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INTISARI 

 

Tumbuhan ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) merupakan sumber 

karbohidrat dengan kandungan kimia seperti beta-karoten, kuersetin, katekin,  asam 

klorogenat, dan antosianin. Senyawa kimia tersebut telah terbukti memiliki 

aktivitas antioksidan yang berhubungan erat dengan enzim tirosinase melalui jalur 

stress oksidatif dengan inhibisi aktivitas monofenolase dan difenolase dari 

tirosinase. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah ekstrak ubi jalar 

memiliki aktivitas sebagai inhibitor enzim tirosinase secara in silico dan in vitro.  

Penelitian ini dilakukan dengan dua tahapan. Tahapan yang pertama dengan 

metode komputasi secara in silico melalui docking molekuler zat aktif ubi jalar 

terhadap protein tirosinase (PDB ID: 2Y9X) dengan kontrol asam kojat, kemudian 

dilakukan studi parameter ADMET terhadap hasil docking molekuler senyawa aktif 

ubi jalar. Tahapan yang kedua secara in vitro dengan pengujian aktivitas 

penghambatan ekstrak etanol ubi jalar 60% yang diperoleh dengan metode sokletasi 

terhadap enzim tirosinase dengan asam kojat sebagai kontrol menggunakan 

spektrofotometer Uv-vis. Data yang diperoleh kemudian dianalisis statistik 

parametrik menggunakan metode Independent sample t-test untuk melihat ada atau 

tidaknya perbedaan yang bermakna antara nilai IC50 ekstrak ubi jalar dan asam 

kojat. 

Hasil pengujian secara in silico melalui metode docking molekuler senyawa 

aktif ubi jalar terhadap enzim tirosinase diperoleh energi ikatan (ΔG) beta-karoten 

-6,05 kcal/mol, asam klorogenat -6,05 kcal/mol, kuersetin -5,87 kcal/mol, katekin -

5,77 kcal/mol, dan antosianin -5,70 kcal/mol dengan konstanta inhibisi (Ki) 

masing-masing 36,72 µM, 36,90 µM, 45,30 µM, 59,38 µM dan 66,55 µM. Analisis 

parameter ADMET yang dilakukan terhadap senyawa aktif ubi jalar menunjukkan 

sifat farmakokinetik seperti lipofilitas (Log P), polaritas (Log S), fleksibilitas, 

permeabilitas kulit, sensitivitas kulit dan bioavailabilitas yang cukup baik. 

Berdasarkan pendekatan yang dilakukan secara in vitro terhadap ekstrak ubi jalar 

dan asam kojat dengan IC50 masing-masing 63,32 ± 0,15 dan 6,06 ± 0,02 µg/ml. 

Terlihat perbedaan bermakna (P<0,05) IC50 aktivitas penghambatan enzim 

tirosinase ekstrak ubi jalar dan asam kojat setelah dilakukan analisis statistik dengan 

Independent sample t-test. Walaupun demikian, penggunaan ubi jalar masih dapat 

diterima sebagai inhibitor alami pengganti inhibitor sintetik mengingat potensi 

penghambatan senyawa aktif yang dimilikinya cukup baik terhadap enzim 

tirosinase. 

Kata Kunci: Tirosinase (PDB ID: 2Y9X), Ipomoea batatas L. Lam, Docking 

Molekuler, Autodock-4. 
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ABSTRACT 

 

Sweet potato (Ipomoea batatas L. Lam) is a source of carbohydrates with 

chemical compounds such as beta-carotene, quercetin, catechins, chlorogenic acid, 

and anthocyanin. These chemical compounds have been shown to have antioxidant 

activity which is closely related to the tyrosinase enzyme through the oxidative 

stress pathway by inhibiting the activity of monophenolase and diphenolase of 

tyrosinase. This study aims to determine whether sweet potato extract activity as an 

inhibitor of the tyrosinase enzyme in silico and in vitro. 

This research was conducted in two steps. The first step was by in silico 

computational method through molecular docking of sweet potato active substance 

to protein tyrosinase (PDB ID: 2Y9X) with kojic acid control, then ADMET 

parameter study was carried out on the results of molecular docking of sweet potato 

active compound. The second step was in vitro by analyzing the inhibitory activity 

of 60% sweet potato ethanol extract obtained using the soxhlet method for the 

tyrosinase enzyme with kojic acid as a control using a Uv-vis spectrophotometer. 

The data obtained were then analyzed by parametric statistics using the Independent 

sample t-test method to see whether or not there was a significant difference 

between the IC50 values of sweet potato extract and kojic acid. 

The results of in silico analysis using the molecular docking method of the 

active compound of sweet potato to the tyrosinase enzyme obtained the binding 

energy (ΔG) of beta-carotene -6,05 kcal/mol, chlorogenic acid -6,05 kcal/mol, 

quercetin -5,87 kcal/mol, catechins -5,77 kcal/mol, and anthocyanins -5,70 

kcal/mol with inhibition constants (Ki) of 36,72 µM, 36,90 µM, 45,30 µM, 59,38 

µM and 66,55µM. ADMET parameter analysis performed on the active compounds 

of sweet potato showed good pharmacokinetic properties such as lipophilicity (Log 

P), polarity (Log S), flexibility, skin permeability, skin sensitivity, and 

bioavailability. Based on the in vitro approach to sweet potato extract and kojic acid 

with IC50 respectively 63.32 ± 0.15 and 6.06 ± 0.02 µg/ml. 

There was a significant difference (P<0.05) of IC50 in the activity of 

inhibiting the tyrosinase enzyme of sweet potato extract and kojic acid after 

statistical analysis was performed using an independent sample t-test. Even so, the 

use of sweet potato is still acceptable as a natural inhibitor to replace synthetic 

inhibitors considering the potential inhibition of the active compound that has quite 

good against the tyrosinase enzyme. 

Keywords: Tyrosinase (PDB ID: 2Y9X), Ipomoea batatas L. Lam, Molecular 

Docking, Autodock-4. 
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BAB I 

 PENDAHULUAN 

 

A. Latar Belakang  

Ekstrak tumbuhan berpotensi menunda proses penuaan dan pigmentasi kulit 

dengan melawan ROS (Reaktif Oksigen Spesies) dan melindungi kulit dari sinar 

ultraviolet (Mukherjee et al., 2011). Ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) merupakan 

salah satu tumbuhan sumber karoten yang dianggap sebagai komponen pro-vitamin 

A terpenting dalam makanan dan kaya akan karotenoid (Eluagu et al., 2010). 

Tumbuhan ini banyak digunakan sebagai pangan fungsional di berbagai negara 

(Clifford et al., 2014) yang diketahui memiliki kandungan senyawa seperti beta-

karoten (Islam, 2016), kuersetin, katekin, antosianin (Mohanraj & Sivasankar, 

2014) dan asam klorogenat (Zengin, et al., 2017). Dalam pengembangan kosmetika 

komponen kimia seperti beta-karoten, kuersetin, katekin, antosianin dan asam 

klorogenat memiliki banyak khasiat, salah satunya adalah sebagai pencerah kulit 

berdasarkan inhibisinya terhadap enzim tirosinase sebagai target aktivitasnya. 

Saat ini ditemukan banyak senyawa berbasis bahan alam ataupun sintesis 

yang memiliki aktivitas dalam penghambatan enzim tirosinase. Beberapa bahan 

kimia seperti hidrokuinon, asam kojat dan arbutin merupakan bahan sintetis yang 

biasa digunakan dalam bidang kosmetik sebagai agen pencerah kulit. Akan tetapi, 

beberapa dari bahan sintetis tersebut seringkali menimbulkan efek karsinogenik 

pada kulit manusia (Rianda, 2017). Hal tersebut kemudian dijadikan sebagai acuan 

dari beberapa peneliti untuk menjadikan bahan alam sebagai inhibitor alami 
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pengganti bahan sintetis dengan tujuan untuk mengurangi terjadinya efek 

karsinogenik.  

Dalam analisisnya, in silico merupakan salah satu pendekatan yang sering 

digunakan untuk megetahui aktivitas suatu senyawa terhadap target aksinya 

(Jourdan, 2020). Pendekatan in silico dilakukan secara komputasi dengan metode 

docking molekuler atau skrining virtual dengan teknik representatif dalam 

menyaring komponen senyawa yang digunakan sebagai validasi dalam pengujian 

eksperimental (Lee et al., 2021). Parameter yang biasanya digunakan dalam analisis 

metode docking molekuler adalah nilai RMSD (Root Means Square Deviation), 

afinitas dan interaksi ikatan yang terbentuk (Dhanik et al., 2013). 

Parameter pertama dalam analisis docking molekuler adalah nilai RMSD 

yang menjadi standar validasi dari metode docking molekuler dengan nilai kurang 

dari 2 Å yang menunjukkan bahwa hasil dari redocking mendekati hasil 

kristalografi (Girija et al., 2010). Parameter kedua adalah afinitas ligan yang 

menunjukkan aktivitasnya terhadap reseptor protein. Semakin negatif nilai afinitas 

ligan maka semakin sedikit juga energi yang diperlukan ligan dalam menembus 

membran reseptor protein (Dhanik et al., 2013). Sedangkan untuk parameter ketiga 

adalah interaksi ikatan yang terbentuk antara ligan dan reseptor protein melalui 

ikatan hidrogen, hidrofobik dan ikatan Van der walls yang mempengaruhi aktivitas 

dari ligan terhadap reseptor protein (Mauliana et al., 2022). 

Dalam penelitian ini, skrining virtual dilakukan dengan menggunakan 

metode docking molekuler terhadap lima senyawa aktif ubi jalar seperti beta-

karoten, kuersetin, katekin, antosianin dan asam klorogenat dengan enzim 
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tirosinase Agaricus bisphorus (PDB ID: 2Y9X) yang diketahui memiliki native 

ligan tropolone (0TR). Pada situs aktif tirosinase, tropolone memiliki peranan 

spesifik dalam membentuk kompleks model kinetika (Pra-michaelis) sangat baik 

yang dapat berikatan langsung dengan ion tembaga pada situs aktif enzim tirosinase 

(Ismaya et al., 2011).  

Tirosinase merupakan enzim multi-tembaga yang bertanggung jawab pada 

proses pembentukan melanin pada kulit. Enzim ini terdistribusi secara luas pada 

organisme hidup dan memiliki peranan penting dalam proses melanogenesis serta 

penggelapan pada kulit (Zolghadri et al., 2019). Tirosinase mengkatalis dua reaksi 

berbeda dalam sintesis melanin yaitu hidroksilasi L-tirosin menjadi 3,4-

dihidroksifenilalanin (L-DOPA), kemudian teroksidasi menjadi dopakuinon yang 

dapat mengalami polarisasi secara spontan membentuk melanin (Nguyen et al., 

2016). Melanin merupakan senyawa yang bertanggung jawab terhadap pigmentasi 

kulit, mata dan rambut (Lai et al., 2017). Gangguan yang terjadi pada pigmentasi 

kulit disebabkan oleh proses melanogenesis yang menyebabkan terjadinya 

penggelapan warna pada kulit (Jiang et al., 2017).  

Salah satu cara untuk mencegah pembentukan melanin adalah dengan 

melakukan penghambatan terhadap aktivitas enzim tirosinase (Woolery & 

Kammer, 2011). Oleh karena itu, perlu dilakukan pengujian terkait aktivitas 

senyawa aktif ubi jalar terhadap enzim tirosinase berdasarkan pendekatan secara in 

silico dan dilanjutkan dengan pendekatan eksperimental secara in vitro. 
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B. Rumusan Masalah 

1. Bagaimana aktivitas senyawa aktif ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) terhadap 

enzim tirosinase berdasarkan kajian docking molekuler secara in silico ? 

2. Bagaimana aktivitas ekstrak etanol ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) terhadap 

enzim tirosinase berdasarkan uji penghambatan enzim tirosinase secara in vitro? 

C. Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui apakah senyawa aktif ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) 

memiliki aktivitas terhadap enzim tirosinase berdasarkan kajian docking 

molekuler enzim tirosinase secara in silico. 

2. Untuk mengetahui apakah ekstrak etanol ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) 

memiliki aktivitas terhadap enzim tirosinase berdasarkan uji penghambatan 

enzim tirosinase secara in vitro.  

D. Manfaat Penelitian 

1. Memberikan informasi terkait farmakokinetik kandungan senyawa aktif ubi jalar 

(Ipomoea batatas L. Lam) melalui docking molekuler berdasarkan prediksi 

ADMET secara in silico. 

2. Memberikan informasi mengenai aktivitas kandungan senyawa ubi jalar 

(Ipomoea batatas L. Lam) terhadap enzim tirosinase secara in vitro. 

E. Batasan Penelitian 

1. Docking molekuler hanya dilakukan terhadap senyawa aktif ubi jalar (Ipomoea 

batatas L. Lam), native ligan dan kontrol senyawa dengan protein tirosinase 

(PDB ID: 2Y9X) sebagai target aksinya untuk melihat perbandingan aktivitas 
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masing-masing berdasarkan afinitas binding energy (ΔG), konstanta inhibisi 

(Ki), residu asam amino yang berperan dan interaksi ikatan yang terbentuk. 

2. Pada penelitian ini, pengujian aktivitas penghambatan enzim tirosinase hanya 

menggunakan ekstrak kasar ubi jalar hasil ekstraksi dan asam kojat sebagai 

kontrol. 
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BAB II  

TINJAUAN PUSTAKA 

 

A.  Kajian Teori 

1. Tumbuhan Ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) 

Dalam beberapa tahun terakhir, produk nabati dianggap sebagai salah satu 

sumber utama untuk pengembangan obat baru dan pangan fungsional dikarenakan 

efek negatif yang ditimbulkan bahan berbasis sintetik. Saat ini, banyak penelitian 

terkait dengan produk alami memiliki dampak besar di bidang farmasi dan makanan 

(Bauer et al., 2014). Ubi jalar diketahui memiliki banyak khasiat sebagai tanaman 

dikotil dari famili convolvulaceae dengan bagian yang dapat dimakan adalah 

umbinya (Islam, 2016).  

Klasifikasi tumbuhan ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) berdasarkan 

(River et al., 2013) adalah sebagai berikut : 

Kingdom :  Plantae 

Sub kingdom   :  Tracheobionta 

Super divisi :  Spermatophyta 

Divisi             :  Magnoliophyta 

Kelas   :  Magnoliopsida 

Sub kelas :  Asteridae 

Ordo       :  Solanales 

Famili             :  Convolvulaceae 

Genus             :  Ipomoea 

Spesies :  Ipomoea batatas L. Lam 
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Selain kaya akan vitamin, umbinya mengandung karbohidrat kompleks, 

serat dan zat gizi mikro lainnya termasuk beberapa mineral penting seperti kalium, 

mangan, zat besi dan kalsium (Truong et al., 2007). Secara alami, tumbuhan ini 

bebas dari lemak dan kolesterol, rendah sodium dan rendah kalori jika 

dibandingkan dengan kentang (Mohanraj & Sivasankar, 2014). Terlihat pada 

Gambar 1 deskripsi tumbuhan ubi jalar. 

 

 

 

 

 

 

     

 Gambar 1. Tumbuhan ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) 

 (Mohanraj & Sivasankar, 2014) 

Tumbuhan ubi jalar termasuk tumbuhan semusim yang memiliki susunan 

tubuh utama terdiri dari batamg, umbi, daun dan biji. Batang tumbuhan berbentuk 

bulat, tidak berkayu, berbuku-buku dengan tipe pertumbuhan tegak atau merambat. 

Pada daun tumbuhan ubi jalar berbentuk bulat sampai lonjong dengan tepi rata 

sedangkan bagian ujungya runcing, helaian daun berukuran lebar dan menyatu 

seperti jantung serta ada juga yang menjari. Ubi jalar memiliki bunga berbentuk 

seperti terompet, tersusun dari lima helai daun mahkota, lima helai daun bunga dan 

satu tangkai putik serta mahkota bunga berwarna putih keunguan. Adapun untuk 

bentuk umbi dari tumbuhan ini adalah berbentuk lonjong agak panjang dengan berat 
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antara 200-250 gram/umbi. Sedangkan untuk warna umbinya sendiri bervariasi 

antara lain berwarna putih, kuning atau jingga, ungu dan memiliki rasa yang manis.  

Tumbuhan ubi jalar banyak digunakan sebagai pangan fungsional di banyak 

negara dan diketahui memiliki kandungan senyawa aktif seperti karotenoid, 

antosianin, fenolat, serat, asam askorbat, asam folat dan mineral (Clifford et al., 

2014). Selain itu, ubi jalar juga memiliki kandungan senyawa yang diduga 

mempunyai aktivitas terhadap enzim tirosinase seperti beta-karoten, kuersetin, 

katekin, (Mohanraj & Sivasankar, 2014), antosianin (Islam, 2016) dan asam 

klorogenat (Zengin et al., 2017). Terlihat pada Gambar 2 struktur senyawa aktif ubi 

jalar yang diunduh dari situs Pubchem Compound sebagai berikut.  

 

 

      

 

 

      

    

 

 

 

      

 

 

 

 

Gambar 2. Struktur senyawa aktif ubi jalar  

 (Kim et al., 2023) 

Katekin Kuersetin 

Beta-Karoten 

Antosianin Asam Klorogenat 
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2. Farmakologi Senyawa Aktif Ubi jalar  

Sejumlah besar inhibitor tirosinase dengan kategori sedang hingga kuat 

telah dilaporkan selama dekade terakhir. Beberapa penelitian melaporkan bahwa 

inhibitor dengan kategori kuat diperoleh dari bahan sintetik, semi-sintetik dan 

alami. Senyawa tersebut berasal dari beberapa kelas kimia seperti fenolat, terpen, 

steroid, kalkon, flavonoid, alkaloid, asam lemak, kumarin, analog sildenafil, 

bipiperidin, biskumarin, oksadiazol dan tetraketon (Khan, 2012). Pengembangan 

terkait aktivitas farmakologi berbasis bahan alam dalam bidang kosmetik gencar 

dilakukan mengingat efek yang ditimbulkan relatif aman jika dibandingkan dengan 

bahan sintetis (Sari et al., 2015).  

Senyawa aktif bahan alam seperti polifenol dan flavonoid diketahui 

berpotensi sebagai inhibitor tirosinase karena dapat berikatan dengan bagian situs 

aktif enzim sehingga mampu menjadi inhibitor kompetitif enzim tirosinase (Zuo et 

al., 2018). Tumbuhan ubi jalar diketahui memiliki kandungan senyawa aktif seperti 

beta-karoten yang berkhasiat sebagai antioksidan. Selain itu, golongan senyawa 

flavonoid seperti kuersetin, antosianin, katekin dan golongan polifenol seperti asam 

klorogenat yang dapat menghambat enzim tirosinase (Isemura, 2019). 

Aktivitas senyawa beta-karoten dalam ubi jalar diketahui memiliki sifat 

antioksidan selain fungsi biologisnya sebagai pro-vitamin A. Kontribusi beta-

karoten terhadap total kapasitas penangkapan radikal bebas diperkirakan sekitar 

79,6% (Oki et al., 2006).  Ubi jalar  diketahui memiliki senyawa katekin yang 

dikenal sebagai inhibitor secara selektif  dalam melawan melanoma yang diaktifkan 

oleh enzim tirosinase (Broto, 2011). Peranan lain senyawa katekin melalui 
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penghambatannya terhadap enzim tirosinase dalam penurunan produksi melanin 

yang berlebih di dalam tubuh (Khan et al., 2013). Penelitian sebelumnya 

menyatakan bahwa katekin dapat digunakan sebagai inhibitor alami enzim 

tirosinase (Tang et al., 2018). Kandungan senyawa kuersetin dalam ubi jalar 

diketahui dapat menghambat aktivitas monofenolase dan difenolase enzim 

tirosinase dengan penghambatan secara reversibel dan kompetitif terhadap aktivitas 

difenolase (Fan et al., 2017). 

Senyawa antosianin yang merupakan kelompok utama senyawa polifenol 

yang memiliki beberapa sifat terapeutik dan fisiologis sebagai agen antineoplastik 

penangkal radiasi (Islam et al., 2005). Aktivitas antosianin melalui penghilangan 

ROS yang berperan dalam produksi dan kerusakan DNA yang dihasilkan untuk 

mengaktivasi P53 pada fibroblas dermal manusia yang disinari Uv-B (Bae et al., 

2009). Sedangkan senyawa asam klorogenat merupakan senyawa fenolik yang 

memiliki aktivitas antioksidan. Pada penelitian sebelumnya, menyatakan bahwa 

asam klorogenat dan katekin dalam ubi jalar memiliki aktivitas antioksidan dan 

dapat menghambat enzim tirosinase dalam membentuk melanin (Kho et al., 2019). 

Berdasarkan aktivitas senyawa aktif ubi jalar yang telah dijelaskan pada 

paragraf sebelumnya diketahui berkhasiat sebagai antioksidan dan juga sebagai 

inhibitor enzim tirosinase. Antioksidan diketahui berperan penting dalam 

penangkapan terhadap ROS, sehingga dapat menghambat sintesis enzim tirosinase 

(Kho et al., 2019). Aktivitas senyawa aktif ubi jalar dalam menghambat enzim 

tirosinase bersfitat reversibel dan kompetitif dikarenakan adanya korelasi yang 

terbentuk antara senyawa beta-karoten, kuersetin, katekin, antosianin, asam 
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klorogenat dalam dua reaksi berbeda yaitu monofenolase dan difenolase (Marliana 

et al., 2016).  

3. Enzim Tirosinase 

Enzim tirosinase merupakan monooksigenase yang mengandung dua ion 

tembaga Cu dan mengkatalisis dua reaksi berbeda pada biosintesis melanin dalam 

jalur melanogenesis (Ochiai et al., 2016). Tirosinase termasuk salah satu dari tiga 

jenis enzim spesifik pigmen dalam melanosom dan secara luas berada pada 

mamalia, tumbuhan, bakteri, dan jamur (Hu et al., 2016). Enzim ini mengkatalisis 

hidroksilasi monofenol menjadi O-difenol (aktivitas monofenolase) dan kemudian 

menjadi O-kuinon (aktivitas difenolase) yang kemudian menjadi melanin pada kulit 

(Oyama et al., 2017). Terlihat Gambar 3 merupakan mekanisme molekuler enzim 

tirosinase sebagai berikut. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Mekanisme kerja enzim tirosinase (Achsanul, 2019) 
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Melanin merupakan senyawa yang bertanggung jawab untuk pigmentasi 

kulit, mata dan rambut (Lai et al., 2017). Berbagai inhibitor enzim tirosinase banyak 

ditemukan dalam bahan kosmetik seperti arbutin, sistein, hidrokuinon, l-glutation, 

asam kojat, asam glikolat, polyhidroxymethyl  (PHM), dan asam retinoat yang 

selama penggunaannya dalam jangka panjang mengakibatkan efek samping yang 

menyebabkan karsinogenesis (Nur et al., 2020). Akumulasi melanin yang 

berlebihan dapat menyebabkan beberapa gangguan pigmentasi, seperti bintik 

penuaan, melasma, melanoma, menghambat over ekspresi tirosinase dapat 

menurunkan pembentukan melanin (Sari et al., 2015). 

                   

 

 

 

 

 

Gambar 4. Reaksi pembentukan dopakrom antara substrat L-DOPA dan enzim 

tirosinase (Correia et al., 2021) 

Pada Gambar 4 menunjukkan reaksi pembentukan dopakrom antara substrat 

L-DOPA dan enzim tirosinase sehingga menghasilkan melanin yang merupakan 

pigmen atau zat warna alami pada organel khusus termasuk makhluk hidup yang 

mempunyai dua bentuk yaitu eumelanin dan feomelanin. Pigmen eumelanin 

memiliki sifat tidak larut air dan berwarna coklat gelap kehitaman sedangkan 

feomelanin memiliki sifat yang larut dalam basa dan berwarna kemerahan yang 

disintesis berdasarkan reaksi dari oksidasi tirosin oleh enzim tirosinase dengan 
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mengkatalis orto-hidroksilasi menjadi 3,4-dihidroksifenilalanin atau DOPA 

(monofenolase) dan oksidasi DOPA menjadi dopakuinon (difenolase). O-kuinon 

yang dihasilkan dari reaksi ini dapat bertransformasi menjadi pigmen dengan reaksi 

enzimatis maupun reaksi non-enzimatis (Meiliana, 2016). Analisis skrining virtual 

pada penelitian ini dilakukan terhadap enzim tirosinase Agaricus bisphorus dengan 

kode protein (PDB ID: 2Y9X) yang merupakan hasil dari kristalografi (Ismaya et 

al., 2011). 

Enzim tirosinase dengan kode tersebut telah diterbitkan dalam bentuk 

struktur kristal kompleks tirosinase jamur dengan inhibitor tropolone yang sangat 

potensial. Namun ada kekurangan mengenai informasi tentang interaksi 

antarmolekul inhibitor tirosinasese. Sehingga untuk mengatasi masalah tersebut, 

beberapa peneliti mulai memanfaatkan pendekatan secara in silico berdasarkan 

metode docking molekuler (Khan, 2012). 

4. Metode Ekstraksi 

Ekstraksi merupakan suatu teknik pemisahan kimia untuk memisahkan atau 

menarik beberapa komponen atau analit senyawa dari suatu sampel dengan 

menggunakan pelarut-pelarut tertentu yang sesuai dengan karakteristik senyawa 

aktif (Mukhriani, 2014). Ekstraksi sampel padatan dapat dilakukan jika analit yang 

diinginkan dapat larut dalam pelarut pengekstraksi (Sholikha & Puspitasari, 2023). 

Sifat komponen yang diekstrak bergantung pada polaritas, termostabil dan pH  

(Lee, 2019). Prinsip pemisahan pada metode ekstraksi didasarkan atas kemampuan 

atau daya larut analit dalam pelarut tertentu. Metode pemisahan senyawa dengan 



14 

 

 

metode ekstraksi yang sering digunakan adalah maserasi, perkolasi dan sokletasi 

(Sholikha & Puspitasari, 2023). 

Dalam penelitian ini, pemilihan metode ekstraksi terhadap sampel ubi jalar 

dilakukan dengan metode sokletasi dikarenakan merupakan salah satu metode 

pemisahan senyawa kimia dengan pemanasan dan pelarut mengalami kontak 

dengan sampe secara terus-menerus (Irianty & Yenti, 2014). Apabila dibandingkan 

dengan metode ekstraksi lainnya, sokletasi memberikan hasil ekstrak yang lebih 

banyak dengan pelarut yang digunakan lebih sedikit, waktu lebih cepat dan sampel 

diekstraksi secara sempurna. Aktivitas biologis saat pemanasan tidak hilang 

dikarenakan adanya pendingin pada kondensor sehingga teknik ini dapat digunakan 

untuk senyawa aktif yang tidak tahan pemanasan (Puspitasari & Proyogo, 2017).  

5. Metode Docking Molekuler 

Pendekatan secara in silico sekarang memungkinkan penyaringan virtual 

jutaan senyawa dalam waktu yang terjangkau, sehingga mengurangi biaya awal 

identifikasi dan meningkatkan peluang menemukan kandidat obat yang diinginkan 

(Girija et al., 2010). Analisis dengan skrining virtual memiliki peranan cukup 

penting dalam pengembangan suatu obat, karena dapat memberikan prediksi hasil 

aktivitas dari banyaknya senyawa yang dianalisis. Dengan demikian, peneliti dapat 

dengan mudah menyaring senyawa-senyawa berdasarkan hasil skrining virtual 

untuk pengembangan dalam uji laboratorium (Pinzi & Rastelli, 2019).  

Teknik pemodelan molekul tersedia untuk memfasilitasi tugas penemuan 

obat, salah satunya menggunakan metode docking molekuler yang diklasifikasikan 

sebagai pendekatan berbasis struktur dan berbasis ligan secara komputasi (Pinzi & 
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Rastelli, 2019). Metode docking molekuler merupakan penambatan antara ligan dan 

reseptor protein dengan tujuan untuk memprediksi posisi atau konformasi dan 

orientasi dari ligan ketika terikat pada reseptor protein. Interaksi dikatakan baik 

apabila memiliki energi yang minimum (Girija et al., 2010). Dalam penelitian ini, 

metode docking molekuler dilakukan secara komputasi dengan menggunakan 

beberapa software seperti Autodock-4, Biovia DS, Avogadro, Chem Office 2019 

dan Pymol (Goodsell et al., 2021). 

Pendekatan secara in silico dengan metode docking molekuler digunakan 

dalam penemuan obat baru yang lebih baik secara terapeutik, memprediksi interaksi 

antara ligan dan reseptor protein pada tingkat molekuler atau menggambarkan 

HKSA (Hubungan Kuantitatif Struktur dan Aktivitas) suatu obat (Pinzi & Rastelli, 

2019). Tujuan dari metode docking molekuler adalah untuk memberikan prediksi 

struktur kompleks antara ligan dan reseptor dengan komputasi yang dapat dicapai 

melalui dua langkah yang saling terkait (Meng et al., 2011). Analisis dengan 

metode docking molekuler diketahui banyak software yang dapat digunakan salah 

satunya Autodock-4 yang merupakan pengembangan dari The Script Research 

Institute (Morris & Lim, 2017). 

Tahapan pertama yang dilakukan dalam metode docking molekuler adalah 

preparasi reseptor protein dan native ligan dengan software Biovia DS yang 

bertujuan untuk memudahkan dalam pemisahan molekul air dari senyawa yang 

akan digunakan. Tahapan kedua adalah redocking atau penambatan kembali antara 

native ligan dan reseptor protein yang dikenal dengan tahapan validasi yang 
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bertujuan untuk membuktikan apakah valid atau tidaknya metode yang digunakan 

dengan parameter nilai RMSD < 2 Å (Meng, 2011).  

Tahapan ketiga merupakan optimasi geometri terhadap senyawa atau ligan 

uji menggunakan Avogadro yang bertujuan untuk mendapatkan konformasi 

senyawa yang lebih baik dan stabil (Govindarasu et al., 2021). Tahapan keempat 

adalah minimisasi energi dengan Chem Office yang bertujuan untuk mendapatkan 

senyawa dengan energi yang paling rendah (minimum) dikarenakan pada kondisi 

tersebut senyawa mempunyai konformasi paling stabil (Govindarasu et al., 2021). 

Energi ikatan terurai menjadi beberapa komponen energi, seperti ikatan hidrogen, 

interaksi ionik, efek hidrofobik dan entropi ikatan (Meng et al., 2011). Semakin 

negatif nilai afinitas energi ikatan (ΔG) dan semakin kecil nilai konstanta inhibisi 

(Ki) menunjukkan afinitas ligan yang semakin tinggi (Allouche, 2012).  

Tahapan kelima dalam metode docking molekuler adalah analisis dan 

visualisasi hasil menggunakan  Biovia DS dan Pymol yang bertujuan untuk 

mengetahui nilai afinitas energi dan interaksi yang terjadi antara ligan dan reseptor 

protein seperti ikatan hidrogen, hidrofobik dan Van der walls. Metode berbasis 

struktur mengandalkan informasi yang diperoleh dari pengetahuan tentang struktur 

tiga dimensi dari target yang diinginkan dan memungkinkan database molekul 

sesuai dengan komplementaritas struktural dan elektronik ligan terhadap target 

tertentu. Pada konsepnya, simulasi docking molekuler adalah salah satu pendekatan 

secara in silico berbasis struktur yang paling populer, yang membantu memprediksi 

interaksi yang terjadi antara molekul dan target biologis (Kitchen et al., 2004).  
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Parameter metode docking molekuler yang dianalisis berdasarkan penilaian 

empiris berupa nilai RMSD, afinitas, konstanta inhibisi dan interaksi ikatan yang 

terbentuk seperti interaksi elektrostatik, hidrogen dan hidrofobik dari hasil 

penambatan antara ligan dan reseptor protein serta analisis prediksi ADMET. 

Parameter RMSD dalam metode docking molekuler juga sebagai standar untuk 

mengetahui valid atau tidaknya suatu metode yang digunakan (Asadzadeh et al., 

2015). Metode dikatakan valid apabila hasil validasi menunjukkan nilai RMSD 

yang sesuai literatur, sehingga konformasi hasil penambatan senyawa mendekati 

hasil eksperimental.  

Analisis prediksi ADMET digunakan untuk melihat parameter berdasarkan 

absorpsi, distribusi, metabolisme, ekskresi dan toksisitas dari ligan atau senyawa 

uji untuk meningkatkan peluang dalam proses penemuan obat dengan memprediksi 

berbagai sifat farmakokinetik senyawa bioaktif (Huang et al., 2019). Analisis 

farmakokinetika ADMET umumnya dimulai dengan identifikasi kemudian 

berlanjut melalui tahap pengoptimalan prospek, pemilihan dan pengembangan. 

Sebagian besar hasil dari program pengembangan obat telah ditentukan sebelumnya 

pada titik pemilihan kandidat. Adapun rentang fenomena yang dipelajari harus 

sangat komprehensif dan bahkan satu parameter saja mungkin bertanggung jawab 

atas kegagalan obat (Singh, 2006). 

Pendekatan secara in silico melalui docking molekuler memungkinkan 

peneliti dapat mengetahui interaksi yang terbentuk antara ligan dan reseptor protein. 

Interaksi yang terbentuk melalui ikatan hidrogen dan hidrofobik pada situs aktif 

protein. Ikatan hidrogen merupakan ikatan yang terbentuk antara molekul-molekul 
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yang sangat polar dan mengandung atom hidrogen. Ikatan ini terjadi antara atom 

hidrogen dengan atom lain yang memiliki sifat elektronegatif yang tinggi seperti O, 

F dan N. Selain itu, ikatan hidrogen juga merupakan jenis khusus interaksi dipol-

dipol antara atom hidrogen dalam ikatan polar seperti (N-H, O-H atau F-H) dengan 

atom elektronegatif O, F dan N. Suatu senyawa dapat membentuk ikatan hidrogen 

apabila memiliki atom H, memiliki atom dengan keelektronegatifan yang tinggi (O, 

F, N) dan terdapat pasangan elektron bebas.  

Senyawa yang memiliki ikatan hidrogen mempunyai titik didih yang tinggi 

(Mansour et al., 2022).  Sedangkan ikatan hidrofobik merupakan ikatan lemah 

tetapi sangat penting terhadap interaksi obat yang larut pada lemak dalam membran 

sel. Interaksi hidrofobik sebagian besar merupakan efek entropik yang berasal dari 

terganggunya ikatan hidrogen yang sangat dinamis antara molekul air oleh zat 

terlarut non-polar yang membentuk struktur di sekitar molekul non-polar. Struktur 

ini terbentuk lebih tinggi daripada molekul bebas air, karena molekul air dapat 

mengatur dirinya sendiri secara maksimal dalam berinteraksi. Hal tersebut 

menghasilkan keadaan entropi yang lebih tinggi dan menyebabkan molekul non-

polar berkumpul bersama untuk mengurangi luas permukaan yang terkena air serta 

mengurangi sistem entropi (Lee, 2019). 

6. Software Metode Docking Molekuler 

a. Autodock  

Autodock merupakan metode yang digunakan untuk mengikat ligan 

fleksibel kedalam protein. Metode ini digunakan dalam memprediksi struktur 

biomolekuler seringkali sangat dibatasi oleh kondisi infrastruktur komputasi yang 

https://id.wikipedia.org/wiki/Entropi
https://id.wikipedia.org/wiki/Ikatan_hidrogen
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cukup terbatas. Metode dinamika molekul yang kuat seperti software AMBER yang 

dapat memberikan representasi berbasis fisika, tetapi terbatas pada skala waktu 

singkat dan biasanya menjelajahi ruang konformasi lokal disekitar model awal. 

Metode ini sangat inovatif menggunakan representasi sederhana dari interaksi 

antara ligan dan reseptor dengan metode berbasis skor interaksi. Dengan demikian, 

ligan tersebut dapat mencari ruang konformasi lebih besar yang diperlukan dalam 

penelitian komputasi dengan metode docking molekuler dalam penemuan obat baru 

(Goodsell et al., 2021). 

Autodock mengambil pendekatan perantara, menggunakan medan gaya 

berbasis fisika yang mirip dengan AMBER, tetapi penggunaannya berdasarkan 

pendekatan evaluasi energi volumetrik yang memungkinkan docking untuk 

mengeksplorasi ruang konformasi besar dari fleksibilitas ligan. Autodock telah 

digunakan dalam berbagai penelitian di seluruh dunia (Eger et al., 2022).  

Autodock tools (ADT) adalah simulasi grafis untuk menyiapkan dan 

menjalankan Autodock, perangkat lunak penambatan otomatis yang dirancang 

untuk memprediksi bagaimana molekul kecil, seperti substrat atau kandidat obat 

dalam mengikat reseptor dari struktur tiga dimensi protein yang diketahui. Vasquez 

et al., (2020) menjelaskan bahwa metode untuk melakukan pencarian konformasi 

berdasarkan Lamarckian Genetic Algoritma (LGA) yang menjelaskan tentang 

konformasi populasi dalam percobaan terhadap satu senyawa yang bermutasi secara 

berturut-turut. Selain itu, konformasi juga bersaing secara analog dengan evolusi 

biologis yang kemudian akhirnya memilih satu senyawa dengan energi terendah 

(Goodsell et al., 2021). 



20 

 

 

The Script Research Institue mengembangkan software Autodock-4 yang 

digunakan dalam metode docking molekuler berdasarkan medan gaya energi bebas 

semi-empiris untuk memprediksi energi pengikatan molekul kecil (ligan) terhadap 

target makromolekul (reseptor). Pengembangan dan pengujian terhadap medan 

gaya telah dijelaskan sebelumnya, dimana medan gaya didasarkan pada model 

termodinamika komprehensif yang memungkinkan penggabungan energi 

intramolekul kedalam prediksi energi bebas ikatan. Hal ini dilakukan dengan 

mengevaluasi energi dalam keadaan terikat dan tidak terikat dengan 

menggabungkan metode desolvasi berbasis muatan baru yang menggunakan satu 

set tipikal jenis muatan atom (Allouche, 2012). 

Metode ini telah dikalibrasi pada satu set 188 kompleks protein-ligan yang 

beragam dengan struktur dan energi ikat yang diketahui, menunjukkan kesalahan 

standar sekitar 2-3 kcal/mol dalam prediksi energi bebas pengikatan dalam studi 

validasi silang. Aspek LGA adalah fitur tambahan yang memungkinkan konformasi 

individu untuk mencari ruang konformasi, menemukan area dengan dengan energi 

minimum, kemudian meneruskan informasi ini ke generasi berikutnya. Simulasi 

metode berdasarkan pencarian genetik algoritma juga tersedia pada Autodock-4 

berdasarkan besarnya medan gaya energi bebas semi-empiris untuk memprediksi 

energi bebas pengikatan ligan terhadap reseptor protein (Allouche, 2012).  

b. Biovia Discovery Studio Visualizer 

Biovia DS adalah rangkaian perangkat lunak untuk mensimulasikan 

interaksi antara ligan dan reseptor protein. Software ini dikembangkan dan 

didistribusikan oleh Dassault Systemes Biovia yang bertujuan untuk 
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mengeksplorasi interaksi intramolekul antar atom dan juga memungkinkan untuk 

mengetahui, merubah, urutan dan keselarasan urutan serta struktur molekul 

(Dassault systemes, 2016). Interaksi antara ligan dan reseptor protein baik secara 

inter-molekul atau intra-molekul masih dipelajari secara eksperimental dan teoritis 

dengan kombinasi fase yang berbeda seperti padat-padat, padat-cair, cair-as, dan 

lain sebagainya. Pada metode simulasi docking molekuler, interaksi yang terjadi 

antara obat dan reseptor atau situs obat sangat penting dalam proses biologis dan 

farmakologis. Hubungan antara struktur elektronik dan aktivitas biologis 

menghasilkan sejumlah besar linier dan persamaan non-linier yang 

menghubungkan sifat interaksi (Saeed et al., 2021). 

c. Avogadro 

Avogadro merupakan software editor dan visualisator molekul canggih 

yang dirancang untuk penggunaan lintas platform dalam kimia komputasi, 

pemodelan molekul, bioinformatika, ilmu material dan bidang terkait. Software 

Avogadro sering digunakan dalam pemodelan struktur molekul. Avogadro dapat 

meningkatkan aksesibilitas tipe dari data kimia dengan framework paradigma 

model, view dan controller (López, 2014). Pemodelan struktur dengan avogadro 

terdiri dari molekul, atom dan ikatan. Avogadro dirancang untuk penggunaan dalam 

lintas platform dalam kimia komputasi, pemodelan molekul dan bioinformatika 

berkualitas tinggi yang lebih fleksibel (López, 2014). 

d. Chem Office 

Chem Office merupakan salah satu software yang dapat digunakan dalam 

bidang kimia komputasi. Beberapa fungsi dari perangkat lunak tersebut adalah 
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untuk membuat struktur kimia, membuat nama kimia dari struktur kimia, membuat 

struktur streokimia dari nama kimia, menghitung rumus molekul dan berat molekul 

serta perkiraan spektrum NMR dari struktur kimia (Agustina et ai., 2018). Chem 

office memilki banyak kelebihan dan mempermudah peneliti dalam menggambar 

rumus kimia. Untuk menggambar rumus molekul kimia, Chem office menyertakan 

Chem Draw dan Chem 3D. Chem Draw merupakan salah satu software yang 

digunakan untuk menggambar struktur dua dimensi yang digunakan dalam bidang 

ilmu kimia seperti kimia organik, biokimia, dan polimer.  

Software Chem office dapat membantu kita dalam penggambaran struktur 

kimia dengan berbagai sarana yang tersedia di dalamnya. Chem Draw merupakan 

software kimia dari Cambridge yang memiliki banyak fungsi, diantaranya membuat 

nama dan struktur senyawa, membuat struktur streokimia dengan benar dari nama 

kimia, menghitung rumus molekul dan berat molekul serta mendapatkan nama 

IUPAC dengan akurat dari struktur senyawa. Perkiraan spektra-NMR dari struktur 

suatu senyawa dengan atom langsung dengan korelasi spektral.  

Chem Draw dilengkapi dengan peringatan jika terjadi kesalahan dalam 

pembuatan struktur kimia berupa garis berwarna merah yang mengelilingi bagian 

struktur yang salah. Chem Draw sangat bermanfaat, khususnya bagi seseorang yang 

keseharian berkecimpung dibidang kimia. Program ini dapat digunakan untuk 

menggambar berbagi bentuk atau rumus molekul senyawa dengan lebih mudah jika 

dibandingkan menggambar melalui microsoft word yang sangat rumit seperti 

pemodelan struktur senyawa kimia khususnya hidrokarbon (Agustina et al., 2018). 
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Sementara itu, untuk pemodelan tiga dimensi struktur senyawa kimia dapat 

dibuat melalui Chem 3D.  Selain itu, software ini banyak digunakan dalam metode 

simulasi docking molekuler terutama untuk meminimisasi struktur senyawa yang 

bertujuan untuk mendapatkan konformasi struktur dengan energi minimum. Ada 

beberapa metode minimisasi energi yang dapat digunakan dalam Chem 3D, seperti 

MM2 dan MMF94 berdasarkan mekanika molekul menggunakan medan gaya 

untuk membandingkan konformasi dari molekul yang sama dan mencari ruang 

konformasi dengan variasi sudut dihedral tunggal (Agustina et al., 2018). 

6.5  Pymol 

Pymol adalah visualisasi molekuler yang digunakan dalam menganalisis 

hasil docking molekuler. Sofware Pymol menggunakan lintas Platform widget 

toolkit (TK) yang menghasilkan visualisasi makromolekul  berkualitas tinggi (Yuan 

et al., 2017). Pymol merupakan salah satu alat visualisasi makromolekul yang 

banyak digunakan, karena software ini dijalankan dengan program Python yang 

merupakan salah satu bahasa pemrograman paling populer dalam bidang 

komputasi. Selain membahas visualisasi dan analisis yang disempurnakan dari 

fungsi Pymol, topiknya juga meluas kedalam pemodelan protein-ligan, simulasi 

molekuler dan penyaringan virtual. Fungsi penemuan obat secara komputasi oleh 

Pymol dapat diterapkan dalam proses penemuan kandidat obat yang baru untuk 

berbagai target aksinya termasuk penemuan inhibitor terhadap enzim tirosinase 

(Yuan et al., 2017). 
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B.   Kerangka Teori 

Pengembangan produk obat baru dan fungsional berbasis alami dalam 

beberapa waktu terakhir sering dilakukan mengingat banyaknya efek negatif dari 

penggunaan obat berbasis sintetik. Banyaknya penelitian terhadap produk berbasis 

alami memberikan dampak besar dibidang industri farmasi salah satunya ekstrak 

ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) yang mempunyai banyak  manfaat dikarenakan 

memiliki banyak senyawa yang terkandung di dalamnya yang berkaitan dengan 

aktivitas penghambatan enzim tirosinase. Adapun kandungan senyawa ubi jalar 

yang diduga memiliki aktivias penghambatan enzim tirosinase adalah senyawa 

katekin, kuersetin, asam klorogenat,  (Zengin et al., 2017), antosianin (Islam, 2016), 

beta-karoten (Mohanraj & Sivasankar, 2014).  

Penelitian aktivitas ekstrak ubi jalar sebagai inhibitor enzim tirosinase 

berdasarkan dua tahap pengujian yaitu secara in silico melalui docking molekuler 

antara senyawa aktif ubi jalar dan reseptor protein tirosinase dan pengujian 

penghambatan enzim tirosinase secara in vitro untuk membuktikan apakah senyawa 

yang terkandung dalam ekstrak ubi jalar berpotensi untuk menggantikan inhibitor 

sintetik enzim tirosinase. Hal tersebut didasarkan atas beberapa senyawa inhibitor 

berbasis sintetik yang dapat menyebabkan efek karsinogenik pada manusia (Yuan 

et al., 2017). Pada Gambar 5 menunjukkan pengujian tahap 1 penghambatan enzim 

tirosinase secara in silico dengan metode docking molekuler. 
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1.  Pengujian Tahap I secara In silico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar 5. Kerangka skema pengujian secara in silico (Godshell et al., 2016) 

Preparasi reseptor protein dilakukan terhadap struktur kristal tiga dimensi 

protein tirosinase Agaricus bisphorus yang sebelumnya di unduh pada situs RCSB 

Protein Data Bank. Kemudian dilakukan pemisahan terhadap molekul air dan native 

ligan dari protein menggunakan software Biovia DS. Preparasi native ligan protein 

tirosinase yaitu dengan cara menghilangkan reseptor protein dan beberapa molekul 

lain yang melekat pada struktur native ligan menggunakan software Biovia DS 

(Goodsell et al., 2021).  

Struktur tiga dimensi native ligan hasil preparasi kemudian digunakan 

dalam proses validasi metode docking molekuler yang dilakukan dengan metode 

redocking menggunkan native ligan dari protein AbTYR (PDB ID: 2Y9X). Pada 

tahapan ini, pembuatan grid box perlu dilakukan yang bertujuan untuk 

mendapatkan koordinat dari native ligan yang akan digunakan sebagai koordinat 
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Docking 

 

3 Preparasi Ligan Uji 2 Validasi Metode 

Docking 

 

5 Visualisasi 
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ligan atau senyawa uji. Validasi metode docking dilakukan dengan cara 

penambatan kembali (redocking) antara native ligan dan reseptor AbTYR dengan 

parameter nilai RMSD kurang dari 2 Å (Giantari et al., 2019).  

Preparasi  struktur ligan uji dibangun dengan menggunakan software Chem 

Draw. Kemudian dilakukan tahap optimasi geometri menggunakan Avogadro 

dengan penambahan atom hidrogen pada struktur ligan uji dan kemudian dilakukan 

proses minimisasi energi menggunakan metode (MM2) pada Chem 3D dengan 

tujuan untuk meminimisasi energi untuk mendapatkan struktur yang lebih stabil. 

Hasil optimasi tersebut kemudian dikonversi menjadi file (PDB) untuk dapat 

digunakan dalam proses docking molekuler pada Autodock-4.  

Analisis hasil docking molekuler dengan pose terbaik kemudian dianalisa 

menggunakan software Biovia DS. Parameter yang dianalisis meliputi besar 

afinitas binding energy (ΔG), konstanta inhibisi (Ki), residu asam amino dan jumlah 

interaksi ikatan yang terbentuk. Kemudian dilakukan analisis parameter ADMET 

(Absorbsi Distribusi Metabolisme Eksresi dan Toksisitas) dengan parameter 

berdasarkan penelitian (Huang et al., 2019) sebelumnya tentang analisis prediksi 

ADMET seperti lipofilitas (Log P), TPSA (Topology Polar Surface Area), 

permeabilitas kulit, sensitifitas kulit, (Log Kp), inhibitor CYP1A2, aturan Lipinski 

dan bioavailabilitas. Sedangkan untuk aturan Lipinski digunakan untuk mengetahui 

apakah senyawa-senyawa tersebut layak untuk digunakan sebagai kandidat 

inhibitor alami tirosinase (Huang et al., 2019). Gambar 6 menunjukkan pengujian 

penghambatan enzim tirosinase secara in vitro dengan metode spektrofotometri uv-

vis. 
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2. Pengujian Tahap II secara In vitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 6. Kerangka skema pengujian secara in vitro (Mahardika,  2012) 

Sampel ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) dikumpulkan dan disortasi basah 

kemudian dicuci dengan air mengalir hingga bersih. Selanjutnya ditiriskan, dan 

ditimbang. selanjutnya dilakukan perajangan. Setelah itu, dilakukan pengeringan 

dengan menggunakan oven dengan suhu 60-70 ºC dan kemudian ditimbang bobot 

keringnya. Sampel diekstraksi menggunakan alat sokletasi. Serbuk simplisia ubi 

jalar kering 500 mg dimasukkan ke dalam bejana, saring dan dimasukkan kedalam 

ekstraktor soklet. Kemudian dilakukan ekstraksi dengan 50 ml etanol  60% dalam 

air. Filtrat yang diperoleh dikumpulkan kemudian diuapkan dengan rotary 

evaporator hingga diperoleh ekstrak kental. Kemudian di water bath selama 24 jam 

hingga diperoleh ekstrak kental ditimbang dan dilakukan pengujian parameter 

spesifik ekstrak (Zengin et al., 2017).  

Pengujian parameter spesifik ekstrak dilakukan dengan uji organoleptik 

dengan cara pengamatan menggunakan panca indra terhadap ekstrak kental yang 

meliputi bentuk, warna, bau, rasa dan dihitung persen rendemen ekstrak (Syamsul 
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2Ekstraksi 

4Uji Penghambatan 

Tirosinase 

3Pengujian Parameter Spesifik ekstrak 
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et al., 2017). Kemudian dilakukan identifikasi secara kualitatif terhadap kandungan 

senyawa aktif ubi jalar dengan uji reaksi tabung menggunakan pereaksi tertentu dan 

dilanjutkan dengan uji KLT menggunakan sinar Uv-254 nm dan 366 nm untuk 

menentukan nilai Rf dari bercak noda yang terbentuk pada lempeng silica 

(Prasetyo, 2020). Pengujian penghambatan aktivitas enzim tirosinase menggunakan 

metode spektrofotometri Uv-vis berdasarkan perbandingan nilai absorbansi dan 

konsentrasi sampel sehingga diperoleh persamaan regresi linear yang kemudian 

digunakan untuk mendapatkan nilai IC50 (Mahardika, 2012). 

C.   Hipotesis  

Pengembangan obat barbasis bahan alam seperti ekstrak ubi jalar (Ipomoea 

batatas L. Lam) yang diketahui memiliki kandungan senyawa kimia seperti beta-

karoten, kuersetin, katekin, antosianin dan asam klorogenat yang diduga berpotensi 

sebagai inhibitor enzim tirosinase melalui jalur stress oksidatif terhadap ROS. 

Dengan demikian, perlu dilakukan pengujian secara in silico dan in vitro mengingat 

eksplorasi terkait kandungan senyawa aktif ubi jalar masih sangat minim dalam 

pengembangan obat berbasis bahan alam. Sehingga dengan informasi tersebut, 

ekstrak ubi jalar dapat dijadikan sebagai kandidat alami inhibitor enzim tirosinase 

yang relatif aman digunakan jika dibandingkan dengan inhibitor berbasis sintetik.  
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BAB III  

METODOLOGI PENELITIAN 

 

A. Pengujian Penghambatan Aktivitass Enzim Tirosninase Secara In silico 

Berdasarkan Docking Molekuler 

1. Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat komputer 

dengan spesifikasi ASUS X441B CPU : AMD dual core (A6-9225, up to 3.0 GHz) 

memori RAM : 4GB. Software Autodock 4.2.3 Script Research Institute, Chem 

Office 2019, Biovia Discovey Studio Visualizer (BDS), Avogadro, Pymol, website 

SwissADME dan pKCSM. 

Bahan yang digunakan pada metode docking molekuler ini adalah struktur 

kristal PPO3, sebuah tirosinase dari Agaricus bisporus dalam bentuk deoksi yang 

mengandung sub-unit mirip seperti lektin dengan native ligan tropolone dengan 

kode (PDB: 2Y9X) yang diperoleh dari situs http://rcsb.org/pdb/struktur. Struktur 

senyawa aktif ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) seperti beta-karoten, kuersetin, 

katekin, antosianin dan asam klorogenat. Asam kojat digunakan sebagai kontrol 

positif dengan struktur bentuk tiga dimensi diperoleh dari situs Pubchem 

http://pubchem.ncbi.lm/nlh.gov//. 

 

 

 

 

http://rcsb.org/pdb/struktur
http://pubchem.ncbi.lm/nlh.gov/
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2. Prosedur Pengujian 

a. Preparasi Reseptor Enzim Tirosinase 

Data struktur tiga dimensi kristal reseptor yang digunakan untuk analisis 

docking molekuler diperoleh dari Protein Data Bank (PDB) pada situs 

http://rcsb.org/pdb/struktur. Reseptor yang digunakan adalah struktur kristal protein 

tirosinase (PDB ID: 2Y9X) dari Agaricus bisporus (AbTYR) dengan inhibitor 

tropolone pada situs aktif. Reseptor yang berupa makromolekul  dipisahkan dari 

molekul lain seperti air dan ligan alaminya. Pemisahan dilakukan menggunakan 

software Biovia DS.  

b.  Preparasi Native Ligan Tropolone (0TR) Enzim Tirosinnase 

Pada tahapan ini, preparasi native ligan  tropolone (0TR) enzim tirosinase 

AbTYR dilakukan dengan cara ligan dipisahkan dari reseptror dan beberapa 

molekul lain yang melekat pada strukturnya. Pemisahan ligan dilakukan dengan 

menggunakan software Biovia DS. Kemudian struktur tiga dimensi ligan hasil 

preparasi tersebut yang akan digunakan dalam proses validasi metode docking 

molekuler. 

c. Validasi Metode Docking Molekuler 

Validasi metode docking molekuler dilakukan dengan metode redocking 

menggunkan native ligan dari protein AbTYR (PDB: 2Y9X). Pada tahapan ini, 

pembuatan grid box perlu dilakukan yang bertujuan untuk mendapatkan koordinat 

dari native ligan yang akan digunakan sebagai koordinat ligan uji. Proses validasi  

akan memberikan hasil penambatan kembali (Redocking) antara native ligan dan 

reseptor AbTYR yang lebih mendekati hasil eksperimental dengan parameter nilai 
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RMSD kurang dari 3 Å (Giantari et al., 2019). RMSD menunjukkan penyimpang 

posisi yang terjdi antara ligan hasil validasi dan ligan hasil eksperimental. Semakin 

kecil nilai RMSD menunjukkan posisi ligan hasil redocking akan mendekati posisi 

ligan hasil kristalografi (Kontoyianni et al., 2004). 

d.  Preparasi Ligan Uji/Senyawa Uji  

Struktur ligan uji dibangun dengan menggunakan software Chem Draw. 

Kemudian dilakukan tahap optimasi geometri menggunakan Avogadro dengan 

penambahan atom hidrogen pada struktur ligan uji dan kemudian dilakukan   proses 

minimisasi energi menggunakan metode (MM2) pada Chem 3D dengan tujuan 

untuk meminimisasi energi untuk mendapatkan struktur yang lebih stabil. Hasil 

optimasi tersebut kemudian dikonversi menjadi file (PDB) untuk dapat digunakan 

dalam proses docking molekuler pada Autodock-4.  

e.  Docking Molekuler Antara Ligan Uji dan Enzim Tirosinase  

Pengaturan parameter grid box dilakukan menggunakan software 

Autodock-4. Koordinat grid box ditentukan berdasarkan koordinat native ligan dari 

file reseptor yang digunakan pada saat validasi, kemudian dilakukan proses 

penambatan menggunakan Autodock-4. Analisis dan visualisasi hasil simulasi 

docking molekuler. Penentuan konformasi ligan hasil docking (pose terbaik) 

dilakukan dengan memilih konformasi ligan yang memiliki energi ikatan paling 

rendah. Hasil docking dengan pose terbaik kemudian dianalisa menggunakan 

software Biovia DS.  
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Parameter yang dianalisis dalam docking molekuler meliputi afinitas 

binding energy (ΔG), konstanta inhibisi (Ki), residu asam amino dan jumlah 

interaksi ikatan yang terbentuk. Software Biovia DS kemudian digunakan untuk 

visualisasi hasil dari penambatan senyawa uji terhadap protein dengan melihat 

adanya ikatan yang terjadi antara ligan dan protein secara dua dimensi dan tiga 

dimensi software Pymol untuk melihat surface area ligan uji dalam protein. 

f.  Prediksi ADMET dan Evaluasi Berdasarkan Aturan Lipinski 

Hasil penambatan senyawa uji terhadap reseptor kemudian dilanjutkan 

dengan studi seperti prediksi ADMET dan evaluasi berdasarkan aturan Lipinski. 

Analisis yang dilakukan dalam prediksi ADMET bertujuan untuk mengetahui 

apakah senyawa yang terkandung dalam tumbuhan ubi jalar (Ipomoea batatas L. 

Lam) memiliki adsorbsi, distribusi, metabolisme, eksresi dan toksisitas yang baik 

dengan menggunakan aplikasi pada situs pKCSM dan SwissADME. Hal tersebut 

meningkatkan peluang proses penemuan obat dengan memprediksi berbagai sifat 

farmakokinetik senyawa bioaktif. Analisis farmakokinetika ADMET umumnya 

dimulai dengan identifikasi kemudian berlanjut melalui tahap pengoptimalan 

prospek, pemilihan dan pengembangan.  

Sebagian besar hasil program pengembangan obat telah ditentukan 

sebelumnya pada titik pemilihan kandidat, rentang fenomena yang dipelajari harus 

sangat komprehensif dan bahkan satu parameter saja mungkin bertanggung jawab 

atas kegagalan obat (Singh, 2006). Adapun parameter yang dilihat pada tahapan ini 

berdasarkan penelitian Huang et al., (2019) sebelumnya tentang analisis prediksi 

ADMET seperti lipofilitas (Log P), TPSA (Topology Polar Surface Area), 
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permeabilitas kulit, sensitifitas kulit, (Log Kp), inhibitor CYP1A2, aturan Lipinski 

dan bioavailabilitas. Sedangkan untuk aturan Lipinski digunakan untuk mengetahui 

apakah senyawa-senyawa tersebut layak untuk digunakan sebagai kandidat 

inhibitor alami tirosinase.  

3.  Ekstraksi dan Pengujian Parameter Spesifik Ekstrak 

a.  Penyiapan Sampel  

Sampel ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) dikumpulkan dan disortasi basah 

kemudian dicuci dengan air mengalir hingga bersih. Sampel ubi jalar dirajang dan 

dikeringkan dengan menggunakan oven pada suhu 60-70 ºC. Sampel kemudian 

ditimbang bobot keringnya. 

b.  Ekstraksi 

Sampel diekstraksi menggunakan alat sokletasi. Serbuk simplisia ubi jalar 

kering 500 mg dimasukkan ke dalam bejana, saring dan dimasukkan kedalam 

ekstraktor soklet. Kemudian dilakukan ekstraksi dengan etanol 60%. Filtrat yang 

diperoleh dikumpulkan kemudian diuapkan dengan rotary evaporator hingga 

diperoleh ekstrak kental. Ekstrak yang diperoleh kemudian di water bath selama 24 

jam hingga diperoleh ekstrak kental dan ditimbang (Zengin et al., 2017). Ekstrak 

kemudian disimpan dalam kemasan plastik, lalu disimpan dalam kulkas sebelum 

digunakan sebagai bahan analisis. 
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c.  Pengujian Parameter Spesifik Ekstrak 

1). Pengamatan Organoleptik 

Ekstrak kental yang diperoleh kemudian dilakukan uji organoleptik dengan 

cara pengamatan menggunakan panca indra terhadap ekstrak kental yang 

didapatkan yaitu meliputi bentuk, warna, bau dan rasa (Syamsul et al., 2017). 

2). Pengamatan Rendemen Ekstrak 

Rendemen merupakan hasil perbandingan antara berat ekstrak kental yang 

didapatkan dengan berat awal simplisia. Ekstrak kental yang didapatkan ditimbang 

bobotnya untuk menghitung nilai rendamen. Adapun untuk menghitung rendemen 

ekstrak tersebut digunakan rumus : 

% Rendemen = 

 

3). Identifikasi Senyawa Aktif Ubi jalar Secara Kualitatif 

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adalah metode pemisahan berdasarkan 

sifat fisis dimana campuran suatu senyawa didistribusikan antara fase diam dan fase 

gerak. Prinsipnya berdasarkan proses perpindahan atau pergeseran zat dengan 

kecepatan yang berbeda-beda untuk memisahkan berbagai senyawa seperti ion-ion 

organik dengan anorganik, dan senyawa-senyawa organik baik yang terdapat pada 

bahan alam dan senyawa-senyawa organik sintetik. Adapun kelebihan penggunaan 

KLT dibandingkan dengan Kromatografi Kertas (KK) adalah karena dapat 

dihasilkan pemisahan yang lebih sempurna, kepekaan yang lebih tinggi dan dapat 

dilaksanakan dengan cepat. KLT merupakan kromatografi adsorbsi dan adsorben 

bertindak sebagai fase stasioner. Empat macam absorben yang sering digunakan 

Bobot ekstrak yang diperoleh 

Bobot simplisia yang digunakan 
x 100% 
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atau umum dipakai adalah silika gel (asam silikat), alumina (aluminium oxide), 

kieshelgur (diatomeous eart) dan selulosa. Dari keempat jenis adsorben yang paling 

banyak dipakai adalah silika gel dan masing-masing terdiri dari beberapa jenis yang 

mempunyai nama perdagangan bermacam-macam. Ada beberapa jenis silika gel 

yaitu silika gel G, silika gel H, silika gel PF (Prasetyo, 2020). 

Sistem kromatografi mempunyai kemampuan memisahkan campuran bahan 

kimia dengan cara menghambat selektif perjalanan senyawa tertentu melalui fase 

stationer sedangkan senyawa lain dibiarkan terus berlalu, oleh karena itu 

kromatogram dapat dievaluasi secara kualitatif dengan cara menentukan Rf 

(Retensi faktor) atau faktor penghambat untuk tiap bahan yang dielusi. Harga Rf 

didefinisikan sebagai perbandingan antara jarak senyawa dari titik awal dan jarak 

antarmuka pelarut dari titik awal. Harga Rf adalah perbandingan jarak rambat suatu 

senyawa tertentu dengan jarak rambat baku pembanding. Jika zat uji yang 

diidentifikasikan dan zat pembanding itu sama, maka terdapat kesesuaian dalam 

warna dan harga Rf (Prasetyo, 2020). 

4. Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Tirosinase Secara In vitro 

a. Alat dan Bahan 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah seperangkat alat sokletasi, 

cawan porselin, water bath, blender, oven, pH meter, pipet mikro 1000 µL, pipet 

tetes, rotary evaporator, spektrofotometer Uv-vis 1900 (Simadzu), magnetik stirer, 

gelas ukur, chamber, labu ukur, tabung reaksi, kaca arloji, lempeng KLT silica gel 

F254, pipa kapiler, neraca analitik, sinar Uv 254 dan 344 nm, tabung reaksi, batang 

pengaduk dan alat gelas lainnya. 
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Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah serbuk simplisia ubi jalar 

(Ipomoea batatas L. Lam), etanol 60%, asam kojat (Sigma), enzim liopilized 

tirosinase 1000 KU (Sigma), DMSO (Merck), KH2PO4 (Merck), NaOH (Merck), 

L-DOPA (Levodopa 500 mg) (Sigma), kuersetin (Sigma), beta-karoten (Sigma), 

asam galat (Merck), pereaksi dragendroff, folin-ciocelteu (Merck), HCl (Merck), n-

heksan (Merck), FeCl3 (Merck), amonia (Merck), etil asetat (Merck), aseton 

(Merck), asam format (Merck), serbuk magnesium (Mg) (Merck), n-butanol 

(Merck), kloroform (Merck), asam asetat (Merck), AlCl3 (Merck), KOH (Merck) 

dan aquadest. 

b.  Prosedur Pengujian 

1). Pembuatan Larutan Pereaksi 

a). Pembuatan Larutan KH2PO4 0,05 M 

Larutan KH2PO4 0,05 M dibuat dengan cara menimbang 3,402 g KH2PO4  

dilarutkan dalam aquadest 450 ml. 

b). Pembuatan Larutan NaOH 0,2 M 

Larutan NaOH 0,2 M dibuat dengan cara menimbang 0,4 g NaOH dilarutkan 

dalam aquadest 50 ml. 

c). Pembuatan Larutan Dapar Fosfat 0,05 M pH 6,5 

Pembuatan larutan dapar fosfat 0,05 M pH 6,5 dibuat dengan cara 

mencampurkan 50 ml NaOH 0,2 M ditambahkan KH2PO4 sampai 500 ml. 

Selanjutnya pH larutan diperiksa menggunakan pH meter. 
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d). Pembuatan Larutan L-DOPA 2,5 mM 

L-DOPA ditimbang sebanyak 4,929 mg, dilarutkan dengan dapar fosfat 0,05 

M pH 6,5 dalam labu ukur 25 ml dan volume larutan dicukupkan hingga batas. 

Kemudian diencerkan hingga diperoleh konsentrasi 0,4; 0,6; 0,8 dan 1 mM. Pada 

saat preparasi hingga uji penghambatan tirosinase dilakukan larutan harus terhindar 

dari cahaya. 

e). Pembuatan Larutan Tirosinase 

Tirosinase ditimbang sebanyak 2,4 mg, kemudian dilarutkan dengan larutan 

dapar fosfat 0,05 M pH 6,5 dalam labu ukur 10 ml kemudian dicukupkan 

volumenya hingga 10 ml. Tirosinase yang terlarut memiliki aktivitas 240 unit/ml 

(Mahardika, 2012). Setelah preparasi hingga uji penghambatan tirosinase, larutan 

harus disimpan pada suhu rendah (2-8°C). 

f). Pembuatan Larutan Asam kojat (Kontrol Positif) 

Sebanyak 5 mg serbuk asam kojat ditimbang, dimasukkan ke dalam labu 

ukur 10 ml, dilarutkan dalam 0,05 M larutan dapar fosfat pH 6,5, sehingga 

didapatkan larutan asam kojat dengan konsentrasi 500 μg/ml (Sagala & 

Telaumbanua, 2020). Selanjutnya dilakukan pengenceran hingga didapatkan 

larutan asam kojat dengan konsentrasi 6; 7; 8; 9 dan 10 ppm. Pemilihan konsentrasi 

asam kojat tersebut berdasarkan penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Suhesti 

(2016) yang kemudian akan digunakan pada pengujian untuk mendapatkan nilai 

IC50. 
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g). Pembuatan Larutan Ekstrak Ubi jalar   

Sebanyak 20 mg ekstrak kental ubi jalar ditimbang, ditambahkan DMSO 

sebanyak 1 ml dalam labu ukur. Kemudian ditambahkan dapar fosfat  0,05 M pH 

6,5 hingga volume 10 ml (2.000 ppm) dalam labu ukur. Selanjutnya dilakukan 

pengenceran hingga diperoleh konsentrasi larutan ekstrak 50; 60; 75; 85 dan 100 

ppm. Pemilihan konsentrasi ekstrak ubi jalar tersebut berdasarkan penelitian Padda 

& Picha (2007). Kemudian konsentrasi tersebut akan digunakan pada pengujian 

untuk mendapatkan nilai IC50.  

2).  Uji Pendahuluan Enzim  

a).  Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum Enzim Tirosinase 

Penentuan panjang gelombang maksimum dilakukan dengan 500 μl larutan 

dapar fosfat (pH 6,5) dan 250 μl larutan L-DOPA dari masing-masing konsentrasi 

yaitu 0,4; 0,6; 0,8 dan 1 mM dipipet kedalam empat tabung reaksi yang berbeda. 

Larutan dinkubasi pada suhu kamar selama 10 menit. Kemudian ditambahkan 250 

μl larutan tirosinase kedalam masing-masing tabung reaksi tabung reaksi dan 

inkubasi kembali pada suhu kamar selama 30 menit. Serapan diukur dengan 

spektrofotometer uv-vis pada panjang gelombang 200-800 nm untuk mendapatkan 

serapan maksimum (Mahardika, 2012). 

b). Pengukuran Absorbansi Ekstrak Ubi Jalar Pada Panjang Gelombang 

Maksimum Enzim Tirosinase 

Pengukuran absorbansi ekstrak ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) 

menggunakan spektrofotometer uv-vis pada panjang gelombang enzim tirosinase 

dilakukan dengan 500 μl larutan dapar fosfat (pH 6,5) dan 500 μl dari masing-
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masing konsentrasi yaitu 50; 60; 75; 85 dan 100 ppm, pengukuran tersebut 

digunakan sebagai validasi apakah pada panjang gelombang 480,40 nm ekstrak ubi 

jalar memberikan serapan maksimum. Pengukuran dilakukan dengan tiga kali 

pengujian. 

c). Optimasi Substrat L-DOPA 

Larutan dapar fosfat (pH 6,5) sebanyak 500 μl dimasukkan kedalam empat 

tabung reaksi, lalu ditambahkan masing-masing 250 μl larutan substrat L-DOPA 

dengan konsentrasi 0,4, : 0,6 : 0,8 dan 1 mM kemudian diinkubasi pada suhu kamar 

selama 10 menit. Selanjutnya ditambahkan 250 μl larutan tirosinase, dihomogenkan 

menggunakan vortex mixer dan diinkubasi kembali pada suhu kamar selama 30 

menit. Serapan diukur dengan spektrofotometer uv-vis pada panjang gelombang 

480,40 nm (Mahardika, 2012).  

3). Uji Penghambatan Enzim Tirosinase Asam kojat (Kontrol) 

 

Sebanyak 500 μl buffer fosfat 0,05 M (pH 6,5), 250 μl L-DOPA 0,6 mM 

dan 250 μl asam kojat dari masing-masing konsentrasi dimasukkan kedalam tabung 

reaksi dan diinkubasi selama 10 menit, setelah itu ditambahkan 250 μl larutan 

tirosinase (240U/ml) kemudian diinkubasi selama 30 menit. Serapan diukur dengan 

spektrofotometer Uv-vis pada panjang gelombang 480 nm, dengan dapar fosfat 

0,05 M pH 6,5 sebagai blangko. Pengujian dilakukan sebanyak tiga kali 

pengulangan (Mahardika, 2012). 

4). Uji Penghambatan Enzim Tirosinase Ekstrak Ubi jalar  

Uji penghambatan tirosinase dilakukan berdasarkan metode yang digunakan 

Suhesti (2018), dengan L-DOPA sebagai substrat dan asam kojat sebagai kontrol 
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positif. Sebanyak 500 μl dapar fosfat 0,05 M (pH 6,8), 250 μl L-DOPA 0,6 mM, 

dan 250 μl sampel ekstrak ubi jalar dari masing-masing konsentrasi pengenceran 

dimasukkan kedalam tabung reaksi dan diinkubasi selama 10 menit, setelah itu 

ditambahkan 250 μl larutan tirosinase (240 U/ml) dan diinkubasi lagi selama 30 

menit. Aktivitas inhibisi tirosinase ditentukan dengan mengukur absorbansi larutan 

uji dengan spektrofotometer Uv-vis pada panjang gelombang 480,40 nm. Pengujian 

dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan. Terlihat pada Tabel I pembagian 

konsentrasi dalam metode penghambatan tirosinase. 

Tabel I. Metode uji penghambatan enzim tirosinase 

(Suhesti, 2018) 

Persentase inhibisi tirosinase dapat dihitung dengan rumus : 

% inhibisi tirosinase =  
(B−S)

B
 x 100 % 

Keterangan : 

B = Absorbansi kontrol 

S = Absorbansi sampel 

Nilai IC50 dihitung dengan menggunakan persamaan regresi linear, 

konsentrasi sampel dalam logaritma sebagai sumbu x dan persen penghambatan (% 

Bahan Sampel 

(μl) 

 

Kontrol 

negatif/substrat 

(μl) 

Kontrol 

positif/asam 

kojat (μl) 

Dapar fosfat (pH 6,5) 500 750 500 

L-DOPA (0,6 mM) 250 250 250 

Asam kojat - - 250 

Larutan sampel 250 - - 

Enzim tirosinase 

(240U/ml) 

250 250 250 
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inhibisi) sebagai sumbu y dengan persamaan y = bx + a dapat dihitung nilai IC50 

(Sagala & Telambuana, 2020).  

B.   Varibel Penelitian 

Variabel penelitian merupakan segala sesuatu yang berbentuk apa saja yang 

ditetapkan oleh peneliti untuk dipelajari sehingga diperoleh informasi tentang hal 

tersebut, kemudian ditarik kesimpulannya (Sugiyono, 2018). Variabel dalam 

penelitian ini yaitu variabel bebas (Independent variabel) yang merupakan variabel 

yang mempengaruhi atau yang menjadi sebab perubahan atau timbulnya variabel 

terikat (Sugiyono, 2018). Sedangkan variabel terikat (Dependent variabel) variabel 

terikat merupakan variabel yang dipengaruhi atau menjadi akibat, karena adanya 

varibel bebas (Sugiyono, 2018). Pada pengujian secara in silico variabel bebas yang 

diamati adalah nilai afinitas (ΔG), Konstanta inhibisi (Ki) dan veriabel terikatnya 

adalah senyawa aktif ubi jalar. Sedangkan untuk pengujian secara in vitro, varibael 

bebas yang diamati adalah konsentrasi ekstrak ubi jalar dan variabel terikatnya 

berupa nilai IC50 inhibisi enzim tirosinase.  

C.   Analisis Data 

Data hasil penelitian dianalisis menggunakan statistika untuk menentukan 

ada atau tidaknya perbedaan signifikan antara larutan uji dan larutan pembanding. 

Nilai hasil diuji dengan Shapiro-wilk dengan tujuan mengetahui distribusi data 

untuk tiap kelompoknya. Jika data terdistribusi normal maka dilanjutkan dengan uji 

Levene’s test untuk mengetahui homogenitas data setiap kelompok. Hasil yang 

dianalisis dalam penelitian ini adalah nilai IC50 ekstrak ubi jalar dan asam kojat 

terhadap enzim tirosinase dengan uji Independent sample t-test menggunakan 
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software SPSS 20. Semua uji dilakukan dengan taraf kepercayaan 95% untuk 

melihat perbedaan secara signifikan antara kelompok (P < 0,05) atau tidak 

signifikan (P > 0,05). Apabila data yang dihasilkan tidak terdistribusi normal dan 

homogen maka dilakukan dengan uji non-parametrik menggunakan metode 

Kruskal wallis (Junaidi, 2010).  
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BAB IV  

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

A. Analisis Hasil Pengujian Secara In silico Berdasarkan Metode Docking 

Molekuler 

 

1. Pembuatan Struktur Tiga Dimensi dan Optimasi Senyawa Aktif Ubi Jalar 

(Ipomoea batatas L. Lam) 

 

Analisis dengan menggunakan metode simulasi docking molekuler 

diperlukan struktur tiga dimensi senyawa aktif ubi jalar seperti beta-karoten, 

kuersetin, katekin, antosianin dan asam klorogenat serta struktur senyawa asam 

kojat sebagai kontrol yang diperoleh dengan cara mengunduh pada situs Pubchem 

Compound dalam bentuk dua dimensi dengan kode (CID) dari masing-masing 

senyawa. Pembuatan struktur tiga dimensi senyawa aktif ubi jalar yang diperoleh 

dari situs Pubchem dilakukan dengan menggunakan Biovia DS.  

Optimasi geometri terhadap struktur senyawa aktif ubi jalar dilakukan 

menggunakan software Avogadro. Struktur tiga dimensi senyawa aktif ubi jalar 

hasil optimasi geometri kemudian dilakukan minimisasi energi menggunakan 

Chem 3D. Struktr hasil optimasi geometri dan minimisasi tersebut yang kemudian 

digunakan sebagai ligan uji dalam simulasi docking molekuler terhadap reseptor 

protein tirosinase (Gaba et al., 2015). Tabel II menunjukkan struktur senyawa aktif 

ubi jalar dan asam kojat (kontrol) dalam bentuk dua dimensi dan tiga dimensi yang 

diunduh dari situs Pubchem Compound.  
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Tabel II. Struktur senyawa aktif ubi jalar dan asam kojat (kontrol) dalam bentuk 

dua dimensi dan tiga dimensi 

Keterangan : CID (Kode struktur senyawa) 

(Kim et al., 2023) 

 

No. Senyawa Struktur 2D Struktur 3D 

1. Beta-karoten  

 

(CID : 5280489) 

 

2. Kuersetin  

 

 

(CID : 5280343) 

 

3. Katekin 

 

 

 

 

 

 
 

 

(CID : 9064) 

 

4. 

 

 

 

Antosianin  

 

 

(CID : 145858) 

 

5. Asam 

Klorogenat 

 

 

 

(CID : 1794427) 

 

 

6. Asam kojat 

(Kontrol) 

 

 

 

   (CID : 3840) 
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Kemudian dilakukan penghitungan energi dari senyawa aktif ubi jalar 

tersebut. Setelah tahapan optimasi dilakukan, struktur senyawa aktif tersebut 

kemudian diminimasi energinya menggunakan Chem 3D dengan metode (MM2) 

yang bertujuan untuk mendapatkan konformasi struktur pada energi minimum, 

dikarenakan struktur dengan energi terendah merupakan struktur paling stabil 

sehingga diharapkan dapat terikat dengan residu asam amino dari reseptor protein 

tirosinase. Pemilihan metode (MM2) dikarenakan parameter yang digunakan dalam 

optimasi selain berdasarkan konformasi dari struktur ligan uji tetapi juga 

berdasarkan perhitungan energi titik tunggal untuk membandingkan konformasi 

dari molekul yang sama dan mencari ruang konformasi dengan variasi sudut 

dihedral tunggal (Cheng et al., 2021). 

Pembuatan struktur dua dimensi senyawa aktif ubi jalar dan asam kojat 

dilakukan menggunakan Chem Draw yang bertujuan untuk memastikan apakah 

struktur-struktur tersebut dapat digunakan dalam metode simulasi docking 

molekuler. Struktur dua dimensi dibangun berdasarkan pola struktur senyawa-

senyawa yang diperoleh dari situs Pubchem Compound yang kemudian disimpan 

dengan format dilanjutkan dengan pengubahan bentuk dua dimensi menjadi bentuk 

tiga dimensi dengan menggunakan Pymol, sehingga diperoleh struktur tiga dimensi 

dengan format seperti yang ditunjukkan pada Tabel II. Pengoptimalan susunan 

atom atau molekul dari struktur senyawa uji dan kontrol dengan cara optimasi 

geometri, mengingat struktur yang dihasilkan dari proses ini merupakan struktur 

dengan konformasi yang paling baik dan stabil (Goodsell et al., 2021). 
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2.  Pengunduhan Protein Target Penambatan Senyawa 

 

Pada penelitian ini, proses virtual skrining dilakukan dengan menggunakan 

metode simulasi docking molekuler dengan tahapan preparasi dari protein enzim 

tirosinase dimulai dari pengunduhan struktur kristal enzim tirosinase pada situs 

RCSB dengan kode (PDB ID: 2Y9X) yang merupakan struktur kristal PPO3, suatu 

tirosinase dari Agaricus bisporus dalam bentuk deoksi yang mengandung sub-unit 

mirip lektin yang dikoordinasikan oleh dua ion tembaga yaitu CuA dan CuB dengan 

tropolone sebagai native ligan atau ligan alami (Ismaya et al., 2011).  

  

 

 

 

 

  

 

 

 Keterangan : 

     =  Molekul air 

         = Ion tembaga 

Gambar 7. Struktur kristal tirosinase (PDB ID: 2Y9X) Agaricus bisporus hasil 

kristalografi dengan kompleks tropolone (Ismaya et al., 2011) 

Gambar 7 menunjukkan visualisasi struktur kristal protein tirosinase yang 

dirancang dengan metode X-RAY difraction 2.78 Å yang memiliki tiga jenis unik 

ligan yaitu tropolone (0TR), Cu dan Ho. Enzim ini mengkatalisis konversi senyawa 

fenolik menjadi turunan kuinonnya, yang merupakan prekursor untuk pembentukan 

melanin, pigmen yang banyak dimiliki dalam organisme hidup yang terdiri dari dua 
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sub-unit H dari residu 392 dan dua sub-unit L dari residu 150. Sub-unit H berasal 

dari gen PPO3 dan memiliki lipatan yang mirip dengan tirosinase lain, tetapi 100 

residu lebih besar. Sub-unit L merupakan produk dari orf239342 dan memiliki 

lipatan seperti lektin. Sub-unit H mengandung situs pengikatan tembaga binuklir 

dalam keadaan deoksi, dimana tiga residu histidin mengkoordinasikan setiap ion 

tembaga. Rantai samping histidin ini orientasinya ditetapkan oleh ikatan hidrogen 

atau, dalam kasus His85, oleh jembatan tioeter dengan rantai samping Cys83. 

Tropolone sebagai inhibitor alami tirosinase secara spesifik membentuk kompleks 

Pra-Michaelis dengan enzim kemudian mengikat dekat situs tembaga binuklir tanpa 

langsung mengkoordinasikan dengan ion tembaga (Ismaya et al., 2011). 

Analisis dengan metode simulasi docking molekuler menggunakan software 

Autodock-4 diperlukan beberapa struktur yang berperan sebagai reseptor, native 

ligan dan ligan uji. Reseptor merupakan molekul protein yang secara normal 

diaktivasi oleh transmitor atau hormon. Saat ini banyak reseptor yang telah 

direplikasi dan diketahui urutan asam aminonya. Selain itu, reseptor juga dapat 

berupa lipoprotein, asam nukleat yang jelas dan spesifik terdapat dalam jaringan sel 

mahkluk hidup, mengandung gugus-gugus fungsional atau atom-atom terorganisasi 

(Cartika, 2016). Sedangkan ligan merupakan molekul sederhana dalam senyawa 

kompleks bertindak sebagai donor pasangan elektron (Basa Lewis) dimana ligan 

akan memberikan pasangan elektronnya bagi atom pusat yang menyediakan orbital 

kosong. Pada penelitian ini, tirosinase AbTYR berperan sebagai reseptor protein 

dan tropolone berperan sebagai native ligan. 
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3.  Preparasi Enzim Tirosinase Sebagai Target Penambatan 

Tahapan awal untuk memulai metode simulasi docking molekuler adalah 

proses preparasi struktur tiga dimensi reseptor protein. Pada tahapan ini dilakukan 

pemisahan terhadap molekul air, native ligan dan senyawa-senyawa lain seperti Cu, 

Ho yang melekat pada struktur protein yang bertujuan untuk mendapatkan struktur 

protein tirosinase dalam bentuk tiga dimensi bebas dari molekul air dan native ligan 

dengan menggunakan Biovia DS sehingga diperoleh struktur tiga dimensi protein 

tirosinase seperti yang ditunjukkan pada Gambar 8.  

Adapun tujuan penghilangan molekul air, native ligan dan senyawa lain 

adalah untuk menghindari terganggunya proses docking antara ligan dan reseptor 

protein. Hasil preparasi struktur protein tersebut kemudian digunakan dalam proses 

penambatan untuk melihat interaksi yang terjadi dengan ligan. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 8. Struktur kristal tirosinase (PDB ID: 2Y9X) Agaricus bisporus setelah 

dilakukan pemisahan terhadap molekul air, native ligan dan senyawa lain yang 

melekat pada protein 
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4. Pemisahan Native Ligan dan Validasi Metode Docking Molekuler 

(Redocking) 

Validasi merupakan pengujian terhadap suatu metode yang digunakan, 

bertujuan untuk membuktikan valid atau tidaknya metode tersebut. Pada penelitian 

ini, analisis simulasi docking molekuler dilakukan dengan menggunakan software 

Autodock-4 yaitu dengan tahapan yang dilakukan sebelum proses validasi adalah 

pemilihan native ligan pada protein tirosinase (PDB ID: 2Y9X) berdasarkan data 

yang tersedia pada situs RCSB sehingga diketahui bahwa protein tersebut memiliki 

tiga jenis ligan yaitu tropolone, Cu dan Ho.  

Berdasarkan hasil penelusuran terkait native ligan yang berperan penting 

pada sisi aktif protein tirosinase diketahui bahwa senyawa tropolone diketahui 

sebagai ligan yang paling berperan aktif pada sisi aktif protein jika dibandingkan 

dengan ligan Cu dan Ho. Kemudian dilakukan preparasi terhadap native ligan yaitu 

dengan cara memisahkan ligan tersebut dari protein dan molekul-molekul yang 

melekat pada strukturnya menggunakan Biovia Discovery DS. Selanjutnya, 

digunakan Pymol untuk visualisasi struktur native ligan secara tiga dimensi dan 

disimpan dengan bentuk format.  

 

 

 

 

Gambar 9. Struktur tropolone (native ligan) hasil preparasi secara (a) dua 

dimensi dan (b) tiga dimensi (Ismaya, 2011) 

 

    

(A) (B) 



50 

 

 

Penentuan koordinat dan pembuatan ukuran grid box atau tempat dimana 

ligan melakukan konformasi sangat berpengaruh terhadap afinitas ligan terhadap 

protein. Pada software Autodock-4 penentuan dan pembuatan ukuran grid box 

berdasarkan pada situs aktif protein. Hal tersebut memungkinkan ligan hanya 

melakukan konformasi pada area dengan energi terendah dimana ligan tersebut 

dapat berinteraksi baik dengan residu-residu asam amino pada protein dengan 

tujuan akhir untuk memperoleh koordinat berupa sumbu X, Y dan Z yang kemudian 

koordinat tersebut akan digunakan sebagai koordinat ligan uji.  

Tabel III. Penentuan koordinat dan ukuran grid box pada proses redocking antara 

native ligan dan enzim tirosinase (PDB ID: 2Y9X) 

Keterangan : nilai RMSD 0,99 0,99 Å dinyatakan sebagai standar validasi metode docking molekuler 

Hasil penentuan koordinat native ligan dengan ukuran grid box berdasarkan 

pada sisi aktif protein dengan besaran sumbu X, Y, Z yang dibuat adalah (40, 40, 

40) dengan koordinat (22,548, 2,483, -93,071) dan grid point spacing 0,375 Å 

seperti yang ditunjukkan pada Tabel III. Hasil validasi menunjukkan nilai RMSD 

(Root Means Square Deviation) 0,99 Å. Nilai RMSD digunakan sebagai parameter 

dalam membuktikan valid atau tidaknya metode docking molekuler tersebut dengan 

nilai RMSD yang dapat diterima adalah < 2 Å (Giantari et al., 2019). Dengan 

demikian, metode simulasi tersebut sudah valid dan dapat digunakan untuk 

penambatan terhadap ligan uji.  

Native 

Ligand 

Number Grid 

Point 

Coordinat 

Grid Point 

Spasing 

Grid Point 
RMSD 

0TR 
X Y Z X Y Z 

0,375 0,99 Å 
40 40 40 22,548 2,483 -93,071 
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Gambar 10 menunjukkan hasil validasi atau posisi native ligan hasil 

redocking tidak berbeda jauh dengan hasil kristalografi.  

 

 

 

 

 

 

Gambar 10. Visualisasi hasil redocking konformasi antara native ligan hasil 

validasi dan native ligan hasil kristalografi 

Hasil validasi yang dilakukan dengan metode redocking antara native ligan 

dan protein tirosinase dengan nilai RMSD 0,99 Å menunjukkan posisi atau 

konformasi dari ligan hasil validasi tidak berbeda jauh dengan posisi ligan hasil 

kristalografi. Hal tersebut dikarenakan nilai RMSD < 3 Å. Akan tetapi, apabila nilai 

hasil validasi > 3 Å tidak akan terlihat adanya tumpang tindih antara ligan hasil 

validasi dan ligan hasil kristalografi (Sarfaraz et al., 2020). Gambar 10 

menunjukkan visualisasi native ligan hasil validasi dan hasil kristalografi 

menggunakan Pymol, untuk memudahkan peneliti dalam menganalisis hasil yang 

diperoleh dari tahapan validasi metode docking molekuler. 
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5. Preparasi Struktur Senyawa Aktif Ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) 

Sebagai Ligan Uji 

Sebelum proses penambatan dengan protein tirosinase, terlebih dahulu perlu 

dilakukan preparasi terhadap struktur senyawa aktif ubi jalar yang berperan sebagai 

ligan uji melalui inhibisinya terhadap protein tirosinase seperti beta-karoten, 

kuersetin, katekin, antosianin, asam klorogenat serta struktur senyawa asam kojat 

yang berperan sebagai kontrol. Pada tahapan ini dilakukan dengan cara 

menambahkan atom hidrogen dan kemudian dilakukan optimasi geometri terhadap 

masing-masing struktur tiga dimensi senyawa uji serta senyawa kontrol 

menggunakan Avogadro. Tujuan dari penambahan atom hidrogen pada tahapan ini 

adalah agar suasana pH pada saat penambatan antara senyawa aktif dan protein 

mendekati pH dalam tubuh. Selain itu, penambahan atom hidrogen juga bertujuan 

untuk memunculkan kembali atom hidrogen pada makromolekul sehingga ikatan 

yang terbentuk dapat teramati (Gaba et al., 2015). Gambar 11 menunjukkan hasil 

optimasi struktur senyawa aktif ubi jalar dan asam kojat (kontrol) menggunakan 

Avogadro dan Chem 3D. 

 

 

 

 

 

Gambar 11. Hasil optimasi geometri dan minimasi energi struktur senyawa (a) 

beta-karoten, (b) kuersetin, (c) katekin, (d) antosianin, (e) asam klorogenat dan (f) 

asam kojat (kontrol). 

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 
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Setelah penambahan atom hidrogen dan optimasi geometri kemudian 

dilakukan proses minimasi energi terhadap struktur senyawa ubi jalar (Ipomoea 

batatas L. Lam) dan struktur senyawa kontrol asam kojat menggunakan Chem 3D 

dengan metode MM2 yaitu penambahan parsial berbasis medan gaya sebagai 

parameter Molecular Mechanics. Metode MM2 dapat digunakan untuk 

mengoptimalkan energi mencakup unsur-unsur yang biasa digunakan dalam 

senyawa organik seperti karbon, hidrogen, nitrogen, oksigen, belerang, dan halogen 

serta molekul yang mirip obat (Cheng et al., 2021).  

Gambar 11 menunjukkan visualisasi hasil penambahan atom hidrogen, 

optimasi geometri dan minimisasi energi terhadap struktur senyawa ubi serta asam 

kojat. Terlihat perbedaan yang sangat signifikan antara struktur sebelum dan 

sesudah  dilakukan penambahan atom hidrogen, optimasi geometri dan minimasi 

energi dikarenakan adanya konformasi atom atau molekul yang terjadi pada 

struktur senyawa-senyawa tersebut ketika berada pada energi terendah. 

6. Analisis dan Visulisasi Hasil Penambatan dengan Metode Docking 

Molekuler 

Penentuan konformasi ligan hasil docking dengan pose terbaik dilakukan 

dengan cara memilih konformasi ligan yang memiliki energi ikatan paling rendah. 

Hasil docking molekuler dengan pose terbaik kemudian dianalisa menggunakan 

Biovia DS. Parameter yang dianalisis meliputi besar binding energi (ΔG), konstanta 

inhibisi (Ki), residu asam amino dan jumlah interaksi ikatan yang terbentuk.  Biovia 

DS kemudian digunakan untuk visualisasi hasil dari penambatan senyawa uji 

terhadap protein dengan melihat adanya ikatan yang terjadi antara ligan dan protein 
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secara dua dimensi dan tiga dimensi Pymol untuk melihat surface area ligan uji 

dalam protein. Hasil analisis yang diperoleh dengan menggunakan metode simulasi 

docking molekuler menunjukkan bahwa senyawa aktif ubi jalar memiliki afinitas 

energi yang cukup baik terhadap enzim tirosinase. Tabel IV menunjukkan hasil 

afinitas energi, konstanta inhibisi senyawa aktif ubi jalar, asam kojat (kontrol), dan 

tropolone (native ligan). 

Tabel IV. Analisis afinitas binding energi (ΔG) dan konstanta knhibisi (Ki) 

senyawa aktif ubi jalar, asam kojat (kontrol) dan tropolone (native ligan) 
 

No. Senyawa 

/Ligan  

Binding 

Energi (ΔG) 

Konstanta 

Inhibisi (Ki) 

Residu Asam  

Amino  

Ikatan  

Hidrogen 

1. Beta-

karoten 

-6,05 kcal/mol 36,72 μM HIS85, VAL283, 

HIS259, HIS244, 

HIS263, PHE90, 

PHE264, PRO277 

- 

2. Asam 

klorogenat 

-6,05 kcal/mol 36,90 μM CYS83, HIS85, 

HIS244, HIS263, 

ASN81, GLU256, 

MET280, PHE264, 

VAL283 

9 

3. Kuersetin -5,87 kcal/mol 45,30 μM SER282, HIS61, 

HIS85, HIS263 

HIS94, MET280, 

GLY281, VAL283, 

ALA286 

3 

4. Katekin -5,77 kcal/mol 59,38 μM VAL248, VAL283, 

HIS61, HIS85, 

HIS244, HIS259, 

HIS263, ALA286, 

GLU256  

2 

5. Antosianin -5,70 kcal/mol 66,55 μM HIS85, HIS244, 

VAL283, ASN81, 

ASN260, CYS83 

5 

6. Asam kojat 

 

-5,27 kcal/mol 380,37 μM HIS263, 

HIS61,VAL283, 

ALA286, MET280 

1 

7. Tropolone 

 

-5,00 kcal/mol 214,89 μM HIS263, HIS61, 

HIS296, VAL283, 

ALA286 

2 

Keterangan :        Ikatan hidrogen           

                            Interaksi hidrofobik 
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Penambatan berdasarkan docking molekuler antara senyawa aktif ubi jalar 

dan enzim tirosinase dengan 100 jumlah konformasi berdasarkan Genetik 

Algoritma (GA) diperoleh struktur dengan konformasi terbaik pada energi 

minimum (lowest energy) yang menunjukkan afinitas binding energi (ΔG) dan 

konstanta inhibisi (Ki) yang cukup baik terhadap enzim tirosinase Agaricus 

bisporus (AbTYR). Apabila dibandingkan dengan native ligan (0TR) 2-

hydroxycyclohepta-2,4,6-Trien-1-One (tropolone) dan asam kojat (kontrol).  

Senyawa aktif ubi jalar seperti beta-karoten, asam klorogenat, kuersetin, 

katekin dan antosianin terikat cukup baik dengan residu asam amino pada protein 

tirosinase seperti His61, His85, His263, Cys83, Val283, Met280, Ala286 dan 

Phe264 yang selalu ada dan membentuk interaksi diantara keduanya yang 

membentuk ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik seperti yang ditunjukkan pada 

Tabel IV, yang memungkinkan penggunaan ubi jalar sebagai inhibitor alami enzim 

tirosinase sudah cukup baik. 

Hasil penambatan docking molekuler antara beta-karoten dan enzim 

tirosinase menunjukkan (ΔG) -6,05 kcal/mol dan (Ki) 36,72 μM. Beta-karoten 

memiliki afinitas yang kuat terhadap enzim tirosinase jika dibandingkan dengan 

afinitas yang dimiliki native ligan dan asam kojat (kontrol) seperti yang ditunjukkan 

pada Tabel IV. Penambatan antara beta-karoten dan enzim tirosinase tidak adanya 

ikatan hidrogen yang terbentuk dikarenakan beta-karoten merupakan salah satu 

senyawa karotenoid yang tidak larut dalam air KLT (Kusbandari & Susanti, 2017). 

Hal tersebut ditunjukkan dengan banyaknya interaksi hidrofobik yang terbentuk. 
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Beta-karoten membentuk interaksi hidrofobik dengan banyak residu asam amino 

melalui ikatan Pi-sigma pada residu His85 dan ikatan Pi-alkyl pada residu Phe90, 

Phe264, His244, His259, His263, Val283, Pro277 seperti yang ditunjukkan pada 

Gambar 12a. Selain itu, beta-karoten juga aktif sebagai antioksidan terhadap parsial 

oksigen (PO2) dari jaringan perifer (Kasperczyk et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 12. Interaksi ikatan yang terbentuk pada senyawa (a) beta-karoten,  (b) 

asam klorogenat, (c) kuersetin,(d) katekin, (e) antosianin, (f) asam kojat (kontrol) 

dan (g) tropolone (native ligan) 
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(D) 

(G) 
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Asam klorogenat merupakan senyawa yang memiliki aktivitas sebagai 

antioksidan, dikarenakan senyawa ini tergolong dalam senyawa polifenol. Asam 

klorogenat diketahui dapat menghambat aktivitas enzim xantin oksidase dan juga 

dapat menghambat aktivitas enzim tirosinase dan dapat menangkap tiga jenis ROS 

yaitu O2, OH dan H2O2 (Miao & Xiang, 2020). Asam klorogenat berikatan dengan 

situs Cu dengan gugus kafeiknya dimana gugus fenol mengarah ke ion tembaga. 

Gugus fenol tersebut teroksidasi kedalam situs Cu. Asam klorogenat dan isomernya 

menempati situs periferal dengan gugus kuinatnya, sehiingga asam klorogenat 

memiliki pengikatan yang lebih erat daripada dua isomer lainnya. Berdasarkan hasil 

penambatannya dengan protein tirosinase, senyawa ini menunjukkan afinitas yang 

baik dengan afinitas (ΔG) -6,05 kcal/mol dan (Ki) 36,90 μM.  

Asam klorogenat memiliki pengikatan yang lebih erat pada lokasi periferal, 

yang memungkinkan untuk lebih dekat dengan ion tembaga. Komponen bioaktif 

alami seperti senyawa fenolik memungkinkan interaksi antara senyawa fenolik dan 

ion tembaga tirosinase dikarenakan tirosinase memainkankan peran penting dalam 

sintesis melanin (Liu et al., 2020). Berdasarkan hasil penambatan yang dilakukan, 

diketahui bahwa seyawa asam klorogenat mengikat banyak residu asam amino pada 

situs aktif protein tirosinase dengan adanya interaksi yang terbentuk melalui ikatan 

hidrogen pada residu Asn81, His85, Cys83, Glu256, His244, Met280 seperti yang 

ditunjukkan pada Gambar 12b. Selain interaksi ikatan hidrogen, interaksi 

hidrofobik juga terbentuk terbentuk melalui ikatan Pi-alkyl pada residu His85, 

Val283, Phe264, His263. Interaksi polar  pada  asam klorogenat menghasilkan jarak 

ikatan 1,8 Å yang tergolong kuat.  
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Hasil penambatan antara senyawa kuersetin dan enzim tirosinase 

menunjukkan adanya pengikatan yang baik terhadap residu asam amino pada situs 

aktif protein dengan terbentuknya ikatan hidrogen pada residu His94, Met280, 

Gly281. Selain ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik juga terbentuk melalui ikatan 

Pi-stacked dan Pi-alkyl pada residu His61, His263, Val283, Ala286 dan ikatan 

carbon-hydrogen pada residu His85, Ser282 seperti yang ditunjukkan pada Gambar 

12c, dikarenakan kuersetin mempunyai afinitas (ΔG) -5,87 kcal/mol dan (Ki) 45,30 

μM.  

Senyawa kuersetin dapat menghambat aktivitas reaksi monofenolase dan 

penghambatannya terhadap aktivitas difenolase bersifat reversibel dan kompetitif. 

Hasil penambatan antara senyawa kuersetin dan protein tirosinase dengan nilai (Ki) 

45,30 μM yang menunjukkan bahwa kuersetin terikat pada situs aktif protein 

tirosinase dan mengkelat tembaga dengan gugus 3,4-dihidroksi. Hal tersebut 

dikarenakan, senyawa kuersetin dapat terikat pada protein tirosinase berdasarkan 

interaksi hidrofobik, sehingga menghasilkan konformasi tirosinase dan 

pendinginan fluoresensi intrinsiknya sehingga khelasi tersebut dapat mencegah 

masuknya substrat dan kemudian menghambat aktivitas katalitik protein tirosinase 

(Fan et al., 2017).  

Penambatan antara senyawa kuersetin dan protein tirosinase membentuk 

interaksi ikatan hidrogen disitus aktif protein tirosinase pada residu asam amino 

His94, Met280, Gly281. Ikatan hidrogen merupakan salah satu ikatan yang relatif 

kuat jika dibandingkan dengan ikatan antar-molekul lainnya. Interaksi ikatan 

hidrogen dari penambatan tersebut terbentuk karena adanya gaya antar molekul 
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yang terjadi antara atom hidrogen dengan atom yang sangat elektronegatif seperti 

N, O dan F yang menghasilkan jarak interaksi ikatan hidrogen antar atom yang kuat 

(Fan et al., 2017). Interaksi polar pada senyawa katekin menghasilkan jarak ikatan 

2,2-3,1 Å yang tergolong kuat. Jarak interaksi polar diukur berdasarkan potensial 

ionisasinya yaitu energi yang dibutuhkan untuk melepaskan elektron dari orbital 

molekul yang terisi paling tinggi sehingga terjadi proses yang disebut donor-aseptor 

antara senyawa kuersetin dan protein tirosinase (Pratoko, 2012).  

Ubi jalar juga diketahui memiliki senyawa katekin yang merupakan salah 

satu golongan senyawa flavonoid yang mempunyai aktivitas inhibisi terhadap 

reaksi monofenolase dari enzim tirosinase. Katekin memiliki dua gugus fenol yang 

berperan penting sebagai antioksidan (Liu et al., 2022).  Hasil penambatan antara 

senyawa katekin dengan protein tirosinase menunjukkan bahwa pengikatan 

senyawa ini cukup baik pada situs aktif protein dengan afinitas (ΔG) -5,77 kcal/mol 

dan (Ki) 59,38 μM. Katekin berinteraksi dengan protein tirosinase melalui ikatan 

hidrogen dan interaksi hidrofobik sehingga dapat menginduksi protein tirosinase 

pada binding pocket yang lebih luas. Nilai (Ki) 59,38 μM menunjukkan bahwa 

pengikatan katekin terhadap situs aktif protein tirosinase yang berinteraksi langsung 

dengan ion tembaga CuA dan CuB dengan residu utama asam amino protein 

tirosinase (Liu et al., 2022). Interaksi yang terjadi melalui terbentuknya ikatan 

hidrogen pada residu His61 dan Glu256. Interaksi polar pada senyawa katekin 

menghasilkan jarak ikatan 2,0-2,7 Å yang tergolong kuat.  

Interaksi hidrofobik yang terbentuk pada senyawa katekin melalui ikatan Pi-

sigma pada residu His263, ikatan Pi-alkyl pada residu Val248, His85, His244, 
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Val283, Ala286 dan ikatan karbon-hidrogen pada residu His259, His263, Asn260 

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 12d. Penelitian sebelumnya menyatakan 

formasi kontak bidang dan molekuler senyawa katekin dengan residu katalitik 

protein tirosinase terhadap aktivitas penghambatan protein tirosinase memiliki 

orientasi geometris yang menguntungkan dalam jalur kresolase untuk menunjukkan 

penghambatan terhadap enzim tirosinase.  

Berdasarkan pengamatan tersebut, senyawa katekin diperkirakan 

menunjukkan aktivitas enzim tirosinase dengan bersaing atau menunda oksidasi 

dari substrat. Secara kolektif, berdasarkan analisis energi dan interaksi antar-

molekul dari pose docking. Hasil tersebut menunjukkan bahwa katekin dapat 

berinteraksi dengan ion logam dan residu esensial dalam kantong katalitik protein 

tirosinase. Pada penelitian ini, nilai afinitas yang diperoleh melalui hasil 

penambatan antara katekin dan enzim tirosinase diperoleh interaksi ikatan hidrogen 

terhadap dua residu asam amino sesuai seperti penelitian sebelumnya yang 

menyatakan nilai afinitas (ΔG) interaksi ikatan yang terbentuk sebesar -5,79 

kcal/mol dengan dua interaksi ikatan hidrogen pada residu asam amino His61 dan 

Glu256 (Lee et al., 2021).  

Ubi jalar memiliki senyawa antosianin yang merupakan kelompok utama 

senyawa polifenol dan tergolong dalam senyawa flavonoid (Islam, 2016). Senyawa 

antosianin  telah terbukti memiliki beberapa sifat terapeutik dan fisiologis sebagai 

agen antineoplastik agen penangkal radiasi (Islam et al., 2005). Aktivitas antosianin 

melalui penghilangan spesies oksigen reaktif (ROS) produksi dan kerusakan DNA 

yang dihasilkan yang bertanggung jawab untuk aktivasi P53 pada fibroblas dermal 
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manusia yang disinari Uv-B. Antosianin dapat mengurangi kerusakan yang 

ditimbulkan oleh paparan yang disebabkan oleh sinar ultraviolet pada keratinosit 

manusia (Bae et al., 2009).  

Hasil penambatan antara senyawa antosianin dan protein tirosinase 

menunjukkan afinitas (ΔG) -5,70 kcal/mol dan (Ki) 66,55 μM. Afinitas senyawa 

antosianin tidak berbeda jauh dengan nilai afinitas senyawa kuersetin dan katekin 

dikarenakan ketiga senyawa ini tergolong dalam senyawa flavonoid. Interaksi yang 

ditandai dengan terbentuknya ikatan hidrogen pada residu His85, Asn81, Asn260 

dan Cys83. Penambatan pada antosianin terhadap tirosinase juga membentuk 

interaksi hidrofobik dengan terbentuknya ikatan Pi-alkyl pada residu His244 dan 

Val283 seperti yang ditunjukkan pada Gambar 12e. Interaksi polar yang terbentuk 

saat penambatan menghasilkan jarak ikatan yang tergolong kuat dengan nilai 1,2 

Å.  

Dalam penggunaannya asam kojat sering digunakan sebagai kontrol positif 

dikarenakan senyawa ini memiliki kestabilan yang cukup tinggi dan efek 

penghambatannya terhadap reseptor protein tirosinase yang baik (Syakri et al., 

2020).  Berdasarkan hasil pengamatan docking molekuler yang dilakukan antara 

senyawa asam kojat dan protein tirosinase menunjukkan nilai afinitas (ΔG) -5,27 

kcal/mol dan (Ki) 380,37 μM sehingga pengikatannya cukup baik terhadap protein 

jika dibandingkan dengan native ligan tirosinase. Asam kojat dan tropolone 

membentuk interaksi dalam binding pocket yang sama dan efek penghambatannya 

dikaitkan dengan kemampuan pengkelat logam langsung atau termediasi oleh air 

dengan satu residu histidin pengkoordinasi logam pada situs aktif protein.  
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Beberapa penelitian sebelumnya menyatakan nilai afinitas senyawa asam 

kojat terhadap protein tirosinase adalah -5,20 kcal/mol (Correia et al., 2021).  

Interaksi asam kojat pada situs aktif protein membentuk interaksi ikatan hidrogen 

pada residu Met280 seperti yang ditunjukan pada Gambar 12f. Interaksi hidrofobik 

juga terbentuk di situs aktif protein pada residu Val283 melalui ikatan Pi-sigma, 

ikatan Pi-stacked dan Pi-alkyl terbentuk pada residu His263 dan Ala286 dan ikatan 

Carbon-hydrogen terbentuk pada residu His61. Pengikatan senyawa asam kojat 

terhadap residu asam amino protein tirosinase mirip seperti tropolone dari protein 

tirosinase. Jarak interaksi ikatan hidrogen yang dihasilkan dari proses penambatan 

dengan protein tirosinase adalah 2,2-2,8 Å yang tergolong dalam jenis ikatan yang 

kuat. 

Tropolone (0TR) membentuk dua interaksi pada residu His61 dan His296 

pada atom O. Terbentuknya ikatan hidrogen pada native ligan menunjukkan bahwa 

senyawa tersebut bersifat polar. Selain itu, tiga interaksi hidrofobik melalui ikatan 

Pi-sigma Val283, Pi-Pi-stacked pada residu His263 dan Pi-alkyl pada residu Ala286 

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 12g. 
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Gambar 13. Hasil analisis docking molekuler (a) beta-karoten, (b) asam 

klorogenat, (c) kuersetin, (d) katekin, (e) antosianin, (f) asam kojat (kontrol) 

dan (g) tropolone (native ligan) 

Gambar 13a menunjukkan hasil visualisasi kuersetin berdasarkan TPSA 

hasil penambatan antara senyawa beta-karoten dan protein tirosinase. Hasil tersebut 

tidak menunjukkan adanya ikatan hidrogen yang terbentuk dengan residu asam 

amino pada situs aktif protein dikarenakan tidak adanya atom yang berperan 

sebagai donor dan akseptor. Selain itu, beta-karoten memiliki sifat lipofilitas yang 

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 

(G) 
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tinggi. Walaupun demikian, penambatan tersebut menghasilkan interaksi 

hidrofobik seperti ikatan Pi-sigma pada residu His85, dan ikatan Pi-alkyl pada 

residu His244, His259, His263, Phe90, Phe260, Phe264 dan Pro277. Residu His85, 

His244, His259 dan Val283 membentuk tiga ikatan Pi-alkyl sedangkan pada residu 

Phe264 membentuk dua ikatan Pi-alkyl. Interaksi hidrofobik yang terjadi pada 

senyawa beta-karoten terjadi karena adanya interaksi antara molekul yang bersifat 

non-polar yang tidak mampu membentuk ikatan hidrogen dengan molekul air atau 

dengan kata lain interaksi ini sebagian besar merupakan efek entropik yang berasal 

dari adanya gangguan terhadap ikatan hidrogen yang sangat dinamis antara molekul 

air oleh zat terlarut non-polar (Malau & Sianturi, 2019). 

Visualisasi hasil penambatan antara asam klorogenat dan protein tirosinase 

seperti pada Gambar 13b menunjukkan bahwa asam klorogenat mengikat banyak 

residu asam amino di area yang bersifat polar pada situs aktif protein. Interaksi yang 

terbentuk melalui ikatan hidrogen pada residu asam amino His85 pada atom O, O-

H, Asn81 pada atom O, Cys83 pada atom O, Glu256 pada atom O, His244 dan 

Met280 pada atom O-H. Banyaknya ikatan hidrogen yang terbentuk dikarenakan 

asam klorogenat memiliki TPSA yang besar diantara senyawa ubi jalar lainya. Pada 

residu His85 terbentuk tiga ikatan hidrogen dan dua ikatan hidrogen terbentuk pada 

residu Met280. Pada asam klorogenat memiliki jumlah atom yang berfungsi sebagai 

akseptor lebih banyak dibandingkan dengan atom yang berfungsi sebagai donor, 

sehingga pada saat proses transfer elektron antar-atom terjadi terbentuklah banyak 

ikatan hidrogen tersebut. Selain itu, interaksi hidrofobik juga terbentuk melalui 



65 

 

 

ikatan Pi-alkyl pada residu His85, His263, Phe264 sedangkan pada residu Val283 

terbentuk dua ikatan Pi-alkyl. 

Visualisasi yang ditunjukkan pada Gambar 13c merupakan hasil 

penambatan antara senyawa kuersetin dan protein tirosinase berdasarkan TPSA 

menunjukkan bahwa senyawa ini memiliki sifat polaritas yang cukup baik jika 

dibandingkan dengan beta-karoten. Kuersetin terikat cukup baik pada situs aktif 

dan tersimpan dalam binding pocket pada protein tirosinase, sehingga menimbulkan 

interaksi dengan residu asam amino seperti ikatan hidrogen dan interaksi hidrofobik 

melalui ikatan Pi-Pi stacked dan Pi-alkyl.  

Ikatan hidrogen senyawa kuersetin terbentuk pada residu His94 Met280, 

dan Gly281 melalui atom O-H yang disebabkan oleh jumlah atom yang berfungsi 

sebagai akseptor lebih banyak daripada atom yang berfungsi sebagai donor yang 

menghasilkan jarak interaksi ikatan hidrogen pada kuersetin adalah  jenis ikatan 

hidrogen yang terbentuk tergolong kuat dengan nilai 2,2 Å. Dengan kata lain, 

jumlah elektron yang dilepaskan atom dapat mengisi orbital kosong dengan energi 

yang tinggi (HOMO). Sedangkan interaksi hidrofobik terbentuk pada residu His61 

dan His263 melalui ikatan dua Pi-Pi-stacked dan tiga ikatan Pi-alkyl terbentuk pada 

residu Val283. Selain itu, ditemukan adanya ikatan carbon-hydrogen pada residu 

His85 dan Ser282 melalui atom O. 

Pengamatan yang dilakukan terhadap hasil penambatan antara senyawa 

katekin dan protein tirosinase seperti yang ditunjukkan pada Gambar 13d 

berdasarkan TPSA senyawa katekin tersimpan dalam binding pocket protein 

tirosinase dan membentuk interaksi dengan residu asam amino pada situs aktifnya. 
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Interaksi yang terbentuk  melalui ikatan hidrogen pada residu asam amino His61 

dan Glu256 pada atom O-H. Selain ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik juga 

terbentuk melalui ikatan Pi-sigma pada residu His263 dan dua ikatan Pi-alkyl 

terbentuk pada residu His85, Val283. Terbentuknya ikatan hidrogen pada senyawa 

katekin terjadi akibat adanya proses donor-akseptor pada area yang bersifat polar 

disekitar situs aktif protein dengan jarak interaksi ikatan 2,0 Å dan tergolong kuat. 

Gambar 13e menunjukkan visualisasi hasil penambatan antara senyawa 

antosianin dan protein tirosinase. Berdasarkan TPSA senyawa tersebut, antosianin 

tersimpan dalam binding pocket dan mengikat banyak residu asam amino pada situs 

aktif protein tirosinase yang sama seperti katekin. Akan tetapi, antosianin 

membentuk ikatan hidrogen pada residu His85, Asn81, Asn260 dan Cys83 

sedangkan pada katekin ikatan hidrogen terbentuk pada residu His61 dan Glu256. 

Interaksi ikatan hidrogen yang terbentuk dikarenakan senyawa kuersetin berada 

pada area yang bersifat polar. Pada residu Asn260  membentuk dua ikatan hidrogen 

pada atom O-H, residu His85 pada atom O-H, Cys83 pada  atom H, Asn81 pada 

atom O melalui proses donor-akseptor. Selain ikatan hidrogen, interaksi hidrofobik 

juga terbentuk melalui ikatan Pi-alkyl pada residu His85, His244, dan Val283. 

Banyaknya interaksi yang terbentuk menunjukkan bahwa antosianin memiliki 

peranan penting dalam pengikatannya terhadap protein tirosinase. 

Beberapa penelitian docking molekuler sebelumnya, asam kojat sering 

digunakan sebagai senyawa pembanding untuk seyawa uji dalam inhibisi terhadap 

protein tirosinase. Gambar 13f menunjukkan visualisasi hasil penambatan antara 

asam kojat dan protein tirosinase berdasarkan TPSA. Asam kojat tersimpan dalam 
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binding pocket pada situs aktif protein tirosinase yang sama dengan tropolone 

(0TR), dimana senyawa ini berada di area yang bersifat polar dan mengikat 

beberapa resdiu asam amino melalui ikatan hidrogen Met280 pada atom O-H 

dengan jarak interaksi ikatan 2,2 Å dan tergolong ikatan yang kuat. Interaksi lain 

yang terbentuk seperti interaksi hidrofobik melalui ikatan Pi-sigma pada residu 

Val283, Pi-Pi-stacked pada residu His263 dan ikatan Pi-alkyl  pada residu Ala286. 

Sedangkan pada residu His61 terbentuk ikatan karbon-hidrogen melalui atom O. 

Seperti beberapa senyawa ubi jalar interaksi ikatan hidrogen yang terbentuk pada 

asam kojat juga terjadi melalui proses donor-akseptor atom walaupun tdiak 

sebanyak senyawa-senyawa ubi jalar. 

Berdasarkan analisis yang dilakukan terhadap hasil dari penambatan antara 

tropolone terhadap protein tirosinase seperti yang ditunjukkan pada Gambar 13g 

diketahui bahwa tropolone berperan sebagai inhibitor alami dari protein tirosinase 

terikat baik pada situs aktif protein. Hal tersebut menyebabkan timbulnya interaksi 

dengan residu asam amino pada binding pocket protein tirosinase. Interaksi yang 

terjadi pada situs aktif protein seperti ikatan hidrogen yang terbentuk melalui atom 

O pada residu His61, His296 dan pada saat yang bersamaan ikatan karbon-hidrogen 

juga terbentuk pada residu His61 melalui atom O dengan ikatan kovalen rangkap 

dua. Selain itu, interaksi hidrofobik seperti ikatan Pi juga terbentuk dalam gugus 

benzen tropolone. Ikatan Pi-sigma terbentuk pada residu Val283, ikatan Pi-Pi-

stacked  pada residu His263 dan ikatan Pi-alkyl pada residu Ala286.  

Ikatan hidrogen yang terbentuk pada tropolone karena adanya proses donor-

akseptor antar-atom dimana proses ini dapat mendeskripsikan kapasitas ikatan 
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hidrogen. Sehingga, jenis ikatan hidrogen yang terbentuk berdasarkan hasil 

penambatan antara tropolone dan enzim tirosinase tergolong dalam kategori sedang 

yang disebabkan oleh jumlah afinitas elektron atau energi yang dilepaskan pada 

saat mengisi orbital molekul tak terisi energi yang paling rendah (LUMO). Dengan 

kata lain, jumlah atom yang berperan sebagai donor lebih banyak dibanding dengan 

atom yang berperan sebagai donor. 

7.  Analisis Parameter Prediksi ADMET  Hasil Docking Molekuler 

Sejalan dengan analisis penambatan secara molekuler, evaluasi kandidat 

obat umumnya dilakukan melalui analisis sifat kemiripan dengan obat (Drug 

Likeness) dan profil absorpsi, distribusi, metabolisme, eksresi dan toksisitasnya 

(Mauliana et al., 2022). Evaluasi sifat mirip obat secara umum dilakukan 

berdasarkan aturan Lipinski (Rules of five) yaitu MW < 500, MLOGP < 4,15, N or 

O < 10, dan NH or OH < 5 (Neidle, 2012). Sedangkan prediksi ADMET dapat 

memberikan informasi mengenai bioavailabilitas oral, permease sel, metabolisme, 

eliminasi, dan toksisitas yang menjadi karakteristik farmakokinetik dan 

farmakodinamik dari suatu molekul obat (Nusantoro & Fadlan, 2020). Pembahasan 

mengenai prediksi ADMET merujuk pada penelitian yang dilakukan oleh (Huang 

et al., 2019). Tabel V menunjukkan hasil prediksi ADMET hasil docking molekuler 

senyawa aktif ubi jalar dan asam kojat (kontrol). 
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Tabel V. Prediksi parameter ADMET hasil docking molekuler senyawa aktif 

ubi jalar dan asam kojat (kontrol) 

Keterangan : Parameter ADMET menunjukkan sifat farmakokinetik senyawa aktif ubi jalar dan asam kojat (kontrol) 

  

Pendekatan secara in silico absorbsi, distribusi, metabolisme, ekskresi dan 

pendekatan toksisitas (ADMET) meningkatkan peluang proses penemuan obat 

dengan memprediksi berbagai sifat  dari farmakokinetik senyawa bioaktif. Analisis 

farmakokinetika ADMET umumnya dimulai dengan identifikasi kemudian berlanjut 

melalui tahap pengoptimalan prospek, pemilihan, dan pengembangan. Sebagian 

besar hasil dari program pengembangan obat telah ditentukan sebelumnya pada titik 

pemilihan kandidat. rentang fenomena yang dipelajari harus sangat komprehensif 

ADMET 

Parameter 

Beta-

Karotene 

Asam 

Klorogenat 

Kuersetin Katekin Antosianin Asam kojat 

(Kontrol) 

Log P 8,31 -2,45 0,55 -0,84 -0,84 -0,16 

TPSA (A2) - 171,07 131,36 110,38 110,38 70,67 

Log S -6,13 -1,94 -2,96 -2,93 -3,48 -1,17 

Num.Rotatable 

Bonds 
19 6 1 1 1 1 

Num.H-bond 

acceptors 
- 9 7 6 6 4 

Num.H-bond 

donors 
- 8 5 5 5 2 

Skin 

Permeability 
-2,73 -2,75 -2,73 -3,35 -3,21 -3,12 

Skin 

Sensitisation 
No No No No No No 

Log Kp (cm/s) -7,62 -10,35 -7,05 -8,78  -8,78 -7,62 

CYP1A2 

Inhibition 
No No Yes No No No 

Lipinski 

Rules 

MW >500 

MLOGP>4.15 

NH or OH 

>5 
Yes Yes Yes Yes 

Bioavailabitas 

score 
0,17 0,55 0,55 0,55 0,55 0,55 
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dan bahkan satu parameter saja mungkin bertanggung jawab atas kegagalan obat 

(Singh, 2006).  

Hasil prediksi ADMET menunjukkan bahwa senyawa ubi jalar (Ipomoea 

batatas L. Lam) cukup baik sebagai kandidat inhibitor alami tirosinase berdasarkan 

lipofilitas (Log P) menunjukkan kelarutan senyawa dalam lemak, (Log S) tingkat 

kelarutan senyawa dalam air, TPSA, mendefinisikan kemampuan senyawa untuk 

masuk kedalam sel, skin permeability, sensitifitas kulit, (Log Kp) menentukan 

kemampuan suatu senyawa dalam menmbus kulit, inhibitor CYP1A2 penghambatan 

senyawa terhadap pembentukan sitokrom P450 oleh enzim CYP1A2, aturan Lipinski 

dan bioavailabilitas jumlah ketersediaan senyawa saat mencapai target aksinya (Patil 

Pratiksha, 2022). 

Analisis parameter prediksi ADMET senyawa beta-karoten seperti yang 

pada tabel 5 menunjukkan bahwa beta-karoten berdasarkan logaritma koefisien 

partisi (Log P) yaitu 8,31. Nilai tersebut menunjukan sifat lipofilisitas senyawa ini 

sangat tinggi apabila dibandingkan dengan senyawa ubi lainnya. Sedangkan untuk 

parameter TPSA dan kelarutannya dalam air (Log S) beta-karoten dinyatakan tidak 

larut dalam air. Untuk parameter rotatable bond (fleksibilitas) beta-karoten sebagai 

ligan sangat tinggi (Syahputra et al., 2014) seperti yang ditunjukkan pada Tabel V.  

Beta-karoten memiliki permeabilitas yang tidak terlalu baik dalam 

menembus kulit berdasarkan parameter skin permeability dengan nilai -2,73 dan 

(Log Kp) -7,62 cm/s. Skin sensititation beta-karoten tidak menimbulkan respon alergi 

pada kulit. Beta-karoten tidak dapat menghambat enzim CYP1A2 yang memainkan 

peranan utama dalam metabolisme obat dalam pembentukan sitokrom P450. 



71 

 

 

Berdasarkan evaluasinya berdasarkan aturan Lipinski (Rules of Five) beta-karoten 

tidak memenuhi syarat sebagai obat dalam sediaan oral dikarenakan berat 

molekulnya > 500 dan MLogP > 4,15 dikarenakan sifatnya sangat non-polar. Adapun 

untuk parameter bioavailabilitas yang mendefinisikan tentang suatu ukuran 

kecepatan dan jumlah zat aktif yang berada dalam sirkulasi sistemik mampu 

mencapai target aksinya beta-karoten cukup rendah dengan nilai 0,17. Walaupun 

demikian, beta-karoten masih dapat diterima sebagai kandidat inhibitor alami untuk 

protein tirosinase dalam bentuk sediaan topikal. 

Analisis terhadap senyawa ubi jalar kuersetin berdasarkan parameter 

prediksi ADMET menunjukkan bahwa senyawa ini memiliki lipofilisitas (Log P) 

yang sangat rendah dengan nilai 1,98 jika dibandingkan dengan beta-karoten. Akan 

tetapi kuersetin memiliki kelarutan (Log S) yang cukup tinggi dengan nilai -2,96 

sehingga memiliki luas area yang bersifat polar berdasarkan TPSA dengan nilai 

131,36 A2 yang membuktikan bahwa kuersetin bersifat polar. Luasnya area TPSA 

dari kuarsetin tidak terlepas dari pengaruh atom donor-akseptor dimana kuersetin 

memiliki 5 atom sebagai donor dan 7 atom sebagai akseptor yang kemudian dari 

proses inilah ikatan hidrogen dapat terbentuk. Adapun fleksibilitas kuersetin sebagai 

ligan, senyawa ini tidak begitu fleksibel seperti beta-karoten berdasarkan nilai 

rotatable bond yang dimilikinya adalah 1.  

Kuersetin memiliki skin peremeability yang sama seperti beta-karoten 

dengan nilai -2,73, tetapi untuk (Log Kp) kuersetin memiliki nilai -7,05 cm/s. 

Berbeda dengan beta-karoten, kuersetin dapat menghambat pembentukan sitokrom 

yang disebabkan oleh enzim CYP1A2. Kuersetin memenuhi parameter untuk 
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evaluasi sediaan obat berdasarkan aturan Lipinski dengan nilai bioavailabilitas yang 

cukup tinggi yaitu 0,55 yang memungkinkan kuersetin dapat dijadikan sebagai 

kandidat inhibitor alami terhadap protein tirosinase. 

Analisis hasil prediksi ADMET antara dua senyawa ubi jalar yaitu katekin 

dan antosianin menunjukkan sifat lipofilisitas senyawa yang rendah dengan nilai -

0,84  dikarenakan kedua senyawa ini bersifat polar. Tingkat kepolaran dari kedua 

senyawa ini diketahui berdasarkan nilai kelarutan (Log S) dan luas area berdasarkan 

TPSA masing-masing. Katekin diketahui memiliki nilai kelarutan -2,93 dan 

antosianin -3,48. Sedangkan TPSA dari masing-masing senyawa memiliki nilai yang 

sama yaitu 110,38 A2. Struktur dari kedua senyawa ini terbilang mirip antara satu 

dengan yang lainnya mulai dari nilai rotatable bonds dengan nilai 1, atom donor-

akseptor dari masing-masing adalah 5 dan 6. Berdasarkan parameter 

permeabilitasnya terhadap kulit, katekin memiliki nilai skin permeability -3,35 dan 

antosianin -3,21 yang menunjukkan kemampuanya cukup baik dalam mencapai 

target aksinya.  

Permeabilitas terhadap kulit mempengaruhi nilai (Log Kp), dimana katekin 

dan antosianin memiliki nilai yang sama yaitu -8,78 cm/s. berdasarkan nilai tersebut, 

kedua senyawa ini lebih baik apabila dibandingkan dengan senyawa beta-karoten dan 

kuersetin. Sedangkan untuk parameter dalam penghambatan pembentukan sitokrom 

kedua senyawa ini tidak memiliki aktivitas terhaddap enzim CYP1A2. Evaluasi 

berdasarkan aturan Lipinski (Rules of five) kedua senyawa ini memenuhi syarat 

dengan nilai bioavailabilitas cukup baik yaitu 0,55. 
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Analisis hasil prediksi ADMET terhadap senyawa asam klorogenat 

berdasarkan nilai (Log P) -2,45 yang menunjukkan sifat lipofilitasnya sangat rendah 

jika dibandingkan dengan senyawa ubi jalar lainnya. Akan tetapi, asam klorogenat 

memiliki sifat kepolaran cukup tinggi berdasarkan TPSA, senyawa ini memiliki nilai 

171,07 A2. Luas area polar asam klorogenat dipengaruhi oleh nilai kelarutannya (Log 

S) -1,94 sehingga menghasilkan interaksi dengan residu asam amino melalui ikatan 

hidrogen yang cukup banyak seperti yang ditunjukkan pada Gambar 12f. Banyaknya 

ikatan hidrogen yang terbentuk pada senyawa ini, tidak terlepas dari proses donor-

akseptor yang terjadi antar-atom, yang mana diketahui senyawa ini memiliki jumlah 

atom yang berfungsi sebagai donor adalah 8 dan jumlah atom yang berfungsi sebagai 

akseptor 9.  

Berdasarkan fleksibilitasnya sebagai ligan, asam klorogenat cukup fleksibel 

dengan nilai rotatable bond sebesar 6, walaupun tak sefleksibel beta-karoten. Pada 

penggunaanya untuk kulit, asam klorogenat memiliki permeabilitas yang cukup baik 

berdasarkan nilai skin permeability -2,75 dan memiliki nilai (Log Kp) -10,35 cm/s 

serta tidak menegiritasi kulit. Asam klorogenat diketahui tidak dapat menghambat 

pembentukan sitokrom P450 oleh enzim CYP1A2. Evaluasi sediaan asam klorogenat 

sebagai sediaan oral berdasarkan aturan Lipinski, senyawa ini tidak memenuhi syarat 

karena jumlah NH or OH > 5. Berdasarkan bioavailabilitasnya, asam klorogenat 

cukup baik dengan nilai 0,55. Dengan demikian, senyawa ini dapat dengan mudah 

mencapai target aksinya seperti yang ditunjukkan pada Tabel V. 
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Penggunaan asam kojat dalam sediaan obat diketahui memiliki kestabilan 

yang cukup baik, sehingga perlu dilakukan analisis prediksi ADMET. Berdasarkan 

parameter lipofilisitas senyawa ini sangat rendah dengan nilai (Log P) -0,16 yang 

menunjukkan senyawa ini tdak larut dalam lemak. Asam kojat diketahui memiliki 

luas area polar berdasarkan TPSA dengan nilai 70,67 A2 dimana nilai TPSA tersebut 

dipengaruhi oleh kelarutannya (Log S) -1,17. Fleksibilitas asam kojat sebagai ligan 

tidak sefleksibel beta-karoten dan asam klorogenat berdasarkan nilai rotatable bond 

yang dimilikinya adalah 1. Sebelumnya telah diketahui hasil penambatan antara asam 

kojat dan protein tirosinase menghasilkan interaksi dengan residu asam amino 

melalui ikatan hidrogen yang dipengaruhi oleh jumlah atom yang berfungsi sebagai 

donor-akseptor. Asam kojat memiliki jumlah atom yang berfungsi sebagai donor 4 

dan akseptor 6. Banyak atau tidaknya jumlah ikatan hidrogen yang terbentuk pada 

senyawa ini tidak terlepas dari jumlah atom dalam proses donor-akspetor.  

Berdasarkan permeabilitasnya terhadap kulit, asam kojat memiliki nilai -

3,12 dan memiliki nilai (Log Kp) yang sama dengan beta-karoten yaitu -7,62. 

Prediksi evaluasi terhadap sediaann berdasarkan aturan Lipinski menunjukkan 

bahwa asam kojat memenuhi syarat dikarenakan bioavailabilitas asam kojat cukup 

baik dengan nilai 0,55. Akan tetapi senyawa ini tidak dapat menghambat 

pembentukan sitokrom P450 oleh enzim CYP1A2. Meskipun demikian, penggunaan 

asam kojat dalam jangka waktu lama dapat menyebabkan iritasi pada kulit. 
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Gambar 14. Visualisasi radar bioavailabilitas senyawa (a) beta-karoten, (b) 

kuersetin, (c) katekin, (d) antosianin, (e) asam klorogenat dan (f) asam kojat 

(kontrol) 

Keterangan :    LIPO (lipofilitas), FLEX (fleksibilitas), INSATU (saturasi), INSOLU (solubilitas), POLAR (polaritas), 

SIZE (ukuran) 

Gambar 14 menunjukkan visualisasi radar bioavailabilitas dari senyawa ubi 

jalar (Ipomoea batatas L. Lam) yang digunakan untuk mengetahui sifat fisika kimia 

suatu senyawa. Pengamatan dilakukan terhadap radar bioavailabilitas dari kelima 

senyawa ubi jalar dan asam kojat tersebut dianalisis secara intuitif, terdapat area 

merah muda menunjukkan kisaran optimal enam sifat yaitu lipofilisitas (LIPO), 

ukuran molekul (SIZE), polaritas (POLAR), solubilitas (INSOLU), (INSATU) 

saturasi warna suatu senyawa dan fleksibilitas (FLEX) (Patil Pratiksha, 2022).  

Gambar 14a menunjukkan radar bioavailabilitas beta-karoten diketahui 

memiliki fleksibilitas dan lipofilisitas yang tinggi, tetapi memiliki polaritas yang 

sangat rendah, akan tetapi sifat farmakokinetik dari beta-karoten masih dapat 

diterima untuk penggunaan topikal. Farmakokinetik senyawa kuersetin berdasarkan 

 

(F) 

(A) (B) (C) 

(D) (E) 
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radar bioavailabilitas menunjukkan sifat polaritas dan kelarutan yang sangat baik 

jika dibandingkan dengan beta-karoten, katekin, antosianin dan asam klorogenat 

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 14b. Katekin dan antosianin menunjukkan 

sifat fisika kimia berdasarkan polaritas, lipofilisitas dan solubilitas yang sama 

seperti yang ditunjukkan pada Gambar 14c dan Gambar 14d dikarenakan kedua 

senyawa ini memiliki struktur yang mirip. Akan tetapi, jika dilihat secara solubilitas 

katekin dikategorikan sangat larut terhadap pelarut jika dibandingkan dengan 

antosianin.  

Radar bioavailabilitas sifat fisika kimia senyawa asam klorogenat 

menunjukkan bahwa senyawa ini memiliki polaritas yang tinggi dan cukup 

fleksibel sebagai ligan seperti yang terlihat pada Gambar 14e. Radar bioavailabilitas 

asam kojat menunjukkan bahwa senyawa ini memiliki lipofilisitas, kelarutan dan 

saturasi yang sangat baik. Asam kojat memiliki solubilitas dengan nilai -1,17 

dengan kategori sangat tinggi berdasarkan (Log S scale) yang menyatakan 

Insoluble < -10, Poorly < -6, Moderately < -4, Soluble <-2, Very < 0 dan Highly >0 

(Di & Kerns, 2016).  

B. Analisis Hasil Penghambatan Enzim Tirosinase Berdasarkan Pengujian 

Secara In vitro 

1.  Persiapan dan Ekstraksi Sampel Ubi jalar  

Pada penelitian ini menggunakan sampel ubi jalar segar sebanyak 1 kg. 

Kemudian dilakukan sortasi basah  dengan tujuan untuk membersihkan sampel dari 

tanah yang melekat pada ubi jalar dan dilakukan perajangan. Selanjtnya sampel 

yang telah dirajang dikeringkan dengan menggunakan oven pada suhu 50 ºC selama 
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24 jam untuk mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatik, sehingga 

simplisia tidak mudah rusak dan dapat disimpan lebih lama. Simplisia yang telah 

kering kemudian dibuat menjadi serbuk menggunakan blender untuk memudahkan 

proses ekstraksi. Sampel ubi jalar diekstraksi menggunakan metode sokletasi 

dengan pelarut etanol 60%.  

Etanol diketahui sebagai salah satu pelarut organik yang bersifat polar dan 

memiliki titik didih yang rendah dengan tingkat toksisitas yang relatif kecil jika 

dibandingkan dengan pelarut organik lainnya (Yuan et al., 2017). Pemilihan metode 

sokletasi tersebut berdasarkan pada penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa 

diperoleh banyak senyawa aktif yang terkandung dalam ubi jalar yang diduga 

berpotensi sebagai inhibitor dari tirosinase (Zengin et al., 2017). Sistem pelarut 

dalam ekstraksi dipilih berdasarkan kemampuannya dalam melarutkan jumlah yang 

maksimal dari zat aktif dan seminimum mungkin bagi unsur yang tidak diinginkan. 

Adapun keuntungan dari metode tersebut adalah proses ekstraksi berlangsung 

secara terus-menerus, sampel terekstraksi oleh pelarut murni hasil kondensasi, 

membutuhkan jumlah pelarut yang lebih sedikit jika dibandingkan dengan maserasi 

(Mukhriani, 2014).  

Ekstrak etanol ubi jalar yang diperoleh  kemudian dipisahkan dari pelarut 

etanol dengan menggunakan alat rotary evaporator dan diaupkan menggunakan 

water bath sehingga diperoleh ekstrak kental dengan karakteristik ekstrak berbentuk 

padatan kental, berwarna kuning kecoklatan, bau khas ubi jalar dan memiliki rasa 

karamel manis. Pada Tabel VI menunjukkan persen rendemen ekstrak cukup baik 

yaitu sebesar 13,58% lebih dari 10% dengan berat 76,14 gram seperti yang 
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ditunjukkan. Tujuan dari analisa rendemen ini adalah untuk mengetahui tingkat 

keberhasilan pada konsentrasi berapakah proses pembuatan serbuk ekstrak etanol 

ubi jalar secara optimal. Tabel VI menunjukkan hasil pemeriksaan organoleptis 

ekstrak ubi jalar. 

Tabel VI. Pemeriksaan organoleptis ekstrak ubi jalar 

Keterangan : % rendemen diperoleh dengan rumus perbandingan antara berat ekstrak dengan berat awal simplisia 
dikalikan 100 % (Sani et al., 2014). 

 

Rendemen merupakan perbandingan antara hasil banyaknya metabolit 

setelah dilakukan proses ekstraksi dengan berat sampel yang diperoleh. Rendemen 

dikatakan baik jika nilainya lebih dari 10%. Oleh karena itu rendemen ekstrak kasar 

yang diperoleh dinyatakan sudah cukup baik karena hasil rendemen >10% (Sani et 

al., 2014). Ekstrak kental ubi jalar tersebut yang kemudian digunakan pada 

pengujian hambatan terhadap enzim tirosinase. 

2.   Analisis Hasil Identifikasi Senyawa Aktif Ekstrak Ubi Jalar  

Pendekatan secara penapisan fitokimia meliputi analisis kualitatif 

kandungan dalam tumbuhan atau bagian tumbuhan seperti akar, batang, daun, 

bunga, buah dan biji terutama kandungan metabolit sekunder yang merupakan 

senyawa bioaktif seperti alkaloid, flavonoid, glikosida, terpenoid, saponin, tannin 

Sampel Rendemen 

(%) 

Berat 

Ekstrak 

(g) 

Karakteristik 

sampel 

Ekstrak Kental  

Ubi Jalar 

Umbi 13,58  76,14  Bentuk : Padatan kental 

Warna  : Kuning 

Kecoklatan 

Bau      : Aroma khas 

ubi jalar 

Rasa     : Karamel dan 

manis    
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dan polifenolnya (Syakri et al., 2020). Tabel VII menunjukkan hasil identifikasi 

senyawa aktif ubi jalar dengan uji reaksi tabung sebagai berikut : 

Tabel VII. Hasil identifikasi senyawa aktif ekstrak ubi jalar secara kualitatif 

dengan uji reaksi tabung  

Sampel 

Identifikasi Senyawa 

Alkaloid Flavonoid Fenolik Saponin 

Uji 

Reaksi 

Tabung 

 

 

 

 

   

Pereaksi Dragendroff 

 

 

 (Mg) + Amil 

alkohol  

FeCl3 

 

   Air Panas +  HCl 

2 N 

Hasil  Negatif 

(-) 

 

Positif 

(+) 

Positif 

(+) 

Positif 

(+) 

Keterangan :  Alkaloid (tidak terbentuk endapan berwarna jingga), Flavonoid (terbentuk warna jingga), Fenolik 

(terbentuk warna hijau pekat), saponim (terbentuknya busa) 

 

Pada penelitian ini, uji kualitatif dilakukan dengan uji reaksi tabung dan uji 

KLT terhadap kandungan senyawa aktif ekstrak ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) 

seperti alkaloid, karotenoid, flavonoid, fenolik dan saponin menggunakan pereaksi 

tertentu (Muthmainnah, 2017). Pengujian kandungan flavonoid dilakukan dengan 

mereaksikan ekstrak dengan serbuk magnesium 0,1 mg dan 0,4 ml amil alkohol 

(campuran asam klorida 37% dan etanol 95%). Penambahan serbuk magnesium 

dengan tujuan untuk mereduksi senyawa flavonoid pada ekstrak, sehingga reaksi 

positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna jingga (Rusmawijayanto & Luliana, 

2019).  

Uji kandungan fenolik terhadap ekstrak ubi jalar yang direaksikan dengan 

larutan FeCl3 1% yang menunjukkan hasil positif dengan terbentuknya warna hijau 
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pekat pada reaksi tersebut. Uji kandungan saponin terhadap ekstrak ubi jalar yang 

direaksikan dengan penambahan air panas dan satu tetes HCl 2 N menunjukkan 

hasil positif dengan terbentuknya busa yang stabil setelah di gocok. Akan tetapi uji 

kandunngan senyawa alkaloid yang dilakukan terhadap ekstrak ubi jalar dengan 

pereaksi dragendroff, wagner dan mayer tidak menunjukkan adanya endapan putih 

ataupun jingga (Syakri et al., 2020). 

KLT merupakan jenis kromatografi yang memiliki fase gerak cair dan fase 

diam adalah lapisan tipis material di atas pelat datar yang dikenal sebagai sorben. 

Fase gerak dikenal sebagai pelarut yang berfungsi untuk mengangkut zat terlarut 

melalui fase diam di mana kecepatan zat terlarut bergerak melalui fase diam 

tergantung pada kekuatan fase gerak saat melarutkan zat terlarut (Santiago & 

Strobel, 2013). Gambar 15 menunjukkan hasil identifikasi senyawa flavonoid 

ekstrak ubi jalar dengan metode KLT. 

.  

 

 

 

 

 

Gambar 15. Hasil identifikasi senyawa flavonoid ekstrak ubi jalar dengan 

metode KLT (a) pada sinar tampak, (b) setelah disemprot dengan uap amonia, 

(c) deteksi pada sinar UV254 nm dan (d) deteksi pada sinar UV366 nm 

 

(A) (B) (C) 

 

(D) 

 

P E P E P E E P 

1 

2 

1 

Keterangan :  

P = Senyawa pembanding (Kuersetin) 

E = Ekstrak (Sampel) 
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Gambar 15 menunjukkan hasil pengujian senyawa flavonoid dalam ekstrak 

ubi jalar dan diperoleh nilai Rf standar kuersetin dan ekstrak dengan nilai masing-

masing adalah 0,73 dan 0,77 dengan adanya bercak noda berwarna kuning pada plat 

silika. Kemudian plat KLT tersebut, disemprot dengan amonia untuk mempertegas 

bercak noda yang muncul. Selain itu, pada sampel juga didapatkan nilai Rf 0,62 

yang menegaskan bahwa ekstrak ubi jalar memiiiliki kandungan senyawa flavonoid 

khusunya senyawa kuersetin. Setelah pengujian KLT, dilakukan pengukuran 

panjang gelombang maksimum terhadap standar kuersetin dengan menggunakan 

spektrofotometer uv-vis untuk memastikan bahwa senyawa kuersetin dalam ekstrak 

ubi jalar tidak mengganggu serapan maksimum enzim seperti yang ditunjukkan 

pada Tabel VIII. 

Pengujian kandungan flavonoid ekstrak ubi jalar dengan fase gerak n-

butanol : asam asetat : air (4:1:5) dan uap amonia setelah dilakukan elusi untuk 

menegaskan bercak noda yang terbentuk dimana pemilihan fase gerak tersebut 

berdasarkan penelitian sebelumnya (Kurniawan, 2022). Kuersetin digunakan 

sebagai pembanding karena tergolong senyawa falonoid yang paling banyak 

tersebar pada tumbuhan dengan nilai Rf 0,69-0,817 (Sri Rizki et al., 2021).  

Kemudian dilakukan pengukuran terhadap nilai Rf yang digunakan sebagai 

bukti dalam mengidentifikasi senyawa antara standar dan ekstrak ubi jalar 

menggunakan rumus perhitungan nilai Rf yaitu jarak yang tempuh komponen 

dibagi dengan jarak yang ditempuh pelarut. Pengujian terhadap kandungan 

senyawa aktif ekstrak ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) dengan metode KLT 

merupakan salah satu cara pemisahan yang berdasarkan pada pembagian campuran 
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dua senyawa dalam dua fase yaitu fase gerak seperti campuran beberapa pelarut dan 

fase berupa plat silika gel F254, dengan senyawa pembanding seperti beta-karoten, 

kuersetin dan asam galat seperti yang ditunjukkan pada Tabel VIII. Bercak noda 

standar dan sampel yang terbentuk pada lempeng KLT diidentifikasi pada lampu 

Uv 254 nm dan 366 nm untuk mengetahui apakah nilai Rf yang diperoleh antara 

keduanya tidak berbeda terlalu jauh yang menandakan keberadaan suatu senyawa 

pada ekstrak. Gambar 16 menunjukkan hasil identifikasi senyawa flavonoid ekstrak 

ubi jalar dengan metode KLT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 16. Hasil identifikasi senyawa karotenoid ekstrak ubi jalar dengan 

metode KLT (a) sinar tampak (b) deteksi pada sinar UV254 nm dan (c) deteksi 

pada sinar UV366 nm 

Keterangan :   

P = Senyawa pembanding (Beta-karoten) 

E = Ekstrak (Sampel) 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan Prasetyo (2020) terhadap kandungan 

karotenoid ekstrak ubi jalar yang diketahui mengandung senyawa beta-karoten 

dengan metode kromatografi menggunakan fase gerak n-heksan : aseton (9:1). 

Eluen dibuat sebanyak 30 ml, dengan cara mencampur 27 mL n-heksan dengan 3 

ml benzene dalam botol eluen dan dikocok hingga homogen. Identifikasi senyawa 

(A) (B) (C) 

P 

 

E E P P E 

1 1 
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karotenoid yang dilakukan terhadap ekstrak ubi jalar menggunakan metode 

kromatografi dengan pembanding senyawa beta-karoten murni diperoleh nilai Rf 

masing-masing sebesar 0,86 dan 0,86 dengan bercak noda berwarna kuning cerah 

yang terbentuk. Senyawa beta-karoten yang digunakan sebagai standar diketahui 

memiliki nilai Rf 0,86 dengan satu spot bercak noda yang terbentuk pada lempeng 

KLT (Kusbandari & Susanti, 2017). Dengan demikian dapat dinyatakan bahwa 

ekstrak ubi jalar mengandung senyawa karotenoid khusunya senyawa beta-karoten. 

Gambar 17 menunjukkan hasil identifikasi senyawa flavonoid ekstrak ubi jalar 

dengan metode KLT. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 17. Hasil identifikasi senyawa fenolik ekstrak ubi jalar dengan 

metode KLT (a) sinar tampak, (b) setelah disemprot FeCl3, (c) deteksi pada 

sinar UV254 nm dan (d) deteksi pada sinar UV366 nm 

Keterangan :   

P    = Senyawa pembanding (Asam galat) 

E    = Ekstrak (Sampel) 

Uji kualitatif fenolik dengan metode kromatografi mengggunakan fase 

gerak dengan campuran asam format : etil asetat : air (4:1:5), dengan fase diamnya 

menggunakan plat silika gel F254, kemudian disemprot dengan FeCl3 untuk 

menegaskan bercak noda yang muncul pada plat silika. Berdasarkan penelitian 

(D) (A) (B) (C) 
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E 
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Ramadhani et al., (2021)  menyatakan bahwa nilai Rf pembanding asam galat 

sebesar 0,78-0,81. Nilai Rf asam galat dan ekstrak ubi jalar yang diperoleh pada 

pengujian dengan metode KLT tidak memiliki perbedaan yang cukup jauh dengan 

nilai masing-masing adalah 0,81 dan 0,84 yang menandakan ekstrak ubi jalar 

mengandung senyawa fenolik. Tabel VIII menunjukkan hasil pengujian kandungan 

senyawa aktif ekstrak ubi jalar. 

Tabel VIII. Hasil pengujian kandungan senyawa aktif ekstrak ubi jalar secara 

kualitatif dengan metode KLT  

Sampel Standar Rf  

Sampel 

Rf 

Standar 

λmax 

Standar 

 

Golongan 

senyawa 

Ekstrak 

ubi jalar 

Kuersetin 0,77 

0,62 

0,73 435,24 nm Flavonoid 

Ekstrak 

ubi jalar 

β-Karoten 0,86 0,86 449,40 nm Karotenoid 

Ekstrak 

ubi jalar 

Asam Galat 0,84 

 

0,81 756,50 nm Fenolik 

Keterangan : Standar  (senyawa pembanding), Sampel  (ekstrak ubi jalar), λmax standar (panjang gelombang senyawa 

pembanding) 

 

Studi intervensi menunjukkan bahwa ubi jalar dapat meningkatkan asupan 

kadar vitamin A dan secara umum dapat meningkatkan kesehatan (Low et al., 

2017). Beta-karoten merupakan karotenoid predominan yang terakumulasi pada 

akar simpanan ubi jalar berdaging jingga dan merupakan prekursor vitamin A 

(Gemenet et al., 2020). Penelitian Drapal & Fraser (2019) dengan analisis HPLC-

PDA terkait kandungan beta-karoten dalam ubi jalar varietas orange kandungan 

beta-karoten, total karotenoid (TCC) dan kandungan total pro-vitamin A (TPAC) 

terdeteksi pada umbi ubi jalar varietas orange dengan jumlah nilai masing-masing 

adalah 10,7, 24,6 dan 13,8 μg/g.  
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Penelitian yang dilakukan Oloniyo et al., (2021) terkait kandungan 

flavonoid total terutama senyawa kuersetin dalam umbi ubi jalar ditentukan dengan 

menggunakan metode Folin-Ciocalteu menyatakan nilai TFC tertinggi diamati pada 

sampel ubi jalar sebesar 34,70 mg/g dengan kapasitas antioksidan total (TAC) 

berkisar antara 21,60 hingga 45,30 μmol AAE. Nilai TAC tertinggi 45,30 μmol 

AAE yang menjelaskan bahwa konsentrasinya dihitung dan dinyatakan sebagai 

setara mg kuersetin per gram (QE)/g sampel. Banyak penelitian melaporkan bahwa 

tumbuhan ubi jalar memiliki aktivitas antioksidan. Akan tetapi, masih terdapat 

kekurangan informasi mengenai profil fitokimia dan bioaktivitas dari senyawa aktif 

tersebut. Penelitian terkait perbandingan komposisi fitokimia sepuluh varietas ubi 

jalar dengan metode HPLC menyatakan bahwa ubi jalar varietas orange memiliki 

kandungan senyawa asam klorogenat dengan nilai (1,37 ± 0,09 mg GAE/100 g).  

Asam klorogenat merupakan salah satu dari sekian banyak senyawa fenolik 

yang terkandung dalam ubi jalar yang menunjukkan korelasi terkait aktivitas 

antioksidan yang tinggi dengan total nilai Oxygen Radical Absorbance Capacity 

(ORAC) dan PBS Wash masing-masing sebesar 1,19 ± 0.15 (mmol TE/100 g FW) 

dan 181.15 ± 18.24 (µmol QE/100 g FW) dengan kontribusi sekitar 15,22% (Sun 

et al., 2019). Selain itu, penelitian yang dilakukan oleh Oloniyo et al., (2021) 

menyatakan bahwa kandungan total fenolik (TPC) ubi jalar berkisar antara (16,20 

- 40,70 mg/g GAE). 

3.  Uji Aktivitas Penghambatan Enzim Tirosinase 

Pengujian aktivitas penghambatan enzim tirosinase pada penelitian ini 

berdasarkan metode yang digunakan Suhesti (2018) dengan L-DOPA sebagai 
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substrat dan asam kojat sebagai kontrol positif. Pada pengujian ini penentuan 

panjang gelombang maksimum enzim tirosinase perlu dilakukan dengan tujuan 

untuk mendapatkan serapan maksimum dari enzim dengan menggunakan alat Uv-

vis dengan rentang panjang gelombang 200-800 nm. Prinsip kerja dari metode 

secara in vitro ini berdasarkan terhadap 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 (Marliana et al., 

2016).  Gambar 18 menunjukkan hasil pengukuran panjang gelombang maksimum 

penyerapan dopakrom dengan menggunakan metode spektrofotometri uv-vis. 

 

 

 

 

 

Gambar 18. Penentuan panjang gelombang maksimum dopakrom pada rentang 

200-800 nm dengan spektrofotmeter uv-vis 
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Panjang gelombang  maksimun yang  digunakan  untuk melakukan 

analisis  adalah panjang gelombang maksimum dimana suatu zat memberikan 

penyerapan paling tinggi yang disebut λmaks. Hal ini disebabkan jika pengukuran 

dilakukan pada panjang gelombang yang sama, maka data yang diperoleh makin 

akurat atau kesalahan yang muncul semakin kecil. Adapun pada penelitian ini 

menggunakan campuran larutan dapar fosfat (pH 6,5) 500 µL, L-DOPA (0,6 mM) 

250 µL dan larutan tirosinase 250 µL. Dapar fosfat digunakan sebagai blanko yang 

bertujuan agar absorbansi yang terukur hanyalah absorbansi atau penyerapan zat 

yang diinginkan. 

Berdasarkan penelitian sebelumnya enzim tirosinase memiliki panjang 

gelombang maksimum pada 477 nm. Tetapi setelah dilakukan pengukuran panjang 

gelombang maksimu terhadap enzim tirosinase panjang gelombang tersebut tidak 

muncul pada spektrofotometer Uv-vis dikarenakan perbedaan konsentrasi substrat 

L-DOPA yang digunakan. Pada penelitian ini, hasil yang diperoleh dari pengukuran 

panjang gelombang maksimum enzim tirosinase yaitu pada panjang gelombang 

maksimum 480,40 nm seperti yang ditunjukkan pada Gambar 18. Beberapa 

penelitian lain yang telah dilakukan terhadap panjang gelombang maksimum enzim 

tirosinase  menyebutkan bahwa panjang gelombang maksimum enzim tirosinase 

berada pada 480 nm (Abidin et al., 2019). Sehingga panjang gelombang tersebut 

yang kemudian digunakan dalam pengukuran persen inhibisi dan IC50 pada sampel 

ekstrak kental ubi jalar dan asam kojat. 

Sebelumnya penentuan panjang gelombang maksimum enzim tirosinase 

menggunakan substrat L-DOPA dengan konsentrasi 2,5; 5; 7,5 dan 10 mM. 
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Konsentrasi substrat merupakan salah satu faktor yang dapat mempengaruhi 

aktivitas enzim, peningkatan konsentrasi substrat akan meningkatkan kecepatan 

reaksi (V) hingga tercapai kecepatan maksimal (Vmax). Akan tetapi jika peningkatan 

konsentrasi substrat dilakukan lebih lanjut maka tidak akan meningkatkan 

kecepatan reaksi dan enzim dikatakan jenuh karena sisi aktif enzim telah terisi 

dengan adanya interaksi dengan subtrat (Mahardika, 2012).  

Pengujian spektrofotometer Uv-vis pada konsentrasi L-DOPA dengan nilai 

absorbansi yang dihasilkan setelah dilakukan pengukuran lebih dari 1, dikarenakan 

kecepatan dan reaksi enzim telah jenuh. Adapun absorbansi dikatakan baik berada 

dikisaran 0,2-0,8. Sehingga untuk memenuhi syarat tersebut, konsentrasi substrat 

L-DOPA diturunkan menjadi 0,4; 0,6; 0,8 dan 1 mM. Pemilihan konsentrasi 

substrat L-DOPA tersebut berdasarkan penelitian sebelumnya yang menyatakan 

bahwa pada konsentrasi 0,2-0,6 mM L-DOPA dapat meningkatkan kemampuan 

senyawa aktif secara efektif dan reversibel dalam menghambat enzim tirosinase 

pada reaksi difenolase (Liu et al., 2015). Substrat L-DOPA dengan konsentrasi 0,6 

mM memiliki nilai absorbansi 0,624, karena pada konsentrasi ini substrat  dapat 

terisi pada sisi aktif enzim. Faktor lain yang berparuh terhadap aktivitas enzim 

adalah suhu, dimana 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 non-kovalen. Rantai polipeptida 
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enzim kemudian mulai terurai, atau mengalami denaturasi. Selain itu, faktor pH 

juga berpengaruh 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 (Mahardika, 2012). 

Pada pengujian penghambatan tirosinase dalam penelitian ini berdasarkan 

konsentrasi dari penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Suhesti (2017) dimana 

konsentrasi senyawa kontrol asam kojat yang digunakan adalah 6; 7; 8; 9 dan 10 

ppm. Sedangkan untuk konsentrasi ekstrak yang digunakan adalah 50; 60; 75; 85 

dan 100 ppm. Optimasi dan kuantifikasi yang menggambarkan linearitas, presisi 

dan akurasi total kadar kandungan senyawa aktif ekstrak ubi jalar menyatakan 

hubungan linear antara daerah puncak dan konsentrasi (0 hingga 100 ppm) 

ditemukan ditemukan untuk semua senyawa fenolik kecuali asam kafeat, yang 

menunjukkan respons linier hanya dalam rentang konsentrasi 0 hingga 50 ppm 

(Padda & Picha, 2007).  

Pengujian penghambatan tirosinase pada penelitian ini, dilakukan tiga kali 

replikasi terhadap lima konsentrasi asam kojat yang bertujuan untuk mencari presisi 

dan linearitas dari konsentrasi yang digunakan. Selain itu, replikasi juga digunakan 

untuk mendapatkan harga estimasi kesalahan eksperimen dan menambah ketepatan 

hasil eksperimen serta mengurangi tingkat kesalahan (Regency et al., 2019). Uji 

aktivitas penghambatan tirosinase dilakukan secara in vitro untuk mengetahui daya 

hambat atau inhibisi senyawa aktif ekstrak ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam). 
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Nilai IC50 merupakan kemampuan suatu senyawa dalam menginhibisi enzim 

tirosinase sebagai target aksinya apabila nilai IC50 tersebut dibawah 50 µg/ml 

menunjukkan potensi penghambatan aktivitas enzim tirosinase dalam kategori 

sangat kuat. Sedangkan nilai IC50 berada dibawah 100 µg/ml menunjukkan potensi 

penghambatan dengan kategori kuat (Aprilliani, 2018).  

Berdasarkan hasil analisis menggunakan spektrofotemeter Uv-vis yang 

dilakukan diperoleh hasil penghambatan asam kojat terhadap enzim tirosinase 

untuk ketiga replikasi pengujian yang dilakukan dengan nilai rata-rata IC50 6,06 ± 

0,01 µg/ml. Penelitian terkait penggunaan asam kojat sebagai kontrol inhibitor 

enzim tirosinase yang dilakukan Srisayam et al., (2014) menyatakan aktivitas 

penghambatan asam kojat terhadap enzim tirosinase dengan nilai IC50 6,1 ± 0,4 

µg/ml. Aktivitas penghambatan enzim tirosinase pada penelitian ini diperoleh 

berdasarkan perhitungan persen inhibisi ketiga replikasi dari lima konsentrasi asam 

kojat.   

Secara teori, nilai IC50 asam kojat yang diperoleh pada penelitian ini 

termasuk dalam kategori sangat kuat dalam menginhibisi enzim tirosinase 

dikarenakan akumulasi tirosinase dan melanin dalam sel menyebabkan melasma 

dan hiperpigmentasi dengan kata lain enzim memiliki peranan sebagai sentral 

dalam biosintesis melanin. Sehingga iluminasi molekul dan jalur yang mengatur 

aktivitas tirosinase dapat mengidentifikasi area target (Taghizadeh et al., 2018). 

Tabel IX menunjukkan hasil pengujian persen inhibisi dan IC50 akttivitas 

penghambatan enzim tirosinase asam kojat. 
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 Tabel IX.  Hasil uji persen inhibisi dan nilai IC50 aktivitas penghambatan 

enzim tirosinase asam kojat 

Konsentrasi 

asam kojat 

Replikasi 
Rata-rata 

IC50 ± SD 

 
Inhibisi (%) IC50  (µg/ml) 

I II III I II III 

6 ppm 50,58 50,39 50,78 

6,04 6,07 6,08 6,06 ± 0,02 

7 ppm 52,15 51,76 51,56 

8 ppm 55,09 55,49 55,09 

9 ppm 56,07 55,88 56,27 

10 ppm 61,76 61,17 61,76 

Keterangan : Nilai ± SD (n=3) dinyatakan sebagai rata-rata IC50 0,02 dari pengujian tiga replikasi 

 

Hasil IC50 asam kojat pada uji aktivitas hambatan terhadap enzim tirosinase 

dalam pengujian ini diperoleh dari persamaan regresi linear berdasarkan 

perbandingan antara konsentrasi dan nilai persen inhibisi ketiga replikasi dari lima 

konsentrasi asam kojat yang digunakan. Pengujian yang dilakukan terhadap 

absorbansi dari tiga replikasi konsentrasi asam kojat diperoleh nilai rata-rata persen 

inhibisi sebesar 50,78 hingga 61,76 %. Nilai (R) square masing-masing replikasi 

menunjukkan nilai ≤ 1 pada rentang konsentrasi yang diberikan, sehingga dapat 

diterima untuk suatu metode analisis yang valid (Harmita, 2004).  

Berdasarkan hasil analisis menggunakan spektrofotemeter Uv-vis yang 

dilakukan, diperoleh hasil penghambatan asam kojat terhadap enzim tirosinase 

untuk ketiga replikasi pengujian yang dilakukan dengan nilai rata-rata IC50 6,06 ± 

0,01 µg/ml. Penelitian terkait penggunaan asam kojat sebagai kontrol inhibitor 

enzim tirosinase yang dilakukan Srisayam et al., (2014) menyatakan aktivitas 

penghambatan asam kojat dengan nilai IC50 6,1 ± 0,4 µg/ml. Berdasarkan hasil 

pengujian aktivitas penghambatan, menunjukkan bahwa pada konsentrasi tersebut 
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asam kojat menghasilkan penghambatan IC50 secara kompetitif terhadap enzim 

tirosinase berdasarkan aktivitasnya dengan kategori penghambatan sangat kuat. 

Interaksi asam kojat dan enzim tirosinase membentuk kelat logam tembaga pada 

sisi aktif enzim tirosinase ditandai dengan penurunan  terhadap pembentukan 

dopakrom dan penurunan intensitas warna yang terbentuk (Fan et al., 2017). 

Tumbuhan ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) secara teori diketahui 

memiliki potensi sebagai inhibitor enzim tirosinase karena memiliki kandungan 

senyawa beta-karoten, kuersetin, katekin, antosianin dan asam klorogenat. 

Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa senyawa kuersetin dapat menghambat 

enzim tirosinase secara in vitro menunjukkan bahwa kuersetin adalah inhibitor 

kompetitif dengan IC50 44,38 ± 0,13 mM dan mencapai aktivitas antitirosinase yang 

lebih tinggi dibandingkan asam kojat (Jakimiuk et al., 2022). Senyawa katekin 

dilaporkan  memiliki aktivitas antioksidan melalui uji DPPH dengan nilai 49.10 ± 

1.70% (Li et al., 2018).  

Selain aktivitasnya yang terkait dengan mekanisme penghambatan terhadap 

ROS, katekin juga terlibat dalam mekanisme aksi enzim tirosinase melalui aktivitas 

biologisnya (Isemura, 2019). Senyawa antosianin diketahui memiliki peranan 

sebagai inhibitor enzim tirosinase pada reaksi katalitik dengan aktivitas 

penghambatan IC50 41,3 ± 3,2 µM (Yang et al., 2022).  

Beberapa turunan senyawa antosianin juga dilaporkan memiliki aktivitas 

penghambatan terhadap enzim tirosinase dengan nilia IC50 masing-masing 

luteolinidin (39,21 ± 2,71 µM), deoksimalvidin (20,31 ± 4,308 µM), sianidin-3-O-

glukosida (77,91 ± 4,804 µM), dan  malvidin-3-O-glukosida (27,60 ± 4,202 µM) 
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(Correia et al., 2021). Penelitian terkait aktivitas asam klorogenat terhadap enzim 

tirosinase sebelumnya telah dilakukan, dimana penelitian tersebut melaporkan 

bahwa asam klorogenat memiliki nilai IC50 berkisar antara 5,00 μg/mL ± 0,23 

hingga 8,49 μg/mL ± 0,59 (Freitas et al., 2016).  

Penelitian lain juga melaporkan tentang aktivitas penghambatan enzim 

tirosinase asam klorogenat dengan nilai penghambatan IC50 51,2 ± 1,3% (Ha-na et 

al., 2019). Sejalan dengan penelitian-penelitian tersebut, ubi jalar (Ipomoea batatas 

L. Lam) diketahui memiliki potensi yang cukup besar sebagai kandidat inhibitor 

alami enzim tirosinase dengan kandungan senyawa aktif yang dimilikinya. Hal 

tersebut dibuktikan setelah dilakukan penelittian terkait aktivitas penghambatannya 

terhadap tirosinase secara in vitro. Tabel IX menunjukkan hasil pengujian persen 

inhibisi dan IC50 akttivitas penghambatan enzim tirosinase ekstrak ubi jalar. 

Tabel X. Hasil uji persen inhibisi dan nilai IC50 aktivitas penghambatan 

enzim tirosinase ekstrak ubi jalar  

Konsentrasi 

asam kojat 

Replikasi 
Rata-rata 

IC50 ± SD 

 
Inhibisi (%) IC50  (µg/ml) 

I II III I II III 

50 ppm 47,92 47,92 47,58 

63,22 63,26 63,50 63,32 ± 0,15 

60 ppm 48,58 48,75 48,91 

75 ppm 52,57 52,41 52,07 

85 ppm 54,40 54,24 54,90 

100 ppm 56,07 55,74 56,23 

Keterangan : Nilai ± SD (n=3) dinyatakan sebagai rata-rata IC50 0,15 dari pengujian tiga replikasi 
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Pengembangan terhadap tumbuhan ini, terkait aktivitasnya sebagai inhibitor 

alami dari enzim tirosinase berdasarkan kemampuan senyawa aktifnya. Pengujian 

penghambatan yang dilakukan terhadap nilai absorbansi ekstrak ubi jalar dari 

kelima konsentrasi yaitu (50; 60; 75; 85; 100 ppm) dengan tiga kali replikasi 

bertujuan untuk mendapatkan persen inhibisi ekstrak ubi jalar dengan nilai rata-rata 

47,80 sampai 56,01%. Berdasarkan perbandingan antara konsentrasi dan persen 

inhibisi ekstrak ubi jalar, diperoleh persamaan regresi linear yang digunakan untuk 

mendapatkan nilai IC50. Berdasarkan ketiga persamaan regresi linear tersebut 

didapatkan nilai rata-rata IC50 63,32 ± 0,15 μg/ml dengan koefisien determinasi (R) 

square 97%. Berdasarkan hasil IC50 tersebut, aktivitas ekstrak ubi jalar dalam 

menghambat enzim tirosinase dengan jenis penghambatan secara kompetitif dan 

reversibel atau penghambatan terhadap sisi aktif enzim yang kuat tetapi dapat 

dilepaskan (Mahardika, 2012).  

Pengujian secara in silico menunjukkan bahwa senyawa aktif ubi jalar 

memiliki afinitas, konstanta inhibisi dan terikat cukup baik dengan residu asam 

amino pada situs aktif protein tirosinase yang dibuktikan dengan hasil 

penghambatan IC50 ekstrak ubi jalar terhadap enzim tirosinase setelah dilakukan uji 

penghambatan secara in vitro dengan nilai IC50  63,32 ± 0,15 μg/ml yang tergolong 

dalam kategori kuat. Tabel XI menunjukkan hasil pengujian normalitas IC50 asam 

kojat (kontrol) dan ekstrak ubi jalar dengan menggunakan metode Shapiro Wilk. 
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Tabel XI. Hasil uji normalitas IC50 asam kojat (kontrol) dan ekstrak ubi jalar 

Normalitas 

Data Sampel 
Shapiro-Wilk 

Statistik df Sig. 

IC50 Ekstrak  0,855  3 0,253* 

Asam Kojat 0,987 3 0,780* 

Keterangan: *Nilai Sig. dinyatakan sebagai rata-rata persen inhiibisi dan IC50 berdasarkan pengujian tiga replikasi 

menunjukkan data terdistribusi normal atau P > 0,05. 

 

Dalam menganalisa data penelitian, penggunaan program SPSS sangat 

diperlukan untuk pengambilan keputusan dari hasil penelitian. Analisis yang 

dilakukan seperti uji normalitas bertujuan untuk menilai sebaran data pada 

kelompok atau variabel, apakah sebaran data tersebut terdistribusi normal atau tidak 

yang diambil dari populasi. Pengujian normalitas dilakukan berdasarkan metode 

Shapiro-Wilk yang digunakan untuk mengidentifikasi apakah suatu peubah acak 

mengikuti distribusi normal. Uji ini sering diaplikasikan dalam analisis regresi 

untuk pemeriksaan asumsi normalitas dan digunakan untuk menganalisis sampel 

kurang dari 100. Analisis parametrik yang dilakukan terhadap normalitas nilai IC50 

antara ekstrak ubi jalar dan asam kojat diperoleh nilai signifikansi masing-masing 

adalah 0,253 dan 0,780 diasumsikan telah terdistribusi normal dengan nilai 

signifikansi lebih besar dari 0,05 atau P > 0,05. Berdasarkan nilai tersebut, analisis 

pengujian dapat dilanjutkan menggunakan metode Independent sample t-test untuk 

mengetahui apakah terdapat perbedaan bermakna nilai IC50 antara ekstrak ubi jalar 

dan asam kojat. Tabel XII menunjukkan hasil pengujian Independent sample t-test 

data nilai IC50 asam kojat dan ekstrak ubi jalar. 
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Tabel XII. Hasil uji Independent sample t-test data nilai IC50 asam kojat dan 

ekstrak ubi jalar  

      Independent sample t-test  

Data Sampel Mean 
Std. 

Deviation 

Std. Error 

Mean Sig. 
Sig. (2-

tailed) 

IC50 Ekstrak  

Asam Kojat 

63,32 

6,06 

0,15 

0,02 

0,08 

0,01 
0,054 0,000* 

Keterangan: *Nilai dinyatakan sebagai rata-rata IC50 ± SD (n=3) pengujian tiga replikasi, menunjukkan perbedaan 

bermakna terhadap IC50 P < 0,05. 

Beberapa tahapan yang perlu dilakukan pada saat melakukan uji statistik 

parametrik yang dapat mempengaruhi pada saat pengambilan keputusan seperti 

menentukan hipotesis, menentukan homogenitas, melakukan uji Independent 

sample t-test dan menarik kesimpulan (Rumana et al., 2022). Pada penelitian ini, 

hipotesis yang digunakan adalah (H0) diasumsikan terdapat perbedaan signifikan 

antara persen inhibisi dan IC50 ekstrak ubi jalar dan asam kojat. Untuk alternatif 

digunakan (H1) yang diasumsikan tidak terdapat perbedaan signifikan antara persen 

inhibisi dan IC50 ekstrak ubi jalar dan asam kojat. Analisis statistik parametrik 

terhadap data IC50 ekstrak ubi jalar dan asam kojat (kontrol) menggunakan metode 

Independent  sample t-test dikarenakan pada penelitian ini hanya terdapat dua 

variabel data dari dua sampel yang tidak berpasangan (Magdalena & Krisanti, 

2019).  

Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan 

bermakna nilai IC50 antara ekstrak ubi jalar dan asam kojat dimana kedua sampel 

ini dinyatakan tidak berpasangan. Pengujian statistik parametrik ini dapat dilakukan 

apabila data yang diperoleh normal dan homogen. Sebelumnya telah dilakukan 

pengujian normalitas terhadap data persen inhibisi dan IC50 ekstrak ubi jalar dan 
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asam kojat yang menunjukkan data terdistribusi dengan normal dengan nilai 

signifikansi masing-masing > 0,05. Pengambilan keputusan terhadap analisis 

pengujian ini berdasarkan signifikansi dua arah dengan nilai sig (2-tailed). Apabila 

nilai sig (2-tailed) < 0,05, maka terdapat perbedaan bermakna antara kedua sampel. 

Jika nilai sig (2-tailed) > 0,05, maka tidak terdapat perbedaan yang bermakna kedua 

sampel (Rumana et al., 2022). 

Pada pengujian tersebut diperoleh nilai Sig. Levene’s 0,884 > 0,05 yang 

menyatakan bahwa nilai persen inhibisi antara ekstrak ubi jalar dan asam kojat 

adalah homogen, sehingga pengambilan keputusan terhadap nilai rata-rata persen 

inhibisi antara ekstrak ubi jalar dan asam kojat berdasarkan pada nilai sig (2-tailed) 

yaitu sebesar 0,240 > 0,05. Berdasarkan nilai tersebut, dapat ditarik kesimpulan 

bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan P > 0,05 terhadap nilai persen 

inhibisi antara ekstrak ubi jalar dan asam kojat. Analisis statistik yang dilakukan 

terhadap nilai IC50 antara ekstrak ubi jalar diperoleh Levene’s test  0,054 > 0,05 

yang diasumsikan bahwa nilai keduanya homogen. Pengambilan keputusan analisis 

parametrik terhadap nilai IC50 antara ekstrak ubi jalar dan asam kojat sama seperti 

yang dilakukan pada nilai persen inhibisi yang berdasarkan nilai sig (2-tailed) yaitu 

sebesar 0,000 < 0,05 sehingga keputusan yang diambil terhadap rata-rata nilai IC50 

adalah terdapat perbedaan bermakna diantara keduanya atau P < 0,05 .
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BAB V  

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

A. Kesimpulan 

1. Berdasarkan hasil pengujian senyawa aktif ubi jalar terhadap enzim tirosinase 

yang dilakukan secara in silico diperoleh energi ikatan (ΔG) beta-karoten -6,05 

kcal/mol, asam klorogenat -6,05 kcal/mol, kuersetin -5,87 kcal/mol, katekin -

5,77 kcal/mol dan antosianin -5,70 kcal/mol dengan konstanta inhibisi (Ki) 

masing-masing 36,72 µM, 36,90 µM, 45,30 µM, 59,38 µM dan 66,55 µM. 

Analisis parameter ADMET yang diperoleh dari kelima senyawa aktif ubi jalar 

menunjukkan sifat farmakokinetik seperti lipofilitas (Log P), polaritas (Log S), 

fleksibilitas, permeabilitas kulit, sensitivitas kulit dan bioavailabilitas yang 

cukup baik. Sehingga dapat disimpulkan, senyawa aktif ubi jalar memiliki 

aktivitas yang cukup baik dalam menghambat enzim tirosinase dengan adanya 

interaksi ikatan pada situs aktif enzim tirosinase. 

2. Berdasarkan hasil pengujian secara in vitro diperoleh nilai IC50 ekstrak ubi jalar 

terhadap enzim tirosinase adalah 63,32 ± 0,15 μg/ml yang menunjukkan 

aktivitas penghambatan ekstrak ubi jalar terhadap enzim tirosinase cukup baik. 

Sehingga dapat disimpulkan, ekstrak ubi jalar sebagai kandidat pengganti 

inhibitor sintetik mengingat potensi penghambatan senyawa aktif yang 

dimilikinya cukup baik terhadap enzim tirosinase. 
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B. Saran 

Pengujian yang dilakukan terhadap ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) baik 

secara in silico maupun in vitro menunjukkan hasil penghambatan yang cukup baik 

terkait aktivitasnya sebagai inhibitor enzim tirosinase dikarenakan kandungan 

senyawa aktif yang dimilikinya. Dengan demikian perlu dilakukan uji kuantitatif 

terhadap kadar kandungan senyawa aktif ekstrak ubi jalar untuk memaksimalkan 

aktivitasnya, mengingat adanya senyawa seperti beta-karoten, asam klorogenat, 

kuersetin, katekin dan antosianin yang diketahui memiliki peranan penting baik 

sebagai antioksidan maupun sebagai inhibitor enzim tirosinase. 
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RINGKASAN  

 

Ekstrak tumbuhan berpotensi menunda proses penuaan dan pigmentasi 

kulit dengan melawan ROS dan melindungi kulit dari sinar Uv. Tumbuhan ubi 

jalar (Ipomoea batatas L. Lam) merupakan salah satu tumbuhan sumber karoten 

yang dianggap sebagai komponen pro-vitamin A terpenting dalam makanan 

yang kaya akan karotenoid. Ubi jalar diketahui memiliki kandungan senyawa 

aktif seperti beta-karoten, asam klorogenat, kuersetin, katekin dan antosianin. 

Tirosinase juga merupakan enzim pembatas kecepatan dalam jalur 

melanogenesis adalah salah satu dari tiga jenis enzim spesifik pigmen dalam 

melanosom, dan ada secara luas pada mamalia, tumbuhan, bakteri dan jamur.  

Enzim tirosinase mengkatalisis hidroksilasi monofenol menjadi o-

difenol (aktivitas monofenolase) dan kemudian menjadi o-kuinon (aktivitas 

difenolase), dan akhirnya menjadi melanin. Akumulasi melanin yang berlebihan 

dapat menyebabkan beberapa gangguan pigmentasi, seperti bintik-bintik 

penuaan, bintik-bintik melasma dan melanoma menghambat over ekspresi 

tirosinase dapat menurunkan generasi melanin. Selain itu, enzim tirosinase 

terlibat dalam biosintesis melanin dan mengkatalisis dua reaksi berbeda yaitu 

aktivitas monofenolase dan difenolase dalam sintesis melanin.  

Dalam pengembangan kosmetika senyawa-senyawa kimia tersebut 

memiliki banyak khasiat, salah satunya adalah sebagai pencerah kulit 

berdasarkan inhibisinya terhadap enzim tirosinase sebagai target aktivitasnya. 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui apakah ekstrak ubi jalar memiliki 

aktivitas sebagai inhibitor enzim tirosinase secara in silico dan in vitro.  

Penelitian dilakukan dalam dua tahap. Tahap satu adalah studi komputasi 

docking molekuler yang meliputi : (1) Preparasi protein (reseptor) dan ligan 

dengan Biovia DS (2) Optimasi geometri dengan Avogadro dan Chem 3D (3) 

Validasi metode docking dan docking molekuler terhadap protein (2Y9X) 

dengan Autodock-4 (5) Studi ADMET dengan website pkCSM dan 

SwissADME (6) Evaluasi aturan lipinski rule. Tahap kedua adalah studi in vitro 

dengan uji aktivitas inhibisi enzim tirosinase dengan tahapan: (1) Pembuatan 
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ekstrak etanol 60% (2) Pengujian parameter spesifik ekstrak (3) Pengujian 

aktivitas hambatan pada enzim tirosinase dengan kontrol obat asam kojat. Data 

yang diperoleh dari studi in silico adalah afinitas binding energi (ΔG) dan 

konstanta inhibisi (Ki) lima zat aktif terhadap reseptor (2Y9X) dan parameter 

ADMET yang dibandingkan dengan asam kojat. Sedangkan data uji in vitro 

diperoleh persentase nilai inhibisi tirosinase berupa nilai IC50.  

Berdasarkan pendekatan yang dilakukan secara in silico melalui metode 

docking molekuler diperoleh hasil yang menunjukkan bahwa kelima senyawa 

aktif ubi jalar memiliki afinitas (ΔG) dan konstanta inhibisi (Ki) yang cukup baik 

terhadap enzim tirosinase seperti beta-karoten ΔG = -6,05 kcal/mol, Ki =36,72 

µM, asam klorogenat ΔG = -6,05 kcal/mol, Ki = 36,90 µM, kuersetin ΔG = -

5,87 kcal/mol, Ki = 45,30 µM, katekin ΔG = -5,77 kcal/mol, Ki = 59,38 µM dan 

antosianin ΔG = -5,70 kcal/mol, Ki = 66,55 µM. Analisis parameter ADMET 

yang diperoleh dari kelima senyawa aktif ubi jalar menunjukkan sifat 

farmakokinetik seperti lipofilitas (Log P), polaritas (Log S), fleksibilitas, 

permeabilitas kulit, sensitivitas kulit dan bioavailabilitas yang cukup baik. 

Berdasarkan pendekatan yang dilakukan secara in vitro terhadap ekstrak ubi jalar 

dan asam kojat dengan IC50 masing-masing 63,32 ± 0,15 dan 6,06 ± 0,02 µg/ml. 

Berdasarkan pendekatan yang dilakukan secara in vitro terhadap ekstrak 

kental ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) dengan konsentrasi yang digunakan 

pada saat pengujian adalah (50, 60, 75, 85, 100) ppm dan asam kojat sebagai 

kontrol positif dengan konsentrasi (6, 7, 8, 9, 10) ppm, diperoleh hasil berupa 

nilai IC50 untuk ekstrak ubi jalar adalah 63,32 ± 0,15 μg/mL. Berdasarkan nilai 

penghambatan tersebut, ekstrak ubi jalar termasuk dalam kategori kuat. 

Sedangkan pengujian penghambatan terhadap enzim tirosinase yang dilakukan 

pada asam kojat, diperoleh nilai IC50 dengan nilai 6,06 ± 0,02 µg/ml dan 

tergolong dalam kategori sangat kuat. Terlihat perbedaan yang bermakna 

terhadap nilai IC50 atau aktivitas penghambatan terhadap enzim tirosinase antara 

ekstrak ubi jalar dan asam kojat setelah dilakukan analisis dengan metode 

Independent sample t- test berdasarkan nilai sig.(2-tailed) 0,00 < 0,05. Meskipun 

demikian, penggunaan ubi jalar (Ipomoea batatas L. Lam) masih dapat diterima 
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sebagai inhibitor alami pengganti inhibitor sintetik mengingat potensi 

penghambatan senyawa aktif yang dimilikinya cukup baik terhadap enzim 

tirosinase. 
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LAMPIRAN PENELITIAN 

 

Lampiran 1.  Pengujian secara in silico berdasarkan docking molekuler 

Lampiran 2.  Software yang digunakan dalam metode docking molekuler 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 3. Website yang digunakan dalam metode docking molekuler 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Autodock-4 Biovia Discovery Studio Avogadro 

Chem 3D Chem Draw PyMol 

http://www.rcsb.org 

https://www.rcsb.org 

 

 

http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov  

https://www.rcsb.org 

 

 

http://biosig.lab.uq.edu.au  

https://www.rcsb.org 

 

 

http://www.swissadme.ch  

https://www.rcsb.org 

 

 

https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
https://www.rcsb.org/
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Lampiran 4.  Optimasi geometri dan minimasi energi senyawa aktif ubi jalar dan 

asam kojat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Optimasi geometri dan penambahan atom hidrogen pada senyawa 

menggunakan software avogadro 

Minimasi energi pada senyawa menggunakan software Chem 3D 
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Lampiran 5. Validasi metode docking molekuler 

Lampiran 6.  Hasil Penentuan Koordinat Sumbu X, Y, Z dan pembuatan grid box 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 7.  Hasil validasi metode docking molekuler 
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Lampiran 8.  Hasil docking molekuler tropolone (native ligan), senyawa aktif ubi 

jalar dan asam kojat (kontrol) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tropolone (Native ligan)  

Beta-karoten  

Kuersetin  
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Katekin  

Antosianin 

Asam klorogenat 
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Lampiran 9.  Jarak interaksi ikatan hidrogen tropolone (native ligan) senyawa aktif 

ubi jalar dan asam kojat 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tropolone (Native ligan) 

Beta-karoten Kuersetin 

Katekin Antosianin 

Asam klorogenat 

Asam Kojat 

Asam kojat 
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Lampiran 10.  Hasil prediksi ADMET dengan menggunakan website pKCSM dan 

swissADME 

Lampiran 11.  Hasil prediksi ADMET beta-karoten 
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Lampiran 12. Hasil prediksi ADMET kuersetin 
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Lampiran 13. Hasil prediksi ADMET katekin 
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Lampiran 14. Hasil prediksi ADMET antosianin 
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Lampiran 15. Hasil prediksi ADMET asam klorogenat 
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Lampiran 16. Hasil prediksi ADMET asam kojat 
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Lampiran 17.  Pengujian penghambatan enzim tirosinase secara in vitro 

Lampiran 18.  Alat yang digunakan dalam pengujian in vitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rangkaian alat soklet Rotary evaporator Oven 

Waterbath Spektrofotometer Uv-vis Neraca analitik 

Tabung reaksi Magnetik stirer Labu ukur 

Gelas ukur Gelas kimia pH Meter 

Lampu Uv 254 dan 366 nm Batang Pengaduk 

Pipet tetes Lampu Uv Batang pengaduk 
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Lampiran 19. Bahan yang digunakan dalam uji reaksi tabung, KLT dan pengujian 

penghambatan enzim tirosinase secara in vitro 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enzim tirosinase 

(Sigma) 

 

L-DOPA 

(Sigma) 

Asam Kojat 

(Sigma) 

DMSO Kalium Fosfat 

(KH2PO4) 

Natrium Hidroksida 

(NaOH) 

Aquadest 

Kuersetin 

(Sigma) 

B-Karoten 

(Sigma) 

Asam Galat 

(Merck) 

Etanol 

Folin-Ciocalteau Dragendorff Etil Asetat Amonia 

FeCl3 n-Heksan HCl KOH AlCl3 

Kloroform n- Butanol Serbuk (Mg) Aseton Asam Format 

Asam Asetat 
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Lampiran 20.  Simplisia ubi jalar  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 21.  Metode ekstraksi dan ekstrak ubi jalar  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Proses perajangan sampel Proses pengeringan sampel 

Proses penimbagan sampel 
 

Sokletasi 

Ekstrak kental ubi jalar  
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Lampiran 22.  Hasil skirining fitokimia berdasarkan uji reaksi tabung secara 

kualitatif terkait kandungan senyawa aktif ekstrak ubi jalar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak ubi jalar (Ipomoea 

batatas L. Lam) 

Uji kandungan alkaloid (-) 

Uji kandungan Flavonoid (+) Uji kandungan fenolik (+) 

Uji Kandungan Saponin (+) 
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Lampiran 23. Perhitungan nilai Rf sampel dan senyawa pembanding 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rumus Nilai Rf 

Rf = 
𝐉𝐚𝐫𝐚𝐤 𝐲𝐚𝐧𝐠 𝐝𝐢𝐭𝐞𝐦𝐩𝐮𝐡 𝐬𝐚𝐦𝐩𝐞𝐥

𝐉𝐚𝐫𝐚𝐤 𝐲𝐚𝐧𝐠 𝐝𝐢𝐭𝐞𝐦𝐩𝐮𝐡 𝐩𝐞𝐥𝐚𝐫𝐮𝐭
 

Diketahui jarak yang ditempuh pelarut = 10-1,5-1 = 7,5 cm 

1. Kandungan Flavonoid    

a. Pembanding (Kuersetin) 

Rf = 
5,5

7,5
 = 0,73 

b. Ekstrak Ubi Jalar 

Rf1 = 
5,8

7,5
 = 0,77 

Rf2 = 
4,7

7,5
 = 0,62 

 

 

 

2. Kandungan Karotenoid 

a. Pembanding (Beta-karoten) 

Rf = 
6,5

7,5
 = 0,86 

b. Ekstrak Ubi Jalar 

Rf = 
6,5

7,5
 = 0,86 

 

 

 

3. Kandungan Fenolik          

a. Pembanding (Asam galat) 

Rf = 
6,1

7,5
 = 0,81 

b. Ekstrak Ubi Jalar 

Rf = 
6,3

7,5
 = 0,84 

 

 

5,5 cm 

 

5,8 cm 

 
4,7 cm 

 

6,6 cm 6,6 cm 

6,1 cm 
6,3 cm 

1 cm 

1,5 cm 

10 cm 

10 cm 

1,5 cm 

1 cm 

1,5 cm 

10 cm 

1 cm 
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Lampiran 24. Hasil pengukuran panjang gelombang maksimum enzim tirosinase 

dengan substrat L-DOPA 0,6 mm 
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Lampiran 25. Hasil pengukuran panjang gelombang maksimum standar beta-

karoten, kuersetin dan asam galat pada konsentrasi 50 ppm  
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Lampiran 26.   Hasil optimasi substrat L-DOPA dan perhitungan unit enzim 

tirosinase 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 27. Hasil uji penghambatan enzim tirosinase asam kojat 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 28.  Hasil uji penghambatan enzim tirosinase ekstrak ubi jalar (Ipomoea 

batatas L. Lam) 

 

 

 

 

 

 

 

Asam kojat + Kontrol negatif  

Ekstrak Ubi Jalar + Kontrol Negatif 

Perhitungan Unit Enzim Yang Digunakan 

Diketahui :  

Enzim Tirosinase solid 1000 Unit/mg 

1000 Unit

1 mg Solid
 = 

240 Unit/ml

Solid yang ditimbang
 

Solid yang ditimbang =
1 𝑚𝑔 𝑠𝑜𝑙𝑖𝑑 𝑥 240 𝑈𝑛𝑖𝑡/𝑚𝑙

1000 𝑈𝑛𝑖𝑡
 

       = 0,24 mg/ml 

Untuk Larutan Enzim Tirosinase 10 ml 

0,24 mg/ml x 10 ml = 2,4 mg 

Kontrol  Negatif 

Kontrol Negatif   
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Lampiran 29. Hasil pengukuran absorbansi asam kojat (kontrol) 
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Lampiran 30.  Hasil pengukuran absorbansi ekstrak ubi jalar sebagai validasi pada 

panjang gelombang maksimum enzim tirosinase  
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Lampiran 31. Hasil pengukuran absorbansi ekstrak ubi jalar  
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Lampiran 32. Hasil perhitungan persen inhibisi dan IC50 asam kojat 

 

Replikasi I 

No Kons. (ppm) Abs. KN (KN-Abs) (Abs/KN) % Inhibisi 

1 6 0,252 0,510 0,258 0,505882 50,58824 

2 7 0,244 0,510 0,266 0,521568 52,15786 

3 8 0,229 0,510 0,281 0,550980 55,09804 

4 9 0,224 0,510 0,286 0,560784 56,07843 

5 10 0,195 0,510 0,315 0,617647 61,76571 

Replikasi II 

No Kons. (ppm) Abs. KN (KN-Abs) (Abs/KN) % Inhibisi 

1 6 0,253 0,510 0,257 0,503922 50,39222 

2 7 0,249 0,510 0,261 0,511765 51,17665 

3 8 0,227 0,510 0,283 0,554902 55,49002 

4 9 0,225 0,510 0,285 0,558824 55,88224 

5 10 0,198 0,510 0,312 0,611765 61,17650 

Replikasi III 

No   Kons. (ppm) Abs. KN (KN-Abs) (Abs/KN) % Inhibisi 

1 6 0,251 0,510 0,259 0,507843 50,78431 

2 7 0,247 0,510 0,263 0,515686 51,56863 

3 8 0,229 0,510 0,281 0,550980 55,09804 

4 9 0,223 0,510 0,287 0,562745 56,27451 

5 10 0,195 0,510 0,315 0,617647 61,76471 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Perhitungan IC50 

Replikasi I 

y   = 2,6275x + 34,117 

50 = 2,6275x + 34,117 

50 – 38,777 = 2,6275x 

IC50 = 
15,883

2,6275
 = 6,04 µg/ml 

Replikasi II 

y   = 2,5685x + 34,393 

50 = 2,5685x + 34,393 

50 – 34,393 = 2,5685x 

IC50 = 
15,607

2,5685
 = 6,07 µg/ml 

Replikasi III 

y   = 2,6668x + 33,764 

50 = 2,6668x + 33,764 

50 – 33,764 = 2,6668x 

IC50 = 
16,236

2,6668
 = 6,08 µg/ml 
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Lampiran 33.  Hasil perhitungan persen inhibisi dan IC50 ekstrak ubi jalar 

(Ipomoea batatas L. Lam) 

Replikasi I 

No Kons. (ppm) Abs.2 Abs. 1 Abs.2-Abs.1 KN KN-(Abs.2-Abs.1) Abs.2-Abs.1/KN % Inhibisi 

1 50 0,324 0,011 0,313 0,601 0,288 0,479201331 47,92013311 

2 60 0,322 0,013 0,309 0,601 0,292 0,485856905 48,58569052 

3 75 0,301 0,016 0,285 0,601 0,316 0,525790349 52,57903494 

4 85 0,292 0,018 0,274 0,601 0,327 0,544093178 54,40931780 

5 100 0,287 0,023 0,264 0,601 0,337 0,560732113 56,07321131 

Replikasi II 

No Kons. (ppm) Abs. 2 Abs. 1 Abs.2-Abs.1 KN KN-(Abs.2-Abs.1) Abs.2-Abs.1/KN % Inhibisi 

1 50 0,325 0,012 0,313 0,601 0,288 0,479201331 47,92013311 

2 60 0,322 0,014 0,308 0,601 0,293 0,487520799 48,75207987 

3 75 0,301 0,015 0,286 0,601 0,315 0,524126456 52,41264559 

4 85 0,292 0,017 0,275 0,601 0,326 0,542429285 54,24292845 

5 100 0,287 0,021 0,266 0,601 0,335 0,557404326 55,74043261 

Replikasi III 

No Kons. (ppm) Abs. 2 Abs. 1 Abs.2-Abs.1 KN KN-(Abs.2-Abs.1) Abs.2-Abs.1/KN % Inhibisi 

1 50 0,325 0,010 0,315 0,601 0,286 0,475873544 47,58735441 

2 60 0,321 0,014 0,307 0,601 0,294 0,489184692 48,91846922 

3 75 0,304 0,016 0,288 0,601 0,313 0,520798669 52,07986689 

4 85 0,290 0,019 0,271 0,601 0,330 0,549084859 54,90848586 

5 100 0,286 0,023 0,263 0,601 0,338 0,562396007 56,23960067 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rumus Perhitungan IC50 

Replikasi I 

y   = 0,1775x + 38,777 

50 = 0,1775x + 38,777 

50 – 38,777 = 0,1775x 

IC50 = 
11,33

0,1775
 = 63,22 µg/ml 

Replikasi II 

y   = 0,1693x + 39,289 

50 = 0,1693x + 39,289 

50 – 39,289 = 0,1693x 

IC50 = 
10,71

0,1693
 = 63,26 µg/ml 

Replikasi III 

y   = 0,1856x + 38,214 

50 = 0,1856x + 38,214 

50 – 38,214 = 0,1856x 

IC50 = 
11,33

0,1775
 = 63,50 µg/ml 
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Lampiran 34.  Uji normalitas data IC50 ekstrak ubi jalar dan asam kojat dengan 

SPSS 

Tests of Normality 

Hasil 
       Kolmogorov Smirnova            Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

IC50 Ekstrak Ubi Jalar .337 3 . .855 3 .253 

Asam Kojat .292 3 . .923 3 .463 

a. Lilliefors Significance Correction 

 
Descriptives 

Hasil Statistic Std. Error 

IC50 Ekstrak Ubi Jalar Mean 63.3267 .08743 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 62.9505  

Upper Bound 63.7029  

5% Trimmed Mean .  

Median 63.2600  

Variance .023  

Std. Deviation .15144  

Minimum 63.22  

Maximum 63.50  

Range .28  

Interquartile Range .  

Skewness 1.597 1.225 

Kurtosis . . 

Asam Kojat Mean 6.0633 .01202 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Lower Bound 6.0116  

Upper Bound 6.1150  

5% Trimmed Mean .  

Median 6.0700  

Variance .000  

Std. Deviation .02082  

Minimum 6.04  

Maximum 6.08  

Range .04  

Interquartile Range .  

Skewness -1.293 1.225 

Kurtosis . . 
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Lampiran 35. Uji Independent t-test data IC50 ekstrak ubi jalar dan asam kojat  

T-test 

Group Statistics 

Hasil N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

IC50 Ekstrak Ubi Jalar 3 63.3267 .15144 .08743 

Asam Kojat 3 6.0633 .02082 .01202 

 

 

 

 

 

 

Independent Samples Test 
 

% Inhibisi 

Levene's Test t-test for Equality of Means 
95% Confidence Interval of 

the Difference 

F Sig. t df 
Sig.  

(2-tailed) 

Mean  

Difference 

Std. Error 

Difference Lower Upper 

 Equal variances 

assumed 

10.087 .054 648.842 4 .000 57.263 .08825 57.01 57.50 

 Equal variances 

not assumed 
  

648.842 2.076 .000 57.263 .08825 57.01 57.50 


