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ABSTRAK 

Melanin merupakan pigmen warna pada kulit, rambut, lapisan koroid mata, dan sel-

sel tumor tertentu. Proses pembentukan melanin pada tubuh manusia dapat direduksi 

dengan beberapa mekanisme, seperti antioksidan, inhibitor enzim tirosinase, dan 

aktivitas hormonal. Proses pembentukan melanin atau pigmen pada kulit manusia 

terjadi dengan bantuan biokatalis (enzim) dan sinar ultraviolet (UV) yang terdapat 

dalam matahari. Biokatalis yang berperan dalam reaksi pencoklatan ini adalah 

tirosinase yang dapat ditemukan pada hewan, tumbuhan dan manusia. Proses ekstraksi 

padi hitam menggunakan metanol kemudian dilanjutkan pemisahan menggunakan 

kromatografi kolom. Hasil rendemen fraksi etil asetat diperoleh 3,26 %. Rendemen 

terbesar diperoleh 4,1 mg dengan karakteristik: panjang gelombang maksimum sinar 

UV pada 298 nm, nama senyawa isovanillic acid dan IC50 uji inhibisi tirosinase 

sebesar 107,91 ppm. 

 

Kata kunci: padi hitam, enzim tirosinase, isovanillic acid. 

ABSTRACT 

 

Melanin is a color pigment in the skin, hair, eye choroid layers, and certain tumor 

cells. The process of melanin formation in the human body can reduced by several 

mechanisms, such as antioxidants, tyrosine enzyme inhibitors, and hormonal activity. 

The process of formation of melanin or pigment in human skin occurs with the help of 

biocatalysts (enzymes) and ultraviolet (UV) rays found in the sun. Biocatalysts that 

play a role in this browning reaction are tyrosine which can found in animals, plants 

and humans. The process of extracting black rice using methanol then continued by 

separation using column chromatography. The yield of ethyl acetate fraction was 

3.26%. The highest yield was 4.1 mg with the characteristics: maximum wavelength 

of UV light at 298 nm, the name of the isovanillic acid compound and IC50 tyrosine 

inhibition test of 107.91 ppm 

 

Keywords: black rice, tyrosine enzym, isovanillic acid 
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PENDAHULUAN 

Melanin merupakan pigmen 

warna pada kulit, rambut, lapisan koroid 

mata, dan sel-sel tumor tertentu. Pigmen 

melanin yang diproduksi pada sel 

melanosit terdiri dari dua jenis, yaitu 

eumelanin (pigmen-cokelat hitam), dan 

feomelanin (pigmen kuning-merah). Pada 

keadaan normal produksi pigmen melanin 

stabil, akan tetapi pada keadaan tertentu 

produksi melanin berubah, misalnya 

terkena sinar matahari, perubahan 

hormonal, pengaruh rokok dan alkohol.    

Proses pembentukan melanin 

pada tubuh manusia dapat direduksi 

dengan beberapa mekanisme, seperti 

antioksidan, inhibitor enzim tirosinase, dan 

aktivitas hormonal (Prota and Thomson, 

1976). Proses pembentukan melanin atau 

pigmen pada kulit manusia terjadi dengan 

bantuan biokatalis (enzim) dan sinar 

ultraviolet (UV) yang terdapat dalam 

matahari. Biokatalis yang berperan dalam 

reaksi pencoklatan ini adalah tirosinase 

yang dapat ditemukan pada hewan, 

tumbuhan dan manusia (Chang, 2009). 

Senyawa yang berasal dari bahan 

alam telah dilaporkan dapat menghambat 

enzim tirosinase, seperti senyawa yang 

berasal dari golongan flavonol (kuersetin, 

mirisetin, kaempferol), golongan 

isoflavon, flavanol, kalkon, dan stilbenoid 

(Chang, 2009). Senyawa ini sebagian besar 

diperoleh dari tanaman seperti dari ekstrak 

tumbuhan andalas (Morus macroura) dan 

beberapa spesies Dipterocarpaceae, 

seperti Shorea assamica, S. seminis, 

Vatica umbonata, dan Dryobalanops 

oblongifolia (Hakim et., al, 2008). Dari 

ekstrak kayu Artocarpus incisus dan A. 

heterophyllus diperoleh senyawa 

isoartokarpesin dan kloroforin yang 

memiliki aktivitas inhibisi yang sama 

dengan asam kojat (Supriyanto, 2009), 

sedangkan dari tumbuhan mulberri 

(Broussonetia papyrifera) berhasil 

diisolasi sejumlah senyawa diantaranya 

adalah golongan senyawa flavon, 

kuersetin, flavonol, dan  luteolin (Zhen et., 

al, 2008).       

Padi adalah tanaman serealia 

utama di negara berkembang. Hal ini 

dikonsumsi sebagai makanan pokok oleh 

lebih dari satu-setengah dari populasi 

dunia dan sekitar 95% diproduksi di Asia 

(Zhen et., al, 2008). Meskipun banyak 

dikonsumsi sebagai nasi putih, ada banyak 

kultivar khusus beras yang mengandung 

pigmen warna, seperti beras hitam, beras 

merah dan beras ungu. Nama varian padi 

merujuk pada warna kernel (seperti warna 

hitam, merah atau ungu) yang dibentuk 

dari antosianin pada lapisan beras yang 

berbeda dari pericarp, biji mantel dan 

aleuron (Miyazawa, 2007). 

Padi hitam varian Oryza sativa L. 

indica dari Jepang memiliki biji-bijian 

berwarna gelap ungu (Park et., al, 2008). 

Pigmen antosianin, cyanidin-3-glukosida 

dan peonidin-3-glukosida, diisolasi dari 

tanaman ini. Berbagai senyawa lain, 

seperti asam fenolat, asam ferulat, asam 

vanilat, protocatechuic acid, phenolic ester 

γ-oryzanol acid, asam fitat, dan inositol 

yang ditemukan dari dedak beras beras ini. 

Asam fenolat bertindak sebagai 

antioksidan, radical oxygen scavenger,  

penghambat sitokrom P450 hati, agen 

antibakteri, dan antiinflamasi (Park et., al, 

2008). Pada berasnya mengandung banyak 

protein, berbagai asam amino, dan vitamin. 

Adapun mineral, mengandung lebih 

banyak zat besi dan kalsium. 

Penggunaan lulur beras secara 

tradisonal,  dipercaya oleh masyarakat 

Indonesia dapat memutihkan kulit. Maka, 

kandungan senyawa antioksidan pada 

beras hitam diduga memiliki aktifitas 

pencerah kulit (whiening agent).    

 

METODOLOGI 

Bahan – bahan yang digunakan 

adalah padi hitam yang diperoleh dari 

Sleman Yogyakarta, etanol hasil destilasi, 
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metanol (pa, MERCK), butanol (pa, 

MERCK), heksana (pa, MERCK), 

etilasetat (pa, MERCK), DPPH (1-difenil-

2-pikrilhidrazin, Sigma Aldrich), asam 

askorbat (pa, MERCK), arbutin (pa Sigma 

Aldrich), HCl (pa, MERCK), Na2CO3 (pa, 

MERCK),  air destilasi, air bidestilasi, L 

Tyrosine (pa, MERCK),  Tirosinase 

Enzym (Mushroom,  Sigma Aldric), dan 

larutan buffer fosfat pH 6,8 (MERCK). 

Alat yang digunakan adalah: Oven, 

climatic chamber, timbangan analitik, alat 

tumbuk padi, saringan 2 mm, destilator, 

kuvet, beaker glass, botol gelap, labu ukur, 

stirrer, spektrofotometer UV-Vis 

Shimadzu-1800, GC-MS Agilent, 

Spektrofotometer JEOL 400 Mhz, 

Centrifuge, pH meter, sonicator,  botol 10 

ml, micropipette 1ml, micropipette 500 μl, 

botol Erlenmeyer 250 mL, tabung reaksi, 

pipet gondok, vacuum dryer, labu ukur 

100 ml, stop watch dan inkubator. 

Ekstraksi Perkolasi Simplisia Padi 

Hitam 

Sebanyak 5 kg simplisia padi hitam 

diperkolasi dengan metanol teknis yang 

telah didestilasi, dengan laju 5 ml/menit 

hingga warna filtrate yang dihasilkan tidak 

berwarna. Filtrat dipekatkan dengan 

destilasi vakum dan dilanjutkan pengering 

putar menjadi ekstrak kental. Ekstrak 

kental ini disebut ekstrak metanol. 

Sebanyak 100 gram Ekstrak metanol 

dilarutkan dengan air 1:1 dan disonikasi 

hingga terlihat homogen. Kemudian 

dipartisi  berturut – turut dengan etil asetat. 

Filtrat fraksi dipekatkan dengan pengering 

putar hingga 95 % pelarut hilang. 

Kromatografi Kolom Ekstrak Etil 

Asetat 

Ekstrak pekat etil asetat padi hitam 

ditotolkan pada pelat KLT. Setelah kering, 

langsung dielusi dalam bejana 

kromatografi yang telah dijenuhkan 

dengan uap eluen pengembang. Eluen 

yang digunakan adalah heksana:etil 

asetat:metanol. Sampai diperoleh pola 

pemisahan spot yang terpisah dengan baik. 

Penentuan eluen terbaik dijadikan dasar 

eluen untuk pemisahan di kromatografi 

kolom. Hasil kolom ditampung setiap 5 ml 

hingga semua eluen habis digunakan. 

Sample filtrate dilakukan KLT kembali 

dan pola spot yang mirip digabung jadi 

satu. Hasilnya dikeringkan menggunakan 

pengering putar. Hasil rendemen terbanyak 

dilanjutkan pengujian spektro NMR, dan 

uji inhibisi enzim tirosinase. 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil rendemen dari 100 gram 

ekstrak kental methanol yang dipartisi 

menggunakan air:etil asetat diperoleh 3,26 

gram fraksi etil asetat. Perolehan rendemen 

sangat dipengaruhi akan waktu  tinggal 

pelarut yang bersentuhan dengan sample. 

Lama ekstraksi ini menentukan jumlah 

komponen yang dapat diekstraksi dari 

suatu bahan (Bombardelli, 1991). Semakin 

lama waktu ekstraksi maka kesempatan 

untuk bersentuhan antara bahan baku dan 

pelarut semakin besar, sehingga kelarutan 

komponen bahan aktif dalam larutan 

meningkat, dengan demikian rendemen 

ekstrak juga akan semakin bertambah 

hingga larutan mencapai titik jenuh.  

Pada metode ekstraksi perkolasi, 

kontak antara pelarut dan bahan hanya 

berlangsung singkat, laju ekstraksi 

komponen bahan juga berkurang dan 

kemampuan pelarut untuk melarutkan 

komponen ekstrak dalam bahan hanya 

sedikit. Hal ini ditunjukkan dengan 

sedikitnya rendemen ekstrak yang 

diperoleh yakni: 3,26 %. Meskipun, 

kendala ini dapat diatasi dengan laju filtrat 

1 – 5 ml/menit (Bombardelli, 1991). 

Isolasi Senyawa Fraksi Etil Asetat  

Fraksi Etil Asetat yang diambil 

dengan kode G14 dipreparasi ulang 

dengan melarutkan dalam metanol:etil 

asetat kemudian dilakukan pemanasan 48 
oC hingga terlihat ada butiran Kristal yang 

terbentuk. Kristal yang terbentuk 
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dipisahkan dan dilakukan pencucian 

dengan etil asetat hingga semua pengotor 

hilang. Kemudian dilarutkan dalam 

metanol dan dilakukan identifikasi dengan 

KLT. Hasilnya Nampak bercak spot yang 

berwarna merah muda. Setelah kering 

diperoleh sebanyak 4,1 mg dan dilanjutkan 

identifikasi menggunakan spektro NMR.

 

 
Gambar 1. Spektra H-NMR Kristal Etil Asetat 

G14 pada δ 6,83 – 7,12 

 

 
Gambar 2. Spektra H-NMR Kristal Etil Asetat 

G14 pada δ 3,89 – 4,62 

 

Dari gambar 1 Spektra H-NMR 

Kristal Etil Asetat G14 pada δ 6,83 – 7,12, 

terlihat nilai pergeseran kimia δ, pola 

hidrogen aromatik muncul pada  δ 7.7122 

(1H,dd, J = 1.95; 8,43) berbentuk meta 

dengan δ 7.5785 (1H,d; J = 1.95) dan orto 

dengan δ 6.9560 (1H,d;J = 8.43). 

Sementara pada gambar 2 Spektra H-NMR 

Kristal Etil Asetat G14 pada δ 3,89 – 4,62; 

Gugus metoksi terlihat pada nilai 

pergeseran kimia, δ 3,9584 (3H, s). Gugus 

karboksilat terlihat pada nilai δ 3,9091 

(1H, s). Dari data – data ini dirangkai 

dengan software ChemOffice v10.0 

diperoleh gambar struktur yang diduga dan 

memiliki bobot molekul 168.   

 

O

HO

O

CH3

OH

7.5786; d; J = 1.95

3.9584; s

6.9560; d; J = 8.437.7122; dd; J = 1.95; 8.43

3.9091, s

H

H H

 
Gambar 3. Struktur Fraksi Kristal G14 

 
Gambar 4. Spektra H-COSSY Fraksi G14 

 

Hasil H-COSSY untuk kristal 

fraksi  Etil Asetat G14 ini hanya diperoleh 

informasi bahwa δ 7,7122 bertetangga 

langsung dengan δ 6,9560. Sementara δ 

7,4619 yang bertetangga dengan δ 6,8471 

memiliki integral 0,175 dan 0,535. Nilai 

integral dibawah 1, diduga merupakan 

pengotor yang ikut terdeteksi. Hal yang 

sama terjadi pada δ 6,3179 memiliki 

integral 0,178 yang bertetangga dengan  δ 

7,7122. 

O

HO

O

CH3

OH

6.9560; d; J = 8.437.7122; dd; J = 1.95; 8.43

H

H H

 
Gambar 5. H-COSSY δ 6,9560 dengan δ 7,7122 

 

Informasi struktur ini diperkuat 

dengan hasil analisis GCMS untuk sample 

G14  pada retention time 20,99 menit 

diperoleh struktur isovanillic acid dengan 

luas peak 33,45, kemiripan 97 % dan 

bobot molekul 168. 
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(a) 

 
(b) 

Gambar 6. Spektra GCMS senyawa fraksi Etil 

Asetat G14 (a) dan referensi isovanillic acid (b) 

 

Pada scaning UV sample fraksi Etil 

Asetat G14 yang dilarutkan dalam metanol 

pada konsentrasi 125 μg/ml, lebar kuvet 1 

cm dan 2 ml diperoleh beberapa panjang 

gelombang. Sample kristal G14-K diduga 

masih belum murni, ini terlihat pola 

spektra UV yang terlihat masih melebar. 

Namun, hasil perhitungan manual yang 

mengacu pada silverstein et., al, 2005, 

diperoleh panjang gelombang maksimum 

282 nm. Sementara hasil scanning UV 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

diperoleh panjang gelombang maksimum 

298 nm. Perbedaan ini dimungkinkan 

adanya efek batokrom akibat adanya gugus 

kromofor yang berdekatan (silverstein et., 

al, 2005). 

 

Pengujian Inhibisi Tirosinase 

Inhibitor tirosinase dapat bekerja 

secara kompetitif dan non-kompetitif 

dengan substrat tirosinase, yaitu L-tirosin 

dan L-DOPA. Inhibitor tirosinase yang 

spesifik akan berikatan kovalen dengan 

enzim tirosinase sehingga enzim menjadi 

tidak aktif selama reaksi katalitik 

berlangsung (Chang, 2009). 

Mekanisme reaksi pengujian 

inhibisi tyrosinase digambarkan: 

 
Gambar 7. Reaksi Over all L-Tirosin  

(Chang, 2009) 

 

Kristal Etil Asetat G14 

mengandung senyawa asam 3-hidroksi-4-

metoksi-benzoat atau dikenal sebagai 

isovanillic acid. Miyazawa et. al, 2003 

menyebutkan senyawa ini diduga memiliki 

kemampuan inhibisi tirosinase (Miyazawa 

et., al., 2003 dan Park et., al, 2008). Hal ini 

terbukti dalam pengujian sample ini bahwa 

isovanillic acid memiliki kemampuan 

inhibisi tirosinase mulai konsentrasi 30 

ppm dan terus naik kemampuannya seiring 

naiknya konsentrasi dan nilai IC50 sebesar 

107,91 ppm. 

   

 
Gambar 8. Grafik IC50 sample G14 

 

Tingginya nilai IC50 fraksi etil 

asetat G14 pada pengujian inhibisi enzim 

tirosinase, menunjukkan bahwa senyawa 

isovanilic acid merupakan bioinhibitor 

terhadap enzim tirosinase yang berperan 

pada proses pemutihan kulit. 

 

KESIMPULAN 

1. Rendemen fraksi etil asetat padi hitam 

diperoleh 3,75 gram 

2. Nama senyawa fraksi etil asetat G14 : 

isovanillic acid 
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3. Panjang gelombang maksimum hitung 

282 nm dan alat spektro Uv – Vis: 298 

nm 

4. Hasil uji inhibisi tirosinase diperoleh 

nilai IC50 pada konsentrasi 107,91 ppm 
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