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Abstract 

Asiaticoside is an active compound in pegagan leaves (Centella asiatica L.) with low solubility and a relatively high 

molecular weight, which may limit its absorption. This study aimed to determine the effect of a Self-Nanoemulsifying 

Drug Delivery System (SNEDDS) on the permeability of asiaticoside from the ethanolic extract of pegagan leaves using 

everted gut sac method. The study used 10 male rats divided into two groups: extract with SNEDDS and extract without 

SNEDDS. The concentration of asiaticoside in the serosal fluid was determined using high-performance liquid 

chromatography. The permeability coefficient was 3.13 × 10⁻³ cm/min in the SNEDDS group and 0.74 × 10⁻³ cm/min in the 

group without SNEDDS, with an enhancement ratio of 3.97. The lag time was 18.17 minutes for the SNEDDS group and 

22.42 minutes for the group without SNEDDS. Data were analyzed using the Shapiro–Wilk normality test, followed by 

non-parametric tests. However, the Mann–Whitney test results indicated no significant difference between the SNEDDS 

group and the extract-only group regarding permeability or lag time (p > 0.05). These non-significant results were likely 

due to high inter-individual variability among the test animals and the relatively small sample size. Thus, while the 

SNEDDS system showed a descriptive trend toward increased permeability and reduced lag time for asiaticoside, this 

effect was not supported by statistically significant evidence under the conditions of this study. 
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Abstrak 

Asiaticoside merupakan senyawa aktif daun pegagan (Centella asiatica L.) yang memiliki kelarutan rendah dan bobot 

molekul relatif tinggi sehingga dapat membatasi absorpsinya. Penelitian ini bertujuan mengetahui pengaruh Self-

Nanoemulsifying Drug Delivery System (SNEDDS) terhadap permeabilitas asiaticoside ekstrak etanol pegagan menggunakan 

metode usus terbalik. Penelitian dilakukan pada 10 ekor tikus putih jantan yang dibagi menjadi kelompok ekstrak dengan 

SNEDDS dan ekstrak tanpa SNEDDS. Kadar asiaticoside pada cairan serosal ditentukan menggunakan kromatografi cair 

kinerja tinggi. Hasil penelitian menunjukkan nilai permeabilitas kelompok SNEDDS sebesar 3,13 × 10⁻³ cm/menit, 

sedangkan kelompok tanpa SNEDDS sebesar 0,74 × 10⁻³ cm/menit, dengan enhancement ratio sebesar 3,97. Nilai lag time 

kelompok SNEDDS sebesar 18,17 menit dan kelompok tanpa SNEDDS sebesar 22,42 menit. Data dianalisis menggunakan 

uji normalitas Shapiro–Wilk, kemudian dilanjutkan dengan uji nonparametrik. Namun, hasil uji Mann–Whitney 

menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok SNEDDS dan ekstrak tanpa SNEDDS 

pada parameter permeabilitas maupun lag time (p > 0,05). Hasil yang tidak signifikan tersebut diduga disebabkan oleh 

tingginya variabilitas antarindividu pada hewan uji, serta jumlah sampel yang relatif kecil. Dengan demikian, sistem 

SNEDDS menunjukkan kecenderungan meningkatkan permeabilitas dan penurunan lag time asiaticoside secara 

deskriptif, tetapi efek tersebut belum didukung oleh bukti statistik yang signifikan pada kondisi penelitian ini. 
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Pendahuluan 

Pegagan (Centella asiatica (L.) Urb.) merupakan salah satu tanaman obat yang banyak digunakan di 

berbagai negara. Tanaman ini dikenal sebagai gotu kola atau Indian pennywort dalam bahasa Inggris, sedangkan 

di Indonesia dikenal dengan nama pegagan [1]. Asiaticoside merupakan salah satu senyawa triterpenoid 

glikosida yang terdapat dalam ekstrak tanaman pegagan [2]. Daun pegagan mengandung asiaticoside dalam 

jumlah yang relatif tinggi dan telah banyak dimanfaatkan dalam pengobatan tradisional, terutama untuk 

penyembuhan luka dan perbaikan fungsi kulit, serta diketahui memiliki efek antiinflamasi [3,4]. Penelitian 

sebelumnya menunjukkan bahwa pemberian oral asiaticoside ekstrak daun pegagan pada tikus berpotensi 

membantu pengelolaan diabetes melalui mekanisme peningkatan sekresi insulin dan pencegahan kerusakan 

sel pankreas akibat hiperglikemia [5]. Namun, asiaticoside memiliki sifat fisikokimia yang dapat menjadi 

kendala dalam penghantaran secara oral berupa bobot molekul yang besar, yaitu 959,12 g/mol serta sifatnya 

yang polar [6]. Karakteristik asiaticoside tidak memenuhi kriteria drug-likeness suatu senyawa untuk 

penggunaan oral berdasarkan aturan Lipinski “Rule of Five” yaitu bobot molekul ≤500 g/mol, jumlah hydrogen 

bond acceptor ≤10, hydrogen bond donor ≤5, dan LogP ≤5 [7]. Bobot molekul yang besar dan polaritas yang tinggi 

dapat membatasi kemampuan asiaticoside untuk melewati membran biologis, sehingga dapat berpotensi 

menghambat absorpsi oral serta pengembangan asiaticoside dalam suatu formulasi [6]. Oleh karena itu, 

diperlukan sistem penghantaran obat yang dapat meningkatkan kelarutan, disolusi, dan permeabilitas 

asiaticoside untuk mendukung absorpsinya secara oral. Salah satu pendekatan yang dapat digunakan adalah 

Self-Nanoemulsifying Drug Delivery System (SNEDDS). 

SNEDDS merupakan sistem penghantaran obat berbasis lipid berupa campuran isotropik yang terdiri 

atas minyak, surfaktan, dan ko-surfaktan yang secara spontan membentuk emulsi berukuran nano ketika 

berinteraksi dengan fase air, dengan ukuran droplet umumnya berkisar antara 20–200 nm [8]. SNEDDS 

digunakan sebagai pendekatan formulasi untuk obat yang memiliki kelarutan rendah karena mampu 

memperbaiki kelarutan serta laju disolusi obat, mempertahankan obat dalam keadaan terlarut, serta 

meningkatkan permeabilitas dan absorpsi sehingga berpotensi meningkatkan bioavailabilitas obat [9]. Pada 

penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa sistem nanoemulsi dapat digunakan untuk mengatasi 

keterbatasan formulasi senyawa hidrofobik pada kombinasi nanoemulsi basis gel [10]. Selain itu, penggunaan 

SNEDDS sebagai sistem penghantaran berbasis lipid dilaporkan memiliki potensi untuk digunakan pada 

senyawa yang larut dalam air [11]. 

Uji permeabilitas adalah suatu metode pengujian untuk mengevaluasi kemampuan dan laju suatu obat 

dalam melewati membran biologis, khususnya pada membran usus, yang dapat menggambarkan 

kemampuan obat untuk mengalami absorpsi [12]. Penggunaan sediaan nanopartikel dapat meningkatkan 

bioavailabilitas karena kandungan minyak dan surfaktan dalam formulasi dapat meningkatkan permeabilitas 

suatu obat [13]. Parameter utama yang diukur termasuk koefisien permeabilitas dan lag time, digunakan untuk 

menilai efektivitas penyerapan [13]. Penelitian ini bertujuan untuk menguji dan mengevaluasi pengaruh 

formulasi SNEDDS terhadap koefisien permeabilitas (Pm) dan lag time pada asiaticoside ekstrak etanol daun 

pegagan dibandingkan dengan ekstrak tanpa SNEDDS berdasarkan pengukuran menggunakan metode usus 

terbalik. Dengan memahami dan mengevaluasi permeabilitas membran terhadap suatu obat, dapat terancang 

formulasi obat yang lebih baik serta meningkatkan efektivitasnya, sehingga diharapkan dapat memberikan 

kontribusi besar dalam pengembangan terapi yang lebih aman dan efektif. 
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Metode Penelitian 

Alat dan Bahan 

Pada penelitian ini digunakan beberapa alat diantaranya yaitu, HPLC UV-Vis (Vanquish Thermo 

Scientific™), kolom Purospher® STAR RP-18 endcapped (5 μm) Hibar® RT 150-4.6, centrifuge (Eppendorf™ 

5430 Microcentrifuge), perangkat alat uji permeabilitas metode usus terbalik tabung Crane and Wilson 1958 

modifikasi Yuwono 1987, water baths (Memmert) dan sonikator (Branson). Adapun bahan yang digunakan 

untuk analisis antara lain, marker standar analisis asiaticoside (Solarbio), acetonitrile HPLC grade (Merck), water  

HPLC grade (Fisher), cairan serosal NaCl 0,9%, cairan mukosal usus buatan (AIF) yang terdiri dari serbuk 

MgCl₂ p.a. (Merck), CaCl₂ p.a. (Merck), NaCl p.a. (Merck), NaHCO₃ p.a. (Merck), KCl p.a. (Merck) dan 

akuades [14]. Tikus putih jantan berumur 2-3 bulan dengan berat badan 200-300 gram.  

 

Sampel 

Sampel yang digunakan adalah formulasi asiaticoside ekstrak etanol daun pegagan dan formulasi 

asiaticoside ekstrak etanol daun pegagan dalam SNEDDS yang telah dilaporkan sebelumnya [15]. Komponen 

SNEDDS dipilih dari formula terbaik terdiri dari minyak kedelai, Tween 20 (Sigma Aldrich) dan PEG 400 

(Sigma  Aldrich) dengan perbandingan 5:4:1 [15]. 

 

Persiapan Hewan Uji 

Sebanyak 10 ekor tikus putih jantan galur Wistar yang telah di aklimatisasi selama 7 hari dengan berat 

badan antara 180-300 g dialokasikan secara arbitrarily ke dalam dua kelompok perlakuan (n=5), yaitu 

kelompok perlakuan ekstrak etanol daun pegagan dengan SNEDDS dan ekstrak etanol daun pegagan tanpa 

SNEDDS [14]. 

 

Persetujuan Etik 

Penelitian ini telah memenuhi prinsip etik sesuai dengan Deklarasi Helsinki 1975, Council for 

International Organizations of Medical Sciences (CIOMS) dan World Health Organization (WHO) tahun 2016. 

Persetujuan etik (Ethical Clearance) telah disetujui oleh Komisi Etik Penelitian Kesehatan (KEPK) Fakultas 

Kedokteran Universitas Muhammadiyah Surakarta, diterbitkan pada tanggal 13 Januari 2026 

No.6082/A.1/KEPK-FKUMS/I/2026. 

 

Pembuatan Formulasi Ekstrak Etanol Daun Pegagan 

Daun pegagan (Centella asiatica L.) dikeringkan dalam oven (Memmert) dengan suhu 35–40°C selama 

dua hari, selanjutnya dihaluskan menggunakan  blender  untuk memperoleh serbuk  simplisia [15]. Sebanyak 

250 g serbuk simplisia direndam dalam 2,5 L etanol 96% untuk proses ekstraksi selama tiga hari, kemudian 

dilakukan remaserasi selama tiga hari [15]. Hasil maserasi selanjutnya disaring menggunakan kertas saring 

dengan corong Buchner. Filtrat yang diperoleh kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator 

(Heidolph L-4000) untuk menghilangkan pelarut, selanjutnya dilakukan pengentalan menggunakan tangas 

air hingga diperoleh ekstrak yang lebih kental [15]. 

 

Pembuatan Formulasi SNEDDS Ekstrak Etanol Daun Pegagan  

Ekstrak daun pegagan sebanyak 200 mg dicampurkan ke dalam lima mililiter SNEDDS yang terdiri 

dari komponen minyak kedelai, Tween 20, dan PEG 400 dengan perbandingan 5:4:1 yang telah dioptimasi 

pada penelitian sebelumnya [15]. Campuran kemudian dihomogenkan menggunakan vortex selama 5 menit 

dan dilanjutkan dengan proses sonikasi selama 5 menit. Selanjutnya, campuran didiamkanselama 5 menit 

hingga suhu air mencapai 45°C. Tahapan tersebut dilakukan sebanyak tiga kali [15]. 

 

Penetapan Kadar  

Dibuat larutan stok asiaticoside konsentrasi 10 mg/mL dari standar primer 5 mg dilarutkan dengan 0,5 

mL DMSO. Dilakukan pengenceran bertingkat dari larutan stok hingga diperoleh seri konsentrasi 0,39; 0,781; 

1,5625; 3,125; 6,25 ppm menggunakan pelarut acetonitril;air (60:40) yang telah di degass. Larutan kemudian 

disaring menggunakan filter PTFE 0,2 µm [15]. Pembuatan kurva baku dilakukan dengan menginjeksikan 10 

µL seri konsentrasi standar dengan HPLC reversed-phase menggunakan kolom RP-18, pelarut acetonitril:air 

(60:40), kecepatan alir 1 mL/menit, dan deteksi UV pada 214 nm [15]. Data luas area yang diperoleh dianalisis 

regresi linear sebagai untuk mendapatkan persamaan kurva baku [15].  
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100 mg ekstrak pegagan tanpa SNEDDS, dilarutkan menggunakan pelarut metanol p.a. hingga 10 mL 

dan disonikasi selama 10-15 menit agar terlarut sempurna [15]. Selanjutnya, lima mililiter SNEDDS ekstrak 

pegagan disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. Sebanyak 3 mL supernatan dipindahkan 

ke dalam labu ukur 10 mL dan diencerkan dengan pelarut [15]. Masing-masing diinjeksikan ke dalam HPLC. 

Konsentrasi yang dihasilkan kemudian dikonversi menjadi kadar asiaticoside ekstrak dengan SNEDDS dan 

ekstrak tanpa SNEDDS. 

 

Validasi Metode  

Dilakukan validasi metode menggunakan standar asiaticoside dalam spike cairan serosal NaCl 0,9% 

dengan mengambil 50 µL cairan serosal dimasukkan ke dalam larutan standar asiaticoside sebanyak 200 µL 

pada masing-masing seri konsentrasi [16]. Campuran tersebut selanjutnya divortex pada kecepatan 3000 rpm 

selama 1 menit, dan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit untuk mengendapkan 

protein. Larutan kemudian disaring menggunakan filter PTFE 0,2 µm. Preparasi spike tersebut kemudian 

dijadikan sampel dalam proses validasi metode yang mencakup parameter spesifitas, linearitas, LOD/LOQ, 

akurasi, dan presisi.  

 

Uji Permeabilitas Dengan Metode Usus Terbalik 

Uji permeabilitas dilakukan dengan metode usus terbalik. Tikus dipuasakan selama 24 jam dengan 

diberi minum [14]. Tikus kemudian dilakukan eutanasia dengan metode dislokasi servikal untuk memastikan 

kematian dengan tidak adanya denyut jantung dan refleks [17]. Kemudian dilakukan pembedahan perut 

sepanjang linea media hingga di atas diafragma [14]. Usus diambil dari segmen jejunum, dipotong usus 15 

cm di bawah pilorus dan 20 cm di bawahnya dipotong untuk uji dan dibagi 2 sepanjang 10 cm [14]. Usus 

dibalik menggunakan batang plastik sehingga bagian mukosal berada di luar, kemudian dibersihkan dengan 

cairan NaCl 0,9% [14]. Ujung usus di pasangkan pada alat dan diikat dengan benang [14].  

Sebanyak 1,5 mL cairan NaCl 0,9% diisikan ke dalam usus melalui kanula [14]. Rangkaian usus 

dimasukkan ke dalam tabung yang berisi cairan mukosal (AIF) 75 mL [14]. Sistem diinkubasi di dalam tangas 

air pada suhu 37⁰C. Selama percobaan, oksigen dialirkan ke dalam cairan mukosal melalui pipa dengan 

kecepatan 100 gelembung per menit. Seluruh bagian usus dijaga agar terendam dalam cairan mukosal [14]. 

Pengambilan sampel dilakukan dengan mengambil 1 mL cairan serosal dari alat ke tabung mikro, kemudian 

diisi kembali usus dengan 1 mL cairan serosal [14]. Cairan serosal diambil pada menit ke 15, 30, 45, 60, 75, 90, 

105 dan 120 [14]. Sampel diputar 10.000 rpm selama 10 menit untuk mengendapkan partikel. Pengambilan 

sampel dilakukan di Laboratorium Farmakologi, Fakultas Farmasi, Universitas Muhammadiyah Surakarta 

pada bulan Juli 2026. Sampel kemudian disaring menggunakan filter membran PTFE dan diinjeksikan ke 

sistem HPLC.  

 

Analisa Data 

Pengolahan data permeabilitas dilakukan berdasarkan hasil analisis HPLC-UV. Luas area puncak 

asiaticoside dikonversi menjadi konsentrasi (𝐶𝑠) menggunakan persamaan regresi linear kurva baku, yaitu  

𝐶𝑠 =
(𝑦 − 𝑏)

𝑎
 (1) 

dengan 𝑦 sebagai luas area, 𝑎 sebagai slope, dan 𝑏 sebagai intercept [14]. Jumlah kumulatif asiaticoside 

yang berpermeasi (𝑄) dihitung dengan memperhitungkan pengambilan sampel secara berkala menggunakan 

persamaan, 

𝑄𝑛 = 𝐶𝑛𝑉𝑟 + 𝑉𝑠 ∑ 𝐶𝑖

𝑛−1

𝑖=1

 (2) 

dengan 𝑉𝑟  sebagai volume kompartemen serosal dan 𝑉𝑠 sebagai volume sampel yang diambil [14]. Luas 

permukaan usus (𝐴) dihitung menggunakan persamaan, 
𝐴 =  𝜋𝑑𝐿 (3) 

dengan 𝑑 sebagai diameter usus dan 𝐿 sebagai panjang usus [14]. Selanjutnya rasio 𝑄/𝐴 dari masing-

masing replikasi hewan uji pada setiap kelompok diplot terhadap waktu dan dianalisis dengan regresi linear 

pada bagian kurva baku yang linear [14]. Koefisien permeabilitas (𝑃𝑚) dihitung berdasarkan perbandingan 

slope terhadap konsentrasi awal donor (𝐶𝑔) menggunakan persamaan, 

𝑃𝑚 =
𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒

𝐶𝑔
 (4) 

sedangkan lag time dihitung berdasarkan persamaan, 
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𝑡𝑙𝑎𝑔 = −
𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑐𝑒𝑝𝑡

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒
 (5) 

Nilai 𝑃𝑚 dinyatakan dalam cm/menit dan lag time dalam menit [14]. Data hasil penelitian dari kedua 

kelompok uji (n=5), selanjutnya dianalisis menggunakan perangkat lunak SPSS versi 26.0 (tahun 2019) dengan 

pengujian normalitas uji Shapiro-Wilk dan uji homogenitas. Data yang memenuhi asumsi distribusi normal 

dan homogenitas dianalisis lebih lanjut menggunakan Independent sample t-test, sedangkan data yang tidak 

memenuhi asumsi normalitas dianalisis menggunakan uji non-parametrik Mann-Whitney pada tingkat 

signifikansi 95% (p < 0,05). 

 

Hasil dan Pembahasan 

Hasil Penetapan Kadar Ekstrak dan SNEDDS Ektrak dengan Kurva Baku Standar Asiaticoside 

Penetapan kadar menggunakan kurva baku standar asiaticoside dalam 100 mg ekstrak daun pegagan 

menunjukkan kadar sebesar 0,03 ± 0,001 mg (0,0266% b/b, n=3) dan kadar asiaticoside dalam 1 mL SNEDDS 

adalah sebesar 0,12 ± 0,009 mg (4,033 ppm, n=3). 

 

Pembuatan Kurva Baku Analisis Spike Asiaticoside dalam Cairan Serosal NaCl 0,9% 

Kurva baku area asiaticoside standar dalam spike larutan serosal NaCl 0,9% dibuat untuk menetapkan 

kadar asiaticoside terabsorpsi dan larut dalam cairan serosal (NaCl 0,9%) pada kompartemen akseptor pada 

percobaan uji permeabilitas dengan metode usus terbalik. Aspek yang divalidasi adalah spesifisitas, linieritas, 

akurasi, presisi, limit of detection (LOD) dan limit of quantitation (LOQ).  

 

1) Spesifisitas 

Spesifitas dilakukan dengan membandingkan kromatogram blank cairan serosal (NaCl 0,9%), 

asiaticoside standar, asiaticoside standar dalam spike cairan serosal (NaCl 0,9%), SNEDDS ekstrak etanol daun 

pegagan dan ekstrak etanol daun pegagan untuk memastikan tidak ada interferensi pada waktu retensi 

asiaticoside. Kromatogram menunjukkan adanya puncak asiaticoside pada waktu retensi yang sesuai, 

sementara pada kromatogram blanko cairan serosal tidak memperlihatkan adanya puncak yang mengganggu 

pada waktu retensi tersebut Gambar 1. Berdasarkan hasil tersebut, tidak terdapat interferensi pada komponen 

matriks terhadap puncak asiaticoside, sehingga metode memenuhi parameter spesifisitas dan dapat 

dilanjutkan ke tahap validasi berikutnya. 

 

 
(a) 

 
(b) 

 
(c) 

 
(d) 

 
(e) 

Gambar 1. Kromatogram HPLC dari (a) Blank Cairan Serosal (NaCl 0,9%), (b) Asiaticoside Standar 0,39 ppm, 

(c) Asiaticoside Standar 0,39 ppm dalam Spike Cairan Serosal (NaCl 0,9%), (d) SNEDDS Ekstrak Etanol Daun 

Pegagan dan (e) Ekstrak Daun Pegagan. 

 

2) Linearitas 

Linearitas dilakukan dengan 3 replikasi dan dinyatakan diterima apabila R²≥0,99 yang menandakan 

bahwa metode dapat diterapkan untuk berbagai konsentrasi analit. Hasil persamaan kurva baku pada rentang 
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konsentrasi 0,39; 0,781; 1,5625; 3,125; 6,25 ppm menghasilkan harga koefisien regresi sebesar 0,9998 dan 

diperoleh persamaan 𝑦 = 110963𝑥 + 5781,7 seperti tercantum pada Gambar 2, sehingga persamaan tersebut 

dinilai memenuhi kriteria untuk digunakan dalam analisis penetapan kadar asiaticoside dalam sampel. 

 

 
Gambar 2. Kurva Baku Standar Asiaticoside dalam Spike NaCl 0,9%. (n=3). 

 
3) Akurasi 

Akurasi dilakukan dengan tiga level yaitu low, mid dan high. Presentase target 100% diambil dari titik 

tengah atas konsentrasi yaitu 3,125 ppm. Masing-masing level diinjeksikan ke sistem HPLC sebanyak 3 

replikasi. Area yang diperoleh kemudian dihitung kadar terukur untuk memperoleh nilai %recovery. Pada 

konsentrasi rendah diperoleh nilai recovery sebesar 100,05%, pada konsentrasi tengah diperoleh recovery 

sebesar 101,79% dan pada konsentrasi tinggi sebesar 99,60%. Hasil %recovery pada ketiga tingkat konsentrasi 

tersebut menunjukkan bahwa metode memiliki tingkat akurasi yang baik karena seluruh nilai berada dalam 

rentang keberterimaan (98–102%). 

 

4) Presisi 

Presisi dinyatakan sebagai harga simpangan baku relatif (RSD) atau koefisien variasi (CV) dari seri 

kadar asiaticoside yang dihitung dengan memasukkan area ke dalam kurva baku. Harga simpangan baku 

relatif (RSD) yang didapatkan adalah 0,20% (%RSD ≤2%), lebih kecil dari 2/3 x Nilai Horwitz (1,01%) sehingga 

kurva baku memenuhi syarat presisi. 

 

5) Limit of Detection (LOD) dan Limit of Quantitation (LOQ) 

LOD dan LOQ ditentukan berdasarkan standar deviasi respons (σ) dan slope (S) dari kurva baku. Nilai 

LOD dihitung menggunakan rumus,  
𝐿𝑂𝐷 = 3,3σ/S (6) 

sedangkan nilai LOQ dihitung menggunakan rumus,  
𝐿𝑂𝑄 = 10σ/S (7) 

Harga LOD hasil perhitungan adalah 0,1232 ppm, lebih kecil daripada kadar terkecil yang digunakan 

dalam kurva baku yaitu 0,39 ppm. Sementara, harga LOQ hasil perhitungan adalah 0,3733 ppm lebih kecil 

daripada kadar terkecil yang digunakan dalam kurva baku. Maka, kurva baku dapat digunakan.  

 

Hasil Uji Permeabilitas Formulasi dengan Metode Usus Terbalik   

Uji permeabilitas dilakukan untuk mengevaluasi pelepasan in vitro dan penyerapan in vivo dari 

asiaticoside [8]. Permeabilitas asiaticoside dalam formulasi SNEDDS kemudian dievaluasi dengan 

membandingkan terhadap ekstrak tanpa SNEDDS menggunakan metode usus terbalik. Uji permeabilitas 

membran biologis dengan metode usus terbalik terhadap senyawa asiaticoside SNEDDS ekstrak etanol daun 

pegagan dan ekstrak etanol daun pegagan menggunakan metode usus terbalik memberikan profil permeasi 

asiaticoside melewati usus seperti terlihat pada Error! Reference source not found.. Pada penelitian ini, harga 

permeabilitas dihitung berdasarkan nilai slope kurva jumlah kumulatif asiaticoside terhadap waktu dibagi 

dengan konsentrasi asiaticoside di dalam kompartemen donor (𝐶𝑔). Kedua profil permeasi pada Gambar 3 

menunjukkan hubungan yang linear di sepanjang waktu pengamatan dengan nilai koefisien determinasi (R²) 

rata- rata sebesar 0,99536 ± 0,0037 pada kelompok SNEDDS ekstrak asiaticoside serta nilai koefisien determinasi 

(R²) rata-rata sebesar 0,99138 ± 0,0088 pada kelompok ekstrak asiaticoside tanpa SNEDDS, sehingga seluruh 
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bagian kurva dapat digunakan dalam perhitungan permeabilitas. Harga permeabilitas dan lag time tercantum 

di Tabel 1.   

 

 
Gambar 3. Kurva Hubungan Rata-rata Jumlah Asiaticoside yang Menembus Membran Usus Tikus per cm² 

Terukur di Cairan Serosal Terhadap Waktu (menit) Pada Ekstrak Asiaticoside dengan SNEDDS dan tanpa 

SNEDDS (n=5). Data Disajikan Sebagai Rata-rata ± SD. 

 

Tabel 1. Harga Rata-rata Permeabilitas Membran Biologis dan Lag Time ± SD (n=5). 

 Rata-rata Permeabilitas (x 10⁻³) (n=5) Lag Time (n=5) 

(cm menit⁻¹) (menit) 

SNEDDS asiaticoside ekstrak etanol Centella asiatica L. 3,13 ± 0,33 18,17 ± 2,52 

Asiaticoside ekstrak etanol Centella asiatica L. 0,74 ± 0,03 22,42 ± 5,50 
1 Keterangan : Data disajikan sebagai rata-rata permeabilitas ± SD (n=5) dan lag time ± SD (n=5). 

 

Berdasarkan hasil uji permeabilitas menunjukkan bahwa pemberian asiaticoside ekstrak etanol daun 

pegagan dalam sistem SNEDDS menghasilkan permeabilitas yang lebih besar dibandingkan dengan ekstrak 

tanpa SNEDDS. Peningkatan permeabilitas ditunjukkan dengan nilai enhancement ratio sebesar 4,23 yang 

diperoleh dengan membagi nilai permeabilitas asiaticoside ekstrak dalam SNEDDS dengan nilai permeabilitas 

asiaticoside ekstrak tanpa SNEDDS. Hal ini menunjukkan bahwa pemuatan asiaticoside ke dalam SNEDDS 

cenderung meningkatkan permeabilitas membran usus tikus terhadap asiaticoside. Kenaikan permeabilitas 

juga diiringi dengan perbaikan lag time. Kelompok SNEDDS memiliki nilai lag time yang lebih singkat, yaitu 

18,17 menit, dibandingkan kelompok ekstrak tanpa SNEDDS sebesar 22,42 menit.   

Peningkatan permeabilitas pada kelompok SNEDDS berkaitan dengan karakteristik sistem SNEDDS 

yang mampu meningkatkan kelarutan dan proses disolusi senyawa aktif yang memiliki keterbatasan dalam 

kelarutan. Asiaticoside yang terdispersi dalam komponen minyak, surfaktan, dan kosurfaktan secara spontan 

membentuk droplet berukuran sangat kecil ketika kontak dengan fase air [18]. Ukuran droplet yang kecil 

menghasilkan luas permukaan yang lebih besar sehingga memungkinkan terjadinya kontak yang lebih luas 

antara senyawa aktif dengan medium [18]. Kondisi tersebut dapat meningkatkan jumlah asiaticoside yang 

tersedia dalam bentuk terdispersi pada kompartemen donor. Dengan ukuran droplet yang kecil dan luas 

permukaan yang besar, sistem SNEDDS berpotensi meningkatkan kontak antara pembawa dan permukaan 

membran, sehingga proses perpindahan asiaticoside menuju membran biologis dapat menjadi lebih efektif [19].  

Parameter lain yang digunakan untuk mengevaluasi proses permeabilitas pada penelitian ini adalah 

lag time yang menggambarkan waktu senyawa untuk melewati membran [14]. Hasil penelitian menunjukkan 

bahwa kelompok SNEDDS memiliki nilai lag time sebesar 18,17 menit, sedangkan kelompok ekstrak tanpa 

SNEDDS memiliki nilai lag time sebesar 22,42 menit. Penurunan lag time sebesar 4,25 menit menunjukkan 

bahwa asiaticoside dalam sistem SNEDDS membutuhkan waktu yang lebih singkat untuk mencapai kondisi 

permeasi dibandingkan dengan asiaticoside ekstrak tanpa SNEDDS.  

 

Hasil Analisa Data   

Hasil uji normalitas menggunakan Shapiro–Wilk menunjukkan bahwa data permeabilitas dan lag time 

pada kelompok SNEDDS dan kelompok ekstrak tanpa SNEDDS memiliki nilai signifikansi p < 0,001. Nilai 

signifikansi yang kurang dari 0,05 menunjukkan bahwa data pada kedua kelompok tidak terdistribusi normal. 
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Dikarenakan data permeabilitas dan lag time pada kedua kelompok tidak memenuhi asumsi normalitas dan 

pada penelitian membandingkan dua kelompok independen, analisis dilanjutkan dengan uji nonparametrik 

Mann–Whitney serta dianalisis deskriptif untuk mencari nilai median dan interquartile range IQR [20]. Hasil 

uji Mann–Whitney menunjukkan nilai signifikansi permeabilitas sebesar 0.095 (p > 0,05) dan nilai signifikansi 

lag time sebesar 0,754 (p > 0,05). Hasil tersebut menunjukkan bahwa tidak terdapat bukti statistik yang cukup 

untuk menyatakan adanya perbedaan yang signifikan antara kelompok SNEDDS dan kelompok ekstrak 

tanpa SNEDDS pada signifikansi 5%. Berdasarkan hasil analisis deskriptif, kelompok SNEDDS memiliki 

median permeabilitas sebesar 0,002976 dengan IQR sebesar 0,000372. Sementara itu, kelompok ekstrak tanpa 

SNEDDS memiliki median permeabilitas sebesar 0,000750 dengan IQR sebesar 0,000038.  

Meskipun median permeabilitas kelompok SNEDDS lebih tinggi secara deskriptif, hasil uji Mann–

Whitney menunjukkan bahwa bukti statistik yang diperoleh belum cukup untuk menyatakan adanya 

perbedaan antara kedua kelompok berdasarkan parameter permeabilitas maupun lag time. Kondisi ini dapat 

berkaitan dengan karakteristik distribusi dan variabilitas data, termasuk kemungkinan adanya penyebaran 

nilai yang tidak simetris [21]. Jumlah sampel yang relatif kecil, yaitu lima tikus pada setiap kelompok, dapat 

membatasi kemampuan analisis statistik untuk mendeteksi perbedaan antarkelompok [20]. Variasi hasil 

permeasi antar hewan uji dapat dipengaruhi oleh perbedaan kondisi biologis dan karakteristik jaringan usus 

yang digunakan dalam metode usus terbalik. Perbedaan struktur dan integritas jaringan dapat memengaruhi 

permeabilitas, sedangkan proses eversi usus dan kondisi selama inkubasi dapat memengaruhi integritas serta 

viabilitas jaringan yang dapat mempengaruhi variasi nilai permeabilitas dan lag time pada setiap replikasi 

[22,23]. Dengan demikian, hasil yang tidak signifikan perlu dipahami sebagai keterbatasan bukti untuk 

mendukung adanya perbedaan.  

 

Kesimpulan 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa sistem SNEDDS menghasilkan nilai koefisien permeabilitas 3,13 

× 10⁻³ cm/menit dengan lag time 18,17 menit lebih tinggi secara deskriptif dibandingkan kelompok ekstrak 

tanpa SNEDDS sebesar 0,74 × 10⁻³ cm/menit dengan lag time 22,42 menit. Nilai enhancement ratio 4,23 

menunjukkan adanya kecenderungan peningkatan permeabilitas serta perbaikan lag time secara deskriptif 

pada asiaticoside setelah diformulasikan dalam sistem SNEDDS. Namun, berdasarkan hasil uji statistik belum 

menunjukkan perbedaan yang signifikan antara kedua kelompok (p > 0,05). Hasil yang tidak signifikan dapat 

dipengaruhi oleh jumlah sampel yang relatif kecil serta variasi biologis dan teknis pada penggunaan jaringan 

usus tikus. Dengan demikian, SNEDDS memiliki potensi sebagai sistem penghantaran untuk meningkatkan 

permeabilitas asiaticoside, tetapi diperlukan penelitian lebih lanjut dengan pengendalian kondisi jaringan dan 

preparasi usus yang lebih ketat serta jumlah hewan uji yang memadai untuk memastikan efektivitas SNEDDS 

dalam meningkatkan koefisien permeabilitas asiaticoside. 
 

Konflik Kepentingan 

Penulis menyatakan tidak terdapat konflik kepentingan dalam pelaksanaan penelitian ini. Seluruh 

proses penelitian, analisis data, dan penyusunan hasil dilakukan secara independen tanpa adanya 

kepentingan pribadi maupun pihak lain yang dapat memengaruhi hasil atau interpretasi penelitian. 
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