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RINGKASAN

Parasetamol dan kafein merupakan senyawa kimia yang ditambahkan
secara ilegal kedalam obat tradisional yang memiliki kleam khasiat sebagai
antirematik.ldentifikasi parasetamol dan kafein telah dilakukan pada lima
sampel jamu sediaan serbuk yang diperoleh di depot jamu area Surabaya.
Objective: pada penelitian ini bertujuan untuk identifikasi parasetamol dan
kafein secara simultan dengan menggunakan metode KLT-Densitometri yang
umum ditemukan pada jamu sediaan serbuk. Methods: Metode analisis dengan
menggunakan Kromatografi lapis tipis dengan silica gel GF254 dan kloroform:
etil asetat (1:1) sebagai fase diam dan fase gerak. Noda pada plate KLT
kemudian dideteksi dengan lampu UV pada panjang gelombang 254 nm
kemudian dican pada Camaf TLC scanner. Hasil: eluen kloroform-etil asetat
(2:1) memisahkan parasetamol dan kafein dari matrik sampel dengan resolusi
yang baik (> 1). The retardation factor (Rf) parasetamol dan kafein didapatkan
0.42 and 0.26 dengan limit deteksi 0.0125 pg/spot and 0.05ug/spot. Kesimpulan
Metode analisis memenuhi Kkriteria validasi untuk identifikasi parasetamol dan
kafein pada jamu sediaan serbuk. Aplikasi lima sampel yang dilakukan
menunjukkan tidak terdeteksi adanya parasetamol dan kafein.

Keyword: Simultan, Identifikasi, Parasetamol, Kafein, Jamu sediaan
serbuk, KLT-Densitometri.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Parasetamol dan kafein adalah senyawa kimia yang sering ditambakan pada
obat tradisional salah satunya pada jamu sediaan serbuk. Struktur kimia dari
parasetamol dan kafein dengan rumus kimia N-(4-Hydroxyphenyl) acetamide and 1,3,7
—trimethylpurine —2,6 dione! dapat dilihat pada gambar 1. Komponen tersebut dilaporkan
sebagai dua dari senyawa kimia yang memiliki kleam khasiat sebagai antirematik. Kedua

senyawa tersebut merupakan senyawa yang berbahanya bagi kesehatan.
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Gambar 1. Struktur kimia Parasetamol

Berdasarkan struktur kimianya, parasetamol dan kafein merupakan senyawa
yang memiliki gugus kromofor sehingga dapat terdeteksi oleh UV. Penelitian terkait
parasetamol dan kafein pada jamu sediaan serbuk antara lain spektrofotometri
spectrophotometry®, FT-IR', KCKT?3%° HPLC*5 LC/MS/MS®. Metode analisis yang
mudah, simpel dan murah sangt diperlukan. Metode KLT Densitometri merupakan metode
yang secara umum digunakan untuk identifikasi jamu tradisional. Kromatografi Lapis Tipis
merupakan metode pilihan yang simpel, cepat dan efisien dibandingkan dengan metode
KCKT dan LC/MS/MS®*$,

Beberapa metode untuk identifikasi parasetamol dan kafein pada sediaan
farmasi secara umum menggunakan metode KLT Densitometri dan merupakan
metode pilihan pada obat tradisional yang telah banyak dilaporkan81%11, Pada jamu
sediaan serbuk mengandung matrik yang sangat komplek,sehingga perbedaan matrik
sampel dapat menyebabkan interferensi dengan analit selama analisis, Berdasarkan

latarbelakang tersebut diatas, dilakukan penelitian optimasi kondisi KLT untuk identifikasi



secara simultan parasetamol dan kafein pada jamu yang didapatkan pada depot jamu di area
Surabaya.
1.2 Rumusan Masalah

Dari latar belakang penelitian, dapat dirumuskan permasalahan sebagai berikut:

- Apakah metode hasil optimasi memenuhi syarat validasi (linieritas,
spesifisitas, LOD/LOQ)

- Apakah metode tersebut dapat diaplikasikan pada sampel jamu sediaan serbuk

1.3. Tujuan Khusus
Tujuan khusus penelitian ini adalah:

- Memperoleh kondisi optimum yang dapat digunakan identifikasi parasetamol
dan kafein dengan metode KLT-Densitometri yang memenuhi syarat validasi
metode.

- Menghasilkan publikasi ilmiah terkait Identifikasi Parasetamol dan kafein
secara simultan  dengan metode KLT-Densitometri yang memenuhi

persyaratan validasi metode.

1.4. Urgensi/ Keutamaan Penelitian

Di bidang kefarmasian berguna untuk menjamin bahwa produk khususnya obat
tradisional bebas dari bahan berbahaya diperlukan metode analisis yang tepat. Adanya
public warning dari BPOM tahun 2021 tentang bahan berbahaya pada produk obat
tradisional terutama pada jamu sediaan serbuk yang dilaporkan teridentifikasi adanya
parasetamol menuntut laboratorium untuk memilih metode yang selektif dan sensitif..
Dengan dilakukannya pengembangan metode analisis yang simpel, murah, selektif
dan sensitif untuk identifikasi parasetamol dan kafein dapat diaplikasikan pada

produk obat tradisional yang berada dipasaran .

1.5. Target Penelitian
Hasil yang ditargetkan dari penelitian ini adalah:

- Didapatkan metode analisis yang simpel, selektif dan sensitif untuk analisis
parasetamol dan kafein pada jamu sediaan serbuk dan diaplikasikan pada pada
produk obat tradisional yang beredar di pasaran

- Menghasilkan publikasi ilmiah Identifikasi parasetamol dan kafein pada jamu

sediaan serbuk dengan metode KLT-Densitometri.



BAB II.
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan tentang Bahan Kimia Obat

Bahan kimia obat adalah senyawa obat yang ditambahkan pada obat
tradisional dengan tujuan untuk mendapatkan efek terapi yang cepat’. Menurut
Peraturan Menteri Kesehatan No. 007 Tahun 2012 tentang registrasi obat tradisional,
bahwa jamu yang beredar di masyarakat harus memenuhi berbagai persyaratan,
salah satunya yaitu tidak boleh mengandung bahan-bahan kimia obat (BKO),
narkotika atau psikotropika dan bahan lain yang berdasarkan pertimbangan
kesehatan atau berdasarkan penelitian dapat membahayakan kesehatan.

2.2 Tinjauan tentang Parasetamol dan Kafein

Parasetamol atau acetaminophen, N-asetil 4-amonofenol (C8HINO2) dengan
BM 151,16, mengandung tidak kurang dari 98,0 % dan tidak lebih dari 110,0 %
(CBHINO?2). Pemerian hablur atau serbuk hablur putih tidak berbau dan memiliki
rasa pahit. Larut dalam 70 bagian air, 70 bagian etanol 96%, 13 bagian aseton, 9
bagian polietilenglikol dan larut dalam alkali hidroksida. Khasiat dan kegunaannya
adalah sebagai analgesik antipiretik. Sedagkan kafein Kafein merupakan alkaloid
yang termasuk golongan methylxanthine dengan rumus kimia C8H10N8O2 dan
struktur kimianya 1,3,7-trimethylxantine. Kafein memiliki berat molekul 194.19,

bubuknya bewarna putih.
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Gambar 2 Struktur kimia parasetamol dan kafein



2.6 Peta Rencana (Road map) Penelitian
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BAB III.
METODE PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian

e Pengambilan sampel

» Optimasi Metode Analisis
» Pemilihan Fase gerak dan kondisi analisis

» Validasi metode analisis
« linieritas, sensitifitas dan limit deteksi (LOD/LOQ)

« Aplikasi analisis sampel dari metode hasil validasi

Tahap 4
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Gambar 5. Skema Desain Penelitian

3.2. Alat dan Bahan :
3.2.1. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah:

Standar of paracetamol and kafein (BPFI/Indonesia), metanol (Merck), kloroform
(Merck), etil asetat (Merck), TLC silica gel GFzs4 plate (Merck). Sampel jamu sediaan
serbuk yang diambil dari depot jamu area Surabaya.
3.2.2. Alat

Plate KLT silika gel 60 F254, Timbangan analitik (O Haous Pioner), Bejana
kromatografi 20 x 20 x 5 cm® (CAMAG), Densitometer (CAMAG TLC Scanner 4),
Lampu UV CAMAG, sonikator, oven, water bath, pipa kapiler 2 ul dan alat gelas
yang umum digunakan untuk analisis.
3.2.3 Metode penelitian
Kondisi kromatografi

Standard dan sampel yang telah ditotolkan pada plate KLT GF254



sebesar 2 ul dengan pelarut sampel adalah metanol dan fase gerak
kloroform: etil asetat (1:1). Sebagai fase gerak untuk memisahkan
parasetamol dan kafein kemudian dieluasi pada Camag twin through
chamber yang mengandung eluen yang telah dijenuhkan. Spot noda
kemudian discan pada Cammag Scanner pada panjang gelombang 254 nm.
Preparasi Baku Pembanding

Ditimbang sebesar 50,0 mg parasetamol dan 5,0 mg kafein dalam
labu ukur 100 ml menggunakan pelarut metanol sehingga diperoleh kadar
500 ppm parasetamol dan 50 ppm kafein.

Validasi Metode
Selektivitas

Uji selektifitas dilakukan dengan menentukan kapasitas pemisahan
parasetamol dan kafein pada matrik sampel, dengan menambahkan standar
kedalam matrik sampel. Kromatogram kemudian ditentukan puritynya.
Acceptance criterion selektivitas adalah (Rs) is > 1.
Uji Limit Deteksi

Pada uji limit deteksi dibuat larutan standar parasetamol dan kafein
pada konsentrasi tertentu dan mengamati konsentrasi terkecil yang masih
dapat dideteksi pada alat.
Aplikasi pada sampel

Identifikasi analit pada sampel dilakukan pada kondisi optimum. 5
sampel jamu sediaan serbuk yang diperoleh pada depot jamu area Surabaya
digunakan sebagai model sampel. Sampel sebesar 1,0 gram sampel
diekstraksi dengan pelarut metanol. 2 pL yang mengandung setara dengan
1% analit di totolkan pada plate KLT.



BAB IV
HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN
4.1 Selektifitas

Hasil kromatogram parasetamol dan kafein dapat dilihat pada
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Gambar 4.1 Spectrum parasetamol (A) and kafein (B) at 200-350 nm
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Gambar 4,2 Kromatogram paracetamol (A) and kafein (B) standards, sampel adisi
standards (C), pelarut (chloroform-ethyl acetate) (D) pada kondisi optimum



Panjang gelombang terpilih berdasarkan pada hasil scan prektra
parasetamol dan kafein yang dapat dilihat pada gambar 4.2 pada absorban
maksimal pada 254 nm. Dari gambar tersebut menunjukkan bahwa tidak terjadi
interferensi analit dengan matrik sampel yang ditunjujjab dengan nilai resolusi
yang baik dari parasetamol, kafein dan komponen lain dari sampel. Dari data
tersebut memenugi syarat validasi dengan nilai acceptance criterion dari Rs value
adalah >1. The Rs values dari standar paracetamol dan kafein adalah 1,23. Tailing

factor met the criterion > 0,9 for symmetric peak (Table-4.1).

Tabel 4.1 Hasil uji selektifitas parasetamol dan kafein

Retardation

. . Start Tailing
analit Konsentrasi Height F?é:c())r Factor
Parasetamol 500 pl 2.3 0,42 1,33
Kafein 500 pl 0.9 0,26 1

Identifikasi parasetamol dan kafein pada 5 sampel pada jamu sediaan serbuk yang
diperoleh pada depot jamu area Surabaya menunjukkan bahwa tidak ada sampel
yang mengandung parasetamol dan kafein yang mengandung bahan kimia obat
yang dapat dilihat pada gambar 4.3. Beberapa kemungkinan dapat disebabkan
karena jumlah analit yang lebih kecil dari limit deteksi sehingga tidak terdeteksi.
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Gambar 4.3. Chromatogram of Parasetamol and kafein standard (A), sample A, Sample
B, sample C, sample D and sample E on silica gel F2s2 mengunakan chloroform-ethyl
acetate 1:1 sebagaia fase diam dan fase gerak.

4.5 Kesimpulan

Hasil Validasi metode analisis Rhodamin B yang telah divalidasi
memeuhi  persyaratan validasi dapat diaplikasikan pada sampel jamu
sediaan serbuk dan dapat diterapkan pada sediaan yang beredar.
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LAMPIRAN
1. DUKUNGAN TERHADAP PELAKSANAAN PENELITIAN :
1.1.Dukungan aktif yang sedang berjalan : Sudah optimasi metode analisis

1.2.Dukungan yang sedang dalam pertimbangan : telah dilakukan kontak dengan

pihak UNAIR Universitas Airlangga untuk sewa instrument analisis

1.3.Proposal yang sedang direncanakan atau yang sedang dalam taraf
persiapan : optimasi kondisi analisis, validasi metode dan aplikasi

identifikasi senyawa pada sampel

2. SARANA PENELITIAN :
2.1 Pelaksanaan penelitian dilakukan di laboratorium Farmasi UM Surabaya,
dan Laborarium Farmasi Universitas Airlangga.

2.2. Peralatan Utama yang digunakan pada penelitian ini :

No | Laboratorium Jenis Alat Keterangan
1 | Farmasi Um - Proses preparasi pendukung | Semua dalam keadaan
Surabaya baik dan siap untuk
digunakan
2 | Farmasi UNAIR - TLC-Densitometri Semua dalam keadaan
baik dan siap untuk
digunakan
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IDENTIFICATION OF PARACETAMOL AND CAFFEINE IN JAMU POWDERS
SIMULTANEOUSLY USING TLC-DENSITOMETRY
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Indonesia
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ABSTRACT

Background: Paracetamol and caffeine are medical chemical substances that suspected to be illegally
added to the traditional herbs claimed as rheumatics drug. Identification of paracetamol and caffeine has
been done on five samples of jamu powder obtained from the Depot Jamu in Surabaya. Objective: This
study aimed to simultaneous identify of paracetamol and caffeine commonly found in traditional medicine
one of which jamu powder using thin layer chromatography densitometry (TLC-Densitometry). Methods:
Thin layer chromatography was performed by silica gel GFzs4 and chloroform-ethyl acetate (1:1) as the
stationary and mobile phase respectively. The spots on TLC plate were detected using UV lamp at 254 nm
and the areas were measured by Camag TLC scanner. Results: The eluent of chloroform-ethyl acetate (1:1)
separated paracetamol and caffeine from other substances with good resolution (> 1). The retardation factor
(R¢) of paracetamol and caffeine were 0.42 and 0.26 with the detection limit of 0.0125 pg/spot and 0.05
ug/spot respectively, Conclusion: The method met acceptance of validation criteria for simultaneous
identification of paracetamol and caffeine in jamu powder. None of the five samples were detected to
contain paracetamol and caffeine.

Keyword: Simultaneously, Identification, Paracetamol. Caffeine. Jamu Powder. TLC-Densitometry.
INTRODUCTION

Paracetamol and caffeine are medical chemical that are suspected to be illegally added to traditional
medicine; one of which jamu powder. The chemical name of paracetamol and caffeine are N-(4-
Hydroxyphenyl) acetamide and 1,3,7 —trimethylpurine —2,6 dione® respectively (Figure 1). These
compounds have been reported as two of several medical chemicals added for rheumatic indication. The
addition of chemical substances to traditional medicines is prohibit because it endangers the health of
consumers or patient.
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paracetamol

caffein

FIGURE 1- The chemical structure of paracetamol and caffeine
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Based on the chemical structure, paracetamol and caffeine contain the UV chromophore, so that
these analyts can be detected by UV. Previous analysis method of paracetamol in herbs powder were reported
including spectrophotometry®, FT-IR*, high performance liquid chromatography (HPLC)?35° high
performance thin layer chromatography (HPTC)*5, LC/MS/MS®. However, a simple, fast, selective and
inexpensive method for routine analysis are still preferred. Thin Layer chromatography (TLC) widely used
for analysis of medical chemical in herbs medicine. The TLC allows for greater flexibility in choice of
chromatographic system. The method is simpler, more rapid and lower cost than HPLC and LC/MS/MS?°$.

Several method on identification for paracetamol and caffeine in the pharmaceutical product
generally using thin layer chromatography densitometry (TLC-Densitometry) have been reported”101%,
Whoever, very few study on the analytical method for identification and quantification simultaneous
paracetamol and caffeine on the traditional herbs powder. The jamu powder contained complex matrix, so
that the presence of different matric can be interference with analyte during analysis. Based on the
background, this research purposed to optimize the TLC conditions for simultaneous identification of
paracetamol and caffeine on jamu powder obtained from the jamu depot in Surabaya.

EXPERIMENTAL
Chemicals

Standards of paracetamol and caffeine (BPFI/Indonesia), methanol (Merck), chloroform (Merck),
ethyl acetate (Merck), TLC silica gel GF2s4plate (Merck). The samples of jamu powder were obtained from
the jamu depot in Surabaya.

Chromatographic Condition

Chromatography was performed by spotting standards and sample on silica gel GFzss TLC plate
(Merck) as stationary phase using 2.0 pl capillaries glass, methanol as solvents and chloroform-ethyl acetate
(1:1) as mobile phase to separate paracetamol and caffeine from other substances in the jamu samples. A
Camag twin through chamber contain eluents was saturated and the spots move to reach distance of 8 mm.
Densitometric scanning for all measurements was performed on CAMAG TLC scanner and win CATS in
the absorbance mode at 254 nm.

Preparation of Standard Solution

Standards stock solution of paracetamol and caffeine with concentration of 500 pg/ml and 50 pg/mi
were obtained by dissolving 50.0 mg paracetamol and 5.0 mg caffeine standards (BPFI) in 100.0 ml
methanol (Merck).

Selectivity

The selectivity test was performed by determining the separation capacity between the paracetamol,
caffein and the matrix, by adding the standards to the sample before chromatographic analysis was done.
The chromatogram was measured to determinate the characteristic and purity of sample jamu powders.
Acceptance criterion of the selectivity value (Rs) is> 1.

Limit of detection

Limit of detection (LOD) were determined by establishing the minimum concentration at which the
paracetamol and caffeine could be reliably detected.

Sample determination

The identification of analytes in the sample was conducted using optimum condition. The jamu
powder obtained from Surabaya (5 samples) were used as model. Approximately 1.0 gram of samples
were extraction with methanol. Two microliters of the solution containing equivalent to 1% sample were
spotted on the chromatographic plate.



RESULTS AND DISCUSSION
Selectivity

The spectrum of paracetamol and caffeine on the chromatogram were depicted in figure 2. of
solvents and matrix addition standard did not show the same peaks as the R¢peaks of paracetamol and
caffeine (figure 3). Therefore peaks of solvents and the matrix did not interference during analysis. The
standards chromatogram and the sample showed the Rs value as selectivity parameter with minimum Rs of
1.0. Basedon the parameter Rr and Rs (Table-3), the R value generally meet the requirement!L.
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FIGURE-2 Spectrum of paracetamol (A) and caffeine (B) at 200-350 nm scanning

The selected wavelength was performed based on the results of the scanning spectra of paracetamol
and caffeine (figure 2) on which the maximum absorption was reached at 254 nm with an absorption value
of 95.0 absorbance units (UA).
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FIGURE 3- Chromatogram of paracetamol (A) and caffeine (B) standards, sample addition
standards (C), solvents (chloroform-ethyl acetate) (D) using optimum condition



Good resolution (Rs) of paracetamol, caffein, and other components in the samples was depicted
in the figure 3. The acceptance criterion of Rs value is >1. The Rs values for paracetamol and caffein
standard was 1,23. Tailing factor met the criterion > 0,9 for symmetric peak (Table-1).

TABLE-1 Selectivity of Paracetamol and Caffeine

Retardation Factor

Chemical name Concentration  Start Height (RF) Tailing Factor
Paracetamol 500 pl 2.3 0.42 1.33
Caffeine 500 pl 0.9 0.26 1

Limit of detection/LOD

The limit of detection were determined by establishing the minimum concentration at witch
paracetamol and caffeine could be reliably detected. The LOD of the method were obtained of 0.0125
Ha/spot and 0.05 pg/spot for paracetamol and caffeine respectively.

Identification of paracetamol and caffeine in Samples

Identification results of paracetamol and caffein in five samples of jamu powder from Depot Jamu showed
that none of the five samples contained both drug chemical substances (Figure 4). Several possibilities can
be conveyed that the amount of paracetamol and caffeine added is less than the LOD, so it was not detected.
For this reason, the eluent and stationary phase optimization needs to be done. Another possibility was the
jamu powders was not really added by the medicinal chemical substances. Furthermore, the results of this
study are expected to guide the identification of traditional medicine such as jamu, herbal medicine,
simplicial powders, or other dosage forms that are deliberately added by paracetamol with the claim of being
an analgesic or anti-inflammatory combined with caffeine from which often found in cold medicine formulas.
In the previous study, Alam et al. (2022) developed simultaneous determination of caffeine and paracetamol
in commercial formulas using Greener Normal-Phase and Reversed-Phase HPTLC Methods. The chosen eluent
was ethyl acetate/ethanol (85:15, v/v), by which discovered that R value = 0.40 + 0.01 and 0.59 + 0.02 for
caffeine and paracetamol respectively. The resolution value was almost similar with chloroform-ethyl acetate
(1:1) used as mobile phase in this study. This method could be tried on the commercial traditional medicine,
although more expensive technique needed to achieve nanogram limit of detection.
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Figure 4. Chromatogram of Paracetamol and Caffein standard (A), sample A, Sample B, sample C, sample D and sample
E on silica gel Fzs4 using chloroform-ethyl acetate 1:1 as stationary and mobile phase respectively.



Table 4- Identification paracetamol and caffeine in Jamu Powder using TLC-Densitometry

No  Chemical name Rf Value Rs Value Area
1 Paracetamol 0.42 13 4832.2
Caffeine 0.26 ' 635.2

Jamu A Negative Negative Negative
Jamu B Negative Negative Negative
Jamu C Negative Negative Negative
Jamu D Negative Negative Negative

Jamu E Negative Negative Negative

N[OOI~ WN
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LAMPIRAN

NO URAIAN KERJ/i/AhﬂthGGU HONOR/JAM JUMLAH
1 | Ketua 10 Jam x 2 6%?000,00 1@%.000,00
2 | Anggota 10 Jam x 2 5%?000,00 1%%.000,00
3 Pembantu Teknis Lapangan 6 jam x 2 4F\())F.)OOO,00 S%F.)OOO,OO
Jumlah Biaya 3%8.000,00
2 Bahan Habis Pakai dan Peralatan
No Bahan Volume Biaya Satuan Biaya
1 Kertas HVS 80 gram A4 5rim 1%%000,00 5%%.000,00
2 | Tinta Refill Printer HP 360 3 buah 1%'8.000,00 531%.000,00
3 | AlatTulis 4 Pack 5%?000,00 2%%.000,00
4 | Materai 41 buah 1Ff)|.oooo,oo 4?%.000,00
5 Buku Pedoman 20 bh 3?000,00 7%%.000,00
6 Biaya Paket Pulsa 48 5%%00,00 23500_000,00
Jumlah Biaya 4B7p50.000,00
3 Rincian Pengumpulan dan Pengolahan Data, Laporan, Publikasi Seminar dan Lain-lain
No Komponen Volume Biaya Satuan Jumlah
. Pengumpulan dan 1 Rp Rp
Pengolahan Data 500.000,00 500.000,00
2 Penyusunan Laporan 3 12%.000,00 4?3%,000,00
3 Desiminasi/ Seminar 2 3%%.000,00 6%%.000,00
4 Publikasi / jurnal 1 8%%.000,00 8%%.000,00
Rp

Jumlah Biaya

2.350.000,00




4 Perjalanan
Material Tujuan Kuantitas Jumlah
a. Pengorganisasian Persiapan Kegiatan R
Ketua | b. Pendampingan Pendidikan dari UMSurabaya 100 kali b
_ : 2.500.000,00
c. Evaluasi Kegiatan, dll
a. Pengorganisasian Persiapan Kegiatan R
Anggota | b. Pendampingan Pendidikan dari UMSurabaya 50 kali 1.000 O%O 00
c. Evaluasi Kegiatan, dll R
Rp
SUB TOTAL 3.500.000,00
Rp

TOTAL KESELURUHAN

10.900.000,00
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