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ABSTRACT 

 
Melanin is a pigment that gives the skin a brown or blackish brown color and plays an important role 
in UV radiation protection. Excess melanin causes hyperpigmentation of the skin such as melasma, 
dark spots, and aging. Inhibiting the activity of the tyrosinase enzyme is a way to inhibit melanin 
production. This study aims to determine whether the ethanol extract of guava leaves (Psidium 
guajava L.) can inhibit the tyrosinase enzyme. This research method was carried out by macerating 
guava leaves with 96% ethanol solvent and conducting a flavonoid test and measuring the 
absorbance using a microplate reader test (ELISA) at a gel length of 492 nm using koja acid as a 
positive control. The results of this research show that the ethanol extract of guava leaves (Psidium 
guajava L.) at concentrations of 100, 200, 300, 400 and 500 ppm has an average percentage of 
inhibitors respectively, namely 3.198%, 9.164%, 13.838%, 22.940%, 37.577 %. Guava leaf ethanol 
extract has a tyrosinase inhibitor IC50 of 516 ppm, while koja acid has a tyrosinase inhibitor IC50 of 
200 ppm. This shows that the ethanol extract of guava leaves (Psidium guajava L.) has weak 
tyrosinase enzyme inhibitor activity. 
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ABSTRAK 

Melanin adalah pigmen yang memberi warna coklat atau coklat kehitaman pada kulit dan 
memainkan peran penting dalam perlindungan radiasi sinar UV. Kelebihan melanin menyebabkan 
hiperpigmentasi pada kulit seperti melasma, bercak gelap, dan penuaan. Menghambat aktivitas 
enzim tirosinase merupakan cara untuk menghambat produksi melanin. Penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui apakah ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.) dapat menghambat 
enzim tirosinase. Metode penelitian ini dilakukan dengan maserasi daun jambu biji dengan pelarut 
etanol 96% dan dilakukan uji flavonoid serta diukur absorbansinya dengan menggunakan uji 
microplate reader (ELISA) pada Panjang gel 492 nm menggunakan asam koja sebagai kontrol 
positif. Hasil penelitian ini menunjukkan ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.) pada 
konsentrasi 100, 200, 300, 400 dan 500 ppm mempunyai rata – rata persen inhibitor berturut – turut 
yaitu 3,198%, 9,164%, 13,838%, 22,940%, 37,577%. Ekstrak etanol daun jambu biji mempunyai 
IC50 inhibitor tirosinase sebesar 516 ppm, sedangkan pada asam koja mempunyai IC50 inhibitor 
tirosinase sebesar 200 ppm. Hal ini menunjukkan ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava 
L.) memiliki aktivitas inhibitor enzim tirosinase yang lemah. 
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Kata kunci : Inhibitor enzim tirosinase, Daun jambu biji, Melanin 

PENDAHULUAN 

Iklim tropis Indonesia menyebabkan 
masyarakatnya mempunyai kulit yang 
cenderung kering dan kecoklatan. Kulit adalah 
organ terbesar tubuh dan dapat melindungi 
dari radikal bebas (Neupane et al., 2020). 
Kerusakan pada kulit diakibatkan oleh radikal 
bebas. (Mardikasari et al., 2017). Pigmen 
yang memberikan warna pada kulit adalah 
melanin, warna kulit berhubungan dengan 
keberadaan beberapa pigmen yang 
berpartisipasi pada mekanisme pertahanan 
tubuh terhadap radiasi (Solano, 2020). 

Melanin merupakan pigmen yang 
bertanggung jawab atas warna coklat atau 
coklat kehitaman pada kulit, berfungsi sebagai 
pelindung dari radiasi ultraviolet dan dapat 
menghilangkan zat berbahaya (Kong et al., 
2020). Hiperpigmentasi, melasma, bintik-
bintik penuaan, dan bercak, dapat terjadi 
akibat produksi melanin yang berlebihan 
(Kong et al., 2020). Menghambat aktivitas 
enzim tirosinase dapat menghambat proses 
sintesis melanin (Goenka dan Toussaint, 
2020). 

Enzim tirosinase merupakan enzim yang 
merangsang pembentukan melanin dengan 
mengkatalisasi Hidroksilasi L-tirosin menjadi 
L-dopa dan oksidasi selanjutnya dari L-dopa 
menjadi dopaquinone (Zolghadri et al., 2019). 
Untuk mengurangi pigmentasi kulit, banyak 
penggunaan produk yang bekerja dengan 
cara menghambat enzim tirosinase (Rohaeti, 
2010). Hidrokuinon, koji acid dan asam 
askorbat adalah bahan kimia yang sering 
digunakan sebagai pencerah kulit, namun jika 
digunaan dalam jangka panjang dapat 
menimbulkan iritasi kulit, alergi dan dermatitis 
(Ripaldo, 2020). 

Penting mencari bahan kimia aktif untuk 
mengatasi pigmentasi kulit yang alami dan 
bebas dari efek samping negatif (Baumann, 
2009). Senyawa polifenol merupakan salah 
satu jenis senyawa bahan alam yang dapat 
menghambat aktivitas tirosinase. Senyawa 
polifenol merupakan golongan senyawa 
terbesar pada tanaman, sebagai penghambat 
tirosinase dalam proses melanogenesis 
(Adhami et al., 2003), dengan menghambat 
secara langsung aktivitas enzim tirosinase 
dalam proses melanogenesis (Chang, 2009).  

Inhibitor enzim tirosinase secara kompetitif 
adalah senyawa golongan flavonoid (Nguyen 
et al., 2016). Enzim tirosinase memainkan 
peran penting dalam pengaturan biosintesis 
melanin oleh hidroksilasi L-tirosin menjadi L-
DOPA, diikuti oleh oksidasi L-DOPA menjadi 
dopakuinon dirubah menjadi dopakrom 
melalui reaksi autooksidasi sehingga menjadi 
dihydroxy-indole (DHI) untuk membentuk 
melanin (Halaban, 2003). 

Tanaman yang mengandung senyawa 
flavonoid merupakan daun jambu biji (Suryani 
et al., 2015). Total flavonoid ekstrak daun 
jambu biji segar sebesar 45 mg/L atau 4,5%, 
dan kandungan total flavonoid ekstrak daun 
jambu biji kering sebesar 57,16 mg/L atau 
5,7% (Sultriana, 2021). Ekstrak etanol daun 
jambu biji merupakan sumber alami flavonoid. 
Senyawa flavonoid bermanfaat sebagai 
penghambat enzim tirosinase (Suryani et al., 
2015). Berdasarkan uraian tersebut peneliti 
tertarik menganalisis aktivitas inhibisi enzim 
tirosinase pada ekstrak etanol daun jambu biji 
sebagai bahan pencerah kulit. 

METODE PENELITIAN 

Metode penelitian ini adalah dengan 
metode eksperimental laboratorium. 
Penelitian ini dilakukan dengan membuat 
ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium 
guajava L.) dengan metode remaserasi 
selama 3 hari menggunakan pelarut etanol 
96% lalu disaring kemudian ekstrak cair 
dihilangkan pelarutnya dengan menggunakan 
alat rotary evaporator pada suhu 48 oC dan 
waterbath pada suhu 50 oC hingga diperoleh 
ekstrak kental kemudian di skrining. Ekstrak 
etanol daun jambu biji dilakukan pengujian 
aktivitas inhibisi untuk mengukur absorbansi 
larutan uji menggunakan menggunakan 
ELISA reader pada panjang gelombang 492 
nm. Absorbansi yang terukur dihitung 
presentase aktivitas inhibisi tirosinase  (Chang 
et al., 2005). 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil Determinasi Tumbuhan 

Daun jambu biji (Psidium guajava L.) 
didapatkan dari Desa Ledug Kecamatan 
Kembaran Kabupaten Banyumas. 
Determinasi tanaman dilakukan untuk 
menetapkan keaslian dari tanaman yang akan 
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digunakan dalam penelitian, determinasi 
dilakukan di Laboratorium Lingkungan 
Fakultas Biologi Universitas Jendral 
Soedirman. Hasil determinasi menunjukkan 
bahwa tanaman yang digunakan adalah benar 
Psidium guajava L dengan reference Sp. PI. 
1:470 (1753). 

Hasil Ekstraksi 

Sampel daun jambu biji (Psidium guajava L 
sebanyak 250 gram yang dimaserasi dengan 
etanol 96% selama 3 hari diperoleh ekstrak 
kental sebanyak 30,52 gram. Hasil persentase 
rendemen daun jambu biji sebanyak 12,2%. 
Rendemen adalah jumlah ekstrak yang 
diperoleh dari hasil ekstraksi suatu bahan 
alam yang dinyatakan dalam persen (%) jika 
semakin tinggi nilai randemen yang diperoleh 
maka semakin besar juga ekstrak yang 
diperoleh (Depkes, 2000) 

 
Tabel 1. Ekstrak daun jambu biji 

Berat Simplisia Berat Ekstrak (g) Rendemen (%) 

250 30,52  12,76 

 
Hasil tersebut sesui dengan penelitian 

ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium 
guajava L.) yang mendapat rendemen 
sebesar 12,76%  (Erlita Miranti, 2021). Hasil 
tersebut juga sesuai dengan farmakope herbal 
indonesia (FHI) edisi II tahun 2017 yaitu 
rendemen pada ekstrak kental daun jambu biji 
tidak kurang dari 12,3%.  

Hasil Skrining Senyawa Flavonoid 

Berdasarkan uji identifikasi senyawa 
flavonoid pada ekstrak etanol daun jambu biji, 
positif mengandung flavonoid dilihat dari hasil 
pengujian dengan pereaksi serbuk Mg + HCl 
pekat menghasilkan warna kuning dimana jika 
suatu sampel mengandung senyawa 
flavonoid maka akan ditandai dengan warna 
kuning hingga merah (Girsang et al., 2019). 
Hasil pengujian flavonoid positif karena terjadi 
perubahan warna kuning yang diakibatkan 
karna adanya reaksi reduksi oleh Mg yang 
dilakukan dalam suasana asam dengan 
penembahan HCl, reduksi dengan 
magnesium dan asam klorida pekat akan 
memberi warna kuning kemerahan (Robinson, 
1995). 

Penambahan HCl bertujuan untuk 
menghidrolisis flavonoid menjadi aglikon 
flavonoid dengan cara menghidrolisis o-
glikosil, glikosil yang terhidrolisis akan 
tergantikan dengan atom H+ dari asam yang 

memiliki sifat kelektronegatifan yang kuat. 
Serbuk Mg yang ditambahkan menghasilkan 
senyawa kompleks yang berwarna merah, ion 
magnesium ini diduga akan berikatan dengan 
senyawa flavonoid yang terdapat pada ekstrak 
sehingga muncul larutan yang berwarna 
merah (Robinson, 1995). 

Hasil tersebut sesuai dengan penelitian 
kulit buah kecombrang yang mendapatkan 
hasil uji identifikasi flavonoid pada kulit buah 
kecombrang menunjukkan terjadinya 
perubahan warna dari coklat pekat menjadi 
kuning (Harti, 2021). Hasil penelitian tersebut 
juga sejalan dengan penelitian kulit batang 
kelor yang menunjukan hasil positif pada 
pengujian kandungan falvonoid pada kulit 
batang kelor yang ditandai dengan adanya 
perubahan warna kuning (Robertino, 2015). 

Hasil Uji Aktivitas Inhibitor Enzim 
Tirosinase Ekstrak Etanol Daun Jambu Biji 
(Psidium guajava L.) 

Hasil persen aktivitas inhibitor tirosinase 

ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium 

guajava L.) 

Pengujian inhibitor enzim tirosinase 
terhadap sampel ekstrak etanol daun jambu 
biji (Psidium guajava L.)  dilakukan dengan 
menggunakan ELISA reader. Metode ini 
digunakan karena relatif sederhana, 
ekonomis, memiliki sensitivitas yang cukup 
tinggi dan menggunakan jumlah sampel yang 
sedikit. Penelitian ini menggunakan enzim 
tirosinase yang disintesis dari jamur dan L-
tirosin sebagai substratnya. Aktivitas inhibitor 
tirosinase ekstrak etanol daun jambu biji  
dibandingkan dengan senyawa asam koja 
yang bereaksi sebagai kontrol positif.  
 

 
Gambar 1 Struktur flavonoid dan melanin 

(Giorgia et al., 2014). 
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Asam koja memiliki tingkat kestabilan yang 
tinggi. Penggunaan asam kojat sebagai 
kontrol positif sangat disarankan sebagai 
pembanding kekuatan penghambatan 
tirosinase yang baik dengan bahan baru yang 
ditemukan, asam koja juga memiliki efek 
inhibisi dan kestabilan paling besar dalam 
produk kosmetik (Kurniasari et al., 2018). 
Larutan blanko tanpa penambahan sempel 
dibuat sebagai pembanding data absorbansi 
antara larutan yang diberi inhibitor dengan 
yang tidak diberi inhibitor enzim tirosinase. 

Prinsip pengujian aktivitas enzim tirosinase 
berdasarkan kemampuan enzim tersebut 
untuk mengkatalisis okidasi L-Tirosin sebagai 
substrat menjadi L-DOPA. Proses oksidasi 
lanjutan terjadi dengan keberadaan enzim 
tirosinase dengan katalisator yang kemudian 
akan mengubah L-DOPA menjadi 
DOPAquinone. Selanjutnya DOPAquinone 
secara spontan akan bertautomerisasi 
menjadi menjadi DOPAchrome yang dapat 
terukur intensitasnya pada panjang 
gelombang 492 nm. DOPAchrome yang 
terbentuk akan terlihat dengan adanya warna 
ungu muda (Afrisusnawati et al., 2019). 

Larutan tirosinase dicampurkan dengan 
substrat L-tirosin maka reaksi oksidatif dimulai 
pada tahap ini dapat menghasilkan 
DOPAchrome yang berwarna ungu muda 
kemudian ditambahkan dengan larutan uji 
ekstrak etanol daun jambu biji yang 
mengandung senyawa flavonoid yang 
memiliki kemampuan untuk menghambat 
enzim tirosinase, larutan berubah dari warna 
ungu muda menjadi  jingga kecoklatan. 
Penambahan sampel dimaksud untuk 
menginhibisi aktivitas enzim tirosinase 
sehingga jumlah dopakrom yang terbentuk 
semakin berkurang ditandai dengan 
perubahan warna jingga kecoklatan. 
Intensitas warna coklat pada larutan tetap 
tinggi dikarnakan penghambatan flavonoid 
pada sampel sangat lemah (Chang, 2012).  

Ekstrak yang memiliki aktivitas inhibitor 
enzim tirosinase akan menurunkan intensitas 
warna coklat sedangkan ekstrak yang tidak 
memiliki aktivitas inhibitor dan kontrol (tanpa 
tambahan ekstrak) memiliki warna keunguan 
(Chang, 2012). Serapan yang diperoleh 
(absorbansi) digunakan untuk mengetahui 
seberapa besar aktivitas ekstrak dalam 
menginhibisi reaksi tirosin. Penghambatan 
aktivitas enzim tirosinase ditunjukkan dengan 
nilai IC50. IC50 merupakan nilai konsentrasi  
inhibitor tirosinase yang dapat menghambat 
50% aktivitas tirosinase. 

Pelarut yang digunakan dalam 
pengenceran untuk deret konsentrasi pada uji 
enzim tirosinase ekstrak etanol daun jambu 
biji (Psidium guajava L.) yaitu DMSO 
(Dimethylsulfoxide). DMSO digunakan 
sebagai pelarut ekstrak karena DMSO 
mempunyai kemampuan untuk melarutkan 
berbagai senyawa, khususnya senyawa 
peptide (senyawa protein) dan mampu 
melarutkan senyawa yang bersifat polar, non 
polar dan semipolar sehingga pelarut DMSO 
merupakan pelarut ekstrak yang baik karna 
tidak memberikan pengaruh dalam aktivitas 
penghambatan (Dina et al., 2015). 
Penggunaan enzim dalam pengujian sangat 
perlu memperhatikan kondisi pH larutan 
sehingga untuk menjaga kondisi pH 
digunakan larutan dapar fosfat dengan pH 6,5. 
Derajat keasaman 6,5 merupakan pH 
optimum pada reaksi katalitis enzim tirosinse 
(Jayantie, 2022). 

Tabel 1. Presentase inhibitor enzim tyrosinase 
ekstrak etanol dan daun jambu biji dengan 

substrat L-tirosin dan asam koja 

Sampel 
Konsentrasi 

(ppm) 
Rata – Rata 
%inhibisi 

Persamaan 
regresi linier 

Ekstrak 
etanol 
daun 
jambu biji 
(Psidium 
guajava 
L.) 

100 3,198 

 
 

y = 0,0825x + 7,4168 
R2 = 0,972 

200 9,164 

300 13,838 

400 22,940 

500 37,577 

Asam 
koja 

6,3625 37,269 

 
 
 

y = 0,0879x + 67,584 
R2 = 0,657 

 

15,725 60,209 

31,25 74,846 

62,5 90,344 

125 98,155 

250 99,446 

500 99,938 

 
Hasil uji aktivitas enzim tirosinase ekstrak 

etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.) 
terhadap persen penghambatan enzim 
tirosinase (% inhibisi) dengan konsentrasi 
100, 200, 300, 400 dan 500 ppm  secara 
berturut - turut adalah 3,198%, 9,164%, 
13,838%, 22,940%, 37,577%.  Nilai 
penghambatan aktivitas enzim tirosinase 
ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium 
guajava L.) konsentrasi 500 ppm merupakan 
konsentrasi tertinggi yang memiliki 
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penghambatan terhadap persen 
penghambatan L-tirosin sebesar 37,577%. 

Adapun hasil %inhibisi terhadap kontrol 
positif yaitu asam koja dengan konsentrasi 
6,3625, 15,725, 31,25, 62,5, 125, 250 dan 500 
ppm secara berturut – turut adalah 37,269%, 
60,209%, 74,846%, 90,344%, 98,155%, 
99,446% dan 99,983%. Asam koja yang 
digunakan sebagai kontrol positif 500 ppm 
merupakan konsentrasi tertinggi yang memiliki 
penghambatan terhadap persen 
penghambatan L-tirosin 99,938%. 
Peningkatan kemampuan inhibisi yang 
dihasilkan, semakin tinggi konsentrasi yang 
digunakan yang ditandai dengan penurunan 
pembentukan dopakrom yang terbentuk serta 
penurunan intensitas warna larutan (Sagala et 
al., 2019). 

Hasil tersebut sejalan dengan penelitian 
aktivitas inhibisi enzim tirosinase ekstrak 
etanol buah gandaria berbanding lurus 
dengan konsentrasi rata- rata persen inhibisi 
berturut turut pada konsentrasi 31,25; 62,5; 
125; 250; 500; 1000 dan 2000 ppm adalah 
13,442; 13,673; 16,667; 21,911; 22,122; 
41,953 dan 47,529%. Nilai penghambatan 
aktivitas enzim tirosinase ekstrak etanol buah 
gandaria konsentrasi 2000 ppm merupakan 
konsentrasi tertinggi yang memiliki 
penghambatan terhadap persen 
penghambatan L-DOPA 47,529%  (Jayantie, 
2022). Hasil diperoleh dari perhitungan nilai 
absorbansi yang dilakukan secara triplo untuk 
setiap konsentrasi. 

Hasil Nilai IC50 Ekstrak Etanol Daun Jambu 
Biji 

Hasil nilai IC50 dari uji aktivitas inhibitor 
enzim tirosinase menunjukkan nilai 
konsentrasi yang dapat menghambat 50% 
aktivitas enzim tirosinase (IC50) yaitu 516 ppm, 
namun penghambatan tirosinase masih lebih 
rendah dibanding asam koja sebagai kontrol 
positif yaitu menunjukkan nilai IC50 sebesar 
200 ppm.  Penggujian asam koja sebgai 
kontrol positif dilakukan untuk memastikan 
bahwa metode yang dipakai adalah benar 
dengan cara membandingkan nilai IC50 yang 
didapat dengan nilai IC50 dari hasil studi 
literatur. 

Nilai IC50 dibawah 100 ppm menunjukan 
potensi penghambatan aktivitas tirosinase 
yang paling kuat, nilai IC50 100-450 ppm 
menunjukkan potensi penghambatan yang 
kurang kuat, dan 450-700 ppm menunjukan 
potensi penghambatan aktivitas tirosinase 
sangat lemah (Batubara et al., 2010). Dapat 

disimpulkan dari data yang diperoleh daun 
jambu biji memiliki potensi sebagai 
penghambatan aktivitas tirosinase yang 
lemah. 

Hasil penelitan tersebut sejalan dengan 
penelitian inhibitor tirosinase jamur mycelium  
berdasarkan hasil penelitian didapatkan nilai 
IC50 sebesar 586,42 ppm yang tergolong 
mempunyai aktivitas inhibitor tirosinase yang 
lemah (Mohammad Nursid, 2019). Sedangkan 
pada penelitian pengujian inhibitor enzim 
tirosinase ekstrak etanol bunga kembang 
sepatu dari hasil penelitian didapatkan nilai 
IC50 sebesar 493,1 ppm yang dapat 
disimpulkan bahwa ekstrak etanol kembang 
sepatu mempunyai aktivitas penghambatan 
tirosinase yang lemah (Nuryanti, 2013) 

Pada penelitian potensi penghambatan 
tirosinase ekstrak etanol daun tomat dilakukan 
pengujian identifikasi flavonoid secara 
kualitatif berdasarkan hasil penelitian ekstrak 
etanol daun tomat positif mengandung 
senyawa flavonoid dan mempunyai potensi 
sebagai penghambat tirosinase dengan nilai 
IC50  78,09 ppm (Afrisusnawati et al., 2019). 

SIMPULAN 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah 

dilakukan dapat disimpulkan bahwa ekstrak 

etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.) 

mempunyai potensi sebagai inhibitor enzim 

tirosinase yang lemah dengan nilai IC50 

sebesar 516 ppm, dibandingkan dengan nilai 

kontrol positif asam koja dengan nilai IC50 

sebesar 200 ppm. 

SARAN 

Sebaiknya dilakukan penelitian lebih lanjut 

seperti pengujian kadar flavonoid total yang 

terkandung dalam daun jambu biji (Psidium 

guajava L.) sebagai pencerah kulit. 
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