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PEMBUATANNANOEMULSIFRAKSIETIL ASETAT DARIEKTRAK
ETANOL DAUNJAMBU BI1JI (Psidium guajava L) DALAM BENTUK Self-
Nano Emulsifying Drug Delivery System (SNEDDS)

INTISARI

M. ILHAM SETIAWAN
NIM: 16612051

Diantara jenis tumbuhan di Indonesia salah satu penggunaan tanaman obat tradisional yang
digunakan adalah Jambu biji (Psidium guajava. L). Daun jambu biji (Psidium guajava L.) yang
digunakan adalah fraksi semipolarnya, yaitu fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji
(Psidium guajava L.). Tujuan fraksinasi untuk mengelompokkan kandungan senyawa pada
ekstrak yang didasarkan pada kepolaranya. Nanoemulsi adalah sistem transparan atau bening
dengan ukuran globul seragam dan sangat kecil (biasanya dalam kisaran 2-500 nm). Self-
nanoemulsifying drug delivery systems (SNEDDS) merupakan campuran isotropik minyak,
surfaktan, kosurfaktan dan obat yang membentuk nanoemlusi minyak dalam air ketika
diemulsikan dengan air. Konsep dari teknologi ini adalah formulasi antara minyak, surfaktan,
dan kosurfaktan yang mengandung obat. Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah
kromatografi kolom gravitasi. Dari penelitian ini akan memberikan informasi mengenai proses
aktivitas, pembuatan dan kualitas ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.) yang
berbentuk nanoemulsi. Proses ekstraksi daun jambu biji menggunakan metode maserasi dengan
pelarut etanol 96%. Kemudiam berlanjut pada proses fraksinasi menggunakan metode
kromatografi kolom dengan pelarut etil asetat. Hasil analisis LC-MS/MS menunjukan
beberapa senyawa dalam fraksi yaitu senyawa kandidat CssHs2O9, senyawa kandidat
Ca26Ha8015, senyawa kandidat CzsH4009, quercetin dan quercetin-3-O-a-L-arabinopiranosida.
Pembuatan nanopartikel dalam penelitian ini menggunakan metode SNEDDS dengan
perbandingan minyak : surfaktan : ko-surfaktan (30:50:20) serta penambahan fraksi sebanyak
40%, 60% dan 80%. Adapun hasil PSA yang diperoleh yaitu pada formulasi 40% ukuran
partikel 164, 8 nm, formulasi 60% ukuran partikel 341,3 nm, formulasi 80% dengan ukuran
partikel 379,7 nm, juga hasil analisis TEM dimana bentuk morfologi yang belum merata dari
formulasi paling optimal.

Kata kunci: nanoemulsi, etil asetat, SNEDDS



MANUFACTURING NANOEMULSION OFETHIL ACETATE
FRACTION FROM Ethanol Extract of Guava Leaf (Psidium guajavalL) IN
THE FORM of Self-Nano Emulsifying Drug Delivery System (SNEDDS)

ABSTRACT

M. ILHAM SETIAWAN
NIM: 16612051

One of the traditional medicinal plants used among numerous plants in Indonesia is guava
(Psidium guajava L). The part of guava leaf (Psidium guajava L.) that used was the semipolar
fraction, namely the ethyl acetate fraction of the ethanol extract of the guava leaf (Psidium
guajava L.). The purpose of fractionation is to classify the content of compounds in extracts
based on their polarity. Nanoemulsions are transparent or translucent systems with uniform and
very small globule sizes (usually in the 2-500 nm range). Self-nanoemulsifying drug delivery
systems (SNEDDYS) are isotropic mixtures of oils, surfactants, cosurfactants and drugs that form
an oil-in-water nanoemulsion when emulsified with water. The concept of this technology is the
formulation of an oil, surfactant, and cosurfactant containing a drug. The method used in this
research is gravity column chromatography. This research will provide information about the
activity process, manufacture and quality of guava leaf (Psidium guajava L.) ethanol extract in
the form of nanoemulsions. The guava leaf extraction process was carried out by maceration
method using 96% ethanol as solvent. Followed by fractionation by column chromatography
method using ethyl acetate solvent. The results of the analysis by LC-MS/MS showed that the
compounds contained in the fraction were candidate compounds C3sH4209, candidate compounds
C26Ha8015, candidate compounds C3sH00Og, quercetin and quercetin-3-O-a-L-arabinopiranoside.
Manufacture of nanoparticles using the SNEDDS method with a ratio of oil: surfactant: co-
surfactant (30:50:20) and the addition of a fraction of 40%, 60% and 80%. The PSA results
obtained are the 40% formulation with a particle size of 164.8 nm, the 60% formulation with a
particle size of 341.3 nm, the 80% formulation with a particle size of 379.7 nm, also the results
of the TEM analysis where the uneven morphology of the most optimal formulation.

Keyword: nanoemulsion, ethyl acetate, SNEDDS



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Keberlimpahan hayati yang dimiliki oleh Indonesia menjadikan Indonesia negara kaya akan

keenakaragaman hayati didalamnya, ada sekitar 40.000 jenis tumbuhan aerta 1.300 diantaranya
merupakan jenis tumbuhan yang berpotensial untuk dikembangkan sebagai tanaman obat. Saat
ini Trend Back to Nature sedang naik di kalangan masyarakat Indonesia begitu juga dalam dunia
pengobatan alasannya obat yang berasal dari tanaman cenderung lebih mudah didapat, selain itu
relatif murah, serta memiliki efek samping yang relatif rendah (Arnida dkk., 2016). Salah satu
tanaman obat tradisional yang sering digunakan adalah Jambu biji (Psidium guajava. L).Buah
jambu biji (Psidium guajava. L) mempunyai kandungan vitamin C dan fenol yang bisa menjadi
anti oksidan (Gull dkk, 2012). Buah jambu biji (Psidium guajava. L) memiliki kandungan
metabolit sekunder yaitu flavonoid, terpinoid, dan tannin (Rahmawati dkk., 2013). Menurut
Sangi dkk., 2008 buah jambu biji (Psidium guajava. L) juga mengandung metabolit sekunder
lainya yaitu saponin dan alkaloid. Bagian-bagian jambu biji seperti daun, buah, dan bahkan kulit
memiliki potensi penggunaan sebagai agen terapi terhadap kanker (Sato dkk., 2016). Daun
jambu biji (Psidium guajava. L) juga memiliki khasiat seperti antibakteri, antioksidan,
antikanker, anti ulkus (Porwal dkk., 2012).

Daun jambu biji (Psidium guajava L.) yang digunakan adalah fraksi semipolarnya, yaitu
fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.), sehingga diperlukan
maserasi menggunakan pelarut etanol 96% kemudian dilakukan fraksinasi menggunakan fase
gerak etil asetat. Tujuan fraksinasi untuk mengelompokkan kandungan senyawa pada ekstrak
yang didasarkan pada kepolaranya. Sedangkan dipilih fraksi etil asetat karena senyawa pada
fraksi semipolar lebih banyak dari pada fraksi polar dan non polar. Menurut penelitian yang
dilakukan oleh Maharani (2017) menunjukan bahwa fraksi etanolair (polar), etil asetat (semi
polar) dan n-heksana (non polar) daun jambu biji (Psidium guajava L.) memiliki rendemen

sebesar 28,12%, 47% dan 11,38%. Nita (2019) memperoleh fraksi etanol, etil asetat dan n-
heksana daun jambu biji (Psidium guajava L.) sebesar 74,67%, 2,08%, 0,91%.

Bahan aktif yang terdapat pada fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium

guajava L.) diubah dalam sediaan nanopartikel, karena ukuran nano memiliki banyak kelebihan.
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Beberapa kelebihan nanoemulsi adalah kemampuan untuk menembus ruang-ruang antar sel yang
hanya dapat ditembus oleh ukuran partikel koloidal (Buzea dkk., 2007), karena ukurannya yang
nano dapat mengatasi kelarutan zat aktif yang sukar larut, memperbaiki bioavailabilitas yang
buruk, dan memodifikasi sistem penghantaran obat sehingga obat dapat langsung menuju daerah
yang spesifik (Mohanraj dan Chen, 2006). Berdasarkan penelitian Fitria (2017) yang
memformulasikan meloksikam menjadi bentuk sediaan SNEDDS dapat meningkatkan

kelarutanya, dengan waktu emulsifikasi sebesar 20,6 detik, drug loading sebesar 26,52 ppm dan
persen transmitan sebesar 47,86%.

Nanoemulsi adalah sistem transparan atau bening dengan ukuran globul seragam dan sangat
kecil (biasanya dalam kisaran 2-500 nm). Nanoemulsi stabil secara kinetik. Namun karena

memiliki stabilitas jangka panjang (tanpa flokulasi/koalesence) membuat nanoemulsi menjadi
unik dan terkadang disebut mendekati stabilitas termodinamik (Tadros, 2005).

Fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.) diubah dalam sediaan
nanopartikel. Nanopartikel merupakan sistem obat terbaru yang meningkatkan tingkat
pengiriman obat ke reseptor (Anindhita dan Oktaviani, 2016). Di dunia farmasi, formulasi untuk
meningkatkan kemampuan senyawa aktif menembus reseptor sangat dibutuhkan, salah satunya
adalah Self-Nano Emulsifying Drug Delivery System (SNEDDS). Metode ini berguna dalam
peningkatan ketersediaan hayati zat aktif di dalam tubuh, meningkatkan kelarutan, laju disolusi,
serta absorpsi zat aktif dalam tubuh terutama untuk obat-obatan yang memiliki kelarutan rendah
(Anindhita dan Oktaviani, 2016). Adapun keuntungan dari SNEDDS ialah berkemampuan untuk
meningkatkan daya larut obat dalam lumen saluran pencernaan (GI). Nanoemulsi bersifat
transparan, tembus cahaya sistem emulsi serta dispersi minyak air yang stabil dengan lapisan
film surfaktan atau surfaktan molekul, memiliki ukuran tetesan 100 nm - 500 nm (Martien R
dkk., 2017).

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang dari uraian diatas, maka dapat dirimuskan suatu permasalahan

sebagai berikut :



1. Bagaimana pengaruh ukuran nanoemulsi terhadap bentuk morfologi yang paling optimal?

2. Senyawa apa saja yang terkandung dalam fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji

(Psidium Guajava L.)?

3. Bagaimana kualitas nanoemulsi fraski etil asetat yang dihasilkan dari daun jambu biji?

1.3 Tujuan Masalah
1. Mengetahui pengaruh ukuran nanoemulsi terhadap bentuk morfologi yang paling

optimal.

2. Mengetahui senyawa apa saja yang terkandung dalam fraksi etil asetat ekstrak etanol

daun jambu biji (Psidium Guajava L.).

3. Mengetahui kualitas nanoemulsi fraski etil asetat yang dihasilkan dari daun jambu biji.

1.4 Manfaat Penelitian
Dari penelitian ini akan memberikan informasi mengenai proses aktivitas, pembuatan dan
kualitas ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.) yang berbentuk nanoemulsi
serta tahapan-tahapan dalam proses ekstraksi (maserasi) dan juga untuk memanfaatkan

potensi bahan alam daun jambu biji sebagai agrobisnis Indonesia yang melimpah.



BAB II

TINJAUANPUSTAKA

2.1 Nanopartikel

Saat ini, tengah dikembangkan suatu sistem penghantaran obat terbaru yaitu dengan
penggunaan Teknologi Nano sebagai suatu sistem dalam penghantaran obat masa depan. Sediaan
nanopartikel memiliki beberapa kelebihan seperti mampu menembus sel target dengat lebih
cepat dan tepat sasaran. Sediaan nanopartikel sendiri dapat diartikan dengan formulasi suatu
partikel yang terdispersi pada ukuran nanometer atau skala per seribu mikron. Terdapat
perbedaan pendapat dikalangan para ahli mengenai batasan ukuran partikel yang pasti untuk
sistem penghantaran obat. Hal ini dikarenakan adanya perbedaan ukuran nanopartikel pada
sistem penghantaran obat dengan teknologi nanopartikel secara umum. Beberapa sumber
menyebutkan bahwa pada ukuran diameter di bawah 100 nm nanopartikel baru akan
menunjukkan sifat khasnya, namun batasan ini sulit dicapai untuk sistem nanopartikel sebagai
sistem penghantaran obat. Secara umum nanopartikel obat harus mengandung jumlah obat yang
cukup dalam matriks pada tiap butir partikel, sehingg ukurannya akan relatif lebih besar
dibanding nanopartikel non-farmasetik. Meskipun demikian tetap disepakati bahwa nanopartikel
merupakan partikel yang memiliki ukuran di bawah 1 mikron ((Buzea dkk., 2007).

2.2 Daun jambu biji (Psidium Guajava L)

Tumbuhan jambu biji (Psidium guajava L.) merupakan tanaman yang banyak dimanfaatkan
sebagai obat alternative secara tradisional untuk penyakit tertentu seperti diare, luka, dan
penyakit kulit(Kamanth et al. 2008). Saat ini sudah banyak penelitian pengujian aktivitas daun
jambu biji dilakukan yaitu sebagai antioksidan (Kuber et al. 2013), antimikrob (Goncalves et al.
2008), antiradang (Ojowole 2006), antidiabetes (Mukhtar et al. 2006), dan antikanker (Joseph
dan Priya, 2010). Namun penelitian aktivitas daun jambu sebagai obat antikanker masih sangat
terbatas. Menurut Sato et al. (2010), penelitian yang dengan pengujian aktivitas antikanker dari
jambu biji menggunakan kultur sel hanya ada tujuh. Adapun sel kanker yang digunakan untuk uji

aktivitas antikanker dari jambu biji ini antara lain adalah sel kanker prostat (Ryu dkk. 2012),
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kanker serviks (Joseph dan Priya. 2010), kanker usus (Lee dan Park 2010), kanker mulut, kanker
lambung (Manthey dkk. 2001), dan kanker sel darah (Manosroi dkk. 2006). Hasil penelitian-
penelitian itu menunjukkan bahwa daun jambu sangat berpotensi sebagai obat antikanker karena
dapat mencegah ataupun menghambat pertumbuhan sel kanker (Rishika dan Sharma 2012).
Dibandingkan dengan cara lain seperti kemoterapi atau radiasi, pengobatan penyakit kanker
dengan menggunakan tanaman herbal seperti daun jambu biji lebih menjanjikan dan tidak

memberikan efek samping (Itharat dan Ooraikul 2007).

2.3 Self Nanoemulsifying Drug Delivery System

Self Nanoemulsifying Drug Delivery System merupakan campuran isotropik minyak,
surfaktan dan kosurfaktan dan obat yang membentuk nanoemulsi minyak dalam air ketika
diemulsikan dengan air (Gursoy dan Benita, 2004) Proses self-emulsification terjadi secara
spontan karena energi bebas yang diperlukan membentuk nanoemulsi sangat rendah (Date dkk.,
2010). Ukuran tetesan nanoemulsi yang sangat kecil memungkinkan penyerapan obat menjadi
lebih efisien (Kumar dkk., 2011). Selain itu, peningkatan kelarutan obat dalam sistem SNEDDS
memungkinkan adanya pengurangan dosis sehingga dapat mengurangi efek samping yang
berhubungan dengan dosis (Nielsen dkk., 2008). Teknologi auto-emulsifikasi Self-
nanoemulsifying drug delivery systems (SNEDDS) merupakan pengembangan terkini sistem
nanoemulsi untuk aplikasi oral melalui saluran gastrointestinal (Wadhwa dkk., 2011). Konsep
dari teknologi ini ialah formulasi antara minyak, kosurfaktan, dan surfaktan yang mengandung
obat, yang selanjutnya akan masuk ke saluran cerna dan bercampur dengan cairan usus yang
mengandung air.

Akan terjadi emulsifikasi spontan yang menghasilkan globul berukuran nanometer ketika
formula bercampur dengan cairan usus. Sistem autoemulsi yang dibuat dengan metode ini
menunjukkan karakter yang baik, karena emulsifikasi membentuk nanopartikel terjadi secara
spontan dengan ukuran partikel bervariasi dengan rata-rata 170 nm. Sistem ini stabil dan dapat
melepaskan obat secara keseluruhan di dalam media dalam 20 menit karena tidak dipengaruhi

oleh perbedaan tingkat keasaman (Date dan Nagarsenker, 2007).



Beberapa kelebihan SNEDDS telah dibuktikan melalui penelitian yang dilakukan oleh
Beandrade, (2018) yang melakukan formulasi terhadap ekstrak jinten hitam (Nigella Sativa).
Hasil penelitiannya menunjukan SNEDDS optimal mengandung ekstrak jinten hitam 200 mg/g
sistem, adapun sistem SNEDDS terdiri dari 67,344% surfaktan (10,102% croduret 50 ss dan
57,242% tween 80), 15% minyak ikan hiu cucut botol, 17,656% PEG 400 sebagai ko-surfaktan
dengan hasil ukuran zeta potensial -43,5 mV dan nanoemulsi sebesar 16,3 nm, dengan
polidispersitas (PI) 0,202. Formula optimal SNEDDS ini menghasilkan rasio sel makrofag dan
indeks fagositosis lebih tinggi jika dibandingkan dengan ekstrak jinten hitam tanpa formulasi
(p<0,05). Hasil extract loading system SNEDDS mencapai 600 mg ekstrak/g sistem serta stabil
disimpan selama 90 hari pada suhu ruang dan stabil ketika diuji stabilitas dengan teknik
freezethawing.

Salah satu tanaman yang berpotensi sebagai antiinflamasi adalah daun jambu biji.
Kandungan utama dari ekstrak daun jambu biji diantaranya adalah sejumlah senyawa polifenol,
flavanoid dan triterpenoid (Peng RY dkk., 2008). Sebagai sistem penghantaran obat, nanoemulsi
dapat berpenetrasi pada permukaan kulit yang kasar dan hal inilah yang menyebabkan
peningkatan penetrasi zat aktif (Boucemal dkk, 2004). Salah satu metode pembentukan

nanoemulsi adalah dengan Self Nanoemulsifying Drug Delivery System (SNEDDYS).



BAB Il

DASAR TEORI

3.1 Daun Jambu Biji

Jambu biji (Psidium guajava L.) adalah tanaman tropis yang berasal dari Brasil, yang
disebarkan ke Indonesia melalui Thailand. Jambu biji dengan daging buah berwarna putih atau
merah kaya akan vitamin A dan C dan pada daunnya terkandung beberapa senyawa kimia antara
lain, flavonoid, kuersetin, tanin, saponin, minyak atsiri dan alkaloid. Beberapa penelitian telah
menjelaskan bahwa flavonoid, tanin, alkaloid, minyak astiri dan beberapa komponen tersebut
memiliki kemampuan farmakologi sebagai antidiare, antiinflamasi, antihipertensi, dan
kemampuan farmakologi lainnya (Tanaz dkk., 2014). Buah jambu biji (Psidium guajava. L)
mempunyai kandungan vitamin C dan fenol yang bisa menjadi antioksidan (Gull dkk., 2012).
Buah jambu biji merah memiliki kandungan metabolit sekunder yaitu flavonoid, terpinoid, dan
tannin (Rahmawati dkk., 2013). Daun jambu biji (Psidium guajava. L)banyak digunakan sebagai
pengobatan tradisional, karena mengandung senyawa bioaktif seperti katekin, galangin, asam
homogentisat, asam galat, kaempferol dan sianodin 3 glikosida yang diketahui aktif sebagai
antikanker (Chen dkk., 2015).

3.2 Maserasi dengan Etanol 96%

Berbagai metode ekstraksi bahan tanaman yang telah dilakukan antara lain metode maserasi,
sokletasi, perlokasi, infundasi, digestasi, dekokta dan destilasi (Senja dkk., 2014). Metode
ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini menggunakan cara dingin yaitu maserasi dengan
pelarut etanol (C2HsOH) karena pada prinsipnya pelarut harus memenuhi pharmaceuticalgrade.
Penggunaan pelarut etanol konsentrasi 96% dengan alasan dari beberapa referensi yang didapat
menyatakan bahwa ekstrak etanol 96% yang diketahui mempunyai toksisitas terendah
dibandingkan dengan ekstrak lainnya. Sehingga pada penelitian ini digunakan etanol dengan
konsentrasi 96% (Damar dkk.,2014).



Ekstraksi dilakukan dengan maserasi memasukkan 1 kg serbuk kering simplisia kedalam
botol (maserator) kemudian dilakukan penambahan etanol 96% sampai seluruh simplisia
terendam, setelahnya botol ditutup rapat. Selanjutnya dilakukan perendaman selama 6 jam
pertama dan sesekali diaduk agar zat aktif yang terdapat pada simplisia terlarut, kemudian
didiamkan selama 18 jam. Pemisahan maserat dilakukan dengan menggunakan kertas saring,
proses penyaringan dilakukan sekurang-kurangnya dua kali dengan jenis dan jumlah pelarut
yang sama. Hasil maserat dipekatkan menggunakan vakum rotary evaporator pada suhu = 50 °C
hingga kental. Kemudian ekstrak kental dikeringkan di oven pada suhu 40 °C agar sisa pelarut
hilang sehingga didapatkan ekstrak kental yang bebas etanol (Departemen Kesehatan, 2008).

3.3 Nanopartikel

Nanopartikel adalah sediaan dengan ukuran partikel antara 1-1000 nm, dan dapat digunakan
sebagai sistem penghantaran obat lepas lambat. Obat dilepaskan secara perlahan melalui
mekanisme erosi dan difusi dari partikel. Nanopartikel merupakan bentuk sediaan farmasi yang
menawarkan sejumlah keuntungan misalnya dapat digunakan untuk sediaan lepas terkontrol dan
bisa mempertahankan stabilitas bahan aktifnya. Proses inkorporasi bahan aktif dapat dicapali
melalui proses enkapsulasi dan dapat digunakan untuk menghantarkan obat dengan profil
pelepasan terkontrol dalam jangka waktu yang lama (Listyaningrum dkk., 2015). Metode-metode
yang umum digunakan dalam pembuatan nanopartikel, antara lain: spray drying (atomization),
polyelectrolyte complexation/ionotropic gelation, supercritical fluid precipitation, emulsifikasi
tunggal dan ganda (Utami dkk., 2013).

3.4 Teknologi Nanopartikel

Saat ini telah dikembangkan formulasi sediaan obat dalam ukuran nanopartikel. Nanopartikel
memiliki kemampuan dalam menembus ruang-ruang antar sel yang hanya bisa ditembus oleh
ukuran partikel koloidal (Buzea dkk., 2007). Kemampuan nanopartikel dalam menembus dinding
sel tinggi baik melalui difusi maupun opsonifikasi, selain itu nanopartikel mempunyai
fleksibilitas untuk dikombinasikan dengan berbagai teknologi lain sehingga berpotensial tinggi
untuk dikembangkan dalam berbagai keperluan dan target. Kelebihan lain dari penggunaan
nanopartikel ialah adanya peningkatan afinitas dari sistem karena peningkatan luas permukaan

kontak pada jumlah yang sama (Kawashima, 2000). sehingga, nanopartikel memberikan pilihan
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yang baik karena dapat memberikan efek farmakologis pada dosis yang lebih efisien (Hu dan Li,
2011).

Nanopartikel sediaan sediaan farmasi bisa berupa sistem obat dalam matriks seperti nanosfer,
nanoliposom, nanoemulsi, nanokapsul, dan nanospray. Nanospray merupakan salah satu bentuk
sediaan obat yang sangat efektif dalam penghantaran zat aktif obat kepada reseptor yang ada di
dalam tubuh. Salah satu metode yang digunakan dalam pembuatan sediaan nanospray adalah
menggunakan konsep lipid based formulation. Pengembangan terkini dalam sistem nanoemulsi
ialah pengaplikasian oral melalui saluran gastrointestinal yaitu teknologi auto-emulsifikasi (Self-
nanoemulsifying drug delivery systems (SNEDDs) (Wadhwa dkk., 2011)

Molekul pentarget

Matriks |
nanopartikel *

Reseptor
spesifik

Gambar 1. llustrasi interaksi nanopartikel dalam tubuh (Martien dkk., 2012)

Konsep dari teknologi ini ialah formulasi antara minyak, kosurfaktan, dan surfaktan yang
mengandung obat, yang selanjutnya akan masuk ke saluran cerna dan bercampur dengan cairan
usus yang mengandung air. Emulsifikasi spontan yang menghasilkan globul berukuran
nanometer didapatkan ketika formula bercampur dengan cairan usus. Sistem autoemulsi yang
dibuat dengan metode ini menghasilkan karakter yang baik karena emulsifikasi membentuk
nanopartikel secara spontan dengan ukuran partikel dengan banyak variasi tergantung media
dispersinya, dengan rata-rata 170 nm. Sistem ini dapat melepaskan obat secara keseluruhan di
dalam media dalam 20 menit dan stabil karena tidak dipengaruhi oleh perbedaan tingkat

keasaman (Date dan Nagarsenker, 2007).
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3.5 Karakterisasi ukuran Nanopartikel

Karakteristik nanopartikel yang perlu diketahui antara lain ukuran dan distribusi partikel dan
zeta potensial dari nanopartikel yang telah dihasilkan. Sifat seperti distribusi ukuran, diameter
partikel rata-rata, muatan mempengaruhi stabilitas fisik dan distribusi nanopartikel. Sifat seperti
morfologi permukaan, ukuran dan bentuk keseluruhan ditentukan oleh teknik mikroskopi
elektron (Bathia, 2016). Zeta potensial adalah muatan partikel dalam medium spesifik ataupun
medium pendispersinya. Zeta potensial akan memperlihatkan besarnya gaya tolak menolak
antara muatan partikel yang sama dan berdekatan. Nilai zeta potensial yang tinggi baik positif
maupun negatif mampu memberikan stabilitas yang baik karena dapat mencegah terjadinya
agregasi dari partikel, yaitu minimal cukup +/- 30 mV atau mendekati 30 mV. Dengan adanya
zeta potensial yang tinggi menimbulkan gaya tolak menolak dan stabilisasi secara elektrik dari
dispersi nanopartikel. Ketika nilai zeta potensial yang dimiliki nanopartikel kecil maka akan
terjadi gaya tarik menarik yang lebih besar dibandingkan gaya tolak menolaknya, sehingga

dapat memicu terjadinya koagulasi dan flokulasi (Amalia dkk., 2015).

3.6 Fraksinasi dengan Etil Asetat
Fraksinasi adalah tekhnik pemisahan dan pengelompokan kandungan kimia ekstrak

berdasarkan tingkat kepolarannya. Pada umumnya dalammelakukan fraksinasi digunakan dua
metode yaitu dengan menggunakan corong pisah dan kromatografi kolom (Trifani, 2012).
Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah kromatografi kolom gravitasi. Kromatografi
kolom adalah suatu teknik pemisahan yang didasarkan pada peristiwa adsorpsi dengan
memanfaatkan kepolaran senyawa dan gaya gravitasi (Mutmainnah dkk., 2017).

Metode yang digunakan pada penelitian ini adalah kromatografi kolom gravitasi. Pemisahan
komponen secara kromatografi kolom dilakukan dalam suatu kolom yang diisi dengan fase diam
dan dialiri fase gerak untuk memisahkan komponen dengan memanfaatkan kepolaran senyawa

dan gaya gravitasi (Mutmainnah dkk., 2017).

Pada metode kromatografi kolom hal penting yang perlu diperhatikan dalampemilihan

pelarut diantaranya adalah selektivitas, toksisitas, kepolaran, kemudahan untuk diuapkan, dan
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harga pelarut (Akbar, 2010). Pada penelitian ini digunakan pelarut etil asetat karena mudah
diuapkan, tidak higroskopis, memiliki toksisitas rendah dan bersifat semi polar sehingga
diharapkan dapat menarik senyawa yang bersifat polar maupun nonpolar dari sampel (USP,
2007; Rowe dkk., 2009; Wardhani dan Sulistyani, 2012).

3.7 Self Nano-emulsifying Drug Delivery System (SNEDDS)

SNEDDS merupakan suatu sistem penghantaran obat dengan kandungan campuran minyak,
ko-surfaktan, surfaktan, dan obat didalamnya yang membentuk nanoemulsi secara spontan (self-
emulsifying) saat masuk dalam fase air. Setelah dikonsumsi hasil pencampuran sediaan
SNEDDS dalam cairan lambung akan membentuk nanoemulsi. Nanoemulsi dipilih karena
terdapat kandungan minyak yang dapat membawa asam mefenamat yang sukar larut dalam air di
dalamnya. Ukuran SNEDDS yaitu sekitar 10-200 nm. Sediaan SNEDDS memiliki keunggulan
mampu membentuk nanoemulsi secara spontan di dalam saluran cerna serta memiliki hasil
tetesan yang berukuran nanometer. Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan pendahulu
sediaan SNEDDS dapat menurunkan dosis dan frekuensi dosis karena meningkatnya
bioavailabilitas serta memiliki stabilitas tinggi (Chaudhary et al., 2019).

Ukuran globul bisa berpengaruh pada stabilitas sediaan emulsi. Pada umunya sediaan
miksoemulsi selalu menunjukan masalah sedimentasi dan creaming, namun sediaan nanoemulsi
tidak menunjukkan masalah tersebut. Hal ini terjadi karena ukuran globul yang sangat kecil

sehingga tidak menyebabkan terjadinya sedimentasi dan creaming. Selain itu, ukuran globul
yang kecil juga bisa mencegah flokulasi (Jaiswal et al., 2015).

Pada teknologi farmasi pengembangan sistem pengiriman obat dengan suatu formulasi yang
dapat meningkatkan kemampuan senyawa aktif untuk menembus itu sangat dibutuhkan, salah
satunya ialah Self Nano Emulsying Drug Delivery System (SNEDDS). SNEDDS mempunyai
kemampuan untuk menjadi sistem penghantaran obat yang baik untuk obat dengan tingkat
absorpsi rendah. Konsep dari teknologi SNEDDS ialah formulasi antara minyak, kosurfaktan,

dan surfaktan yang mengandung obat. Nanoemulsion mempunyai sifat transparan, memiliki
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ukuran tetesan 100 nm - 500 nm, tembus cahaya sistem emulsi serta dispersi minyak air yang
stabil karena ada lapisan film surfaktan atau surfaktan molekul, (Martien R dkk., 2017).
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Gambar 2. llustrasi konsep sistem penghantaran obat auto nanoemulsifikasi (Martien
dkk., 2012)

Beberapa keuntungan formulasi SNEDDS antara lain mampu meningkatkan bioavailabilitas
zat aktif obat melalui penggunaan secara oral, mengurangi frekuensi pemberian obat karena
memiliki sistem yang stabil, membawa dan menyampaikan zat aktif obat hingga ke sel targetnya
tanpa mempengaruhi atau dipengaruhi oleh kondisi sekitarnya dan juga meningkatkan luas
permukaan didalam saluran cerna (Makadia dkk., 2013).

3.8 Liquid Chromatography-tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS)

Liquid Chromatography Mass Spectrometry (LC-MS) merupakan suatu teknik analisis
penggabungan kemampuan pemisahan fisik dari kromatografi cair dan spesifisitas deteksi
spektrometri massa. lon bermuatan dideteksi oleh spektrometer massa dan kemudian
kromatografi cair memisahkan komponen — komponen sampel. Data LC-MS berguna dalam
memberikan informasi mengenai identitas, berat molekul, dan kuantitas komponen sampel
tertentu (Agilent, 1998).

Analisis kandungan senyawa dalam fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (psidium
guajava l.) digunakan jenis instrumen UPLC-QTOF-MS/MS. Pada siatem LC, eluen yang
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dipakai adalah campuran dari fase gerak A (air + 0,1% asam format) dan fase gerak B (asetonitril
+ 0,1% asam format) berdasarkan sistem eluasi gradient yaitu perubahan waktu akan
mempengaruhi perbandingan jumlah kedua pelarut. Campuran tersebut dapat mempercepat
pemisahan di dalam kolom secara efisien kurang lebih dalam waktu 10- 15 menit (Farag dkk.,
2016). Fase diam yang digunakan dalam penelitian ialah C18 atau oktadesil silika. Oktadesil
silika (C18) menjadi pertimbangan karena berkemampuan memisahkan senyawa-senyawa

dengan berbagai kepolaran yang rendah, sedang, maupun tinggi (Gupta dkk., 2013)

Pada sistem MS menggunakan sumber ion Electrospray ionization (ESI) pengionan positif
dan analisator MS Quadrupole time of flight (Q-ToF). ESI adalah metode ionisasi teknik spray
dalam mendapatkan berat molekul dari senyawa metabolit. lon yang dapat terdeteksi bisa berupa
[M-H], [M+H]*, analit dengan tambahan seperti K*, H3O*, Na*, NHs* dan molekul dari fase
gerak, seperti metanol atau asetonitril. Pada metode ESI ada beberapa kation yang sering
terbentuk yaitu ion pseudomolekul hasil adisi antara analit dengan proton (H)*. Sehingga nilai
m/z dalam spektra akan sering bernilai (M+H)* atau (2M+H)*, M merupakan bobot molekul
analit. Pengionan positif membuat analit menjadi menjadi kation atau terprotonasi (Kazakevich
dan Lobrutto, 2007). Kemudian ion-ion yang didapatkan dipisahkan dengan analisator jenis Q-
ToF-MS. Hasil pemisahan akan dideteksi menggunakan detektor yang hasilnya akan

menampilkan kromatogram yang diolah menggunakan aplikasi MassLynx versi 4.1. hasil
tersebut bisa menampilkan spektra dari tiap-tiap kromatogramnya (Maharani dkk., 2016).

3.8.1 Liquid Chromatography (LC)
Kromatografi cair ialah satu teknik yang tepat dalam pemisahan molekul atau ion yang

terlarut dalam suatu larutan. Ketika larutan sampel berinteraksi dengan fase stasioner,
molekul-molekul didalamnya akan berinteraksi dengan fase stasioner, namun karena adanya
perbedaan daya serap (adsorption), partisi (partitioning), pertukaran ion (ion exchange),
atau ukuran maka interaksinya berbeda. Perbedaan tersebut menyebabkan pemisahan antara
komponen satu dengan yang lainnya dan dapat mengetahui perbedaannya berdasarkan lama
waktu transit komponen melewati kolom. Ada beberapa jenis kromatografi cair yaitu high

performance liquid chromatography (HPLC), supercritical fluid chromatography, reverse
phase chromatography, serta size exclusion chromatography (Saifudin, 2014).
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Prinsipnya adalah pemisahan analit-analit berdasarkan kepolarannya. Senyawa
dipisahkan atas dasar interaksi relatif dengan elusi pelarut melalui kolom (fase gerak) dan
lapisan kimia partikel-partikel (fase diam). Cara penyuntikan dilakukan untuk memasukan
cuplikan ke dalam aliran fasa gerak. Pada prosesnya akan terjadi pemisahan komponen-
komponen campuran di dalam kolom, berdasarkan kepolaran dan kecepatannya campuran
analit akan terpisah keluar dari kolom untuk sampai ke detektor (waktu retensinya), hal ini

akan teramati oleh detektor dalam bentuk kromatogram (Hendrayana, 2006;
Sastrohamidjojo, 2005).

Komponen-komponen dari LC adalah : (Gandjar dan Rohman, 2007).

a. Wadah Fase gerak
Wadah fase gerak harus bersih dan lembam (inert). Wadah pelarut kosong ataupun labu
laboratorium dapat digunakan sebagai wadah fase gerak dengan kapasitas 1-2 liter.

b. Pompa
pompa yang mempunyai syarat sebagaimana syarat wadah pelarut yakni: pompa harus
inert terhadap fase gerak. Tujuan penggunaan pompa atau sistem penghantaran fase gerak
adalah untuk menjamin proses penghantaran fase gerak berlangsung secara tepat,
reprodusibel, konstan, dan bebas dari gangguan.

c. Injector
Untuk memasukkan sampel ke dalam kolom.

d. Kolom

terdapat fase diam untuk berlangsungnya proses pemisahan solut/analit

e. Detector
Detektor digunakan untuk mendeteksi analit yang telah dipisahkan.

3.8.2 Mass Spectroscopy (MS)
Spektroskopi Massa adalah suatu metode untuk mendapatkan berat molekul dengan cara

mencari perbandingan massa terhadap muatan dari ion yang muatannya diketahui dengan

mengukur jari-jari orbit melingkarnya dalam medan magnetik seragam. Penggunaan
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kromatografi gas dapat dipadukan dengan spektroskopi massa. Paduan keduanya dapat
menghasilkan data yang lebih akurat dalam pengidentifikasian senyawa yang dilengkapi
dengan struktur molekulnya (Fowlis, 1998).

Konsep dari spektrometri massa pada umumnya relatif mudah yaitu suatu senyawa akan
terionisasi  yang kemudian terjadi pemisahan ion berdasarkan perbandingan
massa/muatannya dan selanjutnya jumlah ion yang dihasilkan mewakili setiap satuan
massa/muatan terekam sebagai sebuah spektrum. Contoh yang sering digunakan pada mode
elctron-impact (El), alat spektrometer massa akan memisahkan molekul pada fase gas
dengan sinar elektron berenergi tinggi serta merekam hasilnya di sebuah spektrum ion
positif yang telah terpisah berdasarkan massa per muatan (m/z) (Silverstein, dkk., 2005).

Mass Spectroscopy (MS) bekerja dengan molekul pengion yang kemudian akan memilah
dan mengidentifikasi ion menurut massa, sesuai rasio fragmentasi mereka (myz). Dua
komponen kunci dalam proses ini adalah sumber ion (ionsource) yang akan menghasilkan
ion, dan analisis massa (mass analyzer) yang menseleksi ion (Agilent, 2001). Spektrometri
massa terdiri dari tiga elemen: ion source, mass analyzer, dan detektor. lon source
merupakan komponen yang membuat analit dapat masuk ke dalam spektrometer dan

terionisasi. Mass analyzer memisahkan ion dengan massa permuatan dan detektor mencatat
jumlah ion yang dihasilkan (Hernandez dkk., 2005).

3.9 Transmission Electron Microscopy (TEM)

TEM merupakan instrumen yang memiliki ketelitian lebih tinggi dibandingkan dengan SEM

dalam hal pengamatan bentuk fisik partikel. TEM dapat mengamati bayangan hingga ukuran

kecil dalam nanometer dengan hasil yang baik. Pada TEM, sampel dibuat sangat tipis dan

ditembak dengan berkas elektron yang memiliki energi tinggi sampai menembus permukaannya

dan sebagian lagi tidak tembus akibat terhalang oleh partikel. Sama hal nya dengan SEM,

elektron tersebut kemudian ditangkap dan diterjemahkan sebagai tampilan bayangan gambar

dilayar komputer. Hasil karakterisasi TEM lebih lengkap karna dapat menggambarkan bagian

dalam sampel. Namun preparasi TEM akan lebih sulit karena sampel harus dibuat setipis

mungkin agar dapat dilewati oleh elektron ( Abdullah , M khairurrijal, 2009).
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TEM mempunyai prinsip kerja yang sama seperti proyector slide yaitu elektron
ditansmisikan ke objek pengamatan dan hasilnya akan teramati melalui layar. Mekanisme kerja
TEM adalah pistol elektron berupa lampu tungsten yang terhubung dengan sumber tegangan
tinggi sekitar 100-300 kV dan kemudian ditransmisikan pada sampel yang tipis. Pistol tersebut
akan memancarkan elektron secara termionik maupun emisis medan magnet ke sistem vakum.
elektron tersebar ketika sebuah elektron melewati bagian sampel tipis suatu material. Sebuah
sistem lensa elektromagnetik canggih kemudian memfokuskan elektron yang tersebar menjadi
sebuah gambar atau pola difraksi maupun spektrum nanoanalitis yang tergantung pada sistem
atau mode pengoperasiannya. Setiap mode memberikan penyajian berbeda-beda mengenai
sampel. Mode difraksi akan menghasilkan informasi yang akurat tentang struktur kristal pada
bagian-bagian tertentu. Mode pencitraan menghasilkan gambar yang dapat memperbesar ukuran
sehingga struktur atom langsung dapat diperoleh. Mode nanoanalitik menunjukkan elemen-
elemen yang terdapat dalam sampel. Ketiga mode tersebut berguna untuk mencari material yang
lebih kuat, keping dengan ukuran mikro yang bisa bekerja lebih cepat atau nanokristal yang lebih
kecil didasarkan pada informasi yang alatnya berikan (Hofer, 2014).
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Gambar 3. Prinsip kerja TEM

3.10 Particle Size Analyzer (PSA)

Particle Size Analyzer (PSA) memakai prinsip kerja Laser Diffraction yaitu penghamburan
berkas sinar dan cahaya ketika partikel-partikel melewatinya. Distribusi intensitas penghamburan
ini akan menghasilkan distribusi ukuran partikel yang akan dianalisis oleh komputer (Rawle,

2010). Karakteristik nanopartikel yang perlu diketahui antara lain ukuran, distribusi partikel dan
zeta potensial dari nanopartikel yang telah dihasilkan.

Metode pengukuran partikel pada PSA (Particle Size Analyzer) yang biasanya digunakan
ialah metode basah. Jika dibandingkan dengan metode kering atau metode ayakan dan analisa
gambar, metode ini dinilai lebih akurat. Terutama sampel dalam orde nanometer yang
cenderung mempunyai aglomerasi tinggi. Hal ini disebabkan partikel akan diuraikan ke dalam
media dnegan demikian partikel tidak saling aglomerasi. sehingga, ukuran partikel yang terbaca
ialah ukuran dari single particle. Selain itu hasil pengukuran ditunjukankan dengan bentuk
distribusi, sehingga hasil pengukuran dapat dianggap sudah menggambarkan kondisi sampel
secaera keseluruhan. Melalui analisis PSA hasil distribusi ukuran nanopartikel diharapkan

berada pada rentang nanometer dengan keseragaman ukuran yang baik (Rusli, 2011).

3.11 Hipotesis

1. Formulasi SNEDDS dapat menghasilkan ukuran tetesan berupa nanoemulsi. Ukuran tetesan
yang dihasilkan sangat dipengaruhi oleh komposisi minyak, surfaktan dan kosurfaktan (Date
dkk., 2010).

2. Pengukuran kualitas dari nanoemulsi fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji
(Psidium guajava L.) menggunakan instrumen particle size analyzer (PSA) mempengaruhi

bentuk morfologi nanoemulsi yang dihasilkan.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Riset dan Pengembangan Kimia, Laboratorium
Teknologi Farmasi Fakultas MIPA, dan Laboratorium Fakultas Kedokteran Universitas Islam
Indonesia, serta Laboraturium Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada,

D.l.Yogyakarta.

4.2 Alat dan bahan

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu serbuk daun jambu biji (Psidium
Guajava L) yang diperoleh dari pasar jamu-jamu tradisional Yogyakarta, etanol teknis 96%, etil
asetat, tween 20, capryol, PEG, aquadest, PBS(Phospat buffer saline), media kultur RPMI,
tripsin-EDTA, DMSO(Dimetil Sulfoksida), SDS (Sodium Dodesil Sulfat) 10% dalam 0,1 N HCI,
DMEM (Dulbecco’s Modified EagleMedium).

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini yaitu Particle Size Analyzer (Horiba Scientific,
Nano Particle Analyzer SZ-100), seperangkat alat gelas (Pyrex), syringe pump (SPLab02
Shenchen, China), magnetic stirer, rotary evaporator, Transmission Electron Microscopy,

timbangan analitik (Ohaus Pioneer PA214, China), sonikator, oven.

4.3 Identifikasi Variabel
Pada percobaan kali ini variabel-variabel yang digunakan ditunjukkan pada Tabel 1.

Tabel 1. variabel penelitian

Capryoll Tween 20 PEG Konsetrasi %
30 50 20 40
30 50 20 60
30 50 20 80
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4.4 Cara Kerja
Proses penelitian dilakukan dengan beberapa tahapan, yaitu persiapan bahan baku, uji
determinasi, ekstraksi, fraksinasi, analisis dengan LC-MS/MS, penapisan fitokimia, Pembuatan
nanoemulsi, uji PSA, uji TEM.
4.4.1 Penyiapan Daun Jambu Biji
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah bagian daun dari jambu biji
(Psidium guajava L.) diasumsikan sebagai variabel bebas dimana bahan baku tersebut
didapatkan dari membeli kepada penyedia bahan baku. Bahan baku tersebut dikering-
anginkan sampai kering. Sebanyak 700 gram sampel kering selanjutnya diblender hingga
menjadi serbuk. Serbuk disimpan dalam botol untuk digunakan pada langkah penelitian

selanjutnya.

4.4.2 Uji Determinasi
Uji determinasi dilakukan di Laboratorium Sistematika Tumbuhan Universitas Gajah
Mada D.lI Yogyakarta. Dengan sampel berupa ranting tanaman jambu biji (Psidium

guajava L.) beserta daun dan bunganya.

4.4.3 Ekstraksi dengan Metode Maserasi

Cara maserasi digunakan untuk melakukan ekstraksi yaitu dengan memasukkan 750 gram
serbuk kering simplisia ke dalam botol kemudian dilakukan penambahan etanol 96% yang
dilanjutkan dengan menutup rapat botol. Selama 24 jam dilakukan perendaman, setelah itu
dipisahkan maserat dengan menggunakan corong Buchner, diulangi maserasi kurang lebih
tiga kali. Perolehan maserat dipekatkan dengan vakum rotary evaporator disuhu +50°C
agar mendapatkan ekstrak kental. Hasil yang didapat kemudian ditimbang dan dihitung

untuk mengetahui % rendemen yang didapatkan menggunakan persamaan (1).
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__berat akhir sampel (g)
0, = 0,
Y% Rendemen berat awal sampel (@ X100% o, (1)

4.4.4 Fraksinasi

Ekstrak kental etanol 96% sebanyak 263,935 gram diimpregnasi menggunakan silika
dan dilakukan fraksinasi meggunakanmetode kromarografi kolom meggunakan pelarut etil
asetat. Fraksi yang diperoleh dipekatkan kembali denganvakum rotary evaporator pada
temperatur +50 °C untukmendapatkan ekstrak kental. Hasil kemudian ditimbang dan
dihitung untuk mengetahui % rendemen yang didapatkan menggunakan persamaan (1).

4.4.5 Analisis Dengan LC-MS/MS

Analisis dilakukan di Pusat Penelitian kimia Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia
(LIPI). Dengan sampel berupa ekstrak kental daun jambu biji(Psidium guajava L.).

4.5 Penapisan Fitokimia
4.5.1 Uji Alkaloid
Uji alkaloid dilakukan dengan melarutkan fraksi etil asetat ke dalam 5 mL pelarutnya,
kemudian dibagi ke dalam dua tabung reaksi. Tabung pertama dijadikan sebagai tabung
kontrol. Tabung kedua tiap fraksi ditambahkan 3 tetes pereaksi Dragendorff dan Wagner.
Terbentuknya endapan menunjukkan bahwa sampel tersebut mengandung alkaloid. Reaksi
dengan pereaksi dragendorff akan terbentuk bendapan merah jingga dan dengan pereaksi

wagner terbentuk bendapan coklat (Harborne, 1987).

4.5.2 Uji Flavonoid

Uji flavonoid dilakukan dengan melarutkan fraksi etil asetat ke dalam 5 mL pelarutnya,
kemudian dibagi ke dalam dua tabung reaksi. Tabung pertama dijadikan sebagai tabung
kontrol. Tabung kedua ditambahkan 0,05 gram serbuk Mg dan 1 mL HCI pekat, kemudian
dikocok. Adanya flavonoid ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah, kuning atau

jingga (Harborne, 1987).
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4.5.3 Uji Tanin/Fenol

Uji tannin/polifenol dilakukan dengan melarutkan fraksi dilarutkan fraksi etil asetat
dengan 5 mL pelarutnya, kemudian dibagi ke dalam dua tabung reaksi. Tabung pertama
sebagai kontrol, tabung kedua ditambahkan 3 tetes FeClz 1%.Uji positif ditandai dengan

munculnya warna hitam atau biru tua (Harborne, 1987).

4.5.4 Uji Terpenoid

Uji terpenoid dilakukan dengan melarutkanfraksi etil asetat dengan 5 mL pelarutnya,
kemudian dibagi ke dalam dua tabung reaksi. Tabung pertama sebagai kontrol, tabung
kedua ditambahkan asam asetat anhidrat 0,5 mL dan 2 mL asam sulfat pekat melalui
dinding tabung. Terbentuknyacincin biru kehijauan menunjukkan adanya steroid,
sedangkan adanya terpenoid ditunjukkan dengancincin kecoklatan pada perbatasan larutan
(Ciulei, 1984).

4.6 Pembuatan SNEDDS

Setiap formulasi dibuat sebanyak 1,25 ml dengan konsentrasi fraksi 40%, 60% dan 80%.

Pembuatan SNEDDS dilakukan dengan fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium

guajava L.) sebanyak 0,5 g ; 1 g dan 1,5 g, masingmasing dimasukkan ke dalam vial, kemudian

masing-masing vial ditambahkan 0,125 mL Capryoll, 0,875 mL tween 20, dan 0,25 mL PEG

(Poli Ethylen Glikol) 400. Setiap penambahan bahan disonikasi selama 4x2 menit.

4.7 Uji PSA

4.7.1 Ukuran Partikel
Sebanyak 1 ml formulasi SNEDDS dilarutkan dalam 100 ml akuades, diaduk
perlahan hingga membentuk dispersi. Selanjutnya diukur ukuran partikel masingmasing

formulasi menggunakan Particle Size Analyzer (PSA) (Rahayu, 2016).
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4.7.2 Zeta Potensial
Formulasi SNEDDS yang telah dibuat dilarutkan dalam aquades (1:100) dicampur

dengan ultrasonik sampai homogen, kemudian larutan jernih ditentukan nilai zeta

potensialnya dengan menggunakan Particle size analyzer (PSA) (Rahayu, 2016).
4.8 Uji TEM

Terhadap formulasi SNEDDS yang paling optimal diambil sebanyak 1 ml dilarutkan
dalam 100 ml akuades, kemudian diambil 1 tetes larutan tersebut dan diteteskan pada copper grid
yang telah dilapisi dengan alat Auto Carbon Coated (JOEL JEC-560, Japan). Kemudian
dimasukkan ke dalam holder dan dianalisis pada percepatan 120 kV dengan magnifikasi 60000
(kristiani dkk., 2019).

25



BABV
HASIL DAN PEMBAHASAN

5.1 Determinasi Tanaman
Determinasi tanaman berfungsi untuk mengetahui kandungan kandungan juga kebenaran
dari tanaman jambu biji yang digunakan sebagai bahan uji. Tujuan dilakukannya hal ini yaitu
agar dapat menghindari kesalahan dalam pengumpulan bahan yang akan digunakan sebagai
bahan penelitian.Determinasi dilakukan di Laboratorium Sistematika Tumbuhan Fakultas
Biologi Universitas Gadjah Mada Y ogyakarta.Berdasarkan hasil determinasi, diketahui bahwa
sampel tanaman jambu biji yang digunakan berasal dari spesies Psidium guajava L.,
familiamyrtaceae, Ordo myrtales, kelas magnoliopsida, sub divisi spermatophytina, divisi

tracheophyta. Hasil determinasi disajikan pada Lampiran 1.

5.2 Preparasi Sampel

Sebelum melakukan peparasi sampel adapun beberapa perlakukan yang terlebih dahulu
yang mesti dilakukan yaitu proses pencucian, pengeringan, dan penghancuran. Daun jambu biji
dikeringkan dengan cara diangin-anginkan dan tidak terpapar sinar matahari langsung untuk
menghindari kerusakan komposisi kimia pada sampel daun jambu biji. Proses pengeringan
bertujuan untuk mengurangi kadar air dan mencegah tumbuhnya jamur pada duan jambu biji,
sehingga daun dapat tahan lebih lama. Daun jambu biji yang telah kering dihaluskan hingga
menjadi serbuk. Memperkecil ukuran daun dilakukan untuk memperbesar luas permukaan,
sehingga kontak antara sampel dan pelarut juga semakin besar. Hal ini dapat memudahkan

proses pengambilan komponen kimia yang terdapat dalam daun jambu biji.

5.3 Ekstraksi Daun Jambu Biji (Psidium Guajava L.)
Sampel serbuk daun jambu biji diekstraksi dengan metode maserasi menggunakan etanol

96% sebagai pelarut. Penggunaan pelarut etanol 96% karena sifatnya polar dan sangat volatil
sehingga baik digunakan sebagai pelarut ekstrak (Aafifah, 2012). Ekstraksi pada penelitian ini
menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Maserasi merupakan proses
perendaman sampel menggunakan pelarut organik pada suhu ruangan sehingga dapat
menghindari rusaknya metabolit sekunder yang bersifat termolabil. Saat perendaman sampel

akan terjadi pemecahan dinding dan membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam
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dan di luar sel sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam
pelarut organik (Mukhriani, 2014; Darwis, 2000). Proses maserasi dilakukan dengan metode
750 gram sampel direndam dalam botol kaca dengan suhu ruang pada jangka waktu 24 jam.
Saat proses ekstraksi berlangsung rendaman yang disimpan dalam suhu ruang tersebut
terlindungi dari sinar matahari secara langsung agar mencegah terjadinya reaksi katalisis oleh
sinar matahari, supaya tidak terjadi kerusakan metabolit sekunder pada sampel. Maserat yang
masih mengandung pelarut kemudian dipekatkan menggunakan vakum rotary evaporator pada
temperatur + 50 °C hingga tidak terdapat lagi pelarut yang tersisa. Rendemen yang diperoleh

dapat dilihat pada Tabel 2 dan perhitungan rendemen pada Lampiran.

Tabel 2. Hasil rendemen ekstrak etanol daun jambu biji
Berat serbuk (g) Berat ekstrak pekat (g) Rendemen (%)

750 263,935 35,19

Padatahap ini juga dilakukan uji organoleptik untuk mengetahui bentuk fisik dari ekstrak
daun jambu biji (Psidium Guajava L.). Proses uji dilakukan secara manual dengan penglihatan
secara langsung yang tertulis di Tabel 3.

Tabel 3. Hasil pengujian organoleptik ekstrak etanol daun jambu biji

Analisis ekstrak Hasil
Bentuk Ekstrak kental
Warna Hijau tua pekat

Bau Khas jambu buji
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5.4 Fraksinasi Ekstrak Etanol Daun Jambu Biji (Psidium Guajava L.)

Pada penelitan ini tujuan dari frkasinasi yaitu untuk mengelompokkan kandungan
senyawa yang ada pada ekstrak berdasarkan daripada kepolarannya dengan menggunakan
metode kromatografi kolom gravitasi. Pemisahan komponen secara kromatografi kolom
dilakukan dalam suatu kolom yang diisi dengan fase diam dan dialiri fase gerak untuk
memisahkan komponen dengan memanfaatkan kepolaran senyawa dan gaya gravitasi
(Mutmainnah dkk., 2017). Prinsip dari kromatografi kolom gravitasi ini yaitu terdapat fase
diam dan dialiri fase gerak untuk memisahkan komponen berdasarkan kepolaran senyawa
dengan gaya gravitasi. Fase diam berupada silica gel dan fase geraknya adalah pelarut etil
asetat, sehingga senyawa yang didapat adalah senyawa yang bersifat semi-polar, karena etil
asetat bersifat semi-polar. Fraksi yang masih mengandung pelarut kemudian dipekatkan
menggunakan vakum rotary evaporator pada temperatur = 50 °C hingga tidak terdapat lagi
pelarut yang tersisa. Rendemen yang diperoleh dapat dilihat pada Tabel 4 dan perhitungan

rendemen pada Lampiran

Tabel 4. Hasil rendemen fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji.
Berat fraksi (g) = Berat ekstrak pekat (g) Rendemen (%o)

263,93 46,06 17,45

Sama halnya dengan proses maserasi, pada proses ini juga dilakukan pemeriksaan secara
organoleptik terhadap fraksi etil asetat daun jambu biji (Psidium Guajava L.) dapat dilihat pada
Tabel 5.

Tabel 5. Hasil uji organoleptik fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji.

Organolepsi Hasil
Bentuk Cairan kental
Warna Hijau tua

Bau Tidak berbau
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5.5 Penapisan Fitokimia
Skrining fitokimia adalah metode untuk menentukan jenis metabolit sekunder yang terdapat
dalam tumbuh-tumbuhan karena sifatnya yang dapat bereaksi secara khas dengan pereaksi
tertentu. Tujuan skrining fitokimia untuk memberikan gambaran mengenai golongan senyawa
metabolit sekunder yang terkandung dalam suatu ekstrak secara kualitatif (Kristanti dkk.,
2008). Uji fitokimia merupakan salah satu uji yang bertujuan untuk menentukan kandungan
senyawa aktif yang terdapat dalam sampel, pengujian dilakukan dengan melihat adanya
perubahan warna, terjadi buih atau endapan setelah diberikan pereaksi khusus terhadap masing
masing golongan senyawa. Uji yang dilakukan meliputi pengujian polifenol/tanon, terpenoid,

flavanoid dan alkaloid. Hasil uji pada Tabel 6.

Tabel 6. Hasil uji fitokimia fraksi daun jambu biji

Bahan uji Uji fitokimia Pereaksi pengamatan Hasil uji
Alkaloid Dragondorff  Larutan kuning -
kecokatan
Fraksi etil Flavonoid HCI + Mg Adaendapan +
asetat (larutan hijau)
Tanin/polifenol FeCls Adaendapan +
(Larutan
kehijauan)
Terpenoid  Asam asetat Adaendapan +
anhidrat (Larutan

+H2304 kehijauan)

Keterangan :(+) : Positif (terdapat senyawa)
(-): Negatif (tidak terdapat senyawa)
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5.5.1 Uji Alkaloid

Uji adanya alkaloid ditandai dengan terbentuknya endapan warna jingga pada
pereaksi Dragendorff yang dibuat dari bismuth nitrat dan dilarutkan pada HCI.
Penambahan asam bertujuan untuk mencegah reaksi hidrolisis bismut karena garam
bismut mudah terhidrolisis membentuk ion bismutil. Hasil positif uji Dragendorf ditandai
dengan terbentuknya endapan coklat muda sampai kuning. Endapan tersebut adalah
kalium-alkaloid yang berasal dari pembentukan ikatan kovalen koordinasi antara atom N
pada alkaloid dengan ion K+ yang merupakan ion logam. Reaksi pada uji Dragendorf

ditunjukan pada Gambar 10.

Bi (NO3); + 3KI ————» Bily + 3KNO,
coklat

BiI3 +KI[ —» K [BiI4]
Kalium tetraiodobismut

+K [Bily] ——— + [Bil,]"
Z =
N N
@
K
endapan
kalium-alkaloid
(jingga)

Gambar 4. Reaksi pada uji alkaloid (Setyowati dkk., 2014).

Berdasarkan hasil uji yang telah dilakukan, fraksi etil asetat daun jambu biji
menunjukan hasil negatif, yang ditandai dengan tidak terbentuknya endapan yang

berwarna jingga.

5.5.2 Uji Flavanoid
Senyawa flavonoid dilaporkan memiliki berbagai aktivitas biologis seperti
antibakteri, antidepresan, antioksidan dan antitumor. Senyawa golongan flavonoid
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merupakan senyawa polifenol dengan susunan Cs-C3-Cs sebagai kerangka dasar. Uji
flavonoid dilakukan dengan menggunakan pereaksi Wilstater yaitu HCI dan serbuk Mg.
Penambahan HCI pekat dimaksudkan untuk menghidrolisis flavonoid menjadi
aglikonnya, yaitu dengan menghidrolisis O-glikosil. Glikosil akan tergantikan oleh H+
dari asam karena sifatnya yang elektrofilik. Glikosida berupa gula yang biasa dijumpai
yaitu glukosa, galaktosa dan ramnosa (Marliana dkk., 2005). Reduksi dengan Mg dan
HCI pekat ini menghasilkansenyawa kompleks yang berwarna merah atau jinggapada
flavonol, flavanon, flavanonol dan xanton. Hal ini menandakan bahwa flavonoid bereaksi

dengan pereaksi HCldan Mg. Reaksi yang terjadi ditunjukkan seperti Gambar 5.

serbuk Mg
_— >

Gambar 5. Reaksi flavonoid dengan serbuk Mg dan HCI pekat.

Berdasarkan hasil uji flavanoid yang telah dilakukan menunjukan hasil yang
postif dengan adanya perubahan warna larutan yang menjadi warna hijau juga
terbentuknya endapan, dengan ini menujukan adanya glikon yang bereaksi dengan

pereaksinya.
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5.5.3 Uji Tanin/Polifenol

Tanin memiliki kemampuan mengendapkan protein sehingga merupakan bagian
himpunan dari polihidroksi fenol yang dapat dibedakan dari fenol lain, hal ini terbukti
ketika tanin direaksikan dengan gelatin akan membentuk suatu endapat. Endapan tersebut
disebabkan karena antara tanin dan protein pada gelatin terdapat ikatan hidrogen. Ikatan
terbentuk karena atom H terikat dengan 2 atom O atau terikat dengan atom O dan N dari
struktur tanin dan gelatin (Sriwahyuni, 2010). Pada tumbuhan, tanin mempunyai fungsi
untuk pertahanan diri dari serangan fungi, bakteri, insekta herbivore, virus, dan vertebrata
herbivora. Bukan hanya itu, tannin juga berperan dalam pencegahan degradasi nutrien
yang berlebihan dalam tanah. (Leinmuller etal, 1991).

Uji tanin dilakukan dengan menggunakan pereaksi FeCl3. Uji ini akan
memberikan hasil positif dengan terbentuknya warna hijau kehitaman pada sampel. Tanin
apabila direaksikan dengan FeCI3 akan membentuk warna hijau kehitaman. Terjadinya
warna hijau kehitaman ini karena terbentuknya senyawa kompleks antara logam Fe dan
gugus hidroksil pada senyawa tanin (Effendy, 2007). Reaksi uji tanin atau polifenol
dengan FeClsditunjukan pada Gambar 6.

R R
OH o)
o = R
3 +Fe¥t ——» \FEB..\\\\\O
S
OH o
L i, _

kompleks besi-polifenol

FeCls(ag) + 6ArOH (sy— 6H+ 3CL + [Fe(OANs]* (ag)

Gambar 6. Reaksi uji tanin atau polifenol dengan FeCls.
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Berdasarkan hasil uji tanin/polifenol yang telah dilakukan, hasil yang ditunjukan
merupakan hasil yang positif, karena terjadinya perubahan larutan menjadi hijau juga
terbentuknya endapan berwarna hitam, hal ini menunjukan adanya senyawa tanin yang

bereaksi dengan FeCls.

5.5.4 Uji Terpenoid

Uji terpenoid dilakukan dengan menggunkan pereaksi Liebermen-Burchard yaitu
berupa campuran antara asam asetat anhidrat dengan H2SO4 pekat. Terbentuknya cincin
kecoklatan pada perbatasan larutan menunjukkan adanya senyawa terpenoid (Ciulei,
1984). Dimana timbulnya warna tersebut disebabkan oleh adanya oksidasi pada senyawa
terpenoid melalui pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi. Prinsip dalam reaksi uji
terpenoid adalah kondensasi atau pelepasan H20 dan penggabungan karbokation. Reaksi
tersebut dimulai dengan proses asetilasi gugus hidroksil menggunakan asam asetat
anhidrat. Kemudian gugus asetil lepas dan terbentuk ikatan rangkap. Reaksi berlanjut
dengan terjadinya pelepasan gugus hidrogen beserta elektronnya dan mengakibatkan
ikatan rangkap berpindah.

Selanjutnya senyawa mengalami resonansi dan bertindak  sebagai
karbokation.Karbokation menyebabkan terjadi reaksi adisi elektrofilik, diikuti dengan
pelepasan hidrogen beserta elektronnya, sehingga senyawa mengalami perpanjangan
konjugasi yang memperlihatkan warna coklat pada larutan (Siadi, 2012). Reaksi tersebut
dapat ditunjukkan pada Gambar 7.
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Gambar 7. Reaksi pada uji terpenoid dengan pereaksi Liebermann Burchard (Setyowati
dkk.,2014).



5.6 Analisis kandungan senyawa dalam fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji
(Psidium guajava L.) dengan LC-MS/MS

Liquid chromatography-tandem massspectrometry adalah teknik analisis yang
menggabungkan kemampuan pemisahan fisik dari kromatografi cair dengan spesifikasi deteksi
spektrometri massa.Kromatografi cair memisahkan komponen komponen sampel dan kemudian
ion bermuatan dideteksi oleh spektrometer massa, data LC-MS/MS dapat digunakan untuk
memerikan informasi, tentang berat molekul, struktur, identitas dan kuantitas komponen sampel
tertentu (Sumbono, 2010). Gambar 8 menunjukkan kandungan senyawa dalam fraksi etil asetat
daun jambu biji. Hal tersebut ditunjukkan dari munculnya beberapa puncak yang cukup tajam/
dominan diataranya puncak lain dengan waktu retensil0.55; 10.73; 5.47; 6.89; 10,29. Puncak-
puncak tersebut merupakan suatu senyawa yang diduga masih berupa campuran atau belum
tunggal karena dalam sebuah fraksi seharusnya masih terdiri dari berbagai macam senyawa.
Sehingga pada beberapa puncak yang intensitasnya cukup tinggi dipisahkan kembali dan
didapatkan spektrum massa. Kromatogram dari fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji

(Psidium Guajava L.) dapat dilihat pada Gambar 8.

Item name: F Ea

Channel name: 1: TOF MSE (50-1200) 6eV ESI+ - Low CE (BFI)
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Gambar 8. Kromatogram fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium

Guajava L.).

Gambar 8 menunjukan beberapa puncak dengan waktu retensi yang berbeda -
beda, setiap puncak dalam kromatogram merepresentasikan komponen tertentu.

Setidaknya terdapat 5 puncak dengan intensitas terbesar pada waktu retensi yang

35



berbeda-beda, hal ini menunjukan bahwa terdapat 5 senyawa yang paling dominan di

dalam fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.), seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 9.

36



7.5e6

Candidate Mass C35H4209

10.73
5e6
2506 10.92
0 L
T T T T T T T T T
9.75 10 10.25 105 10.75 11 11.25 115 11.75
3064 Candidate Mass C26H48015
© 10.55
2e6
leb]
10.18 1 54 78
o L 386 pog .j/\\ - §037, ) 78 | 1095 )
T T T T T T T T T
9.5 9.75 10 10.25 10.5 10.75 11 11.25 115
— Candidate Mass C34H4009
2] 10.28
-
=}
= le6
<
=)
& ©
B ses
5]
=
Q 1048
=
=
—
0 T T T T = T T T T
9.25 95 9.75 10 10.25 10.5 10.75 11 11.25
. Quercetin
1.5e6 6.88
leb (D)
5e5-
6.79
\
044 T T T Tt T T T T
5.75 _ 6 6.25 6.5 6.75 7 7.25 75 775
Quercetin-3-O-a-L-arabinopyranoside
5.46
7.5e5
553
/
o5} (E)
5.39
2.5e5
L )
0 T T T T T T T T T
4.5 4.75 5 5.25 5.5 5.75 6 6.25 6.5

Retention time [min]

Gambar 9. Kromatogram senyawa yang teridentifikasi oleh LC-MS/MS, (A) waktu retensi
10.73 (B) 10.55 (C) 10.28 (D) 6.88 (E) 5.46.
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Gambar 9 menunjukan kromatogram dari senyawa yang teridentifikasi, kelima senyawa
memiliki waktu retensi yang berbeda-beda yaitu kromatogram (A) 10.73 (B) 10.55 (C) 10.28
(D) 6.88 (E) 5.46. Waktu retensi adalah waktu yang dibutuhkan oleh senyawa untuk bergerak
melalui kolom menuju detektor. Waktu retensi berhubungan dengan kepolaran dari senyawa
yang teridentifikasi karena adanya interaksi antara senyawa didalam sampel dan fase diam
yang terembankan didalam kolom. Fase diam yang digunakan bersifat non polar, sehingga
senyawa yang memiliki waktu retensi terbesar adalah senyawa yang bersifat non polar dan
akan terdeteksi terlebih dahulu oleh detector. Dari waktu retensi tersebut maka dapat diketahui

urutan kepolaran senyawa yang teridentifikasi.

Senyawa yang telah dipisahkan oleh kromatografi akan diubah menjadi ion positif
menggunakan sumber ion ESI (+). Hasil perolehan ion akan dipisahkan dengan analisator jenis
Q-ToF-MS yang hasilnya akan diideteksi oleh detektor sehingga diperoleh spektrum massa
yang akan menunjukan berat molekul (m/z) dan intensitas sinyal yang akan memprediksi
formula dan struktur senyawa yang teridentifikasi.

Pengenalan teknik ionisasi tekanan atmosfer (atmospheric pressure ionization / API)
sangat memperluas jumlah senyawa yang dapat dianalisis dengan LC-MS/MS. Pada teknik
ionisasi tekanan atmosfer, molekul analit terionisasi terlebih dahulu pada tekanan atmosfer.
lon-ion analit tersebut kemudian secara mekanis dan elektrostatis terpisah dari inti molekul.
Teknik ionisasi tekanan atmosfer umumnya adalah:

1. ionisasi elektrospray (electrospray ionization / ESI)

2. ionisasi kimia tekanan atmosfer (APCI)

3. photoionisasi tekanan atmosfer (APPI)

Dalam setiap pengukuran, sifat analit dan kondisi pemisahan memiliki pengaruh kuat untuk
memberikan hasil terbaik dalam teknik ionisasi pada elektrospray, APCI, maupun APPI. Teknik

yang paling efektif tidak selalu mudah untuk diprediksi (Agilent, 2001).
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Tabel 7. Hasil analisis LC-MS/MS dengan sumber pengionan positif.

Nama senyawa  Observed Neutral Observed Detector Formula
m/z mass (Da) RT counts

(min)

Candidate Mass 607,2919 606,28288 10,73 4891824 C35H4209

C35H4209
Candidate Mass 623,2871 600,29932 10.55 1917874 C26H4s015
C26H48015
Candidate Mass 593,2764 592,26723 10.29 543388 C34H4009
C34H4009
Quercetin 303,0502 302,04265 6.88 663676 Ci15H1007

Quercetin-3-O-0-L- 435,0925 434,08491 5.47 469330 C20H18011
arabinopyranoside

Tabel 7 menunjukan bahwa terdapat 5 senyawa yang terdeteksi oleh MS yaitu Candidate
Mass CasH4209 dengan waktu retensi 10,73, Candidate Mass C2sHsg015 pada 10,55, Candidate

Mass CssHs009 pada 10,29, Quercetin pada 6,88 dan Quercetin-3-O-a-L-arabinopyranoside
pada 5,47 menit.

Iterm name: F Ea Channel name: Low energy : Time 10.7312 +/- 0.0868 minutes
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Item name: F Ea Channel name: High energy : Time 10.7312 +/- 0.0868 minutes
Item description:
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Gambar 10. Spektrum massa senyawa kandidat C3sH4209,(A) low energy (B) high energy.

Gambar 10 menujukkan spektrum massa senyawa kandidat CssHa209 Telah diketahui bahwa
senyawa tersebut memiliki berat molekul sebesar 606,28288 (Da) , namun berat molekul yang
teridentifikasi sebesar 607,2919 m/z, Diperkirakan senyawa tersebut merupakan Taxinine. Ini

terjadi dikarenakan molekul yang teridentifikasi teradisi oleh 1 proton H* sehingga berat
molekul analit ditambah dengan berat 1 atom H yaitu 1.

CHs 0 CHs

N
N
N
N

'11//////0 /

3
Z
-
0

CH,

CH3

Gambar 11. Struktur senyawa taxinine
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Item name: F Ea
Item description:
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Gambar 12. Spektrum massa senyawa kandidat C26H4801s, (A) low energy (B) high energy.

Pada gambar 12 menujukkan spektrum massa senyawa kandidat C26H4gO1s. Telah diketahui

bahwa senyawa tersebut memiliki berat molekul
yang teridentifikasi adalah 623,2871m/z. Diperk

atom Na yaitu 23.
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sebesar 600,29932 (Da), namun berat molekul
irakan senyawa tersebut merupakan oktil 4-O-
[2-O-(a-L-fukopiranosil)-p-D-galaktopiranosil]-B-D-glukopiranosida. Ini karena molekul yang
teridentifikasi teradisi oleh 1 proton Na* sehingga berat molekul analit ditambah dengan berat 1
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Gambar 13. Struktur senyawa oktil 4-O-[2-O-(a-L-fukopiranosil)-B-D-galaktopiranosil]-B-
D-glukopiranosida.
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Itermn name: F Ea Channel name: High energy : Time 10.2851 +/- 0.0289 minutes
Itern description:
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Gambar 14. Spektrum massa senyawa kandidat C34H400g9, (A) low energy (B) high energy.

Pada gambar 14 spektrum massa senyawa kandidat CssH40Og. Telah diketahui bahwa
senyawa tersebut memiliki berat molekul sebesar 592,26723 (Da), namun berat molekul
yang teridentifikasi adalah 593,2764 m/z, Diperkirakan senyawa tersebut merupakan 17-

hidroksiingenol. Ini karena molekul yang teridentifikasi teradisi oleh 1 proton H* sehingga
berat molekul analit ditambah dengan berat 1 atom H yaitu 1.
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Gambar 15. Struktur senyawa 17-hidroksiingenol.

Itern name: F Ea

Channel name: Low energy : Time 6.8858 +/- 0.0289 minutes
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Gambar 16. Spektrum massa quercetin, (A) low energy (B) high energy.
Gambar 16 menunjukkan spektrum massa quercetin dengan formula C15H1007, Dilihat
dari formulanya bahwa senyawa tersebut memiliki berat molekul sebesar 302,04265 (Da) ,

namun berat molekul yang teridentifikasi adalah 303,0502m/z, ini karena molekul yang

teridentifikasi teradisi oleh 1 proton H* sehingga berat molekul analit ditambah dengan berat 1
atom H yaitu 1.
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Gambar 17. Struktur senyawa quercetin.
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(B)

Gambar 18. Spektrum massa quercetinn-3-O-a-L-arabinopiranosida, (A) low energy (B) high
energy.

Pada gambar 18 menunjukkan bahwa spectra massa quercetin-3-O-o-L-
arabinopiranosida dengan formula C20H18011. Telah diketahui bahwa senyawa tersebut
memiliki berat molekul sebesar 434,08491 (Da), namun berat molekul yang
teridentifikasi adalah 435,0925m/z, ini karena molekul yang teridentifikasi teradisi oleh 1
proton H*sehingga berat molekul analit ditambah dengan berat 1 atom H yaitu 1.

OH

OH

Gambar 19. Struktur senyawa quercetin-3-O-a-L-arabinopiranosida.

Untuk menentukan senyawa manakah yang paling banyak terkandung di dalam fraksi etil
asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.) dapat dilihat pada Tabel 7, dari data
detector counts. Dari data tersebut maka dapat diketahui bahwa senyawa terbanyak yang
terkandung di dalam fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu buji (Psidium guajava L.)
adalah senyawa kandidat C3sHs209, senyawa kandidat C2sHagOz1s, quercetin, senyawa kandidat

C34H4009, quercetin-3-O-a-L-arabinopiranosida.

Pada analisis kandungan senyawa dengan LC-MS/MS ini terdapat 5 senyawa yang
teridentifikasi diantaranya Co2sH4s015, CssH4209, Quercetin-3-O-a-L-arabinopyranoside,

Quercetin, C34H4009. Daud M., dkk (2011) membuktikan bahwa salah satu senyawa flavonoid
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yang terkandung dalam daun jambu biji (Psidium guajava. L)yang memiliki potensi sebagai
antikanker yaitu Quercetin. Karyani (2005) juga membuktikan bahwa daun jambu biji
(Psidium guajava L.) mengandung Quercetin dalam kadar yang tinggi yaitu sebesar 61,71%.
Quercetin (3,3”,4,5,7-pentahydroxyflavone) dapat beraksi sebagai antikanker pada regulasi
siklus sel, berinteraksi dengan reseptor estrogen (ER) tipe 11 dan menghambat enzim tirosin
kinase(Lamson dkk., 2000).

5.7 Pembuatan SNEDDS fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium
Guajava L.)

SNEDDS merupakan suatu sistem penghantaran obat dengan kandungan campuran
minyak, ko-surfaktan, surfaktan, dan obat didalamnya yang membentuk nanoemulsi secara
spontan (self-emulsifying) saat masuk dalam fase air. Setelah dikonsumsi hasil pencampuran
sediaan SNEDDS dalam cairan lambung akan membentuk nanoemulsi. Nanoemulsi dipilih
karena terdapat kandungan minyak yang dapat membawa asam mefenamat yang sukar larut
dalam air didalamnya. Ukuran SNEDDS yaitu sekitar 10-200 nm.

SNEDDS (Self-Nano Emulsying Drug Delivery System) mampu menjadi sistem
penghantaran obat yang baik untuk obat protein maupun obat dengan tingkat absorpsi yang
rendah. Konsep dari teknologi SNEDDS ialah formulasi antara minyak, kosurfaktan, dan
surfaktan yang mengandung obat. Nanoemulsion mempunyai sifat transparan, memiliki ukuran
tetesan 100 nm - 500 nm, tembus cahaya sistem emulsi serta dispersi minyak air yang stabil
karena ada lapisan film surfaktan atau surfaktan molekul, (Martien R dkk., 2017).

Pada pembuatan SNEDDS (Self-Nano Emulsying Drug Delivery System) setiap formulasi
dibuat sebanyak 1,25 mL dengan konsentrasi fraksi 40%, 60% dan 80%. Pembuatan
nanoemulsi dilakukan dengan fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava
L.) diambil sebanyak 0,5 gram; 0,75 gram dan 1 gram, masing-masing dimasukkan ke dalam
vial, kemudian masing-masing vial ditambahkan 0,125 mL Capryol sebagai surfaktan, 0,875
mL tween 20 sebagai minyak, dan 0,25 mL PEG (Poli Ethylen Glikol) sebagai ko-surfaktan.
Setiap penambahan bahan disonikasi selama 4x2 menit berfungsi sebagai memperkecil ukuran

partikel. Saat zat aktif fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium guajava L.)
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ditambahkan capryoll, zat aktif yang bersifat hidrofobik akan larut kedalam capryol. Kemudian
saat ditambahkan Tween 20, maka bagian hidrofobik dari Tween 20 akan melindungi capryol
melalui interaksi yang terjadi, sedangkan bagian hidrofilik dari Tween 20 dapat berinteraksi
dengan air sehingga akan membentuk tetesan emulsi yang terdispersi dalam air. Sama seperti
Tween 20, penambahan PEG 400 akan terjadi interaksi yang sama. Fungsi PEG 400 adalah

membantu Tween 20 untuk mengemulsi capryol yang membawa zat aktif kedalam air.

5.8 Karakterisasi SNEDDS Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol Daun Jambu Biji (Psidium
Guajava L.)

Pada penelitian kali ini formulasi SNEDDS dibuat dengan variasi yang berbeda beda
yaitu 40%, 60%, dan 80% dengan perbandingan yang berbeda dari tiap — tiap bahan yang
digunakan yaitu capryoll, tween 20 dan PEG 400 masing — masing sebesar (30:50:20) seperti
pada Tabel 1. Hal ini dilakukan untuk menentukan formulasi mana yang paling bagus juga
yang memiliki ukuran nanoemulsi paling kecil. Pada karakterisasi SNEDDS ini meliputi
pengujian ukuran partikel, distribusi ukuran partikel, zeta potensial, dan morfologi nanoemlusi
pada formulasi yang sangat optimal.

PEG banyak dimanfaatkan sebagai pembawa dispersi padat obat seperti klofazimin,
simvastatin, dan etoposide (Narang and Srivastava, 2002). PEG memiliki berbagai macam
berat molekul dengan rentang 200 — 300000 (Leuner and Dressman, 2000). Setiap berat
molekul memiliki sifat yang beragam dalam memperbaiki disolusi obat. Ford et al. (1986)
menyebutkan bahwa disolusi indometasin yang paling tinggi dihasilkan dengan urutan PEG
1500>4000>6000>20000. Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Suresh et al., (2013)
mengenai dispersi padat ekstrak kunyit PEG 4000 dan PEG 6000 dengan metode pelelehan.
menunjukan bahwa kurkumin dengan pembawa PEG 4000, disolusinya lebih tinggi
dibandingkan pembawa PEG 6000. Hal ini karena disolusi berbanding terbalik dengan berat
molekul PEGnya. Hasil penelitian itu mendukung teori semakin besar bobot molekul PEG
maka akan semakin rendah koefisien difusinya dan begitu juga sebaliknya (Corrigan et al.,
1979)
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5.8.1 Ukuran partikel dan distribusi ukuran partikel

Ukuran partikel sangat penting untuk menentukan laju dan jumlah obat yang dapat
dilarutkan dan diserap pada sistem pencernaan dalam tubuh manusia. Obat akan menyebar lebih
cepat ke dalam sistem pencernaan manusia dengan ukuran yang lebih kecil. Semakin kecil
ukuran partikel, maka semakin besar luas permukaan obat yang didapatkan. Hal ini akan
meningkatkan penyerapan obat oleh nanopartikel ke dalam sistem pencernaan manusia, sehingga
aktivitas obat lebih optimal dan efisien.

Pada setiap variasi formula perbandingan antara capryol : tween 20 : PEG (Poli Etilen
Glikol) dengan masing-masing perbandingan yaitu (30:50:20). Tabel 8 menunjukkan bahwa
ukuran partikel dengan berbagai konsentrasi ekstrak dapat dikategorikan sebagai nanopartikel,
hal ini dikarenakan sebuah partikel dapat dikatakan nano apabila memiliki ukuran partikel
diantara 1-1000 nm sudah dapat dikatakan sebagai sistem nanopartikel.

Selain itu formula yang dihasilkan sebagian besar telah memenuhi syarat ukuran yang
bisa menembus jaringan epitel pada usus, yaitu berukuran di bawah 500 nm. Dari Tabel 8 dapat
dijelaskan bahwa ukuran partikel pada formulasi dengan konsentrasi ekstrak 40% dapat
dikatakan sebagai ukuran nano yang ideal. Hal ini dikarenakan ukuran partikel dari suatu ukuran
nano yang ideal berada pada tidak lebih dari 200 nm atau berada disekitar 200 nm (Balakumar
dkk., 2013).

Polidispersi indeks ialah penggambaran tingkat keseragaman ukuran partikel pada suatu
komponen dengan kondisi distribusi partikel (Luo dkk., 2013). Semakin kecil nilainya berarti
distribusi partikel komponenya memiliki tingkat keseragaman ukuran yang tinggi (Luo dKkk.,
2013)
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Tabel 8. Hasil karakterisasi ukuran dan distribusi ukuran partikel formulasi SNEDDS dengan
PSA

Ukuran Partikel (nm) Polidispers Index (PI)

Formulasi
| 1 1 X | 1 11 X

40 % 165,0 167,0 162,66 1648 0,353 0,413 0,469 0,411
60 % 331,1 338,1 354,7 3413 0,502 0,495 0,506 0,501

80 % 382,3 3969 3869 379,7 0379 0,323 0,335 0,354

Tabel 8 menunjukkan bahwa setelah dilakukan 3 kali replikasi analisis, maka diperoleh
rata-rata ukuran partikel formulasi 40% yaitu 164,8 nm dengan Pl 0,411, formulasi 60% vyaitu
341,3 nm dengan PI 0,501 dan formulasi 80% vyaitu 379,7 nm dengan Pl 0,354. Dari data
tersebut diketahui bahwa semakin banyak jumlah fraksi yang diinkorporasikan ke dalam fasa
minyak, maka ukuran globul yang terbentuk semakin meningkat. Hal ini menandakan adanya
batasan jumlah fraksi yang dapat diinkorporasikan ke dalam fasa minyak untuk menghasikan
sediaan dengan ukuran globul yang diinginkan. Wu dkk. (2012) mengemukakan nano partikel
mempunyai batas penerimaan nilai polidispersi indeks yaitu kurang dari 0,25. Pada Tabel 8
menunjukan nilai PI dari semua formulasi lebih tinggi daripada 0,25 sehingga semua formulasi

tersebut kurang baik tingkat keseragamannya.

5.8.2 Zeta Potensial

Zeta potensial ialah muatan partikel yang ada di permukaan suatu sistem koloid. Semakin
tinggi zeta potensial mengakibatkan peluang terjadinya penggabungan partikel dari kecil menjadi
besar (flokulasi) semakin kecil (Luo dkk., 2013). Pengukuran ini sangat penting dilakukan untuk
mengetahui kestabilan ukuran partikel sediaan obat yang telah dibuat dalam ukuran nanopartikel
tersebut. Nanopartikel dengan nilai potensial zeta lebih kecil dari -30 mV dan lebih besar dari

+30mV memiliki stabilitas lebih tinggi (Murdock dkk., 2008). Sistem dispersi dengan nilai zeta
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potensial yang rendah lebih mudah membentuk agregat seiring dengan gaya Van der Waals
dalam interaksi partikel (Stefeld dkk., 2012).

Semakin tinggi nilai potensial zeta maka akan semakin mencegah terjadinya flokulasi.
Dengan mengurangi nilai potensial zeta maka memungkinkan partikel untuk saling tarik menarik
dan terjadi flokulasi. Semakin tipis lapisan dan semakin besar kemungkinan partikel-partikel
bersatu menunjukan semakin kecil zeta potensial,. Koloid yang sangat stabil akan dihasilkan jika
nilai zeta potensial yang tinggi. Zeta potensial memiliki manfaat dalam menentukan stabilitas
suspensi. Pengaplikasiannya ialah apabila zeta potensial suspensi kecil atau bahkan mendekati 0,
maka partikel akan cenderung tarik-menarik yang pada akhirnya akan membentuk agregat dan
dapat menyebabkan flokulasi (Prakash, S dkk, 2014).

Pengaruh perubahan nilai zeta potensial terhadap stabilitas sistem

Zeta potensial (m/V) Penilaian stabilitas

0 sampai + 5 Koagulasi atau flokulasi cepat
+ 10 sampai + 30 Incipient stability

+ 30 sampai + 40 Stabilitas sedang

+ 40 sampai £ 60 Stabilitas baik

Lebih dari = 60 Stabilitas sangat baik
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Tabel 9. Hasil karakterisasi zeta potensial formulasi SNEDDS dengan PSA.

Zeta Potensial (mV)

Formulasi B
| I 1 X
40 % -38,1 -394 -386 -38,7
60 % -46,8 -46,3 -46,3 -46,4
80 % 32,3 -325 321 -32.3

Tabel 9 menunjukkan bawha ketiga formulasi memiliki nilai zeta potensial yang negatif
dimana globul dari formulasi tersbut juga bersifat negatif. Formulasi 40% memiliki nilai -38,7
mV, formulasi 60% memiliki nilai -46,4 mV, dan formulasi 80% memiliki nilai -32,,3 mV. Jika
dilihat dari pengertian mengenai zeta potensial yang dimana suatu nanopartikel memiliki
stabilitas lebih tinggi apa bila nilai zeta nya lebih kecil dari -30 mV dan lebih besar dari +30 mV

maka pada Tabel 9 artinya ketiga formulasi tersebut mimiliki stabilitas yang tinggi.

5.8.3 Morfologi

Pada penelitian ini karakterisasi morfologi dilakukan dengan menggunakan TEM
terhadap formulasi SNEDDS, karakterisasi ditunjukan kepada formulasi 40% karena memiliki
ukuran partikel terkecil. Tujuan dari karakterisasi ini yaitu dapat mengetahui ukuran partikel
yang dihasilkan dari pengukuran distribusi partikel dan bentuk globul nanoemulsi. Hasil TEM
dapat dilihat di Gambar 20.
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Gambar 20. (A) Hasil analisis TEM dengan perbesaran hingga 80.000 kali, (B) Air.
Gambar 20 memperlihatkan globul nanoemulsi yang telah terdispersi dalam air, bulatan

putih menunjukan fraksi etil asetat ekstrak enanol daun jambu biji (Psidium Guajava L.) telah
berada dalam nanoemulsi yang berbentuk globul seperti pada gambar.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat diambil kesimpulan

1. Ukuran dari formulasi fraksi etil asetat ekstrak daun jambu biji yang paling optimal yaitu
pada formulasi 40% dengan ukuran partikel 164, 8 nm sedangkan pada formulasi 60%
dengan ukuran partikel 341,3 nm dan formulasi 80% dengan ukuran partikel 379,7 nm
kurang optimal dikarenakan telah terjadi agregasi sehingga dapat memperbesar ukuran
globul.

2. Senyawa yang terkandung dalam fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji (Psidium
guajava L.) adalah Candidate Mass C3sH4209, Candidate Mass C26H4sO15, Candidate Mass
C34H4009, Quercetin dan Quercetin-3-O-a-L-arabinopyranoside.

3. Kualitas dari nanoemulsi fraksi etil asetat ektrak etanol daun jambu biji (Psidium Guajava
L.) kurang optimal dapat dilihat dari ukuran partikel yang masih kurang homogen juga

bentuk morfologi yang belum merata.

6.2 Saran
Formulasi SNEDDS masih harus dikembangkan untuk masa mendatang karena dapat

mempermudah kinerja diberbagai bidang, juga untuk formulasi fraksi etil asetat ekstrak daun
jambu biji (Psidium Guajava L.) masih perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk

mendapatkan hasil yang optimal.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil determinasi tanaman jambu biji

UNIVERSITAS GADJAH MADA
FAKULTAS BIOLOGI
LABORATORIUM SISTEMATIKA TUMBUHAN
Jalan Teknika Selatan Sekip Utara Yogyakarta 55281 Telpon (0274) 6492262/6492272; Fax: (0274580839
SURAT KETERANGAN
Nomor : 014796/5.Tb./1/2020

Yang bertanda tangan dibawah ini, Kepala Laboratorium Sistematika Tumbuhan Fakultas Biologi
UGM, menerangkan dengan sesungguhnya bahwa,

Nama : Andri Ramadhani
NIDN 116612073
Asal instansi : Fakultas MIPA - Ull Yogyakarta

telah melakukan identifikasi tumbuhan dengan hasil sebagai berikut,

Kingdom : Plantae

Divisio : Tracheophyta

Classis : Magnoliopsida

Ordo : Myrtales

Familia : Myrtaceae

Genus : Psidium

Species : Psidium guajava L.

Sinonim : Guajava pumila (Vahl.) Kuntze, Myrtus guajava (L.) Kuntze,

Psidium cujavus L., Syzygium ellipticum K. Schum & Lauterb
Nama Lokal :Jambu batu, Jambu biji, Jambu klutuk, Giawas

identifikasi tersebut dibantu oleh Abdul Razaq Chasani, Ph.D
Demikian surat keterangan ini diberikan untuk dapat dipergunakan seperlunya.

Yogyakarta, 14 Januari 2020
Mengetahui, Kepala Laboratorium
ekan Fakultas Biologi Sistematika Tumbuhan
f Fakultas Biologi UGM

Prof. Dr. Purn%rgo, MS.

NIP. 195504211982031005

<N1P¥97003261995121001
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Lampiran 2. Hasil uji penapisan fitokimia

Uji Gambar
Fitokimia

Sebelum Sesudah

Alkaloid

Flavonoid

Tanin/poli
fenol

Terpenoid
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Lampiran 3. Nanoemulsi fraksi etil asetat ekstrak etanol daun jambu biji

Formulasi Gambar

40%

60%
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80%

Lampiran 4. Perhitungan

7.1 Perhitungan rendemen ekstrak kasar dan fraksi

e Rendemen ekstrak kasar

berat hasil

%Rendemen = x 100%

berat sampel

%Rendemen = %ﬁig x 100% =35,19%

e Rendemen fraksi

03,

- 1
%Rendemen fraksi etanol = e

817 x 100%

46,06 g

%Rendemen T rons " x100%= 17,451%

67



