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Abstrak: Penuaan dini pada kulit yang ditandai dengan kerutan-kerutan halus dapat diatasi dengan merangsang
produksi kolagen dan menghambat degradasinya, dan juga mengurangi penumpukan korneosit. Daun Binahong
telah terbukti menginduksi produksi kolagen dan menghambat degradasinya, sementara asam glikolat
meningkatkan deskuamasi. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengoptimalkan formula nanoemulsi ganda
A/M/A dari ekstrak daun Binahong dalam fase A1 dan asam glikolat dalam fase A2. Asam glikolat ditambahkan
setelah terkonjugasi dengan kitosan untuk mengurangi efek menyengat pada kulit. Nanoemulsi ganda A/M/A
dibuat melalui dua langkah emulsifikasi: A1/M emulsi primer menggunakan penghomogen kecepatan tinggi,
dan emulsi sekunder menggunakan pengaduk magnetik. A1/M dioptimalkan termasuk pemilihan kosurfaktan
dan konsentrasi ekstrak, diikuti oleh optimasi emulsi sekunder menggunakan metodologi permukaan respon
yang terdiri dari 2-level faktorial dan desain Box-Behnken. A1/M terdiri dari ekstrak, polisorbat 80 sebagai
surfaktan, PEG 400 sebagai kosurfaktan dan isopropil miristat sebagai fase minyak. Faktorial 2 tingkat
memberikan tiga faktor penting: waktu sonikasi A1/M, konsentrasi A1/M, dan waktu pengadukan emulsifikasi
sekunder. Optimalisasi Box-Behnken untuk ukuran bola di bawah 400 nm diperoleh waktu sonikasi A1/M 6-10
menit, konsentrasi A1/M 12-16%, dan waktu pengadukan emulsifikasi sekunder 32-42 menit.

Kata kunci: Daun Binahong, asam glikolat, kitosan, nanoemulsi, A/M/A, Box-Behnken, desain faktorial.

Abstract: Skin premature aging which is characterized by fine wrinkles can be overcome by stimulating
collagen production and inhibiting its degradation, and also reducing corneocyte buildup. Madeira vein has been
shown to induce collagen production and inhibit its degradation, while glycolic acid increase desquamation.
The aim of this research was to optimize W/O/W multiple nanoemulsion formula of Madeira vein-leaves extract
in W1 phase and glycolic acid in W2 phase. Glycolic acid was added after conjugated with chitosan to reduce
its stinging effect on skin. The W/O/W multiple nanoemulsion was prepared through two emulsification steps:
W1/0 primary emulsion using high speed homogenizer, and the secondary emulsion using magnetic stirrer.
W1/0 was optimized including the selection of co surfactant and extract concentration, followed by secondary
emulsion optimization using response surface methodology consisted of 2-level factorial and Box-Behnken
design. The W1/O consisted of extract, polysorbate 80 as surfactant, PEG 400 as co surfactant and isopropyl
myristate as oil phase. The 2-level factorial gave the three significant factors: W1/O sonication time, W1/O
concentration, and secondary emulsification stirring time. Box-Behnken optimization for globule size below
400 nm was obtained by 6-10 minutes W1/O sonication time, 12-16% W1/O concentration, and 32-42 minutes
stirring time of secondary emulsification.

Keywords: Madeira vein, glycolic acid, chitosan, nanoemulsion, W/O/W, Box-Behnken, factorial design.
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PENDAHULUAN

PENUAAN kulit adalah terjadinya perubahan
struktur dan penurunan fungsi kulit disebabkan
oleh faktor endogen dan eksogen”. Penuaan kulit
ditandai dengan munculnya kerutan halus dan
menurunnya elastisitas kulit akibat penumpukan
stratum korneum dan penurunan produksi kolagen serta
peningkatan degradasi kolagen pada lapisan dermis®?.
Ekstrak etanol daun binahong (EEDB) mampu
meningkatkan produksi kolagen® serta memiliki
aktivitas antioksidan® untuk menghambat degradasi
kolagen melalui penghambatan pembentukan ROS
(reactive oxygen species) dalam menginduksi matriks
metaloproteinase (MMP). Bahan lain yang mampu
mengatasi gejala penuaan kulit adalah asam glikolat
(AG) dengan cara menurunkan kohesi interselular
antar korneosit sehingga memicu deskuamasi®.
Namun, AG memiliki efek menyengat di kulit
sehingga dilakukan konjugasi dengan kitosan (KS)
sebagai golongan aminosakarida untuk mengurangi
efek menyengat tersebut”.

Sistem nanoemulsi ganda air dalam minyak
dalam air (A/M/A) merupakan sistem penghantaran
yang dapat memformulasi dua bahan aktif berbeda
dalam satu formula®. Ukuran dibawah 400 nm dari
globul emulsi dapat memfasilitasi bahan aktif berefek
pada sintesis kolagen di dermis®. Teknik statistika
multifaktor, response surface methodology (RSM)
merupakan teknik optimasi yang lebih komprehensif
dibandingkan teknik ovat (one-variable-at-a-time)
karena menggambarkan efek keseluruhan dari setiap
faktor, termasuk interaksi antarfaktor terhadap respon
serta lebih efektif dan efisien?.

BAHAN DAN METODE

BAHAN. Simplisia daun binahong (Lembang
Kabupaten Bandung), Asam Glikolat (hibah PT.
Paragon Technology & Innovation), Kitosan bobot
molekul rendah (17 kDa) (preparasi di Laboratorium
Farmasetika ITB), etanol 96% (Brataco), isopropil
miristat (IPM) (BASF), polisorbat 80 (Brataco), PEG
400 (Laboratorim Farmasi ITB), sorbitan monolaurat
(Laboratorim Farmasi ITB), Cremophor RH-40
(BASF), dan aqudeion (Laboratorim Kimia ITB).
METODE. Karakterisasi Simplisia.
Karakterisasi simplisia dalam rangka standardisasi
mutu simplisia meliputi penentuan kadar air simplisia,
penentuan kadar sari larut air dan kadar sari larut etanol
menurut pedoman Farmakope Herbal Indonesia?.
Ekstraksi. Simplisia daun binahong diekstraksi
menggunakan refluks dengan pelarut etanol 96%
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selama 2 jam sejak pelarut mendidih. Ekstrak cair
dipekatkan menggunakan rotavapor hingga diperoleh
ekstrak kental.

Karakterisasi Ekstrak. Karakterisasi EEDB
meliputi penentuan bobot jenis, penapisan fitokimia,
pengamatan pola kromatogram dan penetapan
flavonoid total. Bobot jenis ekstrak 1% ditentukan
menggunakan piknometer. Penapisan fitokimia untuk
mengecek keberadaan flavonoid, kuinon, saponin,
tanin, alkaloid, dan steroid/ triterpenoid. Pengamatan
pola kromatogram menggunakan metode kromatografi
lapis tipis (KLT) dengan fase diam silika gel GF254,
fase gerak kloroform-asam asetat-metanol (9:0.5:0.5),
dan pengamatan di bawah sinar UV pada panjang
gelombang 254 nm dan 366 nm. Penetapan flavonoid
total menggunakan Metode 2 Farmakope Herbal
Indonesia®V.

Pembuatan Konjugat AG-KS. Larutan konjugat
dibuat dengan melarutkan AG-KS 1:1, diikuti sonikasi
selama 10 menit.

Optimasi Formula Nanoemulsi Primer
A1/M. Formula A1/M dioptimasi dari penelitian
Dwiani (2012) meliputi pemilihan kosurfaktan dan
optimasi dosis ekstrak menggunakan metode ovat('?.
Pembentukan nanoemulsi primer dengan mencampur
fase air dan fase minyak pada suhu 60-700C
menggunakan magnetic stirrer kecepatan 550 rpm
selama 1 menit, dilanjutkan Ultraturax pada 10.000
rpm selama 5 menit.

Optimasi Formula Nanoemulsi Ganda A/M/A
Menggunakan Desain Eksperimen. Tahap awal
dilakukan percobaan pendahuluan menggunakan
metode fraksional faktorial 2-level untuk menentukan
faktor bebas yang paling signifikan sebagai dasar
menentukan faktor pada RSM desain Box-Behnken.
Pembuatan nanoemulsi ganda A/M/A dilakukan
dengan mencampurkan emulsi primer A1/M, surfaktan
(Cremophor RH 40 — Span 20 4:1), dan propilen glikol
ke dalam larutan konjugat AG-KS sebagai fase A2,
diaduk menggunakan magnetic stirrer pada kecepatan
550 rpm selama 30-50 menit.

Evaluasi Organoleptik, pH, Ukuran Globul,
dan Potensial Zeta. Uji organoleptik dilakukan
melalui pengamatan secara visual sedangkan
pengukuran pH dilakukan menggunakan pH meter
yang telah terkalibrasi. Pengukuran ukuran globul dan
potensial zeta diukur menggunakan Delsa TM Nano
C, Beckman Coulter.

Penentuan Tipe Emulsi. Uji tipe emulsi dilakukan
dengan metode pewarnaan menggunakan pewarna
larut air metilen biru dan diamati menggunakan
mikroskop polarisasi (Olympus BX50) perbesaran
20x10.

Uji Stabilitas Fisik Sentrifuga. Uji stabilitas fisik
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menggunakan metode sentrifuga selama 30 menit pada
kecepatan 13000 rpm. Sediaan dikatakan stabil jika
tidak terjadi pemisahan fasa setelah sentrifugasi'®.

Uji Penetrasi Menggunakan Sel Difusi. Uji
difusi dilakukan terhadap sediaan nanoemulsi ganda
A/M/A hasil optimasi dan emulsi primer A1/M,
menggunakan sel difusi model aliran dengan membran
kertas Whatmann no 1 (diameter membran 9 cm,
diameter pori 11 pm) yang telah direndam dalam
cairan Spangler selama 15 menit 24 jam sebelum
digunakan?. Pengambilan sampel dilakukan setiap
jam selama 8 jam sebanyak 3 mL. Kadar terdifusi
diukur dengan metode total flavonoid.

Uji Iritasi Kulit. Uji iritasi kulit dilakukan
terhadap kelinci albino jantan sehat dengan bobot 2,5-
3,5 kg. Pengujian dilakukan dengan uji pendahuluan
terhadap 1 ekor kelinci dan dilanjutkan dengan
penambahan 2 ekor kelinci. Parameter yang diamati

terjadinya eritema dan udema lalu dihitung skor
o st Vol 17,2019
Iritasinya .

HASIL DAN PEMBAHASAN

Karakterisasi Simplisia. Kadar air simplisia kering
daun binahong sebesar 5,00 % (v/b). Kadar air
simplisia lebih dari 10% dapat memicu terjadinya
reaksi enzimatis dan menyebabkan pertumbuhan
mikroba yang dapat mengakibatkan kerusakan pada
simplisia sehingga munurunkan mutu simplisia. Kadar
sari larut air sebesar 25,02% dan kadar sari larut etanol
5,43%.

Ekstraksi. Rendemen EEDB pekat yang diperoleh
adalah 14,61%. Rendemen EEDB pekat dari simplisia
yang tumbuh di lokasi yang sama adalah sebesar
12,07%"". Hasil menunjukkan simplisia daun suji
yang tumbuh di Perkebunan Manoko Lembang dan
diekstraksi menggunakan refluks dengan pelarut
etanol 96% memiliki nilai rendemen yang hampir
sama. Perbedaan yang terjadi kemungkinan karena
waktu panen yang berbeda.

Karakterisasi Ekstrak. Bobot jenis EEDB 1%
adalah 0,93 gram/mL. Hasil penapisan fitokimia
EEDB positif mengandung golongan senyawa
flavonoid, fenol, dan steroid/triterpenoid. Hasil
penapisan fitokimia EEDB yang berasal dari lokasi
tumbuh yang sama mengandung senyawa flavonoid,
saponin, alkaloid, dan steroid/triterpenoid’”. Adanya
perbedaan kandungan senyawa karena waktu panen
yang berbeda. Pola kromatogram EEDB pada
Gambar 1 menunjukkan hasi penyemprotan dengan
DPPH 0,2% memberikan warna kuning dengan
latar belakang ungu sehingga disimpulkan EEDB
mengandung senyawa antioksidan. Berdasarkan kurva
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kalibrasi kuersetin pada Gambar 2 diperoleh regresi
y = 0,0085x - 0,044 dengan koefisien korelasi (R2)
sebesar 0,9989. Hasil penetapan flavonoid total pada
ekstrak adalah 2,47% ekivalensi kuersetin.

H @ 6 @

Gambar 1. Kromatogram lapis tipis pemantauan
ekstrak, (1) di bawah sinar tampak, (2) di bawah sinar
UV A 254 nm, (3) di bawah sinar UV A 366 nm,

(4) disemprot DPPH 0,2% dalam metanol.
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Gambar 2. Kurva kalibrasi kuersetin.

Konjugat AG-KS. Pada data inframerah di
Gambar 3, tiga hal yang dapat mengindikasikan suatu
reaksi terjadi adalah muncul atau hilangnya puncak
baru, pergeseran puncak, dan perubahan intensitas
puncak. Intensitas serapan suatu spektrum inframerah
pada kadar zat yang sama menandakan kekuatan
momen dipolnya. Kekuatan momen dipol menyatakan
kepolaran dari suatu zat berdasarkan elektronegativitas
relatif atom-atom yang terlibat dalam ikatan tersebut
bergantung pada besarnya perbedaan muatan dan jarak
antara kedua muatan®.

Pada spektrum konjugat AG-KS muncul pita baru
pada 1608,34 cm-1 yang menunjukkan pergeseran
ikatan N-H karena terjadi interaksi ionik antara
gugus amina dari KS—yang mengalami protonasi
sehingga bermuatan positif—dengan gugus C=0
karboksilat dari AG yang bermuatan negatif pada
Gambar 4. Hal ini didukung dengan hilangnya ikatan
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C=0 karboksilat dari AG pada bilangan gelombang  ¢m-1 mengalami peningkatan pada spektrum konjugat
1735,62 cm-1. Selain itu, tingkat serapan inframerah AG-KS dibandingkan dengan spektrum AG dan KS,
ikatan hidrogen pada bilangan gelombang 3200-3600 serta campuran fisik keduanya.
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Gambar 3. Spektrum inframerah karakterisasi pembentukan konjugat AG-KS: (a) KS, (b) AG, (¢) campuran fisik
AG-KS, (d) konjugat AG-KS, (e) overlay spektrum KS, AG, campuran fisik dan konjugat AG-KS.
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Gambar 4. Interaksi antara AG dengan KS pada konjugat AG-KS“?.

Formula Nanoemulsi Primer A1/M. Pembuatan pada Tabel 1 dipilih PEG 400 sebagai kosurfaktan
nanoemulsi ganda A/M/A dilakukan dengan metode dalam formula karena dapat memberikan emulsi
dua tahap emulsifikasi'®. Berdasarkan hasil optimasi ~ yang jernih dan stabil serta tidak terjadi pemisahan
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fasa. Hasil optimasi panambahan jumlah ekstrak
ditampilkan pada Tabel 2. Dipilih formula P3.3 karena
mengandung konsentrasi ekstrak paling besar dan
tidak menunjukkan pemisahan fasa. Berdasarkan hasil
optimasi didapatkan formula A1/M yang optimum
terdiri dari EEDB 5%, aquadeion 10%, polisorbat 80
27,5%, PEG 400 12,5%, dan IPM 45%.

IPM merupakan minyak non-trigliserida berat
molekul rendah, dengan karakteristik polaritas tinggi,
tegangan antarpermukaan rendah dan viskositas
rendah. Minyak dengan karakteristik tersebut
menguntungkan dalam pembuatan nanoemulsi
karena lebih mudah menghasilkan ukuran nano
dibandingkan dengan minyak mineral dan minyak
tumbuhan yang memiliki ukuran molekul besar®®.
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IPM juga meningkatkan penetrasi perkutan melalui
mekanisme menginduksi ketidakteraturan pada
struktur SC yang rigid dengan cara bagian polar dari
gugus ester pada IPM berinteraksi dengan bagian
polar dari membran interselular SC sedangkan bagian
alkilnya berinteraksi dengan sel korneosit. Hal ini
membuat fluiditas lipid membran interselular pada SC
meningkat sehingga lebih mudah untuk dilewati®b.
Metode pencampuran dalam pembuatan A1/M
merupakan metode pencampuran berenergi tinggi.
Proses emulsifikasi menggunakan metode ini dapat
memecah droplet menjadi globul-globul berukuran
kecil dan mengusir gelembung udara dari dalam
media sehingga menghasilkan daerah dengan aliran
hidrodinamik yang kuat di sekitar fase air®?.

Tabel 1. Optimasi pemilihan kosurfaktan.

Jumlah bahan dalam sediaan (% b/b)

Pl P2 P3
Aquadeion 10 10 10
Polisorbat 80 27,5 27,5 27,5
Gliserin 12,5 0 0
Propilen glikol 0 12,5 0
PEG 400 0 0 12,5
Isopropil Miristat ad 100 100 100
Pengamatan Translusen Translusen Jernih
Tabel 2. Optimasi jumlah ekstrak.
Formula Jumlah bahan dalam sediaan (% b/b)
P3.1 P3.2 P3.3
Ekstrak 0,5 2 5
Aquadeion 10 10 10
Polisorbat 80 27,5 27,5 27,5
PEG 400 12,5 12,5 12,5
Isopropil Miristat ad 100 100 100
Pengamatan Kuning jernih, stabil Kuning kehitaman, stabil ~ Hitam pekat, stabil

Formula Nanoemulsi Ganda A/M/A
Menggunakan Desain Eksperimen. Formula
nanoemulsi A/M/A terdiri dari emulsi primer A1/M,
surfaktan, peningkat viskositas, dan larutan konjugat
AG-KS sebagai fase A2. Pada pembuatan emulsi
ganda A/M/A diperlukan dua emulgator yaitu
emulgator HLB rendah untuk stabilisasi permukaan
A1/M dan emulgator HLB lebih tinggi untuk

stabilisasi permukaan M/A2@. Dalam penelitian
ini digunakan kombinasi surfaktan polisorbat 80 -
PEG 400 27.5% : 12.5% dengan HLB 13,94 sebagai
emulgator A1/M dan kombinasi Cremophor RH 40
— Span 20 4:1 dengan HLB 14,52 sebagai emulgator
kedua. Polimerik surfaktan lebih dipilih dibandingkan
surfaktan monomer karena dapat meningkatkan
pelingkupan fase dalam selama proses emulsifikasi
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sehingga memberikan enkapsulasi yang lebih
baik®¥. Pada tahap emulsifikasi pertama digunakan
ultrasonikasi, sedangkan pada tahap kedua digunakan
magnetic stirrer karena pada tahap ini globul yang
terbentuk dapat rusak dan air yang telah terenkapsulasi
pada fase dalam dapat keluar sehingga sebaiknya
digunakan metode pencampuran berenergi rendah®.

Hasil uji pendahuluan optimasi formula A/M/A
menggunakan desain fraksional faktorial 2-level
tercantum pada Tabel 3. Respon ukuran globul
dianalisa efek paretonya untuk mengidentifikasi
faktor yang paling signifikan diantara keempat faktor
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bebas tersebut. Hasilnya hanya penambahan propilen
glikol yang signifikan mempengaruhi ukuran globul
nanoemulsi A/M/A (P 0,022, o 0,05). Namun, ukuran
globul merupakan pengaruh beberapa faktor yang
saling terkait, sehingga dipilih ketiga faktor (A, B,
D) untuk dilanjutkan ke tahap Box-Behnken. Waktu
dan kecepatan pencampuran atau waktu sonikasi perlu
dioptimasi selama proses pembuatan dalam rangka
efisiensi proses®®. Dengan pertimbangan efisiensi,
dipilih kecepatan pengadukan pada nilai minimum
yaitu 550 rpm, konsentrasi surfaktan 10%. Hasil
desain uji Box-Behnken ditampilkan pada Tabel 4.
dan parameter statistikanya pada Tabel 5.

Tabel 3. Desain fraksional faktorial 2-level formula nanoemulsi ganda A/M/A®.

Formula Faktor Respon
Sonikasi Al/M Smix (%) Waktu Kecepatan Ukuran
1 5 10 10 50 550 832,8
2 10 20 10 50 1100 Invalid
3 10 10 5 30 550 3224
4 10 10 10 30 1100 Invalid
5 5 20 5 30 1100 11659
6 5 10 5 50 1100 355,0
7 5 20 10 30 550 1589,3
8 10 20 5 50 550 Invalid
Tabel 4. Hasil uji Box-Behnken formula nanoemulsi ganda A/M/A.
Formula Faktor Respon
Sonikasi A1/M Al/M Waktu pengadukan (menit) Ukuran globul (nm)
1 7,5 20 30 506,9
2 10,0 15 30 552,0
3 10,0 15 50 331,0
4 5,0 15 30 1252,5
5 7,5 10 50 1020,6
6 7,5 20 50 1186,2
7 5,0 20 40 1189,5
8 10,0 20 40 814,6
9 7,5 15 40 324,7
10 5,0 15 50 561,1
11 5,0 10 40 354,5
12 7,5 15 40 302,3
13 7,5 10 30 642,8
14 10,0 10 40 276,2
15 7,5 15 40 294,9
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Tabel 5. Parameter statistika hasil uji Box-Behnken formula nanoemulsi ganda A/M/A.
Source Df Sum square Mean square Fvalue Pvalue
Model 9 8476910 941879 2,66 0,147
i 1 4836672 4836672 13,66 0,014
7, 1 1062007 1062007 3,00 0,144
e 1 138391 138391 0,39 0,559
7?12 1 1211675 1211675 3,42 0,124
'7722 1 15311 15311 0,04 0,843
7732 1 832565 832565 2,35 0,186
ey 1 255177 255177 0,72 0,435
3 1 208986 208986 0,59 0,477
73 1 2338 2338 0,01 0,938
Lack of fit 3 1076561 358854 1,04 0,526
Pure error 2 693386 346693
Total 14
*p<0,05

Berdasarkan analisis efek utama dari setiap faktor
terhadap ukuran globul terlihat bahwa semakin lama
waktu sonikasi A1/M, ukuran globul nanoemulsi
ganda A/M/A yang dihasilkan semakin kecil karena
terjadi pemecahan droplet menjadi ukuran yang lebih
kecil melalui mekanisme disrupsi®”. Pembentukan
nanoemulsi dipengaruhi oleh kesetimbangan antara
disrupsi dan koalesen. Meningkatnya konsentrasi
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emulsifikasi yang akibatnya kembali menaikkan
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Gambar 5 Grafik kontur 2 dimensi dan 3 dimensi desain Box-Behnken nanoemulsi ganda A/M/A terhadap respon
ukuran, (1) waktu sonikasi A1/M terhadap %A1/M, (2) waktu sonikasi A1/M terhadap waktu emulsifikasi kedua,
(3) %A1/M terhadap waktu emulsifikasi kedua.
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Hasil analisa pengaruh interaksi antar faktor
terhadap respon digambarkan dalam pada Gambar 5.
Berdasarkan grafik tersebut, nanoemulsi ganda dengan
ukuran dibawah 400 nm dapat dihasilkan melalui
formula A1/M sebanyak 12-16%, waktu sonikasi
A1/M selama 6-10 menit, dan waktu emulsifikasi
kedua menggunakan magnetic stirer selama 32-42
menit. Dari ketiga model matematik, ditentukan
formula optimum melalui nilai turunan pertama
dari masing-masing fungsi untuk tiap variabel.
Nilai minimum atau maksimum dari satu persamaan
diperoleh saat gradien t dari nilai turunan pertama
sama dengan nol®®. Hasil turunan pertama untuk
setiap faktor atau formula optimum yaitu konsentrasi
A1/M 14%, waktu sonikasi A1/M 10 menit, dan waktu
emulsifikasi kedua selama 38 menit.

Pengamatan Organoleptik, pH, Ukuran Globul,
dan Potensial Zeta. Hasil uji organoleptik terhadap
sediaan hasil optimasi memiliki karakteristik encer,
berwarna coklat, jernih, beraroma khas aromatik dan
ekstrak. Sediaan berada pada pH 4,34 dengan ukuran
globul sebesar 2144104 nm. Jika dibandingkan dengan
prediksi ukuran menurut desain Box-Behnken maka
galatnya sebesar 5,13%. Hasil analisis potensial zeta
terhadap sediaan optimum didapatkan nilai -6,18
mV, larutan konjugat AG-KS -2,10 mV, dan larutan
KS +15,69 mV. Muatan negatif pada sediaan dan
larutan konjugat AG-KS kemungkinan disebabkan
oleh AG bebas yang tidak terkonjugasi dengan KS.
Suatu sistem koloid dengan nilai potensial zeta absolut
(negatif maupun positif) diatas 30 mV stabil secara
elektrik karena nilai tersebut mengindikasikan derajat
tolak-menolak antar muatan sejenis dalam sistem
dispersi®-39,

Tipe Emulsi. Hasil uji tipe emulsi ditampilkan
pada Gambar 6. Berdasarkan gambar tersebut dapat
dinyatakan bahwa tipe nanoemulsi ganda yang
tebentuk adalah tipe air dalam minyak dalam air
(A/M/A), ditandai dengan warna biru pada bagian
luar globul (fase A2) yang didalamnya tersusun
atas beberapa globul kecil (fase minyak) yang pada
bagian tengahnya tampak titik-titik berwarna biru
(fase Al). Emulsi ganda hasil optimasi termasuk
kategori tipe C yang sangat menguntungkan dalam
sistem penghantaran obat karena dapat memberikan
pelepasan terkontrol dari bahan yang terenkapsulasi
dibandingkan dengan tipe A dan B®Y,

Stabilitas Fisik Sediaan. Hasil uji stabilitas
fisik menggunakan metode sentrifuga tidak
terjadi pemisahan fase pada sediaan. Hal tersebut
mengindikasikan secara fisik sediaan stabil selama
1 tahun.

Uji Penetrasi Menggunakan Sel Difusi. Hasil
uji penetrasi terhadap sediaan ditampilkan pada
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Gambear 7, dengan kadar flavonoid terpenetrasi hingga
jam ke-8 untuk sediaan optimum nanoemulsi ganda
A/M/A mencapai 76, 67% dan untuk emulsi primer
A1/M mencapai 12,86%. Rendahnya kadar flavonoid
terpenetrasi pada sistem A 1/M karena minyak sebagai
fase terluar dari sistem memiliki koefisien partisi yang
rendah di cairan penerima sehingga jumlah flavonoid
di cairan penerima sebanding dengan partisi dari
minyak pembawanya di cairan penerima, akibatnya
kadar flavonoid yang terukur di cairan penerima
cenderung konstan tiap waktu pengambilan sampel©®?

Gambar 6. Nanoemulsi ganda A/M/A hasil optimasi.

Gambar 7. Profil difusi sediaan nanoemulsi ganda
A/M/A dan emulsi primer A1/M.

Uji Iritasi Kulit. Hasil uji iritasi sediaan terhadap
3 ekor kelinci memberikan nilai indeks iritasi primer
sebesar 0,41 dan termasuk dalam kategori iritan sangat
ringan®Y. Eritema tingkat 1 dan 2 yang muncul pada
ketiga kelinci selama pengamatan pada jam ke-24, 48,
dan 72 kemungkinan karena AG bebas yang belum
terkonjugasi.

SIMPULAN

Sediaan nanoemulsi ganda A/M/A terdiri dari emulsi
primer A1/M yang mengandung EEDB 5%, polisorbat
80 27,5%, PEG 400 12,5% dan isopropil miristat
45%. Hasil optimasi Box-Behnken terhadap formula
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nanoemulsi ganda A/M/A untuk mendapatkan ukuran
globul dibawah 400 nm terdiri dari waktu sonikasi
A1/M 6-10 menit, konsentrasi A1/M 12-16%,
surfaktan 10%, peningkat viskositas 2,5%, kecepatan
dan waktu pengadukan tahap emulsifikasi kedua
adalah 550 rpm selama 32-42 menit.
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