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Abstrak

Salah satu cara agar khasiat dan kualitas terjamin, maka perlu dipenuhi suatu standar mutu produk/bahan
obat dengan melakukan standardisasi ekstrak. Ekstrak distandardisasi dengan dua parameter yaitu
parameter spesifik dan non spesifik. Buah ceremai (Phyllanthus acidus) diperkirakan mempunyai aktivitas
inhibitor enzim elastase karena mengandung vitamin C dan flavonoid. Enzim elastase berfungsi dalam
elastisitas kulit. Penelitian ini bertujuan untuk menetapkan standardisasi ekstrak buah ceremai (P. acidus)
dan aktivitas inhibisi enzim elastase. Sampel diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut 70%.
Parameter dalam penentuan standardisasi ekstrak adalah parameter spesifik dan non spesifik. Aktivitas
inhibisi enzim elastase dianalisis dengan metode ELISA menggunakan kontrol positif retinol. Hasil
penentuan standardisasi ekstrak parameter spesifik kadar sari larut air 65,57%, kadar sari larut etanol 27,875.
Parameter non spesifik penetapan kadar air 9,17%, penetapan kadar abu total 5,68%, penetapan kadar abu
yang tidak larut asam 1,5%, penetapan sisa pelarut 0,01%, penetapan cemaran mikroba ALT dan AKK 107,
pemeriksaan logam berat dengan hasil tidak terdeteksi. Hasil skrining fitokimia ekstrak buah ceremai (EBC)
positif mengandung senyawa flavonoid, tanin, saponin, alkaloid, steroid dan fenolik. Aktivitas inhibisi enzim
elastase ekstrak buah ceremai (EBC) menghasilkan rataan nilai 1Cso sebesar 281,09 + 11,3 pg/mL dan retinol
sebagai kontrol positif dengan rataan nilai ICs 23,81 = 0,4 pg/mL. Simpulan penelitian ini ialah berdasarkan
pengujian standardisasi parameter spesifik dan non-spesifik, ekstrak buah ceremai (EBC) memenuhi standar
kualitas bahan baku dan ekstrak buah ceremai (EBC) memiliki aktivitas inhibisi enzim elastase kategori
lemah.

Kata kunci: elastase, Phyllantus acidus, standardisasi ekstrak
Abstract

One way to ensure that efficacy and quality are guaranteed is that a product/medicinal ingredient quality
standard needs to be met by standardizing the extract. Ceremai fruit (Phyllantus acidus) is thought to have
elastase enzyme inhibitor activity because it contains vitamin C and flavonoids. The elastase enzyme
functions in skin elasticity. This research aims to determine the standardization of ceremai fruit extract (P.
acidus) and the inhibitory activity of the elastase enzyme. The sample was extracted using the maceration
method using 70% solvent. Parameters in determining extract standardization are specific and non-specific.
The inhibitory activity of the elastase enzyme was analyzed using the ELISA method. The results of
determining the standardization of extract-specific parameters, the water-soluble essence content was
65.57%, and the ethanol-soluble essence content was 27.875. Non-specific parameters for determining water
content 9.17%, determining total ash content 5.68%, determining acid insoluble ash content 1.5%,
determining residual solvent 0.01%, determining microbial contamination ALT and AKK 10-1, heavy metal
examination with undetectable results. Ceremai fruit extract (EBC) is positive for containing flavonoids,
tannins, saponins, alkaloids, steroids, and phenolic compounds. The elastase enzyme inhibitory activity of
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ceremai fruit extract (EBC) resulted in an average IC50 value of 281.09 + 11,3ug/mL and retinol with an
average 1C50 value of 23.81 £ 0,4 pg/mL. This research concludes that based on standardization testing of
specific and non-specific parameters, ceremai fruit extract meets raw material quality standards and ceremai
fruit extract (EBC) has weak category elastase enzyme inhibitory activity.

Keywords: elastase, Phyllanthus acidus, standardization of extracts

1 Pendahuluan

Indonesia merupakan negara kaya akan
sumber daya hayati yang beraneka ragam dan
bermanfaat. Sumber kekayaan alam di antaranya
berasal dari tumbuh-tumbuhan yang bisa
dimanfaatkan untuk kesehatan dan juga
kecantikan [1]. Penggunaan produk herbal berupa
obat, suplemen maupun kosmetika telah
meningkat baik di negara berkembang maupun
negara maju, sehingga potensi dan peluang
penggunaan produk herbal masih sangat luas [2].
Salah satu cara agar khasiat dan kualitas terjamin,
maka perlu dipenuhi suatu standar mutu
produk/bahan obat  dengan melakukan
standardisasi ekstrak [3]. Ekstrak distandardisasi
dengan dua parameter yaitu parameter spesifik
dan non spesifik [4]. Agar khasiat dan kualitas
ekstrak buah ceremai (Phyllantus acidus) ini
dapat terjamin, maka perlu dipenuhi suatu
standar mutu produk/bahan ekstrak dengan
melakukan standardisasi ekstrak.

Ceremai adalah tumbuhan termasuk genus
Phyllanthus yang merupakan genus terbesar dari
Phyllanthaceae, dengan 1270 spesies [5]. Secara
farmakologis P. acidus digunakan sebagai
antimikroba [6], antibakteri [7], antiinflamasi,
antikanker [8], antidiabetes [9], dan antioksidan
[10-12]. Ekstrak etanol buah P.acidus ditemukan
kandungan total fenolik dan total flavonoid setara
dengan 3,19 mg gallic acid equivalent (GAE/qQ)
dan 2,58 mg setara dengan quercetin equivalent
(QE/g) dan kandungan vitamin C 102,58 g
AAE/g [13]. Nilai ICsp berdasarkan pada
penghambatan DPPH vyaitu 1Cso 28,26 + 0,39
pg/mL [9]. Ekstrak metanol buah P. acidus
mempunyai aktivitas antioksidan yang kuat
dengan nilai 1Csp 5,96 pg/mL [14]. Hasil
penelitian sebelumnya menunjukkan ekstrak buah
ceremai memiliki aktivitas antioksidan dengan
nilai 1Cso sebesar 76,75 pg/mL (kategori kuat)
[15]. Radiasi UV dapat menyebabkan kerusakan
DNA dan menginduksi stres oksidatif. Faktor ini
meningkatkan sintesis dan aktivitas protease yang
menurunkan Extra Celluler Matrix (ECM), yang
terdiri dari kolagen dan serat elastin [16]. Faktor
Reactive Oxygen Species (ROS) ataupun paparan
sinar UV yang berlebihan akan mempercepat
proses aktivasi enzim elastase yang merupakan
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satu-satunya enzim yang mampu mendegradasi
elastin. ROS mampu menyebabkan penuaan dini
dengan cara menghilangkan elastisitas kulit
sehingga kulit menjadi keriput, kendur, dan
mengalami pigmentasi. Enzim elastase berfungsi
dalam elastisitas kulit. Selama proses aging,
elastisitas kulit berkurang oleh enzim elastase
yang menyebabkan kulit kendur [17]. Buah P.
acidus diperkirakan mempunyai aktivitas inhibitor
enzim elastase karena mengandung vitamin C dan
flavonoid seperti dihidrokuersetin, kuersetin dan
mirisetin [18]. Vitamin C banyak dilaporkan
sebagai antioksidan dan agen pencerah. Senyawa
fenolik dan flavonoid adalah golongan metabolit
sekunder yang populer digunakan sebagai
antioksidan [19], di mana antioksidan ini dapat
mengurangi atau memperlambat proses aging.
Sumber antioksidan yang terdapat di alam di
antaranya terdapat pada buah ceremai (P. acidus).
Penelitian ini bertujuan untuk menetapkan
standardisasi ekstrak buah ceremai (P. acidus) dan
aktivitas inhibisi enzim elastase dengan
menggunakan ELISA.

2 Metode Penelitian
21 Alat

Alat-alat yang digunakan adalah alat gelas
laboratorium, neraca analitik, rotary evaporator
(IKA RV 10, Germany), dehidrator (Kriss),
multiwell plate reader (ELISA) (Bio-Rad).

2.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah buah ceremai (P. acidus)
berdasarkan hasil determinasi dengan Nomor B-
1194/1PH.3./KS/X/2020, akuades, etanol 70%,
DMSO, buffer HEPES, NaCl, Tween, Enzim
Neutrophil elastase, substrat (MeOSuc-Ala-Ala-
Pro-Val- pNA, 100 uM).

2.3 Prosedur Kerja
2.3.1 Ekstraksi

Sejumlah 1000 g serbuk simpilisa diekstraksi
secara maserasi dengan pelarut etanol 70%
sebanyak 1000 mL selama 3 x 24 jam. Maserat
yang terkumpul dipekatkan dengan rotary
evaporator pada suhu 40°C .
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Pemeriksaan parameter mutu ekstrak [1]
Parameter Spesifik
Organoleptik
Pemeriksaan organoleptik terhadap ekstrak
dilakukan menggunakan panca indera dengan
mengamati bentuk, konsistensi, bau, rasa dan
warna dari ekstrak.
Penetapan kadar senyawa terlarut dalam
etanol
Sebanyak 5 g ekstrak dimaserasi selama 24
jam dengan 100 mL etanol 96%, kocok
selama 6 jam pertama dan didiamkan 18 jam
berikutnya. Saring secara cepat, untuk
menghindari penguapan etanol, kemudian
uapkan 20 mL filtrat hingga kering dalam
cawan dangkal. Panaskan residu pada suhu
105°C hingga bobot tetap. Hitung kadar
dalam persen.
Penetapan kadar senyawa terlarut dalam air
Sebanyak 5 g ekstrak dimaserasi selama 24
jam dengan 100 mL air - kloroform, dikocok
selama 6 jam pertama dan didiamkan 18 jam
berikutnya. Kemudian estrak disaring,
uapkan 20 mL filtrat hingga kering dalam
cawan, panaskan residu pada suhu 105°C
hingga bobot tetap. Hitung kadar dalam
persen.
Parameter non spesifik
Penetapan kadar air
Sebanyak 50 mg ekstrak ditetapkan kadar
airnya dengan menggunakan  metode
titrimeter Karl Fischer. Prinsip penetapannya
yaitu sampel dititrasi dengan larutan iodin
dalam metanol. Konsentrasi air dalam contoh
dapat ditetapkan secara elektrometrik.
Penetapan kadar abu total
Abu didihkan dengan 25 mL asam sulfat
encer selama 5 menit, kumpulkan bagian
yang tidak larut dalam asam, saring
menggunakan kertas saring bebas abu, cuci
dengan air panas, pijarkan hingga bobot
tetap, kemudian timbang dan hitung.
Penetapan sisa pelarut
Percobaan ini ditetapkan menggunakan
metode  kromatografi ~ Gas-Cair.  Alat
dilengkapi dengan detektor ionisasi nyala dan
kolom kaca 1,8 m x 4 mm berisi fase diam
dengan ukuran partikel 200 mesh hingga 120
mesh yang dialirkan TR-wax.

4)

5)

6)

2.3.2

1)

2)

3)

Penetapan kadar abu yang tidak larut asam
Abu yang sebelumnya diperoleh pada
penetapan kadar abu total, didihkan dengan
25 mL asam sulfat encer selama 5 menit,
kumpulkan bagian yang tidak larut dalam
asam, saring menggunakan krus kertas saring
bebas abu, cuci dengan air panas, pijarkan
hingga bobot tetap, kemudian timbang.
Penetapan cemaran mikroba
Percobaan dilakukan dengan metode media
agar padat (Angka Lempeng Total dan Angka
Kapang Khamir).
Uji logam berat
Sebanyak 0,5 g ekstrak dimasukkan ke dalam
labu Erlemmeyer, lalu ditambahkan HNO; P
dan H;O, 30 %. Kemudian destruksi dan
diamkan pada suhu kamar, pindahkan ke
dalam labu ukur 50 mL dan tambahkan
akuades sampai tanda batas. Standar jika
larutan keruh, kemudian masukan ke dalam
tabung reaksi. Lakukan pengukuran larutan
uji menggunakan ICP-OES hitung kadar
Pb,Cd dan Hg.

Skrining Fitokimia [2]
Uji senyawa Flavonoid
Sebanyak 0,1 gram ekstrak ditambahkan 10
ml air panas kemudian disaring. Sebanyak 10
ml filtrat ditambahkan 0,5 g serbuk Mg, 1 ml
HCI pekat, dan 1 ml amil alkohol. Uji positif
terhadap  flavonoid ditandai  dengan
munculnya warna merah, kuning atau jingga
pada lapisan amil alkohol.
Senyawa saponin
Sebanyak 0,5 g ekstrak dimasukkan ke dalam
tabung reaksi kemudian ditambahkan 1 mL
aquadest hangat kemudian digojog kuat
selama * 1 menit. Terdapatnya saponin
ditandai dengan terbentuknya buih yang
mantap setinggi 1 hingga 10 cm. Pada
penambahan 1 tetes asam klorida 2 N buih
tidak hilang.
Uji senyawa tanin
Sebanyak 0,5 g ekstrak ditimbang dan
dimasukkan ke dalam gelas kimia, lalu
ditambahkan 50 mL air panas kemudian aduk
dan saring. Filtrat dibagi ke dalam 3 tabung
reaksi dan masing-masing ditambahkan 10
tetes FeClI3 1%. Apabila terbentuk warna biru
tua atau hitam kehijauan menunjukkan
adanya tanin.
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4) Uji steroid dan terpenoid
Sampel disari dengan eter, kemudian sari eter
diuapkan hingga kering. Pada residu ditetesi
larutan  pereaksi  Lieberman-Burchard.
Terbentuknya warna ungu menunjukkan
senyawa kelompok triterpenoid, bila
terbentuk warna hijau-biru menunjukkan
adanya senyawa kelompok steroid.

5) Uji senyawa fenolik
Sebanyak 1 gram sampel diekstrak dengan 20
mL etanol 70%. Ekstrak sebanyak 1 mL
kemudian ditambahkan 2 tetes larutan FeCls
5%. Pembentukan warna hijau atau hijau biru
menunjukkan senyawa fenol dalam bahan.

6) Uji senyawa alkaloid
Sebanyak 0,5 g ekstrak, ditambahkan 2 mL
HCI 2N dan 18 mL akuades, panaskan selama
2 menit, dinginkan, lalu saring. Kemudian
filtratnya dibagi ke dalam 6 tabung reaksi,
tiga tabung tambahkan pereaksi Mayer 20
tetes dan tiga tabung lainnya ditambahkan
pereaksi Wagner sebanyak 10 tetes. Apabila
terbentuk endapan maka sampel tersebut
mengandung alkaloid, dengan pereaksi
Mayer terbentuk endapan putih atau kuning
dan dengan pereaksi Wagner terbentuk
endapan warna coklat

2.3.4 Uji Inhibisi Enzim Elastase

Pengujian elastase mengikuti metode
Desmiaty dkk [20] dan Nur dkk [21] dengan
modifikasi. Untuk pengujian inhibisi
elastase, sampel ditimbang sebanyak 1 g
dilarutkan dalam DMSO 100 mL, larutan
stok ekstrak 10.000 ppm, kemudian 20 pL
larutan sampel diencerkan dengan 65 pL
larutan buffer (10 mM HEPES, 50 mM NacCl
dan 0,05 % Tween 20 dalam DMSOQ) dalam
mikroplate 96 well. Sampel diuji dari
konsenterasi 31,25-2000 ppm. 85 uL larutan
buffer sebagai blanko (kontrol negatif).
Enzim Neutrophil elastase (2,2 pU/uL)
ditambahkan ke dalam larutan sampel,
larutan kontrol negatif dan inhibitor kontrol
sebanyak 10 pL. Diinkubasi selama 10 menit
pada suhu 25°C dan selanjutnya ditambahkan
5 uL substrat (MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-
pNA, 100 uM) pada setiap well kemudian
diinkubasi kembali pada suhu 25°C selama
20 menit. Densitas optikal lubang 96-well
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micro plate diukur pada panjang gelombang
401 nm dengan menggunakan multi-well
plate reader (ELISA). Persentase aktivitas
penghambatan elastase (A) dari setiap sampel
dihitung dari selisin nilai optical density
(OD) ekstrak dan blanko menggunakan
persamaan 1.

oD -0D
A (%) — blanko ekstrak % 100%
ODplanko

3 Hasil dan Diskusi
3.1 Hasil ekstraksi buah ceremai

Tabel 1. Hasil Ekstraksi Buah Ceremai

Berat Bobot
Pelarut Rendemen
sampel (%) Ekstrak (%)
(9) kental (g)
Etanol
17,600 70 % 299,9 29,99

Ekstraksi buah cermai menggunakan metode
maserasi dengan pelarut etanol 70% sebanyak
1000 mL dan simplisia 1000 g. Metode maserasi
dipilin karena digunakan untuk mengekstrak
sampel vyang relatif tidak tahan panas,
menggunakan etanol 70% karena sifatnya lebih
polar sehingga diharapkan dapat menarik semua
senyawa yang bersifat polar [22]. Pemekatan
dilakukan dengan menggunakan vacuum rotary
evaporator pada suhu 40°C dengan putaran 60
rpm, tujuannya adalah agar golongan senyawa
yang ada pada sampel tidak mudah rusak [23].
Hasil dari pembuatan ekstrak kental dapat dilihat
pada (Tabel 1). Persen rendemen yang didapatkan
EBC sebesar 29,99 %. Senyawa metabolit
sekunder yang terdapat pada EBC lebih banyak
tersari dalam pelarut. Berdasarkan penelitian,
ekstrak etanol 96% buah ceremai menghasilkan
persen rendemen sebesar 7,717% [24].

3.2 Hasil standardisasi ekstrak buah ceremai
(EBC)

a. Parameter spesifik

Pemeriksaan  organoleptik ~ merupakan
identifikasi awal dari parameter spesifik dengan
menggunakan panca indera untuk menentukan
bau, rasa, warna dan bentuk dari ekstrak buah
cermai. Hasil pemeriksaan ekstrak secara
organoleptis ditunjukkan pada Tabel 2 Hasil
pemeriksaan menunjukkan ekstrak buah ceremai
memiliki bentuk yang kental, aroma khas asam
ceremai, berwarna coklat.
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Tabel 2. Hasil Uji Parameter Spesifik

No Parameter uji Hasil
1 Organoleptis
Bentuk Kental
Warna Coklat
Bau Khas asam
Rasa Asam
2 Kadar sari larut air 65,57%
3 Kadar sari larut etanol 27.87%

b. Parameter non spesifik

Penetapan kadar sari larut dalam air bertujuan
untuk memberikan gambaran awal jumlah
kandungan senyawa kimia bersifat polar yang
dapat diekstraksi. Prinsip kerja pada penetapan ini
adalah melarutkan ekstrak dengan pelarut air
untuk ditentukan jumlah senyawa kandungan
dengan metode gravimetri yang didasarkan pada
pengukuran berat pada endapan ekstrak yang
dihasilkan. Hasil rata-rata yang diperoleh dalam

ekstrak buah cermai sebesar 65,57%. Penetapan
kadar sari larut etanol bertujuan untuk mengetahui
kadar senyawa vyang larut dalam etanol.
Banyaknya senyawa aktif pada ekstrak yang larut
dalam etanol disebabkan sifat dari ikatan pada
etanol yang dapat menyari senyawa aktif dengan
berbagai perbedaan kepolaran. Hasil rata-rata
yang diperoleh dari ekstrak buah ceremai adalah
27,87%.

Pengujian kadar air digunakan untuk
mengukur kandungan air yang berada di dalam
ekstrak dengan tujuan memberikan batasan
minimal atau rentang besarnya kandungan air
dalam suatu ekstrak [25]. Berdasarkan hasil
pengujian kadar air yang diperoleh EBC sebesar
9,17% dimana syarat mutu dari kadar air ini yaitu
<10%. Dari hasil pengujian kadar air telah
memenuhi persyaratan. Jika kandungan air tinggi
akan menyebabkan pertumbuhan kapang dan
jamur pada ekstrak.

Tabel 3. Hasil Uji Parameter Non Spesifik

No Parameter uji Hasil Persyaratan
1  Penetapan kadar air 9,17% (£10%) [26]
2 Penetapan kadar abu total 4,68% (£10%) [27]
3 Penetapan kadar abu yang tidak larut asam 1,5% (£10%) [27]
4 Penetapan sisa pelarut 0,01% (£ 1%) [28]
Penetapan cemaran mikroba
5 ALT 1071 < 106cfu/g [26]
AKK 1071 < 104cfu/g [26]
6  Pemeriksaan logam berat
Arsen (As) TD <5 mg/kg [26]
Timbal (Pb) TD <10 mg/kg [26]
Kadnium (Cd) TD <0,3 mg/kg [26]
Keterangan :

TD : Tidak terdeteksi

Pengukuran kadar abu total dimaksudkan
untuk mengukur semua abu yang terbentuk setelah
proses perabuan. Abu yang terbentuk terdiri dari
abu fisiologi yang merupakan abu yang berasal
dari jaringan tanaman yang dianalisis dan abu
nonfisiologi yang berasal dari residu eksternal,
misalnya pasir, tanah, atau debu yang melekat
pada permukaan tanaman [29]. Penetapan kadar
abu total dilakukan untuk menentukan persentase
kandungan mineral internal dan eksternal yang
berasal dari proses pembentukan simplisia sampai
terbentuknya ekstrak kental. Semakin tinggi kadar
abu total maka kandungan mineral di dalam
ekstrak semakin banyak. Kandungan mineral
dalam suatu bahan dapat berupa garam-garam
organik dari asetat, oksalat, pektat, asam malat dan
garam-garam anorganik dari logam alkali, klorida,

karbonat, fosfat dan sulfat nitrat. Mineral juga
dapat berasal dari garam kompleks yang bersifat
organis [30].

Hasil yang diperoleh dari uji kadar abu yaitu
EBC sebesar 4,86% Dari hasil menunjukkan
bahwa EBC telah memenuhi persyaratan dari
standar kadar abu total. Abu tidak larut asam
merupakan residu abu yang diperoleh setelah total
abu didihkan dengan asam Kklorida, sehingga
menghasilkan bagian yang tidak larut [29]. Kadar
abu tidak larut asam dapat mengevaluasi ekstrak
terhadap kontaminasi mineral eksternal yang
berasal dari luar seperti tanah dan pasir. Kadar abu
dari suatu bahan menunjukkan kadar mineral,
kemurnian serta tingkat kebersihan dalam proses
pengolahan suatu produk [31]. Semakin tinggi
kadar abu tidak larut asam menunjukkan adanya



Ernawati, E. E., et al./J. Kartika Kimia, November 2023, 6, (2), XXX-XXX

kandungan mineral baik organik/anorganik, serta
kandungan silikat yang berasal dari tanah atau
pasir, bahkan unsur logam perak, timbal maupun
merkuri akibat kontaminan lingkungan sekitar
yang diperlukan uji lebih lanjut untuk
mengetahuinya [32].

Hasil data pengujian kadar abu yang tidak
larut asam pada EBC diperoleh 1,59%. Pengujian
sisa pelarut bertujuan untuk memberikan jaminan
bahwa selama proses tidak meninggalkan sisa
pelarut yang seharusnya tidak boleh ada atau
menunjukkan jumlah pelarut etanol sesuai dengan
persyaratan, dan nilai yang dihasilkan
menunjukkan tingkat kemurnian suatu sampel
[33]. Dari hasil penetapan kadar etanol dalam
ekstrak diperoleh kadar etanol 0,01% pada EBC
hasil pemeriksaan tersebut memenuhi persyaratan
batas maksimum sisa pelarut dalam etanol, yaitu <
1%. Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak yang
diperoleh dapat digunakan sebagai bahan baku
sediaan karena mengandung kadar etanol yang
rendah [34].

Pengujian cemaran mikroba termasuk salah
satu uji untuk syarat kemurnian ekstrak. Uji ini
mencakup penentuan jumlah mikroorganisme
yang diperbolehkan dan untuk menunjukkan tidak
adanya bakteri tertentu dalam ekstrak [35]. Uji
angka lempeng total merupakan metode
kuantitatif yang digunakan untuk mengetahui
jumlah mikroba pada suatu sampel [36]. Data
hasil pengamatan uji ALT dan AKK dapat dilihat
pada (Tabel 3) EBC menunjukkan tidak terdapat
koloni pada cawan pengenceran terendah yaitu
101 cfu/g. Hasil tersebut memenuhi persyaratan
untuk cemaran mikroba angka lempeng total <108
cfu/g, dan angka kapang khamir <104 cfu/g.

Logam berat adalah logam-logam yang
memiliki densitas spesifik lebih dari 5 g/cm?.
Cemaran logam berat seperti timbal, arsen, dan
merkuri pada bahan baku ekstrak sangat
berbahaya karena dapat menyebabkan keracunan
di dalam tubuh bila melebihi batas yang
ditentukan. Hasil pemeriksaan cemaran logam
berat ditunjukkan pada Tabel 3. Hasil data
cemaran logam pada EBC tidak terdeteksi artinya
memenuhi persyaratan kadar logam berat. Hal ini
menunjukkan bahwa ekstrak aman digunakan
sebagai bahan baku [31]. Penentuan kandungan
logam timbal (Pb) dan kadmium (Cd) pada ekstrak
berguna untuk dapat menjamin bahwa ekstrak
tidak mengandung Pb dan Cd melebihi batas yang
ditetapkan karena dapat bersifat toksik terhadap
tubuh.

150 z;éi

3.3 Hasil Uji Skrining Fitokimia
Tabel 4. Data Hasil Uji Skrining Fitokimia

Pengujian Pereaksi Pengamatan  Hasil
Lempeng Lapisan warna
Flavonoid Mg+HCl+ jingga pada ++
Amil alkohol amil alkohol
Tanin FeCl; Hl‘t'am ++
kehijauan
Saponin H,O + HCI Timbul buih +
. Mayer Endapan putih +
Alkaloid Wagner Endapan merah +
Asetat Larutan
Steroid anhidrat+ berwarna hijau ++
H>S0O4 pekat
Fenolik FeCl; Hijau biru ++
Keterangan :

+ Hasil menunjukkan positif
++ Hasil menunjukkan positif sangat kuat

Berdasarkan hasil pengamatan bahwa EBC
mengandung senyawa metabolit sekunder yaitu
flavonoid, tanin, saponin, alkaloid, steroid dan
fenolik. Hasil uji flavonoid menunjukkan positif
karena pengujian warna jingga pada lapisan amil
alkohol. Penambahan Mg dan HCI pekat dalam
metode identifikasi flavonoid berfungsi untuk
mereduksi inti benzopiron yang terdapat pada
struktur flavonoid sehingga terjadi pembentukan
garam flavilium [37]. EBC menunjukkan hasil
positif tanin karena menghasilkan warna hijau
kehitaman. Terbentuknya warna hijau kehitaman
pada sampel setelah dilakukan penambahan FeCls;
kemungkinan senyawa tanin akan membentuk
kompleks ion Fe** [38]. Kandungan saponin pada
EBC menunjukkan hasil positif ditandai dengan
terbentuknya buih yang stabil. Timbulnya busa
pada uji saponin menunjukkan adanya glikosida
yang mempunyai kemampuan membentuk buih
dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan
senyawa lainnya Penambahan HCI 2 N bertujuan
untuk menambah kepolaran sehingga gugus
hidrofil akan berikatan lebih stabil dan buih yang
terbentuk  menjadi  stabil  [39].  ekstrak
menggunakan HCI pekat dan potongan pita
magnesium menghasilkan warna jingga pada
lapisan amil alkohol. Penambahan Mg dan HCI
pekat dalam metode identifikasi flavonoid
berfungsi untuk mereduksi inti benzopiron yang
terdapat pada struktur flavonoid sehingga terjadi
pembentukan garam flavilium 35 [35]. EBC
menunjukkan  hasil  positif tanin  karena
menghasilkan warna hijau kehitaman.
Terbentuknya warna hijau kehitaman pada sampel
setelah dilakukan penambahan FeCls;
kemungkinan senyawa tanin akan membentuk
kompleks ion Fe®*" [38]. Kandungan saponin pada
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EBC menunjukkan hasil positif ditandai dengan
terbentuknya buih yang stabil. Timbulnya busa
pada uji saponin menunjukkan adanya glikosida
yang mempunyai kemampuan membentuk buih
dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan
senyawa lainnya Penambahan HCI 2 N bertujuan
untuk menambah kepolaran sehingga gugus
hidrofil akan berikatan lebih stabil dan buih yang
terbentuk menjadi stabil [39].

Pada uji alkaloid EBC menggunakan dua
jenis pereaksi yaitu pereaksi Mayer dan Wagner.
Alkaloid merupakan senyawa yang mengandung
satu atau lebih atom nitrogen yang biasanya dalam
bentuk gabungan, sebagian adalah bagian dari
sistem siklik. Hasil pengujian EBC menunjukkan
positif alkaloid, ada endapan yang terbentuk pada
pereaksi Mayer merupakan kalium-alkaloid,
karena senyawa alkaloid mengandung atom
nitrogen yang mempunyai pasangan elektron
bebas sehingga dapat digunakan untuk
membentuk ikatan kovalen koordinat dengan ion
logam. Nitrogen pada alkaloid akan bereaksi
dengan ion logam K* dari  kalium
tetraiodomerkurat  (I1) membentuk kompleks
kalium-alkaloid yang mengendap [40]. Hasil
positif alkaloid pada uji Wagner ditandai dengan
terbentuknya endapan coklat. Diperkirakan
endapan tersebut adalah kalium alkaloid. Pada
pembuatan pereaksi Wagner, iodin bereaksi
dengan ion I dari kalium iodida menghasilkan ion
Is yang berwarna coklat. Pada uji Wagner, ion
logam K* membentuk ikatan kovalen koordinat
dengan nitrogen pada alkaloid membentuk
kompleks kalium alkaloid yang mengendap [41]
Identifikasi senyawa triterpenoid dan steroid pada
EBC didasarkan pada kemampuan senyawa
triterpenoid membentuk warna oleh H.SO4 dalam
pelarut asam asetat anhidrid. Pada uji
steroid/triterpenoid diperoleh hasil yang positif
steroid pada EBC, dengan terbentuknya larutan
yang berwarna hijau pekat. Warna yang terbentuk
disebabkan gugus OH pada steroid bereaksi
dengan pereaksi Liebermann-Burchard dan
meningkatkan  ketidakjenuhan dalam batas
penyatuan cincin [41]. Identifikasi senyawa
fenolik dilakukan dengan mereaksikan EBC
dengan FeCls sehingga menimbulkan warna hijau
kehitaman yang merupakan senyawa kompleks
polifenol dengan atom pusatnya yaitu Fe.

3.4 Hasil uji enzim elastase

Pada pengujian inhibisi enzim elastase
metode yang digunakan adalah dengan mengamati
reaksi yang terjadi antara enzim elastase dan
substrat  (MeOSuc-AAPV-pNA). Terjadinya

perubahan warna kuning merupakan indikator
terjadinya reaksi inhibisi enzim elastase [30].
Semakin tinggi kemampuan sampel untuk
menghambat aktivitas elastase maka MeOSuc-
AAPV-pNA vyang terbentuk akan semakin
rendah terlihat pada warna yang dihasilkan yaitu
warna yang agak kuning / bening [42]. Mekanisme
penghambatan enzim elastase oleh sampel diamati
dengan mengukur serapan pada panjang
gelombang 401 nm menggunakan ELISA
(Enzyme Linked Immunosorbent Assay) [20].

Tabel 5. Data Hasil Inhibisi Enzim Elastase

Nilai Rataan
Sampel Pengujian IC Nilai ICsg
Y (pgml)
1 23,68
Retinol 2 2327 23(’)8 i *
3 24,50 ’
1 269,68
EBC 2 28123 28111039 *
3 292,38 ’

Retinol digunakan sebagai kontrol positif
karena memiliki efek antioksidan dan digunakan
sebagai senyawa anti aging [43]. Retinol
merangsang aktivitas fibroblas untuk mensintesis
serat kolagen, memperbaiki elastisitas kulit
dengan menghilangkan serat elastin yang
terdegenerasi. Retinol dikenal sebagai molekul
yang memperbaiki tekstur kulit, dispigmentasi,
kekeringan, dan garis-garis halus. Konsentrasi
retinol dalam produk kosmetik adalah antara
0,0015% dan 0,3%. Efek iritasi retinol dan
ketidakstabilannya adalah faktor —pembatas
penggunaannya dalam produk kosmetik [44].
Pada Tabel 4 EBC menunjukkan penghambatan
elastase yang menghasilkan nilai 1Cso sebesar
281,09 pg/mL . Hal ini diduga karena di dalam
EBC memiliki senyawa seperti fenolik, vitamin
C, alkaloid, tanin, seskuiterpen dan flavonoid
yang dapat bekerja sinergis menghambat aktivitas
enzim elastase [13]. Buah P. acidus juga
dilaporkan mengandung senyawa asam glikolat
dan asam sitrat yang termasuk ke dalam golongan
senyawa AHA (Alpha Hydroxy Acid) [45]. AHA
dapat mengurangi proses penuaan dengan cara
meningkatkan sintesis glikosaminoglikan dan
sebagai exfoliator yang berfungsi untuk
mengangkat tumpukkan sel kulit mati pada
permukaan kulit. Dengan demikian jika
dibandingkan dengan kontrol positif (retinol)
dengan nilai ICso yang dihasilkan sebesar 23,81
png/mL dapat disimpulkan bahwa EBC memiliki
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aktivitas penghambatan elastase yang lebih rendah
dibandingkan dengan kontrol positif.

4  Kesimpulan

Penentuan standardisasi ekstrak parameter
spesifik kadar sari larut air 65,57%, kadar sari
larut etanol 27,875. Parameter non spesifik
penetapan kadar air 9,17%, penetapan kadar abu
total 5,68%, penetapan kadar abu yang tidak larut
asam 1,5%, penetapan sisa pelarut 0,01%,
penetapan cemaran mikroba ALT dan AKK 10-1
pemeriksaan logam berat dengan hasil tidak
terdeteksi. Hasil skrining fitokimia ekstrak buah
ceremai (EBC) positif mengandung senyawa
flavonoid, tanin, saponin, alkaloid, steroid dan
fenolik. Aktivitas inhibisi enzim elastase ekstrak
buah ceremai (EBC) menghasilkan rataan nilai
ICso sebesar 281,09 + 11,3 pg/mL dan retinol
sebagai kontrol positif dengan rataan nilai 1Csg
23,81 £ 0,4 pg/mL. Simpulan penelitian ini ialah
berdasarkan pengujian standardisasi parameter
spesifik dan non-spesifik, ekstrak buah ceremai
(EBC) memenuhi standar kualitas bahan baku dan
ekstrak buah ceremai (EBC) memiliki aktivitas
inhibisi enzim elastase kategori lemah.
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