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ABSTRAK

Nama : Andisti Rizky Marselina
Program Studi : Farmasi
Judul : Formulasi dan Uji Penetrasi In Vitro Vitamin B3 dalam

Sediaan Serum Peptida Cu-GHK

Peptida merupakan suatu komponen bioaktif yang beberapa tahun terakhir banyak
dimanfaatkan dalam produk kosmetik, terutama produk perawatan kulit karena
memiliki aktivitas sebagai antikerut. Vitamin B3 sebagai pelembab kulit akan
memberikan efek sinergis sebagai antikerut apabila dikombinasi dengan peptida.
Dalam penelitian ini, akan dilihat manfaat lain dari peptida yaitu sebagai bahan
peningkat penetrasi melalui mekanisme mempengaruhi lipid intermolekuler
lapisan tanduk. Oleh karena itu, diformulasikan suatu sediaan serum peptida dan
gel tanpa peptida Cu-GHK untuk membandingkan perbedaan jumlah vitamin B3
yang terpenetrasi. Serum merupakan suatu bentuk sediaan baru yang berarti sediaan
terkonsentrat tinggi dan mengandung peptida dengan viskositas rendah. Daya penetrasi
vitamin B3 diuji secara in vitro dengan alat sel difusi Franz menggunakan
membran abdomen tikus. Nilai fluks vitamin B3 selama 8 jam beturut-turut ialah
688,9 dan 701,6 pg cm™ jam™. Hasil percobaan menyatakan bahwa peptida Cu-
GHK menghambat penetrasi vitamin B3. Kemudian uji stabilitas fisik dilakukan
melalui cycling test dan pengamatan pada penyimpanan selama 8 minggu di suhu
tinggi (40° = 2°C), suhu kamar (28 + 2°C), dan suhu rendah (4° £ 2°C). Kedua
sediaan menunjukkan kestabilan fisik yang baik dengan parameter kestabilan di
ketiga suhu yaitu organoleptis, pH, dan viskositas (suhu kamar).

Kata kunci : peptida Cu-GHK, vitamin B3, peningkat penetrasi, gel, penetrasi
xvi + 82 halaman : 16 gambar; 4 tabel; 39 lampiran
Daftar Pustaka : 50 (1979 —2011)
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ABSTRACT

Name : Andisti Rizky Marselina
Program Study : Pharmacy
Title : Formulation and Vitamin B3 In Vitro Penetration Test in

Cu-GHK peptide serum

Peptide is a bioactive component that has been used in cosmetics in recent years,
especially in skin care products because of its function as anti-wrinkle substance.
In this research, peptide is not only as a bioactive component but also as a
penetration-enhancing agent through the mechanism of intermolecular affect of
stratum corneum lipids. The combination of the peptide and vitamin B3 result in a
synergict effect producing anti-wrinkle substance which is as skin moisturizer.
Therefore, gels were formulated with or without Cu-GHK peptide to compare the
difference in the number of penetrated vitamin B3. In vitro penetration study was
determined with Franz diffusion cell using rat abdominal membrane. Vitamin B3
flux values within 8 hours process were recorded 688,9 dan 701,6 g cm™ hour™. It
opposite hipotesis because of peptide was not increased the penetration. Then,
physical stability test of gels were performed through cycling tests and
observation on storage for 8 weeks at high temperature (40 ° + 2 ° C), room
temperature (28 £ 2°C), and cold temperature (4 ° + 2 ° C). Both of gels show
good physical stability on three parameters of stability, are organoleptic, pH, and
viscosity (room temperature).

Keywords : Cu-GHK peptide, vitamin B, penetration enhancer, gel, penetration
Xvi + 82 pages : 16 figures; 4 tables; 39 appendixes
Bibliography : 50 (1979 — 2011)
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kulit merupakan tempat utama aplikasi kosmetik. Kulit dapat melindungi
tubuh dari rangsangan eksternal dan kerusakan akibat kehilangan lembab. Kulit
tersusun dari tiga lapisan utama dan tiap lapisan memiliki fungsi yang berbeda.
Lapisan epidermis berperan pada tahap penetrasi dan menjaga kelembapan
sedangkan lapisan dermis berperan penting dalam elastisitas dan kekencangan
kulit (Mitsui, 1997). Salah satu tanda penuaan ialah hilangnya elastisitas dan
fleksibilitas kulit, epidermis kering serta pecah-pecah sehingga menyebabkan
timbulnya kerut (Tranggono dan Latifah, 2007).

Akhir-akhir ini, banyak senyawa baik dari hewan, tumbuhan, kimia
sintetis, bahkan manusia diuji dan diteliti sebagali bahan aktif kosmesetikal,
terutama vitamin dan peptida bioaktif (Zhang & Falla, 2009). Pemanfaatan
vitamin B3 (niasinamida) sebagai antikerut belum banyak diteliti (Burgess, 2005).
Vitamin B3 merupakan vitamin yang memiliki aktivitas sebagai pelembab dan
antioksidan. Vitamin B3 bekerja dengan meningkatkan kandungan air pada
lapisan tanduk dan meningkatkan sintesis matriks ekstraseluler (Bissett, 20009;
Gehring W, 2010; Lupo, 2001). Kombinasi niasinamida dan peptida banyak
digunakan dalam formulasi topikal karena efek sinergis dalam regulasi dan
sintesis matriks ekstraseluler (Barel, Paye, Maibach, 2009; Zhang & Falla, 2009).
Salah satu peptida yang digunakan ialah tembaga glisil-histidil-lisin (Cu-GHK)
yang berfungsi merangsang penyembuhan luka dengan meningkatkan produksi
kolagen. Tembaga merupakan kofaktor enzim lisil oksidase dan prolil hidroksilase
(enzim sintesis kolagen) (Bissett, 2009).

Serum peptida antikerut termasuk golongan kosmetik pelembab
(Tranggono & Latifah, 2007). Serum merupakan suatu istilah dalam kosmetik
yang berarti sediaan terkonsentrat tinggi dan mengandung peptida dengan
viskositas rendah, yang menghantarkan film tipis dari bahan aktif pada permukaan

kulit (Draelos, 2010). Bentuk sediaan ini ditujukan untuk mempermudah
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pemakaian dan memberikan rasa nyaman pada kulit karena mudah meresap dan
melembabkan kulit (Mitsui, 1997).

Penetrasi komponen bioaktif melalui lapisan tanduk menjadi kunci dari
pengembangan terapi topikal (Draelos, 2000). Beberapa faktor utama yang
mempengaruhi penetrasi ialah bobot molekul, formulasi dan penggunaan
peningkat penetrasi (Tranggono & Latifah, 2007). Peptida dapat bertindak sebagai
peningkat penetrasi dengan mekanisme mempengaruhi lipid intermolekuler
lapisan tanduk dan meningkatkan penyerapan perkutan (Touitou & Barry,2007;
Barel, Paye, & Maibach, 2009). Oleh karena itu, pada penelitian ini akan dilihat
peran peptida dalam penetrasi vitamin B3 secara in vitro dengan membandingkan
penetrasi vitamin B3 dalam sediaan serum peptida dan gel tanpa peptida serta

dilakukan beberapa evaluasi terhadap sediaan yang dihasilkan.

1.2 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk memformulasikan dan mengetahui daya
penetrasi secara in vitro vitamin B3 (niasinamida) dalam sediaan serum peptida

Cu-GHK dibandingkan dengan vitamin B3 dalam sediaan gel tanpa peptida.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kosmetik

Menurut Peraturan Menteri Kesehatan RI No.
445/Menkes/Permenkes/1998, kosmetik adalah sediaan atau paduan bahan yang
siap digunakan pada bagian luar badan (epidermis, rambut, kuku, bibir, dan organ
kelamin bagian luar), gigi, dan rongga mulut untuk membersihkan, menambah
daya tarik, mengubah penampakkan, melindungi supaya tetap dalam keadaan
baik, memperbaiki bau badan tetapi tidak dimaksudkan untuk mengobati atau
menyembuhkan suatu penyakit.

Pada tahun 1955 Lubowe menciptakan istilah “Cosmedics” yang
merupakan gabungan dari kosmetik dan obat yang dapat mempengaruhi faal kulit
secara positif, namun bukan obat (Tranggono, Latifah, 2007). Pada tahun 1980,
Albert Kligman menyebutnya dengan istilah “Cosmeceuticals” yaitu suatu produk
kosmetik yang mengandung bahan aktif biologis, tetapi bukan obat yang
memberikan efek menguntungkan dengan pemberiaan secara topikal dan istilah
ini yang digunakan hingga sekarang (Draelos, & Thaman, 2006).

Tujuan utama penggunaan kosmetik pada masyarakat modern ialah untuk
kebersihan pribadi, meningkatkan daya tarik melalui make up, meningkatkan rasa
percaya diri, melindungi kulit dan rambut dari kerusakan sinar UV, polusi, dan
faktor lingkungan yang lain, mencegah penuaan, dan secara umum membantu
seseorang lebih menikmati dan menghargai hidup (Tranggono & Latifah, 2007).

Kosmetik dapat digolongkan menjadi dua kelompok berdasarkan
kegunaannya, yaitu kosmetik perawatan kulit dan kosmetik riasan (dekoratif atau
make-up). Kosmetik perawatan kulit meliputi pembersih, pelembab, pelindung,
dan pengampelas atau penipis kulit. Kosmetik riasan atau dekoratif diperlukan
untuk merias dan menutup kekurangan pada kulit sehingga menghasilkan
penampilan yang lebih menarik serta menimbulkan efek psikologis yang baik.
Sediaan serum peptida antikerut termasuk golongan kosmetik pelembab
(Tranggono & Latifah, 2007).
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Serum merupakan suatu istilah dalam kosmetik yang diciptakan oleh ahli
kosmetik. Serum ialah sediaan terkonsentrat tinggi dengan viskositas rendah, yang
menghantarkan film tipis dari bahan aktif pada permukaan kulit (Draelos, 2010).
Bentuk sediaan ini hanya ditujukan untuk mempermudah pemakaian dan
memberikan rasa nyaman pada kulit karena mudah meresap ke dalam kulit
(Mitsui, 2009).

2.2 Kulit

Kulit merupakan pelindung yang lentur dan elastis, menutupi seluruh
permukaan tubuh dan melindungi tubuh dari berbagai tipe rangsangan eksternal,
mencegah penetrasi dari bahan asing yang berbahaya dan radiasi serta kerusakan
akibat kehilangan lembab (Alache, Devissague, & Hermann, 1993; Harry, 1982;
Tranggono dan Fatma, 2007). Selain itu, kulit dapat menghantarkan sinyal seksual
dan sosial dengan warna, tekstur, dan baunya yang dapat ditingkatkan secara
fisiologis dan kultural dengan ilmu pengetahuan kosmetik dan seni kosmetik
(Harry, 1982)

Kulit Manusia

Stratum korneum
Lapisan berbutir

Lapisan malfigi
Lapisan basal

Kelenjar sebasea
Otot

Kelenjar keringat
Pembuluh darah
Folikel rambut
Serat kolagen
dan elastin
Arteri

Vena

Jaringan lemak
(adiposa)

1. Epidermis 2. Dermis
3. Jaringan Subkutan

[Sumber: Mbah, Uzor, & Omeje, 2011]
Gambar 2.1 Diagram dasar untuk struktur kulit (telah diolah kembali)

2.2.1 Anatomi kulit

Kulit tersusun atas tiga lapisan utama yaitu lapis epidermis (kulit ari), lapis

dermis (korium, kutis, kulit jangat), dan lapis subkutis (hypodermis). Di dalam
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kulit juga ditemukan berbagai adneksa-adneksa kulit seperti rambut, kelenjar
keringat, dan kelenjar sebasea. Tidak ada garis tegas yang memisahkan antara
dermis dan subkutis (Mitsui, 1997; Tranggono dan Latifah, 2007).

2.2.1.1 Epidermis

Epidermis tersusun dari beberapa lapisan sel dengan tebal sekitar 0,1-0,3
mm (Mitsui, 1997). Di dalam epidermis paling banyak mengandung sel
keratinosit yang mengandung protein Keratin. Secara histologis, epidermis dibagi
menjadi lima lapisan yaitu, lapisan tanduk (stratum korneum), lapisan lusidum,
lapisan granulosum, lapisan spinosum, dan lapisan basal (Tranggono dan Latifah,
2007). Lapisan basal merupakan pembatas membran dasar yang kontak dengan
dermis. Lapisan spinosum ialah lapisan sel yang lebih dalam dan lapisan paling
tebal dalam epidermis yang mengandung serat protein. Di atas lapisan spinosum,
terdapat sel granul (pada lapisan granulosum) yang berperan dalam proses
keratinisasi untuk menghasilkan lapisan tanduk (Mitsui, 1997).

Lapisan lusidum terletak tepat di bawah lapisan tanduk. Antara lapisan
lusidum dan lapisan granulosum terdapat lapisan keratin tipis (rein’s barrier)
yang bersifat impermeable. Lapisan tanduk merupakan lapisan sel kulit mati yang
mengandung air paling rendah sekitar 10-30%. Lapisan tanduk tersusun atas lipid
(asam lemak bebas atau esternya, fosfolipid, skualen, dan koleserol), urea, asam
amino, asam organik, dan air serta dilapisi oleh lapisan tipis lembab dan bersifat

asam disebut dengan “mantel asam kulit” (Tranggono dan Latifah, 2007).

Lapisan tanduk erat hubungannya dengan kosmetik karena dapat
mencerminkan kondisi kulit. Lapisan ini berperan pada tahap penembusan
sehingga menentukan konsentrasi senyawa aktif pada sel target. Membran
tersebut memiliki ketahanan yang sangat baik terhadap berbagai senyawa kimia
dan biologis. Ketahanan ini disebabkan oleh adanya jembatan disulfida
(menyusun serat keratin o) dan ikatan kovalen antarmolekul. Ketebalan lapisan
tanduk dapat dirangsang oleh paparan ulang senyawa kimia atau fisika. Respon ini
melindungi epidermis dari rangsangan luar (Mitsui, 1997; Alache, Devissaguet, &
Hermann, 1993).
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2.2.1.2 Dermis

Di dalam dermis terdapat banyak pembuluh-pembuluh darah, serabut
saraf, kelenjar keringat, kelenjar minyak, dan folikel rambut (Tranggono dan
Latifah, 2007). Dermis tersusun atas matriks ekstraseluler yang disintesis dan
disekresikan oleh fibroblast. Bahan dasar matriks ekstraseluler ini terdiri dari
glikosaminoglikan atau mukopolisakarida asam (asam hialuronat dan dermatan
sulfat), dan protein berserat. Glikosaminoglikan ada sebagai proteoglikan yang
menggabugkan protein, dan berisi sejumlah besar air sehingga dapat membentuk
gel. Protein berserat tertanam dalam gel ini yang tersusun dari serat kolagen dan
elastin (Mitsui, 1997).

Kolagen merupakan protein utama dari matriks ekstraseluler dan
memelihara bentuk jaringan. Kolagen tersusun atas beberapa asam amino,
terutama glisin, prolin, dan hidroksiprolin. Kolagen lebih tebal daripada elastin.
Serat-serat elastin dihubungkan satu sama lain oleh ikatan crosslink untuk
mempertahankan elastisitas jaringan. Selain itu, matriks ekstraseluler berfungsi
sebagai mediator interaksi induksi reseptor antar sel sehingga mempengaruhi
proliferasi dan differensiasi sel. Kolagen tipe | dan Il merupakan urat saraf.
Kekuatan tegangan kulit diakibatkan oleh dominasi kolagen ini (Zhang & Falla,
2009). Oleh karena itu, dermis memegang peranan penting dalam elastisitas dan
kekencangan kulit (Mitsui, 1997).

2.2.1.3 Subkutis

Jaringan subkutan mengandung sel-sel adiposa dan banyak terdapat
diantara jaringan ikat. Lemak subkutan berperan dalam mengatur temperatur.
Lemak ini berkembang dengan baik pada wanita dibandingkan pada pria (Mitsui,
1997).

2.2.2 Fisiologis kulit

Kulit merupakan suatu organ yang memiliki beberapa fungsi penting,
antara lain :
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a. Fungsi proteksi

Serabut elastis dari lapisan dermis dan jaringan lemak subkutan berfungsi
untuk mencegah trauma mekanik langsung ke dalam tubuh. Lapisan tanduk dan
mantel lemak kulit berfungsi sebagai penghalang penetrasi air dan kehilangan
cairan tubuh serta melawan racun dari luar. Permukaan kulit yang tidak rata

berperan dalam difraksi sinar untuk melindungi tubuh dari sinar yang berbahaya.

b. Fungsi termoregulasi

Kulit menyesuaikan temperatur tubuh dengan mengubah aliran darah ke
kulit melalui mekanisme dilatasi dan konstriksi pembuluh kapiler kulit dan
penguapan keringat, yang keduanya dipengaruhi oleh saraf otonom. Lapisan
tanduk dan jaringan subkutan mencegah perubahan temperatur tubuh dengan
menghalangi hantaran temperatur eksternal ke dalam tubuh.

c. Fungsi Persepsi Sensoris

Kulit bertanggung jawab sebagai indra terhadap rangsangan. Ada
bermacam-macam reseptor pada kulit, yaitu reseptor yang sensitif terhadap
tekanan, rabaan, temperatur, dan nyeri. Rangsangan dari luar akan diterima oleh
reseptor-reseptor tersebut dan diteruskan ke sistem saraf pusat, selanjutnya

diinterpretasikan oleh korteks serebri.

d. Fungsi Absorpsi

Beberapa senyawa dapat diabsorpsi ke dalam tubuh melalui dua jalur
absorpsi, yaitu melalui jalur epidermis dan melalui kelenjar sebasea folikel
rambut. Steroid dan bahan yang larut dalam lemak (vitamin A, D, E dan K) dapat
diserap melalui kulit, namun bahan yang larut dalam air tidak mudah diserap
akibat dari fungsi penghalang lapisan tanduk.

e. Fungsi Lain
Kulit dapat menggambarkan kondisi emosional, seperti memerah,

ketakutan (pucat dan rambut berdiri), dan sebagai organ penerima emosi.
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2.3 Permeabilitas dan Penetrasi Kulit

Reaksi positif kulit terhadap pemakaian kosmetik merupakan hal yang

sangat diinginkan oleh pembuat dan pemakai kosmetik. Untuk dapat memberikan

reaksi, kulit harus dapat dipenetrasi oleh komponen aktif dalam kosmetik.

Penetrasi zat aktif ke dalam kulit dapat terjadi melalui dua jalur yaitu

transepidermal (melalui lapisan tanduk) dan transfolikular (melalui kelenjar

sebasea folikel rambut). Penetrasi dipengaruhi oleh dua faktor utama, yaitu
(Tranggono dan Latifah, 2007; Ansel, 1989):

2.3.1 Kondisi kulit

a.

Kelembaban kulit. Pembawa yang dapat meningkatkan kelembaban kulit
akan mendorong terjadi absorpsi zat aktif melalui kulit.

Keadaan kulit (normal atau hasil modifikasi). Komposisi sistem tempat
pemberian sediaan, yang ditentukan dari permeabilitas lapisan tanduk
yang disebabkan hidrasi dan perubahan struktur lipid.

Suhu kulit. Peningkatan suhu kulit dapat menyebabkan perubahan difusi
yang disebabkan oleh peningkatan kelarutan zat aktif.

Adanya sirkulasi darah in situ pada kulit akan meningkatkan absorpsi zat
aktif.

Usia, jenis kelamin, dan kecepatan metabolisme bahan di dalam kulit.

2.3.2 Bahan yang dikenakan pada kulit

a.
b.

Bobot molekul bahan

Harga koefisien partisi zat aktif yang tergantung kelarutan bahan dalam
lemak maupun air

Bahan berbasis lemak atau garam

PH bahan akan mempengaruhi tingkat disosiasi serta kelarutan obat yang
lipofil.

Kecepatan pemberian bahan pada kulit. Bahan yang berbasis lemak lebih
mudah berpenetrasi dan angka keasaman yang tinggi (pH>11) akan
memperbesar daya penetrasi karena kulit akan diperlunak (Trenggono dan
Latifah, 2007).
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f. Profil pelepasan zat aktif dari pembawanya, bergantung pada afinitas zat
aktif ternadap pembawa, kelarutan zat aktif dalam pembawa, dan pH
pembawa.

g. Waktu kontak zat aktif dengan kulit.

h. Bahan-bahan peningkat penetrasi (enhancer) dapat meningkatkan
permeabilitas kulit dengan cara mengubah sifat fisikokimia lapisan tanduk
sehingga mengurangi daya tahan difusi. Contohnya: DMSO, DMF, DMA,
urea, dan lain-lain.

Mekanisme aksi bahan-bahan peningkat penetrasi perkutan masih belum

diketahui. Namun, secara umum bahan-bahan tersebut mempengaruhi lapisan

tanduk dengan cara (Touitou & Barry, 2007):

1.

Mempengaruhi lipid intermolekuler lapisan tanduk sehingga menurunkan
penghalang lipid lapis ganda terhadap molekul obat. Pengaruhnya dapat
berupa fluktuasi, ekstraksi lipid, perubahan polaritas, atau pemisahan fase
yang menyebabkan terbentuknya celah yang memungkinkan senyawa polar
menembus lapisan tersebut.
Mengubah sifat melarutkan lapisan tanduk sehingga meningkatkan koefisien
partisi obat ataupun bekerja sebagai kosolven jaringan.
Mempengaruhi keratin intraseluler lapisan tanduk dengan cara mendenaturasi
atau mengubah konformasinya sehingga menyebabkan terjadinya swelling,
peningkatan hidrasi, dan vaskuolisasi.
Mempengaruhi desmosom, pengikat antar sel tanduk sehingga terjadi
pemisahan lapisan tanduk.
Memodifikasi aktivitas termodinamik sediaan. Penetrasi cepat pelarut dari
sediaan ataupun penguapannya menyebabkan senyawa obat berada pada
kondisi aktif secara termodinamik dan mendorong obat untuk menembus
lapisan tanduk.

Dalam studi ini, hipotesis bahwa peptida dapat meningkatkan penetrasi

diketahui dari beberapa studi sebelumnya dan alasan, antara lain:

1.

Peptida Magainin yang diketahui dapat membentuk inti dalam sel membran
bakteri sehingga dapat meningkatkan permeabilitas kulit dengan mengganggu

struktur lemak lapisan tanduk (Kim, Ludovice, & Prausnitz, 2007)
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2. RALA (alanin-leusin-alanin), suatu peptida amfipatik yang digunakan sebagai
pembawa karena dapat meningkatkan penghantaran sodium diklofenak
melalui sistem Kristal cair. Mekanisme penetrasi peptida ini ke dalam sel dan
ke dalam nukleus berdasarkan pada agregasi peptida pada permukaan lapisan
ganda sel (Avrahami, Aserin, & Garti, 2010).

3. Peptida-Pz (4-fenilazobenziloksikarbonil-Pro-Leu-Gly-Pro-Arg) yang dapat
meningkatkan penetrasi intestinal pada kelinci dan lapis tunggal CaCO2
dengan cara tight junction (Yen, 1995).

4. Oligoarginin, yaitu suatu peptida yang dilink dengan polimer poli (asam N-
vinilasetamid-co-akrilat) dapat meningkatkan penyerapan seluler molekul
bioaktif yang dicampur secara fisik kedalam peptida-polimer ini (Sakuma,
2010).

5. Kemiripan gugus asam amino yang menyusun peptida dengan urea dan
seramida yaitu mengandung gugus karboksil dan amida menjadi alasan lain
peptida Cu-GHK berfungsi sebagai peningkat penetrasi (Touitou & Barry,
2007).

2.4 Penuaan Kulit

Seiring bertambahnya usia, manusia pasti akan mengalami penuaan.
Proses penuaan ini terlihat pada terbentuknya kerutan atau keriput pada kulit atau
terjadinya kemunduran kondisi dan fungsi kulit. Proses penuaan dapat terjadi
secara alami dan penuaan akibat kerusakan baik anatomi maupun fisiologi pada
semua organ tubuh, mulai dari pembuluh darah hingga kulit (Tranggono dan
Latifah, 2007).

Proses alami merupakan penuaan kulit yang tidak dapat dihindari oleh
semua makhluk hidup. Perubahan akibat proses penuaan yang terjadi pada kulit
dapat dibagi atas perubahanan anatomis, fisiologis, serta kimiawi. Perubahan
anatomis terlihat langsung pada hilangnya elastisitas dan fleksibilitas kulit
sehingga menyebabkan timbulnya keriput dan kerut, epidermis kering dan pecah-
pecah, penebalan kulit, hiperpigmentasi, tumor kulit, dan sebagainya (Tranggono
dan Latifah, 2007).

Banyak faktor luar yang mempengaruhi penuaan kulit, yang paling utama

ialah sinar matahari (sinar UV). Kulit yang sering terpapar sinar matahari
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cenderung lebih cepat kering, keriput, dan kasar. Kulit kering disebabkan oleh
menurunnya fungsi kelenjar minyak kulit (kelenjar sebasea). Keriput disebabkan
oleh berkurangnya kadar air kulit dan mengeringnya serabut kolagen serta elastin
akibat peurunan sekresi hormon-hormon kelamin. Penurunan Kkecepatan
metabolisme sel basal dan proses keratinisasi mengakibatkan regenerasi sel-sel

epidermis menjadi lambat (Tranggono dan Latifah, 2007).

2.5 Komponen Bioaktif

Banyak komponen bioaktif dalam produk kosmeseutikal yang
memberikan efek biologis pada kulit, antara lain vitamin, peptida, logam, asam
hidroksil, seramida (Bissett, 2009), enzim, asam hialuronat, dan asam amino
(Brandt, Cazzaniga, & Hann, 2011).

2.5.1 Vitamin

Saat ini, vitamin merupakan bahan tambahan yang banyak dimanfaatkan
untuk produk perawatan kulit, termasuk pembersih, pelembab, antioksidan dan
formulasi terapetik. Vitamin diyakini dapat mencegah penuaan berdasarkan
fungsinya sebagai antioksidan. Vitamin yang sering digunakan ialah vitamin C, E,
A, pantenol, dan vitamin B3 (pelembab). Vitamin B3 (niasinamida) merupakan
bahan baru yang digunakan dalam perawatan kulit (Draelos, 2000).

2.5.1.1 Vitamin B3 (Niasinamida)

[Sumber : http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary]
Gambar 2.2 Struktur Kimia Niasinamida (telah diolah kembali)
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Niasinamida berupa serbuk kristal putih atau hampir putih atau kristal tak
berwarna dan tidak berbau. Larut dalam 1 : 1,5 air, 1:10 air mendidih, 1:5,5 dalam
alkohol dehidrasi, dan larut dalam gliserol. Vitamin ini sangat stabil terhadap
panas, cahaya, oksigen dan kelarutannya dalam air juga mempermudah formulasi
niasinamida sebagai bahan pelembab (Draelos, 2000). Larutan 5% dalam air
memiliki pH 6,0-7,5 (Sweetman, 2009). Namun, untuk mencegah hidrolisis
menjadi asam nikotinat yang dapat menyebabkan merah, maka dalam formulasi
dapat dipilih pH 4-7 (Bissett, 2009).

Niasinamida mampu meningkatkan fungsi penghalang lapisan Kkulit
sehingga meningkatkan resistensi kulit terhadap lingkungan dari senyawa yang
dapat merusak seperti surfaktan, pelarut, dan dapat mengurangi iritasi, inflamasi,
dan kekasaran dimana dapat menyebabkan penuaan pada kulit. Selain itu, vitamin
ini dapat meningkatkan kandungan air pada lapisan tanduk, antigaris halus,
antikerut, antioksidan, mengurangi hiperpigmentasi, dan antijerawat. Efek
antikerut niasinamida diperoleh dengan meningkatkan produksi fibroblast untuk
merangsang sintesis kolagen (Bissett, 2009; Draelos & Traman, 2006; Lupo,
2001; Salvador & Chisvert, 2007). Penggunaan dalam waktu lama dapat
ditoleransi dengan baik oleh kulit. Dosis topikal vitamin B3 ialah 1%-5% (Bissett,
2009; Gehring W, 2010; Lupo, 2001).

Suatu percobaan di Taiwan dengan 17 subjek, setelah 12 minggu
pengobatan dengan niasinamida 4%, terjadi pengurangan jumlah kerutan pada
kulit secara signifikan (Lupo, 2001; Zussman, Ahdout, & Kim, 2010). Pada kulit
yang menua, aplikasi topikal niasinamida meningkatkan struktur permukaan,
menghaluskan keriput, dan menghambat karsinogenesis (Gehring W, 2010).

Niasinamida topikal 5% juga diuji selama 12 minggu kepada wanita
Kaukasian yang berusia 50 tahun. Hasilnya menunjukkan bahwa terjadi
peningkatan signifikan selama 8 hingga 12 minggu berupa pengurangan garis
halus dan kerutan pada kulit wajah, mengurangi lipid sebasea dan ukuran pori-

pori, serta meningkatkan elastisitas kulit (Bissett, 2009).

Percobaan lain menunjukkan krim niasinamida 2% diuji pada kulit kering,
4-8 minggu menurunkan kehilangan air (Gao, Zhang, Wei, & Chen, 2008). Suatu
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penelitian di Jepang melaporkan bahwa niasinamida 4% mengurangi kerutan di
daerah mata. (Kawada, Date, Konishi, Kawara & Narita, 2009).

2.5.2 Peptida

Protein merupakan molekul besar dengan bobot molekul bervariasi antara
5000 hingga jutaan. Protein mudah dipengaruhi oleh suhu tinggi dan pH. Protein
tersusun atas 20 jenis asam amino yang terikat melalui ikatan peptida. Hidrolisis
protein yang tidak sempurna akan menghasilkan peptida (Poedjiadi, 1994).

Peptida ialah kumpulan dari beberapa asam amino, misalnya kumpulan
dari tiga asam amino disebut dengan tripeptida. Apabila peptida ini dihidrolisis
lebih lanjut maka akan dihasilkan asam-asam amino. Peptida dapat bereaksi
dengan ion logam berat, seperti ion Cu**, Co?*, Mn®", dan Ca?* dalam suasana
basa dan membentuk kelat (Poedjiadi, 1994).

Di alam sebagian besar reaksi kimia, respon biologis, dan proses regulasi
di beberapa bagian dimodulasi oleh asam amino. Peptida ini memiliki
karakteristik rantai pendek, stabil, dan mudah disintesis membuat senyawa ini
banyak digunakan dalam produk kosmesetikal. Selain itu, peptida yang digunakan
terdiri dari asam L-amino alami sehingga tidak imunogenik dan mudah dipecah
untuk menghasilkan asam amino alami pada individu. Peptida dapat dimanfaatkan
untuk peradangan, proliferasi, pigmentasi, angiogenesis, imunitas bawaan, dan
regulasi sintesis matriks ekstraseluler (Zhang & Falla, 2009).

Hal yang perlu diperhatikan ialah aktivitas reproduksi, stabilitas,
keamanan, formulasi, dan penghantaran peptida melaui kulit (Zhang & Falla,
2009). Peptida memilki stabilitas kimia yang terbatas. Hidrolisis peptida mungkin
terjadi dalam lingkungan cair, terutama pada peptida rantai panjang. Peptida
molekul kecil dan hampir identik dengan peptida manusia memiliki toksisitas
yang kecil (Draelos, 2010).

Target utama peptida bukan hanya lapisan tanduk, tetapi peptida dapat
menghantarkan pesan yang dibawanya kepada sel kulit yang hidup. Peptida harus
dapat melewati penghalang perkutan agar mencapai epidermis (keratinosit),
lapisan basal (melanosit, akhir sel saraf), dermis (fibroblast), dan hypodermis

(adiposa). Molekul peptida yang besar sulit untuk berpenetrasi ke lapisan kulit
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yang lebih dalam dan peptida dengan molekul kecil masih terlalu hidrofilik untuk
dapat berpenetrasi ke dalam lapisan pertama dan kedua lapisan tanduk. Oleh
sebab itu, pada molekul peptida kecil dapat ditambahkan suatu rantai lipofilik
(asam lemak), seperti palmitat, asetat, dan sebagainya untuk meningkatkan laju
penetrasinya (Draelos, 2010; Barel, Paye, & Maibach, 2009).

Sekitar 25 peptida yang digunakan dalam kosmesetikal, antara lain
palmitoil heksapeptida-6 (Dermaxyl)®, oligopeptida-10, palmitoil tripeptida-5,
palmitoil-KTTS (Matrixyl)®, asetil-heksapeptida-3 (Argireline)®, tembaga
tripeptida glisil-histidil-lisin (Cu-GHK; Brand example Neova)® dan sebagainya
(Zhang & Falla, 2009; Burgess, 2005; Walters & Roberts, 2008).

Ada beberapa peptida yang berasal dari fragmen dermal kolagen yang
digunakan dalam produk perawatan kulit, antara lain palmitoil lisin-treonin-
treonin-lisin-serin (Pal-KTTKS), tembaga lisil-histidil-lisin (Cu-GHK), dan Asetil
glutamat-glutamat-metionin-glutamin-arginin-arginin (As-EEMQRR). Peptida ini
dapat menstimulasi produksi kolagen melalui mekanisme kerja dalam proses
penyembuhan luka sehingga mengurangi garis halus dan kerut pada kulit.
Tripeptida glisil-histidil-lisin juga bekerja melalui mekanisme penyembuhan luka
dan digunakan dalam formula dermokosmetik, terutama ketika dikompleks

dengan ion logam (Draelos & Thaman, 2006 ).

Peptida Cu-GHK dengan konsentrasi 2% memberikan efek sebagai
antikerut yang setara dengan 10% peptida As-EEMQRR. Suatu studi menyatakan
bahwa peptida Cu-GHK menunjukkan peningkatan dalam ketebalan kulit, hidrasi,
dan kelembutan kulit dalam waktu 12 minggu. Selain itu, dengan penggunaan 2%
Cu-GHK dapat menurunkan kerutan sedangkan 10% As-EEMQRR hanya

mengurangi kerutan sejumlah 30% (Draelos, 2010).

Penetrasi peptida yang buruk ke dalam kulit menjadi suatu tantangan
dalam formulasi, terutama jika semakin meningkatnya jumlah residu asam amino
yang menyusunnya (Draelos, 2010). Semakin meningkat jumlah residu asam
amino maka daya penetrasinya akan semakin buruk (Bissett, 2009). Hal ini
disebabkan oleh bobot molekul yang semakin besar. Namun bobot molekul tidak

mempengaruhi pelembab superfasial. Oleh karena itu, jika suatu peptida ditujukan
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untuk berpenetrasi dan melembabkan lapisan stratum korneum yang lebih dalam
maka peptida rantai pendek akan memberikan hasil yang terbaik (Salvador &
Chisvert, 2007).

2.5.3 Logam

Produk kosmetik biasanya mengandung beberapa logam, yaitu seng,
tembaga, selenium, dan mangan, serta garam-garam yang membentuk kompleks
dengan senyawa organik, seperti oksida seng, tembaga peptida, dan
selenometionin. Logam memiliki fungsi tertentu pada kulit terkait peran mereka
sebagai kofaktor yang dibutuhkan dalam kegiatan metaloenzim. Seng berfungsi
sebagai antioksidan superoksida dismustase protein dan metalotionin. Tembaga
merupakan kofaktor untuk protein, terutama lisil oksidase dan prolil hidroksilase,
enzim yang penting dalam sintesis kolagen. Selenium merupakan kofaktor enzim
peroksidase untuk antioksidan glutation. Kompleks Cu-tripeptida dapat
memberikan efek antipenuaan pada wajah. Namun, beberapa logam dan
kompleksnya dalam formulasi dapat memberikan reaksi negatif, seperti
menghasilkan warna (misalnya, tembaga biru-hijau), seng dapat membentuk
kompleks dengan avobenzon, tabir surya UV A sehingga mengurangi efek dan
estetika dari produk kosmetik (Bissett, 2009).

Pada organisme mamalia tembaga ditemukan terutama dalam bentuk
kompleks dengan tripeptida spesifik, yaitu Cu-GHK (tembaga-glisil-histidil-lisin).
Peptida GHK memberikan afinitas yang tinggi terhadap ion Cu?* (tembaga),

dimana membentuk kompleks tembaga tripeptida (Cu-GHK) secara spontan
(Zhang, Timothy, Falla, 2009).
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2.5.4 Kompleks Peptida Cu-GHK (Tembaga-glisil-histidil-lisin)

=M

[Sumber : http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/summary/summary.cgi]
Gambar 2.3 Struktur Kimia Kompleks Cu-GHK (telah diolah kembali)

Tembaga glisil-histidil-lisin ~ (Cu-GHK) dengan rumus molekul
CgH4sCuN;,Og  memiliki  bobot molekul sebesar 744,302320 g/mol
(http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi). Kompleks tembaga-
GHK pertama kali diisolasi dari plasma manusia. Kompleks ini merupakan bentuk
dasar dimana tembaga diangkut ke dalam jaringan dan menyebar melalui
membran sel (Zhang & Falla, 2009). Tembaga-GHK merupakan fragmen dari
kolagen dermis (Bissett, 2009).

Tripeptida GHK berasal dari matriks ekstraseluler yang mengikat protein
SPARC (sekresi protein, asam, kaya sistein). Protein ini diekspesikan oleh sel
endotel selama pengembangan dan pemodelan jaringan sehingga menghasilkan
urutan GHK' spesifik akibat degradasi protease seperti elastase, stromelisin,
tripsin, dan subtilisin. Proses ini berlangsung ketika matriks turnover. SPARC
merupakan sumber dari peptida yang mengikat logam yang merangsang
angiogenesis (Zhang & Falla, 2009). Tembaga merupakan kofaktor yang
berfungsi untuk aktivitas lisil oksidase, yaitu suatu enzim yang terlibat dalam
sintesis kolagen (Bissett, 2009). Tembaga memiliki sifat permeabilitas yang baik
(Mazurowska & Mojski, 2007).
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Kompleks ini (Cu-GHK) dapat merangsang penyembuhan luka dan
perbaikan jaringan dengan meningkatkan produksi komponen matriks
ekstraseluler, seperti kolagen, elastin, glukosaminoglikan dan matriks spesifik
membentuk matriks metaloproteinase sehingga dapat meningkatkan kekuatan dan
elastisitas kulit (Bissett, 2009; Mazurowska & Mojski, 2007). Pemberiaan 2% Cu-
GHK topikal menunjukkan perbaikan pada ketebalan kulit, hidrasi, kehalusan, dan
kerutan (Bissett, 2009).

Kemampuan penetrasi Cu-GHK melalui lapisan tanduk dan perannya
dalam proses transportasi ion tembaga merupakan isu utama untuk aktivitas
kosmetik dan farmasi. Mekanisme degradasi utama tripeptida GHK terletak pada
pemecahan dari ikatan peptida histidin dan lisin. Pada pH alkali (pH fisiologis)
amino lisin dalam kompleksnya akan terprotonasi dan dapat berinteraksi dengan

reseptor seluler (Conato, et.al., 2001).

2.6 Sediaan Gel

Menurut Farmakope Indonesia Edisi Keempat, gel kadang-kadang disebut
jeli, merupakan sistem semipadat terdiri dari suspensi yang dibuat dari partikel
anorganik yang kecil atau molekul organik yang besar, terpenetrasi oleh suatu
cairan. Jika massa gel terdiri dari jaringan partikel kecil yang terpisah, gel
digolongkan sebagai sistem dua fase (misalnya gel aluminium hidroksida). Gel
fase tunggal terdiri dari makromolekul organik yang tersebar serba sama dalam
suatu cairan sedemikian hingga tidak terlihat adanya ikatan antara molekul makro
yang terdispersi dalam cairan. Gel fase tunggal dapat dibuat dari makromolekul
sintetik (misalnya karbomer) atau dari gom alam (misalnya tragakan). Gel dapat
digunakan untuk obat yang diberikan secara topikal atau dimasukkan ke dalam

lubang tubuh.

Gel merupakan tipe basis yang menghasilkan penampilan seragam, dari
transparan hingga semitransparan dan memberikan rasa lembab. Gel cair (minyak)
digunakan dibawah krim make up karena sifatnya yang dapat memberikan rasa
lembab dan cerah. Perkembangan teknologi menghasilkan suatu produk baru
dimana gel cair dan minyak memiliki fungsi dalam menyediakan air dan

melembabkan (Mitsui, 1997). Komposisi gel cair umumnya terdiri dari pelarut air,
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aklkohol, dan propilenglikol dan turunannya. Produk gel mengandung hingga
70% air dan minyak dengan jumlah yang sangat rendah (Shai, Maibach, & Baran,
2009).

2.6.1 Formulasi Gel

Bahan-bahan yang digunakan dalam pembuatan gel antara lain:

2.6.1.1 Karbomer

H

H
|
C C
|
H

(I e—

OH

£l

[Sumber: Rowe, Sheskey, & Quinn, 2009]
Gambar 2.4. Struktur Kimia Karbomer (telah diolah kembali)

Karbomer atau karbopol merupakan polimer sintetik dengan bobot
molekul besar dari asam akrilat yang di-crosslink dengan alilsukrosa atau alil eter
dari pentaeritritol. Pemeriannya berupa serbuk berwarna putih, halus, higroskopis,
sedikit berbau, dan bersifat asam. Karbomer dapat mengembang dalam air,
gliserin, dan setelah dinetralkan, mengembang dalam etanol 95%.

Karbomer digunakan sebagai bahan pensuspensi, agen peningkat
viskositas, pembentuk gel, pengemulsi, dan pengikat tablet pada berbagai produk
farmasi. Karbomer dengan konsentrasi 0,5-2,0% digunakan sebagai bahan
pembentuk gel. Karbomer dalam larutan 0,5% memiliki pH asam yaitu sebesar
2,7-3,5. Larutan dalam air memiliki viskositas yang rendah dan bila dinetralkan
dengan basa, seperti asam amino, natrium hidroksida akan memiliki viskositas
yang tinggi. Satu gram karbomer dapat dinetralkan oleh 0,4 gram natrium
hidroksida. Viskositas akan berkurang apabila pH kurang dari 3 atau lebih besar
dari 12. Gel cepat kehilangan viskositas pada paparan sinar ultraviolet tetapi dapat

diminimalisir dengan penambahan antioksidan.
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2.6.1.2 Gliserin

OH

HO

OH

[Sumber: Rowe, Sheskey, & Quinn, 2009]
Gambar 2.5. Struktur Kimia Gliserin (telah diolah kembali)

Gliserin berupa cairan jernih, tidak berwarna, tidak berbau, kental,
higroskopis, serta berasa manis. Gliserin larut dalam air, etanol 95% dan metanol.
Gliserin digunakan secara luas dalam preparasi oral, topikal, dan parenteral. Pada
formulasi topikal dan kosmetik, gliserin digunakan sebagai humektan dan emolien
pada konsentrasi < 30. Selain itu, juga digunakan dalam gel cair maupun non-cair,
sebagai pelarut dan kosolven. Bahan ini tidak kompatibel dengan agen

pengoksidasi kuat, seperti kalium permanganat.

2.6.1.3 Natrium Metabisulfit

i S/O Na
0 Na* \\O
G 5 S// a
|\

[Sumber: Wade and Weller, 1994]
Gambar 2.6. Struktur Kimia Natrium Metabisulfit (telah diolah kembali)

Natrium metabisulfit merupakan kristal tidak berwarna, serbuk Kkristal
berwarna putih hingga putih krem yang berbau. Digunakan sebagai antioksidan

dalam sediaan oral, parenteral dan topikal. Natrium metabisulfit sedikit larut
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dalam etanol (95%), mudah larut dalam gliserin dan air. Konsentrasi yang
digunakan sebagai antioksidan adalah 0,01-0,1%. (Wade and Weller, 1994).

2.6.1.4 Metilparaben

HO

@)

b\

[Sumber: Wade and Weller, 1994]
Gambar 2.7. Struktur Kimia Metilparaben (telah diolah kembali)

Nipagin atau metil paraben merupakan serbuk kristal putih atau tidak
berwarna dan tidak berbau. Larut dalam etanol dan propilen glikol, sedikit larut
dalam air. Memiliki aktivitas sebagai pengawet antimikroba untuk sediaan
kosmetik, makanan dan sediaan farmasi. Efektif pada rentang pH yang besar dan
mempunyai spektrum antimikroba yang luas meskipun lebih efektif terhadap
jamur dan kapang. Campuran paraben digunakan untuk mendapatkan pengawet
yang efektif. Konsentrasi yang digunakan untuk sediaan topikal adalah 0,02-0,3%
(Wade and Weller, 1994).

Metilparaben atau metilhidroksibenzoat digunakan secara luas sebagai
formulasi farmasetik. Dapat digunakan secara tunggal, atau dengan kombinasi
dengan paraben lain atau dengan antimikroba lain. Pada kosmetik,
metilhidroksibenzoat digunakan sebagai pengawet antimikroba.

Paraben efektif pada rentang pH yang besar dan mempunyai spektrum
antimikroba yang luas meskipun lebih efektif terhadap jamur dan kapang.
Aktivitas antimikroba meningkat sejalan dengan panjang rantai dan moitas alkil
yang meningkat, kelarutannya berkurang. Campuran paraben digunakan untuk
mendapatkan pengawet yang efektif. Kekuatan pengawet meningkat dengan
penambahan 2-5% propilenglikol, atau menggunakan paraben dengan kombinasi

antimikroba lain seperti imidurea. Pengunaan topikal metilhidroksibenzoat
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berkisar antara 0,02-0,3%. Dalam kosmetik penggunaan paraben memungkinkan

0,4% tetapi total paraben yang digunakan tidak lebih dari 0,8%.

2.6.1.5 Propilparaben

S

OH 0]

[Sumber: Wade and Weller, 1994]

Gambar 2.8. Struktur Kimia Propilparaben (telah diolah kembali)

Nipasol atau propil paraben merupakan serbuk kristal putih atau tidak
bewarna dan tidak berbau. Larut dalam etanol dan propilen glikol, sedikit larut
dalam air. Propil paraben yang memiliki aktivitas sebagai antimikroba, umumnya
digunakan sebagai pengawet untuk sediaan farmasi, kosmetik dan makanan.
Konsentrasi yang digunakan untuk sediaan topikal adalah 0,01-0,6% (Wade and
Weller, 1994).

Propilparaben atau propilhidroksibenzoat berupa serbuk putih, kristal,
tidak berbau dan tidak berasa. Bahan ini sangat larut dalam aseton dan eter; 1:1,1
etanol; 1:250 gliserin; 1:110 propilenglikol; dan 1:2500 air. Propilparaben
digunakan sebagai bahan pengawet. Propilparaben dapat berubah warna dengan
adanya besi dan hidrolisis oleh basa lemah atau asam kuat.
Aktivitas antimikroba ditunjukkan pada pH antara 4-8. Bahan ini secara luas
digunakan sebagai bahan pengawet dalam kosmetik, makanan, dan produk
farmasetika. Penggunaan kombinasi paraben dapat meningkatkan aktivitas
antimikroba. Dalam sediaan topikal, konsentrasi yang umum digunakan adalah
0,01-0,6%.
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2.6.1.6 Etanol 96%

L
Hclsclzo—H
H H

[Sumber: Wade and Weller, 1994]
Gambar 2.9. Struktur Kimia Etanol 96% (telah diolah kembali)

Spirtus fortior atau etanol 96% merupakan cairan bening yang mudah
menguap pada suhu rendah, jernih, memiliki bau yang khas dan mudah terbakar.
Etanol dapat bercampur dengan air, kloroform, eter dan gliserin. Etanol dapat
digunakan sebagai antimikroba (konsentrasi lebih dari 10% v/v), disinfektan dan
pelarut dalam sediaan topikal (konsentrasi 60-90% v/v). Etanol dalam formula ini
digunakan sebagai pelarut (Wade and Weller, 1994).

Alkohol 96% berupa cairan jernih, tidak berwarna, mudah menguap,
mudah terbakar, higroskopis, dan mangandung tidak kurang dari 95,1% v/v atau
92,6% b/b. Larut dalam air dan diklormetan. Etanol banyak digunakan sebagai

pelarut dan pendingin pada kulit.

2.6.1.7 Asam Sitrat Monohidrat

0O OH
O—H
H/ HO
HO oH
0
0

[Sumber : Rowe, Sheskey, & Quinn, 2009]
Gambar 2.10. Struktur Kimia Asam Sitrat Monohidrat (telah doilah kembali)

Asam sitrat merupakan Kiristal translusen atau tidak berwarna, tidak

berbau dan memiliki rasa asam yang kuat. Asam sitrat digunakan dalam produk
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farmasetika dan produk makanan untuk mengadjust pH larutan. Selain itu asam
sitrat juga digunakan sebagai agen pendapar, antioksidan, dan pengawet.

Asam sitrat tidak kompatibel dengan potassium tartat, alkali, asetat,
sulfida, agen pengoksidasi, basa, agen pereduksi dan nitrat. Asam sitrat secara

potensial dapat menyebabkan ledakan dalam kombinasi dengan logam nitrat.

2.7 Uji Penetrasi Secara In Vitro Menggunakan Sel Difusi Franz
donor __, horseshoe clamp-*E_g

compartment =3

< membrane

[l :

, [ <= receptor compartment
sampling port

for analysis

<optional water jacket

[Sumber : Draelos &Thaman, 2006]
Gambar 2.11. Diagram ruang difusi Franz (telah diolah kemabali)

Penelitian daya penetrasi dan pelepasan zat aktif melalui kulit secara in
vitro merupakan cara yang paling dipilin karena mudah dan hemat dalam
mengarakterisasi absorpsi dan penetrasi obat melalui kulit. Selain itu, diperlukan
saat pengembangan formulasi sediaan topikal untuk mengidentifikasi dan memilih
formulasi yang baik. Formulasi yang baik akan memberikan pelepasan zat aktif
yang optimal dan deposisi zat aktif menuju lapisan kulit yang diinginkan (lapisan
tanduk, epidermis, atau dermis). Kegagalan dalam melaksanakan penelitian ini
akan memberikan hasil yang toksik dan kegagalan pada uji klinis, bukan
dikarenakan oleh aktivitas zat aktif namun karena karakteristik dari formulasi
(Witt & Bucks, 2003).
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Langkah pertama pada pengantaran obat secara topikal adalah pelepasan
zat aktif dari pembawanya. Kecepatan pelepasan tergantung pada aktivitas
termodinamik zat aktif terkait formulasi dan hal ini dapat dipastikan dengan
menggunakan suatu sistem sel difusi yang biasa digunakan pada penelitian daya
penetrasi zat aktif pada kulit secara in vitro. Kecepatan pelepasan zat aktif yang
kecil berhubungan dengan rendahnya bioavaibilitas dari formula yang digunakan.
Umumnya, konsentrasi formula zat aktif yang kecil dengan kelarutannya yang
besar akan menahan zat aktif pada permukaan kulit dan memiliki kecepatan
pelepasan yang kecil. Oleh karena itu, karakterisasi dari pelepasan zat dari suatu
formulasi akan memberikan informasi berharga mengenai stategi dan pemilihan
formula (Witt & Bucks, 2003).

[Sumber : Witt & Bucks, 2003]
Gambar 2.12. Pengambilan sampel dari sel difusi Franz (telah diolah kembali)

Studi penetrasi kulit secara in vitro berhubungan dengan penilaian
bioavaibilitas zat aktif pada kulit dengan mengukur kecepatan dan jumlah
komponen yang menembus kulit dan jumlah komponen yang tertahan pada kulit.
Salah satu teknik yang telah dikenal baik untuk mengukur permeasi kulit secara in
vitro, termasuk kosmetik ialah sel difusi Franz. Sel difusi Franz terdiri atas dua
komponen yaitu kompartemen donor dan kompartemen reseptor yang dipisahkan
oleh membran biologis atau kulit pengganti. Membran yang digunakan dapat
berupa kulit manusia atau kulit hewan. Membran diletakkan di antara kedua
kompartemen. Kompartemen reseptor diisi dengan larutan penerima yang sesuai.
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Suhu pada membran (kulit) harus dijaga sesuai dengan suhu kulit sebenarnya
menggunakan water jacket di sekeliling kompartemen reseptor. Cairan reseptor
yang dipilih tidak membatasi difusi sel senyawa uji, dimana kelarutan dan
stabilitas senyawa uji dalam cairan reseptor harus terjamin. Larutan salin atau
buffer salin biasanya digunakan untuk senyawa hidrofilik (Salvador & Chisvert,
2007). Sediaan yang akan diuji diaplikasikan pada membran kulit (permukaan
lapisan tanduk). Pada interval waktu tertentu diambil beberapa ml cairan dari
kompartemen reseptor dan jumlah obat yang terpenetrasi melalui kulit dapat
dianalisis dengan metode analisis yang sesuai. Setiap diambil sampel cairan dari
kompartemen reseptor harus selalu digantikan dengan cairan yang sama sejumlah
volume yang terambil (Draelos, 2010; Draelos & Thaman, 2006; Salvador &
Chisvert, 2007; Witt & Bucks, 2003; Levintova, Plakogiannis & Bellantone,
2011).

Jumlah kumulatif niasinamida yang terpenetrasi per luas area difusi
(g/cm?) dihitung dengan rumus (Thakker, & Chern, 2003):

_{enviyiTtcis)

Q - (2.0)
Keterangan:
Q = Jumlah kumulatif niasinamida yang terpenetrasi per luas area difusi
(Hg/cm?)
Cn = Konsentrasi niasinamida (ug/ml) pada sampling menit ke-n
%4 = Volume sel difusi Franz (13 ml)

Y-l ci = Jumlah konsentrasi niasinamida (ug/ml) pada sampling pertama (menit
ke-(n-1)) hingga sebelum menit ke-n
S = Volume sampling ( 0,5 ml)

A = Luas area membran (cm?)
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Kemudian dilakukan perhitungan fluks obat berdasarkan hukum Fick I:

J = (2.2)

Keterangan:
J =Fluks (g cm? jam™)
M = Jumlah kumulatif niasinamida yang melalui membran (ug)
S = Luas area difusi (cm?)
t =Waktu (jam)
Selanjutnya dibuat grafik jumlah kumulatif niasinamida yang terpenetrasi
(1g) per luas area difusi (cm?) terhadap waktu (jam) dan grafik fluks (pg cm™
jam™) terhadap waktu (jam).

2.8 Stabilitas dan Uji Kestabilan

Stabilitas didefinisikan sebagai kemampuan suatu produk obat atau
kosmetik untuk bertahan dalam batas spesifikasi yang diterapkan sepanjang
periode penyimpanan dan penggunaan untuk menjamin identitas, kekuatan,
kualitas dan kemurnian produk. Definisi sediaan kosmetik yang stabil yaitu suatu
sediaan yang masih berada dalam batas yang dapat diterima selama periode waktu
penyimpanan dan penggunaan, dimana sifat dan karakteristiknya sama dengan
yang dimilikinya saat dibuat (Djajadisastra, 2004).

Ketidakstabilan fisika dari sediaan ditandai dengan adanya perubahan
warna, timbul bau, pengendapan suspensi atau caking, perubahan konsistensi dan
perubahan fisik lainya (Djajadisastra, 2004). Nilai kestabilan suatu sediaan
farmasetika atau kosmetik dalam waktu yang singkat dapat diperoleh dengan
melakukan uji stabilitas dipercepat. Pengujian ini dimaksudkan untuk
mendapatkan informasi yang diinginkan dalam waktu sesingkat mungkin dengan
cara menyimpan sediaan sampel pada kondisi yang dirancang untuk mempercepat
terjadinya perubahan yang yang biasa terjadi pada kondisi normal. Jika hasil
pengujian suatu sediaan pada uji dipercepat diperoleh hasil yang stabil, hal itu
menunjukkan bahwa sediaan tersebut stabil pada penyimpanan suhu kamar

selama setahun. Pengujian yang dilakukan pada uji dipercepat yaitu cycling test.
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Uji ini merupakan simulasi adanya perubahan suhu setiap tahun bahkan setiap
harinya selama penyimpanan produk (Djajadisastra, 2004).

Parameter-parameter yang digunakan dalam uji kestabilan fisik adalah:
a. Organoleptis atau penampilan fisik

Pemeriksaan ini bertujuan untuk mengamati adanya perubahan bentuk,
kejernihan, timbulnya bau atau tidak dan perubahan warna.
b. Viskositas

Secara umum kenaikan viskositas dapat meningkatkan kestabilan sediaan.
c. Pemeriksaan pH

Gel sebaiknya memiliki pH yang sesuai dengan pH kulit yaitu 4,5-6,5
karena jika gel memiliki pH yang terlalu basa akan menyebabkan kulit yang
bersisik, sedangkan jika pH terlalu asam maka yang terjadi adalah menimbulkan

iritasi kulit.
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Lokasi
Penelitian dilaksanakan dari bulan Februari 2012 sampai bulan Mei
2012 di Laboratorium Farmasetika dan Laboratorium Kimia Farmasi

Kuantitatif Departemen Farmasi FMIPA Universitas Indonesia Depok.

3.2 Alat
Homogenizer (Multimix, Malaysia), pH meter (Eutech Instrument pH
510, Singapura), Viskometer Hoppler (HAAKE, USA), sel difusi franz dengan
volume reseptor 13 mL (Multimix, Malaysia), Spektrofotometer UV-Vis
(Shimadzu 1600, Jepang), pengaduk magnetik (IKA® C-MAG HS 7),
timbangan analitik (Adam AFA-210 LC, USA), termostat (Polyscience model
9000, Amerika Serikat), refrigerator (Toshiba), Oven (Memmert, Jerman),

termometer, alat-alat gelas dan alat-alat bedah.

3.3 Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah vitamin B3 (India),
peptida Cu-GHK (Kanada), karbomer (Hongkong), gliserin (P&G), natrium
hidroksida (Jerman), metilparaben (India), propilparaben (Gujarat), natrium
metabisulfit (Thailand), asam sitrat (Indonesia), etanol 96% (Indonesia), dan
aqua demineralisata (Indonesia).
Hewan coba: Tikus betina galur Sprague-Dawley dengan berat + 150

gram berumur 8-10 minggu.

3.4 Cara Kerja
3.4.1 Perhitungan Konsentrasi
Konsentrasi yang dipergunakan dalam penelitian ini mengacu pada
dosis yang telah diujicobakan secara klinis khasiat pengobatan yang
dilakukan secara topikal oleh peneliti sebelumnya pada jurnal. Di dalam
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sediaan, konsentrasi niasinamida yang digunakan sebesar 4% (Kawada, Date,
Konishi, Kawara & Narita, 2009; Lupo, 2001).

3.4.2 Formula Gel
Gel dibuat dalam dua formula yang dibedakan pada kandungan
peptida. Formula pertama mengandung peptida 2 % dan formula kedua tanpa

peptida.

Tabel 3.1 Komposisi Bahan dalam Sediaan Gel

Konsentrasi (%) (b/b)

Bahan
Formula 1 (%) Formula 2 (%0)
Niasinamida 4,00 4,00
Peptida Cu-GHK 2,00 -
Karbomer 0,50 0,50
Natrium hidroksida 0,20 0,20
Gliserin 20,00 20,00
Metilparaben 0,25 0,25
Propilparaben 0,02 0,02
Natrium metabisulfit 0,10 0,10
Asam sitrat 0,20 0.20
Etanol 96% 2,00 2,00
Aqua Demineralisata 70,73 72,73

3.4.3 Pembuatan Sediaan Gel

3.4.3.1 Formula 1

Karbomer didispersikan ke dalam aqua demineralisata, diaduk secara
perlahan-lahan. Larutan natrium hidroksida dalam aqua deminerilisata
ditambahkan ke dalamnya hingga diperoleh gel yang viskos. Setelah itu, gliserin
ditambahkan ke dalam basis gel, diaduk dengan menggunakan alat homogenizer
dengan kecepatan 1000 rpm. Metilparaben dan propilparaben dilarutkan dalam
etanol 96%, ditambahkan ke dalam basis gel sambil diaduk dengan homogenizer.
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Vitamin B3 dilarutkan dalam aqua demineralisata, dimasukkan ke dalam massa
gel, sambil dihomogenisasi. Selanjutnya, peptida Cu-GHK dimasukkan ke dalam
campuran, diaduk hingga homogen. Sodium metabisulfit dilarutkan dalam aqua
demineralisata, ditambahkan ke dalam campuran, dan ditambahkan sedikit demi
sedikit larutan asam sitrat diaduk dengan menggunakan alat homogenizer dengan
kecepatan 500 rpm hingga terbentuk gel dengan viskositas rendah dan

semitransparan.

3.4.3.2 Formula 2

Karbomer didispersikan ke dalam aqua demineralisata, diaduk secara
perlahan-lahan. Larutan natrium hidroksida dalam aqua deminerilisata
ditambahkan ke dalamnya hingga diperoleh gel yang viskos. Setelah itu, gliserin
ditambahkan ke dalam basis gel, diaduk dengan menggunakan alat homogenizer
dengan kecepatan 1000 rpm. Metilparaben dan propilparaben dilarutkan dalam
etanol 96%, ditambahkan ke dalam basis gel sambil diaduk dengan homogenizer.
Vitamin B3 dilarutkan dalam agua demineralisata, dimasukkan ke dalam massa
gel, sambil dihomogenisasi. Selanjutnya, sodium metabisulfit dilarutkan dalam
aqua demineralisata, ditambahkan ke dalam campuran, dan ditambahkan sedikit
demi sedikit larutan asam sitrat diaduk dengan menggunakan alat homogenizer
dengan kecepatan 500 rpm hingga terbentuk gel dengan viskositas rendah dan

semitransparan.

3.5 Evaluasi Sediaan Gel

Evaluasi dari masing-masing sediaan:

3.5.1 Pengamatan Organoleptis
Sediaan diamati terjadinya perubahan bentuk, timbulnya bau atau tidak,

terjadinya sineresis atau tidak dan perubahan warna.

3.5.2 Pemeriksaan Homogenitas
Sediaan diletakkan di antara dua kaca objek lalu diperhatikan adanya
partikel-partikel kasar atau ketidakhomogenan di bawah cahaya.

3.5.3 Pengukuran pH
Uji pH dapat dilakukan menggunakan indikator universal atau pH meter.
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Jika pH diukur dengan menggunakan pH meter, mula-mula elektroda dikalibrasi
dengan dapar standar pH 4 dan pH 7. Kemudian elektroda dicelupkan ke dalam
sediaan, catat nilai pH yang muncul di layar. Pengukuran dilakukan pada suhu

ruang.

3.5.4 Pengukuran Viskositas (Martin, Swarbrick, & Cammarata, 1993)
Pengukuran viskositas dilakukan menggunakan viskometer Hoppler
(viskometer bola jatuh) di mana jenis bola yang digunakan adalah stainless steel.
sediaan dimasukkan ke dalam suatu tabung gelas yang hampir vertikal dengan
volume tertentu. Bola yang digunakan dimasukkan ke dalam tabung dan salah
satu sisi tabung ditutup agar sediaan tidak keluar dan tabung tidak bocor,
sedangkan sisi yang lainnya ditutup sebelum sediaan dimasukkan ke dalam tabung
gelas. Selanjutnya, tabung gelas diputar dan bola akan mulai bergerak ke bawah.
Waktu yang diperlukan bola untuk jatuh dihitung antara garis putih awal dan garis
putih akhir yang ada pada tabung gelas. Percobaan ini dilakukan sebanyak tiga
kali dan dihitung rata-ratanya. Kemudian, viskositas diukur dengan perhitungan

sebagai berikut:

n=1t(Sp—Sp) x K[mPa.s] (3.1)
Keterangan :
n = viskositas (cps)
t = waktu (detik)
Sy = gravitasi jenis bola (g/cm®
St = gravitasi jenis sediaan (g/cm®)
K [mPas] = konstanta (cm®/g.s)

3.5.5 Uji Stabilitas Sediaan Gel (Djajadisastra, 2004)

3.5.5.1 Uji stabilitas pada suhu tinggi
Stabilitas sediaan meliputi bau, warna dan pH dievaluasi pada suhu tinggi

(40° £ 2°C) selama 8 minggu dengan pengamatan setiap 2 minggu sekali.
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3.5.5.2 Uji stabilitas pada suhu kamar
Stabilitas sediaan meliputi bau, warna dan pH dievaluasi pada suhu kamar

(28° = 2°C) selama 8 minggu dengan pengamatan setiap 2 minggu sekali.

3.5.5.3 Uji stabilitas pada suhu rendah
Stabilitas sediaan meliputi bau, warna dan pH dievaluasi pada suhu rendah
(4° £ 2°C) selama 8 minggu dengan pengamatan setiap 2 minggu sekali.

3.5.5.4 Cycling test

Sediaan disimpan pada suhu 4°C selama 24 jam lalu dikeluarkan dan
ditempatkan pada suhu 40°C selama 24 jam. Perlakuan ini adalah satu siklus.
Percobaan diulang sebanyak 6 siklus. Kondisi fisik sediaan dibandingkan selama

percobaan dengan sediaan sebelumnya.

3.6 Uji Penetapan Kandungan Vitamin B3 dalam Sediaan Gel

3.6.1 Pembuatan Spektrum Serapan dan Kurva Kalibrasi

Niasinamida standar + 50 mg ditimbang, dimasukkan ke dalam labu
tentukur 100,0 mL dan dilarutkan dengan aqua demineralisata, kemudian aqua
demineralisata ditambahkan hingga batas, kocok homogen. Sebanyak 10,0 mL
larutan tersebut dipipet dan dimasukkan ke dalam labu tentukur 50,0 mL. Volume
labu tentukur dicukupkan hingga batas dengan agua demineralisata (C=100 ppm).
Kemudian, dilakukan pengenceran dengan cara yang sama seperti diatas hingga
didapatkan konsentrasi 10 ppm. Larutan konsentrasi 10 ppm diukur serapannya
dan ditentukan panjang gelombang maksimum dan catat serapan. Larutan standart
100 ppm dipipet sebanyak 3,0; 4,0; 6,0; dan 8,0 mL, masing-masing dimasukkan
ke dalam labu tentukur 25,0 mL dan larutan standar 100 ppm dipipet sebanyak 3,0
mL dimasukkan ke dalam labu tentukur 10,0 mL. Volume labu tentukur
dicukupkan hingga batas dengan aqua demineralisata, kocok hingga homogen.
Masing-masing larutan diukur serapan pada panjang gelombang maksimum.
Serapan yang diperoleh dicatat dan dibuat kurva kalibrasi dari serapan yang
diperoleh.

Universitas Indonesia

Formulasi dan uiji..., Andisti Rizky M., FMIPA Ul, 2012



33

3.6.2 Persiapan Larutan Sampel dan Penetapan Kadar Sampel

Sampel gel ditambahkan aqua demineralisata 10 mL yang kemudian
memisah, lalu disaring dengan menggunakan kertas saring dalam labu tentukur
50,0 mL. Kertas saring pertama kali dijenuhkan terlebih dahulu dengan aqua
demineralisata. Basis yang terpisah dicuci sebanyak tiga kali dengan aqua
demineralisata dengan setiap kali pencucian sebanyak 5 mL aqua demineralisata.
Larutan yang tersaring dicukupkan hingga batas labu tentukur. Kemudian larutan
dipipet sebanyak 2,0 mL dan diencerkan dalam labu tentukur sampai 10,0 mL
dengan aqua demineralisata. Larutan tersebut dipipet lagi 1,0 mL dan diencerkan
ke dalam labu tentukur sampai 10,0 ml dengan aqua demineralisata. Serapan
larutan tersebut diukur dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum niasinamida, dan dihitung kadarnya dengan menggunakan kurva

kalibrasi.

3.7 Uji Penetrasi Sediaan Gel Vitamin B3

3.7.1 Pembuatan Dapar Fosfat pH 7,4 (Departemen Kesehatan Republik Indonesia,
1995)

Dapar fosfat pH 7,4 dibuat dengan cara kalium dihidrogen fosfat 0,2 M
sebanyak 50,0 mL dimasukkan ke dalam labu tentukur 200,0 mL lalu
ditambahkan 39,1 mL natrium hidroksida 0,2 N dan dicukupkan volumenya
dengan aqua demineralisata bebas karbondioksida, kemudan pH dapar dicek pada
nilai 7,4.

3.7.2 Pembuatan Kurva Kalibrasi Niasinamida dalam Dapar Fosfat pH 7,4
Niasinamida standar + 50 mg ditimbang, dimasukkan ke dalam labu
tentukur 100,0 mL dan dilarutkan dengan dapar fosfat pH 7,4, kemudian dapar
fosfat pH 7,4 ditambahkan hingga batas, kocok homogen. Sebanyak 10 mL
larutan tersebut dipipet dan dimasukkan ke dalam labu tentukur 50,0 mL. Volume
labu tentukur dicukupkan hingga batas dengan dapar fosfat pH 7,4 (C=100 ppm).
Kemudian, dilakukan pengenceran dengan cara yang sama seperti diatas hingga
didapatkan konsentrasi 10 ppm. Larutan konsentrasi 10 ppm diukur serapannya
dan ditentukan panjang gelombang maksimum dan catat serapan. Larutan standart
100 ppm dipipet sebanyak 3,0; 4,0; 6,0; dan 8,0 mL, masing-masing dimasukkan
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ke dalam labu tentukur 25,0 mL dan larutan standar 100 ppm dipipet sebanyak 3,0
mL, dimasukkan ke dalam labu tentukur 10,0 mL. Volume labu tentukur
dicukupkan hingga batas dengan dapar fosfat pH 7,4, kocok hingga homogen.
Masing-masing larutan diukur serapan pada panjang gelombang maksimum.
Serapan yang diperoleh dicatat dan dibuat kurva kalibrasi dari serapan yang
diperoleh.

3.7.3 Uji penetrasi niasinamida

Membran yang digunakan adalah kulit tikus bagian abdomen berusia 2-3
bulan dengan berat = 180 - 200 g. Pertama, tikus dibius dengan eter hingga mati
kemudian bulu tikus pada bagian abdominal dicukur dengan hati-hati
menggunakan pisau cukur. Setelah itu, kulit tikus disayat pada bagian perut
dengan ketebalan 0,6 + 0,1 mm dan lemak-lemak pada bagian subkutan yang
menempel dihilangkan secara hati-hati. Kemudian kulit tikus direndam dalam
medium yang akan digunakan (larutan dapar fosfat pH 7,4) selama 30 menit
setelah itu disimpan dalam suhu 4°C. Kulit dapat digunakan pada rentang waktu
24 jam. Kemudian kompartemen reseptor diisi dengan larutan dapar fosfat pH 7,4
sekitar 13 mL yang dijaga suhunya sekitar 37£0,5°C serta diaduk dengan
pengaduk magnetik dengan kecepatan 250 rpm. Kulit abdomen tikus kemudian
diletakkan di antara kompartemen donor dan kompartemen reseptor dengan posisi
lapisan tanduk menghadap ke atas. Sampel 1 gram diaplikasikan pada permukaan
kulit. Kemudian sampel diambil pada menit ke-30, 60, 90, 120, 180, 240, 300,
360, 420, dan 480 sebanyak 0,5 mL dari kompartemen reseptor menggunakan
syringe dan segera digantikan dengan larutan dapar fosfat pH 7,4 sejumlah
volume yang sama. Setelah itu, sampel dimasukkan ke dalam labu tentukur 10,0
mL dan dicukupkan volumenya dengan larutan dapar fosfat pH 7,4. Sampel
diukur serapannya pada panjang gelombang maksimum niasinamida dengan
spektrofotometer UV-Vis. Percobaan dilakukan sebanyak tiga kali.

Jumlah kumulatif niasinamida yang terpenetrasi per luas area difusi
(ng/cm2) dapat dihitung dengan rumus (Thakker & Chern, 2003) :
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CaV+Ytcis

Q = " (32)
Keterangan:
Q = Jumlah kumulatif niasinamida per luas area difusi (ug/cm2)
Cn = Konsentrasi niasinamida (pg/mL) pada sampling menit ke-n

»n-1¢i = Jumlah konsentrasi niasinamida (ug/mL) pada sampling pertama (menit

ke-(n-1)) hingga sebelum menit ke-n

Vv = Volume sel difusi Franz
S = Volume sampling (0,5 mL)
A = Luas area membran

Kemudian dilakukan perhitungan fluks (kecepatan penetrasi tiap satuan

waktu) obat berdasarkan hukum Fick | :

= o 3.3)
S.t
Keterangan :
J = Fluks (ng cm%jam™)
S = Luas area difusi (cm™)
M = Jumlah kumulatif niasinamida yang melalui membran (pg)
t = Waktu (jam)

Setelah itu dibuat grafik jumlah kumulatif yang terpenetrasi (ug) per luas

area difusi (cm™) terhadap waktu (jam).
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Formulasi dan Pembuatan Sediaan

Pada pembuatan sediaan gel digunakan karbomer sebagai gelling agent
karena karbomer sangat stabil dan tidak mengalami banyak perubahan viskositas
dalam waktu lama atau akibat temperatur serta tidak mudah dikontaminasi oleh
bakteri (Mitsui, 1997). Selain itu, karbomer memberikan nilai estetika yang baik
untuk produk kosmetik karena tidak meninggalkan residu ketika diaplikasikan
pada kulit. Untuk memperoleh sediaan gel yang terbaik maka dilakukan optimasi.
Percobaan pendahuluan untuk pemilihan konsentrasi karbomer yaitu konsentrasi
0,4%, 0,5% dan 0,6%. Pada percobaan pendahuluan disertakan pula bahan
tambahan lainnya yaitu gliserin, metilparaben, propilparaben, etanol 96%, natrium
metabisulfit, dan zat aktif vitamin B3 (niasinamida). Hasil yang diperoleh yaitu
sediaan gel dengan konsentrasi karbomer 0,4% secara fisik memberikan sifat
kekentalan sesuai yang diinginkan yaitu berupa gel cair, sedangkan konsentrasi
karbomer 0,5% dan 0,6% memiliki viskositas yang lebih tinggi.

Kemudian dilakukan pengecekan pH terhadap sediaan gel dengan
konsentrasi karbomer 0,4%, diperoleh pH 7,26. Sediaan berada diluar rentang pH
balance kulit (4,5-6,5) sehingga ditambahkan suatu bahan yang dapat
menurunkan pH sediaan yaitu asam sitrat monohidrat. Setelah itu, dilakukan
pengecekan pH terhadap sediaan tersebut sehingga diperoleh nilai pH 5,57.
Penurunan pH sediaan menyebabkan viskositas menurun karena viskositas
karbomer dipengaruhi oleh pH (Rowe, Sheskey, & Quinn, 2009). Oleh sebab itu,
dipilih gel dengan konsentrasi karbomer 0,5% agar memberikan viskositas yang
sedikit lebih tinggi dan berfungsi sebagai gelling agent.

Gliserin digunakan sebagai humektan dan emolien karena sifatnya yang
mampu menjaga kelembapan kulit (Mitsui, 1997) dan membantu
mengembangkan karbomer. Kombinasi metilparaben dan propilparaben
digunakan sebagai pengawet karena adanya kandungan air dalam jumlah yang
cukup besar dapat digunakan sebagai medium pertumbuhan mikroba. Etanol 96%

digunakan sebagai pelarut metilparaben dan propilparaben. Natrium metabisulfit
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digunakan sebagai antioksidan untuk mencegah terjadinya oksidasi pada
niasinamida dan peptida serta menjaga stabilitas basis gel terhadap paparan sinar
ultraviolet.

Pada proses pembentukan basis hingga pencampuran bahan tambahan lain,
digunakan kecepatan putaran homogenizer 1000 rpm, kemudian diturunkan
menjadi 500 rpm ketika larutan asam sitrat dicampurkan ke dalam formula. Hal
ini dimaksudkan untuk mengurangi gelembung udara yang terbentuk akibat
kemampuan karbomer untuk memperangkap udara cukup tinggi. Selain itu, pada
tahap ini hanya digunakan untuk homogenisasi sehingga tidak dibutuhkan putaran

homogenizer yang tinggi.

4.2 Evaluasi Sediaan Gel
Evaluasi fisik kedua formula pada minggu ke-0 dilakukan untuk
membandingkan perubahan yang terjadi setelah dilakukan uji stabilitas fisik pada

kedua formula tersebut.

4.2.1 Pengamatan Organoleptis dan Homogenitas
Pengamatan hasil sediaan dapat dilihat pada Tabel 4.1 dan Gambar

berikut ini.

Tabel 4.1 Hasil evaluasi sediaan gel formula 1 dan 2 pada minggu ke-0

Pengamatan Formula 1 Formula 2

Organoleptis Semitransparan Semitransparan
Berbau karbomer ~ Berbau karbomer
Terdapat lebih Terdapat
banyak gelembung gelembung udara

udara

Homogen Homogen
pH 5,63 5,57
Viskositas 1415,3495 cps 1155,1114 cps
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Keterangan: a=formula 2
b = formula 1

Gambar 4.1. Penampilan gel formula 1 dan 2 pada minggu ke-0

Pengamatan organoleptis kedua formula gel pada minggu ke-0
menunjukkan bahwa gel yang dihasilkan semitransparan, berbau karbomer dan
terdapat gelembung gas. Tidak ada perbedaan warna antara sediaan serum peptida
dengan gel tanpa peptida. Warna sediaan semitransparan disebabkan oleh adanya
beberapa bahan yang terdispersi dalam sediaan.

Sediaan memiliki bau karbomer karena karbomer memiliki bau yang khas.
Gelembung gas yang terdapat dalam sediaan dihasilkan ketika proses
homogenisasi menggunakan alat homogenizer karena karbomer mudah
memperangkap udara. Namun, gelembung gas tersebut dapat dihilangkan jika
menggunakan alat homogenizer yang dilengkapi dengan vacum. Setelah diamati,
pada formula 2, gelembung udara hilang setelah didiamkan selama satu malam,
sedangkan pada formula 1 gelembung udara hilang setelah didiamkan selama tiga
hari. Hal ini dikarenakan viskositas sediaan yang lebih tinggi sehingga gelembung

udara semakin sulit untuk keluar.

4.2.2 Pengamatan Homogenitas
Pemeriksaan homogenitas terhadap kedua formula menunjukkan kedua
formula homogen secara fisik. Hal tersebut terlihat pada gel cair yang diratakan

pada objek glass, bagian gel tercampur dengan sempurna.
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4.2.3 Pengukuran pH

Pada pemeriksaan pH diketahui bahwa adanya peptida dapat
mempengaruhi pH sediaan. Formula 1 yang mengandung peptida memiliki pH
5,63 lebih tinggi apabila dibandingkan dengan pH Formula 2 yang tidak
mengandung peptida yaitu 5,57. Nilai pH formula 1 yang sedikit lebih tinggi
dikarenakan pengaruh pH basa dari peptida. Dengan demikian kedua formula gel

cair tersebut masih dalam rentang pH balance (4,5-6,5).

4.2.4 Pengukuran Bobot Jenis

Pada hasil pengukuran bobot jenis menggunakan piknometer terhadap
kedua formula menunjukkan hasil yang bervariasi, namun perbedaan tersebut
tidak terlalu jauh. Hasil pengukuran bobot jenis terhadap formula gel dapat dilihat

pada tabel berikut ini:

Tabel 4.2. Hasil pengukuran bobot jenis

Sediaan Bobot jenis (g/ml)
Formula 1 1,0760
Formula 2 1,0717

4.2.5 Pengukuran Viskositas

Kedua formula yang dihasilkan memiliki tipe aliran Newton. Hal tersebut
terlinat dari bentuknya yang cair. Oleh karena itu, nilai viskositas ditentukan
menggunakan viskometer yang biasa digunakan untuk mengukur viskositas untuk
tipe aliran sistem Newton.

Pada penelitian ini, viskometer yang digunakan adalah viskometer bola
jatuh dengan jenis bola yang digunakan adalah tipe stainless steel. Pada
viskometer bola jatuh, jenis bola yang dipilih adalah bola yang dapat
menghasilkan lamanya bola jatuh antara kedua garis tidak kurang dari 30 detik
(Martin, Swarbrick, & Cammarata, 1993).

Hasil viskositas formula 1 dan formula 2 pada minggu ke-0 berturut-turut
adalah 1415,3495 dan 1155,1114 centipoise (cps). Dari hasil pengukuran
viskositas terlihat bahwa formula 2 memiliki viskositas yang lebih kecil karena

kandungan air yang lebih banyak di dalam formula tersebut. Sedangkan formula 1
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mengandung peptida yang terdiri dari tiga jenis asam amino yang diketahui dapat
menetralkan karbomer sehingga menaikkan viskositasnya.

4.3 Uji Stabilitas Fisik Sediaan Gel

Uji stabilitas fisik dilakukan pada suhu penyimpanan yang berbeda-beda
yaitu suhu rendah (4° + 2°C), suhu kamar (28° + 2°C), dan suhu tinggi (40° %
2°C). Tujuan dilakukan uji stabilitas fisik untuk mengetahui apakah terjadi
perubahan fisik pada kedua formula gel yang disimpan selama 8 minggu pada
suhu yang berbeda-beda (Lund, 1994). Pengamatan yang dilakukan meliputi
organoleptis, homogenisitas, pH, viskositas dan konsistensi.

Selain penyimpanan pada suhu yang berbeda-beda, kedua formula gel juga
diuji cycling test yaitu menyimpan kedua formula dalam suhu rendah selama 24
jam lalu dipindahkan ke penyimpanan suhu tinggi selama 24 jam. Perlakuan
tersebut disebut 1 siklus dan untuk memperjelas perubahan yang terjadi masing-
masing formula dikondisikan sebanyak 6 siklus. Pengamatan yang dilakukan

meliputi organoleptis, kristalisasi dan sineresis.

4.3.1 Penyimpanan pada Suhu Rendah, Kamar, dan Tinggi

4.3.1.1 Pengamatan Organoleptis dan Homogenitas

Hasil pengamatan organoleptis dan homogenitas kedua formula gel pada
suhu rendah (4° + 2°C), suhu kamar (28° £ 2°C), dan suhu tinggi (40° £ 2°C)
dapat dilihat pada Lampiran 12-14. Foto masing-masing formula saat minggu ke-
2 sampai minggu ke-8 pada suhu rendah (4° = 2°C), suhu kamar (28° + 2°C), dan
suhu tinggi (40° £ 2°C) dapat dilihat pada Lampiran 3-5. Kedua formula gel
homogen, tidak terjadi perubahan bau maupun warna. Dengan demikian kedua
formula gel stabil karena vitamin B3 stabil terhadap panas, cahaya, dan oksigen

(Draelos, 2000) dan peptida juga stabil.

4.3.1.2 Pengukuran pH

Nilai pH kedua formula gel saat minggu ke-2 sampai minggu ke-8 pada
suhu rendah (4° £ 2°C), suhu kamar (28° + 2°C), dan suhu tinggi (40° = 2°C)
dapat dilihat pada Lampiran 15-17. Grafik perubahan pH dapat dilihat pada
gambar 4.2. Nilai pH dari suatu sediaan topikal harus berada dalam kisaran pH
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balance yang sesuai dengan pH kulit, yaitu 4,5-6,5. Nilai pH tidak boleh terlalu
asam karena dapat menyebabkan iritasi kulit, dan juga tidak boleh terlalu basa
karena dapat menyebabkan kulit bersisik.

Berdasarkan hasil pengukuran pH sediaan gel ternyata nilai pH sediaan gel
masih berada di dalam kisaran pH balance. Perubahan pH kedua formula gel
selama 8 minggu penyimpanan pada tiga suhu yang berbeda secara umum tidak
terjadi perubahan yang bermakna dari tiap dua minggunya. Kedua formula

memiliki pH yang relatif stabil.
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Gambar 4.2. Hasil pengukuran pH kedua gel pada penyimpanan suhu rendah,
suhu kamar, dan suhu tinggi

4.3.1.3 Pengukuran Viskositas
Viskositas suatu sediaan dipengaruhi beberapa faktor diantaranya, yaitu
faktor pencampuran atau pengadukan saat proses pembuatan sediaan, pemilihan

zat pengental, proporsi fase terdispersi, dan ukuran partikel (Ansel, 1989). Setelah
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penyimpanan selama 8 minggu pada kondisi penyimpanan suhu kamar terlihat
bahwa viskositas kedua formula gel mengalami perubahan. Formula 1 mengalami
penurunan viskositas dari 1415,3495 menjadi 1385,2357 centipoise, hamun
perubahan tidak terjadi secara bermakna. Sedangkan formula 2 mengalami
peningkatan viskositas dari 1155,1114 menjadi 1396,1782 centipoise. Hal ini
diasumsikan akibat terjadinya penguapan etanol 96% dan struktur polimer

kembali seperti semula (rapat) karena tidak ada pengaruh tekanan geser lagi.

4.3.2 Cycling Test

Tujuan dari cycling test adalah untuk mengetahui terbentuknya kristal atau
tidak (Djajadisastra, 2004; Zats & Kushla, 1996). Selain itu juga untuk
mengetahui apakah terjadi sineresis atau tidak. Uji cycling test dilakukan dengan
menyimpan sediaan gel pada suhu dingin (4 £ 2°C) selama 24 jam kemudian
dipindahkan ke dalam suhu tinggi (40 = 2°C) selama 24 jam. Percobaan tersebut
merupakan satu siklus dan uji ini dilakukan sebanyak 6 siklus.

Hasil dari cycling test dapat dilihat pada tabel 4.3 dan Lampiran 2
(gambar). Kedua formula gel menunjukkan hasil yang stabil, yaitu tidak terjadi
pembentukan kristal dan tidak terjadi sineresis. Hal ini menunjukkan bahwa
gelling agent karbomer stabil dan mampu mempertahankan penjerapan air dalam

matriks.

Tabel 4.3 Hasil pengamatan cycling test

Pengamatan
ol Awal Siklus ke-6
Warna Warna Terbentuknya kristal dan
sineresis
Formulal  semitransparan terdapat Semitransparan, Tidak terbentuk kristal dan
lebih banyak tidak terdapat tidak mengalami sineresis
gelembung gas gelembung
gas
Formula2  semitransparan terdapat Semitransparan, Tidak terbentuk kristal dan
gelembung gas tidak terdapat tidak mengalami sineresis

gelembung gas
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4.4 Uji Penetapan Kandungan Vitamin B3 dalam Sediaan

4.4.1 Pembuatan Kurva Kalibrasi Vitamin B3 dalam Aqua demineralisata

Kurva serapan vitamin B3 10 ppm dalam aquadem menunjukkan panjang
gelombang (A) maksimum pada 262,0 nm. Larutan induk dibuat dengan
konsentrasi 100 ppm diencerkan menjadi beberapa konsentrasi dan diukur
serapannya pada panjang gelombang 262,0 nm lalu dibuat persamaan kurva
kalibrasi. Persamaan kurva kalibrasi yang diperoleh yaitu:

y = 0,002 + 0,0237x dengan r* = 0,9996 (4.1)

4.4.2 Uji Penetapan Kandungan Vitamin B3

Penetapan kadar vitamin B3 dalam sediaan ditetapkan secara
spektrofotometri dengan menggunakan pelarut aqua demineralisata. Pelarut
aquadem dipilih karena dapat melarutkan niasinamida secara sempurna. Namun,
basis gel dan pengawet tidak larut dalam aquadem sehingga dilakukan proses
penyaringan dan pencucian terhadap basis dengan menggunakan aqua
demineralisata. Sediaan yang tidak mengandung zat aktif digunakan sebagai
baseline untuk menghindari terjadinya gangguan serapan dari bahan tambahan
lain.

Larutan sampel diukur serapannya pada panjang gelombang maksimum
niasinamida yaitu 262,0 nm. Persen penetapan kandungan dinyatakan sebagai
rasio antara hasil kadar yang diperoleh dengan kadar yang sebenarnya. Kriteria
cermat diberikan jika hasil analisis memberikan rasio antara 80-120% (Harmita,
2006).

Hasil penetapan kadar niasinamida untuk formula 1 sebesar 100,50% dan
formula 2 sebesar 101,06 %. Berdasarkan hasil tersebut, kedua formula memenuhi

persyaratan yang dinyatakan dalam spesifikasi kecermatan.

4.5 Uji Penetrasi Secara In Vitro

4.5.1 Pembuatan Kurva Kalibrasi Vitamin B3 dalam Dapar Fosfat pH 7,4

Kurva serapan vitamin B3 100 ppm dalam larutan dapar fosfat pH 7,4
menunjukkan panjang gelombang maksimum pada 262,0 nm. Larutan induk
dibuat dengan konsentrasi 100 ppm diencerkan menjadi beberapa konsentrasi dan
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diukur serapannya pada panjang gelombang 262,0 nm lalu dibuat persamaan
kurva kalibrasi. Persamaan kurva kalibrasi yang diperoleh yaitu :
y = 0,0159 + 0,0235 x dengan r = 0,9999 (4.2)

4.5.2 Uji Penetrasi Vitamin B3

Dalam penelitian ini, dilakukan uji penetrasi secara in vitro dengan
menggunakan sel difusi Franz. Pengujian dilakukan untuk mengetahui jumlah
vitamin B3 yang dapat berpenetrasi melalui kulit selama interval waktu tertentu
dari sediaan gel yang terbuat dari gelling agent karbomer.

Membran yang digunakan yaitu kulit bagian abdomen tikus betina dari
galur Sprague-Dawley yang berumur 2 - 3 bulan dengan berat £180 - 200 gram
dengan ketebalan membran 0,6 + 0,1 mm dan luas membran 1,54 cm?.
Sebenarnya, lebih baik digunakan kulit manusia agar hasil yang didapat lebih
valid. Namun, sulit didapat dan harus memiliki kode etik penelitian sehingga
digunakan kulit tikus yang lebih mudah di dapat dan permeabilitas kulit tikus
yang telah dicukur bulunya mendekati permeabilitas kulit manusia.

Kulit tikus dicukur terlebih dahulu secara hati-hati, kemudian dihilangkan
lemak subkutan yang terdapat pada kulit dimaksudkan agar tidak mengganggu uji
penetrasi niasinamida melalui kulit. Setelah itu, kulit dimasukkan ke dalam
medium larutan reseptor yaitu dapar fosfat pH 7,4 untuk proses hidrasi yang
bertujuan untuk mengembalikan kulit ke kondisi semula sebelum disimpan dalam
lemari pendingin sampai sebelum digunakan dengan batas waktu maksimal 24
jam. Dapar fosfat pH 7,4 dipilih sebagai cairan reseptor karena simulasi kondisi
pH cairan biologis manusia yaitu pH 7,4, selain itu niasinamida dapat larut dalam
dapar fosfat pH 7,4.

Membran kulit diletakkan diantara kompartemen reseptor dan donor,
dimana membran harus kontak dengan cairan reseptor agar sediaan yang
diaplikasikan pada membran dapat berpenetrasi menembus kulit menuju cairan
reseptor. Pengadukan pada kompartemen reseptor berfungsi untuk homogenisasi
yang dapat mempercepat proses pelarutan zat yang terpenetrasi dan konsentrasi
zat tersebar merata di dalam larutan reseptor. Pengadukan tersebut dilakukan

dengan menggunakan pengaduk magnetik dengan kecepatan 250 rpm untuk
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menghindari terbentuknya gelembung udara akibat putaran yang terlalu tinggi.
Selama proses berlangsung, suhu dijaga dengan menggunakan water jacket pada
37+0,5°C yang menggambarkan suhu tubuh manusia dengan menggunakan air
yang mengalir keluar dari termostat.

Pengujian dilakukan selama 8 jam dan pengambilan sampel dilakukan
pada 10 titik yaitu pada menit ke-30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, dan
480. Sampel setiap kali diambil sebanyak 0,5 mL dan diencerkan dalam labu
tentukur 10,0 mL sehingga dilakukan pengenceran sebanyak 20 kali. Pengenceran
tersebut dilakukan karena serapan berada diantara 0,2 - 0,8. Larutan kompartemen
reseptor diganti kembali dengan larutan dapar fosfat pH 7,4 sejumlah volume
yang sama setiap kali dilakukan pengambilan sampel yang bertujuan untuk
menjaga volume cairan reseptor tetap konstan selama percobaan. Kemudian
dilakukan  pengukuran  serapan sampel dengan menggunakan alat
spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum niasinamida dalam
dapar fosfat yaitu pada 262,0 nm. Untuk setiap formula uji penetrasi dilakukan
sebanyak tiga kali.

Penetrasi niasinamida melalui membran kulit tikus selama 8 jam dari
sediaan gel formula 1 dan 2 berturut-turut adalah 5560,31 + 160,81 dan 6102,12 +
42,33 ng/cm2. Berdasarkan hasil tersebut, jumlah niasinamida yang terpenetrasi
lebih banyak ialah pada sediaan gel formula 2 (tanpa peptida). Kemudian fluks
diperoleh pada keadaan steady state dengan mengikuti kaidah hukum Fick.
Hukum Fick pertama memberikan aliran (laju difusi melalui satuan luas) dalam
aliran pada keadaan steady state (Martin & Cammarata, 1983).

Jumlah kumulatif obat terpenetrasi melalui membran kulit tikus diplotkan
terhadap waktu dan dibuat persamaan regresi linier sehingga dapat ditentukan
nilai fluks niasinamida (dapat dilihat pada Gambar 4.3). Fluks ditentukan dari
kemiringan grafik tersebut pada keadaan steady state. Kondisi steady state terlihat
sebagai suatu garis mendatar pada kurva fluks yang diplotkan terhadap satuan
waktu.

Nilai fluks niasinamida formula 1 dan 2 berturut-turut adalah 688,9 dan

701,6 pg cm? jam™. Formula 2 memiliki nilai fluks yang lebih tinggi selama 8

Universitas Indonesia

Formulasi dan uiji..., Andisti Rizky M., FMIPA Ul, 2012



46

jam percobaan. Hal ini berarti bahwa formula tersebut memiliki kecepatan
penetrasi obat yang lebih tinggi.
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Gambar 4.3 Jumlah kumulatif niasinamida yang terpenetrasi per satuan luas
membran dari sediaan gel (a) formula 1 dan (b) formula 2
Salah satu faktor yang mempengaruhi penetrasi yaitu bahan-bahan
peningkat penetrasi. Hipotesis awal berasumsi bahwa peptida dapat bertindak

sebagai peningkat penetrasi melalui mekanisme mempengaruhi lipid
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intermolekuler lapisan tanduk sehingga menurunkan penghalang lipid lapis ganda
terhadap molekul obat. Pengaruhnya dapat berupa fluktuasi, disrupsi lapisan
tanduk dan pemisahan fase yang menyebabkan terbentuknya celah yang
memungkinkan senyawa polar menembus lapisan tersebut sehingga akan
membantu zat aktif vitamin B3 untuk berpenetrasi (Kim, 2007; Yen, 1995;
Avrahami, 2010). Namun, dari hasil percobaan menunjukkan bahwa hipotesis
awal tidak terbukti karena formula 2 yang tidak mengandung peptida Cu-GHK
menunjukkan jumlah niasinamida yang terpenetrasi dan fluks niasinamida selama
8 jam lebih besar dibandingkan formula 1. Hal ini dikarenakan adanya tembaga
pada kompleks peptida menyebabkan terjadinya persaingan dengan vitamin B3
untuk menembus sel. Tripeptida secara alami diisolasi dari fraksi aloumin serum
manusia yang membentuk kompleks dengan tembaga akan meningkatkan
penyerapan tembaga oleh sel sehingga penyerapan vitamin B3 menjadi terhambat
(Patt, 2010). Selain itu, tiap sekuens peptida memiliki target spesifik dengan
afinitas ikatan yang tinggi terhadap sel target (Draelos, 2010).

Gel tanpa peptida memiliki nilai fluks dan jumlah yang terpenetrasi selama
8 jam lebih besar karena tidak adanya persaingan dengan tembaga-tripeptida. Pada
gambar 4.3 terlihat jumlah terpenetrasi vitamin B3 dalam sediaan serum peptida
menunjukkan kurva yang hampir linier atau penetrasi yang teratur. Hal ini juga
diasumsikan bahwa peptida dapat berfungsi sebagai pembawa yang mampu
mengontrol pelepasan vitamin B3 secara teratur. Dengan demikian pemakaian
sediaan serum peptida tidak perlu terlalu sering karena vitamin B3 juga memiliki
toleransi yang tinggi terhadap kulit jika digunakan dalam waktu yang lama
(Bissett, 2009).

Faktor lain yang mempengaruhi penetrasi melalui membran adalah bahan-
bahan yang digunakan dan pelepasan obat dari pembawa. Jumlah terpenetrasi
yang lebih tinggi juga dicapai pada formula 2 yang tidak mengandung peptida
dikarenakan formula 2 memiliki nilai viskositas yang lebih rendah. Hal ini
dikaitkan dengan kekuatan sediaan dalam menjerap zat aktif dan kandungan air
yang lebih banyak di dalam sediaan. Kekuatan tersebut salah satunya dipengaruhi
oleh kekentalan sediaan. Semakin tinggi viskositas atau kekentalan sediaan maka

semakin sulit pelepasan zat aktif. Kandungan air yang banyak akan
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mempengaruhi proses hidrasi dan kelembapan kulit sehingga meningkatkan

penetrasi vitamin B3.

Fluks (ug cm-

0 T T T T T T T 1

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540

Waktu (menit)
=—=Fluks F1 —@=Fluks F2

Gambar 4.4. Fluks niasinamida tiap waktu pengambilan dari sediaan gel formula
1dan?2

Pada Gambar 4.4 dapat terlihat data fluks per waktu. Berdasarkan gambar
tersebut, kedua formula mencapai fluks tertinggi pada menit ke-30. Hal tersebut
menggambarkan bahwa kedua sediaan gel memberikan pelepasan obat yang
cepat. Nilai fluks niasinamida dari kedua formula yang meningkat pada menit-
menit awal, selanjutnya menurun. Hal ini disebabkan pada menit-menit awal,
masih terdapat perbedaan konsentrasi yang cukup besar antara kompartemen
donor dan reseptor. Lama-kelamaan akan terjadi kesetimbangan pada sistem
tersebut sehingga mencapai suatu kondisi steady state akhirnya nilai fluks akan

terus menurun (Martin & Cammarata, 1983).
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian terhadap uji stabilitas fisik dan uji penetrasi secara in

vitro dapat disimpulkan sebagai berikut :

1.

Sediaan serum peptida Cu-GHK dan gel tanpa peptida menunjukkan kestabilan fisik
yang relatif baik pada suhu rendah (4°C + 2°C), suhu kamar (28°C + 2°C), maupun
suhu tinggi (40°C £ 2°C) karena tidak terjadi perubahan yang bermakna pada

organoleptis, pH, dan viskositas.

. Uji penetrasi terhadap kedua sediaan gel memberikan hasil nilai fluks vitamin B3

selama 8 jam dari sediaan gel formula 1 dan 2 berturut-turut yaitu 688,9 dan 701,6

ng cm’? jam™,

. Peptida tidak terbukti sebagai peningkat penetrasi vitamin B3 dalam sediaan serum

peptida. Hal ini dikarenakan persaingan antara vitamin B3 dengan tembaga pada
kompleks tembaga-tripeptida dalam menembus sel sehingga penetrasi vitamin B3

terganggu.

5.2 Saran

1.

Perlu dilakukan penelitian dengan menggunakan konsentrasi peptida yang bervariasi
pada studi penetrasi vitamin B3 secara in vitro untuk membuktikan bahwa peptida

Cu-GHK benar menghambat penetrasi vitamin B3.

. Perlu dilakukan pengujian terhadap kulit yang digunakan pada percobaan uji

penetrasi secara in vitro vitamin B3 guna mengetahui perubahan yang terjadi pada

kulit tersebut.

. Perlu dilakukan penelitian menggunakan peptida lain sebagai pembanding terhadap

peptida Cu-GHK.

. Perlu dilakukan penelitian secara in vivo pada sediaan serum peptida untuk

mengetahui kemampuan peptida dan niasinamida sebagai antikerut.

. Perlu dilakukan penentuan jumlah peptida Cu-GHK dan vitamin B3 yang

terpenetrasi secara simultan.
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Lampiran 1. Foto hasil pengamatan organoleptis formula 1 dan 2 pada minggu ke-0

Keterangan : (a) = formula 2 (gel tanpa peptida)
(b) = formula 1 (gel peptida)

Lampiran 2. Foto sebelum dan sesudah Cycling Test formula 1 dan 2

Sebelum Sesudah

Keterangan : (a) = formula 2
(b) =formula 1
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Lampiran 3. Foto hasil pengamatan organoleptis formula 1 dan 2 pada penyimpanan

suhu rendah (4 + 2°C) selama 8 minggu

MINGGU 2 MINGGU 4

Keterangan : (a) = formula 2
(b) = formula 1
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Lampiran 4. Foto hasil pengamatan organoleptis formula 1 dan 2 pada penyimpanan

suhu kamar (28 + 2°C) selama 8 minggu

MINGGU 2 MINGGU 4

(@) (b) (@) (b)

Keterangan : (a) = Formula 2
(b) = Formula 1
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Lampiran 5. Foto hasil pengamatan organoleptis formula 1 dan 2 pada penyimpanan

suhu tinggi (40 £ 2°C) selama 8 minggu

(@

MINGGU 2

MINGGU 4

(b) (@ (b)

(b) (a) (b)

Keterangan :

(a) = formula 2
(b) = formula 1
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Lampiran 6. Spektrum serapan larutan standar niasinamida dalam aquadem dengan

konsentrasi 24 ppm pada panjang gelombang maksimum 262,0 nm

Lampiran 7. Kurva kalibrasi standar niasinamida dalam aquadem pada A =262,0 nm

0.9 -

08 1 y = 0.023% + 0.002
0.7 - R2=0.999

0.6 -
0.5 -
0.4 -
0.3 1
0.2 -
0.1 -

0 T T T 1
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Serapan
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Lampiran 8. Spektrum serapan larutan standar niasinamida dalam dapar fosfat pH 7,4

dengan konsentrasi 24 ppm pada panjang gelombang maksimum
262,0 nm

Lampiran 9. Kurva kalibrasi standar niasinamida dalam larutan dapar fosfat pH 7,4
pada A =262,0 nm

0.9. -

0.8 - y = 0.023x + 0.016
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0.5 1
0.4 -
0.3 1
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0.1 1

0 T T T 1
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Konsentrasi (ng/ml)
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Lampiran 10. Jumlah kumulatif niasinamida yang terpenetrasi per satuan luas

membran percobaan 1 dari sediaan gel (a) formula 1 dan (b) formula 2
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Lampiran 11. Jumlah kumulatif niasinamida yang terpenetrasi per satuan luas
membran percobaan 2 dari sediaan gel (a) formula 1 dan (b) formula 2
6000 7000 -
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Lampiran 12. Jumlah kumulatif niasinamida yang terpenetrasi per satuan luas

membran percobaan 3 dari sediaan gel (a) formula 1 dan (b) formula 2

jumlah Terpenetrasi (ug/cm?2)
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Lampiran 13. Tabel hasil pengamatan organoleptis formula 1 dan 2 pada suhu rendah

(4 £ 2°C) selama penyimpanan 8 minggu

Minggu ke-

Warna

Bau

Homogenitas

2

4
6
8

semitransparan
semitransparan
semitransparan
semitransparan

Khas karbomer
Khas karbomer
Khas karbomer
Khas karbomer

Homogen
Homogen
Homogen
Homogen

Lampiran 14. Tabel hasil pengamatan organoleptis formula 1 dan 2 pada suhu kamar

(28 + 2°C) selama penyimpanan 8 minggu

Minggu ke- Warna Bau Homogenitas
2 semitransparan Khas karbomer Homogen
4 semitransparan Khas karbomer Homogen
6 semitransparan Khas karbomer Homogen
8 semitransparan Khas karbomer Homogen

Lampiran 15. Tabel hasil pengamatan organoleptis formula 1 dan 2 pada suhu tinggi

(40 + 2°C) selama penyimpanan 8 minggu

Minggu ke-

Warna

Bau

Homogenitas

2

4
6
8

semitransparan
semitransparan
semitransparan
semitransparan

Khas karbomer
Khas karbomer
Khas karbomer
Khas karbomer

Homogen
Homogen
Homogen
Homogen
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Lampiran 16. Tabel hasil pengukuran pH formula 1 dan 2 pada suhu rendah (4 + 2°C)

selama penyimpanan 8 minggu

Formula 1 Formula 2
Minggu
ke- Rata- Rata-
I I I I

rata rata
2 5,62 5,64 5,63 5,53 5,59 5,56
4 5,64 5,56 5,60 5,54 5,62 5,58
6 5,64 5,52 5,58 5,57 5,60 5,59
8 5,64 5,54 5,59 5,54 5,57 5,56

Lampiran 17. Tabel hasil pengukuran pH formula 1 dan 2 pada suhu kamar (28 + 2

°C) selama penyimpanan 8 minggu

Formula 1 Formula 2
Minggu
e Rata- Rata-
| I | I

rata rata

2 5,59 5,63 5,61 5,54 5,53 5,54

4 5,63 5,59 5,61 5,55 5,55 5,55

6 5,60 5,61 5,61 5,53 5,52 5,53

8 5,63 5,63 5,63 5,52 5,53 5,53

Lampiran 18. Tabel hasil pengukuran pH formula 1 dan 2 pada suhu tinggi (40 £ 2

°C) selama penyimpanan 8 minggu

] Formula 1 Formula 2
Minggu
ke-
| 1 Rata-rata | 1 Rata-rata

2 5,59 5,57 5,58 5,50 5,50 5,50
4 5,60 5,59 5,60 5,58 5,57 5,58
6 5,65 5,62 5,64 5,50 5,50 5,50
8 5,57 5,59 5,58 5,47 5,48 5,48
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Lampiran 19. Hasil pengukuran viskositas formula 1 dan 2 pada suhu kamar (28 + 2 °C) pada minggu ke-0

Jenis : t n
bola Sp Sediaan B St
1 2 3 1 2 3 Rata-rata
stainless
steel 7,709 Formulal 47 47 47 454 10760 1415,3495 1415,3495 1415,3495 1415,3495

Formula2 39 38 38 4,54 10717 11752003 1145,0670 11450670 11551114

Keterangan : t . lamanya bola jatuh antara kedua titik (s)
S, : gravitasi jenis bola (g/cm®)
S¢ : gravitasi jenis cairan (g/cm®)
B : konstanta bola (mPa.s.cm®/g.s)

n . viskositas (mPa.s (cps))
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Lampiran 20. Hasil pengukuran viskositas formula 1 dan 2 pada suhu kamar (28 + 2 °C) pada minggu ke-8

Jenis : t 1
bola Sp Sediaan B St

1 2 3 1 2 3 Rata-rata
stainless
steel 7,709 Formulal 46 46 46 454 10760 1385,2357 1385,2357 1385,2357 1385,2357

Formula2 47 46 46 4,54 10717 1416,2671 1386,1337 1386,1337 1396,1782

Keterangan : t . lamanya bola jatuh antara kedua titik ()
S, : gravitasi jenis bola (g/cm®)
S; : gravitasi jenis cairan (g/cm?)
B : konstanta bola (mPa.s.cm?/g.s)

n  : viskositas (mPa.s (cps))

Formulasi dan uji..., Andisti Rizky M., FMIPA Ul, 2012

G99



66

Lampiran 21. Serapan niasinamida standar dengan pelarut aquadem dalam pembuatan
kuva kalibrasi pada A=262,0 nm

Konsentrasi Serapan

(ppm) (A)
10 0,2397
12 0,2900
16 0,3785
24 0,5715
30 0,7150
32 0,7626

Lampiran 22. Serapan niasinamida standar dengan pelarut dapar fosfat pH 7,4 dalam

pembuatan kuva kalibrasi pada A= 262,0 nm

Konsentrasi Serapan

(Ppm) (A)
10 0,2529
12 0,2932
16 0,3928
24 0,5780
30 0,7233
32 0,7634
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Lampiran 23. Hasil uji penetrasi niasinamida dalam larutan dapar fosfat pH 7,4 dari
sediaan gel formula 1 dan 2 (n=10)

Waktu Jumlah niasinamida terpenentrasi (ug/cmz)

(menit) Formula 1 Formula 2
30 478,00 + 93,75 79458 + 33,13
60 788,06 =+ 77,09 1458,80 + 35,43
90 1102,40 + 17,98 1752,01 + 28,70
120 1473,20 + 46,38 2006,97 *= 60,82
180 2098,56 * 102,57 2533,18 + 54,15
240 2822,33 *= 49,30 3088,37 + 107,45
300 3602,40 + 109,57 3852,11 + 45,49
360 4279,31 + 130,35 459994 + 106,93
420 4838,26 =+ 92,77 5394,19 = 09591
480 5560,31 £+ 160,81 6102,12 + 42,33

Lampiran 24. Hasil perhitungan fluks niasinamida tiap waktu pengambilan dari
sediaan gel formula 1 dan 2 berdasarkan uji penetrasi selama 8 jam

(n=10)
Waktu Fluks niasinamida (pg em jam™)
(menit) Formula 1 Formula 2
30 PBTOY NI 1589,17 + 66,27
60 788,06 * 77,09 1458,80 + 3543
90 73494 £ 1199 1168,01 + 19,13
120 736,60 * 23,19 1003,49 + 30,41
180 699,52 =+ 34,19 844,39 + 18,05
240 70558 + 12,32 772,09 = 26,86
300 720,48 =+ 2191 770,42 = 9,10
360 71322 + 21,72 766,66 = 17,82
420 691,18 * 13,25 770,60 = 13,70
480 695,04 =+ 20,10 762,76 = 5,29
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Lampiran 25. Hasil jumlah kumulatif niasinamida yang terpenetrasi, persentase
jumlah niasinamida yang terpenetrasi dan fluks niasinamida dari

sediaan gel formula 1 dan 2 berdasarkan uji penetrasi selama 8 jam

Jumlah kumulatif % jumlah kumulatif Fluks
Formula  niasinamida yang niasinamida yang (pg em™ jam™)
tepenetrasi (pg/cm?) terpenetrasi
1 5560,31 = 160,81 21,41 688,9 + 8,61
2 6102,12 + 42,33 23,49 7016 £ 8,33
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Lampiran 26. Contoh perhitungan bobot jenis

Bobot jenis sediaan gel formula 1 diukur dengan menggunakan persamaan:

Bobot jenis = 2
A4

1 g/mi
~ x1g/m

A : bobot piknometer kering (g)
Al : bobot piknometer yang diisi dengan aquadem (g)
A2 : bobot piknometer yang diisi dengan sediaan (g)

Diketahui:
A =12,1067¢g
Al =234722¢
A2 =243358 ¢

A—A

Bobot jenis gel = x 1 g/mi

24,3358 g—12,1067 g
23,4722 g—12,1067 g

=1,0760 g/ml

x 1 g/ml

Jadi, bobot jenis sediaan gel = 1,0760 g/ml
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Lampiran 27. Contoh perhitungan penetapan kandungan niasinamida dalam sediaan
Persamaan regresi : y = 0,0237 x + 0,0021 dengan r = 0,99996

Gel ditambahkan aquadem 10 mL sehingga memisah

l

Larutan disaring dalam labu tentukur 50,0 mL, kemudian basis yang terendap dicuci 3

kali dengan volume pencucian 5 mL
Larutan dicukupkan hingga 50,0 mL
Larutan tersebut dipipet 2,0 mL dan diencerkan lagi dengan aquadem hingga 10,0 mL
Larutan tersebut dipipet 1,0 mL dan diencerkan lagi dengan aquadem hingga 10,0 mL
l

Larutan diukur serapannya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis

50x10x 10
2x1

Faktor pengenceran = = 2500

kadar diperoleh x faktor pengenceran

Kadar niasinamida = x 100%

bobot niasinamida seharusnya

Berat gel formula 1 sebesar 1,0064 g (mengandung 40,256 mg niasinamida)
Serapan yang diperoleh 0,3885

Kadar diperoleh = 16,30 ppm

Kadar niasinamida = 101,23 %
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Lampiran 28. Contoh perhitungan jumlah niasinamida yang terpenetrasi dari sediaan
gel formula 1 pada menit ke-30

Serapan (y) =0.0975
y = 0,0159 + 0,0235 x

X =3,4723

Faktor pengenceran (FP) = volume labu tentukur : volume sampling
=10 ml : 0,5 ml = 20x

Konsentrasi terpenetrasi =x.FP
=3,4723.20
= 69,446 pug/ml

Rumus jumlah kumulatif yang terpenetrasi :

_cnv+yiltcs

Q A
Q = Jumlah kumulatif niasinamida per luas area difusi (png/cm?2)
Cn = Konsentrasi niasinamida (pg/ml) pada sampling menit ke-30

Y1 Ci = Jumlah konsentrasi niasinamida (j1g/ml) pada sampling pertama (menit ke-

30 hingga sebelum menit ke-60

\ = Volume sel difusi Franz
S = Volume sampling (0,5 ml)
A = Luas area membrane

(69,446 pg/ml x 13 ml)+(0x 0,5 ml)
1,54 cm?

Q= = 586,2325 pg/cm?

Jadi, jJumlah niasinamida yang terpenetrasi dari sediaan gel formula 1 pada menit ke-10
adalah 586,2325 pg/cm®
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Lampiran 29. Contoh perhitungan jumlah niasinamida yang terpenetrasi dari sediaan

gel formula 1 pada menit ke-60

Serapan (y) =0.1235
y =0,0159 + 0,0235 x

X =4,5787

Faktor pengenceran (FP) = volume labu tentukur : volume sampling
=10 ml : 0,5 ml = 20x

Konsentrasi terpenetrasi =x.FP
=4,5787 . 20
= 91,574 pug/ml

Rumus jumlah kumulatif yang terpenetrasi :

_cnv+Xlcs

A
Q = Jumlah kumulatif niasinamida per luas area difusi (pg/cm2)
Cn = Konsentrasi niasinamida (pug/ml) pada sampling menit ke-n

Y71 € = Jumlah konsentrasi niasinamida (ug/ml) pada sampling pertama (menit ke-

10 hingga sebelum menit ke-n

V = Volume sel difusi Franz
S = Volume sampling (0,5 ml)
A = Luas area membrane
91,574 ml x 13 ml)+(69,446 x 0,5 ml
Q= ( e/ I ) = 795, 5747 pg/cm?

1,54 cm?

Jadi, jumlah niasinamida yang terpenetrasi dari sediaan gel formula 1 pada menit ke-10
adalah 795, 5747 pg/cm®
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Lampiran 30. Contoh perhitungan fluks niasinamida dari sediaan gel formula 1

Kecepatan penetrasi niasinamida (fluks; J, ug cm™ jam™) dihitung dengan rumus :

M
J= St
Keterangan :
J = Fluks (ng cm-2jam-1)
S = Luas area difusi (cm-2)
M = Jumlah kumulatif niasinamida yang melalui membran (ug)
t = Waktu (jam)

Diketahui :  M/S = 5560,31 + 160,81 pg/cm?
(M/S)1 = 5688,28 pg/cm?
(M/S)2 = 5612,85 pg/cm?
(M/S)3 =5379,80 ug/cm?2

1

_5688,28 ug/cm 2

=711,04 Zjam
8 jam 52 T

1

_5612,85 ug/cm 2
- 8 jam

2 = 701,61 pg cm™ jam™

_5379,80 pg/cm2

= 672,4 2 jam™
8 jam 672,48 pg cm™ ja

3

J rata-rata = 695,04 + 20,10 pg cm jam™

Jadi jumlah fluks niasinamida dari sediaan gel formula 1 adalah 695,04 + 20,10 pug cm

2 jam-l
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Lampiran 31. Contoh perhitungan persentase jumlah kumulatif niasinamida yang

terpenetrasi dari sediaan gel formula 1

jumlah kumulatif terpenetrasi xluas membran

% jumlah kumulatif terpenetrasi= ——— X 100%
berat niasinamida
Sampel yang diaplikasikan pada kulit sebanyak 1 g
Dalam 1 g sampel mengandung niasinamida sebanyak 40 mg = 40.000 pg
Data 1
i . 5697.54 2x1,54 cm?
% jumlah kumulatif terpenetrasi= aE X 100% = 21,94 %
40.000 pug
Data 2
5623.43 2 x 1,54 cm?
% jumlah kumulatif terpenetrasi= g jom 2 X X 100% = 21,65 %
40.000 pug
Data 3
| ; 5395.99 2x 1,54 cm?
% jumlah kumulatif terpenetrasi= b X 100% = 20,77 %

40.000 pg

Jadi % jumlah kumulatif niasinamida yang terpenetrasi dari sediaan gel adalah 21,45 +
0,61 %
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Lampiran 32. Sertifikat analisis Vitamin B3
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WESTERN DRUGS LTD.

1y ormerly known as western drugs Pvt. Ltd.)

F-271 (A), Mewar Industrial Arn. Madri, Udalpur - 313003 (Ra.}, India.
Phone: +81.204.2450876; 2480042; Fax: +91-294-2490676;
Email: infoudaipur@westernd com; Website: .com

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Purchase Order No. Date OurReference No. C. O, A. Date Lab Register Page No.
2011001145 05.10.2011 EXP - 2189 01.11.2011 11-12/02/160
Name of Produet Lot No . comimmen /Date of Manufacturing: ' | Date of Expiry: /" Date of Analysis
NICOTINAMIDE BP | w1i212/NMD[PVBAAZ L, gég Ple 20161 28.10.2011
‘ Tests ! BP 2011 USP33 - EP 6.5 Results
Appearance White Crysialline Powder | White Crystalline Pawder Whie Crystalline Powder | White Crystalline Powder
Solubility Freely ”lgr}}’:n:‘l“w anc NA Freely acl;;;l:nu;lwmx and Complies
ldentification
A, Melting point 128°10 131°C 128°10131°C 128°10131°C 129°C v
B. UV Test 5 A
Ratio Az to Aygiim NA 0.63t00.67 NA. 0.658 7
IR Spectrum to match with | [R Spectrum 1o matwh with IR Spectum:to match with
C. IR Test Reference standard No. 1 | Reference standard No, | Reference standard No. | Muchos
e e ]
:fl{: ;.*:’:"e of SUENY Nof more intense tharn BYs N A Not niore intense than BYs Complies
pil of 5% iy Solution 50075 NA. 501075 .63 %
Spot of test solution is ot Spat o tas1 solution is not P
Related Substance more irtense than spot of N.A more intense than spot of: Complies \/
Refereace solution Reference solution :
i Heavy Metal <30 PPM <30 PPM <30 PPM' < 1) PPM
Loss on Drying <0 5% why <0.5% wiw <0.5% wiw 002 '-;ls z‘;&m (15:;
Bt 2o PRESTTE £0.1% whv <01% wiw <0 1% wiw 0UsER vwhy | -
on Ignition
Chloride NA. N.A. | NA NA.
Sulphate NA NA. N.A NA
Readily Carbonizahle No More colourthan =
Sub, NA hing Eltid A N.A Complies
Assay (On Dried Basis) g
A. Non Aqucons ” ¥,
Titration 99.010 101.0% wiw NA. 59.0 10 101.0 % wiw 9939 Yewhw "
B. HPLC Method NA 98.5 10 101.5 % wiw N.A 9026 %ewiw |/ |
C. UV Method N.A. | N.A. N.A. N.A,
Special Requirement :
[ S No. Test T Specification Results 1
i ! NA. | NA. | NiA. "9 !

REPORT: Certifizd that the sample referred ebove confirms to the foliowing specifications:
1. Manufacturing Specificationsof WDL. 2, BP 2011 for Niacinamide (Nicotinamide)

3. USP 33 for Niacinamide 4. EP 6.5 for Niacinamide
O
N. siGn
(Approved Chemist)
faclaana
RACHANA PALIWAI.
(QA. ASSISTANT)
BIN NO.: AAACW2424PFT001 Pagelof1

HEAD OFFICE: 213, Creative industrial Estate, N.M. Joshi Marg, Mumbai~400 013Phone No.* 91-22-23016622, 23016623;
Fax No.; 91-22-23016625; E-nail: sales@westemdrugs.com
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Lampiran 33. Sertifikat analisis Karbomer 940

¢ DOT-UHIO SHULON CENTRE, A S RARIWILIR ROAD
WANCHAL HONGRKONG Date: Apnl 29, 2011 o Paye: 3oL 3
TEL.: +852 250¢ 102) | Certifica®: Fecipiens:

,l.;!‘—l—b—cl-z;ol_ CERTIFICATE OF ANALYSIS

LUBRIZOL ADVANCED MATTRIAL G ASIA PAC LI T

"LZ Sales Order Nu.: 1365869

Customer PO No.: 275843

Delivery No.: 81732801 ‘

|_Ex-Plant Dace: Apsil 25, 2041 e e Material:
L Deliveiy Potit: CARBOPOL® 940 POLYMER, BOX
i JAKARTA O 180 CT }
Transpartation ID: Ratch No.:
#IBREYYH KK138K (342
Compartment/Seuls: . Mfg. Date: March 13, 2011
Recammended Retest: March 12, 2013
- SREEE I = D —— - o4& B
Sold-to: Ship-ta:
e OV, TRISTARC CHEMICALS
| www.tristarchemical.com
3. #ungkut Mapan Utara CA - 24 Suridays
Telp. 031 - 8708071, Far 021 .c 2o1s-
| Characteristics Product Specifications & .
Minimum Typical Maximum Result
| BROOKRITLD VIS, 0.5 MUCI G e W@ 19000 35000
| BROOKFIELD VIS, 6.5% MUCLLAGE ¢ 25 (0 40000 60000 48800
BROOKFIELD VIS, 10% MUCNAGL 25 ¢ ch 45000 80000
PPM BENZINE ppm 5000 200
CLARITY, % TRANSMITTANG “o 85 97
LOSS ON DRYING " 20
HM AS (PHAS HGSBY 10 PPAE M AN Pass

Where actual values (or Lows on Diyving (e 16 fonsg, (.29 Rrookficld Viscosity (Once20 lots), 1.0% Broakfield Viscosiry

{Onee220 iots) and Heavy Metals (Gnaed 208 ois) are not given, Lubrizol Advanced Materials, Inc. certifies that each batch/lor
meels requirements for the charactenisties baser: on histonical process and product data. Because these characteristics are tested on a i
skip-lot test frequency as indicated on the product specification, results are not reported on the Certificate of Analysis.

Five quamnlc. - that the above analysical results are in conformity with the
' agreed upon specifications.

{ dpproved by: Lubrizol Quality Assurance
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Lampiran 34. Sertifikat analisis Gliserin
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B PrBrRATACO

Jenis Pemeriksaan

Pemarion

Identifikasi

pH
Kodar Av

Inday Rios

Nate at Tnals
.

Kesimpuian : Memenuhi Syon:n

+

Pemeriksa
B

Tatang Suboriono

=l

HASIL ®"*AFRIKSAAN g Sl
Name Bahan : Glycerin 4]
Batch :J0877/11 (noeq:fse-cqu i
Ex :P&G Fi , ’ it
ED i
Grade

,‘ l

e T
w}*ﬁimrmm
TESTAARR ! RSO

3 by ‘W—MQWH-MW

ﬂ%j ’ il

m : : o I.p__'..zr.;r:g‘:r:';f-;- -r: .; e onﬁm'm (RS :! PU& »hb”l‘“.
: .. B Tme ‘“‘"‘:"‘:“_“:‘-’"—'- BN b 8
o fzm‘:"‘“‘w oo .
e "‘.'u‘l‘ ‘*I]slbumpné‘;
AR 3 Tior 0. WR. SuMtge L S T T e X I TR
v e TG o s o+ i)
MW w”v-—v"a-ﬁ_-._‘. ww A ——
s
- —t
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Lampiran 35. Sertifikat analisis Metilparaben
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Lampiran 36. Sertifikat analisis Propilparaben

PT.BRATACO

HASIL PEMERIKSAAN

Nama Bahan - Nipasol/ Propyl Paraben

Batch :J 0126/10 (PP- 26/08-09)

Ex 'GUJARAT

ED :108-2013 v

Grade Farma }

Jenis pemenksaan t ' Pemyératan R Hasil

Pemerian Serbuk putih,atau hablur kecil, tidak sesuai
berwarna

Kelarutan Sangat sukar larut dalam air dan air ~ sesuai
mendidih, mudah larut dalam etanol : gumpal

dan dalam eter

L ~ Identifikasi Didihkan 10 mg zat dengan 10 mi air, - sesuai
: ' dinginkan, tambahkan 3 tetes larutan
FeCly LP;terjadi wqrna ungu kemerahan

Keasaman Panaskan 750 mg dalam 16 ml air pada sesuai
; suhu 80° G selama. 1 menit, dinginkan dan .
saring;pada 10 mi filtrat, tambahkan 0, 2ml
NaOH 0,1 N dan 2 tetes merah metil LP;
Larutan berwarna kuning

pH 10% bl - ® 5.7 3 : 6.0
Suhu lebur Antara 95° - 98° c ' Loy 98.0°
Susut pengeringan Tndak lebih dari O, 5% : 4 ) 0,5%

5 Kadar GO0%-1010% | - . sk

Kesimpulan Meménuhi syarat FI IV

Pemeriksa
-
Rian Pratama Akha " Dra. -
Analis : ““Apoteker
HEAD OFFICE T Ui Cideng Barat No. 18, Jerta Pusat 10150, Telp. (oﬁ,lu!”mmung Fax, - (621) 3522734, E-mail : bicsokiGorateca.com
BRANCH OFFICE . JAKARTA UL Mapgos Basar V No.S, dakans 11180 Telp. (021) 9280113 (hunting 3 knes) Fax. 021) 8292430
I Bodevard Raya Blok Y63 No. 8, Jakerts 14240 Telp. (021) 48346662-84 Fex. (021) 45226145
BANDUNG ¢ 5t Kataoteng No. 6, Berking Yelp. (022) 6077129, $939808 Fax (022) €031979
i Tedsan Jpaia No, 775, Bsasung Tatp. (022) 1101277, 7210608-309 Fax. (022) 7210310
SEMARANG L X Brgien: Kajamas o 16 Toip, (024) 3415372, 8418996 Fax. (024) 8414880
YOGTA . Bhayangard N 43, Yooye Telp. (0274} 543349, 815300 Fax (0274) 543349
SURABAYA' 31, Tt No. nsuusm T, (031) $322887. 1323057 Fax (001) 5310468
MEDAN ¥ 31, takpasar Muds oo, £0 8; Maden Yolp. (w)tuﬂn 4573199 Fax. (081) 4525008

7mca=wq<. OGO, cmma GIAEBON, TASIKMALAYA. SOLO, PURWOKERTO. TEGAL MALANG; SIDOARJO. DENPASAR, PALEMBANG. MAKASSAR

SUB BRANCH OF FICE ; s
Tha Natindwida Chgics(s and Indtediants Distributor

L
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Lampiran 37. Sertifikat analisis Natrium metabisulfit

——7

= BRATACO

HASIL PEMERIKSAAN C H E M ‘ K A
Nama Bahan . Natrium Metabisulfit FG

Batch :J1119/08 *

Ex - Thailand ‘ I —
?J;ni;—;;emeriksaan Persyaratan Hasil

Pemerian Serbuk atau serbuk hablur,yang Serbuk putih

perbentuk hablur tidak berwarna,

serbuk berwarna putih atau .
kuning gading,bau belerang rasa

2sam dan asin )

Kelarutan Larut dalam 2 bagian air,sukar larut Sesuai
dalam etanol 95%P :

|dentifikasi Larutan ditambahkan [arutan icdium; Sesuai
wama iodium hilang -

Logam Berat <20 bpj < 20 bpj
Kadar air 0.8%
Kadar Tidak Kurang dari 65 % 57.4% SO2 65.90%

Pemeriksa

k‘@xarawati

Analis
' S.L.K. 3836/8B
KANTOR PUSAT . JI. Gideng Barat No. 78 Jakaria Pusat 10150, Telp. : (021) 3522733 (Hunting 5 Lines)
Fax. : (021) 3452625, E.mail : brateco@idola.net id
KANTOR CABANG : @ JAKARTA : JI.Mangga Besar V No. §, Jakarta 11130

Telp. : (021) 6120312 (Hunting 3 Lines), (021) 6280113 (Hunting 3 Uines) Fax. : (021) 8292430
s SURABAYA : Ji.Tidar No. 89 Tolp. (031) 5322887, 5487667, 5325057 Fax.(031) 5310465
e SEMARANG : Jl. Peterongan Timur No. 4 Telp. (024) 414680, 412300 Fax. (024) 412300
e BANDUNG @ J. Kienteng No. 8 Telp. (022) 677126, 830807, 830808 Fax. (022) 831979
JI_ Torusan Jakarta No. 77 G Telp. * (022) 7101277, 7240308-310 Fax. : (022) 7101277
o MEDAN . Ji. Abduliah Lubis No. 27 Al41 Telp. : (081) 578303, 542044 Fax.: (081) 542041
KANTOR PERWAKILAN - : PALEMBANG, PADANG, LAMPUNG, BALIKPAPAN, UJUNG PANDANG, BANJARMASIN, MENADO dan DENPASAR

Formulasi dan uiji..., Andisti Rizky M., FMIPA Ul, 2012
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Lampiran 38. Sertifikat analisis Etanol 96%

e o .

 Jenis Pemeriksaan Haslt S
 Kelarutan
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Lampiran 39. Sertifikat analisis aquademineralisata
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Lips Bp. Adi

PT Brataco Chemika

J1. Dewi Sartika No. 22 Bogor
Telp: 0251-321783, 382566

Fax: 0215-377710

I

/

"  BRATACO
JCHEMIKA

PEMERIKSAAN AQUA DEMINERALISATA

Nomor Batch : 0213
Kode Barang : A04213
Tgl Produksi : 1 Juni 2009
Jumlah :4.000 Liter
Operator : Mulyadi
No. | Parameter Hasil Keterangan
g Pemerian Cairan Jemih, TidakBerwarna, Sesuai

| Tidak Berbau, Tidak Berasa
28 Konduktivitas | 001 Memenuhi Syarat
3. pH 6.45 Memenuhi Syarat
4. Klorida Jemih Memenuhi Syarat
55 Sulfat Tidak terjadi kekeruhan Memenuhi Syarat
6. Kalsium Tidak terjadi kekeruhan Memenuhi Syarat
7 Logam Berat | Warna kurang pekat Memenuhi Syarat

Bogor, 2 Juni 2009

7

& 4:;;..;3 k

Ferry Effendi

Apoteker

Formulasi dan uiji..., Andisti Rizky M., FMIPA Ul, 2012
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