke microplate (96 lubang). Sebanyak 138 pl. dapar fosfat
(50 mM) dan 2 pL enzim tirosinase (2500 U / mL dalam
dapar fosfat pH 6,5) ditambahkan ke setiap sampel
ekstrak. Terakhir, tambahkan 40 pL. L-DOPA (2,5 mM).
Campuran tersebut kemudian diinkubasi selama 10 menit
pada suhu 37 C. Absorbansi di setiap sumur dibaca pada
475 nm menggunakan wicroplate reader. Selanjutnya lakukan

perhitungan % inhibisi.
% inhibisi = [(A-B)/A] x 100 %.

Dengan A adalah nilai absorbansi larutan uji tanpa

inhibitor (ekstrak), dan B adalah nilai absorbansi larutan uji

Bahan (%) F1 F2 F3 F4 F5 F6
Minyak biji anggur 5 5 5 5 5 5
Tween 80 30 30 30 35 35 35
Gliserin 25 30 35 25 30 35
Aquadest ad 100 100 100 100 100 100
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Gambar 1. Kurva regresi linier uji aktivitas inhibitor tirosinase ekstrak

dengan inhibitor (ekstrak). Dengan menggunakan analisis

regresi selanjutnya dilakukan perhitungan IC50 [20].

Pengembangan Formula Nanoemulsi

Tahap pengembangan formula diawali dengan tahap
optimasi formula nanoemulsi minyak biji anggur tanpa
penambahan ekstrak. Dibuat 6 formula sesuai dengan
tabel 1. Terhadap sediaan dilakukan evaluasi meliputi

pengamatan organoleptis dan % transmitan.

Formula basis optimum selanjutnya dijadikan
formula dasar untuk mengembangkan sediaan nanoemulsi
ekstrak kulit buah cokelat, dengan menggunakan

konsentrasi ekstrak 1% dengan penambahan etanol 5%
untuk melarutkan ekstrak. Nanoemulsi dibuat dengan cara
mencampurkan minyak biji anggur, tween 80, gliserin, dan
ekstrak yang sudah dilarutkan dalam etanol lalu dipanaskan
pada suhu 30 - 40°C. Tambahkan aquadest yang sudah
dipanaskan pada suhu yang sama ke dalam campuran

pertama selanjutnya diaduk menggunakan magnetic stir plate

Tabel 2. Hasil optimasi basis nanoemulsi

pada kecepatan 500 rpm selama 15 menit. Selanjutnya
sediaan nanoemulsi disonikasi menggunakan sonicator bath
(bransonic CPX 2800 H, Amerika Serikat) selama 30 menit

21,22].

Evaluasi Fisik Sediaan Nanoemulsi

Terhadap sediaan nanoemulsi selanjutnya dilakukan
evaluasi meliputi uji organoleptis, homogenitas, pH,
viskositas, rheology, dan penentuan ukuran globul. Uji
pH dilakukan dengan pH meter (Mettler Toledo, Seven
Compact TM S220, Amerika Serikat), Uji viskositas
dilakukan dengan menggunakan viscometer (Brookfield
RV D220, Amerika Serikat) menggunakan spindleno 15 pada
nilai putaran 10, 20, 50, 100 rpm (naik-turun). Penentuan
ukuran globul nanoemulsi dilakukan menggunakan alat

particle size analyzer (Beckman Coulter LS 13 320, Amerika
Serikat) [23,24].

Formula Organoleptis % transmittan
F1 keruh, cair, tidak berbau <80
F2 keruh, cair, tidak berbau <80
F3 keruh, cair, tidak berbau <80
F4 keruh, cair, tidak berbau <80
F4 keruh, cair, tidak berbau <80
F5 jernih, cair, tidak berbau 85,27 +5,59
F6 jernih, cair, tidak berbau 98,10+ 1,47
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Tabel 3. Formula akhir nanoemulsi ekstrak kulit buah cokelat

Bahan Kandungan (%)
Ekstrak kulit buah cokelat 1
Minyak biji anggur 5
Tween 80 35
Gliserin 35
Etanol 5
Aquadest ad 100

Uji Stabilitas Sediaan Nanoemulsi

Uji stabilitas nanoemulsi dilakukan dengan tiga
tahapan yakni uji sentrifugasi, beating cooling, dan freege thaw.
Sentrifugasi dilakukan pada kecepatan 3500 rpm selama
30 menit. Selanjutnya sediaan masuk ke dalam tahap
pengujian beating cooling dengan menyimpan sediaan pada
dua suhu berbeda yaitu 4 = 1°C dan 40 £ 1°C masing-
masing selama tidak kurang dari 48 jam, dan dilakukan
sebanyak 3 siklus. Tahap yang terakhir adalah pengujian
freeze thaw dengan menyimpan sediaan pada suhu pada
suhu -20°C dan 25°C masing-masing selama tidak kurang
dari 48 jam sebanyak 3 siklus. Pada setiap tahap pengujian
dilakukan pengamatan meliputi kejernihan, pemisahan

fase, dan pengendapan [25].

Hasil dan Diskusi

Ekstrak kulit buah cokelat merupakan bahan aktif
yang digunakan pada penelitian ini. Proses ekstraksi
dilakukan menggunakan etanol 70% karena berdasarkan
penelitian  sebelumnya diketahui penggunaan pelarut
tersebut karena diketahui mampu menarik senyawa
polifenol dan flavonoid dengan baik, disebabkan karena
kesesuaian polaritasnya. Hasil uji penapisan fitokimia
terthadap simplisia dan ekstrak menunjukkan hasil positif
untuk senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, terpenoid,
tannn, kuinon, polifenol, monoterpen dan seskuiterpen
15].

Ekstrak yang dihasilkan selanjutnya dilakukan
pengujian aktivitas inhibitor tirosinase. Aktivitas inhibitor

Gambar 2. Sediaan nanoemulsi kulit buah cokelat
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Tabel 4. Hasil optimasi basis nanoemulsi

Parameter

Hasil evaluasi

Organoleptis
Homogenitas
pH

Viskositas

Sifat alir
Diameter globul
Stabilitas Sentrifuga
Heating cooling

Freeze thaw

Jernih, kecoklatan, bau khas
Homogen
6,21+£0,02

1070+ 24,5 cps
newton
108 £15 nm
Stabil
Stabil

Stabil

tirosinase dilakukan dengan metode dopakrom berbasis
colorimetric engymatic assay. Tirosinase adalah enzim kunci
dalam biosintesis melanin. Penghambatan enzim tersebut
dapat menurunkan produksi DOPA-chrome dari L-DOPA
sebagai substrat. Penurunan intensitas warna merah
DOPA-chrome

enzim oleh ekstrak, schingga bisa dilakukan analisis

menunjukkan adanya penghambatan
berbasis spektrofotometri sinar tampak. Hasil uji aktivitas
menunjukkan bahwa ekstrak kulit buah cokelat memiliki
aktivitas inhibitor tirosinase dengan nilai IC50 199,89 ppm
(gambar 1). Keberadaan aktivitas inhibitor tirosinase dari
ekstrak kulit buah cokelat diketahui karena kandungan
senyawa aktif dari kulit buah cokelat yakni flavonoid,
asam fenolat, dan stilbenoid. Senyawa senyawa tersebut
diketahui mampu menjadi inhibitor kompetitif enzim
tirosinase karena dapat berikatan dengan sisi aktif enzim.

Beberapa senyawa flavonoid dalam kulit buah cokelat

seperti apigenin, katekin, kaemferol, kuersetin berdasarkan
beberapa penelitian juga diketahui memiliki aktivitas
penghambatan enzim tirosinase [7,26].

Ekstrak kulit buah cokelat selanjutnya dikembangkan
menjadi sediaan kosmeseutikal. Untuk memberikan
aktivitas inhibitor tirosinase yang baik, maka ekstrak harus
berpenetrasi menembus stratum korneum, mencapai sel
sel melanosit di epidermis bagian dalam, yakni stratum
basalum [27]. Oleh karena itu, sistem penghantaran obat
perlu dirancang dengan baik, untuk mencapai efektivitas
terapi pada kondisi hiperpigmentasi. Nanoemulsi diketahui
menjadi salah satu sistem penghantaran obat, yang mampu

meningkatkan penetrasi senyawa aktif yang diberikan

secara perkutan [14].
Formulasi  nanoemulsi  pada  penelitian  ini,

menggunakan minyak biji anggur sebagai fasa minyak.

Minyak biji anggur memiliki banyak senyawa aktif

800
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=
8
=
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—&— rpm naik
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Gambar 3. Grafik sifat alir sediaan nanoemulsi
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Gambar 4. Hasil uji penentuan ukuran globul nanoemulsi

seperti proantosianidin yang diketahui memiliki aktivitas
antioksidan dan inhibitor tirosinase, schingga dapat
menunjang efektifitas sediaan akhir yang dihasilkan [18,28].
Sebagai surfaktan dan kosurfaktan digunakan tween 80 dan
gliserin karena berdasarkan hasi uji pendahuluan diketahui
bahwa tween 80 dan gliserin memiliki ketercampuran
yang baik dengan minyak biji anggur, schingga akan
mempermudah  pembentukan  sistem  nanoemulsi.
Penambahan surfaktan dan kosurfaktan dalam sistem
nanoemulsi berfungsi untuk membentuk lapisan antarmuka
yang rapat dan fleksibel pada sistem nanoglobul, sehingga
akan mampu menurunkan nilai tegangan permukaan dan
menstabilkan sistem dispersi yang terbentuk [29]. Hasil
optimasi formula basis nanoemulsi tanpa penambahan
ckstrak diperlihatkan pada tabel 2. Dari hasil tersebut
diketahui bahwa formula yang paling sesuai untuk
dijadikan formula basis nanoemulsi adalah F6, karena
memiliki nilai % transmittan >95% yang menggambarkan
kejernihan dari sediaan dan mengindikasikan keberhasilan
pembentukan nanoglobul [30].

Selanjutnya dibuat formula akhir nanoemulsi mengacu
pada formula dasar F6 dengan penambahan ekstrak kulit

buah cokelat sebanyak 1% (tabel 3). Konsentrasi tersebut

50 kali dari nilai IC 50 ekstrak sebagai inhibitor enzim
tirosinase. Peningkatan konsentrasi zat aktif dari nilai IC50
pada sediaan, umum dilakukan baik untuk senyawa bahan
alam ataupun sintetik untuk meningkatkan efektifitas
pemakaian [31].

Sediaan nanoemulsi ekstrak kulit buah cokelat
memiliki penampilan fisik jernih, bewarna kecokelatan,
dengan bau yang khas (gambar 2). Seluruh hasil evaluasi
fisik dan stabilitas sediaan nanoemulsi ditampikan pada
tabel 4. Dari hasil evaluasi tersebut diketahui bahwa
sediaan nanoemulsi memiliki karakteristik fisik yang baik

berdasarkan pengamatan organoleptis, homogenitas, pH,

viskositas, sifat alir, dan ukuran globul. Nilai pH sediaan
sesuai dengan pH optimum untuk sediaan topikal yakni
pada rentang pH 4.5 - 6,5. Sediaan memiliki viskositas yang
relatif rendah, tidak masuk kategori sediaan semisolida,
sesuai dengan karakteristik khas sediaan nanoemulsi.
Rendahnya viskositas sediaan akan mendukung kecepatan
penetrasi senyawa aktif. Sediaan nanoemulsi memiliki sifat
alir newtonian, yang ditandai dengan viskositas sediaan
yang relatif konstan pada berbagai kecepatan geser
(gambar 3). Sifat alir Newtonian ini juga ditunjukkan oleh
sediaan-sediaan nanoemulsi yang sudah dikembangkan
sebelumnya. Viskositas sediaan yang sangat rendah dengan
homogenitas yang baik menyebabkan sifat alirnya mirip
dengan sediaan larutan [32,33].

Salah satu faktor utama yang harus diperhatikan dari
sediaan nanoemulsi adalah ukuran globul. Dari hasil uji
terlihat bahwa sediaan nanoemulsi memiliki ukuran globul
yang sesuai yakni 108 +15 nm (gambar 4). Ukuran tersebut
sesuai dengan kriteria ukuran globul sediaan nanoemulsi
(10-200 nm). Terbentuknya sistem nanoglobul pada
sediaan menjadi salah satu penyebab utama peningkatan
penetrasi sediaan menembus stratus korneum pada sistem
nanoemulsi. Selain faktor ukuran globul, peningkatan
penetrasi perkutan dari sediaan nanoemulsi dapat terjadi
karena kemampuan pelarutannya yang tinggi dan juga
karena keberadaan surfaktan/kosurfaktan dalam sediaan
yang mampu bertindak sebagai peningkat penetrasi [15].

Evaluasi terakhir yang dilakukan adalah uji untuk
menilai stabilitas sistem nanoemulsi, yang dilakukan dengan
tiga tahapan yakni sentrifugasi, heating cooling dan freeze thaw.
Hasil uji menunjukkan bahwa sediaan nanoemulsi ekstrak
kulit buah cokelat stabil setelah melewati ketiga tahapan
uji yang ditandai dengan tidak adanya pengendapan
ataupun pemisahan fase selama proses pengujian [25].

Pengembangan lanjutan dari sediaan nanoemulsi ekstrak
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kulit buah cokelat perlu dilakukan untuk menguji efektifitas
dan juga keamanan sediaan baik dengan pengujian secara

in vitro ataupun i vivo.
Kesimpulan

Ekstrak kulit buah cokelat memiliki aktivitas inhibitor
tirosinase dengan nilai IC50 199,98 ppm. Ekstrak kulit
buah cokelat telah berhasil dikembangkan menjadi sediaan
nanoemulsi yang memiliki karakteristik yang baik dengan
ukuran globul 108 *15 nm. Sediaan nanoemulsi stabil

berdasarkan uji sentrifugasi, seating cooling dan freege thamw.
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