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Uji Aktivitas Antioksidan dan Daya
Hambat Enzim Tirosinase Ekstrak Etanol
Azolla filiculoides Lam.

(Study of antioxidant activity and tyrosinase inhibitor of ethanol extract of Azolla filiculoides Lam.)
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Fakultas Kedokteran Hewan Institut Pertanian Bogor, Kampus IPB, JI. Raya Dramaga, Babakan, Kec. Dramaga,
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ABSTRACT: Azolla (Azolla filiculoides Lam.) is an aquatic fern of the Salviniaceae family. Azolla filiculoides used as natural feed that
are abundantly available in nature but have not been optimally utilized. Azolla could be symbiotized with Cyanobacteria. Azolla has
bioactive compounds as antioxidants and tyrosinase inhibitors. The purpose of this study was to measure antioxidant activity by
DPPH method (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazin) and tyrosinase inhibitor from ethanol extract of Azolla filiculoides by ELISA method
in vitro with L-tyrosine and L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine) substrate. Extraction by maceration method and using 96%
ethanol as solution. The result of phytochemical analysis showed that azolla extract contains flavonoid, tannins, saponins, steroids
and triterpenoids. The phytochemical compounds potentially as antioxidants and tyrosinase inhibitory, particularly flavonoid and
tannin compounds. Antioxidant activity assay showed that the ethanol extract of Azolla filiculoides was strong with IC,; 23.00
ppm. Tyrosinase inhibitor activity assay showed that tyrosinase inhibition activity on diphenolase activity (IC.; 996.60 ppm) more
effective than monophenolase activity (IC_, 1893.09 ppm).

Keywords: antioxidant activity; azolla filiculoides; 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazin; DPPH; tyrosinase.

ABSTRAK: Azolla (Azolla filiculoides Lam.) merupakan tanaman paku air dari famili Salviniaceae. Azolla filiculoides digunakan
sebagai pakan alami dengan ketersediaannya melimpah di alam yang belum termanfaatkan secara optimal. Tanaman ini dapat
bersimbiosis dengan Cyanobacteria. Azolla memiliki senyawa bioaktif yang berfungsi sebagai antioksidan dan inhibitor tirosinase.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk menguji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH (2.2-difenil 1-pikrihidrasil’ ) dan
daya hambat tirosinase pada ekstrak etanol Azolla filiculoides menggunakan metode ELISA secara in vitro dengan substrat L-tirosin
dan L-DOPA (L-3,4-dihidroksifenilalanin). Ekstraksi menggunakan metode maserasi dan pelarut etanol 96%. Hasil uji fitokimia
menunjukkan bahwa ekstrak etanol Azolla mengandung senyawa flavonoid, tanin, saponin, steroid dan triterpenoid. Kandungan
fitokimia tersebut berpotensi sebagai antioksidan dan inhibitor tirosinase, terutama senyawa flavonoid dan tanin. Uji aktivitas
antioksidan menunjukkan bahwa ekstrak etanol Azolla filiculoides memiliki aktivitas antioksidan yang kuat dengan nilai IC_ sebesar
23.00 ppm. Uji aktivitas inhibisi tirosinase ekstrak azolla menunjukkan daya hambat yang lebih efektif pada aktivitas diphenolase
(IC,,996.60 ppm) dibandingkan aktivitas monophenolase (IC, 1893.09 ppm).

Kata kunci: aktivitas antioksidan; azolla filiculoides; 2.2-difenil 1-pikrihidrasil; DPPH; tirosinase.

Pendahuluan

Faktor lingkungan yang menjadi sumber eksogen dari
produksi radikal bebas seperti stres, radiasi ozon, polusi,
pestisida dan bahan kimia industri dapat menyebabkan
kerusakan molekul, protein, lipid, RNA, DNA pada
tubuh [1,2]. Radikal bebas dapat menyebabkan kerusakan
oksidatif secara seluler schingga melemahkan sistem
pertahanan tubuh dan berbagai kerusakan seperti diabetes,
kanker, radang sendi, arteriosklerosis, penyakit neuro
degeneratif dan penuaan dini [2,3].

Azolla
terdistribusi hidup di daerah tropis, subtropis atau

merupakan  pteridopita  akuatik  yang
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daerah bertemperatur lembab. Azolla adalah kelompok
tanaman pakis air yang berasal dari famili _Azo/laceae.
Secara tradisional Azolla biasa digunakan sebagai pupuk
hayati karena mampu memperbaiki nitrogen di atmosfir.
Azolla juga dimanfaatkan sebagai pakan ternak, obat-
obatan, bahan bakar hidrogen, produksi biogas, pemurni
air dan pengontrol gulma [4,5].
Agzolla  filiculoides 1am. memiliki
kandungan protein yang tinggi
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dengan Cyanobacteria (Anabaena azollae) [6] yang memiliki
kandungan beta-karoten, schingga memungkinkan bahwa
Agzolla  filicnloides Tam. berpotensi sebagai antioksidan
dalam melindungi tubuh dari radikal bebas [7].

Tumbuhan memiliki metabolisme yang mampu
mensintesis zat aktif biologis sebagai bentuk pertahanan
dalam melindungi diri dari serangan seperti hama, serangga,
jamur, bakteri dan patogen tumbuhan lainnya [5]. Zat aktif
biologis atau senyawa biokimia tersebut memiliki berbagai
manfaat bagi manusia. Kandungan senyawa biokimia pada
tumbuhan dapat menjadi sumber antioksidan alami bagi
manusia dan mengurangi resiko berbagai penyakit, dimana
dapat diperoleh dari biji-bijan, buah-buahan, sayuran dan
lainnya [1].

Berbagai jenis azolla diketahui memiliki potensi
sebagai sumber antioksidan alami. Salah satunya kandungan
fitokimia yang terdapat dalam Azolla microphylla yaitu tinggi
akan kandungan tanin, steroid, fenol dan antrakuinon yang
diketahui memiliki potensi sebagai agen antioksidan yang
baik [8]. Pada produk-produk kosmetik saat ini dibutuhkan
bahan kosmetik yang memiliki antioksidan yang baik
serta memberikan efek mencerahkan. Salah satu enzim
yang berperan dalam pigmentasi pada kulit yaitu enzim
tirosinase, dimana enzim ini bertanggung jawab terhadap
penggelapan kulit dan rambut serta berperan penting
melawan kerusakan kulit akibat sinar ultraviolet (UV) [9].

Saat ini terdapat banyak inhibitor tirosinase yang
memiliki karakteristik yang baik seperti hidrokuinon,
arbutin, asam kojat, asam azelaic dan asam L-askorbat.
Hidrokuinon menjadiagen paling populer untuk menangani
hiperpigmentasi karena mampu menghambat aktivitas
tirosinase. Namun senyawa ini memiliki efek samping
seperti iritasi kulit, toksisitas, mutagenesis, karsinogenisitas.
Senyawa fenolik dan flavonoid memiliki kapasitas untuk
melindungi kulit dari kerusakan DNA akibat UV pada
keratinosit. Hal ini disebabkan karena senyawa fenolik dan
flavonoid memiliki kemiripan struktur dengan tirosin yang
berfungsi sebagai penghambat aktivitas tirosinase [10].
Antioksidan dan kemampuan sebagai inhibitor tirosinase
dari tumbuhan dapat menjadi strategi alternatif mengatasi
permasalahan kulit seperti hiperpigmentasi. Oleh karena
itu, pada penelitian ini dilakukan skrining fitokimia,
aktivitas antioksidan hingga inhibitor tirosinase dari bahan

alami yaitu Azolla filiculoides Lam.

Metode Penelitian
Bahan

Agzolla  filiculoides Tam. (Bantul DI Yogyakarta,

Indonesia telah dideterminasi di LLIPI Pusat Penelitian
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Biologi dengan nomor 167/IPH.1.01/1£.07/11/2020),
vitamin C (Pusat Studi Biofarmaka, Indonesia), etanol
96% (Bratachem, Indonesia), asam kojat (Pusat Studi
Biofarmaka, Indonesia), reagen uji fitokimia (Pusat
Studi Biofarmaka, Indonesia), L-DOPA, L-Tyrosine dan
2.2-difenil 1-pikribidrasil (DPPH) (Pusat Studi Biofarmaka,
Indonesia nomor sertifikat 405.035/L.PSB IPB/11/19).

Cara Kerja

Azolla filicuides direndam dalam air yang berisi pupuk
kandang hingga Azolla menjadi segar. Azolla didiamkan
hingga tidak ada air yang menetes. Azolla segar diektraksi,
evaporasi dan dilakukan pengujian skrining fitokimia serta

uji aktivitas antioksidan dan daya hambat enzim tirosinase.

Prosedur Kerja
Pembuatan Ekstrak Azolla filiculoides Lam.

Metode ckstraksi menggunakan metode maserasi
yang mengacu pada [11]. Pelarut yang digunakan adalah
etanol 96% selama 3 hari (3x24 jam) dengan pergantian
pelarut setiap harinya. Perbandingan simplisia dan pelarut
yang digunakan adalah 1:10. Filtrat yang diperoleh
dievaporasi dengan Rotary Evaporator vacunm Diab Re 1008
(Beijing, China) pada suhu 40 °C dan tekanan 30 mbar
hingga didapatkan ekstrak kering Azolla filiculoides T.am..

Pengujian fitokimia [12]
Identifikasi Alkaloid.

Sebanyak 1 gram ekstrak ditetesi NH3 kemudian
dihaluskan dan ditambahkan 5 ml CHCI, lalu disaring,
Filtrat ditambahkan H, SO, 2M hingga terbentuk lapisan
asam. Lapisan dibagi 3 bagian yaitu ditambahkan dengan
reagen Dragendrof (jika positif berwarna jingga), reagen
Mayer (jika positif berwarna putih) dan reagen Wagner
(jika positif berwarna coklat).

Identifikasi Flavonoid, Tanin dan Saponin.

Sebanyak 5 gram ckstrak ditambahkan akuades dan
dipanaskan selama 5 menit lalu disaring. Filtrat dibagi 3
bagian untuk uji flavonoid, tanin dan saponin. Uji flavonoid
yaitu ekstrak ditambahkan serbuk Mg, HCl:Etanol (1:1)
dan amil alkohol. Uji positif jika berwarna jingga. Uji
tanin yaitu ckstrak diteteskan FeCl, 10% dan uji positif
jika berwarna hitam kehijauan. Uji saponin yaitu ckstrak

dikocok dan uji positif jika berbuih secara stabil.

Identikasi Hidrokuinon.

Sebanyak 1 gram ekstrak ditambahkan metanol dan
dipanaskan. Ekstrak disaring dan ditambahkan 3 tetes
NaOH 10%. Uiji positif jika berwarna merah.
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Identifikasi Triterpenoid dan Steroid.

Sebanyak 1 gram ekstrak ditambahkan etOH (etil
alkohol) panas, disaring dan dipanaskan hingga kering;
Ekstrak ditambahkan 1 ml dietil eter dan dihomogenkan,
lalu ditambahkan 1 tetes H,SO, dan 1 tetes CH,COOH
anhidrat. Uji positif jika berwarna merah atau ungu

(triterpenoid) dan berwarna hijau atau biru (steroid).

Pengujian Aktivitas Antioksidan Metode DPPH [13]
Pembuatan Larutan DPPH.

Pembuatan stok DPPH 125 uM dibuat dengan
melarutkan 2.5 mg DPPH dengan etanol di dalam labu
dan diukur hingga 50 ml. Labu ukur dilapisi dengan

aluminium foil.

Pembuatan Larutan Sampel dan Pembanding.
Preparasi sampel dan vitamin C sebagai larutan
pembanding yaitu masing-masing ditimbang sebanyak
10 mg. Sampel dan vitamin C dilarutkan dengan
dimetil sulfoksida (DMSO) sebanyak 1 ml, kemudian
sampel disonikasi dengan Probe Sonicator Ultrasonic
Homogenizer (Biologics, USA) hingga larut dan divorteks
dengan Vortex 2 (IKA, Malaysia). Sampel dibuat dengan
konsentrasi 10, 50, 100, 150 dan 200 ppm. Sampel dan
vitamin C dimasukkan ke dalam microplate sebanyak
100p.L. Sampel ulangan satu dan dua ditambahkan DPPH
sebanyak 100 pl, kontrol negatif ditambahkan etanol
sebanyak 100 pL. Microplate diinkubasi dengan Oven 125
Basic Dry (IKA, Malaysia) pada suhu ruang (kondisi gelap)
selama 30 menit, kemudian diukur dengan pengukuran
BLISA (enzgyme-linked immunosorbent assay) dengan NS-100
Nano Scan Microplate Reader (Hercuvan, United Kingdom)
pada panjang gelombang 517 nm. Persentase inhibisi

dihitung dengan rumus:

Inhabisi (%) = ((Absorbansi Blanko-Absorbansi
Sampel) /Absotrbansi Blanko))x100%

Hasil perhitungan dimasukkan ke dalam persamaan
regresi y = a(x) + b. Konsentrasi sampel sebagai absis
(sumbu X) dan nilai persen inhibisi antioksidan sebagai
ordinatnya (sumbu Y). Persamaan regresi digunakan untuk
(Inbibition Concentration 50%) yaitu
besarnya konsentrasi larutan sampel yang dibutuhkan
dalam mereduksi radikal bebas DPPH sebesar 50% [14].

menghitung nilai 1C "

Penentuan Aktivitas Inhibitor Tirosinase [15]

Larutan ckstrak induk dengan konsentrasi 20 mg
ml-1 dibuat dengan 2 mg ekstrak kental dilarutkan dalam
1 ml dimetil sulfoksida (DMSO). Konsentrasi ekstrak yang
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digunakan 31.25-2000 ppm dengan pengenceran larutan
induk dalam buffer natrium fosfat (50 uM dan pH 6.5).
Kontrol positif yang digunakan asam kojat (konsentrasi
7.56-500 ppm). Ekstrak berbagai konsentrasi sebanyak 70
uL dimasukkan ke dalam wicroplate dan ditambahkan 30 pL
enzim tirosinase dari azolla. Plate disimpan dalam ruang
inkubasi (37 °C) selama 5 menit. Kemudian substrat (2
uM L-tirosin dan 12 uM L-3,4-dibydroxyphenylalamine atau
L-DOPA) sebanyak 110 plL ditambahkan ke wicroplate dan
disimpan dalam ruang inkubasi selama 30 menit.

Nilai absorbansi tiap sumur wicroplate ditentukan
menggunakan multi-well reader pada panjang gelombang
492 nm. Konsentrasi ekstrak yang dapat menghambat
setengah dari aktivitas tirosinase ditentukan dengan
membandingkan absorbansi sampel tanpa penambahan
ekstrak. Persentase aktivitas tirosinase dihitung dengan

rfumus:

Inhabisi (%) = ((Absorbansi Blanko-Absorbansi
Sampel) /Absorbansi Blanko))x100%

Nilai IC,  dari persamaan regresi linier antara %
inhibisi (sumbu Y) dan konsentrasi ekstrak (sumbu X),

persamaan regresi sebagai berikut:
Y =a+bx

Keterangan : Y : variabel dependen
x : variabel independen
a : konstanta
b : koefisien regresi
Analisis Data
Data yang diperoleh dianalisis secara deskriptif
menggunakan software Microsoft Excel 207 3.

Hasil dan Diskusi

Pengujian fitokimia dilakukan dengan tujuan untuk
mengidentifikasi jenis senyawa metabolit sekunder yang
terkandung dalam ekstrak Azo/la filiculoides Lam.. Pengujian
dilakukan secara kualitatif berdasarkan visualisasi warna
dan endapan yang ditunjukkan pada Tabel 1.

Berdasarkan hasil pemeriksaan fitokimia menunjukkan
bahwa ekstrak etanol Azolla filiculvides Lam. mengandung
flavonoid, tanin, saponin, steroid dan triterpenoid,
sedangkan kandungan fitokimia alkaloid dan kuinon
tidak ditemukan pada ekstrak Azolla ditunjukkan pada
Tabel 1. Pada hasil pemeriksaan fitokimia menunjukkan
hampir semua golongan senyawa ditemukan pada ekstrak.

Suatu ekstrak dapat menunjukkan profil fitokimia yang
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Tabel 1. Kandungan senyawa fitokimia ekstrak azolla (Azo/la filiculoides am.)

Golongan Senyawa Hasil
Flavonoid +
Alkaloid
Tanin +
Saponin +
Quinon
Steroid i+
Triterpenoid +

Keterangan : (+) ada senyawa metabolit, (-) tidak ada senyawa metabolit

beragam berdasarkan dengan pelarut dan jenis media yang
digunakan pada saat proses ekstraksi. Hal ini menunjukkan
bahwa pemilihan metode dan pelarut menjadi salah satu
faktor penting yang mempengaruhi hasil pemeriksaan
fitokimia [16]. Pelarut etanol merupakan pelarut yang
diizinkan untuk digunakan pada proses ekstraksi selain
air dan campuran etanol-air. Pelarut etanol memiliki dua
bagian gugus berbeda yaitu gugus —OH yang bersifat polar
dan CH2CH3 yang bersifat non polar [17]. Kedua sifat
tersebut memungkinkan etanol dalam menarik senyawa
lebih banyak.

Flavonoid merupakan metabolit sekunder golongan
polifenol alami yang banyak ditemukan pada tumbuhan
seperti daun, biji, kulit kayu dan bunga. Flavonoid
diketahui memiliki banyak manfaat sebagai obat yaitu
untuk penyakit kanker, antioksidan, antibakteri, antiradang,
disfungsi kardiovaskular dan luka karena radikal bebas [18].
Flavonoid dilaporkan dapat menghambat pertumbuhan
mikroba [19].

Tanin diketahui memiliki aktivitas antimikroba dan
antioksidan, serta potensial sebagai agen sitotoksik dan
antineoplastik [19]. Saponin juga memilik sifat sebagai anti
jamur. Steroid juga diketahui memiliki aktivitas kardiotonik
dan sifat insektisida serta antimikroba. Kandungan
fitokimia seperti flavonoid, terpenoid, steroid dan lainnya

memiliki sifat farmakologis yang beragam termasuk

aktivitas antioksidannya. Senyawa fenol memiliki aktivitas
antioksidan, anti diabetes, anti karsinogenik, anti mikroba,

anti alergi, anti mutagenik dan anti inflamasi.

Aktivitas Antioksidan Metode DPPH
Aktivitas antioksidan ekstrak etanol azolla dianalisis
menggunakan metode DPPH (2,2-difenil-1-pikrihidrasil)
dengan nilai IC, ~(Inhibitor Concentration 50%) dan
vitamin C digunakan sebagai kontrol positif pada uji
ini. Hasil analisis aktivitas antioksidan pada Tabel 2
menunjukkan bahwa ekstrak etanol azolla memiliki nilai
1C,, sebesar 23.00 ppm. Ekstrak etanol azolla memiliki
aktivitas antioksidan yang kuat. Suatu senyawa yang
dikatakan memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat jika
nilai IC_ <10 ppm, kuat jika nilai IC, 10 hingga 50 ppm,
sedang jika nilai IC_| >50 hingga 100 ppm, lemah jika nilai
1€, 100 hingga 250 ppm, dan tidak ada jika nilai IC_ >250
ppm [20]. Semakin besar nilai IC_ menunjukkan semakin
lemah aktivitas antioksidan dalam mereduksi radikal bebas,
dan sebaliknya jika semakin kecil nilai IC, menunjukkan
semakin kuat aktivitas antioksidan yang dimiliki.
yang dilakukan [19]

bahwa ekstrak Azolla pinnata memiliki aktivitas dalam

Penelitian menunjukkan
mengeliminasi radikal bebas. Hal ini pun ditunjukkan pada
hasil pengujian aktivitas antioksidan ekstrak Azo/a filiculoides
Lam. menggunakan metode DPPH yang berpotensi dalam

Tabel 2. Nilai Inhibitor Concentration 50% (ppm) ekstrak etanol Azolla filiculoides

Lam.
Sampel IC,, (ppm)
Vitamin C 2.59
Ekstrak Azolla filiculoides Lam. 23.00

Keterangan : 1IC, (ppm) : Inbibitor Concentration 50% (part per millions)
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menangkal stres oksidatif. Zat kimia DPPH (2,2-difenil-
1-pikrihidrasil ) merupakan radikal bebas yang berpusat
pada nitrogen organik dengan pita penyerapan maksimum
sekitar 515-528 nm (517 nm) dalam larutan alkohol. Saat
menerima atom elektron atau hidrogen, DPPH menjadi
molekul diamagnetik yang stabil. Efek antioksidan
terhadap radikal DPPH yaitu karena kemampuan dalam
mendonorkan atom hidrogen [19].

Kemampuan flavonoid sebagai senyawa antioksidan
dikarenakan sifatnya sebagai akseptor yang baik terhadap
radikal bebas [21], begitu juga dengan tanin yang mampu
menangkap radikal bebas secara efektif dengan mendonor
elektron atau atom hidrogen [22]. Senyawa fenolik
diketahui memiliki sifat antioksidan yang terbentuk dalam
kondisi stres. Kondisi lingkungan memainkan peran
penting dalam terbentuknya metabolit sekunder terutama
yang diakibatkan oleh faktor stres [5].

Spesies oksigen reaktif (ROS) mencakup beberapa
yaitu hidrogen peroksida, radikal hidroksil, nitrat oksida,
anion superoksida, peroksinitrit dan beberapa lainnya
yang mampu memicu proses degeneratif dalam tubuh.
Senyawa seperti asam fenolat, polifenol dan flavonoid
dari tumbuhan memiliki kemampuan sebagai antioksidan,
karena mampu untuk mengais reactive oxygen species (ROS)
yang menghasilkan radikal bebas [23].

Aktivitas Inhibitor Tirosinase

Kandungan fitokimia pada ekstrak Azolla filiculoides
Lam. juga memiliki potensi sebagai inhibitor tirosinase
yang ditunjukkan pada hasil uji aktivitas penghambatan
enzim tirosinase yang ditunjukkan pada Tabel 3.

Aktivitas inhibitor tirosinase dilakukan dengan
pengujian inhibisi enzim tirosinase secara i witro
L-DOPA.

Pengujian ini dilakukan untuk mengetahui kemampuan

menggunakan  substrat  L-tirosin  dan
senyawa bioaktif pada ekstrak Azolla filiculoides T.am.
dalam menghambat enzim tirosinase. Enzim tirosinase
merupakan enzim yang terlibat dalam biosintesis melanin
dalam melanosit, dimana pigmen melanin diproduksi

melalui proses melanogenesis. Hal ini menjadikan enzim

tirosinase sebagai enzim pembatas laju sintesis melanin
[10]. Penghambatan aktivitas enzim tirosinase (mengkatalis
reaksi monophenolase dan diphenolase) ditunjukkan
dengan menurunkan sintesis melanin [24].

Hasil  analisis  aktivitas  inhibitor  tirosinase
menunjukkan bahwa ekstrak etanol azolla memiliki nilai
1€, diphenolase sebesar 996.60 ppm dan monophenolase
sebesar 1893.09 ppm, sedangkan pada asam kojat nilai
1C,, diphenolase sebesar 62.79 ppm dan monophenolase
sebesar 31.73 ppm. Nilai IC, menunjukkan konsentrasi
yang mampu menghambat 50% aktivitas enzim tirosinase.
Semakin kecil nilai IC, menunjukkan bahwa senyawa
semakin berpotensi sebagai inhibitor tirosinase [25].
Namun berdasarkan hasil uji nilai IC, asam kojat lebih
kecil dibandingkan dengan nilai IC, | ekstrak azolla. Asam
kojat merupakan salah satu inhibitor tirosinase yang baik
dan digunakan sebagai kontrol positif pada uji ini [10].
Suatu senyawa yang dikatakan memiliki aktivitas inhibitor
aktif jika nilai IC, <1000 ppm, sedangkan inhibitor
tidak aktif jika nilai IC, >1000 ppm [26]. Berdasarkan
hasil uji menunjukkan bahwa ekstrak azolla merupakan
inhibitor aktif tirosinase pada aktivitas diphenolase jika
dibandingkan dengan aktivitas monofenolase.

Tirosinase atau polifenol oksidase adalah enzim
yang mengandung tembaga glikosilasi yang terdapat
pada organisme seperti hewan, tumbuhan dan
mikroorganisme. Tirosinase mengkatalisis dua reaksi
utama yaitu ortohidroksilasi I-tirosin menjadi 1.-3,4-
dihidroksifenilalanin (-DOPA) yang disebut aktivitas
monofenolase dan oksidasi L-DOPA menjadi dopaquinon
yang disebut aktivitas difenolase. Kedua hasil reaksi
tersebut diubah menjadi produk akhir yaitu melanin [9].

Salah satu faktor eksternal pada gangguan kulit
yaitu radiasi ultraviolet yang dapat menyebabkan
hiperpigmentasi, kanker dan imunomodulasi. Paparan
berulang radiasi UV dapat mengaktifkan sintesis melanin
schingga meningkatkan kandungan melanin pada kulit.
Selain itu, UV juga mampu menginduksi stres oksidatif
yang dapat menginduksi kerusakan DNA dalam keratinosit

dan mengaktifkan p53 yang merangsang ckspresi gen

Tabel 3. Uji aktivitas penghambatan enzim tirosinase.

IC,, (ppm)
Sampel
Diphenolase Monophenolase
Asam kojat 62.79 SiN3
Ekstrak Azolla filiculoides Lam. 996.60 1893.09

Keterangan : IC_ (ppm) : [nbibitor Concentration 50% (part per millions)
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opiomelanocortin lalu menghasilkan hormon perangsang
melanosit o («-MSH), hormon adrenokortikotropik dan
B-endorphin [10].

Kandungan flavonoid pada ekstrak Agolla filiculoides
mampu mengkelat ion logam sehingga mampu mencegah
terjadinya reaksi redoks yang menghasilkan senyawa
radikal bebas. Kemampuan flavonoid dalam depigmentasi
kulit dengan cara menghambat aktivitas tirosinase pada
proses melanogenesis [27]. Selain flavonoid, metabolit
sekunder lain yang memiliki aktivitas inhibitor tirosinase
yaitu tanin [28]. Tanin merupakan senyawa polifenol
yang memiliki peran sebagai antioksidan dan inhibitor
tirosinase [22]. Selain itu kandungan steroid juga diketahui
sebagai inhibitor tirosinase yang baik. Kandungan
fitokimia yang terdapat pada ekstrak Azolla filiculoides
Lam. terutama senyawa flavonoid memungkinkan mampu
melindungi kulit dati radikal bebas dan menjaga kulit dari

hiperpigmentasi.
Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan
dapat disimpulkan bahwa kandungan kimia yang terdapat
pada ekstrak etanol Azolla filiculoides 1.am. adalah flavonoid,

tanin, saponin, steroid dan triterpenoid. Aktivitas

antioksidan ckstrak Azolla filiculoides Lam. tergolong kuat
dengan nilai IC, yaitu 23.00 ppm. Aktivitas inhibitor
tirosinase ckstrak Agolla  filiculvides Lam. lebih aktif
pada aktivitas diphenolase dibandingkan pada aktivitas

monophenolase.
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