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INTISARI

Jinren hitam (Nigella samva) mengandung senvawa iimokmnon vang berefek
schaga: imunostimulan, Ekstrak jinten hitam dikembangkan menjadi SNEDDS
(Self-nancemuisifying Drug Delivery System) karena masalah kelarutan Penshitian
dilakukan unmk mengetabin karakterisasy SNEDDS ekstrak pnten hitam vang
meliputt viskositas, ukuran tetesan nanoemulst, éxrract loading, dan stabilitas.
Pengupan aktivitas tmunostimulan SNEDDS meliput: rasio sel makrofag dan
indeks fagositosis.

SNEDDS ekstrak jmnten hitam dioptimasi dengan metode Simplex Lattice
Desion menggunakan soffwave Desion Expert 7.1 3., selanjutnya SNEDDS optimal
diuy: ukuran tetesan nancemulsi dan zeta potensial, serta uji viskositas Ujs aktivitas
imunostinulan dilakukan dengan metode biolatex assay terhadap tikus Sprocue
Dawley sebanvak 5 tikuskelompok selama |5 hari dengan pemberian sam kab
sehan vamu kontrol posinf (ekstrak meniran 2.7 mz/ukus), kelompok perlakuan
vaite ekstrak punten hitam dengan dosis 200 mg keBB serta SNEDDS skstrak pnten
hitam (200 mg'kgBB), kelompok plasebo berupa formula SNEDDS tanpa ekstrak
jinten hitam dan konirol nomal selanjutnva dihitung rasio dan indeks fagositosis
makrofag: Selamjutmya SNEDDS optimal diuit extract loading dan stabihitasova

SNEDDS skstrak jnten hitam opiimal mengandune 13% minvak itkan hio
cucut botal, 67, 34% surfaktan (10,10% Croduret 30 55 dan 37 24% Tween 80),
17.66% PEG 400 sebagai ko-surfaktan dengan hasil vkuran tetesan nanoemuls:
163 nm, PI sebesar 0,207, zeta potensial -43.3 mV, dan viskosttas antara 234 69 —
25571 ¢P. SNEDDS ckstrak pnten hitam densan dosis 200 mg'kesBE dapat
meningkatkan rasio sel makrofag dan indeks fagosttosis dibandingkan densan
ekstrak jnten tanpa formulass (P<0.03), Hasil extract loading sistem SNEDDS
mencapal 500 mg ekstrale/'s sistem SNEDDS stabil setelah penvimpanan selama
90 han pada suhu kamar dan uji freeze-thawing.

Kata kunci : Ekstrak jinten hitam, Simplex Lartice Design, SNEDDS, aktivitas
imunostimulan



ABSTRACT

Black cumn (Nigella sativa) contamns ttmokuimnon having immunostunulant
effect However. due to solubility problems, the extract was developed into
SNEDDS (Self-nanoemulsifying Dug Delrvery System). The study was conducted
to find out the characterization of SNEDDS black cumin extract which melude
viscosity, nanoemulsion droplet size, extract loading and  stabiline
Immunostimulant study was conductad to find out the ratio and phagocytosis mdex
of macrophage.

SNEDDS of biack cumiin extract vas optimized using Simplex Lattice Desion
by Desion Expert 7.1 3, The optimal formula then tested the droplet size, zeta
potential of nancemulsion. and viscosny of SNEDDS. Immunostimulant actrvity
test using biglater sssay was carrisd out on Sprague Dawley rats by 3 mace/group
for 15 davs by adnunistration once a day. there are z posttrve control (meniran
extract 2.7 meorat), the treatment group that black cumin extract ar dose 200
mg'kgBW and SNEDDS black cumin extract (200 mekgBW), the placebo group
was SNEDDS without black cumm extract. and the last was nonmal controls, then
caiculated the rate of macrophage and phagocytosis  index.
Furthermore SNEDDS optimal was tested extract loading and stabulity test.

The optimal formula of SNEDDS black cumin extract contaimng 15%
Gulper shark lrver eal. 67.34% surfactant (10.10% Croduret 50 S8 and 57 24%
Tween 80), 17 66% PEG 400 as co-surfactant The results of the droplet size is 16.3
am: PI 0202, zeta potennal -43.3 mV, viseosity of SNEDDS 15 234 69 to 25371
cP. SNEDDS black cumin extract 200 mo'kgBW can merease the ratio of
macrophages and phagocyvtosis mndex compared with black cumin extract withowt
formulation (P-<0.03). SNEDDS svstem can load up to 600 mgz extract g syvstem:
The SNEDDS 1s stable after storage for 90 dayvs at room temperature and freeze-
thawing stability test.

Kevwords: Black cumin extract, Simplex Lattice Design, SNEDDS,
immunostimulant activity
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BABI
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Sistern kekebalan tubuh perlu dijaga agar terhindar dan berbagai macam
penvakit. Kekebalan twbuh dapat ditingkatkan dengan pembenian agen
mmunostimulan berupa obat smtesis maopun herbal, tetap: penggunaan obat sintesis
sepertt Levamisole, Isoprenosine, Immuncevein memiliks efek samping vang lehih
besar, schingea pencounaan senyvawa herbal lebih dipilih untuk meninskatkan
ketahanan sistem wmun twbuh (Naga Prestht dan Rajeshwan, 2014). Beberapa studs
menunjukkan bahwa ekstrak herbal mampu memingkatkan sistem imun twbuh
manusia Salah satu tanaman herbal vang mampu meninckatican sistem wmun adatah
jinten hitam (Maydalawieh dide 2010; Salem. 2003).

Obat herbal memihik: kelemahan akibat =fck farmakolomt hanva dapat
diperoleh ketika konsentrasinya berada di sekitar rentang terapsutk. Terjadinva
fluktuas: konsentrasi terapeutik mnilah vans menyebabkan obat herbal menjadi tidak
berefek atau terjadi ketoksikan Selain itu, stabalitas obat herbal secara per oral
sangat buruk jika berada pada hnglungan lambung seshingga absorbsinva rendah
dan beresiko tinggy mengalami first pass metabolism. Permasalahan mm dapat
diatas: denzan modifikas: sistem penghantaran obat untuk meningkatkan disolus:
atau kelarman obat serta meningkatkan bwoavailabilitasnva denpan melakukan
pendekatan formulasi berupa SEDDS (Self-emulsifving drug delivery system)

Salah sats tipe SEDDS adalah SNEDDS (Se!f nano-emuisifiving drug delivery

sysfem) vartu suato sistem berupa campuran isotropik antara fase minyak sebesar



20-T0%, surfakian sebesar 30-80%. dan ko-surfaktan sebesar 30-80%, vang ketika
tercampur dengan air akan membentuk nanoemuls: M/A (munyak dalam air) secara
spontan  Nanoemulsi yvang terbentuk zkan stabil secara termodinamik dengan
ukuran droplet pada rentang kurang dan 100 nm Dispers: dengan ukuran nano
tersebut akan membentuk nanoemulst yvang jernih, cenderung transparan, danakan
membernikan luas permukaan kontak vang optimum schingga menmngkatkan
dbsorps: dan bioavailabilitas obat herbal (Chaudhary dkk , 2011; Joshi dike | 2013,
Rao dan Shae, 2008; Verma dkk . 2013), Pembuatan formula dengan metode frial
error atav ane-factor-ar-a-rime (OFAT) memeriukan lebih banvak wakto, biaya
dan bahan schinpea tdak efeknf Korelas: antar fakior multivanat lebih efeknf
menggunakan desam ekspenimen statisuk (Design of Experimental DOE) dengan
metode Simplex Lattice Design untuk memperoleh formula ophimal karena
memerhikan eksperimen lebih sedikst dan membernikan hasil vang tetap (Dash dkk |
2015).

Ekstrak jmten ltam (Vigella sativa) mengandung tmokmnon vang
memberikan efek imunostimulan, akan tetap: senvawa aktf int memiliks kelamtan
rendah (Ahmad dkk | 2013; Mishra dkk |, 2013) sehingea pada penelitian 1m ekstrak
jinten hitam diformulas: menjadi SNEDDS agarabsorpsinya menyadi lebih batk dan
memngkatkan bicavailabilitas ekstrak Fase muinvak vang akan dizunakan adaizh
minyak tkan hiu cueut botol (Centropliorus s5p) mengandung 50-80% skualen vang
merupakan minyak hidrokarbon triterpencid. Skualen memuliks efek anti-kanker,
menurunkan kolesterol, antioksidan vang kuat. mampu meningkatkan funest sel

makrofag. serta menngkatkan jumilah IosM (Gines, 2013) Optunasi skstrak jinten

(8



hitam - (Nigella sariva) menjadi SNEDDS (Salf nano-emulsifiing drug delivery

syster) dengan fase minvak ikan hio cucut botol (Cenropliorus 5p) dengan metode

Simplex Lattice Design diharapkan akan diperoleh ukuran tetesan nanocemuls:

korang dani 100 nm dan wakiu emulsifikas: kurang dan | menit seshingga akan

mudah diabsorpsi dalam tubuh Bioavalabilitas SNEDDS ekstrak jmmten hitam vang
lebih tings1 akan mampu menmngkatkan rasio dan indeks fagositosis s2l makrofag
dibandinokan ekstrak jinten hitam tanpa formulas:
B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakane vang telah divraikan maka timbul permasalahan
sebagar benkut:

1. Bagaimanakah hasil formula optimal SNEDDS dan ekstrak jnten hitam
(Nigelle sativa L.) mengounaikcan muinyak tkan hiu cucut botol (Centroplioriis sp)
s=bagai fase minvak, dengan surfakian dan ko-surfakian dengan metode Simplex
Lattice Design?

2. Bagpaimanakah aktivitas imunostimulan formula optimal SNEDDS ekstrak
yinten hitam (Njgella sariva L.,) dibandingkan dengan ekstrak jinten hitam?

C. Keaslian Penelitian
Serauh 1 penelitian skstrak jinten hitam (NVigella sarva L) menyadt sediaan

SNEDDS (Self nano-emulsifiing drug delivery  system) scbasan  agen

mmunostimizlan  belum pernah dilskuksn Beberapa penelthan vang pernah

dilakukan mengenai ekstrak 11 sebagal agen imunostimulan adalah sebagai benkut



Tuat

Lt

. Penelinan Michel dkk (2011) tentanz formulas: dan evaluas: skstrak air jinten

hitam (Nigella sariva 1) menjadi kapsul gelatin lunak menghasilican efek

hepatoproteknt

. Penelittan AT Haj dkk (2010) tentang pembuatan esensial o1l dan ekstrak jinten

hitam (Vigella sative L) menyady Solid Lipid Navoparticle (SLN).

. Penelitan Srimingsih dan Wibowo (2009) tentang pembenan minvak jnten

hitam (Nigella sativa L) pada tikus dengan dosis 10 mg 200 g BB, 20 mg/200
g BB: dan 40 mg 200 ¢ BB dapat memingkatkan aktrnitas makrofag terhadap

infeksi bakten 5. epidarmudis.

. Penelitian oleh Santoso dkk | (2012) tentang efek pemberian minvak menguap

jinten hitam (Nigella safiva L) sebanyak (.01% dapat meningkatkan respon

imun melatuy fagostosis makrofag

. Penelitian vang dilakukan oleh Bossila dan Messalam (2011) melaporkan

bzhwa pembenan minvak, frakst n-heksan dan metanol dad jmten hitam
(Nigella sativa L)) dapat meningkatkan respon imun pada mencst yvang diberi

vaksin rabies:

. Penelintan oleh Sarker dkk | (2011) mengounakan skstrak stanclik jnten hitamn

(Nigella sativa 1.) dapmt memnglkatkan produks: poliklonal Izl pada

percobaan in vitre.

. Penelitan oleh Sumindro dan Dyajadisastra (2008) tentanz mikroenkapsulas:

dan karakterisas: ekstrak etanol jinten hitam (Nigella sammva L)



D. Manfaat Penelitian
1. Bag1 pengembangan tmu pengetzhuan terutamia untuk penelitt di hidang
teknolog: farmasi, hasil penelitian im diharapkan dapat menambah pengetahuan
dalam hal formmlasi sediaan SNEDDS ekstrak jnten htam (Nigella sativa L)

dalam memingkatkan sistem imun tubuh non-spesifilc

i

Bagi industn farmasi di Indonesia, hasi| penelitian i diharapkan dapat menjadi

dasar pengembangan produk baru beripa sediaan SNEDDS ekstrak jinten hitam

{(Nigeila sativa L) dengan fase minyak tkan hiu cucut botol (Centrapherus 5p,

surfaktan. dan ko-surfaktan wvang stabil untuk meningkatkan sistem umun

ekstrak jinten hitam yang telah beredar di pasaran.
E. Tujnan Penelitian
Secara umum, penelitian ini bertujuan untuk memperoleh formula optimal

SNEDDS ekstrak pnten hitam (Nigelia sariva L), kemudian dilakukan pengunan

dldrvitas imunostimulan

Secara khusus penelittan 1m berfujuan untulk:

1. Memperoleh formula optimal SNEDDS eksirak jinten hitam (Nigelia sativa L)
dengan metodes Simplex Lattice Design mengounakan minvak tkan hiu cucut
botol (Centroprorus sp) antara 20-70% sebagar fase munyak surfaktan antara
30-80%, dan ko-surfakian antara 0-30%

2. Mengetabm pengaruh formula eptimal SNEDDS ekstrak jinten hitam (Nigella

sativa L) terhadap rasio dan indeks fagositosis makrofag

LA



BABII
TINJAUAN PUSTAKA
A, Self-nanvemulsifving drug delivery systems (SNEDDS)

Penggunaan obat per ora! masih sangat digeman oleh masyarakat karena
alasan kepraknsan Tetapi kebanyakan obat memiliki kelarutan vang rendah
sechingea nka digunakan per oral skan memberikan broavailabilitas vang keeil
sehingga efeknya juga tidak opumal Beberapa modifikas: telah dilakukan untuk
penghantaran obat vang kelarotannva rendah sepertt dikompleks dengan
siklodekstnn, vkuran diperkscil menjadi mikron, atau dengan disperst selid. Tetap
beberapa metode tersebut memihla kelemahan karena membutuhkan peralatan
biava dan produks: vang mahal serta prosssnya zanpgat komplsks vang dapat
mengakibatkean obat vane diproduks: ndak reprodusibel (Pasel dkke 2011)

SNEDDS atau self-naneemulsifiing drug delivery systems adaiah metode
penghantaran obat vang dapat diaphkasikan untuk obar atau ekstrak vang biasanva
memiliki karaktenstuk kelamtannya rendah dalam air, SNEDDS diartikan sebaga
campuran 1sotropik dan munvak sintetis atau dlamu surfakian padat atau cair, atap
1ika dibumhkan dapat digunakan sat atau lebih ko-surfaktan atau selven hidrofilik
yang memihik: kemampuan untuk membentuk nanc emulst minvak dalam air (WLA)
dengan agitast lemah dalam miedia berair atan dalam saluran pencernaan SNEDDS
dapat terazitast dalam saluran pencemaan akibat gerakan lambungs atau usus halus
sehingga teremulsifikas) secara spontan menjadi nanoemulss berukuran kurang dan
100 nm dan dapat langsung diabsorbs: (Patel dkk. 2011). Bioavailabilitas obat

dapat meningkat tidak hanva karena kecepatan obat terdisolus: tetapi dengan



SNEDDS maka dapat menurunkan resiko obat termetabolisme dalam: hate (firsr
pass effect). hal mi dikaitkean dan sifat obat vang lipofil dengan komponen minyak
secbaga: eksipien dalam formulasi sehingga dapat melewan transpor melaln
limfatik Selamn 1tu, obat yvang diformulasi menjadi SNEDDS dapat terlindung: dani
mekanisme hidrolisis dalam saluran pencernaan. Parameter vang dikastkan dengan
formula SNEDDS antara lain adalah konsentras: surfaktan. ukuran emuls: vang
terbentuk, kemampuan emulsifikas: spontan, dan efekiniitas obat untuk diabsorbst
secara oral Kombmnasy minvak, surfakitan, dan ko-surfakian vang optimal maka
dapat diperoleh formula SNEDDS terbatk (Ahmed dkk., 2014), Formula optimal
SNEDDS dapat dumnesukkan ke dalam kapsul gelatin lunzk atan keras unmk
pengujian disclus: secara 1 virro (Zhao dkk , 20109,
1. Fase minvak

Fase minvak adalah komponen vang penting untuk pembuatan SNEDDS.
seperti sifat fistkokim:a munvak (bobot melekul, polantas. dan iskositas) dapat
mempengaruh proses emulsifikas: spontan darn SNEDDS. ukuran glebul (M/A),
kelarutan cbat vang lipefil, dan transpor melewat: membran biolog: sehingsa
mempengaruht bioavailabilitas obat Minyak dengan ranta: hidrokarbon sedang dan
munyak dengan rantar hidrokarbon pendek (bobot molekul rendah) akan lebih
mudah diemulsifikasikan dibandingkan minyak dengan ranta hidrokarbon panjang
(Wadhwa dkk . 2011). Konsentras: munvak untuk memperoleh formula optimal
SNEDDS adalah sebesar 20-70% b'b (Tran dkk , 2014). Contoh minyak vane dapat

dizunakan adalah minvak ikan b cucut botol



Ikan hiu cocut botel (Centrophorus sp) berukuran relatif kecil dengan panjang
sekitar 1 meter dan dapat beradaptasi dengan baik pada hingtungan hidupnya
(habitat pada kedalaman laut lebth dar 1000 meter). Bagian haty dari tkan hw cucut
botol terdint dan minyvak sebesar 77.2% dan total berat dan konseniras: skualen di
dalam munvak tersebut sebesaar 79 6% (Popa dkk . 2014). Minvak hati tkan his
cucut botol diperoleh dengan cara skstraks: dart organ hati tkan hm cucut botol
Han ikan hiu cucut botol diambil, kemudian dibersihkan dart lemak dan pengotor
lainnya. lalu dipotong kecil dan dipanaskan dengan subu tidak melebi 80°C.
Minvak hati ikan hiu cucut botol dapat diperoleh melalus eksiraksi dengan suatu
agen dehidras: untuk menghilangkan air dengan cara pendinginan dan senmifugas:
untuk menghilangkan bagan vang mengendap (Gupta dkk _ 2012)

Minyak 1kan hiu mengandung alkilgliserol, skualen. PUFA (polosaturated
Jatny acids) vang dapat memngkatkan imumtas tubuh dan infeks: dan kanker
(Hajimorad: dkk., 2009%), Alkileliserol adalah lemak bioaktif vang terdapat pada
sel dan cawran ubuh merupakan prelourser dan fosfoliprd dan berperan pada fungs:
serta pembentukan membrane sel darah putth dan makrofag (Demau dikdk, 2010).
Alkilgliserol dapat mengaktifkan sistem mmun dengan dua mekanisme vaitu
menstimulasy  sel malkrofag sshinpos meningkatkan akbvitasnyva  dalam
memfagostiosis serta menghambat protein kinase C yaitu kunci regulas: dan
pertumbuhan sel Allalgliserol juga dapat mengurang: efek dan radias: kemoteram
karena memiliki kemampuan dalam melindunet sel membran (Gupta dkk., 2012)

Skualen (CiHsg)s adalah senvaws orgamk dengan struktur 30-cgrbon

pelprewl simetris mengandong enam unit prexyd (1zoprenoid atau ssoprene) dan



merupakan prekursor untuk pembuatan kolesterol atau steroid lainnya (gambar 1)

(Reddy dan Couvreur. 2009).

Gambar L. Strulitur mia skualen (Matva: dkk., 2000)

Berbagai macam =fek farmakologis dapat diperolsh dan penggunaan skualen
antara lamn sehagai bahan pembawa obat untk sediaan emulst bag obat vang
kelarutannya buruk dalam air, dapat melindung obat. meminskatkan waktu paruh
obat, memurunkan toksisitas, dan dapat meningkatkan kemampuan cbar untuk
permeas: melewatt membran sel (Reddy dan Couvreur, 2009). PUFA temvata telah
diteliti mensiliks aktrvitas pada kematian sel tumor serte mencegah aterosklerosis
(Hajimorad: dkic., 2009%).

2 Surfaktan

Pemilihan surfaktan juga mempengaruls formulas) SNEDDS, seperfs milm
HILB, viskositas, dan afinitas terhadap fase munvak wvang dapat mempengaruh:
proses emulsifikas: dan ukuran droplet, Peningkatan konsentras: surfaktan dapat
memperksecil ukuran droplet nanoemulz:. hal 1m karena stahilisasi droplet minvak
scbagm hasil lokalisas: molskul surfaktan pada antar permukaan air-minvak
Fenomena 1 dialabatkan oleh adanva gangouan antarmuka vang ditmbulkan oleh
penetrasi air ke dalam droplet minvak dan dimedias: oleh adanva pemingkatan
konsentras: surfaktan akan mengeluarkan droplet minvak ke fase air schingga
ukurannva memadt lebih kectl (Wadhwa dkke. . 2011). Formula SNEDDS optimal

dapat diperoleh dengan surfaktan sebesar 30-80% b'b (Tran dkk , 2014).



Surfaktan digunakan pada formula untuk meningkatkan bioavailabilitas obat.
Mekanisme vang ditunjukkan oleh surfalctan termasuk menmekatkan disolus: obat,
memngkatkan permeabilitas epithehal usus halus: meningkatkan permeabilitas
tight jurniction. dan menghambat pengeluaran obat oleh P-shkoprotein Tetapt
penggunaan surfaktan dengan jumlah terlslo besar dapat mengirtas: saluran
pencemaan atau dapat juga mengubah permeabilitas dinding usus halus menjadi
bersifat sebaliknyva Nilai surfaktan dengan HLB dan hidrofilisitas fingz disukat
untuk pembuatan SNEDDS dan dapat membenkan daya sebar vang baik pada
lingkungan airr (Wadhwa dkk, 2011), Penclitan vang dilakukan oleh Tran dkk.,
(2014) menggunakan Tween 80 ( HLB= 15.0) dan Cremophor RH 40 (HLB=14.0)
dengan perbandingan 16% dan 34% sebagar komponen surfaktan untuk membuat
SNEDDS kuersetin. Formula SNEDDS membutuhkan nilai HILB lebih dan 12
untuk membentuk vkuran tetesan minvak dalam air kurang dari 100 nm dan dapat
membentuk penampilan dispers: formula vang jemih (Makad:a dkk., 2013).

Struktur Twean Bl (Polvsorbate 80 Polvaxyatinierne 70 sorbitar monoeleats)
adalah campuran dar ssbagian ester dan asam lemak, terutama asam oleat. dengan
sorbitol dan anhidrida teretoksilas: sekitar 20 mol etilen oks:ida untuk setiap mol
sorbitol dan sorbitol anhidrida (Pharmacopeia. 2008). Tween 80 adalah surfaktan
non-tomik hidrofilik dengan nilar HIB sebesar 13,0, disunakan secara luas untuk
agen pengemulst munyak dalam atr (M/A). Tween B0 berbentuk minvak berwama
kuning pada subu 25°C, dengan viskositas sebesar 415 mPas (Rowe dklc, 2009).

Tween 80 jusa terbukti dapat sebasai inhibior P-glhikoprotein seshingoa dapat
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meningkatkan absorbs: obat (Zhangz dkk, 2003) Stuktur Tween 80 dapat dilihat

pada gambar 2.
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Gambar 2, Struktur kimia Tween 50 (Pharmacopeia, 2008)

Croduret 30 88 (Pslyvexyl 30 Hydrogenated Castor Oil) menganduns
terutama ester tri-hidroksistearat dan gliserol teretoksilas:, dengan ssjumiah keeil
polistilen ghkol tni-hidroksistearat dan dan glikol bebas vang sesua, wyang
merupakan hasil dan reaks: ghserol ti-hidrokssstearat dengan 30 mol etilen oksida
HLB corduret 50 55 adalah 14.1 (Pharmacopeia, 2008) (gambar 3).

0 O — (G H;CHa O
I |
CHz~ 0 —HCHa0H00 — L — (CHa)1nGH{EH1)sGHa

5 O—(CH.CH; WM
I
CH; ~ O —{CH;OH-O)y—C —(CHy) .gé} HOH3)aEH,

o O — (CH-CH;0):H
1§ |
CHy O~ [BHEH O — G— (CGHzho CHICH s DHy

Gambar 3. Struktur kimia Polvexyl 30 Hydrogenated Castor Off (Shak, 2011)

Pada struktur kimia terdapat nilai E=L-+-M-N+-X~+Y+Z vaitu jumlah rata-rata
mol etilen oksida dan 10 — 100. Pada Crodurst 30 S5, mumlsh mol etilen oksida
adalah 30 Pada penchitian yvang dilakukan oleh Hazan dklc . (2013) membuat
formula self~-microemulsifying drug delivery system (SMEDDS) dengan zat aktif

kurkumin dan melakukan uj kelarutan menggunakan surfaktan Croduret 50 S§.
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Semfikar analisis Crodoret 30 55 dapar dilthat pada lampiran 1 dan spesifikast
Crodurst 30 55 berdazarkan USP 32-NF 27 dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1. Spesifikasi Crodurer 30 55 (Polyoxyl 50 Hydrogenatad Castor Oil) (Pharmacopeia, 2008)

. . Persyaratan -
Spesifikasi TSP j‘-l—NF 27 Croduret 30 S8
Angka asam 00-20mes KOH'p 03me KOH's
Angka hidroks: 60 -80mgKOH'g 71235mgKOH g
Angka iodin 0.0-20=12'100's 02212100 g
Angka penyabunan 45 -69meg KOH'g 33.6mg KOH'g

2 Ko-surfaktan

Formulast SNEDDS vang efeknf biazanyva membutuhkan konsentras:
surfaktan vang tingm. Surfaktan ndak cukup menurunkan tegangan antar
permukasn munyak-air untuk menghasilkan nanoemuls: sehingza diperlukan
penambahan molekul amfifihk rantar pendek atau ko-surfaktan uvntuk membanty
menuronkan tegangan permukaan mendekat nol. Ko-surfaktan dapat menembus ke
dalam monolaver surfaktan sshinggas membenkan fluiditas tambshan sehingsa
mengganggu fase knistal cair vang terbentuk ketika film surfaktan terlalu kaku
{(Wankhade dkic, 2010). Ko-surfaktan atau ko-solven sepern etanol. propilen glikcol.
dan polietilen glikol dibutubhkan untuk memfasiitas: diselus: surfaktan drefilik
vane konsentrasinva tingzm (Wadhwa dkk., 2011) Fungsi ko-surfaktan pada
SNEDDS vaitu dapat memperbesar muaian obat dalam formula. memodulas: wakm
emulsifikast dan SNEDDS, serta dapat memodulas: ukuran tetesan dan nanoemulst
vang terbentuk (Makadia dick. | 2013), Pada penelitian Tran dkk | (2014) membuat
formula SNEDDS kuersetin dengan komponen PEG 400 sebagai ko-surfaktan

dengan konseniras: antara 0-30% b'b.



PEG 400 (Polietilen ghikel 40() adalah polimer tambahan dan etilen oksida
dan air dengan bobot molekul rata-rata sebesar 380 — 420 dengan rumus kimia
HIOCH:CH:).OH (gambar 4}, dimana n adalah rata-rata jumlah grup cksietlen:
PEG 400 berbentuk catran kental, tidak berwama, transparan dan jernth, membeku
bekupada4 - 8°C. pHsekitar 4 0—7.0.

HTO o "
n
Gambar 4. Struktur kimia PEG 400 (Pharmacopeia, 2008)
B. Simplex Lattice Design

Permasalahan vang biasanva terjadi dalam ranah farmasi adalah ketika
komponen untuk formulas: sanzar bervariasi sehinega dibutuhkan optimas: uniuk
memperolek formula optimal Simplex lattice dapat digunakan untuk menentukan
propeorsi relatif setiap bahan yang digunakan untuk optimas: formula sehubungan
dengan variabel vang ditentukan (Garala Kevin dkk- . 2008).

Metode simplex lattice desion untuk 3 komponen direpresentasikan oleh
segifiza sama sist pada ruang dua dimens: (gambar 3).

batu

AN AT R0V

0000 HIK3(12121) HELn
Gambar 5. Simpiex lomice design untuk 2 komponen (Prajapac dide, 200%)



Terdapat niga vanabel bebas, satu variabel pada tap sudut (X3, X X3), sam
pada pertengahan gans diantara sudut (N30 X0Xs XiX3), dan satu pada tink pusat
segitiga (X1X2X3) Senap sudut merepresentasikan bahwa formula mengandung
konsentras: maksywoum dan 1 komponen, dengan ! komponen lain pada l=vel
mmmum Ketnudian btk tenoah antara doa sudut merepresentasikan sebuah
formula yang mengandung rata-rata dan jumlah mmimum dan maksimum dan 2
bahan pada dua sudut segitiga tersebut Tink tenpah segmiga merepresentasikan
sebuah formula vang mengandung sepertiga dar masine-masing bahan (Prajapan
dik.. 2009).

Hubungan fungsional antara respon (variabel tergantung) denacan komposist
(variabel bebas) dinvatakan dengan persaamaan-

Y =b0 -+ biXj+ baXa+ baXs + b12X) X+ bz aXaX5+ braXoXa + br:sXaXaXa

Dmmana Y adalah respon (vanabe! terganmung), by = respon rata-rata
aritmatika untuk 7 7, dan b adalah koefisien estimas: untuk fakoor X1 Efek utama
(X X2 X3 merepresentasikan hasi] rata-rata perubahan satu faktor pada suam
wakiu dan milai rendah ke tinggi. Hubunzan mteraks: (X X350 X306 XXX
menunjukkan bagaimans respon berubah kenka 2 faktor atau lebih berubah secara
simultan (Prajapan dkk., 2009)

Perangkat lunak Design Experr 7.1 adalah salah satu program untuk
membantu optimas: formula dengan berbagai macam pendskatan salah satunva
adalah metode Stmplex Lartice Design Analisis regres: dan analisis vanast
(ANOVA) digunaksn untuk mendeterminast kosfisien regres1 dan sionifikans

statistik dan sest model matematika vang sesuar Pemuhhan model vang sesuat
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untuk data eksperimen apabila model dinilar paling signifikan dengan p-value <03,
nila koefisien determinas: (R-) mendekan 1, dan lack of fit test menunjuklan tidak
ada perbedaan signifikan antara model prediks: dan observas: (p walue =0.03).
Selain tu, pada Design Expert terdapat grafik kenormalan internally studentized
restdual untuk mensmukan normalitas data, dan terdapat grahk contow- plof untuk
menunjukkan kombinast komponen yang saling mempengaruhi terhadap nila
respon melaluy wama-warna vang berbeda

Tumuan dan optimas: adalah untuk meminimalkan eksperimen wvang
dilakukan serta menurunkan biava percobaan dengan hasil maksimum yang
dunginkan  Optimas: formula dengan Design Expert dilakukan dengan mernlth
bobot kepentingan tertentu dan nilar 1 hingga 5 berdasarkan kepentingan penelitt.
Optimasi dilakukas untuk mendapatkan respon vang sesuai dengan vang dunginkan
(desirability), Berdasarkan hasil optimas: Design Expert dapat diperoleh beberapa
solusi dengan berbagar nilat desirabiliny. Nilat desprabiiiy adalah untuk
menentukan derajat ketepatan hasil solusi optimal Nilai desirability diharapkan
mendekat: satu, vang berart akan semakin ungg: ketepatan optimas: Setelah selust
formula optimal diperoleh maka dapat dilakulcan venfikas: formula dengan Derign
Expert. Nilai prediks: diperoleh melalut Poinr Frediction vang terdin dant CT193%
(Confiderice. Interval) waito milai rentang rata-raia hasil observasi pada taraf
kepercayaan 953% dan Pl 93% (Prediction Interval) vartu rentang mia prediks:
individu hasil observas: pada taraf kepercayaan 93% (Lertsantthanakomn dkk .

2013; Nupmsah dlde , 2013).



C. Jinten Hitam (Nigella sariva L.)

Jinten hitam atau Nigella szativa dikenal sebagar kalony, dan digunakan
sehaga: bumbu masakan pada dacrah India dan Timur Tengah Rasa jinten hitam
sedikit pahit (Sharma dkk., 2009). Telah banvak penelitian tentang jnten utam
vang berefek sebaga anuibakten antjamur, antidabetes, antioksidan. antikanker,
antunflamasi, tmunomodulator, aktvitas  kardiovaskuler, nefroprotekuf
hepatoproteknf, anttkonvulsan (Ahmad dikk | 2013)

Klasifikasi tlmiah-

Kingdom - Piantas

Dhvisi  : Magneiiophyita

Orde - Ranmunculales

Famili . Rammculaceae

Genus - Nigella

Spesies : saniva (Sharma dkl . 2009)

N sativa adalah bunga vang tumbuk tshunan dengan unem 20 — 90 cm.
dengan daun halus. segmen daun merupakan bagian yaneg lurus sempit hingga
membentuk sepert: benans. Bunga benekstur tipis dan berwama putih, kuning,
merah muda_ biru pucat, atau unge pucat, dengan 3 -10 helar daun bunga Buah
berukuran besar dan miembentuk kapsul mengoeiembung terdinn dan 3 -7 onn
kantong vang masimng-masing terdiry dan banvak byt

Biji ynten hitam secara makroskopis berukuran kecil, dikoul, berbenmk
segitiga. ukuran 2 —3.5 mm x 1 — 2 mm, berwarna hitam di bagian luar dan

berwama putth di dalamnyva berbau apak hamm dan berasa pahit (gambar 6).
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Secara mikroskop:s. bagian melintane biji berupa lapisan epidermis tunegal terdint
atas sel yvang berbentuk elips, berdindinz nipts, bagian luar dilapisi oleh kunkula
papilosa wama coklat tua: Epidermus dukun oleh 2 — 4 lapizan sel parenkim vang
panyang, terdapat lapisan berwama dengan szl memanjang yang berbentuk persem
panyang. Pada b pntan hitam secara mukroskopis terhhat berwamma hitam

kecokelatan dengan sel parenkim dan gelembune minyak (Ahmad didk | 2013)

| -
Gambar 6. Biji jinten hitam

Komponen kimia nnten lemak terdiri dan lemak (31 —335.3% b'b). protem
(16— 12.9% b/b), karbohidrat (33.9%); serat (4.5 — 6.5%) (Boseila dan Messalam:
2011). Komponen lemak dan bijt pnten hitam terdin dar: miunvak lemak (fixed ot}
dan mnyvak atsin (volarle oil). Minyvak lemak terdini dan asam lemak ndak jenuh
yvaitu asam hinoleate (30 — 60%), asam oleat (20%). asam etkodadienocat (3%), dan
asam dihimolinoleat (10%9%), serta asam lemak jenuh vaitu palmitat dan asam
stearate dengan total 30% atau kurang. Sterol utama pada bip finten hitam adalah
a-sterol (44 — 45% ) dan toial sterol di Tunisia dan Iran. dukut: oleh stiomastercl
(6,57 — 20,92% dan total sterol) (Cheikh-Rouhou dkk | 2008). Total mnyvak atsin
sebesar 04 — 2. 3% (Al dikk, 2014) dengan kompos:isi imokumon, ditimokuinon,

p-cymene, carvacrol, d-ferpineol, t-anethol, longifolene seskuiterpen. a-pinene,
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timel. dan lain-lam (Nickavar dkk . 2003), Jinten hitam juga mensandung alkalosd
vang terdin dan dua jemis vain alkalosd sokminclin (#igellicrsne dan
nigeiliciming N-oxide) serta alkaloid pirazol (nigellidne dan migellicine). Jmten
hitam jupa mengandung alpha-hederin vaitu  trterpens pentasikiik larot awr dan
saporin vang potensial sebagar anty kanker (Ahmad dkk  2013).

0O

\
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Gambar 7. Struktor kimia tdmekuinon (Tubesha dkk., 2013)

Timokumon adalah komponen dan minyak atsin (volatile oil) vang memiliks
efek farmakologis paling utama dan jinten hitam (gambar 7). Jinten hitam memliks
aksi farmakologis vang telah ditelifi s=jak lama. vaitu antara lain sebagar antibakieni
(Halawan, Iﬂﬂ?], antikanker (Khan dkk | 2014), antidiabetes (Kaleem dkk _ 2006),
anti-inflamasi: dan analgesik (Bashir dan Qureshs, 2010), antioksidan (Ashraf dkk .
2011), dan vang terutama adalah sebaszai imunomodulator (Salem, 2005). Pada
penelitan vang dilakukan Snmingsith dan Wibowe (2008) dengan dosis ekstrak
eianol jinten hitam sebesar 10, 20, dan 10 mg 200 gram bobot tikus temmyvata mampu
meningkatkan aktifitas makrofag mencapa: 87%. Penelitian vang dilakukan olsh
Santoso dkk . (2012) dengan mensuj: zat utama dalam jinten hitam vaitu minyak
atiiri dengan kandungan utama timokuinon sebanyak 0019 ternyvata dapat
memngkatkan aktifitas makrofag melalm aktvast langsuns IFN-y untuk

mengaktifkan makrofag, Timokumnon juga dapat mengaktivas: dan memngkatkan
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proliferasi sel T sitotoksik (CDE™), juga dapat meningkatkan prolhiferast dan
produlks: [FN-y (Salem dkle  2011).
D. Sistem Imumn

Sistemn kekebalan tubuh adalah bagian yvang kompleks dan tubuh dan fungs:
utamanya adalah untuk membentuk pertahanan dan seranpan viros, bakten,
protozoa. dan parasit menular vang disebut mikroorgansime. Pada orang dewasa,
sel-sel yvang membentuk sistem pertahanan tubuh diproduksi pada sumsum tulans
dan beredar di darah dan pembuluh hmfattk Pembuluh lmfank terkecl
mensumpulkan cairan getah bening dari jaringan lalu bergabung bersama melewan
kelenjar getah beming di mana apen asing vang terperangkap akan mengarzh ke
respon tmun. Akhimya satu saluran limfank utama akan bergabung dengan vena
mengembalikan darah kembali ke jantung sehinpgga getah bening bergabung
kembali ke darah Darah dan getah beming melewatt organ sepertt limpa dan haty da
mana agen asing tadt telah dihancurkan oleh sistem imun (Sompavrac, 2011).

Sistem 1mun terdiri dan 2 baman utama vartu:
1. Alami (imnare atau non-specific)

Terdir: atas sel Nafizal &ller (NK), sel fagosii (neutrofil, monosit, makrofas),
sel dendrink_ dzn granulosit (basofil, sel mast eosinofil) (zambar B).
a. Sel Natwral kilier (NK}

Tipe lain dan limfestt yvang berperan dalam membunuh sel vang tennfeks:
virps. Sel NK dapat bekena dengan dua cara, vang pertama dalah sel NK memiliki
reseptor Fc vang dapat mengenaly [oG vang terikat pada sel targét dan

membunubnva melalm proses sitotoksik seluler vang bergantung antthodi
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Sedanckan sistem kedua berdasarkan killer activating receptor wvang akan
mengenali molekul berbeda pada permukaan sel target dan Kller-milibitory
receptor mengenalh molekul MHC kelas 1 pada permukaan sel Meskipun semua
sei normal mengelspresikan MHC kelas 1 tetapt ada yang kehilansan
kemampuannva untuk mengekspresikan molekul 1. contohnva -adalah setelah
teninfeks: virus herpes. sel akan kekurangan jumiah MHC kelas [ sehingea ndak
ada sinval penghambat dan hller-tnhibitory receptor, hal i1 menyvebabkan sel NK
dapat memasukan menginsersikan perforin pada membran se! dan memasukkan

granzim vang toksik (Delves dan Ront, 2000).
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Gambar 5. Respon imun alami dan adaptif Foogs: respon imon alame adalah sebagas
perizhenan pertama dalam mencegsh mnfelkw yang terdirr dan profein Eomplemen dzn
romponen seluler termasyuk sranulosit (basofil, eosincfil dan aevirefil), sl mast, makrofag,
32| dendntik, dan-sel Natural filler (INK). Bespon imue adaptef memnlil respon yans lambat
tetspt memtihbl memon pada antigen tertesty, respon dmun i terdin dan ze! B vang
menghasilkan antibods, dan =2l T limfosst CD4= dan CD8=- Sa1'T Naturg &iller dan 521 T ¥4
adalah 3] limfosst sitotoksik yane merupakan bactan dan respon imun alami dan sdapif
(Dranoff 20043

b. Selfagosit
Terutama ‘adalah menosit (dalam darah) dan makeofag (pada jzningan).
Termasuk neutrofil, basofil, dan eosinophil disebut granulosit karena menganduns

gramil sebagar bahan toksik untuk membunuh bakten, jamur, dan parasit ukuran



besar. Neutrofil dapat tersirkulasi pada aliran darah dan migrasi pada jaringan jika
dibutohkan sel 1 ndak hidup dalam wakm lama dan dapatr diproduksi pada
sumsum tulang Fosmefil minp sepertt peutrophyl dan  dibutuhkan untuk
membunuh muikroorganisme besar sepert: parasit. Basofil (ketika dalam darah) dan
sel mast (kenka di dalam janngan) adalah =<l pada zranulostt, di mana basofil tdak
memfagositosis tetapt berperan untuk menank sel imun lainnva vang terlibat pada
alergi. Sel lam adalsh monosit (dalam darah) atau makrofag (pada jaringan),
makrofag juea termasuk aniigen presenting cells (APC) vang mempresentasikan
anmtigen pada limfosit sehingea tegadi respon tmun (Sompayrac, 2011). Makrofas
adalah faposit mononuklear yane dapat bermigras: Makrofag ditemukan dalam
jumlah banvak ds janingan konekuf. di jaringan submukosa intestinal di paru-paru,
di han, d: himpa dan sepanjans pembuluh darah spesifik Fungs: makrofag adalah
sehagat  pengenalan pathogen (pathogen-recogniha) dan  sel yang
mempresentasikan antigen (Anfigen Presentating scavenger celis) melalur molekul
MHC. Makrofag {uga sebaga1 sumber sitokin pro-inflamias: sepertt 1L-10, TL-6,
TNF-o. dan CXCLES. Sel imi penting dalam proses menelan dan membunuh
mikroorganisme serfa memulsr respon mmun selanjutmya Makrofag  dapat
membersibkan tubuh dan sel vang mat dan dsbns. Makrofag mengekspresikan
reseptor dipermukaan, vang dapat membedakan berbagail komponen bakten seperti
karbohidrat bakten (reseptor mannosa, reseptor zlukan), hipid bakten (reseptor
LPS). serta struktur lainnva vang biasanya dstemukan pada permukaan patogen
(roll-like receptors, scavempgers recepfors). Pengikatan bakteri pada reseptor

makrofag menstimulas: proses penclanan dan patogen pada vesikel mmrassluler,



vaitu suatu proses vang disebut fagositosis. Awalnya, reseptor terikar patogen akan
dikeliling: oleh membrane dan fagost Kemudian dukuti proses internalisas:
patogen ke dalam vesikel mtraseluler, vang dissbut fagosom: Presss perusakan
mikroorganisms dalam fagosom terjadi dengan penuruinan pH  Selanjuinya
fagoszom bergabung dengan liscsom, dimana dapat membunuh patogzen melalm
enzim lisosomal Makrofag memproduks: zat toksik untuk membunuh
mikroorganisms. termasuk peptida antimikroba oksida nitr (NO), anion
supercksida (07"} hidrogen peroksida (HaQ:) Oksida mitrit dihasilkan oleh
inducible nitric oxide symthase (NOS). Superoksida  disimtesis  secara
multikomponen, membran-terasosisasi NADPH oksidase pada proses vang dikenal
sebaga: respiratory buwrst. lebth lamjot dikonversikan oleh enzim superoksida
dismutase menjadi H:0z (Schumann_ 2012)
c. Seldendntik

Sel dendniuk bekena scbagai anfipen preseniing ceils (APC) ketka
mengenali molekul pada mitkroorgamsme tertentn. Meolekul hipopolizakarnda pada
permukaan bakter: gram neganf merupakan salah saty moleku! vang dikenali oleh
sel dendritik, sedangkan pada bakteri gram positif yvang dikenali oleh sel dendmtik
adalah asam tetlcoat. Aktivasi akan menvebabkan sel dendrink mengekspresikan
molskul kostumulatonn B7 (CD B0 dan CD 86) pada permukaannyva vang akan
menvediakan sinval uvntuk aktivast limfesit Sel dendntik yang akef akan
bermigras: menuju kelenjar getah bening di mana akan mempresentasikan antigen
pada sel T. Antizen akan diproses secara intraselular menjadi peptide pend=k olch

proteolitik sebelum dipresentasikan oleh major-histocomparibilitv-complex (MHC)
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pada permukaan sel dendritik Ada 2 kelas molekul MHC vaitu kelas T (HLA-A_
HIA-B dan HLA-C) dan kelas IT (HLA-DP. HLA-DQ. dan HL A-DR) Molekul
MHC kelas H akan menvampaikan peptida pada reseptor sel T di permukaan sl T-
helper (Delves dan Rostt, 2000).
2 Adaptf (acguired atau specific)

Sistem mmun adapuf diperantarar oleh sel limfosit T dan sel limfosit B yang
dijelaskan sebagai bertkut:
a Sellimfosit B

Sel im menetap di kelenjar getah bening dan himpa sel mi dewasa pada
sumsum tulang di mana skan bercaks: pertama pada bagian kecil mater:sl asing
(disebut pengenalan antigen) Ketika bereaks: dengan antigen_ sel B akan menjad:
dienif dan melepaskan antibodi spesifik (atan immunogicbulin), Setiap antibod:
dapat menempe! secara spestfik pada sekuens kumia tertentu dan matenial asme
Keuika sel B teraktivas:t setelah mengenalt antigen, sel akan terbagm dua nipe. Tipe
pertama adalah sel plasmavangakan membuat dan melepaskan antibod: vatie sama
dalam jumlah besar ke dalam aliran darah dan akan mat: dalam beberapa mingou
Tipe lainnva adalah sel B memon vang dapat hidup selama beberapa tahun. Ketika
antigen vang samz dating lagi sel B im akan langsung aktif dibandingkan
responnya vang pertama schingga pelepasan antibodi yang sepsifik akan lebsh
efisten. Ada 6 macam immunoglobulin vamu IgG, IeM, IgA. IgD. dan IgE. IeG
akan melawan bakter: dan toksinnya IgM adalah anubodi pertama yang akan
mengenali antigen. Igd terdapat pada permukaan atas secret, seperh saliva Igd

secrerary memililks melelul sekeetort vang alean mehndunm Ied dan pemotongan



enzim proteolimk pada sistem gastromntestinal. IeD terdapat pada permukaan s=1 B,
IgD dan sel B zkan mengekspresikan reseptor antigen vang sama IgE berguna
untuk melawan parasit dan berperan pada rezksi alergs Reaks: antara antibed: vang
spesifik denpan antigen akan membantu respon wmun  menghancurkan
mikroorganisme yang disebut imunitas humeral (Delves dan Rowtt, 2000)

b. Sellimfosit T

Sel Th (7 helper) dapat berdiferensiasi menjadi beberapa nipe s=l efektor vatin
Thi, Th? dan szl Thl7 Selint dikarakternsasi oleh sitokin vang diproduksi, Szl
Thl memproduks: IFN-y dan mengaktiflan makrofag serta sel lain untuk melawan
pathogen mtraseluler. sel Th 1-TFN-y juga mengnstruksikan sel B memproduks:
antibod: subkelas G2 Sel Th2 berperan dalam proteks: parasit multuseluler dan
memproduks: IL-4, T1.-5_dan IL-13. Sitokin it mengontrol fungsi eosinofil, basofil,
dan epithehia mukoszal 1L-4 juea menminstruksikean s2l B memproduksi antnibods IeE
vang penting untuk melawan parasit melalu efek sel mast dan aktivasi basofil. Set
Thl7 memproduks: IT.-17 yatig berperan dalam mengerahlean neutrofil ke tempat
infeksi. Respon sel Th17 termasuk proteks: terhadap bakien dan jamur ekstraseluler
(Medzhitov_ 2007),

Sistern imun alami atau fmate muniny merupakan pertahanan tubuh
pertama dalam respon mmun Setelah mfeks:, sistem imun alami akan mendeteks:
dan menverang makroorganisme daltam beberapa menit atau jam, kecualt jika sistem
imun alami tidak mampu lag menyverang mikroorganisme, maka akan dibutuhlan
sistem imun adaptif Malrofag dan gpranuiosit neutrofil merupakan sel fagosit vang

paling dominan dalam stetem imun alami (Schumann, 2012).



Keberadaan tiga sub populas: makrofag divsulkan vaimu makrofag teraktivas:,
perbaikan jaringan, dan makrofag regulator. Tipe pertama adaalah makrofag tipe
klasitk dengan aktivitas tumensidal dan miukrobisidal yang akan mengeluarkan
sefumiah mediator pro mflamast dan sitokin, mempresentasikan antizen pada
limfosit T, dan berperan pada respon imun seluler. Tipe kedua, diaktifkan oleh I1-
4. vang berperan pada perbatkan jaringan dengan menstimulas: fibroblast dan
mempromosikan deposist matriks ekstraseiuler Tipe ketiga memiliky aktivitas
rezulator: dengan pelepasan IL-10, sebuah sitokin anti-inflamas:, Pada inflamasi.
makrofag berperan sebagar APC. berpotensias: dalam aktivast limfosit T dan
Iimfosit B dengan eksprest molekul kostumulatorn, dan pelepasan sitokin pio
inflamas: seperts [T.-1_ I1.-6, [1.-12_ TNE-go, dan kemekin (Cruvine! didke  2014).

Imunomodulator adalah suatu zat sintetik atau alami vane dapat memperbaiks
sistem imun vang fungsinya terganggu atau menekan sistem imun vang terlalu akaif
{Naga Preethi dan Rajeshwan, 2014). Golongan imunomodulator dibag: 3 yvartu
& Imunoadijuvan

Adalah zat vang dapat digunakan dalam kombinas: dengan antigen spesifik
untuk menchasilican kekebalan vang lebih baik dibandingkan jiks diounakan sendiri.
(Naga Preethi dan Rajeshwan, 2014).

b. Imunostimuian

Adalah zat yang digunakan untuk memngkatkan kekebalan tobuh melalu

respon-imun alamsi atau adaptif Imunostimulan dapat meninokatkan fagositosis. sel

Natural kller, komplemen, lisozim  dan respon antibodi. Aktivasy funes



imunologis i dapat meningkatkan perlindungan terhadap penvakit infeks: Conteh
mmunostimulan:
1) Obai: contohnva adalah [evamisol
1) Sitokin : contohnya adalah Interferon (IFN) dan Interleukin (IL) (Naga Preethi
dan Rajeshvean, 2014,

¢. Imunosupresan

Adalah zat yang dapat menskan sistem imun dan digunakan umtuk
mengontrol respon tmun patologis pada penvakat autormun. peneolakan transplantas:
organ, dan lain sebagainva Contoh obat imunosupresan adalah glukokortikoid,
siklesponn, sirohmus, szathioprine, dan lain lzin (Naga Preethy dan Rajeshwan,
2014

E. Landasan Teori

Timekuimnon adalah senvawa dalam minvak atsirt ekstrak jinten hitam vang
memiliki =fek sebaga imunostimulan (Al dkk | 2014) Penehitian oleh Santoso dkk .
(2012) dengan munvak atsin jinten hitam 0,01% dapat meningkatkan aktivitas
fagositosis makrofag Penelian Snningssh dan Wibowo (2008) dengan dosis
ekstrak stanol jinten hutam 10, 20, dan 40 mg200 g bobot tikus yang diberikan dua
kali sehan ternvata meningkatkan fagositosis: makrofae Penelinan Akrom dan
Marsetvawan (2013) temvata ttmokumon yang terkandung dalam ckstrak jinten
hitam dengan kadar 6.8; 68; dan 136 mp kgBB nkus dapat meminglatkan jumlah
sel T (CD4™ dan CD87), meningkatkan jumlah limfosit limpa dan kadar IFNv. serta

meningkatkan jumiah dan aktiatas fagositosis makrofag.



Penelitian yang dilakukan oleh Ahmed dkk . (2014) melakukan formulas:
kuersetin dengan minyak asam linoleats, surfaktan Tween 80 dan Tvieen 60, seria
ko-surfaktan PEG 400 dan promlen ghkol temvata dapat meningkatkan
aktivitasnya sebagar hepatoprotektor. Penelinan Joshi dkk, (2013) dalam
memformulast kurkumin menjadi SNEDDS temvata dapat meningkathan
efikasinva sebagar neuroprotekior. Penelitian vang dilakukan oleh Shahnaz dik |
{2011) diperoleh hasil apabila nancemuls: berukuran kurang dan 100 nm akan
dapat memngkatkan absorpst obat menjad: lebth batk. Penelitian oleh Amudha dan
Komala (2014) tentang SNEDDS ekstrak Eclipra alba membenkan hasil yaru
waktu emulsifikas: kurang dan 1 menit serta milas polidispersity index (PDI) kurang
dari 1. Penelinan Tran dkk, (2014) melakuokan optimas:i SNEDDS dengan
konsentas: munvak sebesar 20-70%, surfsktan antara 30-80%, dan ko-surfaktan
antara 0-30%, diperoleh nanoemuls: berbentuk sferss tanpa adanva perubahan,
ukuran tetesan kurang dan 200 nm_ tidak terjadi endapan, dan zeta potensial lebih
dann =30 mV agar tudak tepadi agregas: Penelinan eleh Dash dkk. (2013)
melakukan optimast SNEDDS dengan Designr Expert dan diperoleh hasil formula
optimal mengandung munyak sebesar 30%, surfaktan sebesar 43%, dan ko-
surfaktan sebesar 25%.

F. Hipotesis
Hipotesis pada penslitian 1 vato:
1. SNEDDS ekstrak jinten hutam (Nigella sariva L) dapat dioptimasi dengan

metode Simplexr Lattice Design menjadi formula SNEDDS optimal dengan
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komponen minyak skan hra cucut botol antara 20-70%, surfaktan antara 30-
80%%, dan ko-surfaktan antara 0-30%.

Formula optimal SNEDDS ekstrak jmten hitam (Nigella sativa L)) mampu
memngkatkan rasio sel makrofar dan imdeks fapositosis makrofag

dibandinckan dengan cksirak jinten hrtam.



BABII
AMETODOLOGI PENELITIAN
A. Bahan
Semua bahan vangs dicunakan pada penehitian im memiliki kualitas pro
analisis kecuali disebutkan khusus

a DBahan untuk membuat ckstrak jinten hstam antara lain bijs jinten hitam
(diperoleh dar Pasar Beringharjo) dan stanol 96% (diperoleh dan General).

b. Bahan untuk uj: kelarutan antara lam skstrak jinten hitam PEG 400 (diperoleh
dari Brataco). propilen glikol, Tween 80, Tween 20, etanol 96%: (diperoleh dan
General), mimnvak tkan hiu cucuot cotol (diperoleh dant KUD. Cilacap), Croduret
30 88 (PEG-30 Hydrogenated Castor Oil) (Croda). plat silikagel 60 Fas
(Merck) stanol 96% pro analysis (Merck). standar nmokuinon (Sigma), toluen
(Merck), =ul azetat (Merck)

c. Bahan untuk membuat SNEDDS antara lain ekstrak jinten hitam. munvak ikan
hiz eucut botol (diperoleh dart KUD. Cilacap), PEG 400 (Brataca). Tween 80
(dipereleh dann General), Crodurst 30 85 (PEG-30 Ehdragenated Castor Oil)
(Croda).

d. Bahan untuk membumt artifictal gastric flurd (AGE) terdin dan  akuades
(diperoieh dan Brataco). NaCl dan asam sulfat 37% (Merck).

e Bahan untuk up farmakolog terdin -atas tikus putih jantan galur Sprague
Dawiey umur & mingeu dengan berat 163 gram=23 gram. ketamin hidroklorida

(Pizer).



f Bahan wntuk uji imunostimulan antarz lam RPMI Medium 1630 powder
{Gibco), PBS (Gibeo), Fetal Bovine Serwm (Biowest), Pen Swep (Penicillin
Streptamycin) (Gibco), Fungizone (Amphotericin B 2300 pz'mL) (Gibeo).
Giemsa (Merck), metanol (Merck), Zatex deads polistivene 3.0 um (Sigma),
alkohol 96% kuahtas farmasetik (diperoleh dan Brataco).

B. Peralatan
Peralatan vans dipunskan pada penchitian it adalah kompor, oven, neraca
analisis digital (Ohauss), alat-alat gelas (pyrex), stopwaich, conical flash (Twaka),
voriex mixgr (Themmolyne), wltrasonicator (1. P. Selecta). waterdarh (Memmert).
sentrifugator (EBAS). magnetic stirver (Stuart CB162), yellow tip (Kan Jan), blue
tip (LPI}, pH meter (HANNA), viscometer Brookfield tipe cone and plate.
membran filter dengan pon-pori 0,45 mm, kertas saring, chamber, TLC scanner

(Shimadzu). pipet mikro Socorex® (0.3-10; 3-30; 50-200. 200-1000 ul.), eppendorf

tube. particle size analyzer (PSA). spuit | mL dan 10 mL (Terumo). spuitoral tikus,

plate 24 (Twaky), kandang tikus (diperoleh dan LPPT), laminair airflow, mikroskop

nmverted (Olympus), kulkas, tabung konikal 13.0 ml {Biologix), coversiiz 13 mm

steril (Nunc).

C. Jalannya Penelitian
1. Determinasi Biji Jinten Hitam
By jinten hitam vang diperoleh dan pasar Bermmghano dideterminasi terlebih
dahulu. Determinas: tanaman dilakokan di Laboratorium Biolog: Fanmnas: Fakultas
Farmasi Universitas Gadjah Mada untuk membuktikan kebenaran bi jinten hitaim

vane akan digunakan pada penslitsan.
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2. Pembuatan Ekstrak Jinten Hitam

Ekstrak diperoleh dengan cara maserasi, vaitu sebanyak 2 kg bin jinten hitam
dioven pada suhu 30°C selama 2 jam._ lalu digiling hingga halus; hasil silingan
kemudian dimaserast dengan 12 L etanol 96% hingsa seluruh bagian simplisia
terendam etanol, lzlu disimpan dan diaduk selama 3 harnt Hasil maserast diambil
dan disimpan dalam wadzah tertutup rapat, s1sa ampas diremaseras: dengan etanol
96% scbanyak 6 L selama 5 han Hasil remaserasi kemudian diambil dan
digabungkan dengan maserat sebelumnva, lalu disanng dengan kam dan
dipanaskan denzan penangas air hingga diperoleh bobot ekstrak konstan (Sugindro
dan Diajadisastra. 2008).
3. Karakterisasi Ekstrak
a Pensamatan organoleptis ckstrak meliputi penampilan fistk wama dan bau

setelah tercapai bobot konstan pada ekstrak.

b. Viskositas

Spindle dipasang pada viskosimeter. Ekstrak jinten hitam dimasukkan ks
dalam cup. Spindle silinder 25 mm vang telah terpasang diarahkan ke dalam cup
tegak lurps sampait tanda batas. Setclah . alat viskostimeter Brookefield tipe cone
and plare dinvalakan. Kecepatan spindle di atur dari 50; 62.5; 75; §7.3; dan 100
rpm pada suhu 23+1°C dengan interval wakin 10 detik. Hasil viskositas akan
langsung dicatat oleh komputer (Exd dkk | 2014).
c. Kadar air

Plat aluminmm kosong ditara dalam alat Maisture Balance Sebanvik 1.0

gram eketrak pinten dintmbang pada plat alominium tersebur. Alat diamp, kemudian
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alat dinyalakan dan ditungou hingea suhu 105°C. Hasil kadar air ekstrak yans
tertera pada monitor kemudian dicatat
4. Identifikasi Kuantitatif Fkstrak FEtanol Jinten Hitam dengan KILT
Densitometri

a Pembuatan kurva baku timokumen

Larutan stok nmokuinon dibuat sejumlah 10,4 mz/' 10 mL, kemudian diambil
schanvak 1.0 ml. dan dimasukkan dalam labu takar_ lalu ditambahkan etanol 96%
p:a hingga 5.0 ml. Setelah 1w s=n larutan bakn sehanyak 1.2 4 8 16, dan 37 pl
ditotolkan pada plafe silikagel 60 Fz34, kemudian diclusi menggunakan fase gerak
toluene — etl asetat (98:2) hingga batas atas, lalu plare diangkat dan dikenngkan,
dan densito dilakukan pada pamjang gelombang 236 nm.
b. Ujt kuantiatf imokiinon pads skstrak jinten hitam

Sampel dimimbang dengan scksama sebanyak 2000 mg lalu diekstraks:
dengan stanol 96% p.ahinoga > ml Sampe] ditotolkan sebanyak 5.0 ul. pada plate
sibikagel 60 Fz:4 lalu dimasukkan ke dalam chamber yang telah jenuh bensi fase
gerak toluene — etil asetat (98: 2) Selanjutnya sampel dielusikan hingga batas atas
8.0 em lalu diangkat dan dikeningkan kemudian densiio dilakukan pada panjang
gelombang 256 nm. Perlakuan dikenjakan ssbanvak tiga kali replikasi:
5. Uji Kelarutan Ekstrak Jinten Hitam Dalam Minyvak, Surfaktan. dan Ko-

surfaktan

Prosedur kerja vang digunakan pada tahap int mengacu pada penelitian Patel

dikle _ {2011). Pengujian dilakukan dengan menambahlkan 2000 mg skstrak jinten

hitarn ke dzlam 1.0 gram pembawa (minvak ikan lhu cucut botol, Tween RO,



Croduret 30 S8, Tween 20 PEG 400 dan propilen glikol) secara terpisah. Campuran
mi dihomogenkan dengan vorfer selama | ment untuk membantu pelarutan,
kemudian dikondistkan dalam warerbari pada suhu 43°C s2lama 10 memit. Prosas
pelarutan ckstrak dalam pembawa dimaksimalkan dengan alat w/ra sonicaror
selama 15 memt dan dibiarkan selama dua han dalam wdara terbuka Setelah dua
hart ekswak wang udak terlarur dipisahkan dan skstak yang terlarut melalu
sentrifugast 3000 rpm selama 20 ment (EBAR), Supernatan diambil dan ditimbang
sehanyak 0,30 gram. dimasukkan ke dalam labu takar dan diskstraksi dengan etanol
06% p.a hingga 3.0 mL. Sampel kemudian ditotolkan sebanyak 5.0 ul pada plare
sihicagel 60 F2s:. Masukkan plare ke dalam chamber yanp telah jenuh bensi fase
gerak toluene — etil asetat (98: 2), Sampel kemudian dielus: hingga batas atas lalu
diangkat dan dikeringkan kemudian densito dilakukan pada panjane gelombans
2536 nm (Wagner dkk. . 1984). Perlakuan ini dikerjakan sebanvak tiga kali replikast
Surfakian dan kosurfaktan vang mampu melarutkan lebth banyak ekstrak jinten
hitam  merupakan komponen terpilih vang digunakan untuk tshap eptimas:
selanjutmya
6. Optimasi Formula SNEDDS dengan Design Expert 7.1.5
a. Penentuan komposist munyvak, surfakran; dan ka-surfakian

Optimas: formula SNEDDS mengounakan metode Simplex Lattice Design
dengan memasukkan batas atas dan batas bawah komponen SNEDDS vaitu munvak
tkan hiy cucut botel antara 13-20%, surfaktan antara 63%-70%, dan ko-surfaktan

antara 13-20%. Formula hasil Desigin Expert 7.1 5 dapat dilikat pada tabei 2.



Tabel 2. Rasio komposisi minval, surfaktan dan ke-surfaktan

Ry Minyak  Surfaktan mﬁﬂ Minyak c;fg';‘" TweenS0 PEG

o D ey @ aswg W@ WO
1 15000 67500 17500 2250 1,519 $606 2,625
> 15000 65000 20000 2350 1,463 5288 3.000
3 15000 70000 15000 2250 1,575 $925 2250
4 18333 65833 15833 2750 1 451 5394 2375
5 17500 67500 15000 2625 1,519 $606 2250
6 17500 63000 17300 2623 1,463 288 2625
7 15833 65833 18333 2375 1,481 $394 2750
§ 15000 70000 15000 2250 1,575 5925 2250
& 17500 67500 15000  2.625 1,519 $606 2250
10 20000 65000 15000  3.000 1.463 5288 2250
11 15833 68333 15833 2375 1,537 §712 2375
12 20000 65000 15000  3.000 1,463 S35 2250
13 15000 65000 20000 2250 1,463 $288  3.000
14 16657 66667 16667  2.500 1,500 5500 2500

b. Optimasi formula SNEDDS

Bobot ekstrak jinten hitam sebanvak 200 mg/g sistem ditambahkan ke dalam
masing-masing formulasistem SNEDDS vang dibuat sebanyak 13,0 gram (1abel 2).
Campuran dihomogenkan dengan verrey selama 2 menn, kemudian di sonikas:
selama 13 menn. Pengukuran tingkat kejermihar dilakukan dengan cara formula
SNEDDS sebanvak 100.0 pL di masukkan ke dalam labu ukur, dmambahkan
akvadest hingga 50 mL lalu diwkur kejermihan denpan metode spekirofotometn:
pada panjang zelombang 6350 nm mensgunakan blanko akuadest Semakin jemih
atau transmitan semakin mendekan transmitan gkuades (100%) maks diperkirakan
tetesan emuls: telah mencapa: vkuran nanometer.

Waktu emulsifikas: dilakukan dengan mengambil 1.0 ml SNEDDS
kemudian diteteskan ke dalam 2300 mL media AGF (NaCl 3000 mg. HCL 37%

1.75 mL, lalu ditambahkan akuades hingga 250.0 mL dengan kondizi pH 1.2
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{Martien dkk . 2008) vang dikondisikan dengan alat sirrer 100 rpm pada sehu 37°C
Waktn emulsifikast dicatat dengan bantuan siopwatch. Seluruh formula diugt
kejermhan dan wakiu emulsifikas: sebagar respon vang dimasukkan ke dalam
perangkat lunak Design Expert lalu dianalisis hingga diperoleh formula optimal

7. Verifikasi Formula Optimal SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam

Ekstrak jinten hitam dimimbang sebanyvak 20090 megz sistem. lals
ditambahkan ke dalam 3.0 g sistem SNEDDS optimal Formula dihomogenkan
dengan vorrex selama 2 menit, kemudian disontkass selama 13 memt. Selanjutava
dilakukan ujt kejernihan dan penghitungan waktu smulsifikas:.

Ut kejernthan disiaplkan dant 1000 pl. formula SNEDDS eptimal varg berist
ekstrak jinten hitam 200.0 mg g sistem ditambahkan akuades hingga volume akhir
5.0 ml (Pate] dkk . 2011). Campuran dihomogenkan dan diukur kejernthannva
pada pamang gelombang 650 nm dengan blanko zkuades untmuk mengetahu tingkat
kejernthannva (Patel dkk. 2011) Semakin jernth atau transmitan semakin
mendekan transmitan akuades (100%) maka diperkirakan tetesan emulsy telah
mencapai ukuran nanometer.

Penchitungan waktu emuleifikas: dilakikan terhadap SNEDDS ekstrak jinten
hitarn dalam media AGF (artificial gastric fluid) sebanvak 230.0 mL suhu 37°C
vang dikondisikan di atas magneric stirer dengan kecepatan 100 rpm. Sebanyak 1.0
mL SNEDDS ekstrak jinten hitam diteteskan ke dalam media secara cepat
Pengamatan dilakukan terhadap waktu yang diperlukan olesh SNEDDS vang berist
ekstrak jinten hitam uniuk membentuk nanosmuls: vane ditandar dengan telah

tercampurnya ekstrak jinten hitam secara sempums di dalam media. Formula



SNEDDS optimal di venifikas: berdasarkan hasil analisis Design Expert 7.1.3.
8. Uji Viskositas Formula Optimal SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam

Spindle dipasang pada viskosimeter Formula SNEDDS optimal sebanvak 13
g vang mengandung ckstrak pnten hitam 200.0 mg/'g sistem dimasukkan ke dalam
cup. Spindle silinder 15 mm yang telah terpasang diarahkan ke dalam cup tegak
lurus sampat tanda batas. Setelah 1, alar viskosimeter Brookefield tipe cone and
plate dihidupkan Kecepatan spindle di serting dani 50 62.5; 75; 87 5; dan 100 epm
pada suhu 23=1°C dengan mterval wakw 10 detik Hasil akan langsung dicatat oleh
komputsr. Replikasi dilakukan sebanvak 3 kali (Ead dkk , 2014)
9. Karakterisasi Ukuran dan Distribusi Ukuran Tetesan Formula Optimal

SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam

Ukuran dan distnibust tetesan nanoemuls: dikarakterisast dengan alat particle
size anahzer (PSA). SNEDDS ekstrak jinten hitam optimal sebhanyak 1000 ul
dimasukkan ke dalam labu takar 25 ml. ditambabkan akuades hingga tanda dan
dicampur. Sampel diambil sebanvak 2 0 m[ dan dimasukkan ke dalam kuvet untuk
dianalisis. Pengukuran zeta potensial dilakukan dengan cara sampel nanoemuls:
sehanyak 2 0 m1. dimasukkan ke dalam kuvet elekiroda dan dimasukkan ke dalam
alat PSA
10. Uji Imunostimulan Formula Optimal SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam
a. Pengurusan Erthical Clearance

Pengurusan ethical clearance diajkan kepada Laboratorium Penelitian dan

Pengmjian Terpadu Universitas Gadjah Mada (LPPT UGM).
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b. Pemilihan dan penselompokan hewan unn

Hewan un yang dipunzksn pada penehtian mt adaiah nlkus jantan galur
Sprague Dawlev sebanvak 25 ekor, umur § minggu dengan berat badan 160 gram
* 25 gram_ kondisi normal. dipelihara secara baku. Hewan unn dipelihara dalam
kandang kecil, setiap kandang hanva ditempan oleh lima skor heéwan uj dan
diadaptasikan dengan kondizi laboratonum selama 1 mmmegn  kemudian
dikelompokkan secara acak Hewan un diperoleh dan Laboratonum Penelinan dan
Pengujian Terpadu Universitas Gadiah Mada (LPPT UGM).
c. Kondisi pemeliharaan hewan uji

Pakan standar (pelet) berasal dan PT. Japfa Comfeed Indonesia Thk Yang
mencandune komponen -air maksimal 12%, protetn kasar minmmal 13% lemak
kasar 3-7%. serat kasar malsimal 6%, abu maksimal 7%, kalswm 0.9-1_1%, fosfor
0.6-0.9%_Kandang berupa kotak vang terbuat dar: plastk dan kawat dengan ukuran
lubang 1.6 cm” sebagai penutup. Alas kandang terbuat dan sekam vang bersih.
kering_ tidak beracun, dan tidak menyebabkan alergi, Temperatur kandang untuk
pemeltharaan hkus -galur Sﬁragné Dawley vamu 23+3°C, dengan rata-rata
kelembaban relanf 33=3%. Intensitas cahaya yang diperlukan adalah 75-123 fc.
dengan siklus siane-mialam sebanyek 12-12 jam atan 10-14 jam.
d. Ujiimunostimulan

Tikus vang telah dipilith kemudian dikelompokkan secara acak menjad: 3
kelompok dan setiap kelompok terdini dan 3 ekor (tabel 2). Perlakman dilakmkan

selama 135 han dengan pembenan ekstrak dan formula SNEDDS 1 kali sehari
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Tabel 3. Pembagian kelempok dan perlakuan hewan uji
Kelompok - Perlaknan o
Dibent perlakvan denpan formula optmal SNEDDS

Kelompok 1 ekstrak jinten hitam 200 mg'Kg BB tikus per oral

Kelompok »  Diberi perlakuan dengan dosis ekstrak jinten hitam 200
. mg Kz BB tikus per oral

Eclompok 3 Ihben perlakuan formula SNEDDS tanpa ekstrak jinten

hitam (plasebo) per oral
Eelompok 4 Dhbert perlakuan ekstrak memiran 0540 ml-tikus per oral

Kelompok 3 Tanpa perlakuan

Dart kelima kelompok tikus pada han ke-13, hewan vy dikorbankan dengan
pertama kali dianestes: mengpunakan 10% ketamine hidroklonda (Ketanul®)
dengan dosis 100 mzKeBB ukus melalui injeks: intra muskular, kemudian
dikorbankan dengan dislokast leher Tikus diletakkan dalam posisi telentang, kulit
bagian perut dibuka dan dibersihkan selubune pertdonesmnva dengan alkohol 0%,
kemudian disuntikkan 10 mL medmum RPMI dingin ke dalam rongga perttonsum,
ditingou selama 3 memt sambil ditepuk-tepuk perlzhan Caran peritonsum
diksluarkan dan rongga peritoneum dengan menekan rongga dalam dengan 2 jar,
cairan diaspiras: dengan spuit mjeksi vang dipihh pada bagian yang tidak berlemak
dan jauh dan usus. Aspirat disemtnifus pada 1200 rpm. 4°C selama 10 menst
Supematant dibuang. pellet diresuspenst dengan 3.0 ml medum RPMI kompln
vang mengandung FBS 10% (viv). Jumlah sel dihvwtung dengan haswmociytometer,
kemudian ditambahkan dengan medium komplet sehingga didapatkan suspens: sel
dengan kepadatan 2.5 x 10%mL. Suspensi sel ditumbuhkan dalam microcultr 24

sumuran vang telah diben coverslip bulat. Setiap sumuran dis: 200 L (5 x 107 sal),
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lala dirambahkan medmum BEPMI komplit hingga 1.0 mL. Sgl dinkubas: dalam
micubator COa2 3%, 37°C zelama 24 jam.

Partikel lateks diresuspensikan dalam PBS sehingoa didapatkan konsentras:
23 x 10" ‘mL_Makrofag vang telah dikultur sehari sebelumnyva dicuci 2 kali densan
medium BEPMI. kemudian ditambahkan suspenst lateks 2000 ul ($x105'ml) pada
masing-masing sumuran, dimnkubasikan dalam fmcubater C0: 5%, 37°C selama 60
memt. Sel kemudian dicuer PBS tiga kal: dikeningkan pada suhu kamar dan
difiksas: dengan methanol absolut selama 30 detik. Setzlah kering dipulas dengan
giemsa 20%(viv). Sel makrofaz vang memfasositosis partikel lateks dipenksa
dengan mitkroskop cakava perbesaran 100 ksl Indeks fapositosis (IF) ditentukan
dengan membag: jumliah keseluruhan lateks vang difagositosts oleh 100 sel
makrofag terhitung Rasio fagositosis dihitung dart total sel makrofag akiuf dibam
oleh 100 makrefag terhitung kemudian dikalikean 100% (Akrom dan Marsetyawan,
2013; Magsood dkk . 2010: Santoso dkk.. 2012; Soningsth dan Wibowo, 2008;
Thirach dan Vanittanakom, 2008; Wyavant, 1999)
11. Uji Extract Loading Formula Optimal SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam

U dilakukan dengan menambahkan seni bobot ekstrak jinten hitam terhadap
formula optimal SNEDDS ekstrak jinten hitam vartu 300. 400, 500, 600, 700. dan
800 mg'z sistem ke dalam 3.0 zram sistem SNEDDS. Ekstrak dalam sistem
SNEDDS dihomogenkan dengan vortex selama I menit lalu disomuikasi selama 15
menit. Selanjunya dilakukan uj1 kejemihan dan penshitungan waktu emulsifikas:

Uit kejernihan disiapkan dari 100.0 yuL SNEDDS berist ekstrak jinten hitam

berbagat varias) dosis, kemudian ditambahlkean akuades hinooa valume akhir 5 Oml.
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Patel dkk , 2011). Campuran dihomogenkan dan diukur serapannya pada panjang
gelombanes 6350 nm denpan blanke skvades untuk menpetahmn tngkat
kejermhannya (Patel dikk , 2011)

Penghitungan waktu emulsifikas: dilakukan terhadap SNEDDS ekstrak jinten
hitam dalam media AGF (artificial gastric fluid) sebanvak 2500 mL suhu 37°C
vang dikondisikan ds atas magnstic sfirer dengan kecepatan 100 rpm. Sebanyvak 1.0
m[. SNEDDS ekstralk jinten hitam diteteskan ke dalam media secara cepat. Formula
SNEDDS vang mampu menampung ekstrak jinten hitam pahng banvak apabila
memberikan penampilan visval yvane masih jernth dan waktu smulsifikas: kurang
dan 1 memt
12. Uji Stabilitas SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam
a Un penyvimpanan pada suhbu ruang selama 90 han

i stabilitas dilakuan dengan cara SNEDDS ekstrak jinten hitam dosis 200;
300; dan 600 mg/'z sistem disimpan pada suhu meang (23°C) selama 20 han
Selamyutnya diamat jika terjad perubahan fisik, bau, wara pada sediaan SNEDDS
ekstrak jinten hitam berbagai variasi dosis serta dilakukan uji kejernthan dan wakiu
emulstfikast sebelum dan setelah perlakuan
b, Upn freeze-thowing

Metode freeze-thawing dilakukan dengan cara SNEDDS ekstrak jinten hitam
dosis 200: 500; dan 600 mg'g ststem disimpan pada suhu -21°C selama 24 jam
kemudian disimpan pada subu ruang 23°C selama 24 jam (saw siklus) Proses imi
diulang hingga 6 sikius, lalu diamati perubahan fisik wama bau. Up kejemihan

dan waktu emulsifikas: dilakukan sebelum dan setelah perlakuan.



D. Variabel Penelitian

1. Variabel bebas

Variabe! bebas pada penshitian untuk formulas: mehputt jems minyak yaitu
minyak 1kan hiu cucut botol (Cenfrophoris sp). jems surfaktan yaitu Tween 80 dan
Croduret 30 58, jemis ko-surfaktan vaitu PEG 400, serta sen konsentras: surfaktan,
ko-surfakian dan minyak ikan hiu cucut botol (Cenfrazhorus sn). Varabel bebas
ontuk ui aktivitas imunostimulan vaitu dosis skstrak jinten hitam .
2. Variahel tergantung

Vanabsl tersantung pada penchitian untuk formulas: yamo ukuran dan
distribust ukuran tetesan nanoemuls: potensial zeia tetesan nanoemulsy, waktu
emulsifikas:, viskesitas dan stabilitas sediaan SWNEDDS. Sedangkan. vanabsl
tergantung untwk farmakologt vaty indeks fagosttosis dan rasio fagositosis
makrofas:
3. Vanabel terkendali

Varniabel tetkendali pada penelittan untuk formulas) adalah kondisi percobaan
vaitu suhu, kecepatan pencampuran, dan waktu pencampuran Sedangkan. untuk
farmakologt vaitu galur hewan wit, jenis kslamin umur, berat badan. mekan dan
munum hewan uyt, pemeliharaan hewan vt dan kualitas bahan uin

E. Analisis Data

1. Ukuran dan distnbus: ukuran tetesan nanocemuls: diamat: dengan particle size

anaivzer (PSA),

I

Penghitunean waktu emulsifikas: dilakukan mengounakan stopwateh.



i

Ujt stabilitas termodmamik SNEDDS jnten hitam densan membandingkan
nilai transmitan dan waktu emuleifikasi sebelum dan setelah perlakuan lalo
diujt statistik denoan single saomple 1-2fest (Dpenstat).

Up aktivitas imunostimulan non-spesifik dengan membandingkan indeks
fagosrtosis dan rasio sel makrofag antar kelompeok perlakuan, lalu dwn stansnk
dengan 3PSS 160 (Sranstical and Product Service Scligion); data diogs
normalitas dengan Shapiro-Wilk dan diup homogenitas dengan Jevene feit
kemudian ditentukan analisis statistiknva termasuk parametrik atau non-
parametrik Jika daia menunjukkan normal tetapt tidak homogen maka
dhanalisis dengan Krushall Wallis, dilanyutkan dengan up Mann-Whitney untuk

melihat perbedaan antar kelompok.
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F. Skema Jalannya Penelitian

Determinas: b jinten hitam

Y

Pembuatan ekstrak yinten hitam Karakterizasi
dengan maserasi ekstrak

v

Uyt kelarutan ekstrak pada muinvak, surfakian,
dan ko-surfakian

;

Optimasi minyak, surfaktan, dan ko-surfaktan
mengounakan Desion Expart 715

'

Analists dan verifikas: formula optimal
menggunakan Design Expert 7. 1.3

L

* Karakterisas: teiesan nancemuls:
- Ukuran tetesan nanoemulsy
- Potensial zeta tetesan nancemuls:
o U1 viskositas formula optimal SNEDDS

.

Ujt aktivitas imunostunulan dengan

biolatox assay

h

o U1 extracr ivading formula optimal SNEDDS
o j1 stabtlitas SNEDDS

'

Diata dan Anslisis Data

'

Kesmmpulan

Gambar 2. 3kema penelitian



BABIV
HASTIL DAN PEAMBAHASAN

A. Determinasi Biji Jinten Hitam

Hasil determinast menvatakan bahwa sampel yang digunakan adalah benar
vartu by jinten hitam yvang digunakan mempakan suku tanaman Ramoculaceae
dencan jenis Nigella sativa L. (lampiran 2),
B. Pembuatan Ekstrak Jinten Hitam

Pembuatan. ekstrak jinten hitam didasarkan pada penshbian Susmdro dan
Diajadisasira (2008) dengan metode maserasi selama 3 han  kemudian
menggunakan pelarut etanol 96%_ Rendemen vang diperoleh dan proses ekstraks:
adalah sebesar 25.34% {lampiran 3). Pada penshitian vang dilakukan oleh Bassim
Atta (2003) diperoleh rendemen munvak pnten hitam sebesar 24.76% dengan
metode cold-pressuwrs, serta sehesar 34 78% dengan metode soxhier mmgguﬂakan
pelarut petroleum eter. Perbedaan rendemen vang dihasilkan dapat terjadi karena
metode penvarian vang berbeda
C. Karakterisasi Ekstrak Jinten Hitam

Tabel 4. Karakterisasi ekstrak jinten hitam
Rarakterisasi Hasil

Pﬂﬂmﬂﬂpﬂaﬂ-ﬂsﬁ wama, bau Minyzk, wama klmjﬂg. kémklatm:r._ bauo khas

minyak atzin

Viskositas 1932 -21.76cP
Eadar air L.D0%

Asam lemak jenuh 13.66% biv
_Asam lemak tidak jenuh 83, 73% b

Karskterisasi ekstrak jinten hitam dapat dilihat pada tabel 4. Hasil

pemenksaan organoleptis menunjukkan bahwa ekstrak jinten hitam berupa minyak,



berwama kuning kecoklatan, dengan bau khas minvak atsin. Viskositas ekstrak
jintai hitam hasl penelitian pada rentang 19.32-21 76 <P. Vizkositas ekstrak jinten
hitam lebih kecil danpada penehtian vang dilakukan oleh Al-Tumaily dan Al-
Jumaily (2013) dengan hasil viskositas ekstrak jinten hitam pada berbagai pelanut
varty metanol sebesar 340,63 P, kloroform sebesar 34 38 P, dan n-heksan sebesar
42 85 cP. Pada penclinan diperoleh viskositas lebih kecil karena terdapat perbedaan
metode penvarian. perbedaan viskositas penvart. dan perbedaan mietode penguapan
ekstrak (lampiran 3). Kadar air ekstrak jinten hitam hasii penelitian diperoleh rata-
rata 1,00% (lampiran 4) Berdasarkan Matenia Medika Indonesia Jilid L persyaratan
kadar miradalah kurano dan 10,00 % (Depkes BRI, 2009). Semakin rendah kadar air
dalam ekstrak maka meminimalkan mikroerganisme berkembang. Hal in: akan
berpenzaruh pada kestabilan zat aktif dalam ckstrak jinten hitam

Asam lemak vtama vang terdapat dalam munyak jmten hitam adalah asam
lemak jenuh vaitu asam palmitat sebesar 13,26% dan asam heptadekanoat sebesar
0.4%, sedanckan kandungan asam lemak tidak jenuh vamuasam palminoleat sebesar
0. 23%, asam oleat sebesar 2.41%; asam lineleat sebesar 3.28%: asam trans-9-
clardat (isomer trans dari asam oleat) scbesar 77.27%:; dan asam cis-8, 11, 14-
eikosatrionat s=besar 2. 34% . Total assm lemak jenuh ekstrak jmten hitam pada
penchitan adalah sebesar 13.66% b'v sedangkan total asam lemak tdak jenuh
szbesar 85 73% (lampiran 3) (Bassim Ana 2003).

Pada penelinan yang dilakukan oleh Asdad: dkk . (2014) menelits total asam
lemik pada minyak jinten hitam vang berasal dan Maroko, diperoleh hasil bahwa

total asam lemak jenuh adalah sebesar 16,80 5% dan total asam lemak udak jenuh

LA



adalah sebesar §2.9=0.5%. Penchinan vang dilakukan oleh Gharby dkk . (2013)
memeriksa kandungan asam lemak munvak jinten hitam dengan metode cold-press
vaiti total asam lemak jenub szbesar 16.8=0.3% dan total asam lemak tidak jenuh
schesar 82.9=0.5% Apabila dizunakan metode cksuaks: pelarut dapat diperoich
total asam lemak yenuh sebesar 15.5=0, 5% dan total asam lemak tdak jenuh sebesar
82 1=0 5%, Hasil penelinan sesua: dengan penelitian vang pernah dilakukan karena
kandunsan total asam lemak ndak renuh lebih besar dibandingkan kandungan total
asam lemak jenuh pada minvak pnten hitam.
D. Identifikasi Kuanntatif Ekstrak Etancl Jinten Hitam dengan KLT
Densitometri

1. Pembuatan kurva baku timokuinon

Kurva baku timokuinon dibuat dari enam sert bobot ttmokuinon vaitu 0,21;

042 0.83; 1.66; 3.33: dan 6.66 ug (zambar 10).

250000
=30030x - IBT0:5
200000
150000
<
100 tinear {5eneszl)
ST

Timakuinon {uz)
Gambar 10. Kurva baku timokuinon
Bobot timokumon dalam sampel kemudian diplotkan tethadap arsa dan

diperoleh persamaan kurva baku vartu Y = 30920x —2670.5 dengan nila: R- sebesar



0.9925, Persvaratan linearitas kurva baku adalah apabila R* = (0,98 (Muzaffar dkk .
2013). Linsartas menggambarkan kemampusn suatu metode analisis dalam
memberikan respon vang proporsional tethadap konsentrass analit dalam sampel
Data perhitungan kurva baku dapat dilihat pada lampiran 6.
2 Upn kuantitanf nmokuinon dalam ekstrak jinten hitam

Area yang dipereleh dan hasil densnometn kemudian digunakan unmuk
menghitung kadar timokuinon di dalam ekstrak jinten hitam. Kadar timokumon
kemudian dikalkulasikan dan persamasn kurva regrest Y = 30920x — 26703
dengan memasukkan nilat area nmokuinon sebagar nilar Y dan jumish ttmokuinon

(ng) datam sampel sebagm mla X (tabel 5).

Bobot sampel THRON e
Amp Area  dalam sampel Kadar Timokuinon (% b/b)
(ug) o
= )
1149052 381 1.90
2001 1115251 369 185
1183754 3.92 1.96
Rata-rata kadar timokuinon 1.96+0.06

Berdasarkan perhitungan_ diperoleh kadar timokuinon dalam ekstrak jmten
hitam sebesar 1,90=0.06 %ob/b dengan nilai RSD sebesar 3,00%. Menurut Al dkk |
(2014) kadar ttmokuinon dalam ekstrak jinten hitam adalah sebesar 04 — 2.3 %5,
Persvaratan mils RSD) berdasarkan RSD horwitz untuk jumlsh assht 1.0 — 10,0 %
adalah = 4.0%. Presisi menunjukkan derajat kesesualan aptara hasil un mdinidual
vane dinkur melalm penyebaran mila individual terhadap rata-rata ketika metods

dilakukan secara berulang pada sampel vang diambil dan campuran vang homogen.



Hasil RSD yang masih memenuhi persyaratan menunjukkan bahwa metode analisis
vang digunakan menghasilkan data dengan presist vang baik (Srivastava, 2010).
E. Uji Kelarutan Ekstrak Jinten Hitam Dalam Minvak, Surfaktan, dan Ko-
surfaktan
Timokumon dalam ekstrak jinten hitam dilarutkan dalam mnyak tkan his
cucut botol. surfaktan vaitu Tween 20. Tween 80, dan Croduret 30 SS. serta dalam

ko-surfaktan PEG 400 dan propilen glikol (gambar 11).
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Gambar 11, Kelarutan timokninon dalam minyak, surfaktan, dan ke-surfaktan
Kelarutan timokuinon dalam munyak tkan hiu cucut botel terzolong tinggi
vaitu 1,0920.03 % b'b dengan nilai RSD scbesar 2,83%. Kelarutan timokuinon
tergolong tingm dalam munyak tkan hu cucut botol karens kanduncan utama
ekstrak jinten hitam adalah asam trans-9-slaidat (1somer trans dan asam oleat)
sebesar 77,27%, sedangkan kandungan utama minyvak tkan hiu cucut botol adalah

asam oleat sebesar 47.81% (lampiran 7).
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Kelarutan timokmnon dalam Tween 80 ssbesar 1.63=0.01 %b'b dengan nilm
B5D) sehesar 0. 81% kelanan timeokumon dalam Crodurst 30 85 sebesar (0 81=0.01
%ob'b denzan nilar RSD sebesar 1.64%:. akan tetap kelarutan timokumnon dalam
Tween 20 diperoleh paling kecil diantara jemis surfakian lainnva vammu sebesar
0.78+0.03 %b b dengan nilat RSD sebesar 3 38%. Kelarutan ttmokumon dalam ko-
surfaktan PEG 400 lebth tinggi danpada dalam propilen glikel vamu sebesar
1.20:0 05 %b/'b dengan nifal RSD sebesar 3.92%, sedanskan kelarutan timokuinon
dalam propilen ghko!l adalah sebesar 0.99=0.021 %b'b dengan nilar RSD sebesar
2.13%. Data perhitungan dan kromatogram dapat dilihat pada lampiran 8.
F. Desain Formula SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam dengan Design Expert

.15

Berdasarkan hasil vyt kelarutan maka minvak tkan hiu cucut botol dapat
digunakan sebaga: fase minvak dalam pembuatan SNEDDS ekstrak jmten hitam.
sedangkan fase surfalian yang akan digunakan adalah kombinas: dan tween 80 dan
Croduret 30 85, dan fase ko-surfaktan yvang digunakan adalsh PEG 400, Optimas:
formula SNEDDS menggunakan metode Simplex Laitice Design. Batas atas dan
batas bawzh masing-masing komponen munyak surfakian. dan ko-surfaktan
diperoleh berdasarkan percobaan pendahuluan vang dapat dilihar pada tabal 6.

Tabel & Batas bawah dan batas atas kemponen SNEDDS

Komponen SNEDDS Batas bawah Batas atas
Manvak tkan hiu cueut botal 13%% 20%
Surfaldan 63% 70%
PEG 400 3% 20%

Padz penelitian digunakan kombinasi surfaktan Croduret 30 8S (Polvoxyl 30

Hidrogenated Castor (il) sebesar 153% dengan Tween 80 sebesar 85% dalam total



surfaktan untuk menmngkatkan kejemihan nanoemuls: Penggunaan Tween 80
tungzal sebagal surfaktan temyvara: efisiens: emulsifikasmyva lzbith rendah
dibandingkan Cremapher RH 4 (Palvexy! 40 Hiaragenated Castor O1), sehingga
penggunaan kombinasi surfakian tm dibutuhkan untuk membentuk sistem
nanoemulst vang jernih (Tran dkk, 2014). Croduret 50 88 memiliky nilss HLB
sebesar 141 sedangkan Tween 80 memilik: nila: HLB sebesar 150, akan tetam
struktur molekul surfaktan juga berperan pada mekanmisme pembentukan
nancemuls: Croduret 30 SS merupakan minvak kastor terpolictoksilas: vang
merupakan campuran asam nisinoleat, ester poliglikol, ester poliglikol gliseroi, dan
poliglikol. Sedangkan Tween 80 adalah turunan dan sorbitol policksilas: dan asam
oleat. Croduret memiliks struktur cabang ranta: alkil sedangkan Tween 80 memuliks
struktur ranta: alkil vang lurus. Perbedasn struldur rantat alkil mempengarubu
penetras: minvak pada molekul hdrofohk dan surfaktan vang menghasilkan sistem
nanoemulst schingea pada penehitian digunakan kombinasi Crodurst 30 58S dan
Tween 80 untuk memnckatkan nilai transmitan sebagal mdikast ukuran nanoemnlsi
yane semakin kecil karena struktur alkil Croduret 30 85 vang bercabang akan lebih
efelktif dalam pembentukan nanoemuls: (Rao dan Shao, 2008)

Surfakian Cremonhor RH 40 (Peolvoxyl 40 Hvdrogemated Castor €Hl)
biasanya tidak dizunakan secara tunggal pada sediaan farmias: tetap: digunakan
dengan kombiras: bersama surfaldan vang lain (Strickley, 2004). Pada penslinan
vang dilakukan eleh Cuine dkk , (2008). penggunaan Cremoaplior RH 40 tunggzal
temyata memperpanjang waktu emulsifikas: hingpa terdispersi sempuma karena

dapat terbentuk gel kental den menghambat penetrasi air ke dalam melelml
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surfaktan Pada percobaan Shah, (2011) membenkan hasil bahwa penszunaan

polvexyl 40 hvdrogenated castor oil tunggal membernikan walktu emulsifikas: vang

lebth lama dibandingkan Tween 80 tunggal hal im terjadi akibat perbedaan

karakteristik dan polyexy! 40 Indrogenated castor oil yang berbentuk semu padat

pada suhu di bawah 30°C dibandingkan penampilan fistk Tween 80 vang berbentuk

cairan kuning. Hal in1 yvang menjadikan dasar pembuatan formmula SNEDDS ekstrak

jnten hitam menggunakan kombinas: dua surfaktan yvaitu Croduret 30 S5 dan

Tyesen 80,

SNEDDS ekstrak jinten hitam dibuat dengan bobot total 15 gram sistem vang

mengandung mmnvak 1kan ho cucut botol, surfaktan (Crodurst 30 S8 dan Tween

80). PEG 400. serta ckstrak jinten hitam 200 mg'g sistem SNEDDS (tabel 7).

_ Tabel 7. Desain dan hasil respon formuls percobaan SNEDDS ekstrak jinten hitam

Waktu

Rida };*u[i:}':ii] Sul;:f;:;tan Co-s :(i:;:':;ktan Tn:::::;ltan emul<ifikasi
- ] ' (detik)
1 15.000 H7.300 17.500 Q8 30 52
2 15000 635.000 26,000 97.80 34
3 15.000 70,000 13,000 QR &0 Lan
4 18333 63.833 15,833 9830 a0
5 17,500 H7.300 13,000 9740 73
6 VE. 500 65.000 17300 9830 57
7 15,833 $35.833 18333 9780 33
] 15000 70:000 15000 98.60 193
a9 17,500 H7.300 13,000 9740 75
10 20.000 65.000 15000 9830 143
11 15,833 H58 333 15,833 Qg 30 105
12 20.000 65.000 15000 9820 136
13 15.000 £35.000 20,000 Qg 00 36
b4 16,667 66.667 16.667 98,00 92

Respon dan 14 rum percobaan formula SNEDDS ekstrak ynten hoam

kemudian dianalisis dengan program Design Expert 7.1.5 yaitu respon kejemihan



dan waktu emulsifikas: spontan.
1. Kejernihan (persentase transmitan)

Persentase transmitan merupakan faktor vang penting dalam SNEDDS
karena merepresentasikan vkuran partikel vang terbentuk dengan melihar
kejermban nanoemuls: Persentase transmitan vang diperoleh dan hasil percobaan
menchasilkan respon kejernihan tingg yamu di atas 7%, Persentase transmitan
lebih dari 90% menunuklesn bahwa ukuran tetessn minyak dalam air telah berada

dalam rentang nanometer (Sagar dkk. 2014),
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Gambar 12. Kurva nermal plot of residuals kejernihan nancemulsi

Analisis kurva nermal plot of residual menunjukkan bahwa data terdistribus:
normal sepert: tampak pada gambar 12, Kurva dibuat dengan mem-pior-kan data
normal %c probability dengan fmrernally studentized residuals vang merupakan nilas
simpangan baku antara mla respon hasi] prediks: dengan nilat observasy Intermally

studentized residuals diperoleh dengan cara membag antara nilai selisth respon
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observas: dan respon prediks: dengan milai standar deviasi dan selisth kedua respon
tersebut. Berdasarkan kurva tersebut, terbihat bahwa data menvebar di sekitar ganis
diagonal dan mengiouti -arah garis diagonal vang mengindikasikan bahwa data

terdistriibusi normal sehinoga dapar dilanjutkan ujt ANOVA pada Design Expert

R
Tabel 8. Hasil analisis statistic ANOVA respon kejernihan
 Source p-value Kemaknaan
Meadel (kuadreatik) 0.0119 Signifikan
Lack of fit test 0.0759 Tidak signifikan

Berdasarkan hasil analisis ANOVA pada tabel 8, dikstahui bahwa model
vang tepat untuk menerangkan respon kejernthan mancemulst adalzsh model
kuadrank. Hal m: terlihat dan p-value model kuadrank vaitu 0.0119 (=0.03)
menunjukkan hasil vang sigmifikan Hasil it diperkuat dengan nilar lack of fir
sebesar 0.0739 (=0.03) vang berart: tidak ada perbedaan bermakna antara data
observas: dengan data hasil prediks: dan mods! vans dibuat (lampiran @),

Persamaan simplex lattice design (actual components) vang dipercleh adatah
persamaan hnear vang dapat dilthat pada persamaan (1)

Y = 5.92209A + 14706B - 1.25936C - 0,092190AB + 0.,021527AC +

0.016955BC (1)

Keterangan®
Y = Kejemihan (%6 transmitan)
A = komposist minyak tkan hiu cucut botol
B = kompossst surfaktan (Croduret 30 S8: Tween 80)
C = komposisi ko-surfaktan
Pengaruh posiif (memngkatkan persentase transmatan) diberikan  oleh
komponen nmunvak (A). surfaktan (B), minyvak dan ko-surfaktan (BC). dan
surfaktan-ko-surfaktan (AC). sedangkan pengaruh neganf (menurunkan persentass

transmitan)} terlihat pada komponen ko-surfaktan (C) dan interaks: antara minvak
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dan surfaktan (AB) Minyzk dan surfaktan lebih mempensarohs persentass
transmutan dibandinskan pengaruh komponen munvak-ko-surfaktan dan surfakran-
ko-surfaktan padahal ssharusnva pemngkatan minvak dapat menurunkan
persentase transmitan vang mengindikasikan tenadi peningkatan ukuran tetesan
nanoemuls: (Reddy dan Sowjanva, 2013). Hal int kemungkinan dapatterjadi karena
minyak skan hw cucut botol mampu melamitkan ekstrak jinten hitam dengan baik
schingga mempengamhi pembentukan ukuran nanoemuls: dengan optimal vang
menvebabkan persentase transmitan semakin tinggr.. Komponen surfaktan juga
dapat memnokatkan persentase transmitan, hal it karens funes: utama dan
surfaktan adalah menurunkan teganpan permukaan antara fase munvak dan ar
sehingga dapat diperoleh ukuran tetesan nanoemuls: semakmn kecil

Ko-surfaktan temvata dapat menurunkan persentase transmitan jika melihat
darnn pengarmh mneganf vang dihasilkan, walaupun pempgaruhnva lebih kecil
dibandingkan komponen minvak atau surfakean Pada penelinan Zhao dkk |, (2010)
diperolzh hasil bahwa komponen ko-surfakian ‘dapat memperbeszar ukuran tetesan
nanoemuls:t karena dapat memperbesar lapisan film antara minvak dan air
Pengamih komponen minvak-surfaktan jugza membenkan interaks: negatif pada
kejermihan naneemulst walaupun pengaruhnva ntdak sebesar komponen ko-
surfalktan.

Hubungan antara vanabel tergantung (Y1) dan vanabel bebas (A B, C) dapat

dilihat pada countour plor untuk respon kejernthan (gambar 13).
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Gambar 13. Countour plot untulk respon kejernihan (persentase transmitan)

Pada gambar 13 terlihat tanda panah pada area merah vang dapat memberikan
nilai terfinggl dari persentase transmitan. Area merah ini hanya terdapat pada satu
sudut segitiga vang merupakan bagian 100% dan komponen surfakian (nnk B).
Hasil dan cowwowr plor menumukkan bahwa peningkatan surfaktan dapat
memperbesar persentase transmitan Hal 1m sesuai dengan penelitian SNEDDS
lainnya bahwa penggunaan surfaktan yang semakin besar dapat memingkatkan
kejernihan nanoemuls: dengan cara menumunkan tegangan permukaan antara
munyak dengan air sehingga dapat memperkecil ukuran tetesan nanoemuls: (Dash
dik , 2013)

2. Wakm emulsifikas:

Waktu smulsifikasi merupakan faktor vang penting dalam penilaian
emulsifikast spontan dalam sedizan SNEDDS, vaitu SNEDDS harus terdispersi
dengan cepat dan sempurna dalam media berair dengan agitast nngan dalam waktu

kurang dan 60 deuk (Balakumar dkk_, 2013). Respon wakiu emulsifikasi formula
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kemudian dsuji normalitasnya menggunakan Design Experr 7,05 (gambar 14)
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Gambar 14. Kurva normal plot of residuals respon wakm emulsifikasi
Berdasarkan kurva tersebut. terlihar bahwz data menyvebar di sekitar gans
diagonal dan mengikuti arah gans diagonal vang mengindikasikan bahwa data
terdistribus: normal sehingga dapat dilanyutkan up ANOVA pada Design Expert
7:d.3.

Tabel 8. Hazil analisiz statistile ANOVA respon walon emulsifiloasi

Source p-value Kemaknaan
Model (special cubic) =0 0001 Sionifikan
Lackoffittest 0.2807 Tidak signifikan

Berdasarkan hasil analisis ANOVA pada tabel 9, diketahun bahwa medel
special cubic merupakan model yvang tepat dalam menerangkan respon wakiu
emulstfikass SNEDDS, hal mu terlihat dan mila p-value yartu <0.0001 (<0.05)
menunjukkan hasil vang sigmfikan. Hasil lack of fit vang diperoleh sebesar 0,2907

{=0.03) vang berarh tidak ada perbedaan bermakna amtara data observas:t dengan



data prediks: model vang dibuat. Hasil penoujian waktu emulsifikas: kemudian
dianalisis mengpunakan program Design Experr 7.1.3 untuk melihat pengaruh
masing-masing komponen ataupun interaks: antar kompeonen terhadap waktu
emulsifikast SNEDDS vang dihasidkan Persamaan simplex lattice design factual
compenents) vang diperoleh adalzh persamaan linear vanp dapat dilithat pada
persamaan (2).
Y =9541.17709A + 059 43588 + 9200,31357C — 173.36854AB - 691.20991AC

—168,44272BC + 10,57083ABC (2)
Keterangan:
Y = Waktu Emulsifikas: (detik)
A = komposist minvak ikan hiu cucut botol
B = komposis: surfaktan (Croduret 30 55: tween 80)
C = komposist ko-surfaskian

Pengaruh positif (meningkatkan waktu emulsifikasi) terlihat pada komponen
minyak (A). surfaktan (B). ko-surfaktan (C). serta interaks: minvak-surfaktan-ko-
surfaktan (ABC), dengan komporen munvak (A) sera ko-surfaktan (C) wvang
berpenzaruh paling besar dalam meningkatkan wakiu emulsifikasi Pengarch
negatif (menorunkan wakto emulsifikasi) terhhat pada imteraksi muinvak dan
surfaktan (AB), interaks: minyvak dan ko-surfakean (AC), serta komponen surfalean
dan ko-surfaktsn (BC). akan tetapt komponen gabungan antara minvak dan ko-
surfaktan dimial paling berpengaruh dalam menurunkan wakm emulsifikasy

Komponen minvak ikan hiu cucut botol dimilai dapat meningkatkan waktu

emulsifikas: karena apabila dalam formula komponen minyvak dmmakkan maka
komponen surfaktan dan ko-surfaktan vang berperan penting dalam emulsifikast
spontan akan semakin keeil hal int menyebabkan waktu emulsifikasinya menjad:

lebih panjang (Eid dkk. . 2014). Pengarmmh ko-surfaktan juga membenkan interaks



yvang posttif terhadap waktu emulsifikast. Hal in1 terkant dan fungs: utama dan ko-
surfakian yartu membantu kinerja surfakian menjadi lebth fleksibel dan
memngkatkan fluditasnva sehingga apahla jumlah ko-sucfabtan tmger, maka
surfakian vang berperan uiama dalam pembentukan nanoemuls: spontan akan
berkurang dalam formula sshingea dapat memperpanjang waktu emulsifikasinyva
Interaks: antara munyak dan ko-surfaktan temyata membenikan pengaruh
paling besar dalam mempersingkat waktu emulsifikasy SNEDDS dibandingkan
komponen munyak-surfakian seria surfaktan-ko-surfaktan. Hal ini karena pengaruh
viskositas gabungan antara munvak dan ko-surfakten yansz lebih rendsh
dibandinckan viskositas surfaktan Mekanisme emulsifikas: spontan berhubungan
dengan kemudahan penetras:s air pada koloid atau fase gel vang terbentuk pada
tetesan nanosmulsi. Viskositas vang tinggi dari surfakian dapat memperpanjang
waktu smulsifikas: karena terjadi pembentukan fase knistal-cair vang kental (gel
knstalin) pada lapisan surfaktan-aw schinsga dibutuhkan enerzi berlebih dalam
memberitiok dispersi emulst berukuran kecil . Adanyva kemponen ko-surfakian atan
minyak dengan viskosttas lebih kecil dapat meninegkatkan fhiuditas dary surfakian
dengan cara menembus meolckol surfakian vane kaku atau kental kemudian
menciptakcan muangzn vang koseng pada molekul surfaktan tersebut hal s
menvebabkan air semakin mudah terpenstrasi ke dalamnva untuk membentuk
nanoemulst secara spontan (Ruan dkk . 2010).
Hubungan antara vanabel tergantung (Y3:) dan vaniabel bebas (A, B. C) dapat

dilthat pada cowtowr plot untuk respon waktu emulsifikas: (gambar 13),
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Gambar 15, Countour plor untnk rezpon wakiu emulsifileasi

Pada gambar 15 terlihat tanda pansh pada area biru di sudut C (ko-surfakian)
vane menerangkan bahwa semakin tincm komposisi ko-surfaktan maka dapat
memperkect] waktu emulsifikasy vang dibutuhkan SNEDDS untuk membentuk
nanoemuls:t spontan. Sedangkan area merah pada sudut B (surfaktan) menerangkan
bahwa semakmm tnggi komposisi surfaktan dapat meningkatkan wakto
emulsifikasinva. Hal 1 sesuat dengan penelitian sebelumnya vamu peningkatan
surfaktan dapat memperpanjang waktu emulsifikasinya karena pengarch
viskositasnya vang tinggy dibandingkan ko-surfaktan sehingga pengaruh ko-
surfaktan dapat menurunkan fluiditas surfaktan dan membanty menurunkan
tegangan permukaan struktur hidrokarbon antar fase munvak dan air yang
menvebabkan waktz emulsifikas: SNEDDS semakin singkat (Eid dkk, 2014; Nepal
dkk.. 2010: Ruan dkk | 2010),

G. Optimasi dan Verifikasi Formula Optimal SNEDDS Ekstrak Jinten
Hitam

Proses optimasi formula dilaloukean untuk memperoleh suate formula optimai
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SNEDDS ekstrak jinten hitam berdasarkan respon optimal yang diperoleh jika nila
desirability mendekati 1 (Dash dikk | 2015). Komponen vang akan dioptimas
adalah munvak surfaktan dan ko-surfakian  Setitap komponen dilakukan
pembobotan kepentingan untuk memperoleh respon optimal yang diinginkan

Pembobotan 1m1 disebut juga importance. di mana terdapat pilihan tanda positif satu

(+) hingga tanda posiuf ltma (+—++—). Semakin tngay tingkat kepentingan dan
kompenen dan respon vang diukur, maka semakin besar bobot kepentingan vang
diberikan Bobet kepentingan dan target respon formula SNEDDS dapat dilihat
pada tabel 10.

__ Tahbel I0. Optimasi formula SNEDDS ekstrak jinten hitam

Nama Target  Lower limit  Upper limit  Importance
Minvak i5 i range 15 20 3
Surfaktan HLEE 63 70 3
Ko-susfaktan 15 1 range 15 20 3
Transmitan maimize 97.8 98 8 3
Waktu emulsifikas:  manmimize 34 193 3

Komponen munyvak (15-20%), surfaktan (63-70%). dan ko-surfaktan (13-
20%) diopumalkan denzan tarzet komponen i range dan importance sebhesar tiza
(). Hal 1 dikarenakan pada rentang tersebuot, komponen muinyak, surfaktan,
dan ko-surfaktan masith memenuhi persyaratan SNEDDS dalam membentuk
nanoemulst spontan. Respon persentase transoutan dibenkan bobot kepentingan
tiga (+—+) dengan target mavimize vaneg berarti formula optimal ditnginkan untuk
diperoleh respon transmitan paling tinggr. Bobot kepenfinzan dibenkan milai tiza
karena nilsy persentase transmitan hasil percobaan telah memenubs persyaratan

vaity > 20%0 yang berarti telah diperoleh nancemulst vang jernth (Sagar dkk . 2014),
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Respon waktu emulsifikast diberikan bobot kepentingan lima (+—+++— )
dengan target minimize yvang beramt  formula dimgimnkan dapat membenkan wakio
emulsifikass spontan vang paling singkat Bobot kepentingan untuk respon
emulsifikas: diberikan paling besar di antara yane lain karena pada hasil respon
sebelumnya diperoleh waktn emulsifikas: vang tinggt hingga mencapm 195 denk
padahal persyaratan emulsifikas: spontan sediaan SNEDDS adalah kurang dan 60
detik (Balakumar dklc 2013).

Formula vang disarankan oleh program Design Expert 7. /.3 sebanvak 3 solust
sepertt vang terhhat pada tabel 11,

Tabei 11, Solusi formula opl:ima,l SNEDDS berdasarkan Design Expert 713

Transmirtan Wakiu
Noe M%) S§7{%) K= (%) o emulsifikasi  Desirabiliny
I o i) (detik) o
1 15.00 67 34 17.66 g8 37 4735 0.7 g
2 1739 65.00 17.62 Qg 19 54497 0616
3 1633 6866 1500 ag 15 . 105,39 0475
Keteranzan:
M = Minyak
5= Surfaktan

K =Ko-surfzkizn

Solusi vang dipilih adalah formula perfama karena membenkan angka
desirability paling tingpr vans mendekatt milay 1.000. Formuls optimal vang
disarankan memiliks komposis: minvak sebesar 5% surfaktan sebasar 67 _34%0,
dan ko-surfaktan sebesar 17,66%. Formula mm diprediksi akan memberikan hasi
persentase fransputan sebesar 9.8.,37 %, dan prediks: wakt emulsifikas: sebesar
47 35 detik. Nilai desirabilizy dan formula optimal 1mi adalah sebesar 0,768 yans
berart1 formula terzebut akan menghasilkan karasktenistik paling optimal dan sesuat
dengan kemginan penehiti sebesar 76.8%.

Titik perpotongan hasil formula optimal dapat dilihat pada conforr plor (arsa
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kuning) dengan nilas desirability sebesar 0.768 (gambar 16).
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Gambar 16. Counmure plot formula optimal SNEDDS
Setelah program Design Expert 7.1.5 merekomendasikan formula
optimum denzan mila desirabilin tertingzy. lalu dilakukan pembuktian dengan
melakukan percobaan sebanyak tiga kali replikasi, kemudian hasil observas
dibandingkan terhadap mla prediks: dan program Design Expert 7.1.5 tersebut
(tabel 12). Hasil verifikasi SNEDDS ekstrak jinten optimal dapat dilihat pada
lampiran 10.

Tabel 12. Prediksi dan hasil verifilasi respon formula optimal

Respon  Prediksi Ohservasi 95% CI 95% Pl

low  High Low  High

98,00
| 9820 | | .
T‘““{;":;I““ 08,37 ' 98,02 9873 0782 9892

9830
Rata-rata<SD 98.170,15
50,02
Waktu 49 24
ernnlsifikasi  47.35 39,06 5573 3532 5947
(derik) 4929
Rata-rataSD 49,5740 44




Paimr prediction pada program Design Expert 7.1.5 dapat memperkirakan
nilar respon hasil observas: dengan tarat kepercavaan 95%. Proses verifikasi m
dengan melithat nilar hasil observas: berada pada rentang Confidence Interval (CI)
dan Prediction Interval (PI). Makna dan 93% CI (confidence mterval) adalah
rentang nila: rata-rata hasil observas: pada taraf kepercayvaan 95%, sedangkan 93%
Pl (predicrion interval) adalah rentang mila1 predikst individu hasi! observas: pada
taral kepercavaan 95%. Rentang nilat PI lebih besar danpada CI karenz nila
individu hasil ebservast past lehih bervanas: dibandmgkan milar rata-rata hasil
observasi (Engelen dkk., 2015 Purnomeo dkk., 2012),

Hasil respon observasi persentase transmitan adalah sebesar 98 00; 98 20; dan
08 30% dengan rata-rata sebesar 98.17=0,15%. Nilai rata-rata hasil observasi
masuk pada rentang CI 93% wvartu antara 98,02 — 98,73%, sadangkan masing-
masing nilar mdivide darn tiga kali rephikas: juea masuk pada rentang P1 93% vaitu
amiara 97.82 — 98.92% Hasil respon obssrvas: waktu emulsifikas: adalah sebesar
50.02: 49,24 dan 49 29 detik dengan rata-rata sebesar 49 52+0 44 detik. Nila: rata-
rata hasil observasit masuk pada rentang CI 23% antara 3906 — 33.73 deuk
sedangkan masme-masirig nilal mdividu dan tiga kalt replikas: juga masuk pada
rentang Pl 93% vastu antara 3332 — 3947 detik. Hasil venfikas: mla observas:
masuk pada tentang nilar predikst menmndikasikan kesesuvaian model wang
ditentukan oleh program Design Expert 7.1.3.
H. TUji Viskositas Formula Optimal SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam

Up wviskositas SNEDDS sangat penting untuk mengkarakterisas: sistemn

SNEDDS secara fistk dan mengkontrol stabilitasnva Penguluran wiskositas



SNEDDS ekstrak jinten hitam 1 juga penting untuk mengukur kemampuannya
saat prozes filling ke dalam kapsul gelatin lunak atau keras. Apabila sistem menmliks
viskositas sangat rendzah maka akan susah dikontrol kecepatannyva untuk drwang
vang memunpkinkan dosis obat memadi tudak seragam sedangkan apabila
viskositasnya terlalo tingoi maks formula SNEDDS susah dituang ke dalam kapsul
Berdasarkan hasil optimasi sebelumnva. viskositas surfaktan dapat diturunkan
dengan kombinast minvak dan ko-surfaktan sehingga memberikan hasil yang dapat

dilthat pada gambar 17
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Gambar 17. Viskositas SNEDDS ekstrok jinten hitam

Berdasarkan hasil percobaan diperoleh hasil viskositas SNEDDS ekstrak
jinten optimal antara 238,92 — 23] 36 cP dengan penambahan kecepatan putar
antara 30 rpm hingoa 100 rpm (lampiran 11). Fommula opnmal SNEDDS wvang
diperoleh akan mudah difilling k= dalam kapsul gelatin lunak atau keras karena

viskositasnya kurang dan 10,000 ¢2 (Belhad; dkk |, 2013).
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L. Karaktenisasi Ukuran dan Zeta Potensial Tetesan Formuls Optimal
SNEDDS Eksirak Jinten Hitam

Ekuran tetesan nanoemuls: memipakan faktor vang penting dalam formula
SNEDDS karena menunjukkan kecepatan dan tingkat pelepasan obat untuk obat
diabsorbst. Selan o, ukuran vang kecil dan tetssan emulsi dapat mempercepat
obat diabsorbs: sehingga meningkatkan bioavailabilitasnva Sistem nanoemulst
dapat terbentuk oleh peran surfaktan vane menstabilkan lapisan antara minvak
dengan air, seria peran ko-surfaktan vang dapat mengembangkan lapizsan film
amiara muinyak dengan air schingsa memudahkan penetras: air membeniuk
nanoemuls: spontan (Yadav dklk | 2014), Ukuran tetesan nancemuls: SNEDDS
optimal yang mengandung ekstrak jinten hitam 200 mg g sistem dapat dilihat pada

gambar 18 dan lampiran 12
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Gambar 18. Ukuran tetesan nanoemulsi SNEDDS ekstrak jinten hitam 200 mg'g

Pada percobaan dipereleh ukuran tetesan nancemuls: munyak dalam air
dengan rata-rata sebesar 163 om dengan nila polvdispersity ndex (PI) sebesar
0_202. Ukuran tetesan masuk pada reatang nancemulst vaitn kurang dan 100 nm
{Patsl dan Patel. 2013) Ukuran tetesan nanoemuls: vang lebih kecil danpada

kapiler darah (400 nm) dapat diabsorbsi lebth batk dan meminimalkan



kemungkman kapiler darah menghalang: proses transpert tetesan nanoemulst
(Kumar dkk, 2013). Nilai Pl merupakan milai dan distnbus: vkuran tetesan
nanoemuls: dengan persvaratan kurang dan 0.3 Pada penelitian diperoleh mila PI
sebesar . 202 sehingga distribus: ukuran partikeinya dinyatakan seragam sehingga
dapat diabsorbs: dengan kecepatan relauf sama dan cepat sehingga meningkatkan
bicavailabilitasnya (Balakumar dkk.. 2013; Eimen dkk _ 2012),

Pengukuran zeta potensial juga penting dilakukan untuk mengetahut stabilitas
dispers: nanoemuist dalam media berawr. Nilar zota potensial nancemuls: SNEDDS

ekstrak jnten hiiam dapat dilihat pada gambar 19 dan lampiran 12
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Gambar 19, Zeta potensial nanoemuisi SNEDDS skstrak jinten hitam 200 mz/g

Zeia potensial adalah beda potensial antar permukaan partikel Nila beda
potensial berhubungan dengan gaya tolak —menolak antar partikel vang berdekatan
akibat jenis muatan vang sama dalam dispersi. Parfike! atau molekul kecil dengan
zeta potensial vang tingm maka dapat terjad: gava tolak-menelak anter partikes] dan
tidak t=nad: agresas: sehinsza meningkatkan stabilitasnva dalam dispersi. Ketika

zeta potensial rendah maka gava Tartk-menank lebih becar daripada gavatolaknya
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vang menvebablkan dispers: dapat pecah dan tenjadi flokulas: partikel Zeta
potensial vang tingm diharapkan dalam formulasi (posinf atau negani) karena
mengmdikasikan kestabilan sistem (Parmar dkk, 2011},

Pada penclitan SNEDDS yvang mengandung ekstrak jinten hitam 200 m

ternvata hastl zeta potensial nancemuls: adalah sebesar 4335 mV. Nilat zeta
potensial vang lebih dar =30 mV membernkan kestabilan tetesan nancemuls: pada
sistem sehingga ndak terjadi flokulas:. Muatan negatif dari permukaan tetezan
nanoemuls: terjadi akibat adanya asam lemak bebas vang berasal dan komponen
SNEDDS vaitu minyak, surfaktan ko-surfaktan. serta skstrak jinten hitam yang
mengandung asam lemak (Balakumar dkk  2013).
J. TUji Imunostimulan Formula Optimal SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam
Pada pepelinan diakukan unji imunostimulan denpan biolatex assay
meng_gmakan hewan w1 tikus Sprague-Dowley dengan nomor etiiical cleagrance

I3OKEC-LPPT/X/ 2015 (lampiran 13).
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Gambar 20. Razio sel makrofag (%4)
Rasio sel makrofag ditelin untuk mengetahui persentase sel makrofag akuf
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vaneg dapat memfagosistosis lateks (gambar 20). Semakin tingo: persentase sel
makrofag vang aktf dalam memfagositosis (mendekati 100%) datam total 100 sel
makrofag terhifung maka semakin potensial sebagai imunostimulan

Data rasio sel makrofag kemudian dianalisis secara statisuk dengan SPSS
16.0 yaitu up normaluas dengan Shaprro-Mik membenkan hasil vang ndak
berbeda sigmifikan antar data (P=0.035). akan tetapi data rasie sel makrofas
menunjukkan tidak homogen secara statishik (p=<0,03) sehingsa data dianalisis
dengan Kruskal-Waliis Test dilamyutan Mow=Whimey Test untuk mengetahm
perbedaan antar kelompok perlakvan (lampiran 13) Hasil Kruskal-Wallis Test
menunukian data rasio sel makrofag antar kelompok perlakukan berbeda secara
sionifikan vartu (0,001 sehingga dilanjutkan uwp Mamn-Ahitmery untuk melihat
perbedaan antar kelompok pada tabel 13,

Tabel 13. Data statistilk rasio sel makrofag
Rasio sel makrofag (%) (taraf kepercavaan 95%)

Kelompok Kelompeok Sizmifikans: Kesimpulan
EIH 0.009 Berbeda signifikan
~ SNEDDS-ETH** 0,002 Berbeda signifikan
SHESEY. aminasie 0085 Setedn ik
Kontrol normal 0,009 Berbeda signifikan
SNEDDS-EJH 0,76  Tidak berbeda signifikan
EIH* Kontrol positif 0251 Tidak berbeda signifikan
Kontrol normal 0.016 Berbeda signuifikan
. Kontrel positif 0028 Berbeda siomfikan
SNEDRSHIH. o tolrcnnnd 0.917 Tidak berbada sienifikan
Kontrol positif  Kontrol normal 0.000 Berbeda signifikan
Ksteranoan-

0. 03= berbeda sigmfilan

20,03 =udal: berbeda zagmfikan

*EJH = Ekstrak Jmten Hitam 200 mg'keBE
*SNEDDS-EJH =SKEDDS tanpa ETH

Berdasarkan analisis statistik diperoleh hasil rasio sel makrofag yartu
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formulasi ekstrak jinten hitam sebesar 200 mo keBB menjadi SNEDDS dengan
komposist manyak 1kan hiu cocuot botol, surfaktan (Crodurst 30 85 dan Tween 80),
serta ko-surfaktan PEG 400 ternvata mampu mengaktivas: sel makrofag paling
tinggmt diantara kelompok perlakuan vang lamn yamw sebezar 93.2+1.17%
dibandingkan kontrol pesiif yang mengandung ekstrak memwan 2.7 mg'{lj—l
ml.'tikus mengaktivast sel makrofag sebesar 77,6=14.01% dan ekstrak jintan hitam
200 mzkeBB hanve dapat mengakirvas: sel makrofas sebesar 416221 01%.
Ekstrak pnten hitam memberikan hasil yvang tidak berbeda sipmfikan dalam
memngkatkan rasio sel makrofag jika dibandingkan dengan konirol posmif
(s1gnifikansy 0.251) dan dengan SNEDDS tanpa ekstrak ninten hitam (sigrufikansy
0.175). SNEDDS tanpa ekstrak jinten hitam temyata memberikan hasil vang
berbeda sigmifikan apabila dibandingkan densan kontrol posinf (sisnifikans:
0,028) tetap tdak berbeda sigmifikan pka dibandingkan dengan kontrol normal
(stgnifikans:: 0.917). SNEDDS tanpa ekstrak jinten ternvata membenkan efek yang
kecil dalam meningkatkan rasio sel makrofags karenas SNEDDS tersebut
mengandung minyvak ikan hiu cucut botol sebesar 13% dalam 1 gram sistem
SNEDDS atau 150 mg dalam 1 gram sistem Berdasarkan penchiian vane dilakukan
oleh Hapmeorad: dkk . (2009%ternvata munyak 1kan hiw murm dengan konsentras:
100 mg'ml. dapat meningkatkan produkst nitrit oksida sebaga: pertanda adanva
aktivitas sel makrofag Tetap: jika SNEDDS tanpa ekstrak dibandingkan dengan
kontrol normal membenkan hasil vanz udak berbeda signifikan. hal
kemungkinan dapat terjadi karena perbedaan jémis dan habitat ikan hiu pada

penehtian Hapmeorad:s dkk . (2009%) sshingga terjadi perbedaan kandungan
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alkilgliserol dan skualen vang berperan pada peningkatan sistem imun
Indeks fagositests adalah kemampuan sel miakrofag aknf dalam
memfapositosis lateks, semakin banyak lateks vang difagositosis maka kapasitas

fagostiosisnva semakin tinggl (gambar 21). Data perhitungan dapat dilithat pada

lampiran 13
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Gambar 21. Indels fagositosis makrofag
Tabel 14. Data statistik indeks fagositosiz malorofag
hﬂﬁg&s _.'[_a.gﬂ'SI{D’SE malu'nfa_g (t:raf Leperca}':t:m 95%)
Kelompok Kelompok Slg_‘ﬂ.lﬁkﬂ.ﬂ?_d K&ﬁlmpulnn
EIH 0.002 Berbeda signifikan
P SNEDDS-EJTH*™* 0.009 Berbeda signifikan
SNEDDSEIH - o volposiif 0251 Tidak berbeda signifiken
Eomntrol normal 0.009 Berbeda signifikan
SNEDDS-EIH 0.175 Tidak berbeda sigmifikan
ETH* Kontrol posimif 0,470 Tidak berbeda signifikan
Eomntrol normal 0.009 Berbeda signifikan
NED Kontrol positif 0.009 Herbeda signifikan
SHELDESIH o ol niormal 0,602 Tidak berbeda sionifikan
Kontrol positif _ Komrolnormal 0009 Berbeda signifikan
e S L i R Ee s L S

£<0.05= berbeda siznifikan
20,03 = tidak berbeds signifikan

*EJH = Ekstrak Jinten Hitam 200 mg/kgBB
**SNEDDS-EJH = SNEDDS tanpa EJH
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Data indeks fagosiiosis makrofas dianalisis secara stanstik denzgan SPSS 160
dapat dilihat pada tabel 14 Ujt normalitas data indeks fagosttosis dilakukan dengan
Shapiro-Wilk memberikan hasi! vang tidak berbeda signifikan antar data (P=0.03).
tetap: data indeks fagositosis makrofag menunjukkan ndak homogen secara statistik
(p=0.05) sehingga data dianalisis dengan Krushal-Wallis Test. Hasil Kruskai-Wallis
Tesr memunjukkan data indeks fagositosis antar kelompok perlakukan berbeda
secara signtfikan vartu 0001 sehingga dilanjutkan ujt Mann-Whimmey untuk melihat
perbedaan antar kelompok perlalasan

Berdasarkan hasil analisis statistik, diperoleh hasil bahwa SNEDDS yang
mengandung ekstrak jinten hitam dapat menmngkatkan mdeks fagositosis makrofag
apabila dibandinokan dengan ekstrak jinten tanpa formulas: (signifikanst: 0,009),
dan SNEDDS tanpa ekstrak (stovifikansy: 0.009) dan hasilnya tdak berbeda secara
signifikan apahila dibandingkan dengan kontrol pasitif berupa ekstrak memran 7.2
mg tikus (signifikansy: 0.251). Hasil indels fagositosis skstrak jimten hitam tanpa
formulast tidak berbeda sionifikan dengan kontrol pesiif varu ekstrak memiran
dalam sedtaan sirup (signifikanst: 0.470). hal 1m dapat terjad: akibat kelamtan
ekstrak vang rendah sshinopa lebih sukar diabsorbs: pada usus halus. selain 1o
terdapat mekanisme metabolisme: oleh han sehingga bioavatlabilitasnva dalam
darah menuron Hasi] indeks fagositosts antara ekstrak jinten hitam nidak berbeda
sigmifikan (signithkanst: 0.175) karena adanva munyak tkan s cucut botol yvang
terdapat pada komponen SNEDDS sebanvak 13% dalam ! g sistem kemungkinan
membernikan efek imunostmulan sepern penelittan yang pemmah dilalukan oleh

Hapmorad: dklk | (2009%) menalin minvak tkan hw  vang berasal Tran dengan
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konsentras: 100 mg'ml temyata dapat memngkatkan fungs: dan akuwvitas sel
makrofag.

Indeks fagositosis SNEDDS tanpa ckstrak membenkan hasil tidak berbeda
signifikan jka dibandingkan dengan kontrol normal, hal i dapat teriadi karena
perbedaan jemis dan habttat 1kan hiu pada penelitian Hajimorads dkk | (2009%)
sehingea terjad: perbedaan kandungan alkalgliserol dan skualen yang berperan pada
peningkatan sistem imun

Penelitian efek mmunostimulan dengan menggunakan sel makrofag wvang
meropakan salah satu fenis sel dalam pertahanan tubuh non-spesifik vang memiliki
kemampuan fagostosis karena memiliky reseptor vang lebth rapat pada
permukaannya dan terdapat banyak enzim lisosom di dalamnya. Sampel makrofag
pada penslitian 11 diambil dan caran pentoneal fikus karena stenl dan mempakan
sl anaerob sshinggs mudah mengkontrol hngkungan hidupnva. Selain ity metods
1solast makrofag relatif cepat dan mudah. Suspens: laieks digunakan untuk
penehtian aktivitas fagositosis makrofio sebagai partike]l vang akan difagosit olsh
se! makrofag  Latsks merupakan makromolekn! vang dapat dikenali cleh reseptor
sel makrofas sehingoa dapat difasosit oleh sel makrofag (Santoso dide | 2017)

Komponen aknf dan ekstrak jpnten hitam vang bemps munyvak adalah
timokuinon (Salem, 2003). Pada tububk, IFN-y diproduksi oleh limfosut T atau sel
Natural-Ezller (NK), tergantung dan jenis fespon imun vang terjady. [FIN=r akan
disintes:s oleh sel NK padaimunitas alami dan oleh limfosit T pada imunitas adaptif
Molekul IFN-y vang disintesis kemudian akan mengaktivasi sel makrofag uniuk

memfagositosis. Pada penelinan vang dilalukan oleh Boskabady dkk, (2011)



memeroleh hasil bahwa stimulas: vang berasal dan nmokuinon dapat meningkatkan
produks: IFN-y secara langsung, tanpa mtervens: dan sel NK atau sel limfosit T
Selan itu IFN-y juga disekresikan oleh makrofag vang terstimulas: dalam jumlah
yang banvak dan kemudian bekerja secara autoknn atau sel makrofag dapat bekeria
aktif alabat substanst vang dikasilkan oleh dinnva sendirt di antara populas:
makrofag (Santose dklk., 2012,

Hasil fagositosis makrofas antar kelompok perlakuan dapat dilihat pada
Gambar 12, Fazositosis makrofag antar kelompok perlakuan. (A) Kelompok SNEDDS—Ekstrak

junten Hitam; (B). Kelempok Ekstrak pnten hitam; (C). Eelompek SWEDDS tsnpa Ekstrak jinten
bitam; (D). Kelompek kontrel pozitif (E). Kelompok kontrol normal )

gambar 72

Ketika ekstrak jinten hitam diformulas: menjadi SNEDDS dengan kompostst

minyak ikan hiu cucut botol, surfaktan (Crodurst 30 SS dan Tween 80). dengan ko-



surfaktan PEG 400 temnyata efek imunostumulan lebih tingg: dibandingkan dengan
ekstrak jnten tanpa formulasi bahkan diperoleh hasil dapar meningkatkan rasio
makrofag aknt lebth tmg_gi dibandingkan kontrol positif meskipun hasil indeks
fagositosisnva tidak berbeda secama sigmifikan

Permasalzhan utama dalam pembenan obat rute oral adalah adanya lapisan
atr vang nidak teraduk pada epitelial (wnstirred agueous laver) serta permeabilitas
membran vang buruk menvebabkan obat sulit diabsorbs:, Formula SNEDDS
dengan komposist utama minvak surfaktan dan ko-surfaktan dapat memngikatkan
bicavailabilitas obat dengan kelarutan vang rendah (Balakrishnan dkk, 2009)
Minvak yang digunakan pada penelitian adalah munyak tkan hio cucut botol vang
merupakan tnglisenda rantas panjang vang berfungs: untuk melaratkan ekstrak
jinten hitam benipa minyvak dengan lipofilisiias vang tingm Selain ttu penggunaan
munvak rantai pamang adalah sifatnva vang hpofil (log P=3) schingga dapat
diabsops: melalui jalur imfatk menvebabkan dapat terhindar dan metabolisme han
dan memimimalkan efek hepatotoksik (L dide . 2011).

Surfaktan vang berasal dann SNEDDS dapat meningkatkan permeabilitas
membran dengan merusak lapisan liprd Bilayer dari sel epiel Monomer surfaktan
dapat melekatkan molekuinva pada membran zel seshmzoa membenlkan efek lehih
polar pada membran lipid. Surfaktan juga berperan dalam membuka might junction
antar sel epitel dengan cara mteraks: dengan bagian polar dan [ipid Silaver,
memodifikas: tkatan hidrogen dan ionik antar grup, sekaligus dapat memasukkan
molekul hipofilnyva pada hilaver schingga membran sel terbuka (Li dikde | 2011).

Crodurst 30 88 dan Tweesn 80 dapar menmgkatkan zbosrbsy karens memmliks
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kemampuan menghambat transpornt efluks p-glikoprotemn yaitu suatu protein yang
dapat mengeluarkan obat setelsh diabsorbs:, dapar menghambat enzim stokrom
untuk metabolisme obat, serta dapat diabsorbsi melalm hmfatk sehingga beberapa
mekanisme 1 juga dapat meningkatkan broavailabtlitas dann SNEDDS (Avachat
dan Patel 7013).

SNEDDS wangz mengandung senyawa lipofil dapat meningkat abserbsinya
melalur transport imfatik densan menstimulast terproduksinya kilomikron variu
lipeprotain vang membawa tnghsenda darr usus halus mennm ke janngan untuk
nutnst pada twbubh. SNEDDS yans menpgandung komponen munyak akan
teremulsifikas: pada lambung serta adanva hidrolisis mengubah lipid menjads
moneglisenida dan asam lemak kemudian akan diabserbsi melahs: enterosit dan
dkan terjadi re-esterifikast menjadh tnigliserida lag dan akan bennteraks: dengan
kilomikron di usus halus. Adanva komponen swrfakian vang berperan dalam
membuka fight-wiction membran epitel memudabkan kilomikron menembus
membran sel

Kemungkinan lain vane dapat terjadi pada transport limfatik adalah transport
olzh sel epitel membran vaitu sel M (microfold cell) vattu s=1 yang ditemukan pada
eprtelium folikel Pever s narch, sebuah jannpan imfatk vane disebut GALT (gur-
associated fymphoid tissue). Nanoemulsi dan SNEDDS dapat ditranspor melalu
g2l M vang berads pada jaringan limfank di vsus kalus vang alan memfasilias
transitosis untuk diabsorbs:. Hal tni juga berkaitan dengan ukuran vang kecil dan
nanoemuls: (<100 nm) schingga absorbsinya meningkat pada saluran

gastroytestinal SNEDDS yang diabsorbs: melaloy sistem hmfank akan dibawa ke



sirkulast sistemik dengan kilomikron seperti vang terlihat pada gambar 23
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Gambar 23. Mekanisme absorbsi SNEDDS. Tiga kemungzkinan transport SNEDDS ejcstrak jinten
hitam (E) cleh kilopnkron (EM): (1) Mekenisme peraseluler densan membuka ight function sel
eaterosit; {2) Mekantzme transeluler dengan digest SWEDDS EJH menjadi monoglizerids (MG
dan asam lemak (AD) falu di re-estentfibast menjadt trizlizersda (TG) dan bennterabs: denean
Eilemilran (KM), (3Melaiu: sel M pada sel membran spite] dani Pever's patches SNEDDE ETH
vens benmteraks dengan kilommlron sksn mienmj: sutem lirnfatile sehinozs  maninekatian
bioavaiiabilitas (Shahnaz dick | 2011)

Toglisenida rantai panjang vang digunakan dapat bergabung dengan
kilomikron, kemudian diabsorbst melalin jalur hmfatik sehingga terhindar dan
metabolisme oleh hati dan mencegah hepatotoksik. Ketika tnglisenda telah
dilepaskan, maka sisa-sisa knlomukron akan diambil eleh han, dimana lipid dan
kolesterol vang tersisa diekskresikan dalam empedu atau dibuat menjadi lipoprotein
lainnya (Shahnaz dick . 7011). Berbagai macam mekamsme absorbsi milah vang
menvebabkan formula SNEDDS ekstrak jinten hitam dapat menmingkatkan efek

imunostimulan lebih baik dibandingkan ekstrak tanpa formulas:.
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K. Uji Extract Loading Formula Optimal SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam

Un exrraer loading dilalukan untuk formula SNEDDS ekstrak jinten hitaim
yvang optimal dengan tujuan apabila mampu memuat dosis besar dalam sistem
SNEDDS maka pemberiannva dapat diminimalkan tanpa mengurang: dosisnyva
dibandingkan dengan ekstrak murmi tanpa formulas:

Desis ekstrak dinngkatkan dari formula optimal SNEDDS eptimal vamu 200
mg g menjadi 300 mg, 400 mg. 500 mg_ 600 mg, 700 mg, dan 800 mg ekstrak jinten
hitam dalam 1 gram sistem SNEDIDS. Penamymian fisik formula SNEDDS diaman
apabila terjadt pem:saban pada formula kemudian diun kejermhan dan wakso
emulsifikas: vang masih memenuln persyaratan nanoemuls: spontan dalam media

beratr. Hasil uyi penampilan fisik kejemihan, dan waktu emulsifikasi dapat dilihat

pada tabel 13,
Tabel 15, Ui extract leading SNEDDS ekstrak jinten hitam
Dosis ekstrak Penampilan Kejernihan Waktu emulsifikasi
(per 1 gram sistem) fisik (% transmitan) (detik)
300 me Tidak memisah 97 10x=0.36 43127029
400 meg Tidak memisah 9560017 37.731+0.28
300 me Tidak memizzh 2. 10x£036 3283025
600 mz Tidak memisah 83 A7 043 25682065
700 mg Tidak memssah 7660046 2003021
800 mg Tidak memisah 63231045 15522044

Pada penelitian diperoleh hasil bahwa tidak terjadi pemisahan dan sistem
SNEDDS ekstrak jinten hiam hingza dosis maksimal sebesar 800 mg/'gz sistem
SNEDDS. Tetap: pada ujt kejemihan dipereleh hasil bahwa sistem hanya mampu
menampung ckstrak ynten hitam maksimal sebesar 600 mg's sistem SNEDDS

dengan nilm persentase transmutan vaitu 8967 2= 0,43% dengan penammlan



nanoemulst yang masih jermh dalam media AGF (lampiran 14). Suawms formula
SNEDDS memenuhi persyaratan nancemuls: apabila persentase tranzmitan pada
nila sekitar 90% atau lebih dan penampilannva masih jemih dalam media beraw
(Sagar dikk . 2014).

Wakto emulsifikas: dipereleh semakin singkat seirng penmmgkatan dosis
ekstrak jinten hitam, hal in: akibat penambahan ekstrak jnten hitam vang berupa
minyak schirigea menycbabkan viskesitas sistem menjadi lebih rendah vang
berpengamh pada mudahnyva air terpenetrast ke dalam sistem untuk membentuk
nanoemulsi secara spontan. Pada penelitan vang dilakukan oleh Ahmed dkk..
(2014) melakukan drug loading vaitu kuersetin dalam sistem SNEDDS temvata
mamgpu memuat kuersetin hampir dua kali lipat dar: dosis awal yartu sebesar 18.6
— 32 mg g sistem akan tetapy digunakan dosis kusrsetin sebesar 13 mo'g sistem
untuk meminimialkan resiko pengendapan Pada penelittan sistem SNEDDIS secuat
untuk memuat ekstrale menjads 3 kah lipat dan formula optimal vartu dan dosis 200
mg'g memadi 600 meg'g sistem SNEDDS dengan penampilan yang masih jermih
dalam media AGF senta waktu emulsifikasi menjads lebth singkat
L. Uji Stabilitas SNEDDS Ekstrak Jinten Hitam

Perbedaan antara emulst biasa dan nanoemulst adalah stabilitas kinenk vang
mercfleksikan stabilitas termodinamik antara dua sistem vantu fase air dan fase
munyvak. Sistem SNEDDS nka teremulsifikas: dalam media berair akan membentuk
sistem nancemuls: di mana sistem 1m hams stabil dan ndak akan terjads
pengendapan  obat. pemisashan atau pecahnva fase antar minyvak dan air

Penvimpanan dalam jangka waktu lama perlu ditelitr untuk mengetalnn stabilitas



sistem SNEDDS vang dapat menyebabkan obat mengendap dari sistem atau tegadi
pemisahan fase akibat sistem surfakian dan ko-surfaktan vang ndak stabil zeshingoa
menvebabkan perubahan karakter dan nanoemuls: vang diharapkan Penelitian
stabilitas dapat dilakukan dengan beberapa cara yaitu penyvimpanan selama 3 bulan
pada suhu tuang atau dengan metede freece-thawing (metode pembekuan-
pencairan) untuk melthat pka tenadi pemisshan fase SNEDDS atau perubahan
karakter nanoemuls: vang melipun kejermihan dan waktu emulsifikast spontan
dalam media beraw (Parmar didke . 2011,

Hasil pengujian stabilitas pada SNEDDS ekstrak jinten hitam sebesar 200 mg,
300 me, dan 600 mg e sistem padasuhu moang 25=2 °C selama 90 han kemudian
dilanjutkan uji kejernihan dan uji wakm emulsifikas: untuk melihat perbedaan
karakteristik nanoemulst yvang terbentuk (tabel 16).

Tabel 16. Hasil uji kejernihan setelah penvimpanan selama 20 hari (2522 °C)

Ekstrak . % %
Jinten S\’]:;)p]] S Transmitan Transmitan Pualue
Hitam ; Harike0  Harike90
Mo mele: T.mﬂk‘ 9817+0.15  98.20%0.17 0,789
500 mgle E‘m‘”h' “dlak 9210036  92.00+0.26 0574
600 ma's f‘h.“df' 8067045  89.83+042 0,577
Keterangan

P<0.05 = berbeda sigmifikan
§50.05 = tidak berbeda siznifikan

Pengupan hanva dilakukan pada ketiza dosis tersebut karena berdasarkan
formula optimal mengounakan dosie ekstrak 200 me'g serta hasil extrect [oading
maksimal dapat menampuns dosis ekstrak sebesar 300 mz'g serta 600 mg 'z sistem.
Hasil up stabilitas selama 90 han pada SNEDDS membenkan hasil varo

penampilan visualnya tetap jernth dan tidak terjach pemisahan fase. Ut kejernihan



sebelum dan setelah penyimpanan temyata tidak memberikan perbedaan signifikan
secata statistik (lampian 13)

Waktu emulstfikasi dilakukan terhadap SNEDDS ekstrak jinten hitam setelah
uji stabilitas selama 90 han pada suhu 2522 °C yang dapat dilithat pada tabel 17

Tabel 17. Hasil waktu emulsifileasi setelah penvimpanan selama 90 hari (2522 *C)

Wakiu 2 i E
Ekstiak Fiten Phiimpian omilsifkass m“;‘“ﬁf’ﬁk‘“' P
Hitam nanoemulsi (detik) { 5 ) value
i Hari ke-90
Hari ke-0
200 mg'z Jernh  49352+044  5038+046 0,084
300 mgz Jernith 32.B3F=025 33200385 0,120
600 mo Jernih 23.68+0.635 2608036 0.187

p=0.05 = tidak berbeda signifikan

Berdasarkan hasil ujt stabilitas selama 90 hant pada suhu 25 = 2°C diperaleh
hasil balhwa SNEDDS vang mengandung ekstrak jinten hitam sebesar 200 mg, 300
mg. 400 mg, 500 mg, dan 630 mg'g sistem temyata penampilan nanoemulsi yang
diperoleh tetap jermih dan waktu emulsdikas: tidak berbeda sionifikan antara
sebelum up stabilitas dan setelahnva

Metode freeze-thaw dilakukan denpan menyimpan SNEDDS skstrak jinten
hitam dosis 200 mg, 500 mg, dan 600 mg'g sistem pada suhu -21°C seiama 24 jam,
kemudian pada suhu 25°C selama 24 jam (satu siklus) dilanjutkan senmifugasi 3000
rpm selama 30 menit untuk mengetahu: apakah terjadi pemisahan fase atau
perubahan kejermhan serta waktu emulsifikas) setelah un stabilitas dilakukan Hasil

uji kejemithan dapat dilihat pada tabel 18.
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_Tahel 18. Hasil uji kejernihan setelah siklus freeze-thaw sebanyak 6 siklus
Fkstrak Penampilan Y

o 1 =
Jinten SNEDDS setelah fnhT]ra HEEHB Transmitan :;H
Hitam sentrifugasi o sikluske§ T
200 me'e I“m’meﬁ;l:;k 98132015 98.03+006 0.102
500 mz's : ﬂmm-.“f 92274025 92174031 0633
600 me's Jernih. tidak

24 89,93 0,06 8087006 0223
memisah .

Keterangan:
B0, 0% = berheda signifikan
030,05 = tidal berbeda siznifitan

Hasil ot stabalitas dengan metode freeze-thaw bertiivan untuk mengun
formula SNEDDS apabila penyimpanan dilakukan pada subu ekstrem yamz -21°C
dan 23°C dengan dosis ekstrak 200 mg. 500 mg. dan 600 mpg'g sistem SNEDDS.
Setelah uy freeze-thaw sebanvak 6 siklus dilanputkan un sentmfueasi (Parmar dkk |
2011) diperoleh hasil yartu penampilan visualnya tetap jermih dan tidak terjads
pemisahan fase Pada uit keternthan sebelum dan setelah penvimpanan temvata
tdak memberitkan perbedaan signifikan secara statistik (lampiran 135) Berdasarkan
uji_freeze-thaw maka formula SNEDDS ekstrak jinten hitam dengan peningkatan
dosis hingga 600 mz'z tetap stabil serta kejernthannva tidak berubah sstelsh
penyimpanan pada kondis: ekstrem.

Kemudian dilakukan pengupan waktu emulsifikasi terhadap SNEDDS

ekstrak jinten hitam setelah w1 freeze-thaw vang dapat dibhat pada tabel 19

81



Tabel 19. Hasil waktu emulsifikasi setelab siklus fresze-thaw sebanyak 6 siklus
Wakin Wakiu

E;fﬁzmk Penampilan emulsifikasi emulsifikasi P val
HI.; = nanoemulsi  sebelum siklus siklus ke-6
- (detik) (detik)

—

200 me's “f;flhi“f" 4078+046  49,88+057 0,790

500mels © “m“’jm:iak 4367011 4389038 0.422
TEL‘EI-}] -

600 mg'g ° A uda},.] 25321010 25.08+0.43 0,436

 Keterangan

Pe0.05 = berbeds sizmifikan
=003 = tidak berbeds siznifikan

Berdasarkan hasil w1 freeze-thaw sebanvak 6 siklus diperoleh hasil bahwa
SNEDDS vang mengandung ekstrak jinten hitam sebesar 200 mg. 500 mg. dan 600
mg g sistem tidak berbeda signifikan antara sebelum uyt freeze-thaw dan setelahnyva.

Berdasarkan hasil upt stabilitas selatma 90 han dan un fresre-thaw ternvata
formula SNEDDS tetap memberikan hasil vang stabil sehingpa: dapar diprodulks:

dalam skala lebih besar.



!-a

pa

BAEBYV
KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penclihan densan metode Simplex Lattice Desion diperolch
formula optimal SNEDDS ekstrak nnten hitam 200 mp'g sistem vang
mengandung 13% minvak tkan hion cocat botel, 67,34% surfaktan vang
mengandunes 10.10% Croduret 30 S5 dan 37 24% Tween 20, s=rta 17.66%
PEG 400 ssbagat ko-surfabtan. SNEDIS eptimal memubla karaktensink
viskositas kurang dan 10,000 P, ukuran nanoemmulst sebesar 16,3 nm dengan
pelvdispersity index (P1) 0,202, zeta potensial sebesar 43 5 mV, dan SNEDDS
stabil ketika disimpan selama 90 han pada suhu ruang dan stabil setelah up
siabilitas dengan teknik freeze-thaw.
SNEDDS ekstrak jinten hitam dengan dosis 200 mg/’koBB memberikan hasil
rasioc sel makrofag sebesar 95.2£1.17% dan indeks fapositosis scbesar
4.03=0,07%. Hasal un imunostimulan non-spesthk SNEDDS ekstrak jinten
hitam lebih tingg: dibandingkan dengan ekstrak jinten hitam tanpa formulas:.
B. Saran
Sistemy SNEDDS dapat menggunakan munyvak tnigliserida rantai sedang
(contoh: muglyol) schingga memudahkan penewmasi air dalam membentuk
nanocenmuls: dan mempersingkat wakto emulsifikas)
Surfakian dapat menegunakan cremaphor EL dengan viskositas lebih rendah

agar emulsifikas: spontan dapat tegadi dengan waktu kurang dar 30 detik
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Perlu dilakulkan uji stabilitas dipercepat pada subu 40°C dengan RH 75% untuk
mengetahu stabilitas fisik (pernsahan fase atan perubahan wama sediaan) dan
stabilitas kymiawi dengan menganalisis kadar zat aknuf nmokumen setelah
penyimpanan.

Dapat dilamjutkan penelitan efele SNEDDS skstrak jnten hitam terhadap
sistem imun speaifik

Formula SNEDDS skstrak jinten hitam perlu dilakukan ugs toksisitas akot dan

kroms.
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