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RINGKASAN

SHALINA SEBAYANG. Aktivitas Penghambatan Jalur Tirosinase dari
Ekstrak Etil Asetat Biji Alpukat (Persea americana Mill.) pada Mouse Melanoma
BI6F10 Cell-Line Secara In-Vitro. Dibimbing oleh BAMBANG PONTJO
PRIOSOERYANTO, IETJE WIENTARSIH, dan RAENDI RAYENDRA.

Bahan pemutih buatan yang tersedia di pasaran dapat menyebabkan
kerusakan pada melanosit, oleh sebab itu, diperlukan bahan pemutih kulit yang
aman dan berasal dari alam. Biji alpukat (Persea americana Mill.) sering kali
dibuang begitu saja namun memiliki banyak manfaat bagi kesehatan. Skrining
fitokimia dari biji alpukat menunjukkan adanya kandungan metabolit sekunder
berupa flavonoid, saponin, dan steroid dan memiliki kapasitas antioksidan yang
tergolong kuat. Salah satu senyawa dalam biji alpukat adalah katekin yang dapat
berfungsi sebagai anti melanogenesis sehingga dapat dimanfaatkan sebagai agen
pemutih kulit.

Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi senyawa aktif, menentukan
dosis non toksik, menentukan dosis terbaik yang dapat digunakan untuk
menurunkan produksi melanin, dan mengidentifikasi jalur hambat tirosinase di
tingkat molekuler dari ekstrak etil asetat biji alpukat (EBA) pada kultur mouse
melanoma B16F 10 cell-line. Bahan penelitian yang digunakan adalah simplisia biji
alpukat yang diperoleh dari Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat
(BALITRO) Bogor. Penelitian ini diawali dengan membuat EBA, lalu dilakukan
pemeriksaan fitokimia untuk menentukan senyawa yang ada pada EBA, menilai
kekuatan antioksidan dengan menggunakan metode 2,2-Diphennyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) dan kandungan catechin (CH) diuji dengan pemeriksaan
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Uji aktivitas penghambatan
tirosinase dan inhibisi biosintesis melanin dengan menggunakan 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX) sebagai pemicu terbentuknya melanin dilakukan di mouse
melanoma B16F10 cell line yang sebelumnya dilakukan uji sitotoksitas terlebih
dahulu.

Hasil pemeriksaan fitokimia dari EBA terdeteksi adanya flavonoid, saponin,
dan steroid, hasil uji DPPH EBA didapatkan nilai ICso 89,47+0,73 ppm, sehingga
EBA menunjukkan kapasitas tergolong antioksidan kuat, serta dari pemeriksaan
HPLC didapatkan kandungan CH sebanyak 0,09 mg/g. Viabilitas sel tertinggi dari
EBA didapatkan pada pemberian dengan dosis 0,75 ppm (93,09%) dan viabilitas
terendah yaitu pada dosis 50 ppm (50,61%), pada CH viabilitas tertinggi yaitu pada
dosis 0,375 ppm (95,58%) dan terendah pada dosis 50 ppm (79,88%), sedangkan
HQ viabilitas tertinggi yaitu pada dosis 0,375 ppm (89,86%) dan terendah pada
dosis 50 ppm (42,54%). Konsentrasi maksimum dari EBA untuk mendapatkan
viabilitas 50% (ICso) adalah 50,66 ppm, CH 73,6 ppm, dan HQ 37,22 ppm. Hasil
uji aktivitas tirosinase seluler dalam menghambat oksidasi L-Dopa menunjukkan
bahwa IBMX+EBA 1,5 ppm (44,44%) dan IBMX+EBA 3 ppm (47,15%),
IBMX+CH (0,75 ppm (49,32%), 1,5 ppm (46,88%) dan 3 ppm (50,68))
menunjukkan penurunan persentase dopakuin dalam sel yang signifikan jika
dibandingkan dengan kelompok sel kontrol yaitu sel yang terpapar IBMX (P <0,01,
P <0,05). EBA dapat menggantikan HQ karena EBA memiliki pengaruh yang sama



dengan HQ terhadap sel yang hanya terpapar oleh IBMX tanpa menimbulkan
sitotoksisitas pada sel. Uji aktivitas inhibisi biosintesis melanin oleh bahan uji
dengan IBMX didapatkan sel yang terpapar IBMX saja menunjukkan peningkatan
indeks melanin yang signifikan dibandingkan dengan sel yang tidak diberikan
perlakuan yaitu 156,98%. Pada pemberian IBMX+EBA 1,5 ppm (62,79%),
IBMX+CH 0,75 ppm (90,7%), dan IBMX+ CH 3 ppm (101,16%) menginduksi
penurunan persentasi melanin yang signifikan dibandingkan dengan sel yang
terpapar IBMX saja. Persentasi indeks melanin IBMX+EBA 3 ppm (147,67%) dan
IBMX+ CH 1,5 ppm (129,07%) tidak memiliki pengaruh yang berbeda terhadap
IBMX. Hasil uji menunjukkan bahwa baik EBA dapat menggantikan HQ
(122,09%) karena dari uji anova EBA 1,5 ppm berpengaruh secara signifikan dalam
menurunkan persentasi indeks melanin dibanding dengan IBMX yang merupakan
pemicu terbentuknya melanin. Pemeriksaan dengan western blot terdeteksi adanya
ekspresi TYRP-1 yang membuktikan adanya peran protein tersebut dalam proses
melanogenesis di tingkat molekuler.

Berdasarkan pengujian in vitro, EBA dapat menggantikan HQ karena
mampu menurunkan sintesis melanin melalui penurunan aktivitas enzim tirosinase
tanpa memiliki efek sitotoksik pada mouse melanoma B16F 10 cell line, sehingga
dapat digunakan sebagai alternatif untuk agen depigmentasi yang berasal dari alam.

Kata kunci:  Ekstrak etil asetat biji alpukat, mouse melanoma B16F10 cell-line,
tirosinase, viabilitas sel



SUMMARY

SHALINA SEBAY ANG. Inhibitory Activity of the Tyrosinase Pathway from Ethyl
Acetate Extract of Avocado Seeds (Persea americana Mill.) on Mouse Melanoma
B16F10 Cell Line In Vitro. Supervised by BAMBANG PONTJO
PRIOSOERYANTO, IETJE WIENTARSIH, and RAENDI RAYENDRA.

Artificial bleaching agents available on the market can cause damage to
melanocytes; therefore, safe and natural skin bleaching agents are needed. Avocado
seeds (Persea americana Mill.) are often thrown away but have many health
benefits. The phytochemical screening of avocado seeds showed the presence of
secondary metabolites in flavonoids, saponins, and steroids, which have a relatively
strong antioxidant capacity. One of the compounds in avocado seeds is catechin,
which can function as an anti-melanogenesis agent and be used as a skin-whitening
agent.

This study aims to identify active compounds, determine non-toxic doses,
determine the best dose that can be used to reduce melanin production and identify
the tyrosinase inhibitory pathway at the molecular level of avocado seed ethyl
acetate extract (EBA) in mouse melanoma B16F10 cell line cultures. The research
material used was avocado seed simplicia obtained from the Bogor Spice and
Medicinal Plants Research Institute (BALITRO). This study began with making
EBA, then a phytochemical examination was carried out to determine the
compounds in EBA, assessing antioxidant strength using the 2,2-Diphennyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) method and catechin (CH) content was tested by High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) examination. The tyrosinase
inhibitory activity test and melanin biosynthesis inhibition using 3-isobutyl-1-
methylxanthine (IBMX) as a trigger for melanin formation was carried out in mouse
melanoma B16F10 cell lines that had previously undergone cytotoxicity tests.

The results of a phytochemical examination of EBA detected flavonoids,
saponins, and steroids; the results of the DPPH EBA test obtained an IC50 value of
89.47 +0.73 ppm, so EBA showed a capacity classified as a potent antioxidant, and
from the HPLC examination, the CH content was obtained as much as 0.09 mg/ g.
The highest cell viability of EBA was obtained at a dose of 0.75 ppm (93.09%), and
the lowest viability was at a dose of 50 ppm (50.61%). In CH, the highest viability
was at a dose of 0.375 ppm (95.58%) and the lowest at a dose of 50 ppm (79.88%),
while the highest HQ viability was at a dose of 0.375 ppm (89.86%) and the lowest
at a dose of 50 ppm (42.54%). The maximum concentration of EBA to obtain 50%
viability (IC50) was 50.66 ppm, CH 73.6 ppm, and HQ 37.22 ppm. The results of
the cellular tyrosinase activity test in inhibiting L-Dopa oxidation showed that
IBMX + EBA 1.5 ppm (44.44%) and IBMX + EBA 3 ppm (47.15%), IBMX + CH
(0.75 ppm (49.32%), 1.5 ppm (46.88%) and 3 ppm (50.68)) showed a significant
decrease in the percentage of dopaquine in cells when compared to the control cell
group, namely cells exposed to IBMX (P < 0.01, P <0.05). EBA can replace HQ
because EBA has the same effect as HQ on cells only exposed to IBMX without
causing cytotoxicity to cells. The test of melanin biosynthesis inhibition activity by
test materials with IBMX showed that cells exposed to IBMX alone showed a
significant increase in melanin index compared to cells that were not treated,



namely 156.98%. The administration of IBMX + EBA 1.5 ppm (62.79%), IBMX +
CH 0.75 ppm (90.7%), and IBMX + CH 3 ppm (101.16%) induced a significant
decrease in melanin percentage compared to cells exposed to IBMX alone. The
percentage of melanin index IBMX + EBA 3 ppm (147.67%) and IBMX + CH 1.5
ppm (129.07%) did not affect IBMX differently. The test results showed that both
EBA could replace HQ (122.09%) because, from the anova test, EBA 1.5 ppm
significantly reduced the percentage of melanin index compared to IBMX, which
triggers melanin formation. Western blot examination detected the expression of
TYRP-1, proving this protein's role in the melanogenesis process at the molecular
level.

Based on in vitro testing, EBA could replace HQ as it effectively reduces
melanin synthesis by inhibiting tyrosinase enzyme activity without exhibiting
cytotoxic effects on the mouse melanoma B16F10 cell line. Therefore, EBA can
potentially be developed as a natural alternative depigmenting agent.

Keywords: Avocado seed ethyl acetate extract, mouse melanoma B16F10 cell-
line, cell viability, tyrosinase
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