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Optimization and Test of Antibacterial Activity of Ethyl Acetate Fraction of 

Cassava Leaves (Manihot esculenta Crantz) Transetosome Against 

Propionibacterium acnes 

Zilzila 

08061182025003 

ABSTRACT 

 

Cassava leaves (Manihot Esculenta Crantz.) is proven to contain secondary metabolites, 

including flavonoids such as rutin, which demonstrated antibacterial capabilities. The 

deformability and elasticity of transethosomes penetrated the stratum corneum and 

increased the transfer of active substances in skin permeability. This research aimed to 

determine the optimum transethosome formula from variations of 96% ethanol 

concentration at 20% and 40%, with tween 80 concentrations of 0.5% and 0.75%, 

exhibiting superior antibacterial activity. Cassava leaf ethanol extract was fractionated 

using the liquid-liquid method with n-hexane, ethanol-water, and ethyl acetate solvents. 

Transethosome nanovesicles were encapsulated using the thin-layer hydration method. 

Optimization was performed using a 22 factorial design method with the Design Expert 

12® program, focusing on the responses of encapsulation efficiency, encapsulation 

efficiency decline, initial pH, and pH change after stability testing. The optimum formula 

was characterized by particle size, PDI, zeta potential, and antibacterial activity against P. 

acnes bacteria. The total rutin content in the ethyl acetate fraction of cassava leaves was 

33.2894 mg RE/g with a percentage of 3.32894%. Based on the Design Expert 12® 

analysis, the optimum transethosome formula was obtained at 40% ethanol concentration 

and 0.750% tween, with an encapsulation efficiency value of 82.4612±0.243, 

encapsulation efficiency decline of 1.469±0.174, initial pH of 7.32±0.004, and pH change 

of 0.04±0.008. The particle size characterization of the optimum formula revealed a 

particle size of 142.5±19.044 nm, PDI of 0.391±0.083, and zeta potential of -25.3±1.763 

mV. The anti-acne activity testing on the optimal transethosome formula was conducted 

using the disc diffusion method, and a inhibition zone diameter of 14.00 ± 0.27 mm was 

obtained. Based on the results obtained, the optimal formula of cassava leaf ethyl acetate 

transethosomes exhibited good characterization and stability, and demonstrated strong 

inhibition of P. acnes antibacterial activity. 

Keywords: Cassava Leaves, Factorial Design, Propionibacterium acnes, Rutin, 

Transetosomes 
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Optimasi Dan Uji Aktivitas Antibakteri Transetosom Fraksi Etil Asetat 

Daun Singkong (Manihot esculenta Crantz) Terhadap Propionibacterium 

acnes  

Zilzila 

08061182025003 

ABSTRAK 

 

Daun singkong (Manihot Esculenta Crantz.) terbukti mengandung metabolit sekunder 

salah satunya golongan flavonoid berupa rutin yang memiliki kemampuan sebagai 

antibakteri. Kemampuan deformabilitas dan elastisitas transetosom dapat menembus 

stratum korneum dan membuat transfer zat aktif meningkat dalam permeabilitas kulit. 

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan formula optimum transetosom dari variasi 

etanol 96% konsentrasi 20% dan 40 % dengan tween 80 konsentrasi 0,5% dan 0,75% 

serta memiliki aktivitas antibakteri yang lebih baik. Ekstrak etanol daun singkong 

difraksinasi dengan metode cair-cair dengan pelarut n-heksan, etanol-air dan etil asetat. 

Nanovesikel transetosom dienkapsulasi menggunakan metode hidrasi lapis tipis. Optimasi 

dilakukan dengan metode desain faktorial 22 menggunakan program Design Expert 12® 

terhadap respon nilai efisiensi enkapsulasi, penurunan efisiensi enkapsulasi, pH awal 

serta perubahan pH setelah uji stabilitas. Formula optimum dilakukan karakterisasi 

berupa %EE, ukuran partikel, PDI, zeta potensial dan uji aktivitas antibakteri terhadap 

bakteri P. acnes. Kadar total rutin fraksi etil asetat daun singkong sebesar 33,2894 mg 

RE/g dengan presentase sebesar 3,32894%. Berdasarkan hasil analisis Design Expert 12®, 

didapatkan formula optimum transetosom pada konsentrasi etanol 40% dan tween 

0,750% dengan nilai efisiensi enkapsulasi 82,4612±0,243, penurunan efisiensi 

enkapsulasi 1,469±0,174, pH awal 7,32±0,004, dan perubahan pH 0,04±0,008. Hasil 

karakterisasi partikel formula optimum didapatkan ukuran partikel 142,5±19,044 nm, PDI 

0,391±0,083 dan zeta potensial -25,3±1,763 mV. Pengujian aktivitas antiacne pada 

formula optimum transetosom menggunakan metode difusi cakram dan mendapatkan 

diameter zona hambat sebesar 14,00 ± 0,27 mm.  Berdasarkan hasil yang diperoleh, 

formula optimum transetosom fraksi etil asetat daun singkong memiliki hasil 

karakterisasi dan stabilitas yang baik serta dapat menghambat aktivitas antibakteri P. 

acnes yang kuat. 

Kata Kunci: Daun Singkong, Desain Faktorial, Rutin, Propionibacterium acnes, 

Transetosom 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Jerawat juga dikenal sebagai acne vulgaris termasuk kondisi peradangan 

yang terjadi pada pilosebasea, yang berlangsung secara kronis dan terbatas pada 

area tertentu. Prevalensi penderita akne vulgaris sekitar 85% yang terjadi pada 

perempuan di rentang usia 14-17 dan pada laki-laki 16-19 tahun (Resmi et al., 

2019). Bakteri Propionibacterium acnes adalah bakteri anaerob gram positif yang 

menginfeksi folikel sebasea dan ditemukan terutama dalam mikrokomedo yang 

mengandung banyak lipid dan kondisinya bersifat anaerobik (McLaughlin et al., 

2019).  

Penyembuhan etiologi jerawat dengan bahan alam sebagai terapi alternatif 

akan meningkatkan kualitas yang lebih aman pada area kulit wajah dibandingkan 

dengan bahan sintetik ataupun senyawa kimia lainnya (Djajadisastra et al., 2009). 

Menurut penelitian Resmi et al., (2019) menunjukkan bahwa bahan alam yang 

berpotensi sebagai antibakteri salah satunya daun singkong karena mempunyai 

kandungan utama senyawa rutin golongan flavonoid (Tao et al.,2019).  

Daun singkong (Manihot esculenta Crantz) memiliki kandungan kimia 

berupa flavonoid saponin dan tannin (Resmi et al., 2019). Kemampuan sebagai 

antibakteri dari senyawa flavonoid, tannin dan saponin terdapat dalam fraksi daun 

singkong dengan cara menghancurkan membran sitoplasma yang dapat 

menyebabkan bocornya proses metabolit dan menghentikan sistem enzim bakteri. 

Pemilihan fraksi etil asetat daun singkong dikarenakan untuk memisahkan 
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senyawa golongan utama rutin yang bersifat hidrofilik dan memiliki aktivitas 

antibakteri yang baik daripada ekstrak daun singkong dengan konsentrasi 1-5% 

(Resmi et al., 2019). 

Sistem penghantaran yang dapat menyerap ke epidermis kulit paling dalam 

yaitu sebagian besar senyawa yang memerlukan berbagai tingkat penetrasi, oleh 

karena itu diciptakan pembaruhan dengan sistem penghantaran transetosom serta 

memberikan efek antijerawat yang optimum (Nagadevi et al., 2014). Kelebihan 

pengembangan transetosom yaitu mampu menyerap obat sehingga dapat 

menembus pori-pori kulit yang lebih kecil dengan ukuran partikel untuk mencapai 

target yaitu 100-300 nm (Nagadevi et al., 2014; Mita et al., 2022). Sistem 

penghantaran obat koloid berbasis fosfolipid telah akurat membantu rutin masuk 

kedalam membran sitoplasma bakteri dengan cara fusi sehingga penghantaran 

dermal aktif dalam meningkatkan bioavaibilitas dan potensi antibakterinya 

(Moolakkadath et al, 2018). 

Transetosom yaitu kombinasi etanol dan edge activator atau surfaktan 

menyebabkan penataan ulang lipid bilayer dan mempunyai elastis vesikel yang 

besar (Mishra et al., 2019). Bahan penyusun transetosom yaitu fosfolipid yang 

biasa diperlukan adalah phospholipon 90G termasuk fosfatidikolin jenis kedelai 

dengan kadar sebesar 2-4%. Pemilihan fosfolipid dengan kandungan yang lebih 

tinggi akan memberikan hasil sistem penghantaran yang sangat stabil (Abdulbaqi 

et al., 2016) Kombinasi peranan etanol memiliki kemampuan sebagai peningkat 

penetrasi transetosom dengan cara menaikkan fluiditas lipid di dalam stratum 

korneum dan menurunkan densitas lipid pada kulit, maka dari itu sistem 
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penghantaran transetosom dapat menembus struktur stratum korneum. Hasil 

stabilitas transetosom menunjukkan tingkat kestabilan yang lebih tinggi jika 

dibandingkan dengan transferosom dan etosom (Esposito et al., 2022).  

Berdasarkan penelitian Abdulbaqi et al. (2018) dengan konsentrasi etanol 

sebesar (30, 35, 40, dan 45% b/b) dapat menyebabkan pelarutan vesikel yang 

baik. Jika konsentrasi etanol melebihi tingkat optimal, dapat menyebabkan lapisan 

ganda menjadi bocor dan mengakibatkan sebagian kecil peningkatan dalam 

ukuran vesikel dan penurunan dalam efisiensi penyerapan. Seiring dengan 

peningkatan konsentrasi etanol, terjadi interpenetrasi rantai hidrokarbon etanol, 

yang mengakibatkan pengurangan ketebalan membran vesikuler. Etanol juga 

memiliki pengaruh terhadap efisiensi penjerapan dalam sistem transetosom karena 

peningkatan konsentrasi etanol akan meningkatkan efisiensi penjerapan 

dikarenakan molekul dengan lipofilisitas yang bervariasi, di mana etanol 

meningkatkan kelarutan obat yang bersifat lipofilik dan amfifilik sehingga 

meningkatkan muatan obat yang dapat dijerap (Abdulbaqi et al., 2016). 

Surfaktan atau edge activator berperan penting dalam lipid bilayer sehingga 

membuat elasitas dan fleksibilitas karena mampu merusak lapisan lemak dari 

vesikel serta mampu menjadikan vesikel mempunyai karakter ultra-deformable 

(Alifia, 2021). Tween 80 merupakan surfaktan yang dapat memiliki 

derfomabilitas yang tinggi, elastisitas tertinggi, dan profil pelepasan obat terbaik 

sehingga dapat digunakan dalam optimasi formula transetosom. Tween 80 

memiliki kemampuan lebih mudah menembus lapisan kulit untuk mencapai target 

yang diinginkan. Penggunaan tween 80 dapat mengurangi ukuran vesikuler dan 
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meningkatkan stabilitas sistem dan sifat permeasi kulit dan memiliki efisiensi 

penjerapan yang lebih tinggi (Gadad et al., 2020). 

Transetosom dapat menggunakan metode hidrasi lapis tipis dan 

mengembangkan vesikel dengan penjeratan yang baik dan berbentuk bola (Azizah 

et al., 2017). Pengunaan konsentrasi etanol 40% dan tween 80 sebesar 0,75% 

menurut formula optimum pada penelitian Gadad et al. (2020) dan Anwar et al. 

(2018) dengan hasil ukuran partikel sekitar 186,2 nm, Polidisperty Indeks sebesar 

0,271 sedangkan untuk efisiensi enkapsulasi sekitar 71,90±0,29 serta zeta 

potensial sebesar -30,09 ±0,46 mV. Konsentrasi etanol 20%-35% dan tween 80 

0,2%-0,4% menurut formula optimum pada penelitian Abdulbaqi et al. (2018) 

memperoleh hasil zeta potensial sebesar -20 mV, indeks polydispersitas sebesar 

0,3 dan ukuran partikel sebesar 150 nm. 

Berdasarkan uraian latar belakang diatas, penelitian dilakukan dengan 

melakukan optimasi dan uji aktivitas antibakteri formula transetosom pada fraksi 

etil asetat daun singkong dengan variasi konsentrasi dari etanol 96% dan surfaktan 

yang digunakan yaitu tween 80 menggunakan metode design factorial 22. 

Penentuan formulasi dengan memanfaatkan design Expert dikarenakan lebih 

menguntungkan dan terdapat petunjuk mengenai design of experiment (DoE). 

Pemilihan formula optimum dengan ditetapkan oleh efisiensi penjerapan (%EE) 

dan kestabilan, selanjutnya karakterisasi transetosom hal yang diamati berupa 

efisiensi penjerapan, ukuran partikel, Indeks polidispersitas dan pengujian 

aktivitas anti acne terhadap Propionibacterium acnes dari formula optimum 

transetosom dengan metode difusi cakram.  
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1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian tersebut, beberapa rumusan masalah dapat diidentifikasi 

dalam penelitian ini, yaitu: 

1. Bagaimana pengaruh dari variasi konsentrasi etanol 96% dan tween 80 

terhadap %EE dan kestabilan dari hasil transetosom fraksi etil asetat daun 

singkong (Manihot esculenta Crantz)? 

2. Berapakah komposisi optimum konsentrasi etanol 96% dan tween 80 yang 

dibutuhkan untuk mendapatkan formula optimum transetosom fraksi etil 

asetat daun singkong (Manihot esculenta Crantz)? 

3. Bagaimana hasil karakterisasi dari %EE, ukuran partikel, polydispersitas 

indeks (PDI) dan zeta potensial terhadap formula optimum transetosom 

fraksi etil asetat daun singkong (Manihot Esculenta Crantz)? 

4. Bagaimana hasil uji aktivitas antiacne dari formula optimum transetosom 

fraksi etil asetat daun singkong (Manihot esculenta Crantz) terhadap 

bakteri Propionibacterium Acnes? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan Penelitian ini sebagai berikut: 

1. Mengetahui pengaruh dari variasi konsentrasi Etanol 96% dan Tween 80 

terhadap %EE dan kestabilan dari hasil transetosom fraksi etil asetat daun 

singkong (Manihot esculenta Crantz). 

2. Mengetahui komposisi optimum konsentrasi etanol 96% dan Tween 80 

yang dibutuhkan untuk mendapatkan formula optimum transetosom fraksi 

etil asetat daun singkong (Manihot esculenta Crantz). 
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3. Mengetahui hasil karakterisasi dari ukuran partikel, Polydispersitas Indeks 

(PDI) dan zeta potensial terhadap formula optimum transetosom fraksi etil 

asetat daun singkong (Manihot Esculenta Crantz). 

4. Mengetahui hasil uji aktivitas antiacne dari formula optimum transetosom 

fraksi etil asetat daun singkong (Manihot esculenta Crantz) terhadap 

bakteri Propionibacterium Acnes. 

1.4 Manfaat penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan wawasan atau pengetahuan 

mengenai bahan alam sebagai solusi terapi pengobatan antibakteri kepada 

masyarakat. Mengembangkan formula optimum transetosom fraksi etil asetat 

daun singkong dengan variasi etanol dan surfaktan serta dapat menjadi penemuan 

baru mengenai sediaan dari transetosom fraksi etil asetat daun singkong (Manihot 

esculenta Crantz). 
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