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ABSTRAK

Tujuan penelitian ini adalah untuk memperoleh mikroemulsi minyak dalam air (o/w) yang mengandung fucoxanthin
yang stabil dan jernih untuk diaplikasikan dalam sistem makanan aqueous. Virgin coconut oil (VCO) digunakan
sebagai fase minyak dan kombinasi Tween 80, Tween 20 dan Span 80 sebagai surfaktan non ionik yang masing-
masing mempunyai nilai HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balance) tinggi, medium dan rendah. Formulasi mikroemulsi
o/w ditentukan nilai HLB akhir masing-masing 13,5; 14, dan 14,5. Masing-masing nilai HLB tersebut ditentukan tiga
formula yang berbeda. Semua formulasi mikroemulsi kemudian dipanaskan dalam oven pada suhu 105 °C selama 5
jam, disentrifugasi pada kecepatan 4500 rpm selama 30 menit, diinkubasi pada pH yang berbeda (3,5; 4,5 dan 6,5),
diencerkan dengan akuades dan stabilitas diuji secara fotooksidasi. Mikroemulsi paling stabil selanjutnya dipilih dan
digunakan untuk pembawa fucoxanthin sebagai antioksidan hidrofobik dalam sistem aqueous. Fotooksidasi ditentukan
dengan menempatkan mikroemulasi di bawah sinar flouresensi 4000 lux selama 4 jam pada suhu ruang. Angka
peroksida diukur setiap jam menggunakan metode feri thiosianat. Mikroemulsi o/w yang stabil diperoleh pada HLB
14,5 dengan rasio minyak : surfaktan = 3 : 17 dan rasio minyak + surfaktan : air = 35 : 65. Rasio Tween 80 : Tween 20
: Span 80 adalah 92.0 : 2.5 : 5.5. Mikroemulsi fucoxanthin yang diperoleh stabil pada pH 3,5 sampai 6,5 dan bahkan
setelah perlakuan pemanasan, sentrifugasi dan pengenceran. Namun angka peroksida meningkat selama fotooksidasi.
Fucoxanthin dalam mikroemulasi lebih dari 12 ppm tidak efektif untuk menghambat fotooksidasi dalam mikroemulsi
o/w.

Kata kunci: Mikroemulsi, fucoxanthin, fotooksidasi, surfaktan

ABSTRACT

The objective of this study was to obtain a clear and stable oil-in-water (o/w) microemulsion containing fucoxanthin
which is intended for aqueous food system application. Virgin coconut oil (VCO) was used as the oil phase and
combination of Tween 80, Tween 20 and Span 80 were selected as nonionic surfactant having high, medium, and low
HLB (Hydrophilic-Lipophilic Balance) values, respectively. The o/w microemulsions were formulated to have the final
HLB values of 13.5, 14.0, and 14.5. For each HLB value, three different microemulsion formulas were determined. All
of the formulated microemulsions were then subjected to oven heating at 105 °C for 5 hour, centrifugation at 4500 rpm
for 30 min, incubation at different pH (3.5, 4.5, and 6.5), water dilution, and photooxidation to evaluate its stability.
The most stable microemulsion was then selected and used to deliver fucoxanthin as a hydrophobic antioxidant in
aqueous system. Photo-oxidation was performed by exposing the microemulsions under fluorescent light at 4,000 lux
for up to 4 hours at room temperature. Peroxide values were measured every hour using ferric thiocyanate method.
Stable o/w microemulsions were obtained when its HLB value was 14.5, the ratio of oil:surfactants was 3:17, and
the ratio of (oil + surfactants) : water was 35 : 65. The ratio of Tween 80 : Tween 20 : Span 80 was 92.0 : 2.5
: 5.5. Fucoxanthin microemulsion was remained stable at pH range from 3.5 to 6.5 even after heating treatment,
centrifugation, and water dilution. However, there were increased peroxide values of these microemulsions after being
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subjected to photooxidation. The presence of fucoxanthin (over 12 ppm) in the microemulsion could not effectively

inhibit photooxidation of the o/w microemulsion.

Keywords: Microemulsions, fucoxanthin, photooxidation, surfactant

PENDAHULUAN

Fucoxanthin merupakan karotenoid perairan yang
mempunyai kemampuan sebagai anti kanker (Kotake-Nara
dkk., 2001; Hosokawa dkk., 2006; Hosokawa dkk., 2004),
anti inflammantory (Shiratori dkk., 2005), anti obesitas
(Maeda dkk., 2005; Maeda dkk., 2006), dan antioksidan kuat
(Nomura dkk., 1997; Sachindra dkk., 2007). Fucoxanthin
terdapat pada alga cokelat keemasan (Chrysophyceae,
Bacillariophyceae, Prymnesiophyceae dan Phaeophyceae),
yang berfungsi sebagai pigmen penangkap cahaya yang
digunakan untuk fotosintesis dan mempunyai kelarutan
rendah dalam air (Lee, 2008). Fucoxanthin mempunyai
struktur meliputi alenik, karbonil terkonjugasi, epoksi, dan
gugus asetil pada molekulnya (Heo dan Jeon, 2009).

Fucoxanthin mempunyai kemampuan sebagai makanan
fungsional. Hal ini sangat menarik untuk diaplikasikan dalam
industri makanan. Namun fucoxanthin dan derivat karotenoid
lainnya mudah rusak oleh oksigen, cahaya dan panas,
mempunyai sifat kelarutan yang rendah dalam air dan sedikit
larut dalam minyak pada suhu kamar dan menyebabkan sulit
diterapkan pada produk makanan, farmasi dan kesehatan
(Yuan® dkk., 2008; McCleman dkk., 2007). Fucoxanthin sulit
diabsorbsi dalam tubuh, mudah disekresikan lewat feses dan
urin, dan sangat sedikit ditemukan dalam plasma darah (Wang
dkk., 2008; Lin dkk., 2009; Cui dkk., 2009). Kelarutan dan
bioavaibiltas karotenoid seperti fucoxanthin dapat diperbaiki
dengan menggunakan teknik mikroemulsi oil in water (o/w)
(Wang dkk., 2008; Yuan® dkk., 2008).

Mikroemulsi merupakan dispersi isotropik yang terdiri
dari fase minyak dan fase air yang distabilkan oleh molekul
surfaktan dan/atau ko-surfaktan pada lapisan antar muka
(Lin dkk., 2009). Mikroemulsi berpotensi sebagai sistem
pembawa yang telah diaplikasikan pada industri makanan,
farmasi, nutrisi dan kosmetik karena transparansinya,
meningkatkan palability, deserability, bioaktif, mudah
preparasinya dan mempunyai stabilitas lebih baik (McCleman
dkk., 2007). 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 dan 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
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(Warisnoicharoen dkk., 2000). Surfaktan nonionik seperti
gula ester, polyoxyethylene sorbitan ester (tween) dan
polyoxyethylene eter telah digunakan secara luas di bidang
farmasi yang mempunyai toksisitas relatif rendah tetapi
berpotensi menimbulkan iritasi (Flanagan dan Singh, 2006).
Campuran surfaktan (tween, span, dan garam asam lemak)
dan phospholipids (lecithin) telah banyak digunakan di
industri makanan dalam sistem pangan (McClements, 2008).

Pembentukan mikroemulsi dengan stabilitas tinggi
dalam sistem pangan sangat komplek yang dipengaruhi
oleh fase minyak dan jenis surfaktan, suhu, pH dan
pengenceran (Cho dkk., 2008; Cui dkk., 2009). Mikroemulsi
o/w dipengaruhi oleh campuran kombinasi jenis surfaktan
hidrofilik dan lipofilik, dan minyak. Mikroemulsi o/w
mempunyai stabililitas dan kelarutan tinggi apabila diperoleh
campuran dengan perbandingan tepat dapat digunakan sebagai
pembawa senyawa bioaktif fucoxanthin. Keseimbangan
hidrofilik lipofilik (HLB) adalah konsep yang mendasari
metode semi empirik untuk memilih pengemulsi yang tepat
atau kombinasi pengemulsi pada stabilitas emulsi (Hiemenz
dan Rejogopolan, 1997). Stabilitas dan kelarutan mikroemulsi
yang terbentuk sangat penting untuk meningkatkan kelarutan
dan bioavaibiltas fucoxanthin yang mudah preparasinya
dalam aplikasi sistem pangan.

Virgin Coconut Oil (VCO) kaya asam lemak rantai
medium terutama asam laurat (46,89-48,03 %) (Marina®
dkk., 2009) berpotensi sebagai fase minyak pada pembuatan
mikroemulsi o/w. VCO mempunyai aktivitas antioksidan
(Marina® dkk., 2009; Seneviratne dkk., 2009), menurunkan
low density lipoprotein (LDL) dan meningkatkan high density
lipoprotein (HDL) (Nevin dan Rajamohan, 2004).

Uraian tersebut menggambarkan bahwa fucoxanthin
merupakan senyawa bioaktif penting yang mudah rusak
oleh oksidasi, cahaya dan panas, absorbsi tidak efektif dan
aplikasi dalam sistem pangan sulit diterapkan. Pembentukan
mikroemulsi o/w menggunakan beberapa jenis surfaktan
nonionik dapat meningkatkan kelarutan dan bioavaibilitas
fucoxanthin yang mudah dalam preparasinya dan mem-
punyai stabilitas lebih baik. Tujuan penenelitian ini adalah
memperoleh formulasi mikroemulsi yang stabil dari campuran
VCO (Virgin Coconut Oil) dan surfaktan non ionik sebagai
pembawa senyawa bioaktif fucoxanthin.
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METODE PENELITIAN

Fucoxanthin diperoleh dari Oryza LTD Japan, Pewarna
sintetis FD&C red No. 3 (erythrosine) komersial dari
Yogyakarta, Span 80, Tween 20, Tween 80, asam sitrat dan
Na-sitrat dari Merck, VCO diperoleh dari Fakultas MIPA
Universitas Gadjah Mada Yogyakarta.

Formulasi Mikroemulsi

Mikroemulsi dibuat dari campuran surfaktan dari jenis
surfaktan hidrofilik (Tween 20 dan Tween 80) dan lipofilik
(Span 80). Selanjutnya campuran surfaktan diatur HLB-nya
(v/v/v) pada kisaran 13,5; 14 dan 14,5. 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 dengan VCO dengan perbandingan 85:15 (v/v).
Selanjutnya campuran surfaktan dan VCO ditambahkan
air tetes demi tetes dan diaduk menggunakan pengaduk
magnet pada suhu 70 °C + 5 °C sampai larutan terlihat jernih
pada kadar air 90 %. Mikroemulsi yang terbentuk diamati
secara visual yaitu terbentuknya campuran transparan yang
mempunyai fase tunggal. Mikroemulsi yang terbentuk diuji
dengan pemanasan oven pada suhu 105 °C selama 5 jam.
Mikroemulsi dikatakan stabil jika terbentuknya mikroemulsi
dapat diamati secara visual, yaitu tidak terbentuk gel dan saat
digojok selama 1 menit tidak keruh dan tetap transparan.
Selanjutnya dipilih salah satu formulasi mikroemulsi o/w
yang mempunyai stabilitas terhadap panas untuk dilakukan
pembuatan mikroemulsi o/w dengan teknik pengukuran
konduktivitas, selanjutnya mikroemulsi diuji stabilitasnya.

Preparasi Mikroemulsi Fucoxanthin

Preparasi mikroemulsi fucoxanthin dilakukan dengan 2
cara yaitu: pertama, fucoxanthin dilarutkan dalam VCO dan
ditambah surfaktan, kemudian ditambahkan air tetes demi
tetes hingga konsentrasi fucoxanthin mencapai 600 ppm.
Kedua, fucoxanthin ditambahkan dalam mikroemulsi hingga
konsentrasi fucoxanthin mencapai 600 ppm. Mikroemulsi
fucoxanthin yang terbentuk dari teknik pengisian fucoxanthin
yang mempunyai kelarutan tinggi selanjunya dianalisis
kenampakan dan stabilitasnya.

Efek Fotooksidasi terhadap Mikroemulsi Fucoxanthin

Untuk mempelajari pengaruh fotooksidasi terhadap
mikroemulsi fucoxanthin dan mikroemulsi tanpa fucoxanthin
maka dilakukan percobaan sebagai berikut: pertama
fucoxanthin dilarutkan dalam VCO dan ditambah surfaktan,
kemudian ditambahkan air tetes demi tetes hingga konsentrasi
fucoxanthin mencapai 600 ppm. Larutan mikroemulsi

fucoxanthin tersebut diencerkan 50 kali dan 100 kali sehingga
diperoleh mikroemulsi fucoxanthin 6 ppm dan 12 ppm.
Selanjutnya ditambahkan eritrosin sehingga masing-masing
larutan mengandung eritrosin 5 ppm sebagai sensitiser.
Kontrol larutan mikroemulsi dengan/tanpa fucoxanthin tidak
ditambahkan eritrosin. Sebanyak 15 mL sampel diambil dan
dimasukkan ke dalam botol berukuran 50 mL yang dilengkapi
dengan penutup karet yang terbungkus aluminium foil.
Sampel tersebut kemudian diletakkan dan disimpan di dalam
kotak pencahayaan yang telah dilengkapi lampu fluoresense
dengan intensitas cahaya 4.000 lux (Lee dan Min, 1988).
Angka peroksida diukur dengan metoda feri thiosianat tiap
interval waktu 1 jam selama 4 jam (Kikuzaki dkk., 1993;
Chapman dan Mackay dalam Adnan 1980).

Pengujian Stabilitas Mikroemulsi

Stabilitas mikroemulsi terhadap pemanasan, sentri-
fugasi, dan perubahan pH dilakukan menurut metoda yang
dilaporkan oleh Cho dkk. (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. Pengujian stabilitas terhadap
pH dilakukan dengan mengencerkan mikroemulsi dengan
media air dan buffer sitrat (pH 3,5; 4,5 dan akuades pH 6,5)
dengan proporsi 1:1. 1:9 dan 1:99. Stabilitas mikroemulsi
diamati berdasarkan turbiditas dan ketampakan ada atau
tidaknya gel. Turbiditas mikroemulsi diukur dengan spektro-
meter UV-VIS pada panjang gelombang 502 nm dengan
rumus: turbiditas x panjang kuvet = 2.303 x absorbansi (Cho
dkk., 2008). Konduktivitas mikroemulsi ditentukan pada
suhu kamar menggunakan konduktivitasmeter dan akuades
sebagai pembanding.

Pengaruh Pengenceran terhadap Mikroemulsi (Lin dkk.,
2009)

Larutan mikroemulsi mengandung fucoxanthin 600
ppm (diencerkan 50 dan 100 kali dengan media buffer sitrat
(pH 3,5; 4,5) dan akuades pH 6,5. Stabilitas mikroemulsi
fucoxanthin selanjutnya diukur dengan metode spektrometer
pada panjang gelombang 458 nm.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Formulasi Mikroemulsi

Formulasi perbandingan surfaktan hidrofilik (Tween
80 dan Tween 20) dan lipofilik (Span 80) ditunjukkan pada
Tabel 1. Mikroemulsi yang terbentuk diinkubasi 24 jam
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menunjukkan kestabilan dengan kenampakan transparan dan
turbiditas kurang dari 1 %. Formulasi 1, 2, 3 dan 4 mempunyai
stabilitas mikroemulsi yang tinggi setelah pemanasan (5 jam,
105 °C) dengan kenampakan transparan dan turbiditas kurang
dari 1 %. Formula 1, 2, 3, dan 4 mempunyai turbiditas sama
setelah pemanasan dan Formulasi 1 dipilih untuk dilakukan
uji stabilitas. Formulasi 1 dipilih berdasarkan stabilitasnya
terhadap panas dan mempunyai konsentrasi Tween 20 rendah.
Hal ini disebabkan konsentrasi Tween 20 tinggi menyebabkan
mikroemulsi tidak terbentuk (data tidak ditampilkan). Cho
dkk. (2008) melaporkan bahwa mikroemulsi tidak terbentuk
dari campuran Tween 20 (38,8 % (b/b)) dan minyak kanola
(5,4 % (b/b)).

Emulsi berbasis lipid terbentuk secara spontan dalam
larutan dengan variasi stabilitas bentuk struktur termo-
dinamik 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 dkk., 1994). Jenis sekumpulan koloid yang
dibentuk tergantung prinsip polaritas dan molekul geometri
pada molekul pengemulsi. Kekuatan ikatan koloid relatif
lemah, dan mempunyai kedinamisan tinggi dan struktur yang
fleksibel (Israelachvili, 1994).

Tween 20 kemungkinan dapat meningkatkan stabilitas
mikroemulsi pada konsentrasi rendah, namun pada konsentrasi
tinggi mikroemulsi tidak terbentuk. VCO dan Tween 20,
keduanya mempunyai kandungan asam laurat, sehingga VCO
akan mudah larut dalam droplet, karena mempunyai polaritas
sama. Bayrak dan Iscan (2005) melaporkan kesesuaian
panjang rantai asam lemak antara surfaktan dan fase minyak

merupakan faktor penting dalam pembentukan mikroemulsi.
Konsentrasi Tween 20 semakin tinggi dalam campuran
surfaktan diduga menyebabkan VCO yang larut semakin
tinggi dalam droplet dan membentuk droplet berukuran
besar. Droplet berukuran besar diduga menyebabkan larutan
menjadi keruh dan nilai turbiditas lebih dari 1 %. Campuran
surfaktan dengan perbandingan tepat pada panjang rantai
hidrokarbon yang bervariasi kemungkinan dapat mengatur
kelarutan VCO menjadi optimum di dalam droplet, sechingga
droplet terbentuk berukuran kecil, mikroemulsi menjadi stabil
dan meningkatkan kelarutannya. Cho dkk. (2008) melaporkan
bahwa campuran surfaktan dengan nilai HLB yang berbeda
dapat meningkatkan stabilitas, karena membentuk partikel
kecil dan dapat meningkatkan kelarutan.

Formulasi 1, 2, 3, dan 4 mempunyai stabilitas mikro-
emulsi yang tinggi setelah pemanasan (5 jam, 105 °C) dengan
kenampakan transparan dan turbiditas kurang dari 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 dkk., 2008).
Span 80 (HLB = 4,3) bersifat hidrofobik kemungkinan berada
dibagian dalam dan Tween 80 (HLB = 15) kemungkinan
berada bagian luar, sedangkan Tween 20 (HLB = 16,7)
kemungkinan berada bagian paling luar diantara Tween 80.
Tween 20 keberadaan diantara Tween 80 pada bagian luar
diduga 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 yang diakibatkan oleh pemanasan.

Tabel 1. Stabilitas mikroemulsi pada variasi formulasi dari beberapa perbandingan surfaktan tween 20, tween 80 dan span 80 pada
kadar air 90 % setelah inkubasi 24 jam dan setelah pemanasan 105 °C selama 5 jam

Perbandingan Minyak (VCO)-Surfaktan (15:85 v/v)

HLB Formula ;}Zeve/rv‘)go (soza‘r;/vsg) Z,Zie/rv‘)zo — inkubasi 24 jam  Dipanaskan (5 jam, 105 °C)
Turbiditas (%) Kenampakan Turbiditas (%) Kenampakan
1 92 5,5 2,5 0. 1336u Transparan 0.1520“ Transparan
145 2 89,5 5,5 5 0.1405a Transparan 0.1658a Transparan
3 87 5,5 7,5 0. 1497a Transparan 0.1877a Transparan
4 88 9,5 2,5 0.1508 Transparan 0.1601 Transparan
14 5 85 10 5 0. 1739a Transparan 1.4198c Keruh
6 82 10,5 7,5 0.1508a Transparan 0.58270| Keruh
7 83 14,5 25 0.2038 Transparan 26726 Keruh
135 8 80 15 5 0.2165a Transparan 2.0934f Keruh
9 77 15,5 7,5 0. 1635a Transparan 0.4491b Keruh

Keterangan: huruf supercript yang sama pada kolom dan baris yang sama menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf signifikan 95 %

233



AGRITECH, Vol. 32, No. 3, AGUSTUS 2012

Pengaruh Peningkatan Perbandingan Konsentrasi VCO
dengan Surfaktan

Tabel 2 menunjukkan mikroemulsi dengan kadar air 90
% pada perbandingan campuran minyak (VCO)-surfaktan
(v/v) yaitu 15:85; 20:80 dan 25:75. Konsentrasi VCO me-
ningkat menyebabkan turbiditas meningkat dan kenampakan
cenderung menjadi keruh. Konsentrasi VCO meningkat me-
nyebabkan bentuk misel menjadi semakin menggelembung,
karena semakin banyak VCO yang terlarut dalam misel,
sehingga menyebabkan nilai turbiditas meningkat. Perban-
dingan campuran (VCO)-surfaktan (v/v) yang diuji semua
menunjukkan nilai turbiditas kurang dari 1 %.

Tabel 2. Mikroemulsi pada variasi campuran minyak
(VCO)—surfaktan (v/v), perbandingan surfaktan
Tween 80:Span 80:Tween 20 = 92:5,5: 2,5 (% v/v)
dan kadar air 90 % selama inkubasi 24 jam

Minyak:surfaktan

V) Turbiditas (%) Kenampakan
15:85 0.1370* Transparan
20:80 0.2856° Jernih

25:75 0.7370¢ Keruh

Keterangan: huruf supercript yang sama pada kolom yang sama menunjukkan
tidak berbeda nyata pada taraf signifikan 95 %

Campuran (VCO)-surfaktan (v/v) dengan perban-
dingan 25:75 dengan nilai turbiditas kurang dari 1% menun-
jukkan kenampakan keruh. Konsentrasi VCO meningkat,
maka konsentrasi surfaktan menjadi rendah. Konsentrasi sur-
faktan rendah menyebabkan kapasitasnya melarutkan VCO
menurun, sehingga VCO yang tidak terlarutkan oleh surfak-
tan dalam misel diduga berada dalam fase air, hal ini kemung-
kinan 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 (Dickinson dan McClements,
1995). Tiga faktor penting yang menentukan sifat fungsional
mikroemulsi adalah lokasi pelarut dalam misel, jumlah maksi-
mum bahan yang dapat larut per satuan berat surfaktan, dan
tingkat proses pelarutan (Dickinson dan McClements, 1995).

Konduktivitas Elektrik

Konduktivitas elektrolit merupakan salah satu pen-
dekatan untuk menentukan perilaku pembentukan mikro-
emulsi w/o-bikontinyu-mikroemulsi o/w atau sebaliknya
(Spernath dkk., 2007; Feng-Feng dkk., 2005; Zhong dkk.,
2009). Pembentukan mikroemulsio/w pada formulasi | dengan
perbandingan minyak (VCO)-surfaktan (15:85 v/v) dilakukan
dengan menggunakan pendekatan nilai konduktivitas seperti
ditunjukkan pada Gambar 1. Mikroemulsi w/o terbentuk

pada campuran minyak (VCO)-surfaktan (15:85 v/v) pada
kandungan air antara 20 %-50 % dengan ditandai slope yang
tajam. Pada kandungan air 50 % hingga 65 %, slope mulai
menurun. Pada kisaran kadar air ini diduga mikroemulsi
w/o membentuk fase bikontinyu. Mikroemulsi o/w diduga
sudah terbentuk pada kadar air 65 %. Mikroemulsi o/w
yang terbentuk tidak berubah oleh penambahan air hingga
mencapai kadar air 70 %. Pada kadar air > 65 %, konsentrasi
mikroemulsi o/w yang terbentuk menurun, sehingga nilai
konduktivitas menurun.
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Gambar 1. Konduktivitas pada berbagai kadar air pada HLB 14,5 dengan
perbandingan minyak-surfaktan (15:85 v/v) dan perbandingan
surfaktan Tween 80:Span 80:Tween = 20: 92:5,5: 2,5 (% v/v)

Selanjutnya untuk mengklarifikasi dugaan tersebut
dibuat mikroemulsi dengan kadar air 61 %, 63 %, 65 % dan
67 %, hasil klarifikasi ditunjukkan pada Tabel 3. Campuran
minyak-surfaktan dengan kandungan air hingga 61 %
menunjukkan belum terbentuk mikroemulsi. Mikroemulsi
mulai terbentuk setelah campuran minyak-surfaktan mem-
punyai kandungan air lebih dari 63 %. Stabilitas mikroemulsi
o/w dengan kandungan air 63 %, 65 % dan 67 % terhadap
pemanasan (5 jam, 105 °C) tinggi. Larutan tidak terpisah, tidak
terbentuk gel dan tetap transparan dengan nilai turbiditas di
bawah 1 %. Pengujian stabilitas mikroemulsi o/w selanjutnya
dipilih mikroemulsi dengan kadar air 65 %.

Tabel 3. Stabilitas mikroemulsi (minyak—surfaktan (15:85
v/v), perbandingan surfaktan Tween 80:Span
80:Tween 20 = 92:5,5: 2,5 (% v/v) dan variasi kadar
air 61 %, 63 %, 65 % dan 67 %) terhadap pemanasan
105 °C selama 5 jam setelah 24 jam inkubasi.

. Inkubasi 24 jam Pemanasan (5 jam, 105 °C)

Kadar air - -

(%) Turbiditas Kenampakan Turbiditas Kenampakan

(%) (%)

61 1.0191 Jernih - Terbentuk gel
63 0.2441° monofase 0.4353¢  Monofase

65 0.2165®  monofase 0.4019° monofase

67 0.1969* monofase 0.3973¢ Monofase

Keterangan: huruf supercript yang sama pada kolom dan baris yang sama
menunjukkan tidak berbeda nyata pada taraf signifikan 95 %
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Stabilitas Mikroemulsi O/W

Mikroemulsi biasanya diaplikasikan dalam sistem tidak
dalam bentuk mikroemulsi. Aplikasi mikroemulsi dalam
sistem ini menyebabkan konsentrasi air meningkat dan
konsentrasi surfaktan menjadi rendah, sehingga mikroemulsi
menjadi rapuh dan terdegradasi (Warisnoicharoen dkk., 2000;
Flanagan dkk., 2006). Pengenceran mikroemulsi digunakan
untuk mengetahui kemampuannya sebagai pembawa nutrien
atau obat-obatan adalah sangat penting, maka mikroemulsi
o/w selama 6 jam dievaluasi stabilitasnya dengan menentukan
laju perubahan turbiditasnya terhadap pengaruh pengenceran
dan pH. Hasil evaluasi laju turbiditas mikroemulsi o/w
disajikan pada Tabel 4.

Laju turbiditas selama 0 jam hingga 6 jam mikroemulsi
(minyak—surfaktan (15:85 v/v), Formulasi 1 dan kadar air 65
%) terhadap pH dan pengenceran ditunjukkan pada Tabel 4.
Laju turbiditas selama 6 jam pada variasi pH dan pengenceran
slope persamaan regresi menunjukkan nilai mendekati 0. Hal
ini menunjukkan bahwa mikroemulsi yang terbentuk tidak
ada perubahan turbiditas dan mempunyai kestabilan yang
tinggi terhadap pH dan pengenceran.

Tabel 4. Laju turbiditas mikroemulsi (minyak—surfaktan
(15:85 v/v), perbandingan surfaktan Tween 80:Span
80:Tween 20 = 92:5,5: 2,5 (% v/v) dan kadar air
65 %) terhadap pH dan pengenceran selama 0 jam

hingga 6 jam
pH Pengenceran Laju perubahan turbiditas (%/jam)
1:1 -0,003
3,5 1:9 0
1:99 0
1:1 0
4,5 1:9 -0,001
1:99 -0,001
1:1 0,001
Akuades (pH 6,5) 1:9 0
1:99 -0,000

Keterangan: laju perubahan turbiditas mendekati angka 0 menunjukkan
tidak ada perubahan turbiditas selama 6 jam

Uji pemanasan terhadap mikroemulsi merupakan
pengujian yang paling kritis. Hal ini disebabkan surfaktan pada
suhu tinggi dapat menyebabkan larutan menjadi keruh yang
disebut sebagai titik awan (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 awan
(cloud), menyebabkan agregat tumbuh menjadi besar dan
mengendap yang dipengaruhi oleh gravitasi. Titik awan
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(cloud) semakin tinggi disebabkan meningkatnya hidrofobik
pada molekul surfaktan. Peningkatan hidrofobik disebabkan
bagian hidrokarbon meningkat panjangnya atau ukuran
kelompok hidrofil menurun (Aveyard dkk., 1990). Uji
stabilitas pemanasan mikroemulsi terhadap larutan yang
belum/sudah diencerkan menunjukkan nilai turbiditas tidak
signifikan dengan turbiditas sebelum dipanaskan, kenampakan
transparan dan nilai turbiditas di bawah 1 % (Tabel 5).

Tabel 5. Stabilitas mikroemulsi (minyak—surfaktan (15:85
v/v), perbandingan surfaktan Tween 80:Span
80:Tween 20 = 92:5,5: 2,5 (% v/v) dan kadar air
65%) terhadap sentrifugasi, pemanasan (105 °C
selama 5 jam), pH dan pengenceran setelah 24 jam

inkubasi

Perlakuan Turbiditas (%) Keterangan
Inkubasi 24 jam 0.2349 f Transparan
Sentrifugasi (4500 rpm, 30 menit) 0.1881° Transparan
Pemanasan (105 °C, 5 jam) 0.4107 ¢ Transparan
pH 3,5

1:1 0.16351 Transparan
1:9 0.1436°¢ Transparan
1:99 0.1059 = Transparan
pH 4,5

1:1 0.1443 ¢ Transparan
1:9 0.1182° Transparan
1:99 0.0952 2 Transparan
Akuades (pH=6,5)

1:1 0.1459 ¢ Transparan
1:9 0.1497 « Transparan
1:99 0.0990 * Transparan

Keterangan: hurufsupercript yang sama pada kolom yang sama menunjukkan
tidak berbeda nyata pada taraf signifikan 95 %

Pengaruh Fotooksidasi terhadap Mikroemulsi O/W

Asam lemak bebas yang terdispersi dalam air, akan
membentuk misel, di mana bagian polar berada dalam fase
air, dan bagian non polar ke fase minyak. Molekul pengemulsi
mengatur sendiri lokasi kutub polar di permukaan dan non
polar di bagian dalam misel. Oleh karena itu, interaksi
pengemulsi dan lipid dalam misel mempengaruhi kestabilan
oksidatif lipid. Oksidasi minyak dalam emulsi mempunyai
mekanisme berbeda dengan oksidasi minyak dalam bentuk
curah. Hal ini disebabkan oleh sifat-sifat wilayah antar muka
globula, perilaku prooksidan, antioksidan terpartisi ke dalam
minyak, dan pH fase air pada sistem emulsi (McClement
dan Decker, 2000). Oksigen yang terdapat pada fase minyak
mempunyai kemampuan untuk memulai proses oksidasi.
Konsentrasi oksigen meningkat dalam fase air menyebabkan
laju difusi oksigen meningkat dan hal ini sudah lebih dari
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cukup untuk digunakan mengoksidasi lemak dalam emulsi
(Duh dkk., 1999). Angka peroksida mikroemulsi yang tidak
diencerkan pada variasi perlakuan yang dikenai cahaya
flouresense 4000 lux selama 4 jam ditunjukkan pada Gambar
2.

—_ = s m
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Lama pencahayaan (Jam)
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Gambar 2. Angka peroksida mikroemulsi pada variasi perlakuan yang
diberi cahaya flouresense 4000 lux selama 4 jam. ME+E:
Mikroemulsi diberi eritrosin 5 ppm, ME: Mikroemulsi tanpa
diberi eritrosin dan ME+E+A: Mikroemulsi diberi eritrosin 5
ppm terhindar dari cahaya

ME (mikroemulsi tanpa diberi eritrosin) dan ME+E+A
(mikroemulsi diberi eritrosin 5 ppm terhindar dari cahaya)
setelah fotooksidasi 4 jam menunjukkan angka peroksida
tidak signifikan (P > 0,05). Hal ini kemungkinan mikroemulsi
pada ME tanpa eritrosin dan ME+E+A terjadi autooksidasi
yang menyebabkan terbentuknya peroksida meningkat
dengan cepat hingga paparan cahaya 3 jam. Peroksida yang
terbentuk menurun setelah 3 jam. Penurunan angka peroksida
ini kemungkinan disebabkan oleh terbentuknya droplet yang
lebih besar atau penggabungan antar droplet setelah sebagian
asam lemak yang ada di dalam surfaktan dan VCO mengalami
oksidasi. Penggabungan antar droplet ini menyebabkan
mikroemulsi mempunyai kemampuan melindungi dari
oksidasi oleh oksigen triplet. ME+E (mikroemulsi diberi
eritrosin 5 ppm) dan ME mempunyai angka peroksida tidak
signifikan (P > 0,05) selama 3 jam.

Fotooksidasi ME+E meningkat tajam setelah 3 jam.
Hal ini kemungkinan ME+E pada fotooksidasi 3 jam
terjadi proses autooksidasi di dalam misel, dimana oksigen
singlet yang terbentuk oleh sensitiser eritrosin tidak mampu
menembus misel tersebut. Oksidasi asam lemak di dalam
misel menyebabkan misel tidak stabil. Hal ini menyebabkan
mikroemulsi dengan sendirinya membentuk droplet yang
lebih besar atau penggabungan antar droplet. Penggabungan
antar droplet ini terjadi setelah sebagian asam lemak yang ada
di dalam surfaktan dan VCO mengalami oksidasi. Perubahan
stabilitas ini kemungkinan menyebabkan misel banyak yang
terbuka dan oksigen singlet dengan cepat mengoksidasi asam

lemak tidak jenuh dari VCO maupun surfaktan. Oksidasi
ini menyebabkan peroksida dalam larutan mikroemulsi
meningkat.

Pengaruh fotooksidasi terhadap mikroemulsi yang
diencerkan 50 kali dan 100 kali yang ditunjukkan pada Gambar
3 mempunyai pola yang sama terhadap mikroemulsi yang
tidak diencerkan. Angka peroksida mikroemulsi pengenceran
50 kali dan 100 kali setelah fotooksidasi selama 4 jam sama.
Hasil ini mengindikasikan bahwa konsentrasi mikroemulsi
o/w rendah (pengenceran 100 kali) mempunyai kemampuan
dan efektifitas menghambat terbentuknya peroksida sama
dengan konsentrasi mikroemulsi o/w tinggi (pengenceran 50
kali).
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Gambar 3. Angka peroksida mikroemulsi pada variasi perlakuan
yang diberi cahaya flouresense 4000 lux selama 4 jam. A:
pengenceran 50x terhadap mikroemulsi, dan B: pengenceran
100x terhadap mikroemulsi. ME+E: mikroemulsi eritrosin 5
ppm, ME: mikroemulsi tanpa diberi eritrosin dan ME+E+A:
mikroemulsi diberi eritrosin 5 ppm terhindar dari cahaya

Yazu dkk. (1996) telah menunjukkan kestabilan
oksidasi lebih tinggi pada EPA dibandingkan dengan asam
laurat dalam misel agueus. Akan tetapi, konsep berdasarkan
perbedaan polaritas radikal peroksi tidak dapat menjelaskan
kestabilan oksidatif o-linolenat lebih tinggi dibandingkan
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dengan y-linolenat dalam misel cairan dan pengaruh spesifik
Tween 20 pada oksidasi DHA dalam misel aqueus.

Metode Pelarutan Fucoxanthin dalam Mikroemulsi

Mikroemulsi yang telah diuji kestabilitasnya dan berhasil
dengan baik, digunakan untuk membawa senyawa bioaktif
fucoxanthin. Kelarutan fucoxanthin yang ditambahkan dalam
campuran VCO dan surfaktan, dan selanjutnya ditambah
air 65 % pada pemanasan 70 °C dan di pengaduk magnet
mempunyai kelarutan lebih baik dibandingakan fucoxanthin
yang ditambahkan ke dalam mikroemulsi dengan kadar air 65
% pada pemanasan 70 °C dan di pengaduk magnet.

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa senyawa
bioaktif lutein (Amar dkk., 2005), likopen dalam minyak
jojoba (Garti dkk., 2004) dan likopen dalam limonene
(Spernath dkk., 2002) diperoleh kelarutan lebih baik dengan
menggunakan senyawa bioaktif dicampur dengan minyak,
dicampur dengan surfaktan dan selanjutnya ditambah dengan
air dibandingkan senyawa bioaktif langsung ditambahkan ke
dalam mikroemulsi.

Pengaruh Fotooksidasi terhadap Mikroemulsi Fucoxan-
thin

Pengaruh fotooksidasi terhadap mikroemulsi fucoxan-
thin ditunjukkan pada Gambar 4 mempunyai pola sama
dengan mikroemulsi baik yang diencerkan 50x maupun 100x.
Pengenceran 50x (12 ppm) pada perlakuan F+E mempunyai
kemampuan lebih baik dalam menurunkan angka peroksida
setelah 3 jam fotooksidasi dibandingkan pengenceran 100x
(6 ppm). Konsentrasi mikroemulsi fucoxanthin lebih tinggi
akan lebih mampu melindungi droplet yang terdispersi
dari fotooksidasi, sehingga lebih efektif dan lebih mampu
menghambat terbentuknya peroksida.
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Gambar 4. Angka peroksida mikroemulsi pada variasi perlakuan
yang diberi cahaya flouresense 4000 lux selama 4 jam. A:
Pengenceran 100x dari mikroemulsi fucoxanthin 600 ppm,
B: Pengenceran 50 kali dari mikroemulsi fucoxanthin 600
ppm, F+E: Mikroemulsi fucoxanthin diberi eritrosin 5 ppm,
F: Mikroemulsi fucoxanthin tanpa diberi eritrosin dan F+E+A:
Mikroemulsi fucoxanthin diberi eritrosin 5 ppm terhindar dari
cahaya

KESIMPULAN

Mikroemulsi o/w dengan formulasi minyak VCO
dan campuran surfaktan (Tween 80, Tween20, Span 80)
mempunyai kestabilan tinggi sebagai pembawa senyawa
bioaktif fucoxanthin. Formula mikroemulsi terstabil dalam
penelitian ini adalah mikroemulsi dari campuran minyak
VCO-surfaktan (15:85 v/v), perbandingan surfaktan Tween
80:Span 80:Tween 20: 92:5,5: 2,5 (% v/v) dengan kadar air
65 %.
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