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ABSTRAK

Potensi penggunaan minyak atsiri sebagai bahan baku obat dan kosmetik sangat menjanjikan, salah satunya
minyak atsiri melati (Jasminum officinale L.) yang telah dilaporkan memiliki berbagai aktivitas farmakologi.
Namun dikarenakan karakteristiknya yang mudah menguap, rentan terdegradasi, dan kelarutannya yang
rendah dalam air menyebabkan keterbatasan dalam penggunaannya. Selain itu, dalam konteks penggunaan
langsung secara topikal, minyak atsiri melati (MAM) dapat menimbulkan efek iritasi pada kulit. Untuk itu,
dalam penelitian ini dikembangkan suatu sistem penghantaran berbasis lipid yakni nanostructured lipid carrier
(NLC) sebagai pembawa MAM. Pembuatan NLC-MAM dilakukan dengan metode emulsifikasi-sonikasi. Proses
optimasi yang dilakukan meliputi optimasi konsentrasi total lipid, optimasi sistem surfaktan dan
konsentrasinya, serta optimasi rasio lipid padat dan lipid cair. Selain itu, dilakukan pula optimasi proses
sonikasi dengan memvariasikan tahapan sonikasi. Selanjutnya, formula optimum dikarakterisasi meliputi
penentuan ukuran partikel dan distribusinya, pengukuran zeta potensial, pengamatan morfologi partikel, dan
penetapan efisiensi enkapsulasi. NLC-MAM yang dihasilkan memiliki bentuk sferis dengan ukuran partikel
152,93 + 8,18 nm, indeks polidispersitas 0,37 + 0,05 dan zeta potensial -21,60 + 6,75 mV. Efisiensi enkapsulasi
MAM ke dalam sistem NLC yang diperoleh sebesar 97,65 + 2,34%, dan tidak mengalami perubahan yang
signifikan setelah penyimpanan selama 14 hari. Selanjutnya, potensi aktivitas antioksidan NLC-MAM
dievaluasi menggunakan metode peredaman 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). Hasil yang diperoleh
menunjukan bahwa potensi aktivitas antioksidan MAM bebas sebanding dengan MAM yang dienkapsulasi ke
dalam sistem NLC. Hal ini menggambarkan bahwa proses pembuatan NLC tidak mempengaruhi potensi
aktivitas antioksidan MAM. Selain itu, NLC-MAM yang dihasilkan berpotensi untuk dikembangkan lebih lanjut
sebagai agen terapeutik maupun kosmetik.

PENDAHULUAN

Minyak atsiri telah lama dimanfaatkan untuk
berbagai kegunaan seperti bahan pewangi,
pemberi rasa pada makanan, hingga agen
terapeutik dan bahan kosmetik (1). Minyak atsiri
merupakan salah satu metabolit sekunder yang
dihasilkan tumbuhan dan dapat diperoleh dari
berbagai bagian tumbuhan seperti daun, bunga,
buah, biji, rimpang, atau pun batang. Minyak ini
tersusun atas gabungan senyawa volatil dengan
berbagai konsentrasi. Konstituen utamanya adalah
senyawa terpenoid seperti monoterpen, diterpen,
atau sesquiterpen; dan sisanya dapat berupa
gabungan senyawa hidrokarbon alifatik, alkohol,
aldehid, atau ester (2,3). Karena kandungannya
yang beragam, minyak atsiri memunculkan
berbagai aktivitas yang dapat dimanfaatkan dalam
dunia farmasi.

Melati merupakan salah satu tanaman penghasil
minyak atsiri dan umumnya minyak atsiri diambil
dari bunga spesies Jasminum sambac L., Jasminum
grandiflorum L., dan Jasminum officinale L. (4,5).
Jasminum officinale L. berasal dari daerah Kaukasus
(Turki, Georgia), Himalaya (China, India, Pakistan,
Bhutan), serta sekitar Irak dan Iran (6). Di
Indonesia, bunga ini banyak dibudidayakan di
beberapa daerah seperti Tegal, Pemalang, dan
Purbalingga (7). Selain  terkenal untuk
dimanfaatkan sebagai bahan wewangian, minyak
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atsiri melati (MAM) Jasminum officinale L. juga
dilaporkan memiliki beberapa aktivitas
farmakologi seperti antibakteri (8), antispasmodik
(9), pereda nyeri (10), serta antioksidan (1).
Senyawa utama penyusun MAM yang telah
dilaporkan dalam beberapa penelitian antara lain,
benzil benzoat (5), nerolidol (11), benzil alkohol,
benzil asetat (12), heksenil benzoat, linalool (1),
indol (5), metil antranilat (12)(13), dan phytol (11).
Beberapa senyawa seperti phytol, nerolidol, benzil
benzoat, benzil alkohol, benzil asetat, linalool, dan
indol dilaporkan sebagai komponen volatil utama
pada MAM (11).

Minyak atsiri secara umum memiliki keterbatasan
dalam penghantaran secara langsung karena
memiliki karakter volatil, rentan terhadap
degradasi, dan kelarutan dalam air yang rendah.
Hal ini dapat menyebabkan penurunan aktivitas
yang diinginkan atau menimbulkan efek lain yang
tidak diinginkan (2,3). Selain permasalahan
volatilitas, MAM juga dikategorikan sebagai agen
sensitisasi ringan hingga sedang terhadap kulit
(13) dan dilaporkan menyebabkan dermatitis
kontak berdasarkan beberapa publikasi (5,13).
Untuk  mengatasi  permasalahan tersebut,
diperlukan suatu sistem penghantaran obat yang
mampu mempertahakan potensi terapeutik MAM
dan meminimalisasi efek samping yang tidak
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diinginkan. Salah satu upaya yang dapat dilakukan adalah
dengan proses enkapsulasi minyak atsiri ke dalam suatu
sistem penghantaran obat. Enkapsulasi minyak atsiri dapat
meningkatkan aktivitas dan kestabilan fisik, melindungi dari
degradasi, serta mengurangi evaporasi dan efek toksik.
Nanopartikel berbasis lipid merupakan salah satu kandidat
potensial yang dapat digunakan untuk menghantarkan
minyak atsiri yang memiliki hidrofobisitas yang relatif tinggi.

Nanostructured Lipid Carrier (NLC) merupakan generasi
kedua sistem nanopartikel berbasis lipid yang dikembangkan
untuk memperbaiki kinerja dari sistem nanopartikel berbasis
lipid generasi pertama yakni Solid Lipid Nanoparticle (SLN).
Perbedaan mendasar antara kedua sistem nanopartikel ini
terletak pada penambahan komponen lipid cair pada
formulasi NLC. Kehadiran lipid cair ini menyebabkan distorsi
pada pembentukan inti kristalin lipid yang menjadi penyebab
utama kelemahan sistem SLN yang dapat menyebabkan
penurunan kapasitas enkapsulasi obat dan peningkatan
proses ekspulsi obat dari struktur SLN (14,15). Selain itu, lipid
cair juga dapat meningkatkan kelarutan sebagian besar obat
sehingga proses enkapsulasi dapat terjadi dengan optimal
dan kapasitas enkapsulasi obat dapat meningkat (16). Untuk
menstabilkan sistem NLC, digunakan surfaktan baik dalam
bentuk tunggal maupun kombinasi. Kehadiran komponen
lipid dapat meningkatkan derajat oklusifitas pada kulit,
sehingga dapat meningkatkan efek hidrasi kulit dan
memfasilitasi proses penetrasi obat ke dalam kulit.

Pada penelitian ini dikembangkan suatu sistem NLC untuk
penghantaran MAM. Proses pengembangan NLC dimulai dari
optimasi formula NLC dan proses pembuatan, kemudian
dilanjutkan dengan studi karakteristik NLC. Optimasi formula
yang dilakukan meliputi optimasi konsentrasi total lipid,
optimasi sistem surfaktan dan konsentrasinya, serta optimasi
rasio lipid padat dan lipid cair. Sedangkan optimasi proses
yang dilakukan bertujuan untuk melihat pengaruh tipe
sonikator yang digunakan terhadap karakteristik partikel
yang dihasilkan. Setelah memperoleh formula NLC-MAM yang
optimal, proses karakterisasi dilakukan meliputi penentuan
ukuran partikel dan distribusinya, pengukuran zeta potensial,
pengamatan morfologi partikel, penentuan efisiensi
enkapsulasi, dan uji aktivitas antioksidan secara in vitro.

METODE PENELITIAN

Minyak atsiri melati (MAM) yang digunakan dalam penelitian
ini diperoleh dari Lansida Herbal Technology (Yogyakarta,
Indonesia). Sedangkan komponen lipid padat yang digunakan
adalah beeswax yang didapatkan dari PT. Kalfaro Lab.
(Kabupaten Bandung, Indonesia). Selain itu, minyak almon
digunakan sebagai komponen lipid cair yang diperoleh dari
Happy Green (Jakarta, Indonesia). Untuk pengujian aktivitas
antioksidan, digunakan reagen 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) yang diperoleh dari PT. Smart-Lab Indonesia
(Tangerang, Indonesia) dan vitamin C sebagai pembanding
yang didapatkan dari Merck (Rahway, NJ, USA). Surfaktan dan
ko-surfaktan yang digunakan antara lain Tween 80, lesitin,
propilen glikol, serta bahan dan pelarut kimia lainnya yang
digunakan dalam penelitian ini memiliki grade pro analisis.

NLC-MAM dibuat dengan menggunakan metode emulsifikasi-
sonikasi, merujuk pada penelitian sebelumnya (17) dengan
modifikasi minor. Secara detail, fase lipid yang terdiri dari
beeswax, minyak almon, dan MAM dicampurkan dan
dipanaskan hingga suhu 70 °C. Pada wadah lainnya, larutan
surfaktan di dalam air dipanaskan hingga mencapai suhu
yang sama dengan fase lipid. Kedua fase kemudian
dicampurkan dan dihomogenisasi menggunakan
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homogenizer dengan kecepatan 8.000 putaran per menit
(ppm) selama 4,5 menit. Pre-emulsi yang terbentuk kemudian
disonikasi menggunakan sonikator tipe bath selama 15 menit
untuk menghasilkan NLC-MAM. Produk yang dihasilkan
disimpan pada suhu 2-8 °C.

Tabel 1. Optimasi konsentrasi total lipid

Nama Bahan F1 (%) F2 (%) F3 (%)
Beeswax 3,0 2,4 1,8
.M|nyak'fal.mon . 70 56 42
Minyak atsiri melati
Tween 80 2,0 2,0 2,0
Aquades Ad 100 Ad 100 Ad 100
Tabel 2. Optimasi sistem surfaktan
Nama Bahan F3 (%) F4 (%) F5 (%)
Beeswax 1,8 1,8 1,8
.Mmyak'fal.mon . 42 42 42
Minyak atsiri melati
Tween 80 2,0 1,6 1,6
Lesitin - 0,4 -
Propilen glikol - - 0,4
Aquades Ad 100 Ad 100 Ad 100
Optimasi formula NLC-MAM yang dilakukan meliputi

optimasi konsentrasi total lipid, optimasi sistem surfaktan
dan konsentrasinya, serta optimasi rasio lipid padat dan lipid
cair. Optimasi konsentrasi total lipid dilakukan dengan
memvariasikan jumlah komponen lipid pada konsentrasi 6%,
8%, dan 10% yang diformulasikan menggunakan 2% Tween
80 (Tabel 1). Sedangkan optimasi sistem surfaktan bertujuan
untuk melihat pengaruh penambahan ko-surfaktan terhadap
karakteristik NLC-MAM yang dihasilkan. Dalam optimasi ini
digunakan propilen glikol dan lesitin sebagai kandidat ko-
surfaktan yang ditambahkan dengan rasio 1:4 terhadap
Tween 80 sebagai surfaktan utama (Tabel 2). Setelah
diperoleh sistem surfaktan yang terbaik, selanjutnya
dilakukan optimasi konsentrasi sistem surfaktan dengan
memvariasikan jumlah surfaktan pada konsentrasi 2% dan
6% (Tabel 3). Optimasi formula lainnya yang dilakukan
adalah menentukan rasio lipid padat terhadap lipid cair
dengan variasi rasio 3:7, 4:6 dan 2:8 (Tabel 4). Sedangkan
optimasi proses pembuatan NLC-MAM yang dilakukan adalah
dengan memvariasikan  tahapan sonikasi  dengan
menggunakan sonikator tipe bath dan kombinasi antara
sonikator tipe bath dan probe. Pengambilan kesimpulan
dalam proses optimasi ini didasarkan pada parameter
tampilan visual, ukuran partikel, dan indeks polidispersitas.

Tabel 3. Optimasi konsentrasi sistem surfaktan

Nama Bahan F5 (%) F6 (%)
Beeswax 1,8 1,8
.Mmyak ?Imon ' 42 42
Minyak atsiri melati
Tween 80 1,6 4,8
Propilen glikol 0,4 1,2
Aquades Ad 100 Ad 100

Tabel 4. Optimasi rasio lipid padat terhadap lipid cair

Nama Bahan F1 (%) F2 (%) F3 (%)
Beeswax 3,0 2,4 1,8
.Mmyak'fal.mon . 70 56 42
Minyak atsiri melati
Tween 80 2,0 2,0 2,0
Aquades Ad 100 Ad 100 Ad 100

Karakterisasi NLC-MAM yang dilakukan meliputi penentuan
ukuran partikel, distribusi ukuran partikel, pengukuran zeta
potensial, dan pengamatan morfologi partikel. Ukuran
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partikel NLC-MAM ditentukan menggunakan metode
Dynamic Light Scattering (DLS) menggunakan instrumen
Particle Size Analyzer (Beckman Coulter Delsa Nano C, Brea,
CA, USA). Dalam pengukuran ini diperoleh informasi terkait
ukuran partikel NLC-MAM serta distribusi ukuran partikel
dalam bentuk indeks polidispersitas. Sedangkan zeta
potensial diukur menggunakan metode Electrophoretic Light
Scattering (ELS) menggunakan instrumen yang sama dengan
penentuan ukuran partikel. Untuk pengamatan morfologi
partikel NLC-MAM dilakukan menggunakan Transmission
Electron Microscopy (TEM) dengan metode negative staining
menggunakan uranyless.

Penetapan efisiensi enkapsulasi

Efisiensi enkapsulasi (EE) ditentukan dengan metode tidak
langsung. Secara detail, proses penentuan diawali dengan
pemisahan NLC-MAM dari MAM yang mungkin tidak
terenkapsulasi ke dalam sistem NLC-MAM. Pemisahan
dilakukan dengan menggunakan sentrifugal ultrafilter
(MWCO 10 kDa) pada kecepatan 10.000 ppm selama 30
menit. Minyak atsiri melati bebas memiliki kemampuan untuk
melewati filter, sedangkan NLC-MAM akan tertahan pada
filter. MAM bebas diencerkan menggunakan etanol dengan
perbandingan 3:1, kemudian diukur absorbansinya pada
panjang gelombang 287 nm. Penentuan kadar MAM bebas
dilakukan dengan membandingkan absorbansi sampel
terhadap absorbansi standar yang dibuat dalam bentuk kurva
kalibrasi. Sedangkan efisiensi enkapsulasi dihitung
menggunakan persamaan berikut:

(konsentrasi awal MAM — konsentrasi bebas MAM)
EE (%) =

konsentrasi awal MAM
X 100%

Penetapan efisiensi enkapsulasi dilakukan pengulangan
sebanyak 3 (tiga) kali dan dilakukan perbandingan antara
efisiensi enkapsulasi NLC-MAM sesaat setelah proses
pembuatan dengan NLC-MAM yang telah disimpan pada suhu
2-8 °C selama 14 hari.

Uji aktivitas antioksidan

Uji aktivitas antioksidan NLC-MAM dilakukan dengan
menggunakan metode peredaman radikal bebas 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH). Sebagai pembanding digunakan
vitamin C dan MAM yang tidak dienkapsulasi ke dalam sistem
NLC. Larutan DPPH dibuat dengan melarutkan reagen DPPH
di dalam metanol hingga diperoleh konsentrasi 200 pg/mL.
Sedangkan larutan sampel dan pembanding dibuat dengan
melarutkan sampel atau pembanding di dalam etanol hingga
tercapai konsentrasi yang diinginkan. Penetapan aktivitas
antioksidan dari setiap sampel dan pembanding dilakukan
dengan mereaksikan 1 bagian larutan DPPH dengan 3 bagian
larutan sampel atau pembanding yang dilanjutkan dengan
proses inkubasi selama 30 menit di suhu ruang dengan
keadaan gelap. Sebagai patokan absorbansi awal larutan
DPPH, 1 bagian larutan DPPH direaksikan dengan 3 bagian
etanol. Selanjutnya, dilakukan pengukuran absorbansi
campuran pada panjang gelombang 517 nm, kemudian
dilakukan perhitungan persen peredaman DPPH dengan
menggunakan persamaan berikut:

Peredaman (%)
_ (absorbansi awal larutan DPPH — absorbansi sampel)

absorbansi awal larutan DPPH
X 100%

Hasil penetapan aktivitas antioksidan dihitung sebagai mg
vitamin C ekuivalen per gram MAM. Penetapan aktivitas
antioksidan dilakukan dengan pengulangan sebanyak 3 (tiga)
kali untuk setiap sampel dan pembanding yang digunakan.
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Analisis statistik

Seluruh data kuantitatif yang disajikan merupakan nilai rata-
rata dengan standar deviasi (S.D.) dari minimal tiga replikasi
percobaan secara independen. Data kuantitatif tersebut
kemudian dilakukan analisis statistik untuk mengevaluasi
adanya perbedaan bermakna antara dua atau lebih kelompok
percobaan. Uji T dilakukan untuk mengevaluasi perbedaan
antar dua kelompok percobaan, sedangkan untuk
perbandingan antar lebih dari dua kelompok, dilakukan uji
ANOVA yang dilanjutkan dengan uji Student-Newman-Keuls
(uji SNK).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Optimasi konsentrasi total lipid

Lipid memainkan peranan penting dalam pembentukan
sistem NLC, salah satunya dalam proses enkapsulasi zat aktif.
Ruangan yang terbentuk dalam struktur NLC disusun oleh
campuran lipid padat dan lipid cair yang memungkinkan zat
aktif bersifat hidrofobik untuk dapat terdeposit dan
terenkapsulasi di dalam struktur tersebut. Namun, ketika
konsentrasi lipid yang digunakan dalam pembentukan NLC
berada pada konsentrasi yang terlalu tinggi dapat berakibat
pada penurunan stabilitas fisik NLC yang disebabkan oleh
peningkatan proses rekristalisasi lipid (18). Untuk itu,
diperlukan suatu proses optimasi untuk menemukan
kesetimbangan antara stabilitas fisik NLC yang dihasilkan
dengan kemampuan sistem NLC dalam mengenkapsulasi zat
aktif yang ingin dihantarkan.

Gambar 1. Tampilan visual NLC-MAM yang dibuat menggunakan total
lipid (a) 10% (F1), (b) 8% (F2), dan (c) 6% (F3).

Dalam penelitian ini, dilakukan pembuatan NLC-MAM
menggunakan 3 (tiga) variasi konsentrasi total lipid yakni
10% (F1), 8% (F2), dan 6% (F3), dengan perbandingan antara
lipid padat dan lipid cair sebesar 3:7. Beeswax digunakan
sebagai komponen lipid padat, sedangkan komponen lipid
cair terdiri dari minyak almon dan MAM. Berdasarkan
Gambar 1, variasi total lipid menghasilkan tampilan fisik NLC
yang sangat berbeda. NLC yang dibuat menggunakan total
lipid 10% (F1) menghasilkan campuran yang tidak homogen
dengan sebagian besar lipid mengalami penggumpalan di
bagian atas campuran (Gambar 1-a). Ketika total lipid
diturunkan menjadi 8% (F2), diperoleh campuran yang lebih
baik, namun gumpalan lipid masih ditemukan dalam jumlah
yang cukup banyak di bagian atas campuran (Gambar 1-b).
Penurunan selanjutnya total lipid menjadi 6% (F3)
menghasilkan sistem NLC dengan homogenitas terbaik
(Gambar 1-c) relatif terhadap total lipid 8% dan 10%. Untuk
itu, total lipid sebesar 6% (F3) dipilih untuk digunakan pada
tahapan optimasi berikutnya.

Optimasi sistem surfaktan

Pada awal proses pembuatan NLC-MAM dengan total lipid 6%
sesuai hasil optimasi sebelumnya, digunakan sistem
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surfaktan tunggal yang terdiri dari 2% Tween 80.
Berdasarkan hasil pengukuran partikel menggunakan
metode DLS diperoleh NLC dengan ukuran yang sangat besar
(>500 nm) dengan tingkat homogenitas distribusi ukuran
partikel yang tidak baik, ditandai oleh nilai indeks
polidispersitas yang sangat tinggi (>0,5). Hasil ini disebabkan
oleh ketidakmampuan surfaktan tunggal yang digunakan
dalam menstabilkan permukaan NLC yang dihasilkan. Salah
satu upaya yang dapat dilakukan untuk meningkatkan
kemampuan stabilisasi surfaktan adalah dengan penambahan
ko-surfaktan yang dapat membantu penurunan tegangan
permukaan lebih rendah lagi dibanding dari penurunan yang
dihasilkan oleh surfaktan tunggal (19). Selain itu, keberadaan
ko-surfaktan dapat meningkatkan rigiditas struktur yang
dibentuk oleh surfaktan utama pada permukaan NLC,
sehingga diperoleh sistem NLC yang lebih stabil.

Ko-surfaktan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari
lesitin, suatu surfaktan amfoterik tidak larut air, dan propilen
glikol yang merupakan senyawa diol larut air. Rasio antara
surfaktan utama (Tween 80) terhadap ko-surfaktan dibuat
sama untuk kedua jenis ko-surfaktan yang digunakan, yakni
4:1. Sebagai hasilnya, NLC-MAM yang diformulasikan
menggunakan kombinasi Tween 80 dan lesitin (F4)
menghasilkan sistem koloidal dengan ukuran partikel yang
lebih kecil (~400 nm) dibandingkan dengan NLC-MAM yang
dihasilkan menggunakan surfaktan tunggal (F3). Namun,
NLC-MAM yang dihasilkan menggunakan kombinasi Tween
80 dan lesitin menunjukan ketidakstabilan fisik berupa
pemisahan fase ketika campuran didiamkan. Hasil yang
berbeda diperoleh dari pembuatan NLC-MAM menggunakan
kombinasi Tween 80 dan propilen glikol (F5). Sistem koloidal
yang terbentuk berwarna putih, homogen dengan ukuran
partikel sebesar 323,2 + 122,5 nm dan indeks polidispersitas
sebesar 0,37 + 0,07. Hasil ini menggambarkan pengaruh yang
signifikan dari keberadaan ko-surfaktan dalam proses
pembentukan NLC dan proses stabilisasinya. Selain itu, jenis
ko-surfaktan yang digunakan sangat berpengaruh terhadap
stabilisasi sistem NLC.

Optimasi tahapan sonikasi
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Gambar 2. Pengaruh tipe sonikator yang digunakan dalam proses
pembentukan NLC-MAM terhadap ukuran partikel NLC-MAM yang
dihasilkan (nilai = rataan + S.D. dengan n = 3).

NLC-MAM dibuat menggunakan metode emulsifikasi-
sonikasi. Dalam proses pembuatannya, campuran minyak dan
air mengalami proses emulsifikasi membentuk globul
berukuran mikrometer melalui pencampuran menggunakan
homogenizer Kinerja tinggi. Selanjutnya, proses pengecilan
ukuran globul dilakukan dengan menggunakan teknik
sonikasi yang memanfaatkan gelombang suara ultrasonik
untuk memecah agregat partikel besar menjadi partikel
dengan ukuran yang relatif lebih kecil. Untuk melihat
pengaruh proses sonikasi terhadap proses pengecilan ukuran
partikel, dilakukan variasi proses sonikasi yang meliputi satu
kali proses sonikasi menggunakan sonikator tipe bath dan
dua kali proses sonikasi menggunakan kombinasi sonikator
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tipe bath yang dilanjutkan dengan proses sonikasi

menggunakan sonikator tipe probe.

Berdasarkan hasil yang tercantum pada Gambar 2, terlihat
bahwa tahapan sonikasi sangat mempengaruhi karakteristik
fisik NLC yang dihasilkan. Penambahan proses sonikasi
menggunakan sonikator tipe probe menghasilkan ukuran
partikel NLC yang secara signifikan lebih kecil dibandingkan
dengan proses sonikasi tunggal menggunakan sonikator tipe
bath. Selain itu, reprodusibilitas partikel yang dihasilkannya
pun meningkat secara signifikan yang ditandai oleh
rendahnya nilai simpangan baku yang dihasilkan. Hasil ini
merepresentasikan proses pengecilan ukuran NLC secara
bertahap dalam proses pembuatan NLC sangat dibutuhkan
untuk menghasilkan partikel NLC yang berukuran kecil.

Optimasi konsentrasi sistem surfaktan

Optimasi tahapan sonikasi menggunakan kombinasi
sonikator tipe bath dan tipe probe secara efektif telah berhasil
memperkecil ukuran partikel NLC-MAM menjadi 204,43 +
29,19 nm dengan indeks polidispersitas sebesar 0,38 + 0,05.
Namun, pada sediaan NLC-MAM yang dihasilkan masih
ditemukan gumpalan lipid yang menempel pada bagian
sonikator. Hal ini menandakan formula NLC-MAM yang
diperoleh tidak homogen. Salah satu penyebab
ketidakhomogenan yang terjadi disebabkan oleh jumlah total
sistem surfaktan yang digunakan belum memadai untuk
memberikan efek stabilisasi pada sistem NLC. Untuk itu,
tahapan optimasi berikutnya dilakukan peningkatan jumlah
total sistem surfaktan yang awalnya 2% (b/b) (F5) menjadi
6% (b/b) (F6). Peningkatan jumlah total sistem surfaktan
menghasilkan NLC-MAM dengan ukuran 441,57 + 19,00 nm
dan nilai indeks polidispersitas 0,34 + 0,10. Ukuran ini secara
statistik berbeda bermakna dari ukuran partikel NLC-MAM
yang dihasilkan menggunakan 2% (b/b) sistem surfaktan. Di
sisi lain, secara visual diperoleh sistem NLC yang homogen
tanpa terbentuknya gumpalan lipid seperti yang menjadi
permasalahan ketika menggunakan surfaktan dalam jumlah
kecil. Dari hasil ini dapat dilihat bahwa peningkatan jumlah
surfaktan dalam pembentukan sistem NLC-MAM dapat
meningkatkan homogenitas NLC yang dihasilkan. Hal ini
disebabkan oleh ketersediaan molekul surfaktan untuk dapat
menstabilkan sistem NLC yang terbentuk, sehingga seluruh
bagian lipid dapat terlindungi oleh surfaktan yang
ditambahkan. Untuk memperoleh ukuran partikel NLC-MAM
yang sesuai target, diperlukan proses optimasi berikutnya.

Optimasi rasio lipid padat dan lipid cair
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Gambar 3. Pengaruh rasio lipid padat dan cair terhadap A. Ukuran
partikel dan B. Indeks polidispersitas. (nilai = rataan + S.D. dengan n =
3; ¥**p<0,01; n.s. = tidak terdapat perbedaan signifikan berdasarkan uji
ANOVA yang diikuti oleh uji SNK).

Komponen lipid padat yang memiliki titik leleh yang relatif
tinggi dibanding komponen lipid cair dapat mempengaruhi
viskositas campuran (20), yang diperkirakan dapat
mempengaruhi secara signifikan ukuran partikel yang
terbentuk. Untuk itu, optimasi berikutnya yang dilakukan
adalah dengan memvariasikan rasio lipid padat dan lipid cair
dalam pembuatan NLC-MAM. Rasio antara lipid padat dan
lipid cair yang dipilih dalam optimasi ini terdiri dari 3:7 (F6),
4:6 (F7) dan 2:8 (F8).
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Berdasarkan hasil yang diperoleh, peningkatan rasio
komponen lipid padat menyebabkan peningkatan ukuran
partikel NLC-MAM yang terbentuk (Gambar 3A). Hasil ini
sejalan dengan temuan yang dipublikasikan oleh Hu et al.
yang menyatakan peningkatan jumlah lipid cair dapat
menurunkan viskositas formula, sehingga tegangan
permukaan berkurang dan partikel NLC yang dihasilkan lebih
kecil (21). Perbedaan rasio lipid padat dan lipid cair tidak
mempengaruhi distribusi ukuran partikel NLC-MAM yang
terbentuk yang ditandai oleh nilai indeks polidispersitas
(Gambar 3B).

Scale bars = 100 nm.

Secara visual, seluruh NLC yang dihasilkan bersifat homogen
tanpa terlihat gumpalan lipid pada bagian sonikator dan
dinding vial. Hal ini mengonfirmasi hasil optimasi konsentrasi
sistem surfaktan bahwa dengan menggunakan sistem
surfaktan sebesar 6% dapat menstabilkan sistem NLC-MAM
dengan baik. Rasio lipid padat dan lipid cair yang dapat
membentuk NLC-MAM dengan ukuran sesuai target adalah
2:8 (F8). Untuk itu, dapat disimpulkan formula NLC-MAM
yang optimal tertera pada Tabel 5. Formula optimum ini
kemudian digunakan untuk proses karakterisasi selanjutnya
termasuk penentuan potensi aktivitas antioksidan.

Tabel 5. Optimasi rasio lipid padat terhadap lipid cair

Nama Bahan Jumlah (%) Fungsi
Beeswax 1,2 Lipid padat
Minyak almon 3,6 Lipid cair
Minyak atsiri melati 1,2 Bahan aktif, lipid cair
Tween 80 4,8 Surfaktan
Propilen glikol 1,2 Ko-surfaktan
Aquades Ad 100 Fase air

Karakterisasi NLC-MAM

Setelah diperoleh formula optimum untuk pembuatan NLC-
MAM, penelitian dilanjutkan dengan karakterisasi NLC-MAM
yang meliputi penentuan ukuran partikel, distribusi ukuran
partikel, pengukuran zeta potensial, dan pengamatan
morfologi partikel. Ukuran partikel dan distribusinya diukur
menggunakan metode dynamic light scattering (DLS). Prinsip
dasar pengukuran ukuran partikel menggunakan metode ini
berdasarkan pada perbedaan gerakan Brown dari partikel
terdispersi di bawah pengaruh cahaya, dimana semakin besar
ukuran partikel, semakin rendah kemampuan berdifusi dan
semakin terbatas pergerakannya (22). Berdasarkan data yang
tertera pada Tabel 2, NLC-MAM memiliki ukuran di bawah
200 nm dengan distribusi ukuran partikel yang relatif
homogen dengan ditandai oleh nilai indeks polidispersitas
yang kurang dari 0,5. Ukuran partikel yang diperoleh berada
pada rentang target ukuran yang diharapkan yakni berkisar
100-250 nm agar dapat berpenetrasi ke dalam struktur
stratum corneum dan terakumulasi di bagian epidermis.
Untuk mengonfirmasi ukuran partikel yang diperoleh dengan
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menggunakan metode DLS, kami melakukan pengamatan
morfologi  partikel ~NLC-MAM  menggunakan TEM.
Berdasarkan hasil TEM diperoleh informasi bahwa NLC-MAM
memiliki ukuran berkisar 150 nm dengan bentuk sferis
(Gambar 4). Hasil ini mengonfirmasi ukuran partikel yang
terukur menggunakan metode DLS.

Karakteristik berikutnya yang dievaluasi adalah zeta
potensial NLC-MAM yang menggambarkan muatan elektrik
permukaan partikel. Berdasarkan hasil yang diperoleh, NLC-
MAM memiliki zeta potensial yang bernilai negatif (Tabel 6),
artinya muatan permukaan NLC-MAM bersifat negatif.
Padahal, surfaktan yang digunakan tergolong ke dalam
surfaktan non-ionik. Fenomena serupa telah dilaporkan oleh
Witayaudom dan Klinkesorn yang membuat NLC dari lemak
rambutan (Nephelium lappaceum L.) menggunakan Tween
80 sebagai surfaktan (23). Muatan negatif dapat dihasilkan
karena keberadaan ion OH- di dalam air yang memiliki
preferensi yang lebih tinggi untuk teradsorpsi ke permukaan
partikel lipid. Selain itu, keberadaan minyak almon juga
mendukung terbentuknya muatan negatif pada sistem NLC-
MAM seperti yang telah dilaporkan sebelumnya dalam sistem
nanopartikel berbasis lipid lainnya yang menggunakan
minyak almon sebagai komponen lipid utama dan Tween 80
sebagai zat penstabil (24).

Efisiensi enkapsulasi

Dalam proses enkapsulasi suatu bahan bioaktif ke dalam
sistem nanopartikel, seringkali ditemukan hanya sebagian
molekul bioaktif yang dapat masuk dan terenkapsulasi di
dalam nanopartikel. Beberapa bagian molekul bioaktif gagal
untuk terenkapsulasi ke dalam sistem nanopartikel dan
berada dalam bentuk bebas di dalam cairan fase kontinue.
Untuk itu diperlukan penentuan efisiensi enkapsulasi suatu
bahan bioaktif di dalam sistem nanopartikel. Efisiensi
enkapsulasi menggambarkan keberhasilan enkapsulasi
senyawa bioaktif dalam matriks suatu sistem nanopartikel
(25). Dalam proses penentuan efisiensi enkapsulasi,
diperlukan proses pemisahan yang akurat untuk memisahkan
zat aktif yang terenkapsulasi di dalam sistem nanopartikel
dengan zat aktif bebas yang tidak terenkapsulasi, tanpa
mempengaruhi kualitas dan karakteristik nanopartikel yang
dihasilkan (26). Pemilihan metode pemisahan menjadi suatu
hal yang kritikal dalam proses penentuan efisiensi
enkapsulasi dan sangat bergantung pada sifat fisikokimia dari
zat aktif yang dienkapsulasi dan karakteristik nanopartikel
yang dihasilkan.

Tabel 6. Karakteristik fisik NLC-MAM

Nama sampel Ukuran Indeks {-potensial
partikel (hm)  polidispersitas (mV)
NLC-MAM 152,93 + 8,18 0,36 0,01 -21,60 +
6,75

Nilai = rataan + S.D. (n = 3)

Dalam penelitian ini, proses pemisahan MAM bebas dari NLC-
MAM  dilakukan dengan menggunakan sentrifugal
ultrafiltrasi. Metode ini telah digunakan untuk proses
pemisahan minyak atsiri dari sistem nanopartikel berbasis
lipid (27). Prinsip pemisahan metode ini menggabungkan
proses pemisahan berdasarkan ukuran partikel dengan
bantuan gaya sentrifugal. Pada praktiknya, NLC-MAM akan
tertahan di bagian membran filter akibat dari ukuran partikel
NLC-MAM yang lebih besar dibandingkan dengan ukuran pori
membran filter. Sedangkan MAM bebas dapat melewati
membran filter dikarenakan ukuran yang kecil dan
fluiditasnya yang tinggi. Selanjutnya, proses penentuan
efisiensi enkapsulasi dilakukan dengan metode tidak
langsung. Metode ini dilakukan dengan cara mengkuantifikasi
jumlah MAM bebas di dalam filtrat, kemudian efisiensi
enkapsulasi dihitung dengan mengurangkan jumlah tersebut
terhadap jumlah MAM yang ditambahkan di awal proses
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formulasi. Metode ini relatif mudah untuk dilakukan
dibandingkan dengan metode langsung yang membutuhkan
proses ekstraksi zat aktif dari sistem NLC.

120 1 n.s.

100 A T

80 4

60 4

40 4

Efisiensi enkapsulasi (%)

Pengamatan di hari ke-

Gambar 5. Efisiensi enkapsulasi NLC-MAM yang diukur pada hari ke-0
dan hari ke-14 pembuatan. Penyimpanan NLC-MAM dilakukan di suhu
2-8 °C. (nilai = rataan * S.D. dengan n = 3. n.s. = tidak terdapat
perbedaan signifikan berdasarkan uji paired t-test).

Proses kuantifikasi MAM bebas dilakukan dengan metode
spektrofotometri dengan mengukur serapan MAM pada
panjang gelombang serapan maksimumnya. Berdasarkan
hasil penelitian diperoleh bahwa MAM memiliki serapan
maksimum di panjang gelombang 287 nm. Dari hasil ini, kami
melakukan pembuatan kurva Kkalibrasi dan diperoleh
hubungan yang linier antara konsentrasi MAM dengan
absorbansi pada rentang konsentrasi 12 pg/mL hingga 27
pg/mL dengan nilai R? berkisar 0,992. Berdasarkan hasil
penentuan efisiensi enkapsulasi, diperoleh hasil sebanyak
97,65 * 2,34% MAM berhasil terenkapsulasi ke dalam sistem
NLC (Gambar 5). Jumlah ini relatif lebih tinggi dibandingkan
efisiensi enkapsulasi MAM di dalam sistem mikrokapsul
polymethylmethacrylate yang sebelumnya telah dilaporkan
dengan nilai efisiensi enkapsulasi sebesar 72% (28).
Tingginya efisiensi enkapsulasi ini dikarenakan oleh MAM
dalam sistem NLC menjadi bagian integral dari komponen
lipid penyusun matriks NLC. Selain itu, matriks NLC yang
tersusun dari material berbasis lipid dan bersifat hidrofobik
dapat memfasilitasi enkapsulasi MAM dalam jumlah besar.
Hasil ini mengindikasikan bahwa sistem NLC yang dihasilkan
memiliki potensi yang tinggi untuk digunakan sebagai sistem
penghantaran MAM.

Selanjutnya, kami mencoba untuk membandingkan efisiensi
enkapsulasi dari NLC-MAM setelah dilakukan penyimpanan
selama 14 hari pada suhu 2-8 °C. Dari hasil yang diperoleh,
efisiensi enkapsulasi tidak mengalami perubahan yang
signifikan setelah disimpan selama 14 hari (Gambar 5). Hasil
ini mengindikasikan bahwa sistem NLC yang dibentuk
berhasil menjaga stabilitas MAM yang terenkapsulasi di
dalamnya. Selain itu, hasil ini mengonfirmasi tidak terjadi
proses ekspulsi bahan aktif dari sistem NLC yang disebabkan
oleh proses kristalisasi lipid padat seperti yang sering terjadi
pada sistem lipid nanopartikel generasi pertama yakni SLN
(29).

Akivitas antioksidan

Berdasarkan sertifikat analisis yang dikeluarkan oleh
produsen MAM yang digunakan dalam penelitian ini, terdapat
5 senyawa senyawa utama yang terkandung dalam MAM
diantaranya benzil asetat (32,31%), benzil benzoat (20,10%),
benzil alkohol (9,27%), nerolidol (7,28%), dan linalool
(6,92%). Berdasarkan laporan yang dirilis oleh Wei dan
Shibamoto, kandungan benzil asetat dalam MAM memiliki
peranan penting dalam aktivitas antioksidan (1). Selain itu,
linalool juga telah dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan
terhadap kerusakan oksidatif yang diinduksi oleh paparan
sinar ultraviolet B (UV B) (30). Berdasarkan fakta tersebut,
kami mencoba untuk mengevaluasi aktivitas antioksidan
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MAM, baik dalam bentuk terenkapsulasi di dalam sistem NLC
maupun dalam bentuk bebas.

16 -

—
I
N

[}
n

Aktivitas antioksidan
(mg vit. C/g MAM)
=

[S]

MAM NLC-MAM

Gambar 6. Aktivitas peredaman DPPH relatif terhadap vitamin C dari
sampel MAM dan NLC-MAM. (nilai = rataan * S.D. dengan n = 3. n.s. =
tidak terdapat perbedaan signifikan berdasarkan uji unpaired t-test).

Pada penelitian ini, uji aktivitas antioksidan dilakukan
menggunakan metode peredaman DPPH. Metode uji ini
mengukur kemampuan sampel dalam mereduksi radikal 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) menjadi senyawa non-
radikal 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine melalui pengikatan
atom hidrogen dari sampel pada senyawa radikal. Reduksi ini
mengakibatkan perubahan warna larutan dari ungu menjadi
kuning, sehingga dapat dikuantifikasi menggunakan metode
spektrofotometri. Berdasarkan hasil penetapan yang tersaji
pada Gambar 6, terlihat bahwa aktivitas antioksidan MAM
bebas sebanding dengan MAM yang terenkapsulasi di dalam
sistem NLC. Hasil ini menunjukan bahwa tidak terjadi
perubahan potensi aktivitas antioksidan MAM yang
disebabkan oleh proses pembentukan NLC-MAM yang
dilakukan.

KESIMPULAN

Pengembangan sistem penghantaran NLC sebagai pembawa
MAM telah berhasil dilakukan menggunakan metode
emulsifikasi-sonikasi. Formula NLC-MAM optimum yang
diperoleh tersusun dari 6% komponen lipid yang terdiri dari
beeswax, minyak almon, dan MAM, 6% campuran Tween 80
dan propilen glikol (4:1), dan aquades. NLC-MAM yang
dihasilkan memiliki bentuk sferis bermuatan negatif dengan
ukuran partikel berkisar 152,93 + 8,18 nm dengan distribusi
ukuran partikel yang cukup homogen, ditandai oleh nilai
indeks polidispersitas yang kurang dari 0,5. Sistem
penghantaran berbasis lipid yang dihasilkan dalam penelitian
ini dapat mengenkapsulasi MAM dalam jumlah besar dengan
efisiensi enkapsulasi sebesar 97,65 + 2,34%. Setelah NLC-
MAM disimpan selama 14 hari, tidak ditemukan penurunan
efisiensi enkapsulasi, yang menandakan bahwa sistem NLC
yang dihasilkan bersifat stabil dan dapat melindungi MAM
yang terenkapsulasi di dalamnya. Selanjutnya, berdasarkan
hasil pengukuran potensi aktivitas antioksidan, ditemukan
bahwa proses enkapsulasi MAM ke dalam sistem NLC tidak
menyebabkan penurunan potensi aktivitas antioksidan yang
dimiliki oleh MAM. Secara garis besar, NLC-MAM yang
dihasilkan memiliki potensi yang tinggi untuk dikembangkan
lebih lanjut untuk penggunaan sebagai agen terapi untuk
penggunaan secara topikal maupun dalam bidang kosmetika.
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