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ABSTRAK

Buah lada hitam (Piper nigrum L) dengan senyawa berkhasiat piperin diketahui
memiliki efek analgesik. Ekstrak etanol Piper nigrum L diformulasikan dalam
bentuk patch transdermal untuk mengurangi efek samping pemberian analgesik
per oral. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh Na lauril sulfat,
Tween 80 dan isopropil miristat sebagai peningkat transpor pada patch
transdermal ekstrak etanol Piper nigrum L. Pengujian efek analgesik dilakukan
pada mencit dengan metode geliat setelah mencit diinduksi dengan asam asetat.
Pengamatan dilakukan dengan menghitung jumlah geliat dan jumlah makrofag
yang diperoleh dari cairan peritonial mencit setelah akhir percobaan. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol Piper nigrum dalam sediaan
patch transdermal memiliki efek analgesik. Penggunaan enhancer Na lauril
sulfat 5%, Tween 80 5% dan isopropil miristat 6% dapat meningkatkan efek
analgesik patch transdermal ekstrak buah lada hitam pada mencit.

Kata kunci: Piper nigrum, analgesik, transdermal, peningkat transpor

ABSTRACT

Piper nigrum L fructus with active compound piperin had been known have an
analgesic effect. Ethanol extract of Piper nigrum formulated to transdermal
patch to reduce side effect of analgesic oral. The aim of this research was to
know the effect of sodium lauryl sulphate, Tween 80, isopropyl myristate as
enhancer of transdermal patch ethanolic extract of Piper nigrum L. Analgesic
effect of Piper nigrum L. carried out by writhing method after acetic acid
induction in mice. Parameters used were the number of writhing and
macrophage from peritoneal fluid of mice at the end of this study. Based on this
study, ethanol extract of Piper nigrum had an analgesic effect. The used of
sodium lauryl sulphate 5%, Tween 80 5%, isopropyl myristate6% as enhancer
increased the analgesic effect of Piper nigrum L.

Keywords: Piper nigrum, analgesic, transdermal, enhancer

1. PENDAHULUAN

Lada hitam (Piper nigrum L) di banyak negara digunakan sebagai penyedap dan pemberi
aroma pada masakan. Beberapa senyawa yang terdapat dalam buah lada hitam antara lain asam
askorbat, asam miristat, asam palmitat, champene, carvacrol, metil eugenol, alkaloid piperin,
minyak atsiri, resin, piperidin dan pati. Komponen buah lada hitam dengan kadar terbesar
adalah piperin (Singh et al., 2014; Meghwal et al, 2012; Tasleem et al., 2014).

Secara tradisional, lada hitam umumnya digunakan sebagai analgesik dan anti-inflamasi
(Nahak & Sahu, 2011). Pada uji aktivitas analgesik lada hitam secara per oral dengan metode
geliat, dosis ektrak etanol lada 30 mg/kgBB, 50 mg/kgBB dan 70 mg/kgBB, menunjukkan efek
analgesik yang sangat baik pada semua dosis dimana dosis 70 mg/kgBB menunjukkan efek
analgesik maksimal (Bukhari et al., 2013). Penelitian lain menyebutkan, pengujian efek
analgesik piperin yang diisolasi dari ekstrak etanol buah lada hitam dengan kadar 10 dan 15
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mg/kgBB, terbukti piperin memiliki efek analgesik pada tikus yang diuji dengan metode geliat
(Tasleem et al., 2014).

Pada penelitian lain, piperin dilaporkan dapat bertindak sebagai peningkat penetrasi
(enhancer) pada penghantaran curcumin secara transdermal. Selain meningkatkan fluks
curcumin, fluks piperin pada permeasi in vitro juga meningkat seiring dengan meningkatnya
konsentrasi piperin sebagai peningkat penetrasi (Jantarat et al., 2018). Hal ini menunjukkan
bahwa penetrasi piperin secara per kutan cukup baik sehingga piperin dapat dijadikan kandidat
obat pada penghantaran transdermal.

Penggunaan rute transdermal memiliki keuntungan yaitu menurunkan fluktuasi kadar obat
dalam darah dan menurunkan efek samping obat. Akan tetapi adanya stratum korneum pada
kulit menyebabkan hambatan bagi absorbsi obat transdermal. Salah satu metode untuk
meningkatkan jumlah obat terabsorbsi dengan menggunakan peningkat transpor. Peningkat
transpor yang lazim digunakan adalah surfaktan. Secara umum, surfaktan meningkatkan
penetrasi obat dengan beberapa mekanisme antara lain: meningkatkan fluiditas lipid,
berinteraksi dengan keratin, mengubah permeabilitas kulit dengan beraksi pada fillamen heliks
pada stratum corneum. Beberapa surfaktan yang umum digunakan antara lain adalah Na lauril
sulfat, Tween 80 dan isopropil miristat (Pandey, 2014; Som et al., 2012). Tujuan penelitian ini
adalah untuk mengetahui pengaruh beberapa peningkat penetrasi terhadap efek analgesik
ekstrak etanol buah Piper nigrum L dalam bentuk patch transdermal.

2. METODE
Bahan
Ekstrak etanol buah Piper nigrum L. (Materia Medika Indonesia, Batu Malang, Jawa

Timur), HPMC, natrium lauril sulfat, Tween 80, isopropyl myristat, propylenglycol, water for
injection (PT. Otsuka Indonesia). Semua bahan kimia yang digunakan memiliki derajat farmasi.

Hewan Coba
Mencit jantan (Mus musculus) berusia antara 6-8 minggu dengan berat badan sekitar 20-30 gram

(Pusat Veteriner Farma Surabaya).

Metode

Pembuatan ekstrak

Ekstrak diperoleh dari 400 g buah kering lada hitam dimaserasi dalam 2 L alkohol 60%,
kemudian disaring dan dipekatkan dengan evaporator selama 2 jam hingga diperoleh ekstrak
cair 65 ml.

Pembuatan patch topical ekstrak etanol lada hitam (Piper nigrum L.)
Tabel 1. Komposisi patch ekstrak etanol lada hitam (Piper Nigrum L.)

Komposisi K () F1 F2 F3 F4
Piper nigrum L. extract - 28¢g 2849 28¢g 28¢g
HPMC 2% 2% 2% 2% 2%
Na lauril sulfat - - 5% - -
Tween 80 - - - 5% -
Isopropyl myristat - - - - 6%
Propylenglycol 2ml 2ml 2ml 2mi 2mi
Aguadest ad 30 ml 30 ml 30 ml 30 ml 30 ml

Kontrol (+): Paracetamol p.o dengan dosis 500 mg/kgBB

Formula patch transdermal ekstrak buah Piper nigrum sesuai dapat dilihat pada Tabel 1.
HPMC dilarutkan dalam air dan didiamkan selama 24 jam, kemudian ditambahkan berturut
turut propilenglikol, ekstrak Piper nigrum L, enhancer dan water for injection. Larutan dituang
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ke dalam cawan petri dan didiamkan selama 24 jam hingga seluruh gelembung udara tidak ada.
Larutan dioven pada suhu 40°C selama 48 jam. Lembaran patch dipotong 1 x 1 cm untuk
ditempel pada punggung mencit.

Evaluasi mutu fisik sediaan patch

Evaluasi mutu fisik sediaan meliputi aerasi, tekstur permukaan, kerutan, warna, kejernihan,
ketahanan lipat dan moisture content. Uji ketahanan lipat dilakukan dengan cara berulang kali
melipat patch dengan ukuran film (2 cm x 2 cm) di tempat yang sama sampai patah atau dilipat
300 kali secara manual. Jumlah lipatan di tempat yang sama tanpa menyebabkan film patah
adalah nilai daya tahan lipat (Garala et al., 2009). Uji kandungan air dilakukan dengan cara film
ditimbang secara individual dan disimpan dalam desikator yang mengandung silica pada suhu
kamar selama 24 jam. Persentase kadar air dihitung sebagai perbedaan antara berat awal dan
akhir sehubungan dengan bobot akhir. Syarat kandungan air yang dikehendaki yaitu 1-10 %
(Garala et al., 2013).

Adaptasi hewan coba

Mencit berjumlah 24 ekor yang belum pernah digunakan pada penelitian sebelumnya, diambil
dengan sistem acak dengan cara diundi, sehat, dan mempunyai aktivitas normal. Sebelum digunakan
dalam penelitian, mencit tersebut diadaptasikan selama 2 minggu dengan kondisi sama dengan
perlakuan. Hewan dinyatakan sehat dan dapat digunakan untuk penelitian apabila tidak menunjukkan
gejala-gejala sakit dan penurunan berat badan tidak lebih dari 10% berat awal. Mencit dipuasakan
selama 12 jam dengan tetap diberikan air minum sebelum percobaan.

Uji analgesik

Mencit diinduksi dengan asam asetat 0,1 ml secara intraperitoneal sehingga timbul respons
motorik berupa geliat (writhing). Patch sesuai formula (F1-F4 dan kontrol negatif) ditempelkan
pada perut mencit yang telah dicukur bulunya. Pada kelompok kontrol positif, mencit
mendapatkan parasetamol secara per oral. Mencit diamati selama 6 jam dan dihitung jumlah
geliat setiap 15 menit.

Pengambilan cairan peritoneum dan sampel makrofag

Mencit yang telah di euthanasia diletakkan dalam posisi terlentang, kulit bagian perut
dibuka dan dibersihkan dengan alkohol 70% kemudian disuntikkan 1 ml aquadest ke dalam
rongga peritoneum, abdomen mencit dipijat kemudian rongga peritoneal dibuka dan cairan
peritoneum mencit diambil. Cairan peritoneum yang diperoleh digunakan sebagai apusan
makrofag yang akan diamati (Zhang et al., 2008).

Penentuan jumlah makrofag

Penentuan jumlah makrofag dilakukan dengan membuat apusan cairan peritoneal, preparat
diwarnai dengan wright stain dan diamati dibawah mikroskop dengan perbesaran 400x dan
dilakukan perhitungan makrofag (Zhang et al., 2008).

Analisis Data

Data yang diperoleh dari pengamatan jumlah geliat dan makrofag yang telah teramati diuji
dengan metode statistik parametrik. Analisa data dilakukan dengan analisa varian (ANOVA)
dengan menggunakan uji fisher. Apabila terdapat perbedaan bermakna (p<0,05) maka
dilanjutkan dengan uji jarak berganda Duncan. Analisis data dilakukan dengan menggunakan
software SPSS versi 16.0.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil evaluasi penampilan fisik patch masing-masing formula meliputi aerasi, tekstur

permukaan, kerutan, warna, kejernihan, ketahanan lipat dan kadar air dapat dilihat pada Tabel 2.
Secara umum, uji mutu fisik sediaan patch telah memenuhi persyaratan.
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Tabel 2. Evaluasi sediaan patch ekstrak etanol lada hitam (Piper nigrum L.).

Parameter K () F1 F2 F3 F4
Aerasi Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada
Tekstur Halus Halus Halus Halus Halus
Kerutan Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada Tidak ada
Warna Bening Coklat Coklat Coklat Coklat

Kejernihan Transparant  Translucent  Translucent  Translucent  Translucent
Folding >300 >300 >300 >300 >300

endurance

Moisture 736025 436+1.76 6,18 £ 3,48 5.3+ 2.04 29+04

content (%)
Bobot/cm2 (g) 0.029 +£0.001 0.031+0.002 0,042+ 0,005 0.033+0.003 0.035+ 0.005
Ketebalan 0.44+0.012 0.50+0.005 0,58+0,009 0.50+0.004 0.51=+0.007
(mm)

Hasil uji efek analgesik
Hasil uji analgesik patch ekstrak etanol lada hitam dapat dilihat pada Tabel 3 dan Gambar

1. Pada menit ke 15, merupakan titik awal geliat tikus setelah diinduksi asam asetat. Secara
statistik, tidak terdapat perbedaan yang signifikan pada jumlah geliat pada menit ke-15,
menunjukkan bahwa seluruh kelompok tikus memberikan respon yang sama pada injeksi asam
asetat. Pengamatan jumlah geliat selanjutnya dilakukan setiap 15 menit. Pada menit ke-30,
pemberian paracetamol oral mulai menurunkan jumlah geliat tikus dan berbeda secara
signifikan dengan kelompok perlakuan lainnya. Pada menit ini, mula kerja obat (onset of action)
paracetamol oral sudah dimulai, sedangkan pada kelompok perlakuan dengan pemberian patch
dan kontrol negatif belum dimulai. Mula kerja obat untuk patch transdermal ekstrak piper
nigrum dimulai pada menit ke-45, baik dengan penambahan enhancer atau tanpa enhancer.

Perbedaaan jumlah geliat yang tidak signifikan antara paracetamol oral dengan patch
ekstrak lada hitam dimulai pada menit ke-120 yaitu pemberian F2 yang menggunakan enhancer
Na lauril sulfat, diikuti F3 dengan enhancer Tween 80 dan F4 dengan enhancer isopropil
miristat. Pada kelompok perlakuan dengan pemberian patch tanpa ekstrak (kontrol negatif),
masih terjadi sejumlah geliat tikus hingga akhir pengamatan atau menit ke 180.

Tabel 3. Hasil perhitungan rerata jumlah geliat mencit

Waktu Geliat mencit (rerata) + SD

(menit 4 K () F1 F2 F3 F4
ke-)
10 4520x6,64 41.40+5.41 40.00%3.67 39.20+4.32 40.20+4.20 33.80+21.81
15 64.00+£3.53* 62.80+7.12% 62.80+7.12% 61.60 + 4.22% 56.00 + 6.51° 68.00 = 6.78%
30 32.40+8.20% 64.20 + 22.20° 64.80 +11.3449.00 + 2.12* 60.60 + 8.82" 48.60 + 7.43%
45 2260+896 59.40+17.14 51.60+9.94 39.80+3.56 51.40+5.81 36.00%6.28
60 8.40 £5.12% 59.40 + 10.96° 46.60 + 10.169 33.80 + 4.32¢ 27.00 + 6.59° 32.60 + 6.54°
75 0.00£0.00 46.20+£9.27 28.60+5.55 27.20+5.22 20.40+3.64 22.60£7.56
105 0.00£0.00 31.00+£809 15.60x512 500187 8.80x1.64 10.006.96
120  0.00 £0.00* 29.00 +8.09° 13.80+3.19° 0.00 +0.00* 2.40+2.50®° 2.00 + 2.46°
135 0.00+0.00 27.40+12.32 10.60x2.79 0.00+0.00 0.00%x0.00 0.00+0.00
150 0.00+x0.00 2480+9.31 9.20+2.28 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
165 0.00+x0.00 20.80+6.38 4.00+158 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
180 0.00+0.00*° 15.00+4.47° 0.00+0.00® 0.00+0.00* 0.00+0.00*® 0.00 + 0.00°
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Keterangan: Subscribe yang berbeda menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok perlakuan hanya
dalam satu baris
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—4—Paracetamol p.o —#=K(-) F1 F2 =—f=F3 —e—F4

Jumlah geliat

Gambar 1. Grafik jumlah geliat mencit versus waktu

Berdasarkan data tersebut, penambahan peningkat transpor pada formula patch terbukti
dapat meningkatkan efek analgesik pada hewan coba. Peningkat transpor Na lauril sulfat dapat
meningkatkan efek analgesik lebih baik dibandingkan penggunaan peningkat transpor Tween 80
dan isopropil miristat. Natrium lauril sulfat merupakan surfaktan yang bersifat anionik yang
cenderung lebih efektif dibandingkan peningkat transpor yang bersifat kation maupun nonionik
dalam meningkatkan penetrasi molekul target ke dalam kulit, sedangkan Tween 80 dan
isopropil miristat termasuk surfaktan nonionik. Peningkat transpor anionik bekerja melalui
ikatan yang kuat dengan keratin dan lipid. Peningkat transpor anionik juga mengubah
permeabilitas kulit dengan cara bekerja pada filamen heliks dan stratum corneum yang akan
mengakibatkan terjadinya perpanjangan filamen dari keratin, sehingga terjadi perluasan
membran yang akan meningkatnya permeabilitas (Pandey, 2014). Sedangkan peningkat transpor
nonionik secara umum bekerja dengan dua cara, yaitu meningkatkan fluiditas atau mengekstrak
gugus lipofilik stratum korneum, dan berikatan dengan filamen keratin sehingga mungkin
menyebabkan gangguan dalam korneosit.

Berdasarkan gambar 1, tampak bahwa mula kerja (onset of action) piperin dalam sediaan
patch transdermal lebih lambat dibandingkan sediaan per oral paracetamol. Sediaan per oral
paracetamol menghasilkan jumlah geliat O pada menit ke 70, sedangkan sediaan transdermal
piperin dengan peningkat trasnpor Na lauril sulfat pada menit ke 120 baru menghasilkan geliat
yang tidak berbeda signifikan dengan paracetamol per oral. Hal ini sejalan dengan penelitian
sebelumnya yang menyatakan bahwa profil kadar obat dalam darah sediaan transdermal
menyerupai obat oral lepas lambat, dimana mula kerja obat berjalan Iebih lama dibandingkan
dengan sediaan per oral (Yamamoto et al., 2017). Berdasarkan hal ini, maka sediaan patch
trandermal tidak sesuai bila diinginkan pengobatan dengan mula kerja cepat, tetapi lebih sesuai
untuk pemeliharan saja.

Hasil perhitungan rerata makrofag mencit
Hasil perhitungan rerata makrofag mencit yang telah di induksi asam asetat 1% dan

diberikan perlakuan dapat dilihat pada Gambar 2 dan Tabel 4. Berdasarkan pengamatan jumlah
makrofag setelah menit ke 180, jumlah terbanyak terdapat pada sampel cairan peritonium dari
kelompok kontrol negatif, diikuti patch lada hitam tanpa enhancer, patch dengan enhancer
Tween 80 dan isopropil miristat, kemudian patch dengan enhancer Na lauril sufat dan kontrol
positif paracetamol per oral. Bila dibandingkan dengan kontrol negatif, pemberian ekstrak
etanol lada hitam dapat menurunkan jumlah makrofag pada mencit yang di induksi dengan asam
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asetat sebagai penginduksi nyeri dan zat asing pada mencit. Tidak terdapat perbedaan bermakna
antara jumlah makrofag pada patch dengan enhancer Na lauril sulfat dengan pemberian
paracetamol oral. Hasil pengamatan jumlah makrofag ini sejalan dengan temuan efek analgesik
pada menit ke 180.

@ ©) ®
Gambar 2. Karakteristik morfologi makrofag dari cairan peritoneum: (a) Kontrol positif; (b)
kontrol negatif; (c) F1; (d) F2; (e) F3; (f) F4

Tabel 4. Perhitungan rerata jumlah makrofag
K (+) K(-) F1 F2 F3 Fa
29,7+8,1* 146,9+505° 90,2+27,1° 39,6+8,6%° 429+152% 422+11,6®

Keterangan: Subscribe yang berbeda menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok perlakuan

Pemberian asam asetat sebagai induktor nyeri pada tikus sampai pada menimbulkan reaksi
inflamasi lokal, Respons inflamasi ini sebagian besar didorong oleh infiltrasi makrofag yang
mengekspresikan enzim cyclooxygenase-2 (COX-2). COX-2 mensintesis PGE2, dan sebagai
tambahan, makrofag melepaskan berbagai sitokin dan kemo lainnya.. Tikus menunjukkan
perilaku rasa sakit hipersensitif progresif dalam bentuk menggeliat mencapai maksimum sekitar
8 hari (Saleem et al., 2019).

Hasil pemberian patch transdermal ekstrak buah lada hitam (Piper nigrum L) pada tikus
menunjukkan pengurangan yang signifikan pada jumlah makrofag yang berarti pula penurunan
COX-2 dan ekstrasel PGE2 di daerah nyeri inflamasi. Hal demikian ditunjukkan oleh
berkurangnya jumlah geliat yang merupakan manifestasi klinis dari nyeri dan inflamasi.
Menurunnya jumlah makrofag pada pemberian patch transdermal ekstrak etanol lada hitam
menunjukkan bahwa ekstrak lada hitam dapat menurunkan radang pada tikus. Piperin memiliki
efek analgesik dan antiinflamasi karena piperin menghambat aktivitas cyclooxygenase (COX)
dan 5-lypoxygenase terhadap asam arakidonat sehingga jumlah prostaglandin menurun (Saleem
et al., 2019).

4. KESIMPULAN
Penggunaan peningkat transpor Na lauril sulfat 5%, Tween 80 5% dan isopropil miristat

6% dapat meningkatkan efek analgesik patch transdermal ekstrak buah lada hitam (Piper
nigrum L) pada mencit dengan menggunakan metode geliat.
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