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ABSTRACT

This research aims to get optimum VCO concentration in formula of O/W micro-emulsion
by using three surfactant that will be used as bioactive delivery. Surfactant that is used is the
mixture Tween 80, Tween 20 and Span 80 by setting up HLB to 14. The phase of dispersion
uses VCO while phase of continuous uses aquades of 80 percent. There are treated by changing
the ratio of VCO to surfactant, namely: 2.5, 5, 7.5 and 10 percent VCO. Randomized design is
used in this research with treatment repeated twice. Results of the study shows that the optimum
concentration of VCO in O/W micro-emulsion with three surfactant is 7.5 percent
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PENDAHULUAN

Mikroemulsi adalah self-assembler
dari campuran air, minyak dan surfaktan
yang mempunyai keuntungan optically
isotropic dan stabilitas termodinamika
(Lin et al., 2009). Mikroemulsi berpotensi
sebagai sistim pembawa yang telah
diaplikasikan pada industri makanan,
farmasi, nutrisi dan kosmetik karena
transparansi, meningkatkan palability,
deserability, bioaktif, mudah preparasinya
dan mempunyai stabilitas lebih baik
(McCleman, 2007). Potensi senyawa
bioaktif kebanyakan dalam aplikasinya
tidak efektif yaitu mempunyai stabilitas
dan bioavaibilitas rendah karena sedikit
larut dalam air. Salah satu pendekatan
untuk  memperbaiki  kelarutan  dan
bioavaibiltas adalah  dalam  bentuk
mikroemulsi o/w (Wang et al., 2008;
Yuan et al., 2008).

Mikroemulsi  mempunyai  ukuran
droplet sekitar 100 nm yang dapat
digunakan sebagai sistem pembawa
senyawa  bioaktif, sehingga dalam
aplikasinya tidak mempengaruhi
kenampakan pada sistem aqueous, mudah
preparasinya, mempunyai stabilitas lebih
baik  dibandingkan  emulsi  biasa,
meningkatkan bioavailabilitas dan mudah
terdispersi. Kebanyakan makanan dan
sistem biologis adalah komplek, multi
komponen, dan sistem heterogen. Oksidasi
dalam larutan aqueus sangat penting untuk
memberi  pengertian  faktor  yang
mempengaruhi oksidasi dalam makanan
dan sistem biologi. Membran droplet
emulsi terdiri dari zat aktif permukaan
seperti pengemulsi dan/atau protein yang
memberikan penghalang proteksi pada
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penetrasi dan difusi metal atau radikal
yang menginisiasi oksidasi lipid.
Mikroemulsi menggunakan campuran
ko-surfaktan seperti alkohol, tidak sesuai
untuk diaplikasikan dalam makanan,
karena alkohol rantai pendek atau medium
dapat mengakibatkan toksis dan iritasi
(Flanagan and Singh 2006). Ko-surfaktan
juga menyebabkan mikroemulsi menjadi
rapuh sehingga partisi yang dilarutkan ke
luar melalui ko-surfaktan pada daerah
antar muka ke dalam fase kontinue
(Warisnoicharoen et al., 2000). Surfaktan
nonionik seperti gula ester,
polyoxyethylene sorbitan ester (tween)
dan polyoxyethylene eter telah digunakan
secara luas dibidang farmasi yang
mempunyai toksitas relatif rendah tetapi
berpotensi menimbulkan iritasi (Flanagan
and Singh, 2006). Campuran surfaktan
(tweens, span, dan garam asam lemak) dan
phospholipids (lecithin) telah banyak
digunakan diindustri makanan dalam
sistim pangan (McClements, 2008).
Surfaktan mempunyai daya larut
terbatas pada ikatan panjang triasilgliserol,
maka dari itu kesesuaian panjang rantai
surfaktan dan minyak merupakan faktor
penting untuk membentuk mikroemulsi
yang stabil dan mempunyai kelarutan
tinggi  terhadap  senyawa  bioaktif.
Mikroemulsi o/w dari dari campuran
surfaktan Tween 20, Tween 80 dan Span
80 tidak menimbulkan toksis,
menghasilkan droplet kecil dan aman
untuk dikonsumsi. HLB 14 dan 14,5
dengan berbagai kombinasi perbandingan
surfaktan dapat meningkatkan kestabilan
mikroemulsi o/w, meningkatkan
perbandingan fase minyak (VCO) dan
meningkatkan kelarutan senyawa bioaktf
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(Suhendra et al., 2010). Keseimbangan
hidrofilik lipofilik (HLB) adalah konsep
yang mendasari metode semiempirik
untuk memilih pengemulsi yang tepat atau
kombinasi pengemulsi pada stabilitas
emulsi (Hiemenz and Rejogopolan, 1997).
Stabilitas dan kelarutan mikroemulsi yang
terbentuk  sangat  penting untuk
meningkatkan kelarutan dan bioavaibiltas

senyawa bioaktif yang mudah
preparasinya dalam aplikasi  sistem
pangan.

VCO kaya asam lemak rantai medium
terutama asam laurat (46,89-48,03 %)
(Marina et al., 2009a). VCO mempunyai
aktivitas antioksidan (Marina et al.,
2009b;  Seneviratne et al., 2009),
menurunkan Low Density Lipoprotein
(LDL) dan meningkatkan High Density

Lipoprotein (HDL) (Nevin and
Rajamohan, 2004). Pembentukan
mikroemulsi dengan stabilitas tinggi

dalam sistem pangan sangat komplek yang
dipengaruhi oleh fase minyak dan jenis
surfaktan, suhu, pH dan pengenceran (Cho
et al., 2008; Cui et al., 2009). Campuran
jenis surfaktan hidrofilik dan lipofilik, dan
VCO dengan perbandingan yang tepat
dalam pembentukan mikroemulsi o/w
diperoleh formulasi mikroemulsi yang
stabil dan mempunyai kelarutan yang
tinggi pada senyawa bioaktif. Penggunaan

VCO sebagai fase minyak dapat
meningkatkan neutraceutical minuman
kesehatan ~ yang  dihasilkan  untuk

mencegah penyakit degeneratif akibat
radikal bebas dan reactive oxygen spesies
(ROS).

Uraian  tersebut  menggambarkan
bahwa senyawa bioaktif penting yang
mudah rusak oleh oksidasi, absorbsi tidak
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efektif dan aplikasi dalam sistem pangan

sulit diterapkan. Pembentukan
mikroemulsi o/w menggunakan beberapa
jenis surfaktan nonionik untuk

meningkatkan kelarutan dan bioavaibiltas
senyawa bioaktif yang mudah dalam
preparasinya dan mempunyai stabilitas
lebih baik dibandingkan emulsi biasa.

METODE PENELITIAN

Tempat penelitian
Penelitian dilakukan di Lab. Analisis

Pangan Fakultas Teknologi Pertanian
Udayana.
Alat

Hotplate  magnetic  stirer  Lab.
Companion HP-300, neraca analitik

Shimadu AUW 220, oven memert,
sentrifuge, Water bath shaker polyscience
dual action shaker, tranfer pipet dan
peralatan gelas.

Bahan

Span 80, Tween 20, Tween 80,dari
Merck (Darmstadt, Germany), VCO dari
supermarket di Denpasar.

Formulasi mikroemulsi

Mikroemulsi dibuat dari campuran
surfaktan dari jenis surfaktan hidrofilik
(Twin 20 dan Twin 80) dan lipofilik (Span
80). Selanjutnya campuran surfaktan
diatur HLB-nya (v/v/v) pada kisaran 11,
12, 13, 14, dan 15. HLB tersebut masing-
masing dibuat sebanyak tiga formula
berbeda mendekati kisaran HLB yang
telah ditentukan dengan perbandingan dari
campuran  ketiga  jenis  surfaktan.
Formulasi surfaktan tersebut dicampur
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dengan VCO dengan perbandingan sesuai
dengan perlakua (v/v). Selanjutnya
campuran surfaktan dan VCO
ditambahkan air tetes demi tetes dan
diaduk menggunakan stirer pada suhu 70
°C + 5 9C sampai larutan terlihat
transparan pada kadar air 95%.
Mikroemulsi yang terbentuk diamati
secara visual yaitu terbentuknya larutan
dengan kenampakan transparan.
Mikroemulsi yang terbentuk diuji dengan
pemanasan oven pada suhu 105 °C
selama 5 jam. Pengamatan visual
mikroemulsi yang stabil berdasarkan
tidak terbentuk gel dan saat digojok
selama 1 menit tidak keruh dan tetap
transparan.

Pengujian stabilitas mikroemulsi
Stabilitas  mikroemulsi  terhadap
pemanasan dan sentrifugasi dilakukan
menurut metoda yang dilaporkan oleh
Cho et al. (2008). Pengujian stabilitas
terhadap pemanasan dilakukan dengan
memanaskan sampel mikroemulsi (15
ml) pada suhu 105 °C selama 5 jam
dalam  oven. Stabilitas  terhadap
sentrifugasi dilakukan dengan
mengambil sampel mikroemulsi (10 ml)
dan disentrifugasi pada 4500 rpm selama
30 menit. Mikroemulsi o/w disebut stabil

bila kenampakan transparan, tidak
terbentuk gel dan mempunyai indek
turbiditas kurang dari  1%. Indek

turbiditas mikroemulsi diukur dengan
spektrometer UV/VIS pada panjang
gelombang 502 nm dengan rumus: indek
turbiditas x panjang kuvet = 2.303 x
absorbansi (Cho et al., 2008).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Emulsi  berbasis lipid terbentuk
secara spontan dalam larutan dengan
variasi  stabilitas  bentuk  struktur
termodinamik yang disebut sebagai
kumpulan koloid (misel, bilayer, vesicles,
misel yang terbalik). Struktur ini
terbentuk untuk meminimalkan kontak
yang tidak bersesuaian antara nonpolar
ekor pada molekul pengemulsi dan polar
pada molekul air (Boca et al., 1994).
Jenis sekumpulan koloid yang dibentuk
tergantung prinsip polaritas dan bentuk
geometri molekul pengemulsi. Koloid
mempunyai  ikatan  relatif  lemah,
kedinamisan tinggi dan struktur fleksibel
(Israelachvili, 1994). Tabel 1
menunjukkan bahwa mikroemulsi o/w
dengan HLB 13, 14 dan 15 mempunyai
kenampakan transparan dan indeks
turbiditas di bawah 1%.

Pada mikroemulsi o/w, HLB rendah
cenderung berada dibagian dalam
sedangkan HLB lebih tinggi cenderung
berada bagian luar dengan ekor
hidrokarbon saling berdekatan yang
dapat meningkatkan partisi lapisan antar
muka (Cho et al., 2008). HLB adalah
angka yang menunjukkan indikasi
afinitas total pada pengemulsi untuk fase
minyak dan aqueus (Hiemenz and
Rejogopolan, 1997). Pengemulsi
mempunyai angka HLB sesuai dengan

struktur  kimianya. Molekul dengan
angka HLB tinggi mempunyai rasio
kelompok  hidrofilik  lebih  besar

dibandingkan kelompok lipofilik, dan
sebaliknya. Span 80 (HLB = 4,3) bersifat
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Tabel 1. Mikroemulsi dengan campuran Tween 80:Tween 20:Span 80:VCO (4% v/v) dan
kadar air 96% pada beberapa variasi HLB.

Tween 80:Tween 20: Indeks Turbiditas
HLB Kenampakan
Span 80:VCO (%)
11 2,7768 :0,08: 0,12 : 1,0232 1.399 Keruh
12 3,0432:0,08:0,12: 0,7568 1.003 Keruh
13 3,808 :0,08:0,12: 0,492 0.207 Transparan
14 3,5768: 0,08 : 0,12 : 0,2232 0.414 Transparan
15 3,74:0,03:0,05:0,18 0.591 Transparan
hidrofobik kemungkinan berada dibagian optimum di dalam droplet, sehingga
dalam dan Tween 80 (HLB = 15) droplet terbentuk  berukuran  kecil,
kemungkinan  berada bagian luar, mikroemulsi menjadi stabil dan
sedangkan Tween 20 (HLB = 16,7) meningkatkan kelarutannya. Cho et al.

kemungkinan berada bagian paling luar
diantara Tween 80. Tween 20 keberadaan
diantara Tween 80 pada bagian luar
membentuk partisi lebih rapat pada bagian
antar muka mikroemulsi. Sinergisme
surfaktan (Tween 80, Tween 20 dan Span
80) dengan perbandingan yang tepat
mampu menjaga stabilitas mikroemulsi
akibat pemanasan.

Tween 20 dapat meningkatkan
stabilitas mikroemulsi pada konsentrasi
rendah, namun pada konsentrasi tinggi
mikroemulsi tidak terbentuk. VCO dan
Tween 20, Kkeduanya  mempunyai
kandungan asam laurat, sehingga VCO
akan mudah larut dalam droplet, karena
mempunyai polaritas sama. Bayrak and
Iscan (2005) melaporkan kesesuaian
panjang rantai asam lemak antara
surfaktan dan fase minyak merupakan
faktor penting dalam pembentukan
mikroemulsi. Campuran surfaktan dengan
perbandingan tepat pada panjang rantai
hidrokarbon yang bervariasi kemungkinan
dapat mengatur kelarutan VCO menjadi
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(2008) melaporkan bahwa campuran
surfaktan dengan nilai HLB yang berbeda
dapat meningkatkan stabilitas, karena
membentuk partikel kecil dan dapat
meningkatkan kelarutan.

Pengaruh  peningkatan  perbandingan
konsentrasi VCO terhadap terbentuknya
mikroemulsi o/w

Fase minyak berfungsi sebagai pelarut
senyawa bioaktif yang bersifat non polar
pada mikroemulsi o/w. Mikroemulsi o/w
mempunyai  konsentrasi fase minyak
tinggi diharapkan mempunyai kemampuan
membawa senyawa bioaktif lebih banyak
dibandingkan kosentrasi fase minyak
rendah. Perbandingan (VCO)-surfaktan
(v/v) yang diuji adalah 5:95; 7,5:92,5;
10:90; 12,5:87,5 dan 15:85 untuk
mengetahui pengaruh peningkatan
konsentrasi VCO terhadap mikroemulsi
o/w (Tabel 2).
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Tabel 2. Mikroemulsi pada variasi campuran (VCO —surfaktan (v/v)), perbandingan
surfaktan (Tween 80:Tween 20:Span 80 = (% v/v)) dan kadar air 95%.

Minyak:Surfaktan | Indeks Turbiditas
Kenampakan
(VIv) (%)
5:95 0,5952 Transparan
7,5:925 0,749 Transparan
10:90 0,942¢ Transparan
12,5:87,5 1,288¢ Keruh
15:85 2,120¢ Keruh

Keterangan : Notasi sama pada kolom yang sama berarti tidak beda nyata (P > 0,05).

Konsentrasi VCO yang meningkat dari
total campuran minyak-surfaktan
menunjukkan indek turbiditas berbeda
nyata (P < 0,05). Konsentrasi VCO lebih
dari 10 % dari total campuran minyak-
surfaktan pada pembentukan mikroemulsi
o/w menyebabkan larutan cenderung
menjadi keruh dan indek turbiditasnya
meningkat. Konsentrasi VCO meningkat
menyebabkan droplet yang terbentuk
menggelembung dan kenampakan
cenderung menjadi keruh pada larutan.
Molekul nonpolar biasanya tidak larut
atau hanya sedikit larut di air dan larut
dalam larutan surfaktan yang tergabung ke
dalam misel atau tipe kelompok koloid
lainnya.

Campuran  (VCO)-surfaktan  (v/v)
dengan perbandingan 12,5:87,5 dengan
nilai indek turbiditas lebih dari 1%
menunjukkan kenampakan keruh.
Konsentrasi VCO meningkat, maka
konsentrasi surfaktan menjadi rendah.
Konsentrasi surfaktan rendah
menyebabkan kapasitasnya melarutkan
VCO menurun, sehingga VCO yang tidak
terlarutkan oleh surfaktan dalam misel
berada dalam fase air, hal ini
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kemungkinan ~ menyebabkan  larutan
menjadi  keruh.  Molekul  nonpolar
biasanya tidak larut atau hanya sedikit
larut di air dan larut dalam larutan
surfaktan yang tergabung ke dalam misel
atau tipe kelompok koloid lainnya. Tiga
faktor penting yang menentukan sifat
fungsional mikroemulsi adalah lokasi
pelarut dalam misel, jumlah maksimum
bahan yang dapat larut per satuan berat
surfaktan, dan tingkat proses pelarutan
(Dickinson and McClements, 1995).
Stabilitas mikroemulsi  o/w
pemanasan

Mikroemulsi setelah dipanaskan (5
jam, 105 °C) menunjukkan kenampakan
transparan dan indek turbiditas kurang
dari 1 % pada campuran minyak di bawah
10% terhadap surfaktan (Tabel 3). Hal ini
mengindikasikan  bahwa  mikroemulsi
yang terbentuk mempunyai stabilitas
tinggi terhadap pemanasan.

Mikroemulsi o/w setelah dilakukan
pemanasan mempunyai nilai  indek
turbiditas berbeda nyata (P < 0,05).
Mikroemulsi o/w pada campuran VCO

terhadap
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Tabel 3. Stabilitas mikroemulsi setelah pemanasan 105 °C selama 5 jam pada variasi
campuran (VCO —surfaktan (v/v)), perbandingan surfaktan (Tween 80:Tween
20:Span 80 = (% v/v)) dengan kadar air 95%.

Minyak:Surfaktan (v/v) Indeks Turbiditas (%) Kenampakan
5:95 0.2822 Transparan
7,5:92,5 0.629b Transparan
10:90 0.815b Transparan
12,5:87,5 1.092¢ Keruh
15:85 1.8524 Keruh

Keterangan : Notasi sama pada kolom yang sama berarti tidak beda nyata (P > 0,05).

7,5% dan 10% terhadap surfaktan tidak
berbeda nyata dengan indeks turbiditas di
bawah 1%.

Uji pemanasan terhadap mikroemulsi
merupakan pengujian yang paling Kkritis.
Hal ini disebabkan surfaktan pada suhu
tinggi dapat menyebabkan larutan
menjadi keruh yang disebut sebagai titik
cloud. Suhu tinggi  menyebabkan
dehidrasi meningkat pada bagian hidrofil,
sehingga molekul pengemulsi
teragregatasi. Agregat cukup besar
mempunyai kemampuan memencarkan
cahaya, sehingga menyebabkan larutan
kelihatan menjadi keruh. Suhu di atas
titik cloud, menyebabkan agregat tumbuh
menjadi besar dan mengendap Yyang
dipengaruhi oleh gravitasi. Titik cloud
semakin tinggi disebabkan meningkatnya
hidrofobik pada molekul surfaktan.
Peningkatan  hidrofobik  disebabkan
bagian hidrokarbon meningkat atau
ukuran  kelompok hidrofil menurun
(Aveyard, 1990).
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Stabilitas mikroemulsi o/w terhadap
sentrifugasi

Stabilitas  mikroemulsi  terhadap
sentrifugasi  nilai  indeks turbiditas

berbeda nyata (P < 0,05) (Tabel 4).
Sentrifugasi menyebabkan mikroemulsi
yang terdispersi terpisah dengan fase

kontinuenya, bila milroemulsi tidak
stabil. Mikroemulsi yang terbentuk
dengan konsentrasi VCO 7,5%

mempunyai kestabilan tinggi.

Tabel 4. Stabilitas mikroemulsi o/w setelah
dilakukan sentrifugasi 5000 RPM pada
variasi campuran (VCO -surfaktan (v/v)),
perbandingan surfaktan (Tween 80:Tween
20:Span 80 = (% v/v)) dengan kadar air 95%.

. Indeks
M myal(<\.j:)rfaktan Turbiditas | Kenampakan
(%)
5:95 0.5582 Transparan
7,5:92,5 0.696° Transparan
10:90 0.895¢ Transparan
12,5:87,5 1.116¢ Keruh
15:85 1.954¢ Keruh

Keterangan: Notasi sama pada kolom yang sama
berarti tidak beda nyata (P > 0,05).
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KESIMPULAN

Pembentukan formulasi mikroemulsi
o/w dari ketiga surfaktan non ionik yang
mempunyai stabilitas tinggi yaitu pada
HLB = 14 dan konsentrasi optimum VCO
dalam mikroemulsi o/w adalah 7,5%.
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