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PREPARASI DAN KARAKTERISASI SEDIAAN NANOLIPOSOME
3-O-ETHYL ASCORBIC ACID DENGAN METODE HIDRASI LAPIS TIPIS
MENGGUNAKAN DOWN SIZING SONIKATOR

Aida Rosyidah A.

Program Studi Farmasi

INTISARI

Senyawa 3-0-ethyl ascorbic acid merupakan turunan dari vitamin ¢ yang
stabil dan dapat diserap oleh kulit. Untuk meningkatkan penghantarannya perlu
dibuat menjadi nanoliposom dengan pengecil ukuran ultrasonikator. Penelitian ini
bertujuan untuk melakukan preparasi dan karakterisasi sediaan nanoliposom3-o-
ethyl ascorbic acid dengan metode hidrasi lapis tipis menggunakan down sizing
sonikator. Nanoliposom 3-o-ethyl ascorbic acid dibuat dengan metode hidrasi
lapis tipis kemudian diultrasonik dengan variasi durasi 4; 6; 8; dan 12 menit
dilakukan untuk menentukan ukuran partikel, polidispersitas index, dan zeta
potensial. Hasil preparasi nanoliposom selama 4 menit menghasilkan ukuran
partikel, indeks polidispersitas, dan zeta potensial berturut-turut 141,5 £ 0,10nm;
0,375 + 0,05b; -27,5 + 0,49mV. Sonikasi selama 6 menit memberikan hasil
ukuran partikel, indeks polidispersitas dan zeta potensial 131,1 + 1,53nm; 0,288 +
0,04D; dan 26,4 + 0,47mV. Sonikasi selama 8 menit memberikan hasil ukuran
partikel 98,33 + 0,85nm; indeks polidispersitas 0,438 + 0,03D; dan zeta potensial
18,8 = 0,30mV. Sedangkan sonikasi selama 12 menit menunjukan hasil 83,43 +
0,55nm; 0,334 = 0,07b; dan 17,3 £ 0,32mV untuk ukuran partikel, indeks
polidispersitas dan zeta potensial. Disimpulkan bahwa preparasi nanoliposom

dengan variasi waktu 4 dan 6 menit merupakan preparasi optimal.

Kata kunci : 3-o0-ethyl ascorbic acid, liposome, sonikasi, hidrasi lapis tipis
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PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF
3-O-ETHYL ASCORBIC ACID NANOLIPOSOME WITH THIN LAYER
HYDRATION METHOD USING DOWN SIZING SONICATOR

Aida Rosyidah A.
Departement of Pharmacy

ABSTRACT

3-0-ethyl compound of ascorbic acid is a derivative of vitamin C which is
stable and can be absorbed by the skin. To increase it’s delivery, it is necessary to
make nanoliposomes with ultrasonicator size reducers. This study aims to prepare
and characterize 3-0-ethyl ascorbic acid nanoliposome preparations with a thin
layer hydration method using downsizing sonication. Nanoliposome 3-o-ethyl
ascorbic acid is made by thin layer hydration method then ultrasonic with a
variation of duration 4; 6; 8; and 12 minutes conducted to determine particle size,
polydispersity index, and zeta potential. The The results of nanoliposome
preparation for 4 minutes produced particle size, polydispersity index, and
potential zeta 14.5 £ 0.10nm; 0.375 + 0.05D; and -27.5 + 0.49mV, respectively.
The sonication for 6 minutes demonstrated the particle size, polydispersity index,
and zeta potential of 131.1 £ 1.53nm; 0.288 + 0.04D; and -26.4 £ 0.47mV. The
sonication for 8 minutes gave a particle size of 98.33 + 0.85nm; polydispersity
index 0.438 + 0.03D; and zeta potential of -18.8 £ 0.30mV. While sonication for
12 minutes showed of 83.43 + 0.55nm; 0.334 + 0.07D; and -17.3 + 0.32mV for
particle size, polydispersity index and zeta potential. It was concluded that the
preparation of nanoliposome with a variation of time of 4 and 6 minutes was the

optimal preparation.

Keywords: 3-o-ethyl ascorbic acid, liposome, sonication, thin layer hydration
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Senyawa 3-O-Ethyl ascorbic acid adalah salah satu turunan dari asam
askorbat yang memiliki sifat keasaman yang kuat, menyebabkan vitamin C tahan
terhadap ion logam sehingga dapat menghambat terjadinya oksidasi (Hudiyanti et
al., 2017). Penggunaan 3-O-ethyl ascorbic acid (EAA) dapat memberikan efek
mencerahkan yang efektif untuk memperlambat jalur melanin biosintesis di kulit.
EAA dilaporkan efektif dalam mengobati kondisi medis hiper-pigmentasi, seperti
melasma. Meskipun telah banyak digunakan dalam produk kosmetik EAA
memiliki kendala ketidakstabilan dan kelarutan air, oleh karena itu dibutuhkan
sistem penghantaran yang baik (lliopoulos et al., 2019; Stamford, 2012).

Liposom merupakan suatu sistem yang dapat menghantarkan obat menuju sel
atau jaringan target, mengurangi toksisitas dan meningkatkan indeks terapetik
(Popovska et al., 2013). Selain itu liposom merupakan salah satu pembawa yang
baik digunakan untuk meningkatkan kelarutan dan penetrasi senyawa yang
dibawanya. Mekanisme yang mendasari pembentukan liposom pada dasarnya
adalah interaksi hidrofilik-hidrofobik antara fosfolipid dan molekul air (Shashi
etal., 2012). Telah diteliti bahwa penggunaan liposom yang tergabung dalam
kosmetik memiliki tingkat penetrasi transdermal dan stabilitas suhu kamar yang
tinggi, salah satu teknik dalam pembuatan liposom dengan menggunakan hidrasi
lapis tipis (Kapoor, 2018).

Metode hidrasilasi tipis digunakan karena cepat dan mudah serta
menggunakan peralatan yang sederhana. Zat aktif dapat dilarutkan dalam fase air
jika bersifat hidrofilik dan dapat dilarutkan dalam pelarut organik dengan senyawa
lain jika bersifat hidrofobik. Pada penggunaan metode hidrasi lapis tipis akan
membentuk hidrasi film dan terdapat jumlah bilayer berupa Multi Lamellar
Vesicles (MLV) dan Giant Unilamellar Vesicles (GULV) dengan homogenitasnya
yang buruk, hal ini menyebabkan dibutuhkannya pengecil ukuran (Isalomboto
Nkanga et al., 2019).



Ukuran partikel merupakan parameter yang perlu diperhatikan dalam
pembuatan liposom. Salah satu upaya untuk memperkecil ukuran partikel adalah
dengan sonikasi (Akbarzadeh et al., 2013). Ultrasonikasi merupakan gelombang
suara berfrekuensi tinggi yang dapat meningkatkan proses pencampuran, dan
pemecahan dari suatu partikel. Semakin lama proses ultrasonikasi, energi yang
diterima partikel akan rata di seluruh bagian sisi larutan dan ukuran partikel akan
semakin homogen (Sulungbudi et al., 2017).

Telah diteliti bahwa EAA dengan Lamellar Liquid Crystal (LLC) sebagai
pembawa memiliki penyerapan yang baik untuk pemutih kulit, serta stabil
sehingga meningkatkan retensi kulit untuk pemberian topikal (Li et al., 2016).
Namun, belum ditemukan penelitian mengenai EAA dengan liposom. Sehingga
hal ini yang memicu peneliti untuk melakukan preparasi dan karakterisasi EAA

dalam bentuk sediaan nanoliposom.

1.2 Perumusan Masalah
Bagaimana preparasidan karakterisasi sediaan nanoliposom 3-O-Ethyl
ascorbic acid dengan metode hidrasi lapis tipis menggunakan down sizing

sonikator ?

1.3 Tujuan Penelitian
Melakukan preparasi dan karakterisasi sediaan nanoliposom 3-O-Ethyl
ascorbic acid dengan metode hidrasi lapis tipis menggunakan down sizing

sonikator.

1.4 Manfaat Penelitian
1. Bagi pengembangan ilmu pengetahuan, hasil penelitian ini dapat
dimanfaatkan dan digunakan sebagai referensi dalam pengembangan ilmu
pengetahuan serta dapat dikembangkan untuk penelitian selanjutnya.
2. Bagi Industri Farmasi, bentuk sediaan nanoliposom dapat dijadikian
sebagai alternatif baru dalam memformulasikan 3-O-Ethyl ascorbic acid

dengan metode hidrasi lapis tipis menggunakan bantuan sonikator.



BAB 11
STUDI PUSTAKA

2.1. Tinjauan Pustaka
2.1.1. Liposom

Menurut Shashi et al., kegunaan liposom dapat menurunkan fluiditas dan
mikroviskositas, sehingga mencegah kebocoran, mengurangi permeabilitas
membran pada molekul larut air. Hal ini menambah daftar keuntungan liposom.
Liposom memiliki struktur yang bersifat hidrofilik dan lipofilik sehingga obat
yang bersifat hidrofilik terjerat pada bagian inti air sedangkan obat lipofilik
terjerat pada bagian lipid lapis ganda (Laouini et al., 2012). Seiring dengan
kekuatan solubilisasinya yang baik, pembuatannya menjadi lebih mudah dan

menjadikan liposom sebagai sistem pembawa obat yang menarik (Singh, 2013).

Gambar 2.1. Struktur Liposom (Panjaitan, 2008)

Telah diteliti bahwaliposom yang mengandung Labisia pumila dan Ficus
deltoidea menunjukkan permeasitransdermal yang lebih baik dibandingkan
dengan Labisia pumila dan Ficus deltoidea yang indikatif. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa liposom yang mengandung Labisia pumila dan Ficus
deltoidea dapat dimanfaatkan sebagai bahan aktif dalam formulasi kosmetik
herbal (Roslan et al., 2017). Liposom digunakan dalam berbagai produk kosmetik
karena biokompatibel, biodegradable, tidak beracun,dan vesikel fleksibel serta



dapat menyatukan bahan aktif dengan mudah. Liposom memiliki kemampuan
untuk melindungi dari lingkungan luar dan cocok untuk pengiriman senyawa
hidrofobik dan hidrofilik (Lohani et al., 2014).

2.1.2. 3-O-Ethyl ascorbicacid

3-O-ethyl ascorbic acid merupakan vitamin C dengan grup etil terikat pada
posisi karbon ketiga, yang merupakan turunan asam askorbat paling baik
(Hudiyanti et al., 2019). 3-O-etil-L-askorbat, adalah molekul yang diproduksi
dengan memodifikasi vitamin C (asam askorbat). Serbuk asam askorbat etil
adalah salah satu jenis ramifikasi Vitamin C yang dapat melarutkan basis minyak
dan air. Hal ini dapat dengan mudah mencapai dermis. (SpecChem Ind; J Hsu,
2013).

HO

OH
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Gambar 2.2. Stuktur SOEAAmenggunakan Marvin Sketch versi 18.22

Dalam penelitian yang dilakukan oleh Shimizu 3-O-ethyl-L ascorbicacid (3-
EtAA, analog vitamin C) memiliki stabiltas yang baik dan dapat diserap oleh kulit
dari pada asam askorbat (AA) oleh Riboflavin (RF) dalam fosfat buffer (Ph 6,8)
dan EAA memiliki sifat pemutih kulit yang digunakan dalam kosmetik pemutih
kulit (Shimizu, 2019). Telah diteliti bahwa hasil penelitian menggunakan bahan 3-
O-ethyl-asam askorbat secara signifikan dapat meningkatkan retensi kulit dalam
menghambat aktivitas tirosinase dan menghambat sintesis melanin dikulit, yang

diabantu oleh pembawa Lamellar Liquid Crystal (LLC) (Laouini et al., 2012).

2.1.3. Kolesterol
Telah diteliti bahwa penambahan kolesterol pada membran liposom

mempengaruhi besarnya efisiensi enkapsulasi. Penambahan kolesterol sebesar



30% meningkatkan efisiensi enkapsulasi menjadi sebesar 92,71%. Suhu
mempengaruhi kemampuan liposom kelapa untuk menyimpan vitamin C.
Penyimpanan pada suhu 5°C menurunkan kebocoran liposom kelapa (Hudiyanti
et al., 2019). Kolesterol (3-hidroksi-5,6-kolestene) merupakan steroid yang terdiri
dari kerangka karbon cyclo pentano perhydro phenanthrene, merupakan tiga
cincin beranggota enam dan cincin beranggota lima. Serta memiliki mono
hydroxy alcohol dan mengandung ikatan rangkap antara C5 dan C6 (Kailashiya
etal., 2017)

CHs

Gambar 2.3. Struktur Kolesterol menggunakan Marvin Sketch versi 20.15

2.1.4. Karakteristik Nanopartikel

Penentuan Kkarakteristik nanopartikel bertujuan untuk mengetahui mutu
dari sediaan nanopartikel yang telah dibuat. Sifat seperti distribusi ukuran,
diameter partikel rata-rata, dan muatan mempengaruhi stabilitas fisik dan
distribusi invivo nanopartikel. Sifat seperti morfologi permukaan, ukuran dan
bentuk keseluruhan ditentukan oleh teknik mikroskopi elektron. Selain itu, dapat
digunakan untuk menentukan kinerja dan untuk merancang partikel, inovasi
formulasi dan menanggulangi masalah ketika proses pembuatan nanopartikel.
Beberapa karakteristik nanopartikel yang dapat diamati yakni sifat organoleptis,
ukuran partikel, distribusi partikel, morfologi partikel, zeta potensial dan efisiensi
enkapsulasi (Abdassah, 2017; Tyagi et al., 2017).



2.1.5. Zeta Potensial

Zeta potensial adalah ukuran muatan permukaan partikel yang tersebar
dalam medium pendispersi yang berkaitan dengan interaksi elektrostatik
nanopartikel. Interaksi elektrostatik antar partikel akan menentukan Kke-
cenderungan agregasi dan fenomena tolak menolak. Partikel harus memiliki
muatan atau zeta potensial yang tinggi dibandingkan dengan medium pendispersi
untuk mencegah pengumpulan (Abdassah, 2017). Nilai zeta potensial yang lebih
besar dari +25 mV atau kurang dari -25 mV akan menghasilkan stabilitas elektrik
nanopartikel yang lebih tinggi dan gaya tolak menolak yang tinggi pada. Bila nilai
zeta potensial rendah sampel nanopartikel akan lebih mudah terbentuk agregat
karena gaya tarik menarik atau vanderwaals yang lebih besar dari pada gaya tolak
menolak (Amalia et al., 2015; Atun and Handayani, 2017)

2.1.6. Ukuran dan Distribusi Partikel

Distribusi partikel dapat digunakan untuk memperkirakan distribusi secara
in vivo, biologis, toksisitas dan kemampuan untuk targetting dari sistem
nanopartikel. Pengukuran ukuran dan distribusi partikel dilakukan menggunakan
Paericle Size Anayzer (PSA) dengan metode Dynamic Light Scattering (DLS)
(Abdassah, 2017). Metode DLS untuk menentukan ukuran partikel dengan cara
memasukkan partikel kecil di dalam suspensi yang bergerak dalam pola acak.
Nilai numerik angka indeks polidispersitas berkisar dari 0,0 (untuk sampel dengan
partikel ukuran yang seragam secara sempurna) hingga 1,5 (untuk sampel yang
sangat polidispersi dengan populasi ukuran partikel yang banyak). Dalam aplikasi
pengiriman obat menggunakan pembawa berbasis lipid, seperti formulasi
nanoliposom, angka indeks polidispersitas < 0,3 dianggap dapat diterima dan
menunjukkan populasi vesikel fosfolipid yang homogen (Danaei et al., 2018).

2.1.7. Hidrasi Lapis Tipis
Metode hidrasi lapis tipis merupakan metode sederhana serta sesuai
dengan bahan obat yang bersifat lipofilik, lapisan tipis yang dihasilkan akan

dihidrasi dengan penghidrasisehingga terbentuk liposom cair. Proses awal untuk



melarutkan lipid dengan cara menguapkan pelarut organik yang digunakan seperti
kloroform, etanol, atau kombinasinya dengan alat rotary evaporator hingga
terbentuk lapisan tipis dibagian bawah labu alas bulat, selanjutnya ditambahkan
buffer atau mencampurkan fase air untuk menghidrasi lapisan tersebut pada suhu
diatas titik leleh campuran atau titik maksimal campuran, sehingga liposom yang
dihasilkan berupa Multi Lamellar Vesicles (MLV). Perbedaan ukuran yang
terbentuk bergantung pada waktu hidrasi, komposisi bahan, konsentrasi lipid, dan

volume cairan penghidrasi (Dua et al., 2012; Purnami, 2015).

2.1.8. Ultrasonikasi

Ultrasonikasi termasuk teknik yang paling efektif dalam pencampuran,
proses reaksi, dan pemecahan bahan dengan bantuan energi tinggi. Pada proses
ultrasonikasi, gelombang suara dengan frekuensi tinggi pada larutan kimia akan
menghasilkan titik gelembung awal dalam larutan. Kemudian gelembung
mengalami penambahan ukuran akibat proses difusi larutan ke dalam gelembung
dan gelembung tersebut akan pecah ketika sudah mencapai ukuran maksimal.
Peristiwa ini dapat menimbulkan terputusnya ikatan kimia bahan-bahan
nanopartikel di sekitar gelembung sehingga didapatkan ukuran nanosfer
berukuran kecil. Semakin lama proses ultrasonikasi, energi yang diterima partikel
akan rata di seluruh bagian sisi larutan dan ukuran partikel akan semakin
homogen, ukuran yang dihasilkan bisa berbeda-beda hal tersebut dipengaruhi oleh
komposisi bahan, suhu, waktu sonikasi, dan kekuatan yang diberikan pada sampel
(Dua et al., 2012; Sulungbudi et al., 2017)

2.2. Hipotesis

Pembuatan dan preparasinanoliposom3-0-ethyl ascorbic acid menggunakan
Lipoid S75 (mg), Lipoid DMPG-Na, dan Kolesterol (mg), sebagai pembawa
mampu menghasilkan formula liposom yang stabil ditandai dengan tidak adanya
pemisahan fase dan pengendapan, serta memenuhi karakteristik sediaan
nanoliposom dengan ukuran partikel kisaran 100-200 nm, dan zeta potensial lebih

dari £25 mVserta indeks polidispersitas liposom < 0,3



BAB |11
METODE PENELITIAN

3.1 Alat dan Bahan

3.1.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah Rotary evaporator
(Heidolph), ultrasonic homogenizer probes (Model 150VT Biologics, USA),
vortex (Heidolph Reax Top, Jerman), Particle Size Analyzer (Horiba Scientific,
Nano Particle Analyzer SZ-100), timbangan analitik (Metler Toledo XS 205,
kepekaan 0,01 mg), dan seperangkat alat gelas (Pyrex).

3.1.2 Bahan

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah 3-O Ethy Ascorbic Acid
(Corum), Lipoid S75 95% (Sigma Aldrich), Lipoid DMPG-Na 5% (Sigma
Aldrich), Kolesterol (Sigma Aldrich), Metanol (Merck), Phosphate-buffered
saline (Merck), Kloroform Pa (Merck), Laktosa Monohidrat (Shaanxi), dan

aquadest yang diperoleh dari Laboratorium Teknologi Farmasi, Yogyakarta.

3.2 Cara Penelitian

3.2.1 Sistematika Kerja Penelitian

Sistematika kerja pada penelitian ini berisi urutan proses mulai dari
preparasi formulasi liposom, kemudian desain optimalisasi sediaan liposom,
dengan dua variabel yaitu variabel bebas menggunakan Lipoid S75 95%, Lipoid
DMPG-Na 5%, Kolesterol, Metanol, kloroform (1:1), kemudian membuat
Phosphate-buffered saline dengan cara melarutkan 1 tablet kedalam 100 mL
aquadest, kemudian ditambahkan EAA kedalam larutan 10 mL larutan PBS
tersebut, dan variabel tergantung berupa pengukuran partikel, polidispersi indeks,
zeta potensial, serta uji stabilitas setelah itu ditentukan dan diverifikasi desain
sediaan liposome yang nantinya akan mendapatkan formula optimal yang
diinginkan, lalu dipreparasi formula optimal tersebut serta ditentukan karakter dari

formula optimal liposom melalui variabel tergantung, kemudian diuji stabilitas



dari formula EAA yang stabil. Skema penelitian secara umum dapat dilihat pada
Gambar 3.1

Analisis Metode

Optimasi sediaan liposom /—Variabel bebas & terikat

Penentuan sediaa ormula optimal

Nanoliposom (EAA Kolesterol-

S75,LipoidDMPG-Na)

EAA

Liposome

3-0-ethyl ascorbicacid EAA

Lipoid DMPG-Na 5%

—Lipoid S75 95% Hidrasi lapis tipis —I

Kolesterol 5% sonikasi, purifikasi

Metanol : Kloroform (1:1) pembacaan PSA

Phosphate buffered saline analisis hasil
Aquadest
Formulasi Proses Pembuatan

Gambar 3.1 Skema Alur Penelitian

3.2.2 Pembuatan Liposom dengan Metode Hidrasi Lapis Tipis

Liposom diformulasikan dengan campuran dari Lipoid S75 95%, Lipoid
DMPG-Na 5%, Kolesterol, EAA, metanol : kloroform (1:1), Phosphate buffered
saline, dan aquadest. Liposom dibuat dengan metode hidrasi lapis tipis. Formula
liposom yang dibuat dapat dilihat pada Tabel 3.1(Nugroho et al., 2020) semua
bahan ditimbang sesuai formulasi kemudian bahan campuran A yang terdiri dari
fase non polar menggunakan Lipoid S75 95%, Lipoid DMPG-Na 5%, Kolesterol,
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Metanol, kloroform (1:1), semua bahan non polar yang digunakan ditimbang
sesuai formulasi kemudian dilarutkan kedalam campuran metanol:kloroform (1:1)
dan dihomogenkan menggunakan vortex, kemudian ditambahkan laktosa
monohidrat kedalam labu alas bulat lalu dimasukan campuran non polar, larutan
diuapkan sampai kering dengan kondisi vakum rotary evaporator pada suhu 45°C
dengan kecepatan putaran 100 rpm.

Lapisan lipid yang terbentuk berupa film kering, lalu diinkubasi pada suhu
ruang agar pelarut hilang sempurna, dibiarkan selama 6 jam lapisan tipis dihidrasi
dengan fase polar terdiri dari PBS pH7,4 dengan cara melarutkan 1 tablet kedalam
100 mL aquadest, ditambahkan EAA kedalam larutan 10 mL larutan PBS tersebut
di rotary evaporator pada suhu 45°C dengan kecepatan putaran 100 rpm tanpa
keadaan vakum, suspensi yang terbentuk dimasukan kedalam vial, dan disimpan
kedalam lemari pendingin, liposom yang terbentuk diseragamkan ukurannnya
menggunakan alat sonikator dengan variasi durasi 4 menit, 6 menit, 8 menit, dan
12 menit, hasil sonokasidimasukankedalamvial lain dan disimpan kedalam lemari

es atau langsung di ujikan (Hwang et al., 2013).

Tabel 3.1 Formulasi Liposom 3-0 —ethylascorbic acid

Nama Bahan Jumlah
Lipoid S75 95% (mg) 431,67
Lipoid DMPG-Na 5% (mg) 18,62
Kolesterol (mg) 9,66
3-0-ethyl ascorbic acid (mg) 40
Metanol (ml) 5
Kloroform (ml) 5
Phosphate-buffered saline (ml) 10

3.2.3 Purifikasi Nanoliposom
Sediaan liposom dipurifikasi menggunakan kromatografi filtrasi dengan
Sephadex-50 sebagai kolomnya. Sampel diambil lalu dialirkan ke kolom sphadex-
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50 yang sudah dibuka, kemudian ditambahkan phosphate buffered saline kedalam
alat sephadex-50 (Shashi et al., 2012).

3.2.4 Pembacaan Ukuran Partikel dengan PSA

Pengukuran ukuran partikel dilakukan dengan menggunakan particle size
analyzer (Horiba Scientific, Nano Particle Analyzer SZ-100) dengan hasil ukuran
yang bervariasi dari perbandingan temperatur dan durasi yang diakukan,
pembacaan PSA dapat dilakukan menggunakan sediaan yang telah di top down
ukuran oleh alat sonikator yang telah dilakukan pada PBS (Loquercio et al.,
2015).

3.2.5 Penentuan Zeta Potensial

Potensial zeta liposom dievaluasi dengan menggunakan zeta-sizer. Sampel
liposom diencerkan dengan pengenceran 1 tetes dalam 10 ml larutan pendispersi,
yaitu dapar fosfat 7,4. Liposom diencerkan dua kali dengan phosphate buffered
saline sebelum pengukuran kemudian, sampel dimasukkan ke dalam kuvet dan
dianalisis pada suhu 25°C (Iskandarsyah et al., 2016)

3.2.6 Uji Stabilitas Sediaan
Liposom beku-kering ditempatkan dalam vial dan vial disimpan dalam
lemari pendingin pada suhu 2-8 °C. Sampel diambil pada hari ke-30. Lalu diuji

ukuran partikel dan indeks polidispersitas dari sediaan tersebut (Yang et al., 2013)

3.3Analisis Hasil
Analisis hasil dilakukan secara deskriptif. Data yang diperoleh dari hasil
penelitian seperti, ukuran partikel, indeks polidispersitas dan zeta potensial

dibandingkan dengan jurnal.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Nanoliposom
Metode hidrasi lapis tipis dipilih pada penelitian ini karena metode
pembuatan liposom yang paling umum digunakan (Iskandarsyah et al., 2016).
Tahap awal yang dilakukan pada penelitian ini yaitu preparasi nanoliposom 3-O-
ethyl ascorbic acid dengan variasi durasi 4 menit; 6 menit; 8 menit; dan 12 menit.
Hasil yang diperoleh dari preparasi nanoliposom berbentuk larutan putih. Hasil
organoleptis dapat dilihat pada Gambar 4.1.

A B C D
Gambar 4.1. Preparasinanoliposomdengan variasi durasi (A) 4 menit, (B) 6
menit, (C) 8 menit dan (D) 12 menit.

Hasil yang diperoleh dengan berbagai variasi durasi sonikasi dengan
tujuan memperkecil ukuran partikel, mempengaruhi tingkat kejernihan sediaan.
Pada formula dengan durasi sonikasi 4 menit didapatkan larutan berwarna putih
pekat dengan sedikit serbuk putih serta viskositas agak kental. Pada formula
dengan durasi sonikasi 6 menit diperoleh larutan putih dengan viskositas lebih
encer. Pada formula dengan durasi sonikasi 8 menit didapatkan larutan berwarna
putih dan viskositas encer. Sedangkan, pada formula dengan durasi sonikasi 12
menit didapatkan hasil berwarna putih yang memiliki tingkat kejernihan paling
jernih menunjukan hasil preparasi yang baik.

Dari hasil preparasi formula dengan durasi sonikasi 4; 6; 8; dan 12 menit
mempunyai tingkat kekeruhan, dan viskositas yang berbeda-beda. Gelombang

12
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ultrasonik yang diberikan selama proses sonikasi merupakan salah satu faktor
dimana terdapat energi tambahan yang menyebabkan perubahan pengaturan lipid,
yang awalnya tidak teratur, dan kemudian melengkung membentuk liposom,
sementara itu gelombang ultrasonik dapat memecah liposom berukuran besar
menjadi lebih kecil. Telah diteliti bahwa durasi sonikasi yang lebih lama dapat
memengaruhi ukuran partikel karena dapat menghancurkan membran dan
menyebabkan liposom menjadi lebih kecil, tetapi interaksi yang terjadi tidak
signifikan serta tidak mempengaruhi indeks polidispersitas liposom (Putri et al.,
2017).
4.2 Karakteristik Nanoliposom

Dari sediaan nanoliposom yang sudah dipreparasi, hasil karakterisasi
nanoliposom menggunakan metode hidrasi lapis tipis berdasarkan variasi durasi 4
menit; 6 menit; 8 menit; dan 12 menit dengan bantuan alat ultrasonikator dapat
dilihat pada Tabel 4.1

Tabel 4.1 Hasil optimasi nanoliposom 3-O-ethyl ascorbic acid (n=3)

Tipe Ukuran Par- | Indeks Polidis- | Zeta Potensial Warna
Durasi tikel (nm) persitas (D) (mV) (Kekeruhan)
4 menit 141,5+0,10 | 0,375+ 0,05 -27,5+ 0,49 | Putih, keruh
6 menit | 131,1+£153 | 0,288+ 0,04 -26,4 £ 0,47 | Putih, keruh
8 menit | 98,33+0,85 | 0,438 +0,03 -18,8 £ 0,30 | Putih, keruh
12 menit | 83,43+0,55 | 0,334 + 0,07 -17,3+£ 0,32 | Putih, jernih

Tabel diatas menunjukkan karakterisasi nanoliposom berupa tipe durasi
yang digunakanserta terdapat, warna sediaan nanoliposom, rata-rata ukuran
partikel, rata-rata indeks polidispersitas, dan terdapat rata-rata zeta potensial dari
masing-masing durasi sonkasi.

4.2.1 Ukuran Partikel dan Distribusi Partikel

Ukuran dan distribusi nanopartikel diukur menggunakan Particle Size
Analyzer (PSA) menggunakan prinsip Photon Correlation Spectroscopy dan
Electrophoretic Light Scattering. Ukuran dan distribusi partikel merupakan
karakteristik yang paling penting dalam sistem nanopartikel. Metode yang dapat
digunakan adalah Dynamic Light Scattering DLS). Nanopartikel bertujuan untuk
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mengatasi kelarutan zat aktif yang sukar larut, memperbaiki bioavailabilitas yang
buruk, memodifikasi sistem penghantaran obat sehingga obat dapat langsung
menuju daerah yang spesifik, dan meningkatkan stabilitas zat aktif dari degradasi
lingkungan (Abdassah, 2017). Tabel 4.1 menunjukkan bahwa ukuran partikel
dengan perbandingan waktu ultrasonikasi 4; dan 6 menit menghasilkan ukuran
partikel berturut-turut 141,5 £ 0,10 nm; dan 131,1 £ 1,53 nm dimana range ukuran
partikel yang didapat 100-1000 nm, serta tidak ada perbedaan signifikan terhadap
ukuran partikel antar variasi durasi sonikasi. Liposom yang telah memenuhi syarat
ukuran bisa menuju target sasaran terapi dengan baik yaitu berukuran 100 - 200
nm (Szekalska et al., 2018).

Dari data di atas menunjukan bahwa semakin lama pengadukan maka
ukuran partikel yang dihasilkan semakin kecil hal ini dikarenakan proses sonikasi
akan menghasilkan getaran ultrasonik, menyebabkan tumbukan antara partikel
liposom dalam suatu medium, sementara gelombang ultrasonik dapat memecah
liposom berukuran besar menjadi lebih kecil. Durasi sonikasi yang lebih lama
dapat memengaruhi ukuran partikel karena dapat menghancurkan membran dan
menyebabkan liposom menjadi lebih kecil.Suspensi 3-o-ethyl ascorbic acid
sebelum sonikasi sangat keruh, ini jelas berbeda dari setelah sonikasi, yang
kurang keruh. Semakin keruh dispersi berarti ukuran partikel lebih besar daripada
dispersi yang lebih jernih menunjukkan bahwa proses sonikasi dapat mengurangi
ukuran partikel liposom (Putri et al., 2017).

Berdasarkan penelitian sebelumnya, untuk pembuatan produk kosmetik
jika tujuan pembuatan dalam ukuran nanopartikel maka harus melebihi 100 nm
agar bahan aktif dapat dicapai melalui proses enkapsulasi sehingga dapat
menghantarkan obat dengan profil pelepasan terkontrol dalam jangka waktu yang
lama (Lohani et al., 2014). Hal ini menunjukan bahwa proses sonikasi yang
dilakukan berhasil menurunkan ukuran partikel dalam upaya memenuhi
karakteristik sediaan nanoliposom pada Gambar 4.2 terlihat muncul satu puncak
yang tinggi dan sempit. Hal ini dapat memperkuat bukti keseragaman ukuran yang
baik dan homogen.
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Gambar 4.2 Distribusi partikel nanoliposomhasil optimasi terhadap waktu

Polidispersitas - nanoliposom diukur untuk menentukan homogenitas
ukuran liposom. Indeks polidispersitas dalam setiap variasi dapat diamati pada
Tabel 4.1 Jika indeks polidispersitas nanoliposom adalah <0,3 dapat dikatakan
bahwa liposom memiliki homogenitas ukuran liposom yang baik. Dalam
persiapan nanoliposom dengan durasi sonikasi 4; 6; dan 12 menit indeks
polidispersitas yang diperoleh yaitu <0,3 sehingga, ditentukan bahwa dalam
keempat kondisi, homogenitas ukuran liposom berbeda. Hasil ini mungkin terjadi
karena gelombang ultrasonik yang diterapkan pada dispersi tidak menyebar secara
merata (Putri et al., 2017).

Nilai PDI di bawah 0,05 biasanya dimiliki oleh sistem monodispersi.
Untuk partikel berukuran 100-300 nm, nilai PDI umumnya di bawah 0,3 maka
dapat dikatakan baik. Partikel dengan ukuran di atas 500 nm dan memiliki nilai
PDI di atas 0,5 dikatakan besar (Abdassah, 2017). Nilai numerik angka indeks
polidispersitas berkisar dari 0,0 (untuk sampel dengan partikel ukuran yang
seragam secara sempurna) hingga 1,5 (untuk sampel yang sangat polidispersi
dengan populasi ukuranpartikel yang banyak). Dalam aplikasi pengiriman obat
menggunakan pembawa berbasis lipid, seperti formulasi nanoliposom, angka
indeks polidispersitas <0,3 dianggap dapat diterima dan menunjukkan populasi
vesikel fosfolipid yang homogen (Danaei et al., 2018)



16

Faktor lain yang dapat mempengaruhi ukuran partikel adalah variasi waktu
terhadap ukuran partikel nanoliposom. Berdasarkan penelitian sebelumnya hasil
distribusi ukuran partikel dapat dikatakan masuk dalam rentang nilai persyaratan
indeks polidispersitas yakni 0,0-1,5 dimana sampel memiliki ukuran yang
seragam dan populasi ukuran yang banyak, sehingga tiap formula dengan variasi
durasi sebanyak 4; 6; 8; dan 12 menit dapat dikatakan memiliki keseragaman
ukuran yang baik dan homogen (Suhaimi et al., 2015). Gambar 4.3 merupakan

hasil indeks polidispersitas.
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Gambar 4.3Indeks polidispersitas dan ukuran partikel nanoliposom hasil

optimasi terhadap waktu sonikasi

4.2.2 Nilai Zeta Potensial

Potensial zeta digunakan untuk mengkarakterisasi sifat muatan permukaan
nanopartikel. Interaksi elektrostatik akan menentukan kecenderungan agregasi dan
tolak menolak. Potensial zeta adalah ukuran muatan permukaan partikel yang
tersebar dalam medium pendispersi. Idealnya, muatan potensial zeta partikel harus
lebih tinggi dari medium pendispersi untuk mencegah agregasi. Nilai minus

menandakan adanya asam lemak bebas pada sediaan sehingga terjadi penolakan
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yang cukup besar antar tetesan untuk bergabung yang menyebabkan sistem emulsi
menjadi stabil (Abdassah, 2017; Nugroho et al., 2020).

Besarnya zeta potensial dapat memprediksi stabilitas koloid, untuk
mengetahui nilai zeta dapat diukur menggunakan zetasizer. Nanopartikel dengan
nilai zeta potensial £ 25 mV memiliki derajat stabilitas yang tinggi. Hubungan
antara ukuran partikel dan nilai angka zeta potensial dapat dilihat pada Gambar
4.4 yang menunjukkan bahwa hasil pengujian zeta potensial nanoliposom 3-0
ethyl ascorbic acid pada durasi sonikasi 6 menit yaitu -26,4 mV dan pada durasi
sonikasi 4 menit yaitu -27,5 mV. Berdasarkan hasil yang diperoleh pengukuran
nilai zeta potensial relatif stabil sehingga dapat dikatakan gaya tolak menolak
partikel yang terdapat pada sediaan nanoliposom cendrung lebih besar
dibandingkan dengan gaya tarik menarik antar partikel. Sehingga resiko partikel
mengalami penggumpalan cendrung berkurang dan dapat dinyatakan bahwa hasil
nanoliposom 3-0 ethyl ascorbic acid yang dihasilkan cukup stabil, sedangkan
pada variasi durasi sonikasi 8 menit; dan 12 menit sampel masih kurang stabil,
nilai potensial zeta suspensi dikatakan stabil adalah nilai potensial zeta yang
menjauhi titik isoelektrik yaitu 0 (Atun, 2017; Iskandarsyah et al., 2016).
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o
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Gambar 4.4 Zeta potensial dan ukuran partikel nanoliposom hasil optimasi

terhadap waktu sonikasi
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4.3 Uji Stabilitas

Stabilitas merupakan salah satu kriteria yang sangat penting untuk hasil
dari pembuatan yang baik. Ketidakstabilan produk dapat menyebabkan terjadinya
pengurangan khasiat, yang dapat diketahui dari ada atau tidaknya penurunan kadar
selama penyimpanan. Faktor yang dapat mempengaruhi seperti suhu, radiasi
cahaya, ukuran partikel, pH, dan sifat pelarutnya dapat mempengaruhi stabilitas
(Pratiwi et al., 2018). Stabilitas perlu memiliki sediaan yang stabil secara
termodinamik dalam nanoliposom untuk memaksimalkan pelepasan pada saat
lebih
makromolekul yang signifikan. Sebaliknya, tekanan yang lebih tinggi dapat

ultrasonikasi. Tekanan yang rendah menyebabkan pelepasan obat
menyebabkan kerusakan jaringan yang tidak diinginkan (de Matos et al., 2019).

Tabel 4.2 Hasil stabilitas nanoliposom selama 30 hari (n=3)

Tipe Durasi Ukuran Partikel (nm) Index Polidispersitas (D)
P Hari ke-1 Hari ke-30 Hari ke-1 Hari ke-30
4 menit 145.6 + 2,30 152,7+2,30 | 0,450 +0,03 | 0,236 + 0,06
6 menit 153,6 + 1,00 121,6+£153 | 0,214+0,02 | 0,467 £0,01
8 menit 136,7 + 2,50 116,0+ 0,30 | 0,346 +0,06 | 0,364 +0,03
12 menit 112,9 + 0,58 92,83+0,64 | 0,264 +0,06 | 0,468 +0,01
250
200
¥ 150
2
Q 100

50

UKURAN PARTIKEL (NM)

4 menit hari ke 30

ey 6 Menit

—4— 12 menit hari ke 30

10

—#— 8 menit hari ke 30

100

4 menit

12 menit

100

6 menit hari ke 30

—f— 8 menit

ISe)luos npjem

Gambar 4.5 Perbandingan distribusi partikel nanoliposom selama 30 hari

terhadap waktu sonikasi
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Uji stabilitas dapat dilihat pada data hasil yang diperoleh dari
penyimpanan sediaan nanoliposom EAA pada hari ke-1 dan hari ke-30 dengan
kondisi penyimpanan pada suhu 2-8 °C sebagai berikut pada Tabel 4.2 dan grafik
uji stabilitas selama 30 hari dapat dilihat pada Gambar 4.5 data tersebut
menunjukkan bahwa sudah memenuhi persyaratan, ditandai dengan sediaan tidak
mengalami perubahan terhadap penampakan fisik terkait warna dan campuran
yang tidak terpisah, hal ini. menjadi ciri bahwa sediaan noliposom 3-O-ethyl
ascorbic acid dapat dinyatakan stabil. Stabilitas dipengaruhi oleh konfigurasi
partikel fase terdispersi dalam medium pendispersi. Semakin kecil ukuran partikel
fase terdispersi maka konfigurasi partikel fase terdispersi dalam medium
pendispersi akan semakin teratur. Semakin besar peningkatan gaya Kkinetik
(kecepatan homogenisasi) yang diberikan, maka ukuran partikel akan semakin
kecil (Suprobo and Rahmi, 2015).

Hasil yang di dapat pada Tabel 4.1 menunjukan bahwa terjadi peningkatan
ukuran partikel pada durasi sonikasi 4 menit, sedangkan pada durasi waktu 6; 8;
dan 12 menit terjadi penurunan nilai ukuran namun, tidak ada perbedaan yang
signifikan pada nilai ukuran partikel selama 30 hari. Nilai indeks polidispersitas
yang didapat pada waktu sonikasi 4 menit terjadi penurunan, untuk PDI pada
durasi sonikasi 6 menit dan 12 menit terjadi penambahan nilai, namun nilai PDI
yang didapat pada durasi sonikasi 8 menit tetap sama selama 30 hari. Gambar 4.5
menunjukan bahwa terdapat peak yang lancip dan ukuran partikel yang tidak
berbeda secara signifikan, hal tersebut menandakan suspensi nanoliposom yang
homogen. Nilai polidispersitas index penting karena menunjukkan distribusi
ukuran nanoliposom, yang dapat berkorelasi dengan stabilitas. Penampilan fisik
nanoliposom formulasi tampak tidak berubah, menunjukkan stabilitas sistem
liposomal yang tinggi secara umum. Persentase pengujian ukuran partikel rata-
rata, dan PDI memuaskan selama 30 hari selama studi stabilitas pada suhu 2-8 °C
(Amiri et al., 2019; Yang et al., 2013).



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan penelitian yang sudah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
pembuatan dan preparasi sediaan nanoliposom 3-O-ethyl ascorbic acid dengan
bahan lipoid didapatkan hasil dengan tidak adanya pemisahan fase dan
pengendapan pada saat hidrasi lapis tipis, serta memenuhi karakteristik sediaan
nanoliposom dengan ukuran partikel dan zeta potensial yang didapat pada
sonikasi 4 dan 6 menit berturut-turut yaitu 141,5 + 0,10 nm; 131,1 £ 1,53 nm dan
27,5 £ 0,49 mV; 26,4 + 0,47mV, sedangkan pada polidispersitas indeks yang
memenuhi persyaratan ada pada durasi sonikasi 4; 6; dan 12 menit berturut-turut
0,375 = 0,05 b; 0,288 = 0,04 b; 0,334 £ 0,07 D. Dari data tersebut dapat
disimpulkan bahwa preparasi nanoliposom 3-o0-ethyl ascorbic acid dengan variasi

waktu 4 dan 6 menit merupakan preparasi optimal.

5.2 Saran
Perlu adanya lanjutan pengujian terkait penelitian ini seperti efisiensi
enkapsulasi, morfologi nanoliposom serta stabilitas dipercepat suatu sediaan
nanoliposom 3-O-ethyl ascorbic acid dengan metode hidrasi lapis tipis

menggunakan down sizing sonikator.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil perhitungan formulasi Nanoliposom 3-O-Ethyl-Ascorbic Acid

Rasio fosfolipid : zat lainnya (95 % : 5%)
Total Lipid : 100 % = 50 mMol/ml
50 mMol = 5x10* mol
Lipoid S75 95% (mg)
Bahan yang dibutuhkan yakni 95% dari 50 mMol Lipoid, maka :

Massa (g) = x 908,779 g/mol

10.000

Massa (g) = 0,0005 x 908,779 g/mol
Massa (g) = 0,45438 ¢

Massa (mg) = 454,389 mg

5
95% dari 454,389 mg yakni o X 454,389 mg = 431,67 mg

Lipoid DMPG-Na 5% (mg)
Bahan yang dibutuhkan yakni 95% dari 5 mMol Lipoid, maka :

Massa (g) = X744,9 g/mol

10.000
Massa (g) = 0,0005 x 744,9 g/mol
Massa (g) =0,37245 g

Massa (mg) = 372,45 mg

5
5% dari 372,45mg yakni aLh 372,45 mg = 18,62 mg

(1.862,25mg=1,89)
Kolesterol 5% (mg)
Bahan yang dibutuhkan yakni 95% dari 5 mMol Lipoid, maka :

Massa (g) = x386,65 g/mol

10.000

Massa (g) = 0,0005 x 386,65 g/mol
Massa (g) = 0,19325 ¢

Massa (mg) = 193,25 mg



5
5% dari 193,25 mgyaknim x 193,25 mg = 9,66 mg

Laktosa Monohidrat 5%

Massa (g) = x 342,30 g/mol

10.000
Massa (g) = 0,0005 x 342,30 g/mol
Massa (g) =0,17115¢

Massa (mg) = 171,15 mg

5
5% dari 171,15 mg yakni .o x171,15 mg=8,6 mg

3-0-ethyl ascorbic acid (mg)

40mg ditimbang sudah termasuk 1% dari sediaan dan zat aktif larut dalam
PBS

27
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Lampiran 2. Hasil Pembacaan Ukuran Partikel dari berbagai variasi durasi
menggunakan Particle Size of Analyze.

Optimasi (1) gabungan hari ke-1dan hari ke-30

Jumlah Durasi

Ukuran
Partikel

Rata-rata

SD

RSD

4 menit

1479

143,3

145,6

150,4

155,0

152,8

149,16

2,3003

0,0154

6 menit

154,6

153,6

152,6

1211

1211

123,4

137,63

1,2653

0,0095

8 menit

135,0

139,6

135,6

116,0

115,7

116,3

126,366

1,4003

0,0104

12 menit

112,7

113,6

1125

92,4

93,6

92,6

102,90

0,6144

0,0060




Optimasi (2)

Jumlah
Durasi

Ukuran
Partikel

Rata-rata

SD

RSD

4 menit

141,6

141,4

141,50

141,5

0,1000

0,0007

6 menit

132,9

130,2

131,13

130,3

1,5307

0,0116

8 menit

97,7

99,3

98,33

98,0

0,8504

0,0086

12 menit

83,7

83,8

83,43

82,8

0,5507

0,0066
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Lampiran 3. Hasil Perhitungan Indeks Polidispersitas dari berbagai variasi durasi

menggunakan Particle Size of Analyzer

Optimasi (1) gabungan hari ke-1dan hari ke-30

Jumlah Durasi

Pl

Rata-rata

SD

RSD

4 menit

0,440

0,495

0,420

0,288

0,259

0,162

0,3440

0,0524

0,1826

6 menit

0,235

0,215

0,192

0,477

0,453

0,471

0,3405

0,7761

0,0636

8 menit

0,409

0,284

0,347

0,402

0,330

0,362

0,3556

0,0492

0,2792

12 menit

0,190

0,294

0,308

0,478

0,472

0,456

0,3663

0,0379

0,1342




Optimasi (2)
Jumlah Durasi Pl Rata-rata SD RSD

0,340

4 menit 0,349 0,375 0,0535 0,1427
0,437
0,246

6 menit 0,342 0,288 0,0491 0,1705
0,276
0,475

8 menit 0.400 0,439 0,0375 0,0856
0,441
0,341

12 menit 0.326 0,334 0,0075 0,0226
0,335
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Lampiran 4. Hasil Perhitungan Zeta Potensial dari berbagai variasi durasi

menggunakan Zeta sizer

Jumlah
Durasi

Zeta
Potensial

Rata-rata

SD

RSD

-27,3

4 menit

-28,1

-27,2

-27,533

0,4932

-0,0179

-26,1

6 menit

-27,0

-26,3

-26,467

0,4725

-0,0178

-18,9

8 menit

-19,1

-18,5

-18,833

0,3055

-0,0162

-17,2

12 menit

17,7

-17,1

-17,333

0,3214

-0,0185
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Lampiran 5. Certificate of Analysis 3-O-Ethyl-Ascorbic Acid

CORUM

Advance through Knowledge

CERTIFICATE OF ANALYSIS

PRODUCT: EtvC™

BATCH NUMBER: NT022515

CHARACTERISTICS

Appearance White crystalline powder

Odour Characteristic

SPECIFICATIONS RESULTS MIN MAX
Purity by HPLC (area%) 99.98 99.00

Loss on drying (%) 0.10 1.00
PH (3% aq) 4.31 3.50 5.00
Heavy metal Pass Less than 20 ppm
Product meet specifications

Manufacturing Date : 29/0cv2014
Retest Date * 29/0ct/2016

Quality Department

~THR




