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ABSTRAK 
 

Nama  : Kori Yati 

Program Studi : Doktor Ilmu Farmasi 

Judul  : Formulasi Gel Nanoemulsi Fraksi Aktif Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau (Nicotiana tabacum L.) Dan Uji Aktivitas Terhadap 

Candida albicans 

Promotor : Dr. Mahdi Jufri, M. Si., Apt. 

Ko-Promotor          Prof. Ing. Misri Gozan, M. Tech.  

  Dr. dr. Mardiastuti, M. Sc, SpMK (K) 
 

Penyakit yang disebabkan oleh jamur masih terus berkembang luas di Indonesia, salah 

satunya kandidiasis kulit yang disebabkan oleh genus candida terutama Candida albicans 

(C. albicans). Ekstrak etanol daun tembakau merupakan bahan alam yang bermanfaat 

sebagai antijamur, memiliki banyak kandungan, salah satunya yaitu nikotin sebagai 

komponen aktif utama. Fraksinasi dilakukan untuk memperoleh fraksi aktif yang 

berfungsi sebagai antijamur. Fraksi aktif tersebut diformulasikan dalam sediaan gel 

nanoemulsi agar memiliki kemampuan penetrasi ke dalam lapisan kulit dengan lebih baik. 

Penelitian ini bertujuan untuk memperoleh formula gel nanoemulsi fraksi aktif daun 

tembakau yang stabil dan memiliki aktivitas antijamur. Sediaan gel nanoemulsi dibuat 

menggunakan Virgin Coconut Oil (VCO) sebagai fase minyak, kombinasi Tween 80 dan 

sucrose palmitate ester sebagai surfaktan, sorbitol sebagai kosurfaktan, akua destilata 

sebagai fase air dan Carbopol 940 sebagai gelling agent. Evaluasi yang dilakukan yaitu 

uji karakteristik dan skrining ekstrak dan hasil fraksinasi, penentuan fraksi aktif sebagai 

antijamur C. albicans, pengembangan validasi metode analisis nikotin, uji karakteristik 

fisika dan kimia sediaan, serta uji aktivitas antijamur terhadap C. albicans (ATCC 90028). 

Hasil skrining dari fraksi n-butanol mengandung alkaloid dan fenol dengan kandungan 

Piridin, 3- (1-metil-2-pirolidin sebesar 65,35%. Fraksi n-butanol sebagai fraksi aktif 

dengan nilai Minimum Inhibition Consentration (MIC) dan Minimum Fungicidal 

Concentration (MFC) fraksi n-butanol sebesar 78,13 μg/mL dan 130,21 μg/mL. Validasi 

metode analisis diperoleh koefisien korelasi 0,9996, LOD dan LOQ sebesar 6,50 µg/mL 

dan 19,69 µg/mL. Uji Selektivitas menujukkan bahwa tidak ada senyawa yang 

memberikan respon pada waktu yang bersamaan dengan waktu retensi nikotin atau tidak 

ada interferensi di sekitar daerah uji. Hasil recovery dari uji akurasi sebesar 99,656%, 

presisi menghasilkan koefisien variasi sebesar 0,9%, dan uji kesesuaian sistem memenuhi 

persyaratan yang ditetapkan. Hasil uji stabilitas terhadap sediaan gel nanoemulsi fraksi n-

butanol ekstrak etanol daun tembakau menunjukkan bahwa sediaan tersebut masih stabil 

hingga minggu ke 4, gel nanoemulsi fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau 

memiliki aktivitas antijamur ditunjukkan dengan hasil analisis statistik persen inhibisi dengan 

nilai p > 0,05 untuk konsentrasi 281,25-4500 µg/mL. Dari hasil yang diperoleh dapat 

disimpulkan, fraksi n-butanol sebagai fraksi aktif terhadap C. albicans, dapat diformulasi 

dalam bentuk gel nanoemulsi yang stabil sampai minggu ke-4.    
 

Kata kunci : Nanoemulsi, fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau, validasi metode analisis, 

nikotin, Candida albicans.   
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ABSTRACT 
 

Name  : Kori Yati 

Program Study : Doctor of Pharmaceutical Science  

Title : Nanoemulsion Gel Formulation of Active Fraction of Ethanol Extract 

from Tobacco Leaves (Nicotiana tabacum L.) and Its Activity Test 

Against Candida albicans 

Promotor : Dr. Mahdi Jufri, M. Si., Apt. 

Co-Promotor : Prof. Ing. Misri Gozan, M. Tech.  

 Dr. dr. Mardiastuti, M. Sc, SpMK (K) 
 

Skin diseases caused by fungi are still common in Indonesia, one is candidiasis caused by 

the genus Candida, especially Candida albicans (C. albicans). Ethanol extract from 

tobacco leaves is a natural ingredient that is useful as an antifungal, it has many 

ingredients, one of which is nicotine as the main active component. Fractionation is 

carried out to obtain an active fraction that functions as an antifungal. The active fraction 

is formulated in a nanoemulsion gel preparation to have a better ability to penetrate. This 

study aimed to obtain a nanoemulsion gel formula of the active fraction of tobacco leaves 

which is stable and has antifungal activity. Nanoemulsion gel preparations were prepared 

using Virgin Coconut Oil (VCO) as the oil phase. Tween 80 and sucrose palmitate ester 

was used as a surfactant, sorbitol as cosurfactant, distillate aqua as water phase, and 

Carbopol 940 as a gelling agent. The evaluation carried out included testing the active 

fraction's characteristics, developing the nicotine method's validation, testing the 

preparations' characteristics, and testing the antifungal activity against C. 

albicans (ATCC 90028). Screening result of n-butanol fraction containing alkaloid and 

phenol with Pyridine, 3-(1-methyl-2-pyrrolidin 65,35%. N-butanol fraction as the active 

fraction with Minimum Inhibition Consentration (MIC) and Minimum Fungicidal 

Concentration (MFC) values of n-butanol fraction of 78.13 μg/mL and 130.21μg/mL. The 

validation of the nicotine analysis method obtained coefficient of correlation was 0.9996, 

LOD and LOQ were 6.50 g/mL and 19.69 g/mL. The selectivity test showed that there 

were no compounds that respond at the same time as the nicotine retention time or there 

was no interference around the test area. Meanwhile, the accuracy test was 99.656%, and 

coefficient of variation precision test was found to be 0.9%, and system suitability test 

complied the specified requirements The results of the stability test on the nanoemulsion 

gel preparation of the n-butanol fraction of the ethanol extract of tobacco leaves showed 

that the preparation was still stable until the 4th week, and based on statistical analysis, 

nanoemulsion gel n-butanol fraction of ethanol extract from tobacco leaves showed 

inhibition percent with sig value > 0,05 for 281.25-4500 µg/mL concentration. From the 

results obtained, it can be concluded that the n-butanol fraction, as an active fraction 

against C. albicans, can be formulated in the form of a nanoemulsion gel that was stable 

until the 4th week. 

 

Key words : Nanoemulsion, active fraction of ethanol extract tobacco leaves, validation 

of analysis method, nicotine, Candida albicans. 
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BAB 1  

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan negara beriklim tropis dengan kelembaban yang cukup tinggi, 

sehingga mudah tumbuh jamur pada kulit bagi orang yang kurang menjaga kebersihan 

tubuhnya. Sekitar 80.000 spesies jamur telah diidentifikasi, kurang dari 50 spesies 

merupakan penyebab lebih dari 90% infeksi jamur pada manusia dan hewan (Brooks, 

Carroll, Butel, Morse, & Mietzner, 2012). Penyakit yang disebabkan oleh jamur terus 

berkembang luas di Indonesia, salah satunya kandidiasis yang merupakan infeksi primer 

atau sekunder dari genus Candida terutama Candida albicans (C. albicans) (Karina & 

Ervianti, 2011). Di Indonesia, berdasarkan penelitian retrospektif di RS Prof. dr. Kandou 

Manado pada tahun 2009-2011 prevalensi kandidiasis kulit tercatat sebanyak 26,27% dari 

seluruh kasus baru infeksi jamur (Seru, Suling, & Pandeleke, 2013). 

Obat yang digunakan untuk pengobatan kandidiasis kulit dan infeksi dermatofita 

meliputi imidazol, klotrimazol, ketokonazol, flukonazol, ekonazol, sulkonazol, dan 

tiokonazol (BPOM RI, 2015 ; Burden, Hausammann, Ceschi, Kupferschmidt, & Weiler, 

2022). Pengobatan infeksi jamur secara secara topikal dapat menimbulkan efek samping 

berupa iritasi kulit dan membran mukosa (Edminister & Jorizzo, 2022; Sinawe & 

Casadesus, 2022), dilaporkan adanya resistensi ketokonazol pada pasien kandidiasis 

mukokutan kronis (Pai, Ganavalli, & Kikkeri, 2018). Obat antijamur terutama golongan 

azole juga dapat menyebabkan resistensi (Denning, 2022; Muhaj, George, Nguyen, & 

Tyring, 2022). Xu et al., (2021) melaporkan adanya resistensi ketokonazol terhadap C. 

albicans yang dipengaruhi oleh faktor fisiologi dan mekanisme genetik.  

Obat antijamur yang menggunakan bahan alami relatif sedikit. Beberapa penelitian 

melaporkan aktivitas antijamur bahan alam Indonesia antara lain aktivitas ekstrak 

metanol daun tembakau terhadap C. albicans yang menghasilkan zona hambat sebesar 

6,90±0,03 mm pada konsentrasi 320 µg/mL (Putri, Barid, & Kusumawardani, 2014). 

Aktivitas ekstrak metanol daun tembakau terhadap C. albicans ditunjukkan dengan 

Minimum Inhibition Concentration (MIC) sebesar 25 mg/mL (Anumudu, Nwachukwu, 

Obasi, Nwachukwu, & Ihenetu, 2019). Hasil penelitian sebelumnya melaporkan bahwa 

ekstrak etanol daun tembakau dapat menghambat pertumbuhan Aspergillus niger dengan
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 zona hambat sebesar 7,8 mm pada konsentrasi 4000 µg/mL (Fauzantoro, Amatullah, 

Muharram, & Gozan, 2016). Melihat potensi yang ditunjukkan oleh ekstrak etanol daun 

tembakau ini, maka dapat dimanfaatkan penggunaannnya pada bidang kesehatan 

khususnya pada penyakit yang disebabkan oleh jamur yang menjadi masalah kesehatan 

di Indonesia. Ekstrak etanol daun tembakau mengandung banyak komponen, salah 

satunya adalah nikotin sebagai komponen aktif utama. Untuk memperoleh fraksi aktif 

yang berfungsi sebagai antijamur, maka ekstrak harus difraksinasi agar dapat dibuat 

sediaan farmasi dari fraksi aktif tersebut.  

Hingga saat ini, belum banyak ditemukan penelitian yang memformulasikan fraksi 

aktif ekstrak etanol daun tembakau ke dalam bentuk sediaan farmasi. Bentuk sediaan 

farmasi untuk pengobatan antijamur secara topikal yang beredar di pasaran sebagian 

besar berupa sediaan krim. Sediaan krim adalah sediaan yang terbuat dari fase air dan 

fase minyak yang distabilkan oleh emulgator. Ukuran partikel dari krim biasanya 

berukuran mikrometer. Untuk meningkatkan penetrasi zat aktif pada lapisan dermis, 

maka perlu dibuat sediaan dengan ukuran partikel yang lebih kecil (nanometer). Salah 

satu bentuk sediaan nano yang sedang berkembang adalah sediaan nanoemulsi. Sediaan 

nanoemulsi memiliki beberapa keuntungan yaitu, ukuran partikel yang kecil dapat 

mencegah terjadinya flokulasi dan dapat meningkatkan luas permukaan, sehingga 

meningkatkan penetrasi obat. Nanoemulsi  adalah  sediaan  isotropik dan tidak stabil 

secara termodinamika, terbuat dari surfaktan, minyak, dan air dengan atau tanpa 

penambahan kosurfaktan, ukuran droplet kecil dari 100 nm (Lu et al., 2017), 20-500 nm 

(Sarheed, Dibi, & Ramesh, 2020), 50-500 nm (Chaudhari & Kuchekar, 2018), dan 100-

500 nm (Teng et al., 2020). 

Minyak yang digunakan untuk pembuatan basis nanoemulsi dapat berupa minyak 

nabati, minyak hewani dan minyak mineral. Pada penelitian ini menggunakan Virgin 

Coconut Oil (VCO) sebagai fase minyak. VCO merupakan minyak nabati memiliki 

beberapa manfaat lain, di antaranya sebagai emolien (Castro & Apostol, 2020; Chew, 2018), 

antioksidan (Nor et al., 2021; Wiyani, Aladin, Rahmawati, & Mustafiah, 2021), antimikroba 

(Suryani et al., 2020) dan peningkat penetrasi (Arifin et al., 2022; Lestari & Binarjo, 2013; 

Satheeshan, Seema, & Manjusha, 2020).
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Surfaktan yang sering digunakan dalam nanoemulsi adalah golongan polisorbat 

(Tween 20, 40, 60, dan 80). Polisorbat merupakan surfaktan nonionik yang memiliki 

beberapa keuntungan antara lain tidak toksik, meningkatkan stabilitas dari sediaan, dan 

meningkatkan solubilisasi zat aktif  (Cheng et al., 2017; Namratha Vinaya, Mary John, 

Mangsatabam, & Anna Philip, 2021). Pengembangan penggunaan surfaktan saat ini salah 

satunya adalah penggunaan sukrosa ester, yaitu asam lemak (laurat, palmitat, stearat, dan 

oleat) yang dapat membentuk nanoemulsi pada konsentrasi rendah (Maria, 

Ibadurrohman, & Slamet, 2020). Ester sukrosa merupakan pengemulsi ramah lingkungan 

yang dapat diperoleh dari esterifikasi antara sukrosa dengan asam lemak baik secara 

kimiawi maupun secara enzimatis. Sorbitol banyak digunakan sebagai kosurfaktan dalam 

sediaan nanoemulsi karena memiliki beberapa manfaat antara lain sebagai humektan dan 

memiliki daya sebar yang baik (Sravan & Spandana, 2021).  

Pada sistem nanopartikel terdapat kemungkinan terjadinya agregat (Shrestha, Wang, & 

Dutta, 2020). Masalah agregasi dapat diatasi dengan memformulasikan nanoemulsi fraksi 

aktif ekstrak etanol daun tembakau ke dalam bentuk sediaan gel dengan menambahkan 

Carbopol sebagai gelling agent. Carbopol memiliki beberapa keuntungan antara lain dapat 

membentuk gel pada suhu ruang dan mampu menghasilkan gel yang baik (Safitri, 

Nawangsari, & Febrina, 2021). Gel nanoemulsi dari fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau 

harus stabil secara fisika dan kimia. Stabilitas fisika dan kimia dapat dilihat melalui uji 

organoleptik, pH, viskositas, pemisahan fase, ukuran partikel, polydispersity index, zeta 

potensial, penetapan kadar dan uji difusi. Gel nanoemulsi dari fraksi aktif ekstrak etanol daun 

tembakau juga memiliki aktivitas terhadap C. albicans.  

Pengembangan dan validasi metode analisis dilakukan untuk memeriksa kandungan 

nikotin dalam fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau dan dalam sediaan gel nanoemulsi. 

Beberapa parameter analisis yang harus dilakukan dalam validasi metode analisis  yaitu 

uji kesesuaian sistem, uji kalibrasi dan linieritas, akurasi, presisi, selektivitas serta penentuan 

Limit of Detection (LOD) dan Limit of Quantification (LOQ) (Harmita 2004, Branch 2005). 

Berdasarkan uraian di atas, maka perlu dilakukan penelitian untuk menentukan fraksi aktif 

dari ekstrak etanol daun tembakau yang memiliki aktivitas terhadap C. albicans serta dapat 

diformulasi dalam sediaan gel nanoemulsi yang memenuhi persyaratan secara fisika dan 

kimia. Hal ini diharapkan dapat menghasilkan sediaan gel nanoemulsi yang dapat digunakan 

dalam pengobatan kandidiasis kulit yang disebabkan oleh C. albicans. 
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1.2 Perumusan Masalah 

a. Kandidiasis kulit yang disebabkan oleh C. albicans masih banyak ditemukan di 

Indonesia. Pengobatan untuk penyakit tersebut masih menggunakan obat-obatan 

kimia yang menyebabkab efek samping. Pemanfaatan bahan alam dalam 

tatalaksana kandidiasis kulit masih relatif terbatas. Ekstrak daun tembakau 

merupakan salah satu bahan alam yang memiliki aktivitas antijamur terhadap C. 

albicans, sehingga perlu dilakukan analisis kandungan senyawa aktif pada ekstrak 

dan hasil fraksinasi ekstrak etanol daun tembakau. 

b. Aktivitas antijamur fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau terhadap C. albicans 

belum diketahui sehingga perlu dilakukan pengujain untuk memperoleh fraksi aktif 

dengan nilai MIC dan MFC yang terbaik. 

c. Data validasi metode analisis nikotin pada fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau 

belum tersedia secara lengkap sehingga perlu dilakukan pengembangan validasi 

metode analisis untuk menguji kandungan nikotin dari fraksi aktif ekstrak etanol 

daun tembakau. 

d. Sediaan farmasi dari fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau belum banyak 

dikembangkan di masyarakat sehingga perlu dilakukan formulasi sediaan gel 

nanoemulsi dari fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau yang memenuhi 

persyaratan fisika, kimia.  

e. Sediaan farmasi dari fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau belum dapat 

dibuktikan memberikan aktivitas penghambatan pertumbuhan terhadap C. albicans. 

 

1.3 Batasan Masalah 

Penelitian ini dibatasi pada proses fraksinasi ekstrak etanol daun tembakau, 

melakukan skrining terhadap kandungan senyawa dalam fraksi aktif ekstrak etanol daun 

tembakau, menganalisis kandungan nikotin dalam fraksi aktif ekstrak etanol daun 

tembakau, memformulasi fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau dalam sediaan gel 

nanoemulsi, mengevaluasi sediaan gel nanoemulsi dan menentukan aktivitasnya terhadap 

C. albicans. 

 

 

 



5 
 

 
 

1.4 Tujuan Penelitian 

1.4.1 Tujuan Umum 

Memformulasi sediaan gel nanoemulsi fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau 

yang memiliki aktivitas antijamur terhadap C. albicans. 

 

1.4.2 Tujuan Khusus 

a. Menganalisis kandungan senyawa aktif hasil fraksinasi ekstrak etanol daun 

tembakau  

b. Menentukan fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau terhadap C. albicans. 

c. Memvalidasi metode analisis nikotin untuk memeriksa kandungan nikotin dalam 

fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau.  

d. Memformulasi fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau dalam sediaan gel 

nanoemulsi untuk sediaan topikal dan menganalisis hasil evaluasi sediaan gel 

nanoemulsi secara fisika dan kimia. 

e. Menentukan aktivitas sediaan gel nanoemulsi terhadap C. albicans. 

 

1.5 Model Operasional Penelitian 

Penelitian ini terdiri dari 3 tahapan besar, yaitu :  

a. Pengujian syarat mutu ekstrak etanol daun tembakau, pembuatan fraksi ekstrak etanol 

daun tembakau, pengujian karateristik fraksi ekstrak etanol daun tembakau, skrining 

kandungan senyawa pada fraksi ekstrak etanol daun tembakau, analisis kandungan 

nikotin di dalam fraksi ekstrak etanol daun tembakau serta pengujian aktivitas ekstrak 

dan hasil fraksinasi daun tembakau terhadap C. albicans sehingga diperoleh data 

untuk menentukan fraksi aktif dan konsentrasinya yang akan digunakan dalam 

sediaan gel nanoemulsi. 

b. Formulasi fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau dalam bentuk nanoemulsi, 

dengan bantuan VCO sebagai fase minyak, Tween 80 dan mono sukrosa ester sebagai 

surfaktan, sorbitol sebagai kosurfaktan. Formula akan dioptimasi untuk mendapatkan 

formula yang stabil secara fisika dan kimia.  

c. Evaluasi sediaan gel nanoemulsi secara fisika dan kimia sehingga diperoleh sediaan 

yang memenuhi persyaratan farmasetika, serta penentuan aktivitas nanoemulsi gel 

terhadap C. albicans. 
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1.6 Hipotesis 

f. Ektrak etanol daun tembakau dapat difraksinasi dan dianalisis kandungan 

senyawanya untuk memperoleh fraksi aktif. 

g. Fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau memiliki aktivitas antijamur terhadap C. 

albicans. 

h. Metode analisis nikotin dapat divalidasi dan digunakan untuk menganalisis 

kandungan nikotin dalam fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau. 

i. Fraksi aktif ekstrak etanol daun dapat diformulasi dalam sediaan gel nanoemulsi 

sehingga menghasilkan sediaan yang memenuhi persyaratan secara fisika dan kimia. 

j. Sediaan gel nanoemulsi dari fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau memiliki 

aktivitas terhadap C. albicans. 

 

1.7 Manfaat Penelitian 

a. Memberikan alternatif pengobatan penyakit kandidiasis kulit secara topikal 

menggunakan fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau. 

b. Memberikan informasi tentang pemanfaatan fraksi aktif ekstrak etanol daun 

tembakau untuk sediaan farmasi dalam bentuk gel nanoemulsi. 

c. Memberikan inovasi bentuk sediaan gel nanoemulsi fraksi aktif ekstrak etanol daun 

tembakau yang memenuhi persyaratan farmasetika untuk pemakaian topikal. 

d. Memberikan informasi penggunaan gel nanoemulsi fraksi aktif ekstrak etanol daun 

tembakau sebagai antijamur.



 

 Universitas Indonesia 

BAB 2  

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Kulit 

Sistem penghantaran obat yang digunakan secara topikal, lokal maupun sistemik sangat 

dipengaruhi oleh kulit.  Kulit  merupakan organ yang melindungi permukaan tubuh, 

terdiri dari selaput lendir yang melapisi pori-pori tubuh. Kulit memiliki banyak fungsi 

karena di dalam kulit banyak terdapat ujung saraf peraba sehingga mampu mengatur suhu 

dan mengendalikan hilangnya air dari tubuh. Kulit mempunyai sedikit kemampuan 

eksretori, sekretori dan absorpsi. Stratum korneum merupakan barrier utama dari 

permeasi obat untuk penghantaran obat melalui kulit. Oleh karena itu, zat berbahaya dan 

obat yang  diformulasi secara topikal tidak  bisa  masuk  begitu  saja ke dalam tubuh. 

Diperlukan sediaan yang mengandung zat aktif dalam ukuran kecil (nanometer) dan 

senyawa peningkat penetrasi (penetration enhancers) yang lazim digunakan di dalam 

sediaan untuk mempermudah transfer obat melewati stratum korneum (Kahraman, 

Kaykın, Bektay, & Güngör, 2019; Souto et al., 2022). 

Kulit manusia terdiri dari beberapa lapisan, yaitu : 

a. Epidermis 

Lapisan  epidermis  yang  perlu  diperhatikan dalam  sistem penghantaran 

transdermal yaitu stratum korneum. Stratum korneum terdiri dari beberapa lapis sel   

mati, berbentuk pipih, tidak   memiliki   nukelus,   tidak   mengalami   proses metabolisme   

dan   tidak berwarna. Stratum korneum memiliki kadar air hanya 20%. Stratum 

korneum   ini digambarkan sebagai satu-satunya penghalang yang membatasi laju 

penetrasi obat melalui kulit (Kahraman, Kaykın, Bektay, & Güngör, 2019; Souto et al., 

2022). 

b. Dermis 

Lapisan dermis merupakan tempat penyerapan sistemik. Tebal lapisan dermis  yaitu  

0,2-0,3  cm dan  terbuat  dari  matriks  protein  berserat, terutama kolagen, elastin dan 

retikulum. Dermis merupakan tempat pembuluh darah, saraf sensorik, kelenjar keringat 

dan unit pilosebasea. Pembuluh darah memasok darah ke rambut (Kahraman, Kaykın, 

Bektay, & Güngör, 2019; Souto et al., 2022).
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c. Jaringan Subkutan 

Bantalan  epidermis  dan  dermis  merupakan  jaringan  lemak  atau  lapisan subkutan  

tempat  lemak  diproduksi  dan  disimpan.  Jaringan  subkutan  pada dasarnya  tidak  

berpengaruh pada penyerapan perkutan obat  karena terletak di bawah sistem vaskular 

(Kahraman, Kaykın, Bektay, & Güngör, 2019; Souto et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[sumber: dokumen pribadi] 

Gambar 2.1 Anatomi Kulit Manusia 

 

2.1 Penyakit Kandidiasis  

2.1.1 Kandidiasis 

Kandidiasis adalah infeksi primer atau sekunder dari genus Candida, terutama C. 

albicans. Manifestasi klinis dari kandidiasis sangat bervariasi, mulai dari akut, subakut 

dan kronis ke episodik. Kelainan dapat terletak di mulut, tenggorokan, kulit, kepala, 

vagina, jari-jari tangan, kuku, bronkhi, paru, atau saluran pencernaan, atau bersifat 

sistemik, seperti septikemia, endokarditis, dan meningitis. Proses patologis yang timbul 

akibat kandidiasis juga bermacam-macam, mulai dari iritasi dan peradangan hingga 

supurasi akut, kronis atau reaksi granulomatosa. Penyakit kandidiasis merupakan infeksi 

oportunistik karena C. albicans merupakan spesies endogen (Barantsevich & 

Barantsevich, 2022; Talapko et al., 2021; Tamo, 2020;  Lopes & Lionakis, 2022). 

Candida albicans dapat tumbuh pada suhu 37°C dalam kondisi aerob atau 

anaerob. Pada kondisi anaerob, C. albicans mempunyai waktu generasi yang lebih 

panjang yaitu 248 menit dibandingkan dengan kondisi pertumbuhan aerob yang hanya 98 

menit. Walaupun C. albicans tumbuh baik pada media padat tetapi kecepatan 

Lapisan Epidermis 

Lapisan Dermis 

Jaringan Subkutan 

Otot 



9 
 

 
 

pertumbuhan lebih tinggi pada media cair yang digoyang pada suhu 37°C. Pertumbuhan 

juga lebih cepat pada kondisi asam dibandingkan dengan pH normal atau alkali. Pada 

media Sabaroud dextrose agar atau glucose-yeast extract- peptone water, C. albicans 

berbentuk bulat atau oval yang biasa disebut dengan bentuk khamir dengan ukuran (3,5-

6) x (6-10) μm. Koloni berwarna krem, agak mengkilat dan halus. Kemampunan C. 

albicans untuk tumbuh baik pada suhu 37ºC memungkinkannya tumbuh pada sel hewan 

dan manusia (Soedarto, 2015).  

Bentuk C. albicans yang dapat berubah, bentuk khamir dan filamen, sangat 

berperan dalam proses infeksi ke tubuh inang. Candida albicans merupakan 

mikroorganisme yang bersifat heterotrofik dan merupakan penyebab utama (80%) kasus 

infeksi jamur pada manusia (Barantsevich & Barantsevich, 2022; Talapko et al., 2021; 

Tamo, 2020; Lopes & Lionakis, 2022). 

Kandidiasis kulit terutama disebabkan oleh C. albicans merupakan kandidiasis 

superfisial (kutaneus dan mukosa) ditegakkan melalui adanya peningkatan jumlah 

populasi Candida setempat dan kerusakan terhadap kulit atau epitel yang memungkinkan 

invasi setempat oleh ragi dan pseudohifa. Faktor risiko yang berkaitan dengan kandidiasis 

superfisial di antaranya AIDS, kehamilan, diabetes, usia muda atau tua, pil KB, dan 

trauma (luka bakar, maserasi kulit). Kandidiasis kutaneus dapat menginvasi kulit, terjadi 

di bagian-bagian tubuh yang hangat dan lembab seperti ketiak, lipat paha, yang sering 

ditemui pada orang gemuk atau diabetes. Area yang terinfeksi menjadi berwarna merah 

dan lembab, serta dapat timbul vesikel (Brooks et al., 2012). 

 

2.1.2 Pengobatan Kandidiasis 

Terapi kandidiasis mukokutan biasanya menggunakan nistatin lokal, ketokonazol 

atau flukonazol oral (BPOM RI, 2015). Penyembuhan lesi kulit dipercepat dengan 

menghilangkan faktor pendukung (kelembaban berlebih, penggunaan obat antibakteri). 

Kandidiasis mukokutan kronis menunjukkan respon yang baik terhadap ketokonazol oral 

dan azol lainnya, tetapi penderitanya memiliki efek imun sel genetik sehingga sering 

memerlukan terapi seumur hidup (Brooks et al., 2012). 
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2.1.3 Pengujian Aktivitas Antijamur 

Uji kepekaan antijamur sangat penting dilakukan untuk mengetahui efektifitas 

obat antijamur agar pemberian pengobatan lebih efektif dan optimal. Beberapa metode 

untuk menguji kerentanan jamur pada infeksi Candida antara lain: metode dilusi (broth 

dilution), metode difusi agar, dan metode otomatis komersial misalnya Vitek. Pada 

metode dilusi, jamur ditumbuhkan dalam media cair yang dibuat dengan pengenceran 

bertingkat, kemudian ditentukan konsentrasi hambat terendah, yang dapat diartikan 

sebagai konsentrasi terendah yang menunjukkan penghambatan pertumbuhan jamur. 

Nilai MIC dapat diperoleh dengan pembacaan visual atau spektrofotometri. Kelemahan 

metode ini adalah memakan waktu dan tidak praktis di laboratorium klinik (Papon et al., 

2007).  

Berdasarkan CLSI atau EUCAST yang paling umum digunakan untuk uji 

kepekaan antijamur adalah metode dilusi kaldu menggunakan sumur. Metode berbasis 

dilusi ini mengandung pewarna kolorimetri rezazurin (amarBlue), yang diubah menjadi 

resorufin (merah tua menjadi merah) oleh sel jamur yang aktif secara metabolik. Ketika 

aktivitas metabolisme dihambat, sumur tampak biru dan perubahan dari merah 

muda/merah menjadi biru adalah titik akhir yang digunakan untuk membaca MIC dalam 

pengujian ini (Alastruey-Izquierdo, Melhem, Bonfietti, & Rodriguez-Tudela, 2015). 

Metode difusi agar merupakan metode untuk mendeteksi kerentanan jamur 

dengan menggunakan media agar Mueller Hinton dan disk. Metode ini relatif murah dan 

mudah digunakan. Disk antijamur ditempatkan pada media agar yang ditanami jamur, 

agen antijamur akan berdifusi ke media agar dan menghambat pertumbuhan jamur, yang 

dapat dilihat dengan pembentukan zona atau area yang menunjukkan hambatan 

pertumbuhan jamur pada permukaan media agar (Clinical, 2012). 

Metode komersial juga tersedia untuk mendeteksi kerentanan jamur 

menggunakan beberapa sistem yang tersedia secara komersial seperti Sensitive YeastOne 

(TREK Diagnostic Systems, Cleveland, USA), sistem Vitek dan strip uji (ETest, 

bioMerieux; MIC, Oxoid). Kontrol kualitas juga dilakukan untuk sistem komersial ini 

dan semua nilai MIC berada dalam kisaran yang sesuai (Papon et al., 2007). 
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2.2 Tanaman Tembakau  

Tembakau dapat diklasifikan sebagai berikut (Integrated Taxonomic Information 

System, 2023; Kasahara, 1995) 

Kerajaan : Plantae 

Divisi : Spermatophyta 

Kelas : Magnoliospida 

Bangsa : Solanales 

Suku : Solanaceae  

Marga : Nicotiana L. 

Jenis : Nicotiana tabaccum L.  

Nama Indonesia : Tembakau 

Nama Daerah : Bakong (Ac); Bako (Gy); Mbako, Timbako, Timbaho (Bt);  

   Bago, Faniso (Ns); Tembakau, Embakau, Goyang, Tembakaw,    

   Tabaku (My) 

Daun tembakau merupakan tumbuhan semak semusim, tinggi lebih kurang 2 m. 

Akar tunggang, putih, berkayu. Daun tunggal, berbulu, tepi rata, dan ujung runcing, 

dengan penampakkan seperti pada Gambar 2.2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[sumber: Kemenkes RI 2017] 

Gambar 2.2 Daun Tembakau  (Kemenkes RI, 2017a) 

 

Berdasarkan Fukumoto (2005), nikotin merupakan suatu alkaloid dengan nama 

kimia Piridin, 3- (1-metil-2-pirolidin dengan rumus molekul C10H14N2, merupakan 

komponen aktif utama tembakau, Nicotiana tabacum. Nikotin memiliki bobot molekul 
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sebesar 162,23 g/mol dengan rumus struktur tertera pada Gambar 2.3. Saat diekstraksi 

dari daun tembakau, nikotin tak berwarna, tetapi segera menjadi coklat ketika 

bersentuhan dengan udara. Sifat fisik nikotin yaitu cairan berminyak yang higroskopik, 

bercampur dengan air baik dalam bentuk basa bebas atau dalam bentuk garamnya. 

Nikotin mempunyai dua sistem cincin nitrogen, satu piridin dan yang lain pirolidin, 

sehingga dapat dikelompokkan dalam alkaloid piridin, maupun pirolidin (O’Neil, 2006).  

Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, ekstrak etanol dari daun tembakau 

mengandung alkaloid, tanin, flavonoid dan steroid (Oeung et al., 2017). Hasil penelitian 

lain juga menunjukkan bahwa ekstrak etanol dari daun tembakau mengandung terpenoid, 

steroid, alkaloid dan tannin (Prommaban et al., 2022). 

 

[sumber: USP 41, 2018] 

Gambar 2.3 Rumus Struktur Nikotin 

 

2.3 Fraksinasi 

Fraksinasi berasal dari kata fraction atau bagian, dapat diartikan sebagai 

mekanisme untuk memilah-milah atau memisah-misahkan suatu kumpulan menjadi 

beberapa bagian (fraction/part). Fraksinasi dapat ditujukan untuk mendapatkan fraksi 

(bagian) tertentu dari suatu ekstrak, dimana bagian ini merupakan fraksi aktif, dan perlu 

dipisahkan dari fraksi lainnya yang kurang aktif. Tujuan lainnya adalah untuk 

mendapatkan ekstrak yang lebih murni, sehingga perlu dihilangkan senyawa-senyawa 

lain yang mengotori atau mengganggu. Fraksinasi juga diperlukan ketika melakukan 

isolasi atau pemisahan satu senyawa metabolit sekunder tunggal (Agung, 2017).  

Fraksinasi dapat dilakukan dengan beberapa teknik, di antaranya adalah (Agung, 

2017) : 

a. Liquid-iquid extraction (ekstraksi cairan-cairan)  

Fraksinasi dengan liquid-iquid extraction adalah pemisahan sekelompok senyawa dari 

kumpulan senyawa dalam sebuah ekstrak yang telah dilarutkan pada suatu pelarut dengan 
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cara menambahkan jenis pelarut lain yang memiliki polaritas berbeda dan tidak dapat 

bercampur antara keduanya (immiscible).  

Pada umumnya fraksinasi dengan metode ini dilakukan dengan menggunakan labu 

pemisah (separating funnel). Dua pelarut yang berbeda sifat, baik polaritas maupun masa 

jenisnya, pada sebuah sistem dalam labu pemisah menyebabkan terbentuknya dua 

fase/fraksi yang terpisah pada bagian atas dan bawah. Kedua fase tersebut terbentuk 

setelah kedua pelarut beserta ekstrak yang ada di dalamnya itu dicampur dengan cara 

dikocok dan kemudian didiamkan selama beberapa saat. Fase bagian atas ditempati oleh 

pelarut yang memiliki masa jenis lebih rendah, dan fase bagian bawah ditempati oleh 

pelarut dengan masa jenis lebih tinggi. Senyawa-senyawa dari ekstrak tersebut akan 

bergerak dan terpisah dengan dua kecenderungan mengikuti kedekatan sifat dari senyawa 

dengan pelarutnya. Sejumlah senyawa akan bergabung bersama fase bagian atas dan ada 

sejumlah senyawa lainnya akan bergabung dengan fase bagian bawah. 

b. Kolom kromatografi dengan fase diam dan fase gerak tertentu.  

Teknik fraksinasi lainnya adalah dengan metode kromatografi kolom. Pada dasarnya, 

prinsip kerjanya hampir sama dengan liquid-liquid extraction, yang membedakan adalah 

media yang digunakan. Pada fraksinasi dengan kromatografi kolom, maka proses 

pembagian fraksinya dilakukan pada sebuah kolom dengan menggunakan prinsip-prinsip 

kromatografi di mana sama-sama mengaplikasikan prinsip tingkat kepolaran/polaritas, 

prinsip yang sama seperti pada liquid-liquid extraction. 

 

2.4 Kromatografi Cair Kinerja Tinggi (KCKT) 

2.4.1 Pengertian Umum KCKT 

Menurut Farmakope Indonesia, kromatografi merupakan prosedur pemisahan zat 

terlarut oleh suatu proses perpindahan karena adanya perbedaan secara dinamis dalam 

sistem yang terdiri dari dua fase, salah satu diantaranya bergerak secara 

berkesinambungan dengan arah tertentu dan didalamnya zat-zat itu menunjukan 

perbedaan mobilitas disebabkan adanya perbedaan dalam adsorpsi, partisi, kelarutan, 

tekanan uap, ukuran molekul atau kerapatan muatan ion (Kemenkes, 2020).  

Kemajuan dalam tekonologi kolom, sistem pompa tekanan tinggi, dan detektor 

yang sensisitif membuat kromatografi kolom cair menjadi suatu sistem pemisahan dengan 

kecepatan dan efesiensi yang tinggi. Metode ini dikenal sebagai Kromatografi Cair 



14 
 

 
 

Kinerja Tinggi (KCKT) merupakan Teknik (Kemenkes, 2020). Fungsi KCKT, yaitu  

memisahkan dan memurnikan senyawa obat, menganalisis secara kuantitatif senyawa 

obat dalam sedian farmasetika, dan mengidentifikasi secara kualitatif senyawa obat 

dengan mendasarkan pada parameter waktu retensi senyawa obat standar dan senyawa 

obat dalam sampel (Gandjar & Rohman, 2017). 

 

2.4.2 Cara Kerja KCKT 

Kromatografi bekerja berdasarkan teknik pemisahan yang mana senyawa- 

senyawa kimia atau senyawa obat terpisah akibat adanya perbedaan kecepatan elusi, 

dikarena senyawa- senyawa ini melewati kolom kromatografi. Pemisahan solut-solut 

terjadi karena adanya distribusi solute dalam fasa gerak dan fasa diam. Jenis kolom, fase 

gerak, panjang dan diameter kolom, kecepatan alir fase gerak, suhu kolom dan ukuran 

sampel merupakan kondisi yang harus diperhatikan agar penggunaan kromatografi cair 

terhadap suatu masalah yang dihadapi sukses (Gandjar & Rohman, 2017). 

 

2.4.3 Instrumen KCKT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[sumber: (Gandjar & Rohman, 2017)] 

Gambar 2.4 Instrumen KCKT 

 

Komponen utama pada KCKT ada 8 bagian yakni wadah fase gerak, pompa untuk 

mengalirkan fase gerak, alat untuk memasukan sampel, kolom, detektor, wadah 

penampung buangan fase gerak, tabung penghubung dan suatu komputer atau integrator 
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untuk mengolah data sinyal sehingga diperoleh suatu kromatogram (Gandjar & Rohman, 

2017).  

a. Wadah fase gerak  

Wadah fase gerak merupakan tempat yang digunakan untuk menampung fase gerak 

yang digunakan selama proses pemisahan berjalan. Wadah ini harus selalu bersih dan 

tidak boleh bereaksi dengan komponen fase gerak. Adanya pengotor dapat menyebabkan 

gangguan pada sistem kromatografi. (Gandjar & Rohman, 2017). 

b. Fase Gerak  

Fase gerak atau eluen terdiri dari beberapa pelarut yang mampu bercampur dan 

berperan dalam daya elusi dan resolusi. Daya elusi dan resolusi ini ditentukan oleh 

polaritas keseluruhan pelarut, polaritas fase diam, dan sifat komponen-komponen sampel. 

(Gandjar & Rohman, 2017). 

c. Pompa pada KCKT 

Pompa yang digunakan pada KCKT merupakan pompa yang memiliki syarat aman 

sebagai tempat untuk pelarut, yaitu: pompa tidak boleh bereaksi dengan fase gerak. Gelas, 

baja tahan karat, teflon dan batu nilam merupakan jenis bahan yang biasanya digunakan 

untuk pompa KCKT. (Gandjar & Rohman, 2017). 

d. Kolom pada KCKT 

Kolom yang digunakan pada proses pemisahan dalam KCKT umumnya memiliki 

diameter yang kecil (2-4 mm), kolom yang berdiameter lebih besar digunakan untuk 

keperluan preparatif (Kemenkes, 2020).    

e. Fase Diam pada KCKT   

Fase diam yang banyak digunakan pada KCKT berupa silica yang tidak dimodifikasi, 

silica yang dimodifikasi secara kimiawi, atau polimer-polimer stiren dan divinil benzene. 

Silika merupakan penjerap yang sangat baik. Silika tidak mudah untuk disintesis karena 

silika merupakan bahan yang amorf dengan permukaan yang heterogen. (Gandjar & 

Rohman, 2017). 

f. Detektor KCKT 

Detektor yang digunakan pada KCKT dibagi menjadi 2 jenis, yaitu:  

Detektor universal. Detektor ini mampu mendeteksi zat secara umum. Contoh dari 

detektor ini yaitu detektor indeks bias dan detektor spektrometri massa. Detektor yang 



16 
 

 
 

hanya bisa mendeteksi analit secara spesifik dan selektif. Contoh dari detektor ini yaitu, 

detektor UV-Vis, detektor fluoresensi, dan elektrokimia (Gandjar & Rohman, 2017). 

g. Komputer, Integrator, atau Rekorder 

Komputer, integrator atau rekorder dihubungkan dengan detektor berfungsi sebagai 

alat pengukur data. Alat ini mengukur sinyal elektronik yang dihasilkan oleh detektor lalu 

mem-plotkannya sebagai suatu kromatogram yang selanjutnya dapat dievaluasi oleh 

seorang analis (pengguna) (Gandjar & Rohman, 2017). 

    

2.5 Validasi Metode Analisis  

2.5.1 Pengertian  

Validasi suatu prosedur analisis adalah proses yang ditetapkan melalui kajian 

laboratorium agar kinerja prosedur tersebut telah memenuhi persyaratan sesuai dengan 

tujuan penggunaanya (Kemenkes, 2020). Validasi metode analisis dilakukan untuk 

menjamin mutu analisis kuantitatif (Gandjar & Rohman, 2017). Karakteristik kinerja 

analitik yang digunakan dalam validasi metode dalam Farmakope Indonesia, yaitu 

akurasi, presisi, spesifikasi, batas deteksi, batas kuantifikasi, linearitas, rentang, ketegaran 

(Kemenkes, 2020; Harron, 2013).  

Validasi metode analisis dilakukan untuk memverifikasi bahwa parameter-

parameter kinerjanya mampu untuk mengatasi problem analisis. Metode analisis harus 

divalidasi ketika (Gandjar & Rohman, 2017): 

a. Dilakukan pengembangan metode baru untuk mengatasi problem analisis tertentu. 

b. Dilakukan revisi pada metode yang sudah baku atau munculnya permasalahan dari 

metode tersebut sehingga metode tersebut harus direvisi. 

c. Metode baku berubah ketika dilakukan penjaminan mutu. 

d. Metode baku dikerjakan pada laboratorium yang berbeda, analis yang berbeda dan 

alat yang berbeda. 

e. Untuk mendenstrasikan kesetaraan antar 2 metode, seperti antara metode baru dan 

metode baku. 

 

2.5.2 Akurasi 

Akurasi suatu prosedur analisis dilakukan untuk melihat kedekatan antara hasil 

pengujian dengan metode yang sedang divalidasi terhadap nilai yang benar. Akurasi 
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prosedur analisis harus ditetapkan meliputi rentang yang benar. Pengujian akurasi dari 

senyawa obat ditetapkan dengan penerapan prosedur dari bahan pembanding yang telah 

diketahui kemurniannya atau dengan membandingkan hasil analisis dengan prosedur lain 

yang akurasinya telah ditetapkan. Akurasi dihitung dengan melihat perolehan kembali 

dari pengukuran sejumlah analit yang ditambahkan dan diketahui keberadaannya didalam 

sampel, atau sebagai selisih antara hasil rata-rata dengan hasil sesungguhnya yang 

diterima bersama batas kepercayannya (Kemenkes, 2020).   

Dokumen ICH merekomendasikan pengujian akurasi ditetapkan dengan 

menggunakan pengumpulan data dari 9 kali penetapan kadar dengan 3 tingkat konsentrasi 

yang berbeda dan 3 replikasi untuk masing-masing konsentrasi (Branch 2005). Penilaian 

akurasi dapat dilakukan dengan berbagai cara termasuk menilai persen perolehan kembali 

dari berbagi rentang pengujian, atau menilai linearitas hubungan konsentrasi yang 

dihitung terhadap konsentrasi sebenarnya. Arah garis lurus hubungan tersebut haris 

sekitar 1,0 atau mendekati 1,0 (Kemenkes, 2020).   

 

2.5.3 Presisi (Keterulangan) 

Presisi prosedur analisis dilakukan untuk melihat tingkat kesesuaian antara hasil 

uji sampel bila diterapkan metode secara berulang kali terhadap sampling ganda atau 

sampel yang homogen. Presisi dinyatakan dalam bentuk simpangan baku atau simpangan 

baku relatif (koefisien variasi) dari satu seri pengukuran. Presisi dilakukan pada tingkatan 

ketertiruan atau keterulangan prosedur analisis dalam kondisi kerja normal. Penetapan 

presisi prosedur analisis di tetapkan dengan menentukan kadar sejumlah sampel dari 

larutan sampel homogen yang diuji beberapa kali, sehingga hasil pengujian dapat dihitung 

secara statistik dengan perkiraan yang sesuai dari simpang baku relatif (koefisien variasi). 

Penetapan kadar dalam kaitan ini adalah analisis bebas terhadap sampel yang dilakukan 

lengkap mulai dari penyiapan sampel hingga diperoleh hasil akhir pengujian (Kemenkes, 

2020). 

Dokumen ICH merekomendasikan bahwa keterulangan ditentukan dengan 

menggunakan pengumpulan data dari 9 kali penetapan kadar dengan rentang konsentrasi 

tertentu dengan 3 tingkat konsentrasi yang berbeda dan 3 replikasi untuk masing-masing 

konsentrasi, atau minimal 6 penetapan pada konsentrasi uji 100%) (Kemenkes, 2020). 
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Berdasarkan pedoman ICH, presisi mungkin dipertimbangkan pada tiga tingkatan: 

keterulangan, presisi antara, dan ketertiruan (Watson, 2013).  

Keterulangan menyatakan presisi yang diperoleh dibawah kondisi-kondisi 

pelaksanaan yang sama baik orang, peralatan, tempat maupun waktunya selama interval 

waktu yang singkat. Keterulangan juga dapat disebut sebagai presisi intra- penetapan 

kadar (Watson, 2013).  

Presisi intermediat menyatakan variasi presisi dalam laboratorium pada saat 

analisis tersebut dilakukan pada kondisi percobaan yang salah satunya berbeda missal 

oleh analis yang berbeda, pada hari-hari yang berbeda, dan dengan menggunakan 

perlengkapan yang berbeda. Jadi suatu laboratorium akan menghilangkan kemungkinan 

adanya variasi-variasi tersebut menjadi besar sehingga akan melakukan standarisasi 

terhadap bagian-bagian tertentu pada perlengkapan, metode tertentu dalam penanganan 

data, dan memastikan bahwa semua analisnya dilatih dengan standart yang sama 

(Watson, 2013).  

Reprodusibilitas menyatakan presisi antar laboratorium seperti uji banding atau 

uji profisiensi. Uji tersebut dilakukan bila suatu metode sedang diganti dari satu bagian 

perusahaan ke bagian yang lain. Data yang diperoleh selama penggantian metode tersebut 

biasanya tidak menjadi bagian dari dokumen pemasaran yang diajukan dalam rangka 

memperoleh izin produk (Watson, 2013).  

 

2.5.4 Uji kesesuaian sistem  

Seorang analis harus dapat memastikan bahwa sistem dan metode yang digunakan 

mampu memberikan data yang bisa diterima. Hal ini dapat dilakukan dengan uji 

kesesuaian sistem yang didefinisikan sebagai uji yang dilakukan untuk menjamin bahwa 

metode yang digunakan dapat menghasilkan akurasi dan presisi yang dapat diterima. 

Persyaratan-persyaratan kesesuaian sistem biasanya dilakukan setelah dilakukan 

pengembangan metode dan validasi metode. United States Pharmacopeia (USP) 

menentukan parameter yang digunakan pada uji kesesuaian sistem meliputi HETP (N), 

kapasitas (k atau α) dan nilai standar deviasi relatif (RSD) tinggi puncak dan luas puncak 

dari serangkaian injeksi. Pada umumnya, minimal ada 2 syarat yang biasanya harus 

dipenuhi untuk menunjukkan kesesuaian sistem suatu metode. Nilai RSD tinggi puncak 

atau luas puncak dari 5 kali injeksi larutan baku pada dasarnya dapat diterima sebagai 
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salah satu kriteria baku untuk pengujian komponen yangjumlahnya banyak (komponen 

mayor) jika nilai RSD ≤ 2% untuk 5 kali injeksi. Sementara untuk senyawa-senyawa 

dengan kadar sekelumit, nilai RSD dapat diterima jika antara 5-15% (Gandjar & Rohman, 

2017). 

 

2.5.5 Linearitas dan rentang 

Linearitas adalah kemampuan untuk menunjukan hasil uji yang dilakukan secara 

langsung atau dengan melalui perubahan yang tepat proporsional terhadap konsentrasi 

analit dalam sampel dalam rentang yang diberikan. Dalam kaitan ini lineritas mengacu 

pada hubungan linear anatara konsentrasi atau hasil pengukuran (Kemenkes, 2020). 

Linearitas ditentukan dengan mengukur senyawa pada konsentrasi yang berbeda-beda. 

Data yang didapat selanjutnya diproses dengan metode kuadrat terkecil, untuk 

selanjutnya dapat ditentukan nilai kemiringan (slope), intersep, dan koefisien korelasinya 

(Gandjar & Rohman, 2017).  

Penetapan linearitas dapat ditentukan sesuai rentang analisis. Linearitas dapat 

digambarkan secara visual anatara tanda sebagai fungsi dari konsentrasi analit. Bila hasil 

pengujian diperoleh hasil yang linear, hasil uji dapat ditentukan dengan metode statsistik 

yang memadai (misalnya dengan perhitungan garis regresi kuadrat terkecil). Data dari 

garis regresi dapat membantu menunjukan perkiraan derajat linearitas, seperti koefisien 

korelasi, perpotongan sumbu y, arah regresi dan jumlah kuadrat residu garis regresi yang 

dapat diterima. Rentang prosedur divalidasi dengan membuktikan bahwa prosedur 

analisis memberikan presisi, akurasi dan linearitas yang dapat diterima ketika diterapkan 

pada sampel yang mengandung analit pada konsentrasi ekstrim yang berada pada rentang 

(Kemenkes, 2020).  

 

2.5.6 Batas deteksi dan batas kuantitasi  

Batas deteksi adalah karekteristik uji batas. Ini merupakan konsentrasi terendah 

analit dalam sampel yang mampu dideteksi oleh alat, meskipun tidak kuantitatif dalam 

kondisi percobaan yang ditentukan. Batas deteksi umumnya dinyatakan sebagai 

konsentrasi analit (misalnya persen, bpj, bpm) dalam sampel (Kemenkes, 2020).   

Penetapan untuk prosedur non instrumental, batas deteksi umumnya ditetapkan 

dalam analisis sampel yang mengandung sejumlah analit dalam kadar yang diketahui dan 
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menentukan kadar analit terendah yang dapat dideteksi oleh alat dengan baik. Untuk 

prosedur instrumental, pendekatan yang sama dapat digunakan pendekatan non-

instrumental. Batas deteksi cukup ditunjukkan dengan analisis sampel yang mengandung 

kadar analit di atas atau di bawah batas deteksi yang dipersyaratkan. Dalam kasus 

prosedur analisis instrumental yang menunjukan adanya gangguan latar belakang, 

dokumen ICH menguraikan pendekatan umum dengan membandingkan peak dari sampel 

dengan konsentrasi analit rendah yang diketahui dengan peak blangko. Konsentrasi 

minimum analit yang masih dapat dideteksi dapat ditentukan pada perbandingan “signal 

to noise” 2:1 atau 3:1 (Kemenkes, 2020).  

Batas kuantitasi adalah karakteristik penetapan kuantitatif terendah dari senyawa 

dalam matriks sampel, seperi cemaran dalam senyawa obat ruahan dan hasil degradasi 

dalam sedian farmasi akhir yang masih dapat dideteksi dengan akurasi dan presisi yang 

dapat diterima” (Kemenkes, 2020). “Metode perhitungan didasarkan pada standar deviasi 

respon (SD) dan slope (S) kurva baku sesuai rumus: LOQ = 10 (SD/S). Standar deviasi 

respon dapat ditentukan berdasarkan standar deviasi blanko pada standar deviasi residual 

garis regresi linear atau dengan standar deviasi intersep-y pada garis regresi” (Gandjar & 

Rohman, 2017).  

 

2.6 Nanoemulsi 

2.6.1 Pengertian 

Nanoemulsi  merupakan  suatu  sistem dispersi koloidal dengan ukuran droplet 

kecil dari 100 nm (Lu et al., 2017), 20-500 nm (Sarheed et al., 2020), 50-500 nm 

(Chaudhari & Kuchekar, 2018), dan 100-500 nm (Teng et al., 2020), stabil secara kinetik 

(Safaya & Rotliwala, 2020)  dan tidak stabil secara termodinamik (Teng et al., 2020). 

Nanoemulsi mampu meningkatkan kelarutan suatu senyawa karena nanoemulsi 

memiliki kapasitas pelarutan obat yang tinggi. Formulasi nanoemulsi dapat 

digunakan untuk sediaan obat dengan sistem pelepasan zat aktif terkendali dan dapat 

melindungi zat aktif terlarut dari degradasi yang tidak diinginkan (Ashaolu, 2021; 

Sabjan, Munawar, Rajendiran, Vinoji, & Kasinathan, 2020)  

Nanoemulsi dikelompokkan menjadi 3 tipe, yaitu: nanoemulsi air dalam 

minyak (w/o), nanoemulsi minyak dalam air (o/w), nanoemulsi bicontinuous. Tipe 

nanoemulsi yang terbentuk bergantung pada bahan pembentuknya. Nanoemulsi minyak 
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dalam air terbentuk jika fase minyak tersebar dalam fase air. Nanoemulsi air dalam 

minyak terbentuk jika fase air tersebar dalam minyak. Nanoemulsi bicontinuous terjadi 

jika air dan minyak memiliki jumlah yang hampir sama (Ashaolu, 2021; Gurpreet & 

Singh, 2018; Sabjan, Munawar, Rajendiran, Vinoji, & Kasinathan, 2020). 

Hubungan perilaku fase (phase behaviour) dari setiap komponen yang terdapat 

di dalam sistem nanoemulsi dapat dilihat dengan bantuan diagram fase (phase 

diagram). Hal ini dimaksudkan untuk menentukan komposisi yang tepat dari fase air, 

minyak dan surfaktan yang membentuk suatu sistem nanoemulsi. Perilaku fase dari 

nanoemulsi sederhana yang mengandung minyak, air dan surfaktan dapat dipelajari 

menggunakan diagram 3 fase (Ternary phase diagram), setiap sudutnya mewakili 100% 

dari setiap komponen (Swarbick & Boylan, 1995).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[sumber: Agoes, 2012] 

Gambar 2.5 Fase Diagram Nanoemulsi 

 

2.6.2 Metode pembuatan nanoemulsi 

Pembuatan nanoemulsi dengan metode ini menggunakan alat diantaranya, 

microfluidizers, high pressure homogenizer (HPH), dan ultrasonikator sehingga 

dapat dihasilkan droplet dalam ukuran nano. Metode ini biasanya digunakan untuk 

pembuatan nanoemulsi skala industri karena membutuhkan jumlah energi yang besar 

dan biaya produksi yang tinggi. Metode ini dapat menggunakan minyak dengan bobot 

molekul yang tinggi dan jumlah surfaktan yang lebih sedikit jika disbanding dengan 

metode lainnya. Namun, metode ini tidak dapat digunakan untuk bahan yang tidak 

tahan panas (McClements, 2012b; Safaya & Rotliwala, 2020). 
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2.6.3 Ketidakstabilan emulsi 

Emulsi tidak stabil secara fisika jika pada saat didiamkan. Fase terdispersi akan 

beragregasi, agregatnya naik ke permukaan, atau turun ke dasar emulsi membentuk 

lapisan yang lebih pekat, serta terdapat fase diam yang tidak teremulsikan sehingga 

membentuk lapisan yang lain (Allen, Popovich, and Ansel 2014; Lachman, 

Lieberman, and Kanig 2012). Bentuk ketidakstabilan nanoemulsi dapat 

dikelompokkan sebagai berikut (Allen et al., 2014): 

a. Creaming 

Agregat dari bulatan fase dalam mempunyai kecenderungan yang lebih besar untuk 

naik ke permukaan nanoemulsi atau jatuh ke dasar nanoemulsi daripada partikel-

partikelnya sendiri. 

b. Flokulasi 

Flokulasi adalah agregasi globul menjadi kelompok besar. Gejala ini dapat 

meningkatkan creaming 

c. Coalescence (breaking, cracking) 

Kerusakan yang lebih besar dari creaming pada suatu nanoemulsi yaitu jika terjadi 

penggabungan bulatan-bulatan fase dalam (coalescence) dan pemisahan fase tersebut 

menjadi suatu lapisan. Pemisahan fase dalam dari nanoemulsi tersebut disebut “pecah” 

atau “retak” (cracked). Hal ini bersifat irreversible, karena lapisan pelindung di sekitar 

bulatan-bulatan fase terdispersi tidak ada lagi. 

 

2.7 Surfaktan dan Kosurfaktan 

Surfaktan atau zat aktif permukaan merupakan molekul yang struktur kimianya 

terdiri dari 2 bagian dan mempunyai perbedaan afinitas terhadap berbagai pelarut yaitu 

bagian hidrofilik dan lipofilik. Surfaktan bekerja terhadap hidrofilik, lipofilik atau berada 

antara minyak air. Surfaktan yang menyebabkan zat terabsorpsi pada antarmuka 

merupakan surfaktan Ampifilik., Surfaktan harus diimbangi dengan gugus-gugus yang 

larut air dan minyak agar surfaktan terpusat pada antarmuka. Efek antarmuka tidak akan 

terjadi jika molekul terlalu hidrofilik atau lipofilik. Tegangan permukaan akan turun bila 

terjadi adsorpsi molekul surfaktan di permukaan cairan, dan tegangan antarmuka akan 

turun jika terjadi adsorpsi di antara cairan (Martin, Swarbick, & Cammarata, 1993).  
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Tegangan permukaan adalah gaya per satuan panjang yang harus diberikan sejajar   

dengan permukaan cairan untuk mengimbangi tarikan ke dalam. Tegangan  antarmuka  

adalah  gaya  per  satuan  panjang  yang  terdapat  pada antarmuka dua fase cair yang 

tidak bercampur. Gaya adhesif antar dua fase cair yang membentuk suatu antarmuka lebih 

besar daripada bila suatu fase cair dan suatu fase gas berada bersama-sama, oleh karena 

itu tegangan antarmuka selalu lebih kecil daripada tegangan permukaan (Martin et al., 

1993). 

Critical Micell Concentration (CMC) merupakan peristiwa yang terjadi karena 

surfaktan berkelompok membentuk suatu substansi yang disebut misel. Meningkatkan 

kelarutan zat-zat yang biasanya sukar larut atau sedikit larut dalam pelarut yang 

digunakan merupakan sifat terpenting misel. Proses ini disebut solubilisasi yang 

terbentuk antara molekul zat yang sukar larut berasosiasi dengan misel surfaktan 

membentuk larutan yang jernih dan stabil secara termodinamika (Martin et al., 1993).  

Surfaktan dibagi menjadi 4 kelompok yaitu (Sinko, 2015) : 

a. Surfaktan tipe anionik 

Surfaktan tipe anionik dapat terpisah ionnya jika dimasukkan ke dalam air dan bagian 

anionnya mampu berfungsi sebagai surfaktan. Jenis surfaktan tipe anionik antara lain 

sabun (senyawa sejenis sabun)  dan senyawa tersulfatasi (natrium lauril sulfat, natrium 

setil sulfat, natrium stearil sulfat).  Senyawa sejenis sabun terdiri dari sabun alkali (natrium 

palmitat, natrium stearat) dan sabun amin (trietanolamin stearat). Contoh senyawa 

tersulfonasi sebagai surfaktan yaitu setil sulfonat.  

b. Surfaktan tipe kationik 

Surfaktan tipe kationik dapat terpisah ionnya jika dimasukkan ke dalam air dan bagian 

kationnya dapat berfungsi sebagai surfaktan, contoh setrimid dan setil piridinium klorida 

c. Surfaktan tipe nonionik 

Surfaktan tipe nonionik tidak dapat terpisah ionnya jika dimasukkan ke dalam air, 

contoh ester parsial asam lemak dari sorbitan (span) dan ester parsial asam lemak dari 

polioksietilen sorbitan (tween). 

d. Surfaktan tipe amfoterik 

Surfaktan tipe amfoterik mempunyai gugus kationik dan anionik dalam molekulnya 

dan dapat terionisasi dalam larutan air. Gugus yang dilepaskan tergantung kondisi 

mediumnya. Surfaktan tipe amfoterik yaitu protein dan lesitin. 
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Kosurfaktan merupakan alkohol rantai sedang (pentanol atau n-butanol). 

Kosurfaktan biasanya ditambahkan ke dalam formula nanoemulsi yang dibuat dengan 

surfaktan ionik karena kosurfaktan dapat meningkatkan kemungkinan terbentuknya 

nanoemulsi. Peran kosurfaktan dalam pembuatan nanoemulsi yaitu dapat membantu 

menurunkan tegangan antar muka dibandingkan dengan surfaktan biasa, meningkatkan 

fleksibilitas film antarmuka yang dibentuk oleh surfaktan pada globul emulsi, 

menurunkan viskositas nanoemulsi dan mengurangi konsentrasi surfaktan yang 

diperlukan (Swarbick & Boylan, 1995). 

 

2.8 Gel  

Gel merupakan suatu sistem setengah padat yang terdiri dari suatu dispersi yang 

tersusun dari partikel anorganik yang kecil atau molekul organik yang besar dan saling 

diresapi cairan. Karakteristik dari gel yaitu strukturnya yang kaku. Gel dapat berupa 

sediaan yang jernih atau buram, polar, atau non polar, dan hidroalkoholik tergantung 

konstituennya. Komponen dari gel, yaitu: zat aktif, gelling agent, bahan tambahan 

(humektan, pengawet dan pelarut). Keuntungan dari gel dibanding sediaan topikal lain 

yaitu mampu menyebar dengan baik pada kulit, tidak ada penghambatan fungsi rambut 

secara fisiologis, memberikan rasa dingin, mudah dicuci dengan air, dan pelepasan 

obatnya yang baik (Allen et al., 2014). 

Gel tersusun atas gom alami (tragakan, guar, atau xanthan), bahan semisintetis 

(misal: methyl cellulose, carboxy methyl cellulose, atau hydroxy ethyl cellulose), bahan 

sintetis (misal : carbomer), atau clay (misal : silikat). Viskositas dari gel berbanding lurus 

dengan jumlah dan berat molekul bahan pengental yang ditambahkan. Jenis-jenis gel, 

yaitu: lipophilic gels dan hydrophilic gels. Lipophilic gels (oleogel) merupakan gel 

dengan basis yang terdiri dari paraffin cair, polietilen atau minyak lemak yang ditambah 

dengan silika koloid atau sabun-sabun aluminium atau seng. Sedangkan hydrophylic gels, 

basisnya terbuat dari air, gliserol atau propilen glikol, yang ditambah gelling agent 

misalnya amilum, turunan selulosa, carbomer dan magnesium-aluminum silikat (Agoes, 

2012). 

Berdasarkan sifat pelarut terdiri dari hidrogel, organogel, dan xerogel. Hidrogel 

(sering disebut juga aquagel) merupakan bentuk jaringan tiga dimensi rantai polimer 

hidrofilik yang tidak larut dalam air tapi dapat mengembang di dalam air. Karena sifat 
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hidrofil dari rantai polimer, hidrogel dapat menahan air dalam jumlah banyak di dalam 

struktur gelnya (superabsorbent) (Agoes, 2012). 

 

2.9 Difusi 

2.9.1 Pengertian 

Difusi merupakan suatu proses perpindahan massa molekul suatu zat yang dibawa 

oleh gerakan molekular secara acak (Brownian) dan berhubungan dengan  adanya  

perbedaan  konsentrasi  aliran  molekul  melalui  suatu  pembatas, misalnya suatu 

membran polimer. Perpindahan suatu zat melalui barrier terjadi karena adanya 

permeasi molekular sederhana atau oleh gerakan melalui pori. K oefesien difusi, 

koefesien partisi dan gradien kosentrasi merupakan faktor penting yang mempengaruhi 

penetrasi obat di kulit. Disolusi dari molekul yang menembus dalam keseluruhan 

membran mampu mempengaruhi difusi molekular atau penetrasi melalui media yang 

tidak berpori. Proses selanjutnya, menyangkut  perjalanan suatu zat  melalui pori suatu 

membran, yang berisi pelarut dan dipengaruhi ukuran relatif molekul yang 

menembusnya, serta diameter dari pori tersebut (Martin et al., 1993). 

Dalam hukum Fick’s, secara matematika dapat dijelaskan secara umum proses 

difusi molekul pada suatu membran. Afinitas terhadap stratum korneum harus dimiliki 

oleh molekul obat yang terlarut dalam solven agar dapat berdifusi. Perpindahan terjadi 

dari kosentrasi tinggi ke kosentrasi yang rendah oleh karena itu, perpindahan molekul 

obat tersebut tidak secara acak. Proses difusi molekul obat pada stratum korneum dapat 

dilihat dari hukum Fick’s. Pada hukum Fick’s D adalah koefisien difusi penetran 

(cm2/detik) dan C adalah konsentrasi (gram/cm3). Konstanta difusi dapat berubah pada 

konsentrasi yang lebih tinggi. Nilai konstanta juga dipengaruhi oleh temperatur, tekanan, 

sifat pelarut dan sifat kimia dari difusan (Martin et al., 1993). 

 

2.9.2 Uji Penetrasi Menggunakan Sel Difusi Franz Secara In Vitro 

Penelitian daya penetrasi kulit in vitro dilakukan pada pengembangan formula 

untuk sediaan topikal. Pelepasan obat yang optimal dan deposisi obat ke dalam lapisan 

kulit yang ingin dicapai (stratum korneum, epidermis, atau dermis) dapat terjadi jika 

formulasi yang dibuat sangat baik. Kecepatan dan jumlah senyawa yang melewati kulit 

diukur melalui studi penetrasi kulit secara in vitro. Hal tersebut bergantung pada obat, 
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bentuk sediaan, bahan eksipien, bahan peningkat penetrasi, dan variabel formulasi 

lainnya (Salamanca, Barrera-Ocampo, Lasso, Camacho, & Yarce, 2018). 

Salah satu metode in vitro untuk mengukur jumlah obat yang terpenetrasi melalui 

kulit yaitu menggunakan sel difusi Franz. Sel difusi ini terbagi atas 2 kompartemen, yaitu 

kompartemen donor dan kompartemen reseptor yang terpisahkan oleh suatu pelapis 

atau potongan kulit. Membran berupa kulit manusia, kulit hewan atau membran artifisial 

merupakan membran yang banyak digunakan dalam uji penetrasi antara lain. Membran 

yang digunakan, diletakkan di antara kedua kompartemen untuk menjaga posisi 

membrane kemudian kompartemen reseptor diisi dengan larutan penerima. Suhu pada sel 

dipertahankan dengan sirkulasi air menggunakan water jacket di sekeliling kompartemen 

reseptor. Sampel yang diuji dioleskan pada membran kulit. Cairan dari kompartemen 

reseptor diambil beberapa milliliter (mL) pada interval waktu tertentu dan segera 

digantikan dengan cairan yang sama, sejumlah cairan yang diambil. Jumlah obat yang 

terpenetrasi melalui kulit dianalisis dengan metode yang sesuai (Salamanca et al., 2018).  

Uji penetrasi secara invitro menggunakan sel difusi Franz mengikuti hukum Fick’s. 

Kinetika pelepasan obat dari sediaan transdermal patch dapat dinilai dari fluks maksimum 

dari jumlah obat yang mampu melewati kulit. Rumus dari hukum Fick’s yaitu  (Alkilani, 

McCrudden, & Donnelly, 2015; Paul, Laurila, Vuorinen, & Divinski, 2014) : 

𝐽 =
𝑑𝑀

𝑑𝑡.𝐴
= −𝐷 

𝑑𝐶

𝑑𝑋
 ……….…………………………. (2.1) 

Keterangan : 

J  : Fluks (µg/cm2/jam) 

dM : Jumlah obat yang berpentrasi 

dt : waktu 

A : Luas membran 

D : koefisien difusi 

dC  : Perbedaan konsen 

dX  : Tebal membran 
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2.10 Monografi Bahan Tambahan  

2.10.1 Tween 80  

Tween 80 merupakan golongan surfaktan nonionik yang memiliki tingkat 

toksisitas dan iritasi yang relatif rendah dibandingkan dengan surfaktan lain. Selain itu 

pada penelitian sebelumnya (Yati, Lucida, & Ben, 2011) telah membuktikan bahwa 

penggunaan tween 80 sebagai surfaktan menghasilkan mikroemulsi yang transparan. 

Tween 80 memiliki HLB 15 (Rowe, Sheskey, & Quinn, 2009) yang cocok digunakan 

untuk sistem nanoemulsi tipe minyak dalam air (M/A). 

 

2.10.2 Ester Sukrosa Palmitat 

Ester sukrosa dapat digunakan pada industri farmasi, kosmetik dan makanan 

(Kelemen et al., 2020; Maria, Ibadurrohman, & Slamet, 2020; Chen, Hanning, Falconer, 

Locke, & Wen, 2019). Ester sukrosa mengandung tidak kurang 80% asam lemak. Asam 

lemak yang terkandung adalah mono-, di-, dan tri-ester seperti ester sukrosa palmitat 

(Committee, 2017). Ester sukrosa dihasilkan dari asam lemak, umumnya dikenal sebagai 

ester sukrosa, dan sukrosa oligo ester yang digunakan sebagai pengemulsi (Trabelsi, 

Essid, & Frikha, 2020). Habo ester sukrosa palmitat (P90) memiliki rumus molekul 

C28H52O12 mengandung lebih dari 90% sukrosa monopalmitat murni dan memiliki nilai 

HLB 18 (Food, 2022). ester sukrosa palmitat memiliki sifat hidrofilik karena 

mengandung banyak gugus OH (Medicine, 2022). 

 

 

 

 

  

Gambar 2.6 Struktur Ester Sukrosa Palmitat 

 

2.10.3 Carbopol  

Carbopol larut dalam air setelah penetralan, dalam ethanol 95% dan dalam 

gliserin. Dalam pelarut tersebut, carbopol mengembang karena carbopol merupakan 

mikrogel. Dalam pembuatan gel menggunakan carbopol, harus menggunakan wadah 

yang besar untuk menghindari masuknya gelembung udara ke dalam gel. Viskositas yang 
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baik dihasilkan carbopol pada pH 6-11. Viskositas carbopol jauh berkurang bila dibuat 

dalam kondisi pH 3 dan pH diatas 12 (Rowe et al., 2009).  
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BAB 3  

METODE PENELITIAN 

 

Penelitian ini dilakukan secara eksperimental, terdiri dari beberapa tahap. Tahap 

pertama adalah proses fraksinasi ekstrak etanol daun tembakau, evaluasi fraksi ekstrak 

etanol daun tembakau dan uji aktivitas terhadap C. albicans, validasi metode analisis 

nikotin, pra-formulasi sediaan nanoemulsi, formulasi sediaan gel nanoemulsi fraksi aktif 

ekstrak etanol daun tembakau, evaluasi sediaan gel nanoemulsi fraksi aktif ekstrak etanol 

daun tembakau, dan penentuan aktivitas antijamur gel nanoemulsi fraksi aktif ekstrak 

etanol daun tembakau. 

Tujuan fraksinasi adalah untuk memisahkan senyawa dan pengelompokan 

kandungan kimia ekstrak berdasarkan kepolarannya untuk memperoleh fraksi aktif dari 

ekstrak etanol daun tembakau. Fraksinasi dilakukan dengan menggunakan pelarut non-

polar (n-heksana), semi-polar (diklorometana dan etil asetat), dan polar (n-butanol dan 

air). Hasil dari fraksinasi tersebut dilakukan evaluasi mutu dan penetapan parameter 

fisikokimia, serta penentuan aktivitas antijamur terhadap C. albicans. Berdasarkan 

evaluasi tersebut ditentukan fraksi aktif dari ekstrak etanol daun tembakau yang 

digunakan untuk tahap kedua. 

Tahapan kedua diawali dengan validasi metode analisis nikotin meliputi uji 

linearitas, LOD, LOQ, selektivitas, akurasi, dan presisi. Selanjutnya pra-formulasi sistem 

nanoemulsi menggunakan metode pra-eksperimental untuk mendapatkan formula yang 

optimal dari perbandingan fase minyak, perbandingan surfaktan-kosurfaktan dan fase air. 

Karateristik sediaan hasil pra-formulasi dievaluasi yang meliputi organoleptis, pH, BJ, 

viskositas, pengukuran ukuran partikel, indeks polidispersitas, potensial zeta dan 

penetapan kadar nikotin. Penentuan daerah nanoemulsi pada diagram 3 fase dilakukan 

dengan menggunakan program dari Chemix seri 10.00. 

Tahap terakhir adalah formulasi sediaan gel nanoemulsi menggunakan komposisi 

nanoemulsi yang diperoleh dari hasil optimasi pada pra-formulasi. Sediaan yang telah 

disiapkan dievaluasi meliputi organoleptis, pH, viskositas, pengukuran ukuran partikel, 

indeks polidispersitas, potensial zeta, uji difusi menggunakan Sel Difusi Franz, penetapan 

kadar nikotin, TEM, dan uji aktivitas antijamur C. albicans. Pengujian tersebut dilakukan 

selama 12 minggu pada suhu 25℃ dan 40℃ untuk mengetahui stabilitas dari sediaan gel 
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nanoemulsi. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasetika dan Laboratorium 

PPM Fakultas Farmasi Universitas Indonesia, Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

Kedokteran Universitas Indonesia, Laboratorium Penelitian Teknologi Farmasi 

Universitas Muhammadiyah Prof. DR. HAMKA, Laboratorium PT. Farmalab 

Indoutama, Laboratorium Kesehatan Daerah DKI Jakarta, Unit Layanan TEM 

Departemen Kimia FMIPA Universitas Gadjah Mada, dan Balai Penelitian Tanaman 

Rempah dan Obat (Balittro). 

 

3.1 Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmasetika dan Laboratorium PPM 

Fakultas Farmasi Universitas Indonesia, Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 

Kedokteran Universitas Indonesia, Laboratorium Penelitian Teknologi Farmasi 

Universitas Muhammadiyah Prof. DR. HAMKA, Laboratorium PT. Farmalab 

Indoutama, Laboratorium Kesehatan Daerah DKI Jakarta, Unit Layanan TEM 

Departemen Kimia FMIPA Universitas Gadjah Mada, dan Balai Penelitian Tanaman 

Rempah dan Obat (Balittro). 

 

3.2 Alat  

Alat-alat   yang  digunakan  dalam  penelitian  ini  meliputi:  timbangan analitik 

(Ohaus), Magnetic Heating Stirrer (Thermo Scientific), pH meter (Hanna), viskometer 

Anton Paar ViscoQC 300, oven (Memmert), lemari pendingin (AQUA Japan), 

Centrifuge, Particle size analizer (Malvern), sentrifuse (VELP Scientifica), 

seperangkat alat difusi Franz (PermeGear), instrument Transmission Electron Microcopy 

(TEM) (Jeol tipe jem 1400) instrumen UHPLC (Waters), kolom C18 (4,6 mm x 100 mm, 

5 μm) (XBridge®),  membran Millipore 0,45 µm, piknometer, dan alat-alat gelas. 

 

3.3 Bahan  

Bahan yang digunakan pada penelitian ini ialah ekstrak etanol daun tembakau 

yang diperoleh dari Balai Biotek BPPT Serpong (sekarang menjadi BRIN), n-heksana 

(Merck), dichlorometan (DCM) (Merck), etil asetat (Merck), n-butanol (Merck), Virgin 

Coconut Oil (VCO) (Brataco), Nikotin (Sigma), Tween 80 (Kao Corporation, Japan), 

Ester sukrosa palmitat (Habo®), nipagin, nipasol, Carbopol 940 (Spectrum), TEA 
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(Triaethanolamin), Aqua destillata, medium RPMI 1640 (Sigma), C. albicans ATCC 

90028, ketokonazol BPFI (BPOM), DMSO (Merck), methanol pa (Merck), etanol 95% 

pa (Merck), asam asetat (Merck), HCl, pereaksi Bouchardat, pereaksi Meyer. 

 

3.4 Alur Penelitian 

Penelitian ini dimulai dengan fraksinasi ekstrak etanol daun tembakau 

menggunakan pelarut yang bersifat non-polar (n-heksana), semi-polar (diklormetan dan 

etil asetat), dan polar (n-butanol dan air). Fraksi yang diperoleh dari masing-masing 

pelarut ditentukan aktivitasnya terhadap C. albicans ATCC 90028. Berdasarkan hasil 

pengujian aktivitas antijamur ini, ditentukan satu fraksi yang memiliki aktivitas tertinggi 

(fraksi aktif). Evaluasi mutu dan penetapan parameter fisikokimia dilakukan terhadap 

fraksi aktif tersebut. Fraksi aktif diformulasi menjadi gel nanoemulsi ekstrak etanol daun 

tembakau, dan dievaluasi secara fisika, kimia dan aktivitasnya terhadap C. albicans 

ATCC 90028. Alur penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1. 

 

3.5 Cara Kerja 

3.5.1 Fraksinasi  

Ekstrak etanol daun tembakau yang diperoleh difraksinasi menggunakan pelarut 

yang bersifat non-polar (n-heksana), semi-polar (diklormetan dan etil asetat), dan polar 

(n-butanol dan air). Fraksinasi pertama menggunakan pelarut n-heksana. Ditimbang 

sebanyak 10 g ekstrak etanol daun tembakau, kemudian dilarutkan dengan 10 mL etanol 

di dalam beaker glass, lalu ditambahkan air hingga 100 mL, diaduk sampai ekstrak larut. 

Campuran tersebut dimasukkan ke dalam corong pisah, ditambahkan 100 mL n-heksana, 

dikocok perlahan-lahan sebanyak 3-5 kali. Campuran didiamkan sampai larutan 

membentuk dua lapisan. Lapisan bawah (air) dikeluarkan dengan hati-hati sampai yang 

tersisa hanya lapisan atas (n-heksana), ditampung dalam wadah. Lapisan air kemudian 

ditambahkan kembali 100 mL n-heksana, dikocok perlahan-lahan, didiamkan dan 

dipisahkan lapisan n-heksana yang terbentuk. Hal ini dilakukan sampai larutan n-heksan 

jernih. Lapisan n-heksan dikumpulkan, kemudian dipekatkan menggunakan alat rotary 

vacum evaporator dan penangas air (BPOM, 2010).  
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Gambar 3.1 Skema Alur Penelitian 

 

Lapisan air difraksinasi kembali menggunakan pelarut diklorometan sebanyak 

100 mL. Proses ini dilakukan seperti prosedur di atas sampai lapisan diklormetana jernih. 

Fraksi diklorometan dikumpulkan, kemudian dipekatkan menggunakan alat rotary vacum 

Penyiapan dan pengumpulan bahan

Fraksinasi ekstrak etanol daun tembakau menggunakan pelarut non-polar (n-
heksana), semi-polar (diklormetan dan etil asetat), dan polar (n-butanol dan air )

Evaluasi mutu & penetapan parameter fisikokimia ekstrak dan fraksi aktif dari 
ekstrak etanol daun tembakau

Penentuan aktivitas antijamur hasil fraksinasi terhadap C. albicans

Validasi metode analisis nikotin dalam fraksi aktif ekstrak etanol daun 
tembakau

-- Formulasi nanoemulsi fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau

-- Evaluasi sifat fisik nanoemulsi fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau, 
meliputi : Organoleptis, pH, BJ, pengukuran diameter partikel, polydispersity 
index dan potensial zeta. 

-- Formulasi gel nanoemulsi fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau 

-- Evaluasi stabilitas fisik  nanoemulsi ekstrak daun tembakau pada suhu 25ºC, 
dan 40ºC selama 12 minggu, meliputi : Organoleptis, pH, viskositas, 
pengukuran diameter partikel, polydispersity index dan potential zeta. Serta 
pemisahan fase (cycling test) pada suhu 40ºC dan 4ºC selama 6 siklus. 

-- Penetapan kadar nikotin dalam gel nanoemulsi

-- Uji penetrasi secara in vitro menggunakan metode difusi sel Franz

-- Penentuan aktivitas terhadap C. albicans
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evaporator dan penangas air, setelah itu diuji kadar sisa pelarutnya (BPOM, 2010). 

Fraksinasi dilanjutkan dengan pelarut etil asetat sebanyak 100 mL. Fraksi etil asetat 

dikumpulkan, kemudian dipekatkan menggunakan alat rotary vacum evaporator dan 

penangas air (BPOM, 2010).  

Fraksi air kemudian dilakukan proses fraksinasi akhir dengan pelarut n-butanol 

sebanyak 100 mL. Sama seperti proses sebelumnya, prosedur di atas diulangi sampai 

lapisan n-butanol jernih. Fraksi n-butanol dikumpulkan, kemudian dipekatkan 

menggunakan alat rotary vacum evaporator (BPOM, 2010). Prosedur lebih lengkap dapat 

dilihat pada Gambar 3.2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Gambar 3.2 Alur Fraksinasi 

 

3.5.2 Evaluasi Ekstrak Etanol dan Fraksi Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

3.5.2.1 Kadar Air, Kadar Abu, dan Kadar Alkaloid Total Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau 
 

Pengujian kadar air dan kadar abu dari ekstrak etanol daun tembakau dilakukan di 

Balittro menggunakan metode Aufhauser untuk kadar air dan metode Gravimetri untuk 

kadar abu.  

Di tambahkan 100 mL n-heksan Dikocok 

Fraksi n-heksan 
Fraksi air ditambahkan  

100 mL DCM 
Dikocok 

Fraksi DCM Fraksi air ditambahkan  

100 mL Etil Asetat Dikocok 

Fraksi Etil Asetat 
Fraksi air ditambahkan  

100 mL n-butanol 

 

Fraksi n-butanol Fraksi Air 

Dikocok 

10 g ekstrak etanol daun tembakau dilarutkan 

dengan 10 mL etanol dan ditambah air panas 

hingga 100 mL 
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Sampel yang berupa ekstrak kental ditimbang secara seksama sebanyak 2,5 g dan 

dilarutkan dengan 50 mL larutan asam asetat 10% (dalam etanol). Larutan dikocok 

dengan magnetic stirrer selama 4 jam, kemudian disaring. Filtrat kemudian dievaporasi. 

Kemudian ditetesi dengan ammonium hidroksida hingga terjadi endapan alkaloid. 

Ditimbang dahulu kertas saring yang digunakan untuk menyaring endapan. Kemudian 

endapan disaring dan dicuci dengan menggunakan larutan ammonium hidroksida 1%. 

Kertas saring yang mengandung endapan dikeringkan dalam oven pada suhu 60°C selama 

30 menit. Setelah dingin, endapan ditimbang hingga didapatkan bobot yang konstan. 

Rendemen alkaloid ditetapkan dari presentasi bobot endapan alkaloid yang diperoleh 

terhadap bobot penimbangan awal sampel. Pengujian diulang sebanyak 3 kali.  

Analisis data dilakukan secara univariat dimana kadar alkaloid yang dihitung 

menggunakan rumus :  

% 𝑘𝑎𝑑𝑎𝑟 =  
𝑋2− 𝑋1

𝐴
 × 100% ……………………………………………………….. 3.1 

Keterangan : 

X1= kertas saring  

X2= kertas saring + endapan alkaloid  

A = bobot ekstrak etanol daun tembakau  

 

3.5.2.2 Penetapan Kadar Fenol Total dan Kadar Flavonoid Total dari Ekstrak 

Etanol dan Fraksi Ekstrak Etanol Daun Tembakau 
 

a. Penetapan Kadar Fenol Total 

Asam galat sebanyak 50,0 mg dilarutkan dalam 0,5 mL etanol p.a, lalu diencerkan 

dengan akuades hingga volume 100,0 mL Sebanyak 300 μL larutan asam galat 

ditambahkan 1,5 mL reagen Folin-Ciocalteau (1:10), kemudian dikocok dan didiamkan 

selama 3 menit. Larutan Na2CO3 7,5% ditambahkan sebanyak 1,2 mL kemudian dikocok 

hingga homogen, dan didiamkan pada suhu kamar pada range operating time, kemudian 

absorbansinya diukur pada panjang gelombang maksimal. Kurva kalibrasi ditentukan dari 

persamaan regresi linear antara konsentrasi asam galat (x) dan absorbansi dari asam galat 

yang bereaksi dengan reagen Folin-Ciocalteau (y). Sebanyak 10,0 mg sampel dilarutkan 

dengan campuran metanol : air suling (1:1) hingga volume 10,0 mL. Larutan yang 

diperoleh diambil sebanyak 300 μL dan ditambah 15 mL reagen Folin-Ciocalteau dan 

dikocok. Larutan tersebut didiamkan selama 3 menit, kemudian ditambahkan larutan 

Na2CO3 7,5% sebanyak 1,2 mL dan didiamkan kembali pada range operating time pada 



36 
 

 
 

suhu kamar. Absorbansi larutan ekstrak diukur menggunakan spekrofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang absorbansi maksimum. Dilakukan 3 kali pengulangan (Saifudin, 

Rahayu, & Teruna, 2011; Lim & Murtijaya, 2007; Khan, Yusufzai, Rafatullah, Sarjadi, 

& Razlan, 2018; Abdeltaif, Sirelkhatim, & Hassan, 2018). 

b. Penetapan Kadar Flavonoid Total 

Larutan standar dibuat dengan konsentrasi 5 µg/mL kemudian ditambahkan 3 mL 

etanol p.a, 0,2 mL larutan AlCl3 10%, 0,2 mL Natrium Asetat 1M, dan akuades hingga 

volume 10 mL. Absorbansi dibaca pada panjang gelombang maksimal. Sebanyak 100 mg 

sampel dilarutkan dengan etanol hingga 10 mL pada di labu ukur. Dari larutan tersebut 

diambil 1 mL, lalu ditambahkan 3 ml etanol, kemudian ditambahkan 0,2 mL AlCl3 10%, 

0,2 mL Natrium Asetat 1M dan akuades hingga volume 10 mL, larutan didiamkan pada 

suhu kamar pada range operating time. Absorbansi diukur pada panjang gelombang 

maksimal. Kadar flavonoid total dihitung berdasarkan jumlah kuersetin yang ditentukan 

dari persamaan regresi linear antara konsentrasi kuersetin (x) dan absorban (y) (Saifudin, 

Rahayu, & Teruna, 2011; Chang, Yang, Wen, & Chern, 2002; Khan, Yusufzai, 

Rafatullah, Sarjadi, & Razlan, 2018; Abdeltaif, Sirelkhatim, & Hassan, 2018). 

  

3.5.2.3 Skrining Fitokimia 

a. Identifikasi alkaloid  

Ditimbang dengan seksama 0,5 g sampel ditambahkan dengan HCl 2N 1 mL dan 

aquadest, dipanaskan 2 menit kemudian dibagi menjadi 3 tabung. Tabung pertama 

ditambahkan pereaksi Bouchardat menghasilkan warna endapan coklat sampai hitam. 

Tabung kedua ditambahkan pereaksi Dragendorf menghasilkan warna jingga. Tabung 

ketiga ditambahkan pereaksi Mayer terbentuk endapan putih atau kuning (Depkes, 1995). 

b. Identifikasi fenolik dan tanin 

Ditimbang dengan seksama 0,5 g sampel ditambahkan aquadest panas dan diaduk, 

setelah dingin larutan dibagi menjadi 2 tabung. Tabung pertama ditambahkan FeCl3 

terbentuk warna hijau kehitaman menunjukkan adanya senyawa Fenol. Tabung kedua 

ditambahkan larutan gelatin 1% terbentuk endapan putih maka positif tanin (Hanani, 

2016). 
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c. Identifikasi flavonoid 

Silika gel tanpa CaSO4 digunakan sebagai adsorben untuk menguji terpenoid 

menggunakan KLT. Sampel dibuat dengan konsentrasi masing-masing 10.000 ppm dan 

larutan standar Kuersetin dibuat dengan konsentrasi 1000 ppm. Etil asetat-metanol-asam 

formiat digunakan sebagai eluen dengan perbandingan 95:5:0,5 menggunakan reagen 

AlCl3 1% untuk penampakan bercak (Gogoi et al., 2016; Khasanah & Nastiti, 2021). 

d. Identifikasi terpenoid 

Silika gel tanpa CaSO4 digunakan sebagai adsorben untuk menguji terpenoid 

menggunakan KLT. Sampel dibuat dengan konsentrasi masing-masing 10.000 ppm dan 

larutan standar β-Sitosterol dibuat dengan konsentrasi 1000 ppm. N-heksan:Etil Asetat 

digunakan sebagai eluen dengan perbandingan 7:3. Reagen anisaldehid:H2SO4 digunakan 

untuk penampakan bercak (Gogoi et al., 2016; Kemenkes RI, 2017b).  

e. Identifikasi saponin 

Ditimbang dengan seksama 0,5 g sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan 

ditambahkan aquadest panas sebanyak 10 mL dan didinginkan. Campuran tersebut 

dikocok kuat selama 10 menit maka terbentuk buih, diamkan selama 2 menit ditambahkan 

HCl 2N jika buih tidak hilang maka positif saponin (Depkes, 1995).  

 

3.5.2.4 Identifikasi Senyawa  

Identifikasi senyawa pada ekstrak etanol dan fraksi ekstrak etanol daun tembakau 

dilakukan menggunakan GC-MS dan LC-MS di Laboratorium Kesehatan Daerah 

(LABKESDA), DKI Jakarta. 

 

3.5.2.5 Uji Aktivitas Antijamur 

a. Pembuatan Suspensi Inokulum C. Albicans 

Candida albicans ATCC 90028 yang akan digunakan diremajakan dari stok 

turunan ke-3, dengan cara diambil satu jarum ose biakan murni kemudian digoreskan 

pada medium Sabouraud Deztrose Agar (SDA) kemudian diinkubasi pada suhu 35ºC 

selama 24 jam. Satu ose biakan C. albicans ATCC 90028 yang berusia 24 jam diambil 

lalu dimasukkan ke dalam tabung yang berisi 5 mL NaCl 0,9%, divortex 15 detik hingga 

homogen. Diukur pada panjang gelombang 530 nm hingga kekeruhannya setara dengan 

0,5 McFarland. Konsentrasi yang diperoleh adalah 1x106 sampai 5x106 CFU/mL. Stok 
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suspensi tersebut diencerkan 1:100 kemudian diencerkan kembali 1:20 dengan RPMI 

1640 sehingga diperoleh hasil 5x102 sampai 2,5x103 CFU/mL (Berkow, Lockhart, & 

Ostrosky-Zeichner, 2020; CLSI, 2010).  

 

b. Pembuatan Stok Suspensi Ketokonazol  

Ditimbang sebanyak 5 mg ketokonazol BPFI, dilarutkan dalam 1 mL DMSO, 

kemudian ditambahkan 30,25 mL RPMI 1640 sehingga diperoleh larutan dengan 

konsentrasi 160 µg/mL (Lorian, 1996).  

 

c. Penentuan Kadar Hambat Minimal Ketokonazol terhadap C. albicans 

Ketokonazol dibuat dengan konsentrasi yang 160 µg/mL. Disiapkan tabung reaksi 

dan diberi tanda no 1-10. Tabung 1 berisi 2 mL ketokonazol (160 µg/mL), tabung 2 

sampai 11 masing-masing diisi dengan 1 mL medium RPMI 1640. Sebanyak 1 mL 

ketokonazol (160 µg/mL) diambil dari tabung 1 dan dimasukkan ke tabung 2, kemudian 

dari tabung 2 diambil 1 mL suspensi dan dimasukkan ke tabung 3, setelah homogen 

diambil 1 mL dari tabung 3 dan dimasukkan ke tabung 4, begitu seterusnya sampai tabung 

10, dari tabung 10 diambil 1 mL suspensi dan dibuang (Lorian, 1996).  

 Sebanyak 100 µL suspensi C. albicans ATCC 90028 dimasukkan ke dalam 

masing-masing tabung. Tabung yang sudah berisi suspensi C. albicans ATCC 90028 dan 

antijamur diinkubasi pada suhu 35⁰C selama 24 jam. Kontrol negatif yang digunakan 

hanya medium RPMI 1640 dan kontrol positif menggunakan jamur C. albicans ATCC 

90028. Semua sampel diuji tiga kali dan setiap pengujian dilakukan duplo (Lorian, 1996). 

Setelah 24 jam, dilakukan pengamatan Minimum Inhibition Concentration (MIC) 

dengan cara melihat kekeruhan dan endapan pada tabung dan membandingkan dengan 

kontrol positif dan kontrol negatif secara visual. Setelah diamati kekeruhannya, campuran 

tersebut ditanam pada medium Sabouraud Dextrose Agar (SDA). Diinkubasi pada suhu 

35ºC selama 24 jam, kemudian diamati dan dihitung jumlah pertumbuhan koloninya 

untuk melihat Minimum Fungicidal Concentration (MFC) (Lorian, 1996).  

 

d. Penentuan Kadar Hambat Minimal Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Ekstrak dibuat dalam konsentrasi 500.000 µg/ml. Tabung reaksi diberi no 1-10, 

tabung 1 berisi 2 mL ekstrak. Tabung 2 sampai 10 masing-masing diisi dengan 1 mL 
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medium RPMI 1640. Sebanyak 1 mL ekstrak diambil dari tabung 1 dan dimasukkan ke 

tabung 2, kemudian dari tabung 2 diambil 1 mL suspensi dan dimasukkan ke tabung 3, 

setelah homogen diambil 1 mL dari tabung 3 dan dimasukkan ke tabung 4, begitu 

seterusnya sampai tabung 10, dari tabung 10 diambil 1 mL suspensi dan dibuang.  

Sebanyak 100 µL suspensi C. albicans ATCC 90028 dimasukkan ke dalam 

masing-masing tabung, diinkubasi pada suhu 35⁰C selama 24 jam. Kontrol negatif yang 

digunakan hanya medium RPMI 1640 dan kontrol positif menggunakan C. albicans 

ATCC 90028. Semua sampel diuji tiga kali dan setiap pengujian dilakukan duplo. 

Penentuan kadar hambat minimum dilakukan pada hari ke 2 masa inkubasi dengan cara 

melihat kekeruhan dan endapan pada tabung dan membandingkan dengan kontrol positif 

dan kontrol negatif secara visual. Setelah diamati kekeruhannya, campuran tersebut 

ditanam pada medium. Satu ose hasil inkubasi dari tabung, diinokulasi pada medium 

Saboroud Dextrose Agar (SDA), diinkubasi pada suhu 35ºC selama 24 jam (Lorian, 

1996).  

e. Penentuan Kadar Hambat Minimal Hasil Fraksinasi n-heksana, DCM, Etil 

Asetat, n-butanol dan Air terhadap C. albicans 
 

Pengenceran serial fraksi aktif dibuat dengan berbagai konsentrasi yang 

diinginkan. Fraksi n-heksana dibuat dalam konsentrasi 10.000 µg/mL, DCM, etil asetat 

dan n-butanol dibuat dalam konsentrasi 20.000 µg/mL. Fraksi air dibuat dalam 

konsentrasi 50.000 µg/mL. Tabung reaksi diberi no 1-10, tabung 1 berisi 2 mL fraksi. 

Tabung 2 sampai 10 masing-masing diisi dengan 1 mL medium RPMI 1640. Sebanyak 1 

mL fraksi aktif diambil dari tabung 1 dan dimasukkan ke tabung 2, kemudian dari tabung 

2 diambil 1 mL suspensi dan dimasukkan ke tabung 3, setelah homogen diambil 1 mL 

dari tabung 3 dan dimasukkan ke tabung 4, begitu seterusnya sampai tabung 10, dari 

tabung 10 diambil 1 mL suspensi dan dibuang. Sebanyak 100 µL suspensi C. albicans 

ATCC 90028 dimasukkan ke dalam masing-masing tabung, diinkubasi pada suhu 35⁰C 

selama 2 hari. Kontrol negatif yang digunakan hanya medium RPMI 1640 saja dan 

kontrol positif menggunakan jamur C. albicans ATCC 90028. Semua sampel diuji tiga 

kali dan setiap pengujian dilakukan duplo (Lorian, 1996).  

Setelah 24 jam, dilakukan pengamatan MIC dengan cara melihat kekeruhan dan 

endapan pada tabung dan membandingkan dengan kontrol positif dan kontrol negatif 

secara visual. Setelah diamati kekeruhannya, campuran tersebut ditanam pada medium 
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Sabouraud Dextrose Agar (SDA). Diinkubasi pada suhu 35ºC selama 24 jam, kemudian 

diamati dan dihitung jumlah pertumbuhan koloninya untuk melihat MFC (Lorian, 1996).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.3 Penentuan KHM Fraksi Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

 

3.5.2.6 Uji Komponen Aktif Fraksi Aktif Daun Tembakau 

Setelah dilakukan evaluasi terhadap ekstrak etanol dan fraksi ekstrak etanol daun 

tembakau, makan dipilih satu fraksi aktif terbaik, lalu dilakukan uji komponen aktif 

terhadap fraksi tersebut. Uji komponen aktif dilakukan menggunakan LC-MS di 

Laboratorium Kesehatan Daerah DKI Jakarta. 

 

3.5.2.7 Uji Residu Fraksi Aktif Daun Tembakau 

Uji residu dilakukan terhadap fraksi aktif terpilih dari fraksi ekstrak etanol daun 

tembakau. Uji residu dilakukan menggunakan GC-FID di Laboratorium PPM Fakultas 

Farmasi Universitas Indonesia. 

 

3.5.2.8 Penetapan Kadar Nikotin pada Fraksi Aktif Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau 
 

a. Pembuatan Larutan Induk nikotin dan Dapar Fosfat 7,4 

Ditimbang sejumlah 2,5 mg nikotin, dilarutkan dalam larutan dapar fosfat pH 7,4 

hingga volume 5 mL, diperoleh konsentrasi 500 µg/mL. Nikotin terlarut didiamkan dan 

dilihat ada atau tidak endapan, kemudian disaring bila terdapat endapan. Dilakukan 

pengenceran untuk mendapatkan konsentrasi tertentu (Rehder Silinski et al., 2020). 

Ditimbang kalium fosfat monobasa (KH2PO4) 1,3609 g. Dilarutkan KH2PO4 dengan 

aqua pro injeksi sampai volume 50 mL dalam beker gelas. Ditimbang 0,4 g natrium 

1 mL 

fraksi Diambil 1 mL dari tabung pertama, dimasukkan ke tabung kedua, dan seterusnya 
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hidorksida (NaOH) kemudian dilarutkan dengan aqua pro injeksi sampai volume 50 mL. 

Larutan KH2PO4 dan larutan NaOH dihomogenkan. Dilakukan pemeriksaan  pH 

sehingga mencapai 7,4 dengan pH meter (Kemenkes, 2020).  

b. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Nikotin 

Untuk menentukan panjang gelombang maksimum, disiapkan larutan nikotin 

dengan konsentrasi 2 µg/mL sebagai berikut: sebanyak 0,02 mL larutan induk nikotin 

(500 µg/mL) dipipet, kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur 5 mL. Larutan tersebut 

ditambah dengan dapar fosfat hingga volume akhir 5 mL. Diukur pada panjang 

gelombang 200-400 nm menggunakan detektor UV, ditentukan panjang gelombang 

maksimumnya (Alhusban & Ata, 2020).  

c. Penentuan Komposisi Fasa Gerak Analisis Nikotin. 

Larutan strandart nikotin dibuat pada konsentrasi 50 µg/mL. Larutan tersebut dipipet 

sebanyak 0,5 mL kemudian diencerkan dengan dapar fosfat pH 7,4 hingga volume akhir 

5 mL. Diinjeksikan sebanyak 20 µg pada komposisi fase gerak asetonitril:air pH 9 (80:20) 

dengan kecepatan alir 1,0 mL/menit dan dideteksi pada panjang gelombang 260 nm, 

kemudian dicatat waktu retensi, luas puncak, jumlah plat teoritis. HETP (Height 

Equivalent Theoritical Plate), asimetrisitas, dan % RSD (Relative Standard Deviation) 

(Gholap, Kosmider, & Halquist, 2018; Gandjar dan Rohman 2017). 

d. Uji Kesesuaian Sistem 

Sebanyak 20 μL larutan standar nikotin pada konsentrasi 50 μg/mL diinjeksikan ke 

alat KCKT dengan fase gerak terpilih, diulangi sebanyak lima kali. Dihitung jumlah plat 

teoritis, HETP (Height Equivalent Theoritical Plate), asimetrisitas, dan % RSD (Relative 

Standard Deviation) dari waktu retensi dan luas puncak (Gandjar & Rohman, 2017) 

e. Validasi metode analisis 

o Pembuatan Kurva Kalibrasi dan Uji Linearitas 

Serangkaian konsentrasi berbeda mulai dari 0,5 hingga 500 µg/mL dibuat dari larutan 

stok 500 µg/mL. Lalu larutan standar sebanyak 20 μL diinjeksikan ke dalam alat KCKT 

pada kondisi terpilih. Regresi perbandingan luas puncak dianalisis terhadap konsentrasi 

nikotin dari masing-masing konsentrasi dan dibuat kurva kalibrasi dengan persamaan 

garis regresi linear (y = a+ bx). Dihitung koefisien korelasi (r) dari kurva tersebut (Liu et 

al., 2019; Ghosh, Woolum, Knopp, & Kumar, 2020; Kemenkes, 2020). 

o Limit of Detection (LOD) dan Limit of Quantification (LOQ) 
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LOQ dihitung melalui persamaan garis regresi linear dari kurva kalibrasi. Dapat 

dihitung dengan mengukur respon standar beberapa kali lalu dihitung simpangan baku 

respon standar dengan formula di bawah ini (Gandjar dan Rohman 2017) : 

𝐿𝑂𝑄 =
10 𝑆𝐷

𝑆
 ....................................................................................(3.1) 

Sedangkan nilai batas deteksi (LOD) diperoleh dengan rumus : 

𝐿𝑂𝐷 =
3,3 𝑆𝐷

𝑆
....................................................................................(3.2) 

Keterangan: 

SD  = Standart deviasi 

S     = Slope 

Standar deviasi respon dapat ditentukan berdasarkan standar deviasi blanko pada 

standar deviasi residual garis regresi linear atau dengan standar deviasi intersep pada garis 

regresi (Alhusban, Hammad, & Alzaghari, 2022). 

o Selektivitas 

Larutan standar nikotin konsentrasi 10 μg/mL diinjeksikan ke dalam KCKT 

sebanyak 20 μL. Peak nikotin diamati dari kromatogram yang dihasilkan, pada waktu 

retensi berapa peak tersebut muncul. Sampel sebanyak 0,1 mL dipipet kemudian 

dilarutkan dalam dapar fosfat 7,4 sampai 5 mL dalam labu ukur, lalu divorteks selama 2 

menit, didiamkan selama 1 menit, diambil lapisan bagian atas. Sampel disaring dengan 

Millipore berukuran 0,45 μm dan diinjeksikan ke dalam KCKT dengan volume 20 μL. 

Kromatogram yang dihasilkan diamati peak nikotinnya, apakah waktu retensinya sama 

dengan waktu retensi pada larutan standar (Harmita 2004; Kemenkes 2020). 

o Akurasi 

Untuk uji akurasi dibuat 3 seri larutan dengan menggunakan metoda spiking standar 

dengan sampel yang sudah diketahui pasti konsentrasinya. Ditimbang sebanyak 5 mg 

Nikotin, dilarutkan ke dalam metanol hingga volume akhir 5 mL sehingga konsentrasi 

larutan induk 1000 μg/mL. Seri 1 (spiking sampel ditambah standar 80 µg/mL): dipipet 8 

mL larutan induk nikotin dalam labu ukur 10 mL, lalu ditambahkan 50 μL sampel, dan 

dilarutkan dengan larutan dapar pH 7,4 hingga 10 mL. Seri 2 (spiking sampel ditambah 

standar 200 µg/ml) : dipipet 2 mL larutan induk nikotin dalam labu ukur 10 mL, lalu 

ditambahkan 50 μL sampel, dan dilarutkan dengan larutan dapar fosfat pH 7,4 sampai 

volume 10 mL. Seri 3 (spiking sampel ditambah standar 375 µg/mL): dipipet 3,75 mL 

larutan induk nikotin dalam labu ukur 10 mL, lalu ditambahkan 50 μL sampel, dan 
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dilarutkan dengan dapar fosfat hingga 10 mL. Masing-masing seri dihomogenkan dengan 

vortex selama 2 menit, didiamkan selama 1 menit, diambil lapisan bagian atas (Alhusban 

2020).  

Sampel disaring menggunakan Millipore berukuran 0,45 μm. Masing-masing seri 

diinjeksikan ke dalam KCKT dengan volume injeksi 20 μL. Luas puncak yang didapat 

disubstitusikan ke dalam persamaan regresi pada kurva kalibrasi sebagai nilai Y, sehingga 

didapat konsentrasi dari masing-masing seri. Dihitung % diff dan nilai perolehan kembali 

(Harmita 2004; Kemenkes 2020). 

o Presisi 

Untuk uji presisi dibuat 3 seri larutan dengan menggunakan metode spiking standar 

dengan sampel yang sudah diketahui pasti konsentrasinya. Ditimbang sebanyak 5 mg 

nikotin. Dilarutkan hingga volume akhir 5 mL sehingga konsentrasi larutan induk 1000 

μg/mL. Seri 1 (spiking sampel ditambah standar 80 µg/ml): dipipet 0,8 mL larutan induk 

nikotin dalam labu ukur 10 mL, lalu ditambahkan 50 μL sampel, dan dilarutkan dengan 

dapar fosfat sampai volume 10 mL. Seri 2 (spiking sampel ditambah standar 200 µg/mL): 

dipipet 2 mL larutan induk nikotin dalam labu ukur 10 mL, lalu ditambahkan 50 μL 

sampel, dan dilarutkan dengan dapar fosfat sampai 10 mL. Seri 3 (spiking sampel 

ditambah standar 375 µg/mL) : dipipet 3,75 mL larutan induk nikotin ke dalam labu ukur 

10 mL, lalu ditambahkan 50 μL sampel, dan dilarutkan dengan dapar fosfat sampai 

volume 10 mL. Masing-masing seri dihomogenkan dengan vortex selama 2 menit, 

didiamkan selama 1 menit, diambil lapisan bagian atas (Alhusban & Ata, 2020).  

Sampel disaring menggunakan Millipore berukuran 0,45 μm. Masing-masing seri 

diinjeksikan ke dalam KCKT dengan volume injeksi 20 mL, kemudian diamati luas 

puncaknya. Nilai luas puncak kemudian disubstitusikan ke dalam persamaan linear dari 

kurva kalibrasi sebagai nilai Y, sehingga didapat konsentrasi dari masing-masing nilai 

luas puncak. Dihitung besarnya simpangan deviasi dari masing-masing konsentrasi 

dengan rumus (Gandjar & Rohman, 2017) : 

𝑆𝐷 = √
∑(𝑋−X̄)²

(𝑁−1)
………………………………………………………..(3.3) 

Keterangan : 

SD = Standar deviasi 

X = Nilai masing-masing pengukuran 

X̄  = Rata-rata dari pengukuran 

N  = Banyaknya data 
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Setelah mendapat nilai SD kemudian dihitung nilai RSD dengan rumus: 

    𝑅𝑆𝐷 =
𝑆𝐷 ×100

X̄
………………………………………...………………….(3.4)   

Syarat dari nilai RSD adalah < 2% (Gandjar & Rohman, 2017). 

f. Penetapan Kadar Nikotin dalam Fraksi Aktif Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Sampel ditimbang ±10 mg, dimasukkan ke dalam vial, lalu ditambahkan pelarut 

dapar fosfat pH 7,4 sebanyak hingga 10 mL, disonifikasi selama 1 menit sampai sampel 

larut, kemudian ditambahkan pelarut hingga tanda batas, homogenkan. Sampel 

dimasukkan ke dalam microtube, disentrifuse dengan kecepatan 12000 rpm selama 5 

menit. Sampel dimasukkan ke dalam vial dan diinjeksikan ke UHPLC-UV. 

 

3.4.3 Formulasi Nanoemulsi Fraksi Aktif Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Formula nanoemulsi pada penelitian ini menggunakan VCO sebagai fase minyak dan 

Tween 80:Sorbitol sebagai surfaktan:kosurfaktan. Berdasarkan penelitian sebelumnya, 

didapatkan konsentrasi VCO sebagai fase minyak sebesar 5% dan Tween 80:Sorbitol (2:1) 

sebagai surfaktan:kosurfaktan sebesar 45% (Yati et al., 2011). Dari penelitian tersebut 

maka dilakukan pre-formulasi nanoemulsi dengan beberapa variasi konsentrasi 

minyak, air, surfaktan dan kosurfaktan seperti pada Tabel 3.1. Hasil dari pre-formulasi 

tersebut dimasukkan ke dalam software Chemix 10.0 untuk memperoleh daerah 

nanoemulsi yang terbentuk dari diagram 3 fase (Abdullah, Jufri, Mun’im, & Saputri, 

2022). 

Nanoemulsi fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau dibuat dengan cara 

sebagai berikut: aquadest dipanaskan hingga suhu 85°C lalu ditambahkan Tween 80, 

sorbitol dan nipagin, diaduk hingga larut (masa 1), didiamkan sampai suhunya mencapai 

50°C, lalu ditambahkan fraksi n-butanol, diaduk hingga larut. VCO dan Nipasol dicampur 

hingga larut lalu ditambahkan ke masa 1, diaduk dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 

menit. 
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Tabel 3.1 Rancangan Formula Nanoemulsi Fraksi Aktif Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau 

 

No Fase Minyak 

(%) 

Surfaktan + 

kosukfaktan (%) 

Perbandingan 

Surfaktan:Kosurfaktan 

Fase Air sampai 

dengan (%) 

1 5 45 2:1 50 

2 5 35 3:1 60 

3 5 25 4:1 70 

4 5 15 5:1 80 

5 6 45 2:1 49 

6 6 35 3:1 59 

7 6 25 4:1 69 

8 6 15 5:1 79 

9 7 45 2:1 48 

10 7 35 3:1 58 

11 7 25 4:1 68 

12 7 15 5:1 78 

13 8 45 2:1 47 

14 8 35 3:1 57 

15 8 25 4:1 67 

16 8 15 5:1 77 

 

3.4.4 Evaluasi Nanoemulsi Fraksi Aktif Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Sediaan nanoemulsi yang telah terbentuk kemudian dilakukan serangkaian uji 

evaluasi fisik, antara lain: organoleptis, pengukuran pH, pengukuran bobot jenis, 

pengukuran viskositas, pengukuran tegangan permukaan, uji pengukuran partikel dan 

potensial zeta.  

 

3.4.4.1 Organoleptis 

Bentuk, warna dan bau dari sediaan diamati pada suhu kamar. Bentuk sediaan 

dilihat dari kemampuan sediaan mengalir di dalam wadah. Warna sediaan dilihat dengan 

latar belakang kertas putih disertai penerangan lampu. Bau sediaan dicium dengan cara 

dikibaskan di atas sediaan yang telah jadi. 

 

3.4.4.2 Pengukuran pH 

Pengukuran pH dilakukan menggunakan pH meter, pada suhu 25ºC. Pengukuran 

pH dilakukan dengan cara elektroda dicuci dan dibilas dengan air suling, kemudian 

dikeringkan. Alat pH meter dikalibrasi dengan larutan dapar standar pH 4 dan pH 7. 
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Elektroda dimasukkan ke dalam gel nanoemulsi, dan dicatat pHnya. Pengukuran diulangi 

sebanyak tiga kali (Kemenkes, 2020).  

 

3.4.4.3 Pengukuran Bobot Jenis 

Bobot jenis (BJ) diukur menggunakan piknometer cara sebagai berikut : 

piknometer dibersihkan, dikeringkan, dan dikalibrasi dengan menetapkan bobot 

piknometer dan bobot air yang baru dididihkan, pada suhu 25ºC. Pikno kosong ditimbang 

pada suhu 25ºC, catat bobotnya (W0). Piknometer diisi dengan aquadestillata pada suhu 

25ºC, lalu ditimbang dan dicatat beratnya (W1). Piknometer diisi dengan nanoemulsi 

pada suhu 25ºC, lalu ditimbang dan dicatat hasilnya sebagai (W2). Bobot jenis dihitung 

dengan rumus (Kemenkes, 2020) : 

𝐵𝐽 =  
𝑊2−𝑊0

𝑊1−𝑊0
  ……………………………………………………………..(3.5) 

 

3.4.4.4 Pengukuran Ukuran Partikel dan Zeta Potensial 

Ukuran partikel diukur pada suhu kamar menggunakan Particle Size Analyzer. 

Larutan tersebut diambil dan dimasukkan ke dalam kuvet, kuvet yang telah diisi sampel 

dimasukkan ke dalam sample holder. Alat dinyalakan dan dipilih menu particle size. 

Alat mengukur sampel. Alat menghasilkan ukuran partikel dan zeta potensial (Sandhu, 

Singh, Dhankhar, Kama, & Sharma, 2018). 

 

3.4.4.5 Penetapan Kadar Nikotin dalam Nanoemulsi 

Sampel dipipet sebanyak 100 µL, dimasukkan ke dalam vial, lalu ditambahkan 

pelarut dapar fosfat pH 7,4 sebanyak 900 µL, divortex selama 30 detik dan diinjeksikan 

ke UHPLC-UV. 

 

3.4.5 Formulasi Gel Nanoemulsi Fraksi Aktif Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Dari percobaan pendahuluan ditentukan daerah pembentukkan nanoemulsi, 

selanjutnya formula tersebut dipilih untuk proses selanjutnya, yaitu pembuatan gel 

nanoemulsi fraksi aktif ekstrak etanol daun tembakau. Pembuatan gel dimulai dengan 

pembuatan mucilago Carbopol 940 1% dengan penambahan TEA hingga pH 6 dan 

terbentuk gel (Rowe et al., 2009). Sebanyak 90 bagian nanoemulsi fraksi aktif ekstrak 
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etanol daun tembakau dicampur dengan 10 bagian mucilago Carbopol 940 (Miastkowska, 

2020).   

 

3.4.6 Evaluasi Sediaan Gel Nanoemulsi Fraksi Aktif Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau 
 

Sediaan gel nanoemulsi dilakukan pengujian stabilitas fisik pada suhu 25ºC dan 

40ºC selama 12 minggu, meliputi : organoleptis, pH, viskositas, pengukuran diameter 

partikel, polydispersity index, potensial zeta, serta pemisahan fase (cycling test pada suhu 

40ºC dan 4ºC selama 6 siklus. Dilakukan juga penetapan kadar (nikotin), uji penetrasi 

secara in vitro menggunakan metode difusi sel Franz dan penentuan aktivitas gel 

nanoemulsi terhadap C. albicans. 

 

3.4.6.1 Organoleptis 

Bentuk, warna dan bau dari sediaan diamati pada suhu kamar. Bentuk sediaan 

dilihat dari kemampuan sediaan mengalir di dalam wadah. Warna sediaan dilihat dengan 

latar belakang kertas putih disertai penerangan lampu. Bau sediaan dicium dengan cara 

dikibaskan di atas sediaan yang telah jadi. 

 

3.4.6.2 Pengukuran pH  

Pengukuran pH dilakukan menggunakan pH meter, pada suhu 25ºC. Pengukuran 

pH dilakukan dengan cara elektroda dicuci dan dibilas dengan air suling, kemudian 

dikeringkan. Alat pH meter dikalibrasi dengan larutan dapar standar pH 4 dan pH 7. 

Elektroda dimasukkan ke dalam gel nanoemulsi, dan dicatat pHnya. Pengukuran diulangi 

sebanyak tiga kali (Kemenkes, 2020).  

 

3.4.6.3 Pengukuran Viskositas  

Pengukuran dilakukan menggunakan viskometer Anton Paar ViscoQC 300 

dengan kecepatan yang sesuai. Sebanyak 20 mL gel nanoemulsi dimasukkan ke dalam 

wadah kemudian wadah tersebut dipasang ke alat viskometer Anton Paar ViscoQC 300. 

Dicatat viskositas yang tertera pada alat (Paar, 2018). 

 

3.4.6.4 Pengukuran Ukuran Partikel, Polydispersity Index dan Zeta Potensial 

Ukuran partikel diukur pada suhu kamar menggunakan Particle Size Analyzer. 

Sampel dimasukkan ke dalam kuvet, kemudian dimasukkan ke dalam sample holder.  
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Dicatat nilai ukuran partikel, polydispersity index dan zeta potensial yang diperoleh 

(Malvern, 2011). 

 

3.4.6.5 Pemisahan Fase 

Siklus pemisahan fase dengan metode cycling test dilakukan dengan 

penyimpanan  4ºC  dilanjutkan  dengan  penyimpanan  pada  suhu  40ºC. Pengamatan 

perubahan organoleptis dilakukan selama 6 siklus. Satu siklus disimpan pada suhu 4ºC 

selama 24 jam, lalu dipindahkan ke oven bersuhu 40ºC selama 24 jam. Diamati 

perubahan fisik yang terjadi (Lachman et al., 2012). 

 

3.4.6.6 Penetapan Kadar Nikotin dalam Sediaan Gel Nanoemulsi 

Sampel dipipet sebanyak 100 µL, dimasukkan ke dalam vial, lalu ditambahkan 

pelarut dapar fosfat pH 7,4 sebanyak 900 µL, divortex selama 30 detik dan diinjeksikan 

ke UHPLC-UV. 

 

3.4.6.7 Uji Penetrasi Secara In Vitro Menggunakan Metode Difusi Sel Franz 

a. Pembuatan membran. 

Membran milipore 0,45 μm yang digunakan ditimbang kemudian diimpregnasikan 

dalam cairan isopropyl miristat (IPM) dengan cara merendam membran selama 10, 30, 

45, 60, 75 menit. Membran diambil dan dikeringkan diatas kertas saring. Bobot membran 

sebelum dan sesudah impregnasi ditimbang untuk mendapatkan kondisi yang sama pada 

setiap membran (Gieszinger, Kiss, Szabó-Révész, & Ambrus, 2021). 

Presentase impregnasi = 
(𝐵𝑡−𝐵0)

𝐵𝑜
 𝑥 100% ………..………………………..(3.6) 

Bt adalah bobot membran sesudah impregnasi dan Bo adalah bobot membran sebelum 

impregnasi. Waktu dimana membran mencapai berat konstan ditetapkan sebagai waktu 

optimum dan selanjutnya waktu tersebut digunakan untuk mengimpregnasi membran 

milipore dengan IPM (Gieszinger et al., 2021).  

b. Pembuatan cairan penerima  

Cairan penerima berupa larutan dapar fosfat pH 7,4 dibuat dengan cara menimbang 

kalium fosfat monobasa (KH2PO4) 1,3609 g. Dilarutkan KH2PO4 dengan aqua pro injeksi 

sampai volume 50 mL dalam beker gelas. Ditimbang 0,4 g natrium hidorksida (NaOH) 

kemudian dilarutkan dengan aqua pro injeksi sampai volume 50 mL. Larutan KH2PO4 
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dan larutan NaOH dihomogenkan. Dilakukan pemeriksaan  pH sehingga mencapai 7,4 

dengan pH meter (Kemenkes, 2020). 

c. Uji penentrasi  

Uji penetrasi dilakukan menggunakan seperangkat alat dari sel difusi franz yang 

terdiri dari sel difusi, pompa peristaltik, pengaduk, gelas piala, tangas air penampung 

reseptor, termometer, dan selang. Sebanyak 0,75 mL sediaan kemudian dioleskan secara 

merata dan tipis di atas membran. Suhu sistem diatur 37±1oC dengan 15 mL cairan 

reseptor. Pompa peristaltik menarik cairan reseptor dari gelas kimia, kemudian dipompa 

ke sel difusi. Cairan dialirkan langsung ke reseptor, proses dilakukan selama 8 jam, 

cuplikan diambil dari cairan reseptor sebanyak 500 µL dan setiap pengambilan dilakukan 

dengan penggantian larutan yang sama sebanyak 500 µL. Pengambilan cuplikan 

dilakukan pada menit ke- 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 150, 180 dan 240. Cuplikan disaring 

dengan membran Millipore ukuran pori 0,45 µm, kemudian dianalisis dengan 

menggunakan KCKT kolom C18 (diameter 150x4,6mm, 5 µm) pada panjang gelombang 

261 nm. Fase gerak terdiri dari asetonitril:air pH 9 (80:20); laju aliran 1,0 mL/menit 

(Gieszinger, Kiss, Szabó-Révész, & Ambrus, 2021;  Rahardjo, Fauzantoro, & Gozan, 

2018). 

 

3.4.6.8 Pengukuran Morfologi Globul 

Morfologi dan ukuran droplet dari nanoemulsi dapat diketahui melalui 

pengukuran menggunakan TEM. Pengujian bentuk partikel dari sediaan gel nanoemulsi 

fraksi ekstrak etanol daun tembakau menggunakan TEM dilakukan di Departemen Kimia 

FMIPA UGM (Ho, Abik, & Mikkonen, 2022). 

 

3.4.6.9 Penentuan Aktivitas Gel Nanoemulsi terhadap C. albicans ATCC 90028 

Pembuatan suspensi inokulum C. Albicans ATCC 90028, pembuatan stok 

suspensi ketokonazol, dan penentuan aktivitas ketokonazol terhadap C. albicans ATCC 

90028 dilakukan seperti pengujian aktivitas ekstrak etanol dan hasil fraksinasi ekstrak 

etanol daun tembakau. 

Penentuan aktivitas gel nanoemulsi terhadap C. albicans ATCC 90028 dilakukan 

sebagai berikut: pengenceran gel nanoemulsi dibuat dengan konsentrasi yang diinginkan 

(Gambar 3.4). Tabung reaksi diberi no 1-5, tabung 1 berisi 500 µL sediaan lalu 

ditambahkan 500 µL medium RPMI 1640, dihomogenkan menggunakan vortex. 
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Sebanyak 500 µL diambil dari tabung 1 dan dimasukkan ke tabung 2 lalu ditambahkan 

500 µL medium RPMI 1640 dihomogenkan menggunakan vortex. Sebanyak 500 µL 

diambil dari tabung 2 dan dimasukkan ke tabung 3 lalu ditambahkan 500 µL medium 

RPMI 1640 dihomogenkan menggunakan vortex. Sebanyak 500 µL diambil dari tabung 

3 dan dimasukkan ke tabung 4 lalu ditambahkan 500 µL medium RPMI 1640 

dihomogenkan menggunakan vortex. Sebanyak 500 µL diambil dari tabung 4 dan 

dimasukkan ke tabung 5 lalu ditambahkan 500 µL medium RPMI 1640 dihomogenkan 

menggunakan vortex. Diambil 0,5 mL dari tabung 5 dan dibuang (Lorian, 1996).  

Setelah dilakukan pengenceran, masing-masing tabung ditambahkan 50 µL suspensi 

C. albicans ATCC 90028 dan 450 µL medium RPMI 1640, dihomogenkan menggunakan 

vortex. Tabung yang sudah berisi suspensi C. albicans ATCC 90028 dan gel nanoemulsi 

diinkubasi pada suhu 35⁰C selama 24 jam. Kontrol negatif yang digunakan hanya medium 

RPMI 1640 dan kontrol positif menggunakan jamur C. albicans ATCC 90028. Semua 

sampel diuji tiga kali dan setiap pengujian dilakukan duplo (Lorian, 1996).  

Setelah 24 jam, dilakukan pengamatan Minimum Inhibition Concentration (MIC) 

dengan cara melihat kekeruhan dan endapan pada tabung dan membandingkan dengan 

kontrol positif dan kontrol negatif secara visual. Setelah diamati kekeruhannya, campuran 

tersebut ditanam pada medium Sabouraud Dextrose Agar (SDA). Diinkubasi pada suhu 

35ºC selama 24 jam, kemudian diamati dan dihitung jumlah pertumbuhan koloninya 

untuk melihat Minimum Fungicidal Concentration (MFC) (Lorian, 1996). 

Persen inhibisi dihitung menggunakan rumus (Rizwana, Al Kubaisi, Al-

Meghailaith, Moubayed, & Albasher, 2019; Buzón-Durán et al., 2020). 

 

% Inhibisi =  
A−B

A
 × 100%………………………………………………… (3.7) 

 

Keterangan: 

A : Jumlah koloni yang tumbuh pada kontrol negatif 

B  : Jumlah koloni yang tumbuh pada sampel uji 

Setelah didapat persen inhibisi, kemudian dianalisis menggunakan statistik one-

way ANOVA. Hasil dari statistik tersebut digunakan untuk menampilkan tabel dari 

persen rata-rata penurunan pertumbuhan jamur dan dilanjutkan dengan menghitung IC50 

menggunakan persamaan regeresi linear. 
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Gambar 3.4 Penentuan KHM Gel Nanoemulsi
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BAB 4  

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Fraksinasi 

Ekstrak etanol daun tembakau yang digunakan diperoleh dari Balai Biotek BPPT 

(sekarang menjadi BRIN). Berdasarkan penelitian sebelumnya rendemen dari ekstrak 

daun tembakau sebesar 22,5% (Fauzantoro et al., 2016). Ekstrak etanol daun tembakau 

yang telah didapat, kemudian dilakukan fraksinasi dengan menggunakan pelarut n-

heksana, DCM, etil asetat, n-butanol, dan air. Pemilihan pelarut dari non polar ke polar 

ditujukan agar diperoleh bahan aktif yang spesifik terlarut pada pelarut yang digunakan, 

sehingga diperoleh fraksi yang mempunyai aktivitas optimal sebagai antijamur C. 

albicans. Rendemen dari hasil fraksinasi ekstrak daun tembakau pada Tabel 4.1, 

menunjukkan bahwa rendemen terbesar diperoleh pada fraksi air karena ekstrak yang 

digunakan adalah ekstrak etanol (Fauzantoro et al., 2016). 

 

Tabel 4.1 Hasil Fraksinasi Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

No Pengujian Hasil (%) 

1. Rendemen Fraksi n-Heksana 0,2822 

2. Rendemen Fraksi DCM 3,8515 

3. Rendemen Fraksi Etil Asetat 2,6288 

4. Rendemen Fraksi n-butanol 8,7264 

5. Rendemen Fraksi Air 25,7918 

 

4.2 Evaluasi Ekstrak dan Fraksi Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

4.2.1 Kadar Air dan Kadar Abu Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Ekstrak yang telah diperoleh, diuji karakteristiknya. Hasil evaluasi ekstrak pada 

Tabel 4.2, menunjukkan bahwa ekstrak yang digunakan termasuk dalam kategori ekstrak 

kental karena memiliki kadar air 5-30% (Saifudin et al., 2011). 

 

Tabel 4.2 Hasil Pengujian Kadar Air, Kadar Abu dan Kadar Alkaloid Total Ekstrak 

Etanol Daun Tembakau 

 

No. Pengujian Hasil (%) 

1.  Kadar Air 16,43 

2. Kadar Abu 7,56 

3.  Kadar Alkaloid Total 10,78 
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Penetapan kadar air dilakukan untuk mengukur jumlah air yang terkandung dalam 

ekstrak. Kadar air yang tinggi dapat memacu tumbuhnya mikroba didalam ekstrak 

sehingga ekstrak tidak lagi menjadi stabil, rusak dan dapat menimbulkan bau tengik 

(Depkes RI, 2000). 

Penetapan kadar abu dapat digunakan untuk memberikan gambaran kandungan 

mineral ekstrak, mulai dari proses awal sampai terbentuknya ekstrak, sehingga parameter 

kadar abu terkait dengan kemurnian dan kontaminasi suatu ekstrak. Pada penelitian ini 

menunjukkan bahwa kadar abu yang diperoleh sebesar 7,56%. Kadar abu pada ekstrak 

daun tembakau masih memenuhi syarat simplisia yang baik yaitu kadar abu tidak lebih 

dari 12% (Depkes RI, 2000). 

 

Tabel 4.3 Evaluasi Penetapan Kadar Fenol Total dan Kadar Flavonoid Total dari 

Ekstrak Etanol dan Fraksi Ekstrak Daun Tembakau 

No Pengujian Hasil  Satuan 

1. Kadar Fenol Total pada Ekstrak 153,74  mgGAE/g Ekstrak 

2. Kadar Fenol Total pada Fraksi DCM 191,23  mgGAE/g Fraksi 

3. Kadar Fenol Total pada Fraksi Etil Asetat 201,29  mgGAE/g Fraksi 

4. Kadar Fenol Total pada Fraksi n-Butanol 180,57 mgGAE/g Fraksi 

5. Kadar Fenol Total pada Fraksi Air 212,87 mgGAE/g Fraksi 

6. Kadar Flavonoid pada Ekstrak 2,39  mgQE/g Ekstrak 

7. Kadar Flavonoid Fraksi DCM 6,09  mgQE/g Fraksi 

8. Kadar Flavonoid Fraksi Etil Asetat 6,97 mgQE/g Fraksi 

9. Kadar Flavonoid Fraksi n-butanol 5,11  mgQE/g Fraksi 

10. Kadar Flavonoid Fraksi Air 8,33  mgQE/g Fraksi 

 

Flavonoid termasuk dalam kelompok fenolik yang terdiri dari dua cincin 

aromatik dengan 3 atom karbon (C6-C3-C6), seperti flavon, isoflavon, flavonol, flavan, 

flavanon dan antosianidin (Yati et al., 2022). Hasil analisis pada Tabel 4.3 memberikan 

informasi yang bisa digunakan untuk pengembangan ekstrak dan fraksi ekstrak daun 

tembakau untuk antijamur, antivirus dan antibakteri (Jin, 2019).  

Senyawa fenolik secara umum memiliki potensi sebagai bakterisidal, antiseptik, 

antioksidan, dan sebagainya. Beberapa senyawa yang termasuk dalam kelompok fenolik 

adalah fenol sederhana, kumarin, tanin, saponin, dan flavonoid. Senyawa tersebut 

biasanya berada dalam bentuk glikosida atau ester pada tanaman (Babenko, Smirnov, 

Romanenko, Trunova, & Kosakivska, 2019). 
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4.2.2. Evaluasi Skrining Fitokimia 

Ekstrak dan hasil fraksinasi yang diperoleh diidentifikasi kandungan kimianya 

secara kualitatif. Skrining fitokimia merupakan uji pendahuluan yang dilakukan untuk 

mengetahui kandungan senyawa metabolit sekunder pada sampel. Hasil uji kualitatif pada 

Tabel 4.4 dan Lampiran 5-10, menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan seluruh fraksi 

mengandung alkaloid. Ekstrak etanol dan seluruh fraksi mengandung flavonoid, kecuali 

fraksi air yang bersifat sangat polar sehingga tidak bisa menarik flavonoid yang bersifat 

semi polar. Ekstrak etanol dan seluruh fraksi kecuali fraksi heksan mengandung fenol. 

Polaritas n-heksana dalam ekstraksi terbatas pada komponen non polar, seperti lemak dan 

minyak menguap. Senyawa fenolik merupakan senyawa yang cenderung punya polaritas 

yang tinggi sehingga kelarutannya relatif pada pelarut-pelarut yang sifatnya cenderung 

lebih polar seperti etanol dan metanol (Abubakar & Haque, 2020). 

Hasil identifikasi terpenoid menggunakan KLT dengan pembanding β-sitosetrol 

(Lampiran 11), setelah disemprot dengan Anisaldehid-asam sulfat menunjukkan bahwa 

ekstrak etanol (Rf = 0,52 ) dan fraksi n-heksan (Rf = 0,53) mengandung terpenoid, terlihat 

dari bercak yang berwarna biru violet dibandingkan standar yaitu 0,54. Terpenoid bersifat 

non polar, pada pemisahan menggunakan pelarut yang cenderung non polar n-heksan:etil 

asetat (7:3) (Kemenkes RI, 2017b).    

Hasil identifikasi flavonoid menggunakan KLT dengan menggunakan 

pembanding kuersetin (Lampiran 11) menunjukkan bahwa ekstrak etanol dan seluruh 

fraksi mengandung flavonoid kecuali fraksi air, terlihat dari bercak setelah penyemprotan 

dengan AlCl3 1% menghasilkan fluoresen kuning.  Hasil Rf sebesar 0,65 (ekstrak etanol), 

0,68 (fraksi n-butanol), 0,64 (fraksi etil asetat) dan 0,64 (fraksi n-heksan), 0,64 (fraksi 

DCM) mendekati nilai Rf dari standar yaitu 0,65. Kuersetin merupakan flavonoid 

aglikon, tidak berikatan dengan gula, pemisahan dapat menggunakan fase gerak polar 

campuran dari etil asetat-metanol-asam formiat (95:5:0,5) (Khasanah & Nastiti, 2021). 

Kuersetin merupakan aglikon yang tidak terikat gula sehingga tidak terdeteksi difraksi 

air.  

Berdasarkan hasil penelitian sebelumnya, ekstrak etanol dari daun tembakau 

mengandung alkaloid, tanin, flavonoid dan steroid (Oeung et al., 2017). Hasil penelitian 

lain juga menunjukkan bahwa ekstrak etanol dari daun tembakau mengandung terpenoid, 

steroid, alkaloid dan tannin (Prommaban et al., 2022). 
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Tabel 4.4 Hasil Uji Kualitatif Ekstrak Etanol dan Fraksi Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau 

Evaluasi Ekstrak Fraksi 

Heksan 

Fraksi 

DCM 

Fraksi Etil 

Asetat 

Fraksi n-

butanol 

Fraksi 

Air 

Alkaloid + + + + + + 

Flavonoid + + + + + - 

Fenol + - + + + + 

Saponin + - - - - + 

Tanin - - - - - + 

Terpenoid + + - - - - 

Ket : (+) : mengandung senyawa   (-) : tidak mengandung senyawa 

 

4.2.3 Identifikasi Senyawa 

Untuk mengidentifikasi senyawa pada ekstrak dan hasil fraksinasi digunakan Gas 

Chromatography-Mass Spectrophotometry (GC-MS). Analisis GC-MS dapat 

memberikan informasi tentang komponen senyawa yang bersifat volatile, non-ionik dan 

stabil (Beale et al., 2018; Yang, Zhang, Yang, & Xie, 2022). Hasil GC-MS dapat 

digunakan untuk menentukan kandungan utama dari masing-masing fraksi sehingga 

dapat ditentukan senyawa marker yang digunakan untuk validasi metode analisis.  

Hasil GC-MS seperti pada Tabel 4.5 menunjukkan kandungan tertinggi ekstrak 

tembakau adalah nikotin 100%, fraksi DCM mengandung 1,2- Asam 

Benzenedicarboxylic, bis 70,53%, fraksi etil asetat mengandung 1,2-Asam 

benzenedikarboksilat, bis 46,84%, fraksi n-butanol mengandung Piridine, 3-(1-metil-2-

pirolidin 65,35%, dan fraksi air mengandung Piridin, 3- (1-metil-2-pirolidin 84,47%. 

Piridin, 3- (1-metil-2-pirolidin merupakan nama lain dari nikotin (European Molecular 

Biology Laboratory, 2017), hasil analisis GCMS menujukkan waktu retensi 17, 97 dan 

18,119 dengan masa 162 g/mol. 
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Tabel 4.5 Hasil Pemeriksaan Senyawa dalam Ekstrak Etanol dan Fraksi Ekstrak 

Etanol Daun Tembakau 

 

No Sampel Waktu Retensi Senyawa Kandungan 

(%) 

1. Ekstrak Etanol 18,119 Nikotin 100 

2. Fraksi Heksan 34,061 mono (2-etilheksil) 1,2 asam 

benzen dikarboksilat 

8,04 

32,937 Siklotetrakosana 3,36 

34,274 1-Dokosanol, metil-eter 2,91 

3. Fraksi 

Dichloromethane 

35,91 1,2-Asam benzen dikarboksilat, bis  70,53 

17,94 Piridin, 3- (1-metil-2-pirolidin  6,56 

17,94 Piridin, 3- (1-metil-2-pirolidin 6,56 

4. Fraksi Etil 

Asetat 

35,94 1,2-Asam benzen dikarboksilat, bis 46,84 

31,48 Asam heksadekanoat 8,37 

24,44 2,6-di-tert-butil-toluen 6,94 

5. Fraksi n-butanol 17,97 Piridin, 3-(1-metil-2-pirolidin 65,35 

27,82 Kolestan-3-amina, Nm,N,4,4-

tetrame 

14,07 

17,56 Piridin, 3- (1-metil-2-pirolidin 2,76 

6. Fraksi Air 17,85 Piridin, 3- (1-metil-2-pirolidin 84,47 

43,00 6-Hidroksi-powelline-N-nitroso, ald 6,96 

17,56 Piridin, 3- (1-metil-2-pirolidin 2,17 

 

4.2.4 Hasil Pengujian Aktivitas Antijamur 

Setelah dilakukan percobaan pendahuluan, selanjutnya dilakukan pengujian 

aktivitas antijamur dari ekstrak etanol dan fraksi ekstrak daun tembakau menggunakan 

tabung reaksi agar lebih mudah untuk diamati. Konsentrasi ekstrak etanol daun tembakau 

dimulai dari 500.000 μg/mL. Konsentrasi fraksi DCM, etil asetat dan n-butanol dimulai 

dari 20.000 μg/mL. Konsentrasi ketokonazol yang digunakan dimulai dari 160 μg/mL. 

Konsentrasi fraksi air yang digunakan dimulai dari 50.000 µg/ml dan konsentrasi fraksi 

heksan dimulai dari 10.000 μg/mL.  

Setelah ekstrak dan fraksi ekstrak etanol daun tembakau ditanam pada tabung 

reaksi yang berisi medium RPMI 1640 dan C. albicans ATCC 90028, tabung tersebut 

diinkubasi pada suhu 35ºC selama 24 jam, kemudian tabung tersebut diamati 

kekeruhannya untuk melihat nilai MIC seperti yang tertera pada Tabel 4.6. Seratus 

mikroliter sampel dari tabung dengan nilai MIC, ditanam ke dalam cawan petri yang 

berisi medium SDA, kemudian diinkubasi pada suhu 35ºC selama 24 jam untuk 

menentukan nilai MFC. Pengerjaan tersebut dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan 
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(CLSI 2010; Lorian 1996). Pada sampel nikotin hanya dilakukan dua kali pengulangan 

dikarenakan ketersediaan bahan yang terbatas. 

Hasil pengujian aktivitas antijamur pada Tabel 4.6, menunjukkan bahwa fraksi n-

butanol memiliki aktivitas antijamur yang terbaik dari fraksi lainnya, dengan nilai MIC 

dan MFC fraksi n-butanol adalah 78,13 μg/mL dan 130,21 μg/mL. Hasil tersebut juga 

lebih baik jika dibandingkan penelitian lainnya yang melakukan uji aktivitas antijamur 

ekstrak metanol daun tembakau terhadap C. albicans ATCC 90028 dengan nilai MIC 

sebesar 50 mg/mL dan MFC sebesar 200 mg/mL (Anumudu et al., 2019). Kandungan 

dari fraksi n-butanol memberikan aktifitas antijamur terhadap C. albicans lebih baik dari 

nikotin (dalam bentuk murni). 

  

Tabel 4.6 Hasil Pengujian Aktivitas Antijamur 

 R1 R2 R3 Rata-Rata SD 

Ekstrak   

MIC (μg/mL) 250000 250000 250000 250000 0 

MFC (μg/mL) 500000 500000 500000 500000 0 

Fraksi Heksan   

MIC (μg/mL) 1250 1250 1250 1250 0 

MFC (μg/mL) 1250 1250 1250 1250 0 

Fraksi DCM   

MIC (μg/mL) 312,50 156,25 625 364,58 238,68 

MFC (μg/mL) 625 625 312,50 520,83 180,42 

Fraksi Etil Asetat   

MIC (μg/mL) 2500 2500 2500 2500 0 

MFC (μg/mL) 1250 1250 1250 1250 0 

Fraksi n-Butanol   

MIC (μg/mL) 78,13 78,13 78,13 78,13 0 

MFC (μg/mL) 156,25 156,25 78,13 130,21 45,10 

Fraksi Air   

MIC (μg/mL) >50000 >50000 >50000 >50000 0 

MFC (μg/mL) 50000 50000 50000 50000 0 

Ketokonazol   

MIC (μg/mL) 80 80 160 106,67 46,19 

MFC (μg/mL) 160 160 160 160 0 

Nikotin   

MIC (μg/mL) 2500 2500 - 2500 0 

MFC (μg/mL) 5000 5000 - 5000 0 

Keterangan : R1-R3 : Pengulangan 1-3 
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4.2.5 Uji Komponen Aktif dalam Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Setelah dilakukan evaluasi terhadap ekstrak etanol dan fraksi ekstrak daun tembakau, 

fraksi n-butanol merupakan fraksi terpilih sebagai antijamur yang selanjutnya diformulasi 

menjadi sediaan gel nanoemulsi. Hasil GC-MS dari fraksi n-butanol ekstrak daun tembakau 

pada Lampiran 14 menunjukkan kandungan tertinggi adalah Piridin, 3- (1-metil-2-pirolidin 

yang terdapat pada waktu retensi 17,97. Fraksi n-butanol tersebut diuji komponen aktifnya 

menggunakan LC-MS.  

LC-MS merupakan teknik analisis kombinasi dari kromatografi cair sebagai pemisah 

komponen-komponen analit dalam sampel dengan spektrometri massa sebagai detektor. 

Penganalisis massa digunakan untuk menentukan rasio massa terhadap muatan (rasio m/z) 

tertentu dari ion induk, kemudian pada sel kolision ion induk bertabrakan dengan molekul gas 

dan terfragmentasi menjadi ion yang lebih kecil dan diperoleh rasio m/z pada penganalisis masa 

kedua sebagai ion produk (Harmita, Harahap, & Supandi, 2019). Kromatogram LC-MS fraksi 

n-butanol daun tembakau memberikan fragmentasi pada nilai waktu retensi yang dapat dilihat 

pada Gambar 4.1. Puncak kromatogram tertinggi berada pada waktu retensi 12,95. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1 Kromatogram Hasil Analisis LC-MS dan Retention Time (Rt) dari Sampel 

Fraksi n-Butanol Daun Tembakau 
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Waktu retensi pada wilayah 12,945 memberikan satu puncak spektrogram massa 

tertinggi dengan m/z 163,36 (dapat dilihat pada Gambar 4.2). Waktu retensi pada wilayah 

15,59; 23,85; 32,19; dan 42,24 memberikan satu puncak spektrogram massa dengan m/z 

163,36. Puncak spektogram masa ini jelas merupakan [M+H]+ dari fraksi n-butanol daun 

tembakau karena nikotin memiliki BM sebesar 162,23 g/mol (United States Pharmacopeial 

Convention, 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2 Spektrum Fragmentasi LC-MS dari Sampel pada Waktu Retensi 12,945 

 

4.2.6 Uji Residu terhadap Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Uji residu dilakukan untuk mengetahui sisa pelarut yang terdapat pada fraksi. ekstrak 

dan/atau fraksi diperbolehkan menggunakan pelarut selain etanol dan air pada batas residu 

yang ditetapkan. Batas residu untuk ekstrak dan/atau fraksi yang menggunakan pelarut n-

butanol adalah 5000 ppm (BPOM RI, 2017). Pada penelitian ini, uji residu dilakukan 

menggunakan GC-FID. Hasil uji residu (Lampiran 15) menunjukkan bahwa sisa pelarut yang 

terdapat pada fraksi n-butanol yaitu 1300 ppm. Hal tersebut menunjukkan bahwa fraksi n-
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butanol ekstrak etanol daun tembakau pada penelitian ini memenuhi persyaratan yang telah 

ditetapkan oleh BPOM RI. 

 

4.2.7 Penetapan Kadar Nikotin dalam Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

4.2.7.1 Uji Kesesuaian Sistem (UKS) 

 Uji kesesuaian sistem (UKS) dilakukan untuk memeriksa sensitivitas, resolusi, dan 

reproduktifitas sistem kromatograsi untuk analisis yang dilakukan (Sharma, Goyal, & 

Chauhan, 2018). Uji kesesuaian sistem dilakukan untuk memastikan kesesuaian dan 

keefektifan dengan fase gerak terpilih sehingga mampu memberikan data yang dapat diterima. 

Parameter-parameter yang ditentukan dalam uji kesesuaian sistem yaitu jumlah plat teorits, 

faktor ikutan, faktor kapasitas kolom dari luas area yang dihasilkan, % RSD terhadap luas area 

dan waktu retensi dari serangkaian penyuntikan (minimal 6 kali penyuntikan). Syarat utama 

adalah %RSD (Relative Standar Deviation) dari luas area, yaitu ≤ 2% (Gandjar and Rohman 

2017; Kemenkes 2020; Dadhich, Goyal, Agarwal, & Gandhi, 2020). 

Hasil uji kesesuaian sistem dapat dikatakan memenuhi persyaratan yang ditetapkan 

karna pada masing-masing parameter mampu memenuhi nilai persyaratan yaitu ≤ 2%. Data uji 

kesesuaian sistem ditetapkan pada tabel 4.7. Nilai tersebut menggambarkan bahwa sistem yang 

digunakan mampu memberikan nilai keterulangan yang baik. Jumlah plat teoritis menunjukkan 

efisiensi atau tidaknya suatu kolom, apabila kolom yang digunakan semakin panjang maka nlai 

lempeng yang dihasilkan semakin tinggi. Sehingga dapat menandakan bahwa proses 

pemisahan semakin baik (Ornaf & Dong, 2005). 

Dari hasil uji kesesuaian system menunjukkan bahwa fase gerak optimal yang dapat 

digunakan adalah asetonitril:air pH 9 dengan perbandingan 80:20, kolom yang digunakan 

adalah kolom C18 dengan kecepatan alir 1,5 mL/menit dan dideteksi pada panjang gelombang 

260 nm. 
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Tabel 4.7 Hasil Uji Kesesuaian Sistem (UKS) Nikotin 

No 
Luas Area 

(µV*sec) 

Waktu Retensi 

(menit) 

Jumlah Plat 

Teoritis 
Faktor Ikutan 

1 1197815 4,089 9338 1,348 

2 1193143 4,087 9296 1,344 

3 1193128 4,093 9286 1,346 

4 1192510 4,089 9258 1,348 

5 1193182 4,091 9281 1,352 

6 1190209 4,086 9230 1,349 

Mean 1193338,420 4,089 9281,386 1,348 

Stdev 2490,377 0,002 36,365 0,003 

% RSD 0,2 0,1 0,4 0,2 

Syarat % RSD ≤ 2,0 % % RSD ≤ 2,0 % 
Jumlah Plat 

Teoritis ≥ 2000 

Faktor Ikutan 

≤ 2,0 % 

 
 

4.2.7.2 Validasi Metode Analisis Nikotin 

a. Kurva Kalibrasi dan Uji Linearitas 

Linearitas merupakan kemampuan metode analisis yang memberikan respon yang secara 

langsung atau dengan bantuan transformasi matematik yang baik, proporsional terhadap 

konsentrasi analit dalam sampel (Harmita 2004). Hasil uji linearitas terdapat pada Tabel 4.8. 

 

Tabel 4.8 Data Uji Linearitas 

No C Teoritis (µg/mL) Luas Area (µV*sec) 

1 20 122622 

2 40 240379 

3 60 355861 

4 100 621383 

5 150 913419 

6 200 1208447 

 

Hasil uji linearitas menunjukkan bahwa uji linearitas mampu memenuhi persyaratan yang 

telah ditetapkan dari kurva linearitas yang terbentuk secara linear, yaitu mempunyai koefisien 

korelasi lebih besar dari 0,99 (Kemenkes 2020; Gandjar and Rohman 2017; Sharma, Goyal, & 

Chauhan, 2018). Kurva kalibrasi dibuat dengan cara membuat seri larutan standar nikotin 

dengan konsentrasi 20-200 µg/mL. Kurva linearitas dapat dilihat pada Gambar 4.3. Dari hasil 

tersebut diperoleh persamaan regresi linear y = 436,86 + 6069,3x dengan koefisien korelasi 

sebesar 0,9996. Hasil ini menunjukkan bahwa respon analit dengan konsentrasi yang terukur 

terdapat hubungan yang proporsional.  
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Gambar 4.3 Kurva Linearitas Nikotin 

 

b. Uji Limit of Detection (LOD) dan Limit of Quantification (LOQ) 

Batas deteksi merupakan jumlah terkecil analit dalam sampel yang dapat dideteksi dan 

masih memberikan respon yang signifikan dibandingkan dengan larutan blangko (pada 

penelitian ini larutan blangko menggunakan dapar fosfat pH 7,4). Batas deteksi (LOD) adalah 

parameter uji batas dan batas kuantifikasi (LOQ) adalah parameter pada analisis renik dan 

dapat diartikan sebagai kuantitas terkecil analit dalam sampel yang masih memenuhi kriteria 

(Gandjar and Rohman 2017). Hasil LOD dan LOQ terdapat pada tabel 4.9. 

 

Tabel 4.9 Hasil LOD dan LOQ 

No Parameter Nilai (µg/mL) 

1 LOD 6,50  

2 LOQ 19,69 

 

Dari kurva regresi linear nikotin yang dapat dilihat pada gambar X, didapatkan persamaan 

regresi linear nikotin adalah y =  1709 + 6084 x. Dari persamaan tersebut didapatkan batas 

deteksi nikotin sebesar 6,50 µg/mL dan batas kuantifikasi sebesar 19,69 µg/mL (Hasil 

perhitungan dapat dilihat pada Lampiran 19). 

 

c. Uji Selektivitas 

Selektivitas didefinisikan sebagai kemampuan yang hanya mengukur zat tertentu secara 

cermat dan seksama dengan adanya komponen lain yang mungkin ada dalam matriks sampel 

(Zaenudin, Situmorang, & Supandi, 2021; Gandjar and Rohman 2017). Selektivitas senyawa 

dapat dilihat dari tidak adanya peak yang berhimpit dan nilai waktu retensi yang dihasilkan. 

Hasil uji selektivitas dapat dilihat pada Tabel 4.10. 
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Tabel 4.10 Hasil Uji Selektivitas 

No Parameter Uji 

Waktu 

Retensi Senyawa 
Luas Area 

Resolusi Selektifitas 

(menit) (µV*sec) 

1 Blanko 4,194 - - - - 

2 Sampel 4,111 Nikotin 54616 - - 

Syarat/ Tidak ada senyawa yang memberikan 

respon pada waktu yang bersamaan 

dengan waktu retensi Nikotin atau 

tidak ada interferensi di sekitar 

daerah uji. 

Resolusi 

≥ 2,0 
- 

Requirement 

 

d. Uji Akurasi 

Akurasi dinyatakan sebagai persentase (%) perolehan kembali (% Recovery) analit yang 

ditambahkan. Kriteria penerimaan uji akurasi adalah (% Recovery) sebesar 98,0-102,0%. 

Berbeda dengan presisi yang artinya ketelitian, akurasi memiliki pengertian ketepatan 

(kecermatan). Kriteria kecermatan sangat tergantung kepada konsentrasi analit dalam matriks 

sampel dan pada keseksamaan metode (RSD) (Harmita, 2004; Gandjar 2017). Hasil uji akurasi 

dapat dilihat pada Tabel 4.11. Hasil penelitian menunjukkan bahwa rata-rata %RSD yang 

didapat adalah 1,348% dengan rata-rata recovery sebesar 99,656%. Hal ini menunjukkan 

bahwa hasil uji akurasi memenuhi persyaratan. 

 

Tabel 4.11 Data Uji Akurasi 

No 
Konsentrasi 

Target (µg/mL) 

Luas Area 

(µV*sec) 
Jumlah Recovery (%) 

1 30 180578 29,960 99,867 

2 30 177382 29,434 98,113 

3 30 181522 30,115 100,383 

4 80 490616 80,916 101,145 

5 80 485875 80,137 100,171 

6 80 493232 81,346 101,683 

7 160 949827 156,390 97,744 

8 160 963185 158,585 99,116 

9 160 963945 157,895 98,684 

Rata-rata Recovery 99,656 

Stdev 1,343 

% RSD 1,348 

Syarat/Requirement 
RSD ≤ 2,0 % 

Recovery 98 % - 102 % 
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e. Uji Presisi 

Uji presisi merupakan kemampuan suatu metode analisis untuk menunjukkan kedekatan 

dari suatu seri pengukuran yang diperoleh dari sampel homogen. Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa uji presisi yang dilakukan memenuhi syarat karena memiliki rata-rata %RSD ≤ 2,0% 

yaitu 0,9% (Gandjar and Rohman 2017). Hasil uji presisi dapat dilihat pada tabel 4.12. 

 

Tabel 4.12 Data Uji Presisi 

No 
Konsentrasi 

Target (µg/mL) 

Luas Area 

(µV*sec) 
Jumlah RSD (%) 

1 30 180578 29,960 

1,2 2 30 177382 29,434 

3 30 181522 30,115 

4 80 490616 80,916 

0,8 5 80 485875 80,137 

6 80 493232 81,346 

7 160 949827 156,390 

0,8 8 160 963185 158,585 

9 160 963945 157,895 

Rata-rata % RSD 0,9 

Syarat/Requirement RSD ≤ 2,0 % 

 

4.2.7.3 Penetapan Kadar Nikotin dalam Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun  

Tembakau 
 

Hasil pengembangan validasi metode analisis diperoleh bahwa metode tersebut bisa 

digunakan untuk mengukur kadar nikotin yang terkandung dalam fraksi n-butanol ekstrak 

etanol daun tembakau. Hasil penetapan kadar nikotin dalam fraksi n-butanol ekstrak etanol 

daun tembakau pada Tabel 4.13, menunjukkan bahwa nikotin yang terkandung pada fraksi n-

butanol ekstrak etanol daun tembakau sebesar 22,27%. 

 

Tabel 4.13 Kadar Nikotin pada Fraksi n-Butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Replika Luas Area Kadar (%) 

Fraksi 1 1278771 23,17 

Fraksi 2 1179606 21,38 

Rata-Rata  22,27 

SD  1,27 

 

3.3 Formulasi Nanoemulsi Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Tahap pertama dalam pembuatan nanoemulsi adalah penentuan perbandingan antara 

minyak:surfaktan:kosurfaktan. Penentuan konsentrasi surfaktan dan ko-surfaktan dilakukan 
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dengan uji pendahuluan menggunakan beberapa konsentrasi dari minyak, surfaktan, 

kosurfaktan dan air untuk memperoleh formula yang menghasilkan nanoemulsi yang 

memenuhi syarat. Rancangan formula dibuat menggunakan 16 formula dengan konsentrasi 

minyak sebesar 5-8%, konsentrasi surfaktan:kosurfaktan sebesar 15-45% dan air hingga 100%. 

Perbandingan konsentrasi surfaktan:kosurfaktan dimulai dari 2:1 hingga 5:1. Hasil dari 

percobaan basis nanoemulsi didapatkan nanoemulsi yang transparan dan ukuran partikel yang 

memenuhi persyaratan pada formula nomor 4, 5, 6 dan 7 seperti yang tertera pada Tabel 4.14 

dan Gambar 4.4. Hasil tersebut dianalisis menggunakan software Chemix 10.0 seperti pada 

Gambar 4.5. 

Berdasarkan diagram 3 fase, maka ditentukan daerah formula nanoemulsi yang 

menghasilkan ukuran partikel yang memenuhi persyaratan yaitu pada konsentrasi VCO sebesar 

6%, Tween 80:Sorbitol sebesar 25% dan air hingga 100%.  Namun, penggunaan Tween 80 

dalam formula tersebut konsentrasinya sangat besar. Penggunaan Tween 80 dengan 

konsentrasi diatas 20% dapat menyebabkan iritasi pada kulit, sehingga pada penelitian ini 

formulanya dikembangkan dengan menggunakan ester sukrosa palmitat sebagai surfaktan 

tambahan seperti yang tertera pada Tabel 4.15. Ester sukrosa palmitat memiliki beberapa 

keuntungan diantaranya, menurunkan tegangan permukaan minyak dan air, tidak toksik, 

biodegradable, dan tersertifikasi halal (Food, 2022).  

Ester sukrosa palmitat merupakan surfaktan non-ionik yang dapat membantu 

meningkatkan penetrasi dari obat karena mampu melarutkan lemak pada subkutan sehingga 

bisa meningkatkan penyerapan obat. Mekanisme ester sukrosa palmitat dalam meningkatkan 

penetrasi obat yaitu, surfaktan tersebut mampu memasuki daerah antar sel subkutan lalu terjadi 

pelarutan lemak pada subkutan, setelah itu surfaktan tersebut menembus matriks antar sel, 

berinteraksi dan berikatan dengan filamen keratin sehingga mampu meningkatkan penetrasi 

obat ke dalam lapisan kulit (Shaker, Ishak, Ghoneim, & Elhuoni, 2019). 
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Gambar 4.4 Hasil Percobaan Basis Nanoemulsi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.5 Diagram 3 Fase Nanoemulsi 

 

 

: Keruh 

: Transparan 

: Transclucent 
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Tabel 4.14 Hasil Optimasi Basis Nanoemulsi 

No Fase 

Minyak 

(%) 

Surfaktan + 

kosukfaktan 

(%) 

Perbandingan 

Surfaktan: 

Kosurfaktan 

Fase Air 

sampai 

dengan (%) 

Ukuran 

Partikel 

Di90 (nm) 

Pd 

Index 

Zeta 

Potensial 

(mV) 

Fisik 

1 5 45 2:1 50 572,00 0,797 -23,30 Keruh 

     491,00 0,695 -21,30 Keruh 

2 5 35 3:1 60 98,10 1,000 -24,70 Keruh 

     148,00 1,000 -23,00 Keruh 

3 5 25 4:1 70 0,40 1,000 -15,40 Keruh 

     0,40 0,016 -18,90 Keruh 

4 5 15 5:1 80 103,00 0,237 -14,50 Transparan 

     116,00 0,251 -16,20 Transparan 

5 6 45 2:1 49 66,90 0,250 -13,60 Transparan 

     67,30 0,240 -15,60 Transparan 

6 6 35 3:1 59 83,50 0,248 -10,30 Transparan 

     79,50 0,249 -16,90 Transparan 

7 6 25 4:1 69 120,00 0,280 -11,00 Transparan 

     123,00 0,301 -13,50 Transparan 

8 6 15 5:1 79 323,00 0,499 -21,60 Transclucent 

     251,00 0,585 -16,60 Transclucent 

9 7 45 2:1 48 784,00 0,979 -17,70 Keruh 

     706,00 1,000 -17,10 Keruh 

10 7 35 3:1 58 506,00 1,000 -19,00 Keruh 

     565,00 1,000 -18,80 Keruh 

11 7 25 4:1 68 242,00 0,428 -21,30 Transclucent 

     282,00 0,505 -20,70 Transclucent 

12 7 15 5:1 78 4180,00 1,000 -19,50 Transclucent 

     4440,00 1,000 -21,20 Transclucent 

13 8 45 2:1 47 3340,00 0,529 -22,10 Keruh 

     3430,00 0,848 -21,70 Keruh 

14 8 35 3:1 57 438,00 0,782 -27,00 Keruh 

     370,00 0,991 -23,40 Keruh 

15 8 25 4:1 67 85,80 1,000 -17,70 Keruh 

     307,00 0,772 -17,00 Keruh 

16 8 15 5:1 77 151,00 0,567 -20,50 Keruh 

     210,00 0,427 -20,80 Keruh 

Keterangan : Pengukuran dilakukan dua kali (duplo) 

 

Pembuatan nanoemulsi (Tabel 4.14) dengan penambahan ester sukrosa palmitat sebagai 

berikut : akudes dipanaskan hingga suhu 85°C lalu ditambahkan ester sukrosa palmitat, Tween 

80, sorbitol dan nipagin, diaduk hingga larut (masa 1), didiamkan sampai suhunya mencapai 

50°C, lalu ditambahkan fraksi n-butanol, diaduk hingga larut. VCO dan Nipasol dicampur 

hingga larut lalu ditambahkan ke masa 1, diaduk dengan kecepatan 5000 rpm selama 15 menit.  
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Tabel 4.15 Formula Nanoemulsi Fraksi n-Butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Bahan Jumlah  

 F1 (%) F2 (%) F3 (%) 

Fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau 1 1 1 

Ester sukrosa palmitat (Habo®)  0,2 0,4 0,6 

Tween 80  5 5 5 

Sorbitol 20 20 20 

VCO 6 6 6 

Nipagin  0,2 0,2 0,2 

Nipasol 0,02 0,02 0,02 

Air suling sampai  100 100 100 

 

4.4 Evaluasi Fisik Nanoemulsi Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Evaluasi secara fisika dilakukan 24 jam setelah pembuatan sediaan nanoemulsi, 

meliputi pengamatan organoleptis, pengukuran pH, penentuan bobot jenis, dan pengukuran 

ukuran partikel, zeta potensial dan indeks polidispersitas.  

 

4.4.1 Organoleptis 

Pengamatan organoleptis sediaan dilakukan pada suhu ruang dan sediaan disimpan 

dalam wadah tertutup rapat. Pengamatan organoleptis meliputi pengamatan bentuk, tekstur, 

bau dan warna. Hasilnya menunjukkan bahwa seluruh formula memiliki bentuk cairan jenih 

berwarna coklat berbau khas tembakau seperti yang tertera pada Tabel 4.16.  

 

Tabel 4.16 Pengamatan Organoleptis 

Formula Bentuk Bau Warna 

F1 Cairan Khas tembakau Coklat 

F2 Cairan Khas tembakau Coklat 

F3 Cairan Khas tembakau Coklat 
 

4.4.2 Pengukuran pH 

Pengukuran pH dilakukan untuk mengetahui sifat asam dan basa dari sediaan 

nanoemulsi agar dapat memberikan rasa nyaman saat digunakan dan tidak menimbulkan iritasi 

kulit. Nilai pH ideal untuk kulit yaitu 4,5-6,5 (Sinko, 2015). Data mengenai hasil pengukuran 

pH terdapat pada Gambar 4.6 dan Lampiran 23. Hasil pengukuran pH dari ketiga formula lebih 

rendah dari syarat pH kulit. Hal ini dapat terjadi karena pengaruh pH dari seluruh bahan yang 

digunakan. VCO memiliki pH sebesar 6,5, ester sukrosa palmitat memiliki pH sebesar 4-8, 

tween 80 memiliki pH sebesar 6-8 dan sorbitol memiliki pH sebesar 3,5-7 (Rowe et al., 2009). 

Data statistik ANOVA menyebutkan bahwa formula 1, formula 2 dan formula 3 tidak memiliki 

perbedaan bermakna karena memiliki nilai sig sebesar 0,293 seperti yang tertera pada 
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Lampiran 23. Sediaan nanoemulsi tersebut selanjutnya ditambahkan gel yang terbuat dari 

Carbopol 940 dengan penambahan TEA, sehingga pH dari sediaan sesuai dengan pH ideal 

untuk kulit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.6 Hasil Pengukuran pH Nanoemulsi 
 

4.4.3 Pengukuran Bobot Jenis 

Semakin tinggi konsentrasi surfaktan yang digunakan maka bobot jenis semakin besar, 

karena semakin tinggi konsentrasi surfaktan, proses solubilisasi akan meningkat karena 

konsentrasi misel yang terbentuk semakin besar (Lachman et al., 2012). Data pengukuran bobot 

jenis diperoleh nilai sebesar 0,9440-0,9663 g/mL seperti pada Gambar 4.7 dan Lampiran 24.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.7 Hasil Pengukuran Bobot Jenis Nanoemulsi 

 

4.4.4 Pengukuran Ukuran Partikel, Polydispersity Index, dan Zeta Potensial 

Pengukuran dilakukan dengan menggunakan Particle Size Analizer yang mempunyai 

prinsip yaitu penghamburan cahaya sinar laser pada partikel sampel yang dideteksi oleh 
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photodiode detector pada sudut tertentu secara cepat maka dapat menentukan ukuran partikel 

dalam suatu sampel (Sandhu et al. 2018; Malvern 2011). Nanoemulsi  adalah  sediaan  isotropik 

dan tidak stabil secara termodinamika, terbuat dari surfaktan, minyak, dan air dengan atau 

tanpa penambahan kosurfaktan, ukuran droplet kecil dari 20-500 nm (Sarheed et al., 2020), 50-

500 nm (Chaudhari & Kuchekar, 2018), dan 100-500 nm (Teng et al., 2020).  

Hasil ukuran partikel nanoemulsi yang mengandung fraksi n-butanol ekstrak etanol 

daun tembakau pada Gambar 4.8 dan Lampiran 25, menunjukkan bahwa ukuran partikel dari 

formula 1, formula 2 dan formula 3 berada dibawah 500 nm, sesuai dengan persyaratan ukuran 

partikel untuk nanoemulsi. Hasil yang diperoleh menunjukkan dengan meningkatnya 

konsentrasi surfaktan, ukuran partikel nanoemulsi semakin kecil. Peningkatan konsentrasi 

surfaktan akan menurunkan tegangan permukaan dan menstabilkan permukaan partikel yang 

terbentuk selama proses pengadukan sehingga menghasilkan partikel yang berukuran lebih 

kecil (McClements, 2012a). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.8 Hasil Rata-Rata Di90 Pengukuran Ukuran Partikel Nanoemulsi 

 

Polydispersity index (PdI) menunjukkan kualitas kehomogenan atau kestabilan suatu 

ukuran partikel. Semakin kecil nilai polydispersity index maka ukuran droplet semakin seragam 

dan homogen. Nilai polydispersity index ideal berkisar antara 0,2-0,7 (Asmawati, Wan 

Mustapha, Yusop, Maskat, & Shamsuddin, 2015; Sail, Wan Mustapha, Yusop, Maskat, & 

Shamsuddin, 2018). Hasil pengujian polydispersity index dari ketiga formula nanoemulsi pada 

Gambar 4.9 dan Lampiran 26, menunjukkan bahwa formula 1 dan formula 2 memenuhi syarat 

sedangkan formula 3 tidak memenuhi syarat. Hal ini menunjukkan bahwa formula 1 dan 2, 
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memiliki ukuran droplet yang seragam sedangkan formula 3 memiliki ukuran droplet yang 

tidak seragam.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.9 Hasil Pengukuran Polidispersity Index Nanoemulsi 

 

Pengujian zeta potensial bertujuan untuk menentukan muatan permukaan partikel koloid 

dan tingkat kestabilan suatu sediaan. Zeta potensial merupakan nilai yang menunjukkan gaya 

tolak menolak antar partikel. Semakin besar gaya tolak menolak maka partikel sulit berdekatan 

untuk membentuk agregat. Partikel dianggap stabil jika memiliki nilai zeta potensial lebih besar 

dari +30 mV atau -30 mV  (Malvern, 2015). 

Hasil uji zeta potensial pada Gambar 4.10 dan Lampiran 26, menunjukkan bahwa ketiga 

formula nanoemulsi memiliki nilai zeta potensial yang bervariasi. Suatu sistem dikatakan stabil 

apabila memiliki nilai zeta potensial lebih dari ± 20 mV dan memiliki stabilitas yang tinggi 

jika memiliki nilai zeta potensial mencapai ± 40 mV (Zeng et al., 2021). Berdasarkan hasil 

yang diperoleh maka F1 dan F2 merupakan sistem nanoemulsi yang stabil karena memiliki 

nilai zeta potensial lebih dari 20 mV.  Nilai zeta potensial nanoemulsi ekstrak tembakau 

memiliki muatan negatif dikarenakan pada bagian terluar sistem nanoemulsi terdapat surfaktan 

ester sukrosa palmitat memiliki gugus hidroksil yang akan terionisasi menjadi OH- ketika 

kontak dengan air. Tingkat kestabilan nanoemulsi yang menggunakan surfaktan nonionik 

dipengaruhi oleh muatan permukaan surfaktan dimana muatan permukaan suatu sediaan 

nanoemulsi bergantung pada muatan elektrolit pada fase continue, pH dan fase minyak (Onaizi, 

2022).  
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Gambar 4.10 Hasil Pengukuran Zeta Potensial Nanoemulsi 

 

4.4.5 Penetapan Kadar Nikotin dalam Nanoemulsi 

Belum ada literatur yang menyebutkan persyaratan dari penetapan kadar nikotin di 

dalam fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau. Berdasarkan hasil pada Gambar 4.11 dan 

Lampiran 27, menunjukkan bawa kadar nikotin dalam nanoemulsi sebesar 82,23-97,87% dari 

kandungan nikotin dalam fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.11 Hasil Pengukuran Kadar Nikotin dalam Nanoemulsi 

 

3.5 Formulasi Gel Nanoemulsi Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Nanoemulsi yang sudah dibuat, di loading dalam gel (Gambar 4.12). Gel merupakan 

sediaan setengah padat yang tersusun atas dispersi molekul kecil atau besar dengan pembawa 

berair. Gelling agent yang digunakan adalah Carbopol 940 dengan penambahan TEA sebagai 
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pengatur pH hingga terbentuk gel karena Carbopol 940 dapat membentuk gel jika dalam 

kondisi pH 6 (Rowe et al., 2009). Sebanyak 90 bagian nanoemulsi fraksi aktif ekstrak etanol 

daun tembakau dicampur dengan 10 bagian mucilago Carbopol 940. Penambahan gel ke dalam 

nanoemulsi dapat meningkatkan kekentalan dari nanoemulsi sehingga dapat memperpanjang 

waktu kontak sediaan dengan kulit. Penambahan gel juga dapat memperbaiki konsistensi, 

kemampuan penyebaran sediaan, laju absorbsi dan dapat memberikan rasa nyaman pada kulit 

(Miastkowska, 2020).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.12 Foto Sediaan Gel Nanoemulsi 

 

4.6 Evaluasi Gel Nanoemulsi Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

Evaluasi secara fisik dilakukan pada suhu 25℃ selama 10 minggu, meliputi 

pengamatan organoleptis, pengukuran pH, pengukuran viskositas, pemisahan fasa, pengukuran 

ukuran partikel, zeta potensial dan polidispersitas, penetapan kadar, dan uji penetrasi. 

 

4.6.1 Organoleptis 

Pengamatan organoleptis sediaan dilakukan pada suhu ruang dan sediaan disimpan 

dalam wadah tertutup rapat. Pengamatan organoleptis meliputi pengamatan bentuk, tekstur, 

bau dan warna. Sediaan berbentuk cairan jernih, agak kental, berwarna coklat yang 

menunjukkan tidak ada perubahan selama penyimpanan 12 minggu. 

 

4.6.2 Pengukuran pH 

Pengukuran pH dilakukan untuk mengetahui sifat asam dan basa dari sediaan gel agar 

dapat memberikan rasa nyaman saat digunakan dan tidak menimbulkan iritasi kulit. Nilai pH 

ideal untuk kulit yaitu 4,5-6,5 (Sinko, 2015). Data mengenai hasil pengukuran pH terdapat pada 

Gambar 4.13 dan Lampiran 28. Hasil pengukuran pH dari ketiga formula masuk ke dalam 
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syarat pH kulit. Selain itu, hasilnya juga menunjukkan bahwa gelling agent yang digunakan 

meningkatkan nilai pH dari sediaan gel nanoemulsi, karena carbopol setelah menjadi gel 

memiliki pH 6-11 karena dibasakan oleh TEA (Rowe et al., 2009). Dari hasil pengujian pH 

menunjukkan terjadi penurunan pH sediaan dari minggu ke-0 hingga minggu ke-12 di setiap 

formula. Penurunan pH terjadi karena hidrolisis ester asam lemak (ion H+ dari VCO 

terdisosiasi) menjadi asam lemak bebas yang terdegradasi (Bernardi et al., 2011; Yani, Aladin, 

Wiyani, & Modding, 2018), meningkatkan jumlah asam lemak bebas dalam VCO.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.13 Hasil Pengukuran pH Sediaan Gel Nanoemulsi 

 

4.6.3 Pengukuran Viskositas 

Viskositas merupakan pernyataan tentang tahanan dari suatu cairan untuk mengalir. 

Semakin besar tahanan maka semakin tinggi viskositas tersebut (Sinko, 2015). Pengujian 

viskositas bertujuan untuk mengetahui kekentalan sediaan, diukur menggunakan viskometer 

Anton Paar ViscoQC 300. Uji viskositas dilakukan setelah sediaan disimpan pada suhu 25ºC 

dan suhu 40ºC. Hasil uji viskositas pada Lampiran 29, Gambar 4.14 dan Gambar 4.15, 

menunjukkan bahwa viskositas yang dihasilkan dari semua formula memiliki nilai yang kecil. 

Hal tersebut karena jumlah gelling agent yang digunakan juga sedikit sehingga menghasilkan 

sediaan yang berbentuk cair. Dari hasil uji stabilitas menunjukkan bahwa viskositas seluruh 

formula tidak mengalami perubahan pada penyimpanan suhu 25°C dan suhu 40°C dari minggu 

ke-0 hingga minggu ke-12.  
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Gambar 4.14 Hasil Pengukuran Viskositas Sediaan Gel Nanoemulsi pada Suhu 25°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.15 Hasil Pengukuran Viskositas Sediaan Gel Nanoemulsi pada Suhu 40°C 
 

4.6.4 Pemisahan Fase 

Pemisahan fase dilakukan dengan metode Cycling test untuk melihat apakah terjadi 

pemisahan fase minyak dan fase air terhadap pengaruh suhu dari suatu sediaan nanoemulsi. Uji 

cycling test dilakukan selama 6 siklus dengan menyimpan nanoemulsi pada suhu 4°C selama 

24 jam dan pada suhu 40°C selama 24 jam hal tersebut terhitung sebagai 1 siklus. Hasil 

pengujian pemisahan fase dapat dilihat pada Tabel 4.17. Hasil tersebut menunjukkan bahwa 

tidak terjadi pemisahan antara fase minyak dan fase air pada ke tiga formula yang disimpan 

pada suhu 4°C maupun pada suhu 40°C. Dapat disimpulkan bahwa seluruh formula tahan 

terhadap perubahan suhu yang ekstrim.  
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Tabel 4.17 Hasil Freeze Thaw Gel Nanoemulsi 

Formula 
Siklus ke-1 Siklus ke-2 Siklus ke-3 Siklus ke-4 Siklus ke-5 Siklus ke-6 

4°C 40°C 4°C 40°C 4°C 40°C 4°C 40°C 4°C 40°C 4°C 40°C 

 1 – – – – – – – – – – – – 

F1 2 – – – – – – – – – – – – 

 3 – – – – – – – – – – – – 

 1 – – – – – – – – – – – – 

F2 2 – – – – – – – – – – – – 

 3 – – – – – – – – – – – – 

 1 – – – – – – – – – – – – 

F3 2 – – – – – – – – – – – – 

 3 – – – – – – – – – – – – 

Keterangan:  

+  = terjadi perubahan 

– = tidak terjadi perubahan 

 

4.6.5 Hasil Pengukuran Ukuran Partikel, Polydispersity Index  dan Zeta Potensial  

Pengukuran dilakukan dengan menggunakan Particle Size Analizer yang mempunyai 

prinsip yaitu penghamburan cahaya sinar laser pada partikel sampel yang dideteksi oleh 

photodiode detector pada sudut tertentu secara cepat maka dapat menentukan ukuran partikel 

dalam suatu sampel (Sandhu et al. 2018; Malvern 2011). Nanoemulsi  adalah  sediaan  isotropik 

dan tidak stabil secara termodinamika, terbuat dari surfaktan, minyak, dan air dengan atau 

tanpa penambahan kosurfaktan, ukuran droplet kecil dari 20-500 nm (Sarheed et al., 2020), 50-

500 nm (Chaudhari & Kuchekar, 2018), dan 100-500 nm (Teng et al., 2020). Hasil ukuran 

partikel gel nanoemulsi yang mengandung fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau pada 

Gambar 4.16, 4.17 dan Lampiran 30, menunjukkan bahwa penambahan gelling agent 

meningkatkan ukuran partikel dari sediaan gel nanoemulsi.  

Pada F1, pengujian ukuran partikel Di90 pada minggu ke-0 menunjukkan nilai sebesar 

288±119,15 nm. Sediaan disimpan pada suhu 25ºC dan suhu 40ºC selama 12 minggu.  Pada 

penyimpanan di suhu 25ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya peningkatan ukuran partikel 

hingga minggu ke-4 yaitu sebesar 653±327,87 nm, lalu menurun hingga minggu ke-12 yaitu 

sebesar 224±16,44 nm. Pada penyimpanan di suhu 40ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya 

peningkatan ukuran partikel hingga minggu ke-4 yaitu sebesar 596±483,43 nm, lalu menurun 

pada minggu ke-6 sebesar 219±5,29 nm, meningkat kembali pada minggu ke-8 sebesar 

2387±2792,75 nm, kemudian menurun kembali pada minggu ke-12 yaitu sebesar 255±34,67 

nm. 
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Pada F2, pengujian ukuran partikel Di90 pada minggu ke-0 menunjukkan nilai sebesar 

154±43,31 nm. Pada penyimpanan di suhu 25ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya peningkatan 

ukuran partikel pada minggu ke-2 yaitu sebesar 510±306,05 nm, lalu menurun hingga minggu 

ke-8 yaitu sebesar 180±48,59 nm, kemudian meningkat kembali pada minggu ke-12 yaitu 

sebesar 300±109,61 nm. Pada penyimpanan di suhu 40ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya 

peningkatan ukuran partikel pada minggu ke-2 yaitu sebesar 501±200,14 nm, lalu menurun 

hingga minggu ke-8 yaitu sebesar 275±10,82 nm, kemudian meningkat kembali pada minggu 

ke-12 yaitu sebesar 605±175,64 nm. 

Pada F3, pengujian ukuran partikel Di90 pada minggu ke-0 menunjukkan nilai sebesar 

125±55,64 nm. Pada penyimpanan suhu 25ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya peningkatan 

ukuran partikel hingga minggu ke-4 yaitu sebesar 541±394,41 nm, lalu menurun pada minggu 

ke-6 yaitu sebesar 260±48,12 nm, lalu meningkat kembali pada minggu ke-8 yaitu sebesar 

309±50,24 nm, kemudian menurun pada minggu ke-12 yaitu sebesar 280±96,36 nm. Pada 

penyimpanan suhu 40ºC, terjadi peningkatan ukuran partikel hingga minggu ke-4 yaitu sebesar 

453±187,01 nm, lalu menurun hingga minggu ke-8 yaitu sebesar 241±48,64 nm, kemudian 

meningkat kembali pada minggu ke-12 yaitu sebesar 411±164,63 nm. 

Terjadinya peningkatan dan penurunan ukuran partikel pada formula 1, 2 dan 3 

menunjukkan bahwa sediaan gel nanoemulsi tidak stabil pada penyimpanan selama 12 minggu, 

baik pada suhu 25ºC maupun pada suhu 40ºC. Peningkatan ukuran partikel dapat disebabkan 

oleh terjadinya fenomena Ostwald ripening sedangkan penurunan ukuran partikel dapat 

disebabkan oleh terjadinya fenomena solubilisasi (Agoes, 2012). Ketidakstabilan ukuran 

partikel dari sediaan gel nanoemulsi dapat disebabkan oleh beberapa faktor diantaranya, 

metode pembuatan nanoemulsi, konsentrasi surfaktan yang digunakan dan jenis pelarut yang 

digunakan. Nanoemulsi yang baik, dibuat menggunakan high energy method agar 

menghasilkan ukuran partikel yang seragam dan stabil. Dalam penelitian ini menggunakan low 

energy method sehingga ukuran partikel yang dihasilkan tidak seragam, dapat dilihat dari nilai 

polydispersity index yang tinggi sehingga menyebabkan ketidakstabilan dari sediaan 

nanoemulsi (Safaya & Rotliwala, 2020). Ketidakstabilan dari nanoemulsi juga dapat 

dipengaruhi oleh konsentrasi surfaktan yang digunakan rendah, sehingga ukuran partikel yang 

dihasilkan tidak seragam dan memicu terjadinya peristiwa Ostwald ripening (Ee, Duan, Liew, 

& Nguyen, 2008). Jenis pelarut yang digunakan juga mampu mempengaruhi ketidakstabilan 

dari nanoemulsi. Pada penelitian ini, air yang digunakan adalah aqua destillata, sedangkan 

pada penelitian lainnya untuk mendapatkan sediaan nanoemulsi yang stabil, pada umumnya 

menggunakan air yang sudah dipurifikasi (Jusril et al., 2022; Wik, Bansal, Assmuth, Rosling, 
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& Rosenholm, 2020; Anuar, Sabri, Bustami Effendi, & Abdul Hamid, 2020;  Alliod et al., 

2018) atau dideionisasi (Fu et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.16 Grafik Ukuran Partikel (Rata-Rata Di90) F1, F2 dan F3 pada Suhu 25°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.17 Grafik Ukuran Partikel (Rata-Rata Di90) F1, F2 dan F3 pada Suhu 40°C 
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dan homogen. Nilai polydispersity index ideal berkisar antara <0,7 (Asmawati, Wan Mustapha, 
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Yusop, Maskat, & Shamsuddin, 2015; Sail, Wan Mustapha, Yusop, Maskat, & Shamsuddin, 

2018). Hasil pengujian polydispersity index dari ketiga formula nanoemulsi pada Gambar 4.18, 

Gambar 4.19 dan Lampiran 30, menunjukkan bahwa gelling agent mampu menurunkan nilai 

polydispersity index dari sediaan gel nanoemulsi. Hasilnya juga menunjukkan terjadinya 

peningkatan dan penurunan polydispersity index dari sediaan gel nanoemulsi yang disimpan 

selama 12 minggu yang berarti bahwa sediaan gel nanoemulsi tidak stabil pada penyimpanan 

selama 12 minggu, baik pada suhu 25ºC maupun pada suhu 40ºC. 

Pada F1, pengujian polydispersity index pada minggu ke-0 menunjukkan nilai sebesar 

0,535±0,20. Sediaan disimpan pada suhu 25ºC dan suhu 40ºC selama 12 minggu.  Pada 

penyimpanan suhu 25ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya peningkatan polydispersity index 

hingga minggu ke-4 yaitu sebesar 0,857±0,14, lalu menurun hingga minggu ke-8 yaitu sebesar 

0,576±0,06, kemudian meningkat lagi pada minggu ke-12 yaitu sebesar 0,735±0,19. Pada 

penyimpanan di suhu 40ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya peningkatan polydispersity  index 

hingga minggu ke-4 yaitu sebesar 0,958±0,0, lalu menurun pada minggu ke-6 sebesar 

0,400±0,09, meningkat kembali pada minggu ke-8 sebesar 0,976±0,04, kemudian menurun 

kembali pada minggu ke-12 yaitu sebesar 0,567±0,22. 

Pada F2, pengujian polydispersity index pada minggu ke-0 menunjukkan nilai sebesar 

0,472±0,19. Pada penyimpanan di suhu 25ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya penurunan 

polydispersity index pada minggu ke-2 yaitu sebesar 0,449±0,08, lalu meningkat pada minggu 

ke-4 yaitu sebesar 0,493±0,11, kemudian menurun kembali pada minggu ke-6 yaitu sebesar 

0,366±0,03, lalu meningkat hingga minggu ke-12 yaitu sebesar 0,751±0,19. Pada penyimpanan 

di suhu 40ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya penurunan polydispersity  index pada minggu 

ke-2 yaitu sebesar 0,389±0,13, lalu meningkat pada minggu ke-4 yaitu sebesar 0,820±0,16, 

kemudian menurun kembali pada minggu ke-6 yaitu sebesar 0,388±0,05, lalu meningkat pada 

minggu ke-8 yaitu sebesar 0,906±0,03, kemudian menurun pada minggu ke-12 yaitu sebesar 

0,529±0,12. 

Pada F3, pengujian polydispersity index pada minggu ke-0 menunjukkan nilai sebesar 

0,776±0,28. Pada penyimpanan di suhu 25ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya penurunan 

polydispersity index pada minggu ke-2 yaitu sebesar 0,579±0,07, lalu meningkat pada minggu 

ke-4 yaitu sebesar 0,763±0,38, kemudian menurun kembali pada minggu ke-6 yaitu sebesar 

0,312±0,02, lalu meningkat hingga minggu ke-12 yaitu sebesar 0,500±0,03. Pada penyimpanan 

di suhu 40ºC, hasilnya menunjukkan terjadinya penurunan polydispersity index pada minggu 

ke-2 yaitu sebesar 0,613±0,37, lalu meningkat pada minggu ke-4 yaitu sebesar 0,634±0,11, 
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kemudian menurun kembali pada minggu ke-6 yaitu sebesar 0,401±0,03, lalu meningkat 

hingga minggu ke-12 yaitu sebesar 0,692±0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.18 Diagram Polydispersity Index F1, F2 dan F3 pada Suhu 25°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.19 Diagram Polydispersity Index F1, F2 dan F3 pada Suhu 40°C 

 

Pengujian zeta potensial bertujuan untuk menentukan muatan permukaan partikel 
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gaya tolak menolak antar partikel. Semakin besar gaya tolak menolak maka partikel sulit 
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berdekatan untuk membentuk agregat. Partikel dianggap stabil jika memiliki nilai zeta 

potensial lebih besar dari +30 mV atau -30 mV. Hasil pengujian zeta potensial sediaan gel 

nanoemulsi pada Tabel 4.18, menunjukkan bahwa sediaan gel nanoemulsi F1 dan F3 memiliki 

partikel yang stabil, sedangkan F2 memiliki kecenderungan untuk membentuk agregat selama 

penyimpanan (Malvern, 2015).  

 

Tabel 4.18 Hasil Rata-Rata Zeta Potensial Sediaan Gel Nanoemulsi pada Minggu ke-0 

Formula Zeta Potensial (mV) 

1 -36,13 ± 2,974 

2 14,43 ± 5,460 

3 -33,27 ± 4,907 

n = 3 

4.6.6 Penetapan Kadar Nikotin dalam Sediaan Gel Nanoemulsi 

Hasil penetapan kadar nikotin dalam sediaan gel nanoemulsi pada Tabel 4.19, 

menunjukkan bahwa pada minggu ke-0 kadar yang didapat tidak terlalu jauh dari kadar nikotin 

pada sediaan nanoemulsi fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau. Setelah disimpan 

selama 12 minggu hasilnya menunjukkan penurunan. Hal ini menunjukkan bahwa sediaan 

tersebut tidak stabil untuk disimpan selama 12 minggu. Bansal et al., (2018) melaporkan bahwa 

nikotin terdegradasi sebanyak 17% setelah penyimpanan 5-10 hari pada suhu 60ºC karena 

mengalami hidrolisis.  

Tabel 4.19 Hasil Penetapan Kadar Minggu Ke-0 dan Minggu Ke-12 

Formula Suhu (ºC) Kadar (%) 

Minggu ke-0  Minggu ke-12 

F1 25 
81,84 

5,98 

 40 12,56 

F2 25 
87,12 

7,53 

 40 14,71 

F3 25 
99,13 

58,77 

 40 3,39 

 

4.6.7 Uji Difusi 

4.6.7.1 Optimasi Impregnasi Membran 

Optimasi waktu impregnasi membran millipore dalam larutan Isopropil miristat (IPM), 

bertujuan untuk mendapatkan waktu optimum pada membran. Membran yang digunakan 

adalah membran millipore MCE atau Mixed Cellulose Esters dengan ukuran pori 0,45 µm yang 

kemudian dijenuhkan dengan IPM. Hasil optimasi impregnasi membran didapatkan waktu 

yang optimal yaitu pada menit ke 45 seperti pada Tabel 4.20.  
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Tabel 4.20 Optimasi Membran Millipore 

Waktu (menit) Rata-rata Impregnasi (%) 

10 124,3407 

30 126,4108 

45 107,2970 

60 120,2422 

75 140,5576 

 

4.6.7.2 Difusi 

Uji difusi dilakukan secara in vitro dengan menggunakan sel difusi Franz. Pengujian 

dilakukan untuk mengetahui jumlah bahan aktif yang terpenetrasi kedalam kulit selama kurun 

waktu 240 menit. Membran yang digunakan yaitu membran millpore 0,45 µm yang telah 

diimpregnasi menggunakan isopropyl miristate, pelarut yang digunakan adalah dapar fosfat pH 

7,4 sebagai cairan reseptor karena simulasi kondisi pH cairan biologi manusia. Membran 

diletakkan diantara kompartemen donor dan reseptor, cairan reseptor harus menyentuh 

membran agar sediaan yang dioleskan pada membran dapat berpenetrasi dan masuk kedalam 

cairan reseptor. Selama proses berlangsung, suhu dijaga pada 37 ± 0,5ºC dimana suhu tersebut 

menggambarkan suhu tubuh manusia.  

Tabel 4.21 Kadar Nikotin Terdifusi 

Waktu 

(Menit) 

Kadar Nikotin Terdifusi (%) 

F1 F2 F3 

0 0,00 0,00 0,00 

5 0,57 0,68 1,75 

10 1,19 6,45 8,50 

15 0,91 12,41 13,51 

30 4,62 17,90 23,23 

45 6,93 29,02 29,81 

60 8,97 33,28 33,12 

90 11,13 42,06 46,96 

180 13,73 53,84 68,43 

240 15,34 58,25 73,77 

 

Berdasarkan Tabel 4.21, menunjukkan bahwa jumlah nikotin yang terdifusi pada menit 

ke 240 dari F1 sebesar 15,34%, F2 sebesar 58,25% dan F3 sebesar 73,77%. Kecepatan 

pelepasan pada keadaan steady state pada F1, F2 dan F3 yaitu 3,1785 µg/cm2 menit, 10,4070 

µg/cm2 menit dan 10,8270 µg/cm2 menit seperti pada Gambar 4.20, 4.21, dan 4.22. Hasil 

tersebut menunjukkan bahwa formula 3 memiliki nilai jumlah nikotin yang terdifusi lebih tinggi 

dibandingkan dengan formula 1 dan 2. Formula 3 mampu berdifusi lebih banyak dibandingkan 

dengan formula 1 dan 2, disebabkan karena penggunaan ester sukrosa palmitat pada formula 3 



83 
 

 
 

lebih banyak dibandingkan dengan formula 1 dan 2. Ester sukrosa palmitat dapat berfungsi 

sebagai peningkat penetrasi dalam sediaan nanoemulsi karena memiliki gugus OH (Chen et al., 

2019; Vasyuchenko, Orekhov, Armeev, & Bozdaganyan, 2021; Golodnizky & Davidovich-

Pinhas, 2020), merupakan surfaktan non-ionik yang dapat membantu meningkatkan penetrasi 

dari obat karena mampu melarutkan lemak pada subkutan sehingga bisa meningkatkan 

penyerapan obat (Shaker et al., 2019). Ukuran partikel juga mampu mempengaruhi hasil difusi. 

Formula 3 memiliki ukuran partikel yang lebih kecil dibandingkan formula 1 dan 2, sehingga 

jumlah nikotin yang terdifusi lebih tinggi dibandingkan dengan formula 1 dan 2 (Richard, 

Cassel, & Blanzat, 2020). 

Faktor lain yang mempengaruhi difusi yaitu ukuran partikel, ketebalan membran, luas 

area, jarak, suhu, konsentrasi obat, koefisien difusi, viskositas dan koefisien partisi.  Difusi yang 

melalui pori suatu membran yang berisi pelarut, dipengaruhi oleh ukuran molekul yang 

menembus membran serta diameter dari pori tersebut, karena hal itu dapat terjadi penghambatan 

obat pada pori-pori membran untuk masuk kedalam kompartemen reseptor. Ketebalan 

membran dapat menjadi faktor difusi karena semakin tebal membran maka semakin lambat obat 

berdifusi (Richard, Cassel, & Blanzat, 2020; Shaker, Ishak, Ghoneim, & Elhuoni, 2019; Yu, 

Yang, Wu, & Fan, 2021; Jeong, Kwon, Choi, & Kim, 2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.20 Grafik Hasil Uji Difusi Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 
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Gambar 4.21 Grafik Hasil Uji Difusi Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.22 Grafik Hasil Uji Difusi Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

 

4.6.8 Pengukuran Morfologi Globul 

 TEM digunakan untuk melihat bentuk dari partikel sediaan gel nanoemulsi. Nanoemulsi 

merupakan sistem termodinamika mengalami ketidakstabilan karena berbagai fenomena. Hasil 

pengujian menggunakan TEM dapat dilihat pada Gambar 4.23. Hasil pengukuran menggunakan 

TEM pada perbesaran 40000 menunjukkan bahwa partikel dalam gel nanoemulsi berbentuk 

spheris dengan ukuran yang tidak seragam mengindikasikan bahwa sediaan nanoemulsi 

merupakan sediaan yang tidak stabil. Hal tersebut sangat berpengaruh pada penyimpanan 
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karena sediaan nanoemulsi dapat mengalami flokulasi dimana tetesan-tetesan dari minyak dapat 

menyatu, namun dapat kembali lagi ke bentuk semula (Trivana, Suyatma, Hunaefi, & Munarso, 

2021).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.23 Hasil Pengujian Menggunakan TEM dari F1, F2 dan F3 

 

4.6.9 Uji Aktivitas Antijamur Sediaan Gel Nanoemulsi 

Sediaan gel nanoemulsi yang mengandung fraksi n-butanol ekstrak etanol daun 

tembakau, diuji aktivitas antijamurnya. Konsentrasi fraksi n-butanol ekstrak etanol daun 

tembakau yang digunakan adalah 4500 μg/mL. Untuk memperoleh nilai MIC, digunakan 

metode dilusi. Sediaan gel nanoemulsi ditanam pada tabung reaksi yang berisi medium RPMI 

1640 dan C. albicans ATCC 90028, tabung tersebut diinkubasi pada suhu 35ºC selama 24 jam, 

kemudian tabung tersebut diamati kekeruhannya untuk melihat nilai MIC. Nilai MIC tidak 

dapat ditentukan karena fraksi n-butanol yang digunakan keruh sehingga hanya dapat diamati 

kekeruhannya. Seratus mikroliter sampel dari tabung dengan nilai MIC, ditanam ke dalam 

cawan petri yang berisi medium SDA, kemudian diinkubasi pada suhu 35ºC selama 24 jam 

untuk menentukan nilai MFC. Kontrol negatif yang digunakan adalah C. albicans ATCC 

90028 yang diinokulasi ke dalam medium SDA. Kontrol positif yang digunakan adalah C. 

albicans ATCC 90028 dan ketokonazol yang diinokulasi ke dalam medium SDA.  

Hasil uji aktivitas antijamur sediaan gel nanoemulsi pada Tabel 4.22, menunjukkan 

terjadinya penurunan jumlah koloni yang tumbuh pada cawan petri yang berisi sediaan gel 

nanoemulsi formula 1, formula 2 dan formula 3 jika dibandingkan dengan jumlah koloni yang 

tumbuh pada kontrol negatif. Persen inhibisi dihitung menggunakan rumus (Rizwana, Al 

Kubaisi, Al-Meghailaith, Moubayed, & Albasher, 2019; Buzón-Durán et al., 2020). 

% Inhibisi =  
A−B

A
 × 100% ……………………………………………………… (4.1) 

 

 

(a)                                                 (b)                                            (c) 
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Keterangan: 

A : Jumlah koloni yang tumbuh pada kontrol negatif 

B  : Jumlah koloni yang tumbuh pada sampel uji 

 

Tabel 4.22 Jumlah Koloni pada Pengujian Aktivitas Antijamur 

Tabung 
Konsentrasi 

(µg/mL) 

Jumlah Koloni 

F1 F2 F3 Kontrol 

Positif 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 

1 4500,00 568 574 618 584 590 478 177 188 

2 2250,00 586 643 1132 1052 763 774 238 238 

3 1125,00 964 892 1520 1304 1700 1680 330 259 

4 562,50 1048 989 1904 1656 2360 2124 490 384 

5 281,25 1196 1110 2360 2180 2916 2940 540 459 

Kontrol Negatif 5740 

Keterangan : R1-R2 : Pengulangan 1 dan 2 

 

Persen inhibisi tertinggi pada Tabel 4.23 menunjukkan penghambatan pertumbuhan 

adalah pada konsentrasi 4500 µg/mL. Setelah didapat persen inhibisi, kemudian dianalisis 

normalitasnya menggunakan statistik Shapiro-Wilk. Hasil analisis statistik persen inhibisi 

dengan nilai p > 0,05 untuk konsentrasi 281-4500 µg/mL menunjukkan data tersebut terdistribusi 

normal, seperti pada Tabel 4.24. Berdasarkan data yang diperoleh, dapat ditentukan nilai persen 

rata-rata penurunan pertumbuhan jamur pada Tabel 4.25.  

 

Tabel 4.23 Persen Inhibisi 

Tabung 
Konsentrasi 

(µg/mL) 

Penurunan Pertumbuhan Jamur (%) 

F1 F2 F3 

R1 R2 R1 R2 R1 R2 

1 4500,00 90,10 90,00 89,23 89,83 89,72 91,67 

2 2250,00 89,79 88,80 80,28 81,67 86,71 86,52 

3 1125,00 83,21 84,46 73,52 77,28 70,38 70,73 

4 562,50 81,74 82,77 66,83 71,15 58,89 63,00 

5 281,25 79,16 80,66 58,89 62,02 49,20 48,78 

Keterangan : R1-R2 : Pengulangan 1 dan 2 
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Tabel 4.24 Hasil Analisis Statistik Normalitas Shapiro-Wilk 

  Konsentrasi Statistic    df Sig. 

JumlahKoloni 281 .866 6 .211 

563 .916 6 .474 

1125 .881 6 .273 

2250 .898 6 .365 

4500 .829 6 .105 

 

 

Tabel 4.25 Persen Rata-Rata Penurunan Pertumbuhan Jamur 

Konsentrasi (µg/mL) Penurunan Pertumbuhan Jamur (%) 

4500,00 90,09 ± 0,83 

2250,00 85,63 ± 3,84 

1125,00 76,60 ± 6,14 

562,50 70,73 ± 9,82 

281,25 63,12 ± 14,03 

 

Berdasarkan persen inhibisi tersebut dihitung persamaan regresi linearnya untuk 

mendapatkan nilai IC90 seperti yang tertera pada Tabel 4.26. Hasil tersebut menunjukkan 

bahwa formula 3 memiliki nilai IC90 yang lebih rendah jika dibandingkan formula 1 dan 2. 

Hal ini mungkin disebabkan oleh hasil penetapan kadar nikotin dan jumlah nikotin yang 

terpenetrasi pada formula 3 yang lebih tinggi jika dibandingkan dengan formula 1 dan 2. 

 

Tabel 4.26 Persamaan Regresi Linear dan Nilai IC90 

Formula Replika Persamaan r IC90 (µg/mL) 

F1 1 y = 0,0025x + 80,359 R² = 0,7901 3860,00 

 2 y = 0,0021x + 81,632 R² = 0,8448 3985,71 

F2 1 y = 0,0065x + 62,484 R² = 0,8911 4233,23 

 2 y = 0,0056x + 66,559 R² = 0,8442 4185,89 

F3 1 y = 0,009x + 55,256 R² = 0,7846 3860,00 

 2 y = 0,0091x + 56,295 R² = 0,7969 3703,85 

 

Alkaloid merupakan golongan metabolit sekunder terbesar dari tumbuhan, mencakup 

senyawa bersifat basa yang mengandung satu atau lebih atom nitrogen sebagai bagian dari 

sistem siklik (Hanani, 2016). Nikotin merupakan suatu alkaloid dengan nama kimia Piridin, 

3- (1-metil-2-pirolidin dengan rumus molekul C10H14N2, merupakan komponen aktif utama 

tembakau, Nicotiana tabacum (Fukumoto, 2005). Penelitian ini menggunakan fraksi n-butanol 

ekstrak etanol daun tembakau dengan komponen terbesar, berdasarkan hasil analisis GC-MS 

dan LC-MS, berupa nikotin.  
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Hasil uji terhadap aktivitas antijamur fraksi tersebut menunjukkan bahwa fraksi n-

butanol memiliki aktivitas antijamur terhadap Candida albicans yang terbaik dibandingkan 

fraksi lain yang diujikan, yaitu dengan MIC dan MFC senilai 78,13 μg/mL dan 130,21 μg/mL. 

Hasil uji aktivitas antijamur ini  menkonfirmasi penelitian sebelumnya dengan menggunakan 

ekstrak metanol daun tembakau pada konsentrasi 320 µg/mL yang menghasilkan zona hambat 

sebesar 6,90±0,03 mm pada jamur C. albicans (Putri et al., 2014). Penelitian tersebut dilakukan 

untuk mendapatkan informasi apakah ekstrak metanol daun tembakau yang berasal dari bahan 

alam dapat digunakan sebagai antijamur sehingga lebih aman digunakan jika dibandingkan 

dengan bahan kimia lain yang digunakan sebagai antijamur. Hasil penelitian tersebut 

menyebutkan bahwa ekstrak metanol daun tembakau memiliki aktivitas antijamur terhadap C. 

albicans dengan MIC sebesar 25 mg/mL (50000 µg/mL) dan MFC sebesar 200 mg/mL 

(200000  µg/mL) (Anumudu et al., 2019). Dari beberapa penelitian tersebut dapat disimpulkan 

bahwa penelitian yang dilakukan saat ini, menghasilkan nilai MIC dan MFC yang lebih baik 

jika dibandingkan dengan penelitian-penelitian sebelumnya dengan bahan yang sama terhadap 

jamur yang sama. 

Hingga saat ini, belum banyak ditemukan penelitian yang memformulasikan fraksi n-

butanol ekstrak etanol daun tembakau ke dalam bentuk sediaan gel nanoemulsi. Hasil 

penelitian ini menunjukkan bahwa fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau dapat 

diformulasikan dalam bentuk sediaan gel nanoemulsi. Namun, sediaan yang diperoleh belum 

menunjukkan stabilitas fisik yang baik selama penyimpanan 12 minggu. Kadar nikotin pada 

minggu ke-0 adalah 81,84-99,13 %.  Hasil pengukuran kadar nikotin pada minggu ke-12 

menunjukkan penurunan menjadi 5,98-58,77% pada penyimpanan suhu 25ºC, dan menjadi 

3,39-14,71% pada penyimpanan 40ºC.  

Uji difusi secara in vitro menunjukkan jumlah nikotin yang terpenetrasi sebesar 17,66-

67,48% selama 4 jam. Hal ini menunjukkan hasil yang lebih baik jika dibandingkan penelitian 

sebelumnya yang menguji penetrasi dari ekstrak akar mulberry dalam sistem nanoemulsi yang 

menggunakan VCO sebagai fase minyak, Tween 80 dan polietilenglikol 400 sebagai surfaktan 

serta propilenglikol sebagai kosurfaktan. Pada penelitian tersebut dihasilkan jumlah 

oxyresveratrol yang terdifusi sebesar 25,44% selama 8 jam (Fadhila, Mun’in, & Jufri, 2019).  

Gel nanoemulsi fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau memiliki aktivitas 

antijamur, ditunjukkan dengan hasil analisis statistik persen inhibisi dengan nilai p> 0,05 untuk 

konsentrasi 281-4500 µg/mL.
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BAB 5  

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Hasil penelitian ini, secara umum mengkonfirmasi hipotesis yaitu fraksi aktif ekstrak 

etanol daun tembakau dapat diformulasi dalam sediaan gel nanoemulsi, sehingga 

menghasilkan sediaan yang memenuhi persyaratan secara fisika dan kimia, serta memberikan 

aktivitas terhadap C. albicans. Adapun beberapa tujuan penelitian telah tercapai yaitu: 

a. Hasil skrining dari fraksi n-butanol dari esktrak daun tembakau menunjukkan bahwa 

fraksi tersebut mengandung alkaloid dan fenol. Kandungan Piridin, 3- (1-metil-2-

pirolidin, pada fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau sebesar 65,35%. 

b. Ekstrak etanol daun tembakau hasil fraksinasi menggunakan beberapa pelarut, 

menunjukkan fraksi n-butanol memberikan aktivitas antijamur yang terbaik (MIC dan 

MFC masing-masing 78,13 dan 130,21 µg/mL). 

c. Validasi metode analisis dilakukan untuk menetapkan kadar nikotin pada fraksi n-butanol 

dan sediaan gel nanoemulsi. Uji linearitas diperoleh koefisien korelasi 0,9996, LOD dan 

LOQ sebesar 6,50 µg/mL dan 19,69 µg/mL. Uji Selektivitas menujukkan bahwa tidak 

terdapat senyawa yang memberikan respon pada waktu yang bersamaan dengan waktu 

retensi nikotin atau tidak terdapat interferensi di sekitar daerah uji. Hasil recovery dari uji 

akurasi sebesar 99,656%, presisi menghasilkan koefisien variasi sebesar 0,9%, dan uji 

kesesuaian sistem memenuhi persyaratan yang ditetapkan. 

d. Hasil uji stabilitas terhadap sediaan gel nanoemulsi fraksi n-butanol ekstrak etanol daun 

tembakau menunjukkan bahwa sediaan tersebut masih stabil hingga minggu ke 4.  

e. Gel nanoemulsi fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau memiliki aktivitas antijamur, 

ditunjukkan dengan hasil analisis statistik persen inhibisi dengan nilai p>0,05 untuk 

konsentrasi 281-4500 µg/mL. 

 

5.2 Saran 

a. Perlu dilakukan uji stabilitas terhadap fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau agar 

diketahui stabilitas aktivitas antijamur dari fraksi tersebut. 

b. Perlu dilakukan optimasi formula sehingga diperoleh sediaan gel nanoemulsi dengan 

stabilitas fisik dan kimia yang memenuhi persyaratan. 

c. Perlu dilakukan uji iritasi dari sediaan gel nanoemulsi.
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Lampiran 1. Sertifikat Pengujian Ekstrak Etanol Daun Tembakau 
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Lampiran 2. Sertifikat Identifikasi Ekstrak Etanol Daun Tembakau 
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Lampiran 3. Hasil Perhitungan Kadar Flavonoid Total 

1. Pembuatan Larutan Induk Baku Kuersetin 

10 mg / 10 ml = 1000 µg/ml 

2. Pembuatan Kurva Kalibrasi Kuersetin 

Panjang gelombang =  434, 50 nm 

Absorbansi  = 0,3682 

C (Konsentrasi)   = 5 µg/ml 

a =  
A

b x c
+

0, 3682

1  cm x 5 µg/ml
= 0,0736 

C min =  
0, 15

1  cm x 0,0736
= 2,0380 ~ 2 µg/ml 

C max =  
0, 85

1  cm x 0,0736
= 11,5490 ~ 12 µg/ml 

Kurva Baku 

3 µg/ml =  
3 µg/ml

1000 µg/ml
 × 10 ml = 0,03 ml / 30 µl  = 0,258 

5 µg/ml =  
5 µg/ml

1000 µg/ml
 × 10 ml = 0,05 ml / 50 µl  = 0,408 

7 µg/ml =  
7 µg/ml

1000 µg/ml
 × 10 ml = 0,07 ml / 70 µl  = 0,561 

9 µg/ml =  
9 µg/ml

1000 µg/ml
 × 10 ml = 0,09 ml / 90 µl  = 0,710 

11 µg/ml =  
11 µg/ml

1000 µg/ml
 × 10 ml = 0,11 ml / 110 µl  = 0,848 

Hasil Absorbansi kurva kalibrasi kuersetin 

 

 

 

 

Diperoleh : 

a = 0,0383 

b = 0,0741 

r = 0,9998

Konsentrasi Baku 

(µg/ml) 

Absorbansi 

4 0,390 

5 0,424 

6 0,463 

7 0,492 

8 0,523 
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Lampiran 3. Hasil Perhitungan Kadar Flavonoid Total (Lanjutan) 

3. Perhitungan Kadar 

Faktor Pengenceran 

10.000 µg/ml x 1 ml =  X x 10 ml 

      10.000 µg/ml = X x 10 ml 

   X = 1.000 µg/ml  

 
10.000

1.000
= 10 kali 

a. Fraksi n-butanol 

1) Sampel yang di timbang = 100,3 mg ~ 0,1003 g 

Absorbansi (y1) = 0,412 

y1 =  b .  x ± a 

0,412 =  0,0741 .  x ± 0,0383 

0,412 −  0,0383 =   
0,3737 

0,0741
  

          x = 5,0432 µg / mL 

 

Kadar Flavonoid = 
X (µg / ml) x Faktor Pengenceran x Volume (mL)

Massa Sampel (g)
   

   = 
5,0432 µg / ml x 10 x 10

0,1005 g
   

   = 
504,32

0,1003 g
  

   = 5028,1156 µg 

   = 5,0281 mgQE/g fraksi 

 

2) Sampel yang di timbang = 100,1 mg ~ 0,1001 g 

Absorbansi (y2) = 0,417 

x = 5,1107 µg / mL 

Kadar Flavonoid = 5,1055 mgQE/g fraksi 

 

3) Sampel yang di timbang = 100,1 mg ~ 0,1001 g 

Absorbansi (y3) = 0,424 

x = 5,2051 µg / mL 

Kadar Flavonoid = 5,1999 mgQE/g fraksi 
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Lampiran 4. Hasil Perhitungan Kadar Fenol Total 

1. Pembuatan Larutan Induk Baku asam galat 

50 mg / 100 ml = 500 µg/ml 

2. Pembuatan Kurva Kalibrasi asam galat 

Panjang gelombang =  743, 50 nm 

Absorbansi  = 0,5195 

C (Konsentrasi)   = 50 µg/ml 

a =  
A

b x c
=

0, 5195

1 cm x 50 µg/ml
= 0,0104 

C min =  
0, 15

1 cm x 0,0104
= 14 ,4231~ 14 µg/ml 

C max =  
0, 85

1 cm x 0,0104
= 81,7308 ~ 82 µg/ml 

Kurva Baku 

15 µg/ml =  
15 µg/ml

500 µg/ml
 × 10 ml = 0,3 ml   

30 µg/ml =  
30 µg/ml

500 µg/ml
 × 10 ml = 0,6 ml   

45 µg/ml =  
45 µg/ml

500 µg/ml
 × 10 ml = 0,9 ml   

60 µg/ml =  
60 µg/ml

500 µg/ml
 × 10 ml = 1,2 ml    

75 µg/ml =  
75 µg/ml

500 µg/ml
 × 10 ml = 1,5 ml    

Hasil Absorbansi kurva kalibrasi kuersetin 

Diperoleh : 

a = 0,0786 

b = 0,0089 

r = 0,9997 

 

 

 

 

 

 

Konsentrasi Baku 

(µg/ml) 

Absorbansi 

15 0,208 

30 0,354 

45 0,475 

60 0,614 

75 0,746 
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Lampiran 4. Hasil Perhitungan Kadar Fenol Total (Lanjutan) 

3. Perhitungan Kadar 

Faktor Pengenceran 

1.000 µg/ml x 1 ml =  X x 10 ml 

      1.000 µg/ml = X x 10 ml 

   X = 100 µg/ml  

1.000

100
= 10 kali 

a. Ekstrak  

1) Sampel yang di timbang =  10,1mg ~ 0,0101 g 

Absorbansi (y1) = 0,540 

y1 =  b .  x ± a 

0,540 =  0,0089 .  x + 0,0786 

0,0089 .  x =   0,4614  

          x =  51,8427  µg / ml 

 

Kadar Fenol = 
X (µg / ml) x Faktor Pengenceran x Volume (mL)

Massa Sampel (g)
   

               = 
51,8427µg / ml x 10 x 3

 0,0101 g
    

                  = 153988,2178 µg 

                  = 153, 9882  mgQE/g ekstrak 

 

2) Sampel yang di timbang =  10,2mg ~ 0,0102 g 

Absorbansi (y2) = 0,544 

 x =  52, 2921  µg / ml 

Kadar Fenol = 153, 8003  mgQE/g ekstrak 

 

3) Sampel yang di timbang = 10, 4 mg ~ 0,0104 g 

Absorbansi (y2) = 0,552 

  x =  53, 1910 µg / ml 

Kadar Fenol  = 153, 4356  mgQE/g ekstrak 

 

Rata-rata kadar fenol ekstrak = 153,7414  mgQE/g ekstrak.
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Lampiran 5. Hasil Skrining Fitokim Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

No Pengujian Cara Pengujian Hasil Gambar 

1 Alkaloid Ekstrak + HCl dan + 

pereaksi Meyer 

 

 

Ekstrak + HCl dan + 

pereaksi Dragendroff 

 

 

 

Ekstrak + HCl dan + 

pereaksi Bouchardat 

 

Negatif (-) 

Alkaloid tidak 

ada endapan putih 

 

Positif (+) 

Alkaloid Endapan 

Jingga hingga 

Coklat 

 

Positif (+) 

Alkaloid Endapan 

Coklat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 Fenolik Ekstrak + FeCl3 10 

tetes 

Positif (+) Fenol 

terjadi perubahan 

warna menjadi 

kehijauan 

 

 

 

3 Tanin Ekstrak + Gelatin 10 

tetes 

Negatif (-) tannin 

tidak ada endapan 

putih 

 

 

 

 

 

4 Flavonoid Metode KLT Positif (+). Nilai 

Rf 0,647 

 

 

 

 

5 Terpenoid Metode KLT Positif (+). Nilai 

Rf 0,517 

 
 

6 Saponin Ekstrak + Aquadest 

panas 10 mL 

dinginkan lalu kocok 

kuat dan + HCl 2N 

Positif (+) 

Saponin terbentuk 

busa 
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Lampiran 6.  Skrining FitokimiaFraksi DCM Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

No. 
Metabolit 

Sekunder 
Bahan Penguji Hasil Gambar 

1 Uji Alkaloid 

Sampel + 

pereaksi 

Bouchardat 

(endapan coklat 

sampai hitam) 

positif 

 

 

 

 

Sampel + 

pereaksi 

Dragendorff 

(warna jingga) 

positif 

 

 

 

 

Sampel +  

Pereaksi Mayer 

 

(endapan putih 

atau kuning) 

positif 

 

 

 

 

2 Uji Flavonoid Metode KLT 
Positif (+). Nilai 

Rf 0,635 

 

 

 

 

  

3 Uji Fenol 
Sampel + 

FeCl3 

(warna hijau 

kehitaman) 

positif 

 

 

 

 

 

4 Uji Saponin 

Sampel + 

Aquadest panas 

+ HCl 

(Berbentuk buih 

lalu hilang) 

Negatif 

 

 

 

 

5 Uji Tanin 
Sampel +  

Gelatin 

(Tidak terbentuk 

endapan putih) 

Negatif 

 

 

 

 

6 Uji Terpenoid Metode KLT Negatif (-) 
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Lampiran 7. Skrining Fitokimia Fraksi Etil Asetat Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

No. 
Metabolit 

Sekunder 
Bahan Uji Hasil Gambar 

1. Uji Fenol Aquadest panas + FeCl3 

warna hijau 

kehitaman 

(positif) 

 

 

 

 

 

2. 
Uji 

Flavonoid 
Metode KLT 

Positif (+). Nilai 

Rf 0,635 

 

 

 

 

 

 

3. 
Uji 

Alkaloid 

HCl 2N 1 mL + aquadest 

lalu dipanaskan + Pereaksi 

Bouchardat 

Bouchardat :  

endapan coklat 

sampai hitam 

(positif) 

 

  

HCl 2N 1 mL + aquadest 

lalu dipanaskan + pereaksi 

Dragendroff 

Dragendroff :  

warna jingga 

(positif) 

   

 

 

 

 

 

  

HCl 2N 1 mL + aquadest 

lalu dipanaskan + pereaksi 

Mayer 

Mayer : endapan 

putih atau 

kuning 

(positif) 

 

 

 

 

 

 

4. 

 

Uji 

Saponin 

Aquadest panas 10 ml lalu 

didinginkan + kocok kuat 

10 menit + diamkan 

selama 2 menit + HCl 

Muncul buih lalu 

buih hilang 

(negatif) 

 

 

 

 

 

 

 

5.  Uji Tanin Ditambahkan Gelatin    

Tidak terbentuk 

endapan putih 

(negatif) 

 

 

 

 

 

6. 
Uji 

Terpenoid 
Metode KLT Negatif (-) 
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Lampiran 8. Skrining Fitokimia Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

No 
Metabolit 

Sekunder 
Bahan Uji Hasil Gambar 

1 Uji Alkaloid 
Sampel + Pereaksi Mayer 

 

(endapan putih atau 

kuning) positif 

 

 

 

 

 

  

Sampel + Dragendroff 
(warna jingga) 

positif 

 

 

 

 

 

  

Sampel + Lieberman 

Bouchardat 

(endapan coklat 

sampai hitam) positif 

 

 

 

 

 

2 Uji Fenol 
Sampel + Aquadest panas 

+ FeCl3 

(warna hijau 

kehitaman) 

positif 

 

 

 

 

 

3 Uji Flavonoid Metode KLT 
Positif (+). Nilai Rf 

0,688 

 

 

 

 

 

 

4 Uji Saponin 

Aquadest panas 10 ml lalu 

didinginkan + kocok kuat 

10 menit + diamkan selama 

2 menit + HCl 

(Muncul buih lalu 

buih hilang) 

negatif 

 

 

 

 

 

 

5 Uji Tanin Sampel + Gelatin 

Tidak terbentuk 

endapan putih 

(negatif) 

 

 

 

 

 

6 Uji Terpenoid  Metode KLT Negatif 
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Lampiran 9. Skrining Fitokimia Fraksi Air Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

No. 
Metabolit 

Sekunder 
Bahan Penguji Hasil Gambar 

1 Uji Alkaloid 

Sampel + 

pereaksi 

Bouchardat 

(endapan coklat 

sampai hitam) 

positif 
 

Sampel + 

pereaksi 

Dragendorff 

(warna jingga) 

positif 

 

Sampel +  

Pereaksi Mayer 

 

(endapan putih 

atau kuning) 

negatif 
 

2 Uji Flavonoid Metode KLT Negatif 

 

 

 

 

 

3 Uji Fenol 
Sampel + 

FeCl3 

(warna hijau 

kehitaman) 

positif 
 

4 Uji Saponin 

Sampel + 

Aquadest panas 

+ HCl 

(Berbentuk buih) 

positif 

 

5 Uji Tanin 
Sampel +  

Gelatin 

(Endapan putih) 

positif 

 

6 Uji Terpenoid Metode KLT Negatif 
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Lampiran 10. Skrining Fitokimia Fraksi Heksan Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

No Pengujian Cara Pengujian Hasil Gambar 

1 Alkaloid Fraksi n-heksan + 

HCl dan + pereaksi 

Meyer 

 

 

Fraksi n-heksan + 

HCl dan + pereaksi 

Dragendroff 

 

Fraksi n-heksan + 

HCl dan + pereaksi 

Bouchardat 

Negatif (-) 

Alkaloid tidak 

ada endapan 

putih 

 

Positif (+) 

Alkaloid 

Endapan Jingga 

hingga Coklat 

 

Positif (+) 

Alkaloid 

Endapan Coklat 

 

 

 

 

 

 

 

2 Fenolik Fraksi n-heksan + 

FeCl3 10 tetes 

Negatif (-) Fenol 

tidak ada 

perubahan warna 

 

 

 

 

3 Tanin Fraksi n-heksan + 

Gelatin 10 tetes 

Negatif (-) Tanin 

tidak ada 

endapan putih 

 

 

 

 

4 Flavonoid Metode KLT Positif (+). Nilai 

Rf 0,647 

 

 

 

 

 

5 Terpenoid Metode KLT Positif (+). Nilai 

Rf 0,517 

 

 

 

    
 

6 Saponin Fraksi n-heksan + 

Aquadest panas 10 

mL dinginkan lalu 

kocok kuat dan + HCl 

2N 

Negatif (-) 

Saponin tidak 

ada busa yang 

terbentuk 
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Lampiran 11. Hasil Identifikasi Flavonoid dan Terpenoid Menggunakan KLT 

 

 

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan gambar hasil uji 

flavonoid : 

1. Ekstrak etanol (Rf=0,65) 

2. Fraksi air 

3. Fraksi n-butanol (Rf=0,68) 

4. Fraksi etil asetat (Rf=0,64) 

5. Fraksi n-heksana (Rf=0,64) 

6. Fraksi DCM (Rf=0,64) 

7. Pembanding Kuersetin 

(Rf=0,65) 

8. Fase gerak etil asetat-metanol-

asam formiat (95:5:0,5) 

9. Penampak bercak: AlCl3 1% 

Keterangan gambar hasil uji 

terpenoid: 

1. Ekstrak etanol (Rf=0,52) 

2. Fraksi air 

3. Fraksi butanol 

4. Fraksi etil asetat 

5. Fraksi n-heksana (Rf=0,52) 

6. Fraksi DCM 

7. Pembanding β-sitosetrol 

(Rf=0,54) 

8. Fase gerak n-heksan:etil asetat 

(7:3) 

9. Penampak bercak anisaldehid-

asam sulfat 
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Lampiran 12. Hasil Pemeriksaan Laboratorium GC-MS Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau 
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Lampiran 13. Hasil GC-MS 

Hasil pemeriksaan senyawa dalam ekstrak etanol daun tembakau 

No Jenis/Kode 

Sampel 

RT Quality Senyawa Kandungan 

(%) 

1 Ekstrak Etanol 

Daun 

Tembakau 

18.119 93 Nicotine 100 

 

Hasil pemeriksaan senyawa dalam fraksi n-heksana ekstrak etanol daun tembakau 

No Jenis/Kode 

Sampel 

RT Quality Senyawa Kandungan 

(%) 

1 Fraksi n-

heksana 

32.378 98 TRICOSANE 1,00 

32.937 98 CYCLOTETRACOSANE 3,36 

32.964 98 Tetracosane 2,44 

33.585 97 1,2-Benzenedicarboxylic acid, mono 

(2-ethylhexyl) ester 

1,07 

34.061 91 2,3’-Bypyridine 8,04 

34.274 94 1-Docosanol, methyl eter 2,91 

34.302 97 Tetracosane 2,16 

36.067 98 1-Nonadecene 2,62 

  36.102 97 NONADECANE 1,39 

 

Hasil pemeriksaan senyawa dalam fraksi DCM ekstrak etanol daun tembakau 

No Jenis/Kode 

Sampel 

RT Quality Senyawa Kandungan 

(%) 

1 Fraksi 

Dichloromethane 

17.94 95 Pyridine, 3-(1-methyl-2-pyrrolidin 6,56 

24.35 97 Butyl Hydroxy Toluene  1,08 

29.71 78 2-ethenyl-4,5(methylenedioxy)benz 1,11 

30.02 99 Isopropyl myristate 2,09 

31.31 96 1,2-Benzenedicarboxyic acid, dibu 1,10 

31,48 96 2H-1-Benzopyran-2-one, 7-

hydroxy-6 

1,70 

35.91 91 1,2-Benzenedicarboxylic acid, bis 70,53 

17.94 95 Pyridine, 3-(1-methyl-2-pyrrolidin 6,56 

36.63 53 6-oxo-3-benzoyl-1,2-

dicarbomethoxy 

1,51 
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Lampiran 13. Hasil GC-MS (Lanjutan) 

Hasil pemeriksaan senyawa dalam fraksi etil asetat ekstrak etanol daun tembakau 

No Jenis/Kode 

Sampel 

RT Quality Senyawa Kandungan 

(%) 

1 Fraksi Etil 

Asetat 

4.40 33 1,2-Ethanediol, monoacetate 3,70 

4.80 72 Protoanemonine 3,00 

5.00 72 2-Propanol, 1-butoxy- 2,04 

13.09 83 2-Propenoic acid, 6-methylheptyl 5,04 

22.78 94 2,6-di(t-butyl)-4-hydroxy-4-methyl 1,67 

24.44 97 Butylated hydroxytoluene 6,94 

26.46 98 MEGASTIGMA TRIENONE 2 1,19 

27.45 98 MEGASTIGMA TRIENONE 2 3,12 

28.40 91 Acrylic aciddodecanyl ester 1,48 

29.65 99 1-Octadecene 1,04 

31.34 96 1,2-Benzenedicarboxylic acid 2,05 

31.48 97 Hexadecanoic acid 8,37 

32.83 99 Octadecanoic acid 2,97 

32.90 99 1-Nonadecene 1,40 

35.94 91 1,2-Benzenedicarboxylic acid,bis 46,84 
 

Hasil pemeriksaan senyawa dalam fraksi n-butanol ekstrak etanol daun tembakau 

No Jenis/Kode 

Sampel 

RT Quality Senyawa Kandungan 

(%) 

1 Fraksi n-

butanol 

11.23 93 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-di 2,69 

17.56 95 Pyridine, 3-(1-methyl-2-pyrrolidin 2,76 

17.97 95 Pyridine, 3-(1-methyl-2-pyrrolidin 65,35 

24.82 11 8.exo.-cyanobicyclo [3.2.2]nona-3,6 1,73 

25.20 72 2,3’-Bypyridine 1,09 

27.82 39 Cholestan-3-amine, Nm,N,4,4-tetrame 14,07 

30.01 99 Isopropyl myristate 2,22 

35.70 91 Di-2(-ethylhexyl) phthalate 1,00 

 

Hasil pemeriksaan senyawa dalam fraksi air ekstrak etanol daun tembakau 

No Jenis/Kode 

Sampel 

RT Quality Senyawa Kandungan 

(%) 

1 Fraksi Air 10.30 91 4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-di 2,00 

17.56 95 Pyridine, 3-(1-methyl-2-pyrrolidin 2,17 

17.85 95 Pyridine, 3-(1-methyl-2-pyrrolidin 84,47 

19.25 78 L-Proline, 5-oxo-, mrthyl ester 1,91 

43.00 50 6-Hydroxy-powelline-N-nitroso, ald 6,96 
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Lampiran 14. Hasil GC-MS Fraksi n-Butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 
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Lampiran 15. Hasil Uji Residu Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 
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Lampiran 16. Perhitungan Kurva Kalibrasi 

Larutan Induk 1000 µg/ml 

V1 mL .C1 µg/ml = V2 mL. C2 µg/ml 

X mL . 1000.000 µg/ml = 10 mL . 1000 µg/ml 

X = 10 μL 

Dipipet sebanyak 10 μL dari larutan baku nikotin 1000.000 µg/ml, kemudian ad 10 mL 

dengan dapar fosfat pH 7,4 dalam labu ukur 10 mL. 

 

1) Standar 10 µg/ml 

V1 mL .C1 µg/ml = V2 mL. C2 µg/ml 

X mL . 1000 µg/ml = 1 mL . 10 µg/ml 

X = 10 μL 

Dipipet 10 μL dari larutan induk di ad hingga 1 mL. 

 

2) Standar 20 µg/ml 

V1.C1 = V2.C2 

X mL . 1000 µg/ml = 1 mL . 20 µg/ml 

X = 20 μL 

Dipipet 20 μL dari larutan induk di ad hingga 1 mL. 

 

3) Standar 40 µg/ml 

V1.C1 = V2.C2 

X mL . 1000 µg/ml = 1 mL . 40 µg/ml 

X = 40 μL 

Dipipet 40 μL dari larutan induk di ad hingga 1 mL. 

 

4 ) Standar 60 µg/ml 

V1.C1 = V2.C2 

X mL . 1000 µg/ml = 1 mL . 60 µg/ml 

X = 60 μL 

Dipipet 60 μL dari larutan induk di ad hingga 1 mL. 
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Lampiran 16. Perhitungan Kurva Kalibrasi (Lanjutan) 

5 ) Standar 100 µg/ml 

V1.C1 = V2.C2 

X mL . 1000 µg/ml = 1 mL . 100 µg/ml 

X = 100 μL 

Dipipet 100 μL dari larutan induk di ad hingga 1 mL. 

 

6 ) Standar 150 µg/ml 

V1.C1 = V2.C2 

X mL . 1000 µg/ml = 1 mL . 150 µg/ml 

X = 150 μL 

Dipipet 150 μL dari larutan induk di ad hingga 1 mL. 

 

7 ) Standar 200 µg/ml 

X mL . 1000 µg/ml = 1 mL . 200 µg/ml 

X = 200 μL 

Dipipet 200 μL dari larutan induk di ad hingga 1 mL
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Lampiran 17. Kromatogram Validasi Uji Linearitas 
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Lampiran 18. Kurva Linearitas Nikotin dalam Dapar Fosfat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No C Teoritis (µg/mL) Luas Area (µV*sec) 

1 20 122622 

2 40 240379 

3 60 355861 

4 100 621383 

5 150 913419 

6 200 1208447 

 

Persamaan regresi linear y = 436,86 + 6069,3x dengan koefisien korelasi sebesar 0,9996
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Lampiran 19. Hasil perhitungan data LOD dan LOQ 

Tabel. Hasil Perhitungan LOD dan LOQ 

No C Teoritis (µg/ml) Luas Area (y) Area Teoritis (yi) (y-yi)2 

1 10 54877 62552,5359 58913851,3522 

2 20 122622 123396,4709 599805,1749 

3 40 240379 245084,3409 22140232,9852 

4 60 355861 366772,2109 119054523,3043 

5 100 621383 610147,9509 126226328,2794 

6 150 913419 914367,6259 899891,0982 

7 200 1208447 1218587,3009 102825702,3425 

Σ(yi-y)2 430660334,5367 

 

Perhitungan (LOD)  

 

σ
2

=
Σ(y − yi)

2
 

𝑛 − 2
 

σ
2

=

 
430660334,5367

3
 

σ
2

=  143553445 

σ  = 11981,38 

𝐿𝑂𝐷 =

 
3,3 σ

S
 

𝐿𝑂𝐷 =

 
3,3 x 11981,38 

6084
 

𝐿𝑂𝐷 = 6,50 
µg

mL
 

Perhitungan (LOQ) 

𝐿𝑂𝐷 =

 
10 σ

S
 

𝐿𝑂𝐷 =

 
10 x 11981,38 

6084
 

𝐿𝑂𝐷 = 19,69 
µg

mL
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Lampiran 20. Kromatogram Validasi Uji Selektifitas 
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Lampiran 21. Kromatogram Validasi Uji Akurasi Presisi 
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Lampiran 22. Perhitungan Penetapan Kadar Nikotin dalam Fraksi n-Butanol Ekstrak 

Etanol Daun Tembakau  

 

Hasil Penetapan Kadar Nikotin dalam Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau 

Replika Luas Area % Kadar 

Fraksi 1 1278771 23,17 

Fraksi 2 1179606 21,38 

Rata-Rata  22,17 

SD  1,27 

 

Contoh Perhitungan Kadar Nikotin pada Fraksi n-butanol Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

dalam Medium Dapar Fosfat pH 7,4 : 

Fraksi 1 

𝑦 = 1278771 

𝑦 = 𝑏𝑥 + 𝑎 

1278771 = 𝟓𝟓𝟑𝟑𝒙 + 𝟑𝟏𝟒𝟗 

𝑥 = 231,6863 𝜇𝑔/𝑚𝐿 

 

mg zat dalam sampel = (𝑥) 𝑥 𝐹𝑃 

231,6863
𝜇𝑔

𝑚𝑙
𝑥 10 𝑚𝑙  

= 2316,8625 𝜇𝑔 ~ 2,3169 mg 

 

% kadar =
2,3169 mg

10 mg
 𝑥 100% 

   =  23,17 % 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fraksi 2 

𝑦 = 1179606 

𝑦 = 𝑏𝑥 + 𝑎 

1179606 = 𝟓𝟓𝟑𝟑𝒙 + 𝟑𝟏𝟒𝟗 

𝑥 = 213,7638 𝜇𝑔/𝑚𝐿 

 

mg zat dalam sampel = (𝑥) 𝑥 𝐹𝑃 

213,7638
𝜇𝑔

𝑚𝑙
𝑥 10 𝑚𝑙  

= 2137,638 𝜇𝑔 ~ 2,1376 mg 

 

% kadar =
2,1376 mg

10 mg
 𝑥 100% 

   =  21,38 % 
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Lampiran 23. Hasil Pengukuran pH Nanoemulsi 

 

 

Replika Formula 

 F1 F2 F3 

1 4,30 4,27 4,25 

2 4,40 4,26 4,24 

3 4,25 4,28 4,26 

Rata-Rata 4,32 4,27 4,25 

SD 0,08 0,01 0,01 

 

 

Tabel Hasil Analisis Statistik 

ANOVA 

Sin_pH   

 

Sum of 

Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

Between Groups .001 2 .001 1.833 .239 

Within Groups .002 6 .000   

Total .003 8    
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Lampiran 24. Hasil Pengukuran Bobot Jenis Nanoemulsi 

 

Replika Bobot Jenis (g/ml) 

F1 F2 F3 

1 0,9526 0,9675 0,9432 

2 0,9552 0,9655 0,9448 

3 0,9548 0,9660 0,9440 

Rata-Rata 0,9542 0,9663 0,9440 

SD 0,0014 0,0010 0,0008 
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Lampiran 25. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Nanoemulsi 

 

Formula Replika Ukuran Partikel (nm) Rata-Rata 

Di 90 

SD 

Di10 Di50 Di90 

F1 1 199 254 325 

323,67 35,02  2 171 229 288 

 3 221 286 358 

F2 1 127 128 232 

308,67 66,40  2 86,6 244 347 

 3 86,6 244 347 

F3 1 44,3 51,2 58,6 

97,37 45,19  2 102 123 147 

 3 62,6 73,6 86,5 
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Lampiran 26. Hasil Pengujian Indeks Polidispersitas dan Zeta Potensial Nanoemulsi 

 

 

Replika Polidispersity Index Zeta Potensial (mV) 

F1 F2 F3 F1 F2 F3 

1 0,361 0,499 0,780 -36.50 -30,60 -11,50 

2 0,521 0,506 1,000 -44,20 -28,60 -14,40 

3 0,899 0,506 1,000 -38,30 -32,90 -22,10 

Rata-Rata 0,594 0,504 0,927 -41,25 -30,70 -16,00 

SD 0,280 0,000 0,130 4,17 2,15 5,48 
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Lampiran 27. Hasil Penetapan Kadar Nikotin dalam Nanoemulsi 

 

Formula Luas Area Kadar Nikotin (%) 

F1 1034519 84,21 

F2 1010065 82,23 

F3 1202753 97,87 
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Lampiran 28. Hasil Pengukuran pH Sediaan Gel Nanoemulsi 

 

Formula Replika Minggu Ke 

0 2 4 8 12 

F1 1 6,45 6,15 5,75 4,77 4,36 

 2 6,30 5,85 5,90 4,90 4,35 

 3 6,41 6,00 5,89 4,72 4,40 

Rata-Rata  6,39 6,00 5,85 4,80 4,37 

SD  0,08 0,15 0,08 0,09 0,03 

F2 1 6,27 6,00 5,90 4,95 4,26 

 2 6,38 6,20 5,75 4,85 4,07 

 3 6,39 6,10 5,83 4,82 4,18 

Rata-Rata  6,35 6,10 5,83 4,87 4,17 

SD  0,07 0,10 0,08 0,07 0,10 

F3 1 6,37 6,00 5,91 4,90 4,00 

 2 6,27 6,23 5,80 4,80 4,15 

 3 6,24 6,12 6,00 4,80 4,01 

Rata-Rata  6,29 6,12 5,90 4,83 4,05 

SD  0,07 0,12 0,10 0,06 0,08 
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Lampiran 29. Hasil Pengukuran Viskositas Sediaan Gel Nanoemulsi 

 

Hasil Pengukuran Viskositas Sediaan Gel Nanoemulsi Setelah Penyimpanan pada Suhu 

25°C 

Formula Replika 
Viskositas (mPas) pada Minggu Ke- 

0 2 4 8 12 

F1 1 2,685 2,588 2,510 2,528 2,526 

 2 2,677 2,600 2,496 2,520 2,538 

 3 2,658 2,599 2,501 2,516 2,530 

Rata-Rata  2,673 2,596 2,502 2,521 2,531 

SD  0,010 0,010 0,010 0,010 0,010 

F2 1 2,448 2,509 2,588 2,501 2,440 

 2 2,441 2,500 2,59 2,493 2,451 

 3 2,446 2,495 2,582 2,515 2,444 

Rata-Rata  2,445 2,501 2,587 2,503 2,445 

SD  0,000 0,010 0,000 0,010 0,010 

F3 1 2,562 2,558 2,590 2,514 2,479 

 2 2,560 2,568 2,581 2,505 2,475 

 3 2,554 2,562 2,589 2,512 2,469 

Rata-Rata  2,559 2,563 2,587 2,510 2,474 

SD  0,000 0,010 0,000 0,000 0,010 

 

 

Hasil Pengukuran Viskositas Sediaan Gel Nanoemulsi Setelah Penyimpanan pada Suhu 

40°C 

Formula Replika 
Viskositas (mPas) pada Minggu Ke- 

0 2 4 8 12 

F1 1 2,685 2,687 2,650 2,561 2,492 

 2 2,677 2,685 2,640 2,550 2,51 

 3 2,658 2,681 2,642 2,560 2,503 

Rata-Rata  2,673 2,684 2,644 2,557 2,502 

SD  0,010 0,000 0,010 0,010 0,010 

F2 1 2,448 2,518 2,525 2,489 2,423 

 2 2,441 2,502 2,535 2,485 2,415 

 3 2,446 2,510 2,532 2,488 2,412 

Rata-Rata  2,445 2,510 2,531 2,487 2,417 

SD  0,000 0,010 0,010 0,000 0,010 

F3 1 2,562 2,728 2,879 2,700 2,490 

 2 2,560 2,736 2,870 2,684 2,515 

 3 2,554 2,738 2,866 2,695 2,500 

Rata-Rata  2,559 2,734 2,872 2,693 2,502 

SD  0,000 0,010 0,010 0,010 0,010 
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Lampiran 30. Hasil Pengujian Ukuran Partikel, Polydispersity Index dan Zeta Potensial 

Sediaan Gel Nanoemulsi 

 

Hasil Pengujian Ukuran Partikel Di90 Sediaan Gel Nanoemulsi 

 

Formula Rata-Rata Ukuran Partikel Di90 (nm) pada Minggu Ke 

0 2 4 6 8 12 

Suhu 25ºC 

F1 288±119,15  455±54,86 653±327,87 127±37,92 244±18,58 224±16,44 

F2 154±43,31 510±306,05 429±207,15 204±26,58 180±48,59 300±109,61 

F3 125±55,64 288±133,84 541±394,41 260±48,12 309±50,24 280±96,36 

Suhu 40ºC 

F1 288±119,15  222±41,62 596±483,43 219±5,29 2387±2792,75 255±34,67 

F2 154±43,31 501±200,14 463±450,97 391±22,27 275±10,82 605±175,64 

F3 125±55,64 241±47,38 453±187,01 296±66,43 241±48,64 411±164,63 

 

 

Hasil pengukuran ukuran partikel, polydispersity index dan zeta potensial formula 1, 

formula 2, formula 3 pada minggu ke-0 

Formula Replika Diameter (nm) Polydispersity 

Index 

Zeta Potensial 

(mV) D10 D50 D90 Rata-Rata 

F1  1 99,1 127 152 126,03 0,756 -33,4 

 2 58,9 231 338 209,30 0,371 -35,7 

 3 70,6 256 374 233,53 0,477 -39,3 

F2  1 81,5 96,5 114 97,33 0,597 20,7 

 2 96,5 122 148 122,17 0,562 11,9 

 3 103 147 200 150,00 0,258 10,7 

F3  1 70,4 82,5 97,1 83,33 0,921 -36,1 

 2 29,4 148 189 122,13 0,456 -27,6 

 3 63,7 76,6 88,7 76,33 0,951 -36,1 
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Lampiran 30. Hasil Pengujian Ukuran Partikel, Polydispersity Index dan Zeta Potensial 

Sediaan Gel Nanoemulsi (Lanjutan) 

Hasil pengukuran ukuran partikel, polydispersity index dan zeta potensial formula 1, 

formula 2, formula 3 pada minggu ke-2  

Formula Replika Suhu 

(°C) 

Diameter (nm) Polydispersity 

Index D10 D50 D90 Rata-Rata 

F1  1 25 51,8 316 432 266,60 0,824 

 2  55,9 320 416 263,97 0,545 

 3  44,3 414 518 325,43 0,669 

F1 1 40 46,9 173 218 145,97 1,000 

 2  58,6 188 265 170,53 0,567 

 3  101 140 182 141,00 0,558 

F2  1 25 93,7 445 863 467,23 0,516 

 2  171 245 348 254,67 0,359 

 3  157 223 319 233,00 0,473 

F2 1 40 152 270 526 316,00 0,393 

 2  131 201 290 207,33 0,259 

 3  127 323 688 379,33 0,516 

F3 1 25 79,4 206 430 238,47 0,518 

 2  107 136 164 135,67 0,653 

 3  133 198 271 200,67 0,566 

F3 1 40 12,2 139 212 121,07 0,245 

 2  12,7 140 216 122,90 0,611 

 3  11,2 129 296 145,40 0,983 

 

Hasil pengukuran ukuran partikel, polydispersity index dan zeta potensial formula 1, 

formula 2, formula 3 pada minggu ke-4 

Formula Replika Suhu 

(°C) 

Diameter (nm) Polydispersity 

Index D10 D50 D90 Rata-Rata 

F1  1 25 23,8 352 432 269,27 1,000 

 2  141 787 1030 652,67 0,712 

 3  262 385 498 381,67 0,860 

F1 1 40 7,88 28,9 39,4 25,39 1,000 

 2  9,06 683 913 535,02 0,874 

 3  8,58 667 835 503,53 1,000 

F2  1 25 11,8 160 318 163,27 0,553 

 2  11,5 136 301 149,50 0,367 

 3  12,3 311 668 330,43 0,558 

F2 1 40 9,19 13,3 472 164,83 0,708 

 2  5,27 6,18 7,21 6,22 1,000 

 3  11,2 24,8 909 315,00 0,752 

F3 1 25 10,9 207 991 402,97 1,000 

 2  11,2 169 379 186,40 0,326 

 3  10,8 170 254 144,93 0,964 

F3 1 40 11 310 411 244,00 0,744 

 2  9,96 103 657 256,65 0,644 

 3  10,1 171 290 157,03 0,515 
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Lampiran 30. Hasil Pengujian Ukuran Partikel, Polydispersity Index dan Zeta Potensial 

Sediaan Gel Nanoemulsi (Lanjutan) 

Hasil pengukuran ukuran partikel, polydispersity index dan zeta potensial formula 1, 

formula 2, formula 3 pada minggu ke-6 

Formula Replika Suhu 

(°C) 

Diameter (nm) Polydispersity 

Index D10 D50 D90 Rata-Rata 

F1  1 25 91,8 124 157 124,27 0,505 

 2  60,6 71,4 84,2 72,07 0,777 

 3  83,2 113 139 111,73 0,643 

F1 1 40 19,7 150 225 131,57 0,492 

 2  25,1 158 215 132,70 0,393 

 3  21,1 153 217 130,37 0,315 

F2  1 25 12,9 137 179 109,63 0,397 

 2  12,8 142 202 118,93 0,343 

 3  24,3 166 232 140,77 0,359 

F2 1 40 78,2 222 411 237,07 0,446 

 2  104 196 395 231,67 0,359 

 3  98,8 208 367 224,60 0,358 

F3 1 25 107 151 214 157,33 0,296 

 2  103 158 256 172,33 0,302 

 3  110 187 310 202,33 0,337 

F3 1 40 13,2 179 249 147,07 0,431 

 2  13,8 169 267 149,93 0,405 

 3  16,2 234 372 207,40 0,366 

Hasil pengukuran ukuran partikel, polydispersity index dan zeta potensial formula 1, 

formula 2, formula 3 pada minggu ke-8 

Formula Replika Suhu 

(°C) 

Diameter (nm) Polydispersity 

Index D10 D50 D90 Rata-Rata 

F1  1 25 13,1 173 239 141,70 0,551 

 2  14 182 265 153,67 0,645 

 3  14,2 164 229 135,73 0,531 

F1 1 40 92,7 3920 5510 3174,23 0,928 

 2  10,1 107 130 82,37 1,000 

 3  13,4 118 1520 550,47 1,000 

F2  1 25 11 124 236 123,67 0,920 

 2  10,4 99 155 88,13 0,165 

 3  10,4 98 149 85,70 0,212 

F2 1 40 11,4 150 284 148,47 0,939 

 2  10,5 128 263 133,83 0,879 

 3  10,5 139 278 142,50 0,900 

F3 1 25 63,3 152 275 163,43 0,353 

 2  81,5 159 286 175,50 0,396 

 3  62,8 246 367 225,27 0,416 

F3 1 40 11,2 212 287 170,07 0,443 

 2  11,1 184 245 146,70 0,545 

 3  10,5 146 190 115,50 0,709 
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Lampiran 30. Hasil Pengujian Ukuran Partikel, Polydispersity Index dan Zeta Potensial 

Sediaan Gel Nanoemulsi (Lanjutan) 

Hasil pengukuran ukuran partikel, polydispersity index dan zeta potensial formula 1, 

formula 2, formula 3 pada minggu ke-12 

Formula Replika Suhu 

(°C) 

Diameter (nm) Polydispersity 

Index D10 D50 D90 Rata-Rata 

F1  1 25 137 185 236 186,00 0,737 

 2  111 168 230 169,67 0,548 

 3  114 153 205 157,33 0,921 

F1 1 40 22,6 185 227 144,87 0,798 

 2  17,2 203 294 171,40 0,368 

 3  16,7 181 245 147,57 0,535 

F2  1 25 13,3 294 416 241,10 0,832 

 2  11,5 146 287 148,17 0,534 

 3  12,2 123 198 111,07 0,887 

F2 1 40 295 351 421 355,67 0,673 

 2  403 502 622 509,00 0,448 

 3  463 606 771 613,33 0,467 

F3 1 25 16,7 169 235 140,23 0,538 

 2  69,1 221 391 227,03 0,473 

 3  94,5 159 215 156,17 0,489 

F3 1 40 16,6 411 544 323,87 0,701 

 2  12,8 258 335 201,93 0,642 

 3  9,58 290 354 217,86 0,733 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



141 
 

 
 

Lampiran 31. Hasil Rata-Rata Pengukuran Indeks Polidispersitas Gel Nanoemulsi 

 

Formula Rata-Rata Polydispersity Index pada Minggu Ke 

0 2 4 6 8 12 

Suhu 25ºC 

F1 0,535±0,20 0,679±0,14 0,857±0,14 0,642±0,14 0,576±0,06 0,735±0,19 

F2 0,472±0,19 0,449±0,08 0,493±0,11 0,366±0,03 0,432±0,42 0,751±0,19 

F3 0,776±0,28 0,579±0,07 0,763±0,38 0,312±0,02 0,388±0,03 0,500±0,03 

Suhu 40ºC 

F1 0,535±0,20 0,708±0,25 0,958±0,07 0,400±0,09 0,976±0,04 0,567±0,22 

F2 0,472±0,19 0,389±0,13 0,820±0,16 0,388±0,05 0,906±0,03 0,529±0,12 

F3 0,776±0,28 0,613±0,37 0,634±0,11 0,401±0,03 0,566±0,13 0,692±0,05 
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Lampiran 32. Hasil Uji Difusi Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

 

Formula 
Waktu 

(Menit) 

Area 

UHPLC 

Konsentrasi 

(µg/mL) 

V 

Reseptor 

(mL) 

m dalam 

Reseptor 

(µg) 

FK 

(µg) 

FK 

Kumulatif 

(µg) 

m 

Penetrasi 

Kumulatif 

(µg) 

Kumulatif 

Fluks per 

Luas 

Membran 

(µg/menit.cm2) 

Kadar 

Obat 

(µg)  

% 

1 

5 0,00 0,57 15 8,54 0,00 0,00 8,54 13,43 1503,23 0,57 

10 3344 1,17 15 17,60 0,28 0,28 17,89 28,13 1503,23 1,17 

15 1577 0,85 15 12,81 0,59 0,87 13,68 21,52 1503,23 0,91 

30 21991 4,54 15 68,15 0,43 1,30 69,45 109,23 1503,23 4,62 

45 33982 6,71 15 100,66 2,27 3,57 104,23 163,93 1503,23 6,93 

60 44021 8,53 15 127,88 3,36 6,93 134,80 212,01 1503,23 8,97 

90 54426 10,41 15 156,09 4,26 11,19 167,27 263,07 1503,23 11,13 

180 66934 12,67 15 190,00 5,20 16,39 206,39 324,58 1503,23 13,73 

240 73504 13,85 15 207,81 6,33 22,72 230,53 362,56 1503,23 15,34 
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Lampiran 33. Hasil Uji Difusi Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

 

 

Formula 
Waktu 

(Menit) 

Area 

UHPLC 

Konsentrasi 

(µg/mL) 

V 

Reseptor 

(mL) 

m dalam 

Reseptor 

(µg) 

FK 

(µg) 

FK 

Kumulatif 

(µg) 

m 

Penetrasi 

Kumulatif 

(µg) 

Kumulatif 

Fluks per 

Luas 

Membran 

(µg/menit.cm2) 

Kadar 

Obat 

(µg) 

% 

2 

5 3795 0,69 15 10,29 0,00 0,00 10,29 16,18 1503,23 0,68 

10 35611 6,44 15 96,54 0,34 0,34 96,88 152,37 1503,23 7,03 

15 67526 12,20 15 183,06 3,22 3,56 186,62 293,50 1503,23 12,41 

30 95678 17,29 15 259,38 6,10 9,66 269,05 423,13 1503,23 17,90 

45 154183 27,87 15 417,99 8,65 18,31 436,30 686,17 1503,23 29,02 

60 172639 31,20 15 468,03 13,93 32,24 500,27 786,77 1503,23 33,28 

90 215547 38,96 15 584,35 15,60 47,84 632,19 994,25 1503,23 42,06 

180 273726 49,47 15 742,07 19,48 67,32 809,39 1272,93 1503,23 53,84 

240 289027 52,24 15 783,55 24,74 92,06 875,61 1377,07 1503,23 58,25 
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Lampiran 34. Hasil Uji Difusi Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

 

 

Formula 
Waktu 

(Menit) 

Area 

UHPLC 

Konsentrasi 

(µg/mL) 

V 

Reseptor 

(mL) 

m dalam 

Reseptor 

(µg) 

FK 

(µg) 

FK 

Kumulatif 

(µg) 

m 

Penetrasi 

Kumulatif 

(µg) 

Kumulatif 

Fluks per 

Luas 

Membran 

(µg/menit.cm2) 

Kadar 

Obat 

(µg) 

% 

3 

5 9689 1,75 15 26,27 0,00 0,00 26,27 41,31 1503,23 1,75 

10 46790 8,46 15 126,85 0,88 0,88 127,72 200,87 1503,23 8,50 

15 73012 13,20 15 197,94 4,23 5,10 203,04 319,32 1503,23 13,51 

30 124464 22,49 15 337,42 6,60 11,70 349,12 549,07 1503,23 23,23 

45 156855 28,35 15 425,23 11,25 22,95 448,18 704,86 1503,23 29,81 

60 169946 30,71 15 460,72 14,17 37,12 497,85 782,97 1503,23 33,12 

90 241033 43,56 15 653,44 15,36 52,48 705,92 1110,20 1503,23 46,96 

180 352021 63,62 15 954,33 21,78 74,26 1028,59 1617,67 1503,23 68,43 

240 369937 66,86 15 1002,90 31,81 106,07 1108,98 1744,08 1503,23 73,77 
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Lampiran 35. Hasil Uji Aktivitas Antijamur Esktrak dan Fraksi Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau 

 

Keterangan : Hasil Percobaan 1 Uji Aktivitas Antijamur. (a) Percobaan uji aktivitas 

ekstrak pada tabung eppendrof. (b) Hasil platting percobaan 1 : Ekstrak (A2-A4), Fraksi 

DCM (B2-B4), Fraksi etil asetat (C2-C4), Fraksi N-butanol (D2-D4), Fraksi Air (E2-E4), 

Kontrol positif (K+) dan Kontrol negatif (K-) 

 

 

Keterangan : Hasil pengamatan uji aktivitas antijamur pada tabung eppendrof : Fraksi 

DCM (2-2.6); Fraksi Etil Asetat (3-3.6); Fraksi N-butanol (4-4.6); Ketokonazol (5-5.3); 

Ekstrak (6-6.6); Fraksi Air (7-7.6); Kontrol positif (K+); Kontrol negatif (K-) 

 

(a) 

     (b)                (c) 

  

(a)                             (b) 

          (c) 
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Lampiran 35. Hasil Uji Aktivitas Antijamur Esktrak dan Fraksi Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau (Lanjutan) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan :  Hasil platting percobaan 2 uji aktivitas antijamur. (a) Fraksi DCM (b) 

Fraksi Etil Asetat (c) Fraksi N-butanol (d) Ketokonazol, kontrol positif dan kontrol 

negatif (e) ekstrak (f) fraksi air 

 

Keterangan : Hasil pengamatan pengujian aktivitas antijamur. (a) Ekstrak; (b) Fraksi 

DCM; (c) Fraksi Etil Asetat; (d) Fraksi n-butanol; (e) Fraksi Air; (f) Fraksi n-Heksana; 

(g) Ketokonazol 

 

(a)                 (b)                           (c)                          (d) 

(d)                  (f)                              (g)                          

(a)             (b)              (c) 

(d)               (e)              (f) 
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Lampiran 35. Hasil Uji Aktivitas Antijamur Esktrak dan Fraksi Ekstrak Etanol Daun 

Tembakau (Lanjutan) 

                                                                                                                                                                                                                                                                          

 

Keterangan :  Hasil pengamatan platting pengujian aktivitas antijamur. (a) Ekstrak; (b) 

Fraksi DCM; (c) Fraksi Etil Asetat; (d) Fraksi n-butanol; (e) Fraksi Air; (f) Fraksi n-

heksan; (g) Ketokonazol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a)           (b)                   (c)                             (d) 

(e)              (f)                      (g)                          
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Lampiran 36. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Nanoemulsi Formula 1 
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Lampiran 37. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Nanoemulsi Formula 2 
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Lampiran 38. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Nanoemulsi Formula 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



151 
 

 
 

Lampiran 39. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-0 
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Lampiran 40. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-0 
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Lampiran 41. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-0 
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Lampiran 42. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-2 Suhu 25ºC 
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Lampiran 43. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-2 Suhu 40ºC 
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Lampiran 44. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-2 Suhu 25ºC 
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Lampiran 45. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-2 Suhu 40ºC 
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Lampiran 46. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-2 Suhu 25ºC 
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Lampiran 47. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-2 Suhu 40ºC 
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Lampiran 48. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-4 Suhu 25ºC 
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Lampiran 49. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-4 Suhu 40ºC 
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Lampiran 50. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-4 Suhu 25ºC 
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Lampiran 51. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-4 Suhu 40ºC 
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Lampiran 52. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-4 Suhu 25ºC 
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Lampiran 53. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-4 Suhu 40ºC 
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Lampiran 54. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-6 Suhu 25ºC 
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Lampiran 55. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-6 Suhu 40ºC 
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Lampiran 56. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-6 Suhu 25ºC 
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Lampiran 57. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-6 Suhu 40ºC 
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Lampiran 58. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-6 Suhu 25ºC 
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Lampiran 59. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-6 Suhu 40ºC 
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Lampiran 60. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-8 Suhu 25ºC 
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Lampiran 61. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-8 Suhu 40ºC 
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Lampiran 62. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-8 Suhu 25ºC 
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Lampiran 63. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-8 Suhu 40ºC 
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Lampiran 64. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-8 Suhu 25ºC 
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Lampiran 65. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-8 Suhu 40ºC 
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Lampiran 66. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-12 Suhu 25ºC 
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Lampiran 67. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 1 

Minggu ke-12 Suhu 40ºC 
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Lampiran 68. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-12 Suhu 25ºC 
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Lampiran 69. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 2 

Minggu ke-12 Suhu 40ºC 
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Lampiran 70. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-12 Suhu 25ºC 
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Lampiran 71. Hasil Pengujian Ukuran Partikel Sediaan Gel Nanoemulsi Formula 3 

Minggu ke-12 Suhu 40ºC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



184 
 

 
 

Lampiran 72. Hasil Pengujian Zeta Potensial Gel Nanoemulsi 
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Lampiran 73. Uji Aktivitas Sediaan Gel Nanoemulsi 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan :  Hasil pengamatan platting pengujian aktivitas antijamur dari Formula 1. 

(a) Tabung 1 (b) Tabung 2 (c) Tabung 3 (d) Tabung 4 (e) Tabung 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan :  Hasil pengamatan platting pengujian aktivitas antijamur dari Formula 2. 

(a) Tabung 1 (b) Tabung 2 (c) Tabung 3 (d) Tabung 4 (e) Tabung 5 

 

 

 

 

(a)                                          (b)                                                   (c) 

(d)                                                               (e)                                         

      (c)                                                                            (d)                                             

(a)                                          (b)                                                   (c) 
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Lampiran 73. Uji Aktivitas Sediaan Gel Nanoemulsi (Lanjutan) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan :  Hasil pengamatan platting pen guji an aktivitas antijamur dari Formula 

3. (a) Tabung 1 (b) Tabung 2 (c) T abung 3 (d) Tabung 4 (e) T abung 5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan :  Hasil pengamatan platting pengujian aktivitas antijamur dari 

Ketokonazol. (a) Tabung 1 (b) Tabung 2 (c) Tabung 3 (d) Tabung 4 (e) Tabung 5 

 

 

 

 

 

 

 

(a)                                          (b)                                                  (c) 

(d)                                                              (e)                                         

      (d)                                                                (e)                                             

(a)                                          (b)                                                  (c) 
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Lampiran 73. Uji Aktivitas Sediaan Gel Nanoemulsi (Lanjutan) 

 

   

Keterangan :  Kontrol positif dan control negatif 

 

 

 

 

 

 

 


