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INTISARI

PERMATASARI, K, 2018, FORMULASI DAN KARAKTERISASI
FISETIN NIOSOM DENGAN METODE HIDRASI LAPIS TIPIS -
SONIKASI, SKRIPSI, FAKULTAS FARMASI, UNIVERSITAS SETIA
BUDI SURAKARTA.

Fisetin dikenal sebagai Natural Brown adalah flavonoid tanaman bioaktif
penting sebagai obat terapi berpotensi untuk penyakit antihiperlipidemik,
antioksidan, antiradang, dan antidiabetes. Fisetin diklasifikasikan kedalam BCS
(Biopharmacetis Classification System) kelas-11. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui apakah fisetin dapat diformulasikan menjadi niosom, mengetahui
pengaruh konsentrasi surfaktan non ionik span 60 dan kolesterol terhadap ukuran
partikel dan penjerapan fisetin, melihat morfologi serta mengetahui apakah fisetin
niosom stabil selama proses penyimpanan.

Penelitian ini menggunakan lima formula dengan kandungan fisetin,
surfaktan span 60 dan kolesterol 150:100:200 ; 150:150:200 ; 150:200:200 ;
150:200:150 dan 150:200:100 mg. Fisetin niosom dibuat dengan metode hidrasi
lapis tipis yang di kombinasi dengan sonikasi. Formula yang terpilih dilakukan
karakterisasi morfologi ukuran partikel, efisiensi penjerapan dan uji stabilitas.

Hasil penelitian bahwa fisetin dapat dibuat niosom dengan metode hidrasi
lapis tipis yang dikombinasi dengan sonikasi. Karakterisasi fisetin niosom
menghasilkan ukuran partikel rata-rata pada F1, F2, F3, F4 dan F5 berturut-turut
sebesar yaitu 148,1; 169,6; 128,6; 187,1 dan 120,6 nm. Efisiensi penjerapan
kelima formula niosom yang dihasilkan berturut-turut adalah 91,5604 %;
92,3937%; 93,8792 %; 96,0290 % dan 97,3695 %. Pada uji TEM dan uji
stabilitas hanya dilakukan pada F5, terlihat niosom berbentuk iregular dan ukuran
partikel setelah penyimpanan sebesar 177,8 nm serta zeta potensial sebesar -28,8
mV yang berarti fisetin niosom cukup stabil selama proses penyimpanan.

Kata kunci: Fisetin, Niosom, Hidrasi Lapis Tipis, Sonikasi, Span 60, Kolesterol,
TEM
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ABSTRACT

PERMATASARI, K., 2018, FORMULATION AND
CHARACTERIZATION OF NIOSOM FISETIN WITH THIN LAYER
HYDRATION-SONICATION METHOD, SKRIPSI, FAKULTAS
FARMASI, UNIVERSITAS SETIA BUDI SURAKARTA.

Fisetin known as Natural Brown is an important bioactive plant flavonoids
as a potent therapeutic drug for antihypercipidemic, antioxidant,
antiinflammatory, and antidiabetic diseases. Fisetin is classified into BCS
(Biopharmacetis Classification System) class Il. This study aims to determine
whether fisetin can be formulated into niosomes, to determine the effect of non-
ionic surfactant concentrations of span 60 and cholesterol on particle size and
fisetine absorption, to see morphology and to determine whether fisetin niosom is
stable during the storage process.

This study used five formulas with fisetin content, surfactant span 60 and
cholesterol 150: 100: 200; 150: 150: 200; 150: 200: 200; 150: 200: 150 and 150:
200: 100 mg. Fisetin niosomes are prepared by a thin layer hydration method in
combination with sonication. Selected formulas are characterized by particle size
morphology, application efficiency and stability test.

The result showed that fisetin can be made niosome with thin layer
hydration method combined with sonication. The characterization of the niosome
fisetin resulted in average particle size in F1, F2, F3, F4 and F5 respectively of
148.1; 169.6; 128.6; 187.1 and 120.6 nm. The efficiency of adsorption of the five
niosomes  formulations  produced is 91,5604  %;  92,3937%;
93,8792 %; 96,0290 % dan 97,3695 %. In the TEM test and the stability test is
only performed on F5, the niosome is irregularly shaped and the particle size after
storage is 177.8 nm and the zeta potential is -28.8 mV which means fisetin
niosome is quite stable during the storage process.

Keywords: Fisetin, Niosom, Thin Layer Hydration, Sonication, Span 60,
Cholesterol, TEM
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Kesehatan merupakan masalah yang cukup serius di Indonesia, misalnya
penyakit yang disebabkan oleh radikal bebas. Radikal bebas dapat mengoksidasi
asam nukleat, protein, lipid sehingga menginisiasi terjadinya degeneratif dan
kerusakan sel. Radikal bebas adalah molekul yang mengandung satu atau lebih
elektron tidak berpasangan pada orbital terluarnya, radikal bebas sangat reaktif
dan tidak stabil, sehingga usaha untuk mencapai kestabilannya radikal bebas akan
bereaksi dengan atom atau molekul di sekitarnya untuk memperoleh pasangan
elektron. Reaksi ini berlangsung terus menerus dalam tubuh, dan menimbulkan
reaksi berantai yang mampu merusak struktur sel bila tidak dihentikan akan
menimbulkan berbagai penyakit seperti kanker, jantung, katarak, penuaan dini,
serta penyakit degeneratif lainnya. Jumlah radikal bebas yang melebihi kapasitas
tubuh akan membentuk stres oksidatif yang menyebabkan kerusakan struktur sel,
jaringan dan organ (Vierkotter et al. 2009).

Salah satu alternatif antioksidan alami yang cukup potensial adalah fisetin.
Fisetin terutama ditemukan pada buah-buahan, sayuran, kacang-kacangan dan
anggur (Arai et al. 2000; Kimira et al. 1998). Fisetin diketahui sebagai senyawa
flavonoid dengan beragam aktifitas yaitu berguna sebagai antioksidan alami,
antiinflamasi, antialergi, antikanker, kardioprotektif (Prozhazcova et al. 2011),
sebagai antiaterosklerosis, antiaging dan menurunkan kadar LDL ( Low Densisty
Lipoprotein ) dalam plasma (Hu Jun et al. 2013). Beberapa penelitian telah
menunjukkan sifat sitotoksik dan apoptosis in vitro dari fisetin (Jang et al. 2012;
Lee et al. 2009; Suh et al. 2009; Syed et al. 2011; Yang et al. 2012; Ying et al.
2012). Aktivitas antiangiogenik fisetin juga telah didokumentasikan secara in
vitro dan in vivo pada tikus (Bhat et al. 2012; Fotsis et al. 1997; Touil et al.
2011b).

Penggunaan fisetin sebagai senyawa aktif obat yang siap digunakan masih

sangat sedikit karena masalah senyawa aktif dalam obat memiliki availabilitas



yang rendah, untuk itu diperlukan suatu sistem pembawa yang cocok. Salah satu
pendekatan untuk masalah ini adalah menggunakan vesikel yang sudah popular
yaitu liposom. Liposom multilamelar dapat digunakan untuk penghantar obat
hidrofilik atau hidrofobik yang dapat memisah ke fase minyak dan vesikel
unilamelar dapat digunakan untuk menjerap obat larut air pada ruang dalam
molekul cairan (Jufri 2004). Ketersediaan farmasetik berhubungan dengan
Biopharmacetics Classification System (BCS). Obat termasuk kedalam BCS kelas
Il yaitu memiliki permeabilitas tinggi namun kelarutannya rendah (Sinko 2006).
Obat yang memiliki kelarutan rendah akan mengakibatkan laju disolusinya juga
rendah sehingga absorbsinya kurang sempurna dan memiliki bioavailabilitas yang
rendah pula (Shargel & Yu 2005).

Cara yang telah dilakukan untuk meningkatkan bioavailabilitas fisetin
seperti pembuatan liposom (Mignet et al. 2012), nanokelat (Bothiraja et al.
2014), nanoemulsi (Ragelle et al. 2012) dan komplek inklusi B-siklodektrin (Jufri
2004). Penggunaan carrier seperti cyclodextrin dan liposom untuk peningkatan
kelarutan dan laju disolusi fisetin, namun penggunaan 2 carrier ini dapat
meningkatkan resiko nefrotoksisitas dan ketidakstabilan selama penyimpanan
(Frijlink et al. 1991; Mu & Zhong 2006). Hal tersebut belum mampu
meningkatkan kelarutan fisetin secara signifikan karena terbatasnya pemahaman
tentang sifat fisika kimia dan sifat biologi fisetin (Yao et al. 2013).

Sistem penghantaran obat terbaru atau Novel Drug Delivery Sistem
(NDDS) memiliki perhatian yang luas tentang obat yang diformulasikan untuk
beberapa penyakit. Penghantaran obat merupakan pembahasan yang lebih banyak
membahas tentang pembawa, rute dan target obat. Penghantaran obat telah
berkembang menjadi strategi penghantaran obat yang diformulasikan untuk
meningkatkan efek terapeutik melalui pelepasan terkontrol dan juga dapat
meningkatkan biovailabilitas dan indeks terapeutik. Beberapa macam pendekatan
pada sistem penghantaran obat yang digunakan untuk pelepasan obat berukuran
nano hingga ukuran mikron yang tidak mampu dilihat secara kasat mata
mencangkup liposom, nanokapsul, nanopartikel, mikrokapsul dan  niosom
(Ravichandran 2009).



Modifikasi formulasi liposom telah dilakukan untuk mendapatkan vesikel
yang memiliki stabilitas yang lebih tinggi serta toksisitas yang lebih rendah. Salah
satu alternatif yang dianjurkan adalah dengan memformulasi niosom sebagai
penghantar obat. Niosom adalah sistem vesikel yang mirip dengan liposom dan
dapat digunakan sebagai pembawa obat ampifilik dan lipofilik. Vesikel jenis ini
memiliki stabilitas kimia yang lebih baik, relatif membutuhkan biaya bahan yang
lebih murah untuk menyiapkan niosom, sehingga menarik untuk diproduksi baik
dalam bidang farmasi ataupun kosmetik. Niosom dapat mengalami biodegradasi
dan tidak toksik sehingga merupakan pembawa yang baik untuk perantara pada
target terapetik dan menurunkan toksisitas sistemik. Niosom mempunyai struktur
bilayer yang dapat menjebak senyawa hidrofilik, lipofilik, dan ampifilik (Carafa et
al. 2004).

Struktur niosom cukup stabil, tidak memerlukan kondisi khusus seperti
suhu rendah atau suasana inert untuk perlindungan atau penyimpanan,
menurunkan efek samping, memperpanjang waktu sirkulasi, mempercepat
pengambilan obat terjerap pada sisi target dan meningkatkan penetrasi dari
senyawa yang terjerap melintasi kulit (Manusroi 2003) dan biaya bahan
pembuatnya relatif rendah sehingga sesuai untuk pembuatan di industri (Biju et al.
2006). Bentukan vesikel niosom merupakan struktur bilayer baik unilamelar
maupun multilamelar tersusun dari surfaktan non ionik yang stabil secara kimia
misalnya sorbitan ester (span) dan kolesterol yang berfungsi sebagai bahan
penstabil. Aplikasi sistem vesikular yang mengandung surfaktan non ionik dan
lipid memiliki beberapa keuntungan pada aspek terapetik. Surfaktan pada sistem
vesikel dapat berperan sebagai enhancher, sehingga dapat meningkatkan penetrasi
bahan aktif untuk tujuan transdermal. Pada beberapa penelitian yang sudah
dilakukan, dipilih surfaktan non ionik span 20 karena diketahui memberikan hasil

niosom dengan efisiensi penjebakan yang cukup tinggi (Kapoor et al. 2011).

B. Rumusan Masalah
Permasalahan yang timbul dari uraian di atas adalah :
1. Apakah fisetin dapat diformulasi menjadi niosom dengan menggunakan

metode kombinasi Hidrasi Lapis Tipis — Sonikasi ?



2. Bagaimana pengaruh konsentrasi surfaktan non ionik span 60 dan kolesterol
terhadap ukuran dan penjerapan fisetin niosom ?
Bagaimana karakterisasi fisetin niosom ?

4.  Apakah fisetin niosom stabil selama proses penyimpanan ?

C. Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah:
1. Memformulasi fisetin menjadi niosom dengan menggunakan metode
kombinasi Hidrasi Lapis Tipis - Sonikasi.
2. Mengetahui pengaruh konsentrasi surfaktan non ionik span 60 dan kolesterol
terhadap ukuran dan penjerapan fisetin niosom.
3. Mengetahui karakterisasi fisetin niosom.

4. Mengetahui stabilitas fisetin niosom selama proses penyimpanan.

D. Manfaat Penelitian
Penelitian ini diharapkan dapat memberi tambahan informasi, ilmu
pengetahuan dan pengembangan niosom dengan metode hidrasi lapis tipis yang
dikombinasi dengan sonikasi untuk mengembangkan niosom sebagai sistem
penghantaran obat terbaru atau Novel Drug Delivery Sistem (NDDS) untuk

fisetin.



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

A. Sistem Penghantaran Obat

Obat merupakan senyawa yang mengalami metabolisme dalam tubuh.
Obat tidak dapat bereaksi secara efektif kecuali apabila sampai pada tempat kerja
(reseptor) dengan waktu yang sesuai. Dosis obat menjadi penentu efektifitas dari
suatu pengobatan tanpa memperhatikan secara klinik efektifitas obat dan
pengawasan toksisitas dari dosis, sehingga dengan mudah meningkatkan dosis
secara berangsur-angsur. Teknologi baru dengan sistem pelepasan obat dapat
menjadi salah satu alternatif untuk memperbaiki efektifitas dari molekul obat
(Ravichandran 2009).

Obat-obat yang berukuran nanopartikel dengan =zat aktif yang
didistribusikan ke reseptor setelah pemberian secara parenteral, peroral, atau
dermal dapat lepas secara terkontrol dengan menggunakan pembawa obat.
Pembawa obat dapat membantu mencapai pemanfaatan obat secara optimal
dengan meminimalkan efek sampingnya. Beberapa macam pendekatan pada
sistem penghantaran obat yang digunakan untuk pelepasan obat mencangkup
nanokapsul, nanopartikel, mikropartikel, mikroasosiat, liposom dan niosom
(Voigh 1995; Uchegbu 2003).

Nanokapsul merupakan sistem miselar (polimerasi misel), emulsi mikro
atau bahan padat koloidal (polimerisasi batas permukaan) menjadi partikel
ultrahalus dengan suatu lapisan padat. Partikel yang terbentuk, ukurannya
disekitar 30-300 nm, yang membentuk sistem koloidal jika dilarutkan. Prinsip
pembuatannya yaitu larutan zat aktif dalam air didistribusikan di dalam cairan
hidrofob dan dibantu dengan pengadukan secara intensif sehingga terbentuk
tetesan sangat halus dalam skala ukuran nanometer. Penambahan monomer
pembentuk film yang cocok, suatu katalisator serta bahan pembasah yang
terakumulasi pada lapisan batas bahan pelarut air, akan terjadi suatu polimerasi.
Nanokapsul dipisahkan dengan filtrasi ultra dan sentrifugasi dan diikuti dengan

proses pencucian (Voigh 1995).



Nanopartikel dapat dibuat dari polimer atau campuran lipid dan surfaktan.
Ukuran yang sangat kecil dari nanopartikel memungkinkan untuk penggunaan
secara intravena. Pembuatan nanopartikel zat aktif diasosiasikan dengan
makromolekul yang berasal dari alam misalnya gelatin atau albumin didalam
larutan. Penambahan bahan hidrofil (elektrolit, alkohol), molekul bahan pelarut
akan ditarik keluar dari sistem sol yang menyebabkan terjadinya desolvatasi yang
mengakibatkan terbentuknya koaservasi halus yang menyebabkan obat akan
terjerap di dalam nanopartikel yang terdapat sebagai kerutan serabut (Uchegbu
2003).

Mikropartikel dibentuk melalui cara polimerasi khusus (cara polimerasi
emulsi, suspensi dan partikel. Partikel ini berupa penyangga sintetis berbentuk
bola, yang ukurannya berkisar antara 0,1 —100 um sampai 1 mm, tergantung dari
prosedur pembuatannya. Mikroasosiat terbetuk melalui ikatan kimia dan fisika
bahan obat pada polimer organik ultrahalus (polivinilasetat, selulosa asetat serta
ikatan eter dan ester pada pati) akan terbentuk asosiat makromulekular dengan
ukuran koloidal (Voigh 1995)

Senyawa aktif dalam obat memiliki availabilitas yang rendah, untuk itu
diperlukan suatu sistem pembawa yang cocok. Salah satu pendekatan untuk
masalah ini adalah menggunakan vesikel yang sudah popular yaitu liposom.
Liposom multilamelar dapat digunakan untuk penghantar obat hidrofilik atau
hidrofobik yang dapat memisah ke fase minyak dan vesikel unilamelar dapat
digunakan untuk menjerap obat larut air pada ruang dalam molekul cairan (Jufri
2004).

Liposom sebagai pembawa atau carrier bekerja sesuai fungsi pelindung
bagi bahan obat yang terjerap di dalamnya dari perusakan enzimatis selama dalam
perjalanan menuju sel target. Liposom dilaporkan telah dibuktikan secara klinik
dapat menghantarkan berbagai jenis obat, akan tetapi liposom memiliki masalah,
dimana molekul fosfolipidnya tidak stabil dan dapat mengalami degradasi
sehingga perlu penanganan khusus selama penyiapan dan penyimpanan untuk

mencegah oksidasi atau hidrolisis dari fosfolipid (Blazek 2001).



Berbagai formulasi liposom telah diperbaiki dibandingkan dengan dispersi
liposom konvensional dalam hal stabilitas fisik saat pembuatan. Salah satu
alternatif dari fosfolipid adalah campuran dari kolesterol dan surfaktan nonionik
seperti alkil eter, alkil ester atau alkil amida yang merupakan surfaktan nonionik.
Beberapa bentuk struktur dari surfaktan yaitu monolayer, misel, mikroemulsi,
bilayer dan vesikel. Potensi dari pembawa obat yang lebih besar spesifikasinya
dan waktu aksinya menjadi perhatian (Manosroi 2003).

Niosom telah diteliti sebagai pembawa obat berbagai rute seperti intra
muscular (IM), intra vena (IV), subcutan (SC), okular dan transdermal. Beberapa
obat telah mampu dibuat dalam bentuk nisom seperti pada sediaan topikal
meliputi estradiol, tretinoin, ditranol dan enoksin dan beberapa penelitian telah
meneliti niosom pada penggunakan sebagai antikanker, antituberkolosis,
antiinflamasi, obat hormon dan vaksin (Jufri 2004; Manosroi 2003).

B. Liposom

Protective layer against
immune destruction

I Lipid-soluble

Drug crystallized -SOlU
drug in bilayer

in aqueous fluid

Lipid
bilayer

Gambar 1. Struktur liposom (Batist 2001)

Liposom adalah vesikula buatan yang terdiri dari amphiphile lipid,
biasanya fosfolipid, yang mengatur dirinya sendiri dalam air untuk membentuk
inti berair yang dikelilingi oleh lapisan ganda lipid. Struktur ini memungkinkan

liposom untuk mengangkut senyawa hidrofilik dan lipofilik, dan sediaan farmasi



ini sekarang digunakan dalam setting klinis sebagai pembawa obat dari beberapa
kelas obat termasuk antibiotik, antijamur dan agen antikanker (Allen dan Cullis
2004; Langer 1998). Liposom telah terbukti meningkatkan akumulasi obat tumor
dan antikanker (Gabizon 1992). Efek retensi tumor ini rupanya disebabkan oleh
ekstravasasi obat liposomal melalui endothelium kapiler berpori tumor, yang
dikaitkan dengan peningkatan Permeability and Retention Effect (PRE) akibat
hipervaskularisasi, arsitektur vaskular yang cacat, penurunan drainase limfatik dan
peningkatan produksi permeabilitas. mediator dalam tumor (Maeda et al. 2000;
Yuan et al. 1995). Beberapa bentuk liposomal dari jalur antraks saat ini digunakan
di klinik dan formulasi ini telah berkontribusi untuk mengurangi toksisitas secara
signifikan sambil mempertahankan aktivitas antikanker mereka di payudara
(Batist et al. 2001; O'Brien et al. 2004) dan jaringan lunak karsinoma (Siehl et al.
2005).

Liposom merupakan suatu gelembung berair yang dikelilingi oleh
membran lipid lapis ganda unilamellar atau multilamelar. Multilamelar dapat
digunakan untuk penghantar obat hidrofobik atau hidrofilik yang dapat memisah
ke fase minyak dan vesikel unilamelar dapat digunakan untuk menjerap obat larut
air pada ruang dalam molekul cairan. Liposom sudah dapat dibuktikan secara
klinis dapat menghantarkan berbagai jenis obat (Blazek 2001; Jufri 2004).

Fosfolipid merupakan komponen dasar dari liposom dimana fosfolipid
adalah senyawa ampifilik yang mempunyai struktur dasar gliserol, terdiri dari
bagian kepala polar (gugus fosfat) dan bagian hidrofobik (satu atau dua molekul
asam lemak. Senyawa ini bermuatan netral sampai sedikit negatif. Bentuk
konformasi fosfolipid dapat dibagi menjadi tiga bentuk:

a. Misel, struktur bulat kecil dimana bagian kepalanya bersifat hidrofilik dan
bagian ekornya bersifat lipofilik.
b. Lipid bilayer memiliki lapisan 2 molekul fosfolipid yang tebal dimana bagian
ekor hidrofobik berada ditengah.
c. Liposom dengan lipid bilayer yang bulat (Vasant 2004).
Fosfatidil kolin adalah salah satu fosfolipid yang paling banyak digunakan

dalam sistem liposom yang terbuat dari telur atau kedelai dan sekarang tersedia



dalam bentuk sintetiknya sehingga komposisi asam lemak dari fosfatidilkolin ini
dapat diketahui dengan jelas. Fosfolipid yang memiliki struktur dibagian
kepalanya yang bersifat polar dan pada bagian ekornya bersifat nonpolar
mengalami konformasi dalam bentuk larutan sesuai dengan perlakuan yang
diberikan pada fosfolipid (Blazek 2001; Gregoriadis 2007).

Lipid dengan bagian hidrofilik dan hidrofobik membentuk struktur
didalam larutan air. Bentuknya ditentukan oleh ukuran dari bagian hidrofobik dan
hidrofilik. Bagian kepala yang besar kepolarannya maka radius dari struktur lipid
juga besar. Lipid dengan bagian kepala yang kecil dan ekor besar membentuk
struktur yang terbalik. campuran lipid juga dapat membentuk gelembung. bilayer
terbentuk ketika bagian hidrofilik dan lipofilik seimbang. bilayer bisa membentuk
lipatan menjadi liposom dimana diameternya cukup besar dengan menbentuk
sedikit lipatan (Muller 2000).

Fosfolipid merupakan komponen dasar dari pembentukan liposom.
Pembentukan liposom dibentuk dari pembengkakan fosfolipida (misalnya lesitin)
yang didispersikan dalam air. Pembentukan struktur liposom hanya berlangsung
pada konsentrasi fosfolipida yang rendah dan sangat bergantung sekali kepada
bangun kimia fosfolipida dan juga dari harga pH, konsentrasi ion dan besaran
berpengaruh lainnya. Kondisi gel yang terbentuk pada awalnya, yang disebabkan
oleh pembentukan lapisan, pada suhu yang meninggi akan berubah menjadi
kondisi cair (Voigh 1995).

1. Bentuk-Bentuk Liposom

Bentuk-bentuk dari liposom meliputi vesikel multi lamelar (Multi Lamelar
Vesicle, MLV), vesikel unilamelar (Single Unilamelar Vesicle, SUV) dan vesikel
unilamelar besar (Large Unilamelar Vesicle, LUV), juga ada bentuk vesikel
raksasa (Giant Vesikel).

1.1 Vesikel Multilamelar (Multilamelar Vesicle, MLV). Multilamelar
vesikel merupakan bentuk dari liposom yang terdiri dari beberapa lapis Liposom
yang digunakan untuk obat hidrofilik dan hidrofobik yang dapat terpartisi
kedalam lapisan lipid. Multilamelar vesikel dapat dikatakan sebagai bentuk awal

liposom. Liposom mengandung beberapa (hingga 14) lapis lemak lapis ganda,
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(tersusun seperti bawang merah), dipisahkan satu dengan lainnya oleh lapisan
larut air.

Preparasi multilamelar vesikel dapat dibuat dengan cara yang sederhana
dengan peralatan laboratorium yang biasa. Faktor yang paling penting dalam
preparasinya yaitu waktu, proses hidrasi, ketebalan lipid lapis tipis, konsentrasi,
komposisi lipid, dan volume dapar. Penyeragamkan ukuran liposom dapat
dilakukan dengan pengocokan dispersi nanopartikel liposom untuk membuat
campuran larutan homogen, sonikasi atau ekstruksi (Kozubek 2000; Blazek
2001).

1.2 Vesikel Unilamelar Kecil (Small Unilamellar Vesicles, SUV).
Liposom yang berbentuk vesikel unilamelar kecil dikelilingi oleh lapisan lemak
tunggal, diameternya berkisar 25 —-50 nm (beberapa mengatakan hingga 100 nm).
Liposom dengan lapisan tunggal (unilamelar vesikel) diperoleh dari proses
sonikasi. Proses sonikasi harus dilakukan diatas temperatur transisi lipid yang
digunakan, jika dipanaskan di bawah temperatur tersebut akan menyebabkan
agregasi dan terjadi kerusakan pada lipid lapis gandanya. Liposom hasil sonikasi
yang berukuran 22-50 nm sangat tergantung dari komposisi lipid, waktu sonikasi
dan jumlah kolesterol pada campuran lipid yang digunakan ( Kozubek 2000).

1.3 Vesikel Unilamelar Besar (Large Unilamellar Vesicles, LUV).
Vesikel unilamelar besar merupakan kelompok paling heterogen dari jenis
gelembung, sama dengan SUV, dikelilingi oleh 1 lapis lemak lapis ganda
diameternya berkisar 100 nm hingga beberapa mikron (Giant Vesicles). Vesikel
ini dibentuk dari emulsi fosfolipid dalam dapar dengan kehadiran fase pelarut
organik, diikuti dengan penguapan pelarut organik tersebut dibawah tekanan
vakum seperti vakum pada saat rotari evaporator. Liposom LUV yang dihasilkan
dengan cara ini disebut REV (Reverse Evaporation Vesicle) (Kozubek 2000;
Verma 2010).

C. Niosom
Niosom adalah sistem vesikel yang mirip dengan liposom yang dapat
digunakan sebagai pembawa obat ampifilik dan lipofilik. Niosom telah diteliti

untuk pembawa obat berbagai rute pemberian obat yang paling umum seperti
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intra muscular (IM), intra vena (IV), subcutan (SC), okular dan transdermal.
Niosom memiliki struktur surfaktan multilamelar dan oleh karena itu paling sesuai
untuk obat hidrofobik atau ampifilik (Jufri 2004).

Niosom atau gelembung surfaktan nonionik mikroskopis struktur pipih
terbentuk pada campuran surfaktan nonionik dari alkil atau dialkyl kelas eter
poligliserol dan kolesterol yang kemudian dihidrasi dengan air. Niosom dapat
diubah atau dimodifikasi dengan penggabungan zat tambahan lain seperti
kolesterol ke dalam membran dan dapat memiliki satu atau lebih lipid bilayer
yang membungkus inti air. Berbagai macam bahan telah digunakan untuk
membentuk niosom seperti surfaktan ester sukrosa dan polioksietilena surfaktan
alkil eter (Shivanand 2010).

Niosom merupakan gelembung surfaktan nonionik dan seperti liposom
memiliki struktur bilayer. Niosom memiliki biaya produksi yang rendah, stabilitas
yang tinggi sehingga penyimpanannya mudah. Niosom secara kimia stabil, dapat
menjerap obat yang hidrofilik dan hidrofobik kedua-duanya dalam lapisan air atau
lapisan membran. Niosom juga memiliki toksisitas yang rendah karena sifat
nonionik (Sankhyan 2012).

Hydophobic
region

o Drug in
- aqueous
R & r medium
e~ Hydrophillic
region

Phospholipid
bilayer

Gambar 2. Struktur niosom (Wagh 2010).

1. Kelebihan Niosom

Niosom yang memiliki sifat biodegradable atau terdegradasi baik didalam
tubuh, biokompatibel dan nonimunogenik dapat menjerap obat sama dengan
liposom. Kestabilan kimia dari niosom lebih stabil dan proses pembuatannya yang
lebih murah dibandingkan dengan liposom. Niosom dapat dienkapsulasi diantara
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struktur hidrofobik yang menjerap obat larut lipid dan struktur hidrofilik yang
menjerap obat larut air dan menjaga obat dari kerusakan keasaman dan perusakan
oleh enzim secara in vivo (Sharma 2009).

Niosom dapat meningkatkan efektifitas dari molekul obat karena
pelepasan obat dapat dikontrol dan tidak memerlukan kondisi khusus dalam
penanganan dan penyimpanannya. Sediaan topikal dengan penggunaan vesikel
niosom mampu melintasi kulit karena proses adsorpsi dan fusi serta perusakan
pada perintang stratum corneum dari struktur vesikel yang memiliki lapisan
hidrofilik dan lipofilik seperti pada penetrasi secara enhancer (Sankhyan 2012;
Manosroi 2012).

2. Rute Pemberian Niosom

Niosom memiliki struktur surfaktan multilamelar dan oleh karena itu
paling sesuai untuk obat hidrofobik atau ampifilik. Niosom sebagai sistem
pembawa obat yang merupakan perbaikan dari liposom telah banyak dilakukan
penelitian dan sudah banyak sediaan yang telah diproduksi. Niosom telah
diaplikasikan pada beberapa rute pemberian yaitu intramuskular, intravena,
subkutan, okular dan transdermal (Jufri 2004).

Baru-baru ini niosom lebih popular pada penggunaan topikal dan
transdermal karena memiliki struktur yang spesifik seperti pada peningkatan
penetrasi obat. Tingkat penetrasi obat melewati kulit sangat lemah dari rute
pemberian obat secara transdermal. Peningkatan penetrasi obat secara transdermal
bisa ditingkatkan dengan menggunakan pembawa obat seperti niosom. Niosom
yang berinteraksi dengan kulit manusia dalam bentuk sediaan niosom mampu
memperbaiki masuknya obat khususnya pada sulitnya melewati lapisan stratum
korneum, susahnya masuk obat yang larut dalam air melewati transepidermal dan
meningkatkan kelembutan dengan adanya struktur lipofilik sehingga
menyebabkan kerusakan lapisan lipid kulit tidak terjadi (Shahiwala 2002).

Niosom dapat menghasilkan sustained release dan bisa digunakan untuk
obat hidrofilik dan lipofil. Niosom menjadi penghantar yang potensial pada
penggunaan topikal karena dapat meningkatkan penetrasi obat, aksi lokal tersedia
dalam bentuk depot sustained release dan memudahkan dalam pembawa matriks
untuk obat hidrofilik dan hidrofobik (Sathali 2010).



13

3. Metode Pembuatan Niosom

3.1 Tehnik Penjerapan Pasif. Teknik ini merupakan teknik yang paling
sering digunakan dalam pembuatan niosom dimana obat tergabung selama
preparasi niosom yaitu selama pembentukan niosom.

3.2 Hidrasi Lapis Tipis. Semua komponen pembentuk vesikel yaitu
surfaktan dan kolesterol dilarutkan dalam pelarut organik yang mudah menguap
dalam labu alas bulat. Pelarut organik diuapkan menggunakan rotary evaporator
pada suhu kamar yang membentuk lapisan tipis dari komponen terlarut. Lapisan
tipis yang terbentuk dihidrasi dengan fase air dengan agitasi lembut sehingga
terbentuk niosom. Obat dapat dilarutkan dalam fase air jika bersifat hidrofilik dan
dapat dilarutkan dalam pelarut organik dengan senyawa lain jika bersifat
hidrofobik (Bailliie et al. 1986; Palozza 2006).

3.3 Injeksi Eter. Surfaktan dan komponen lain dilarutkan dalam eter
(dietil eter) dan kemudian secara perlahan-lahan diinjeksikan ke dalam larutan
berair yang dipertahankan pada suhu 60°C melalui jarum. Penambahan tersebut
akan menyebabkan penguapan eter dan membentuk vesikel lapis tunggal. Metode
ini memiliki kelebihan dalam mengontrol ukuran, yang diperoleh dengan
mengontrol ukuran jarum dan kondisi lainnya. Kelemahannya adalah kelarutan
bahan dalam eter yang terbatas dan sulit dalam menghilangkan eter dari formulasi
akhir (‘Yasin 2012; Guinedi 2005).

3.4 Penguapan Fase Balik. Bahan dilarutkan dalam campuran pelarut
organik yang mudah menguap (eter dan kloroform) dan obat dilarutkan dalam
fase air. Emulsi air dalam minyak terbentuk dari dua fase dalam bath sonicator.
Prinsip dasar meliputi penguapan pelarut oranik untuk membentuk niosom.
Emulsi ini dikeringkan dalam rotary evaporator pada suhu 40°C untuk
membentuk gel semi solid dari vesikel besar. Sejumlah kecil buffer ditambahkan
dan semi solid yang terbentuk disonikasi pada suhu 4-5°C untuk membentuk
vesikel kecil unilamelar (Guinedi et al. 2005).

3.5 Ekstruksi Beberapa Membran. Prinsip dasar melibatkan ekstruksi
yang memaksa bagian dari campuran suspensi atau emulsi dari komponen melalui

membran polikarbonat berulang kaliuntuk memperoleh niosom dengan ukuran
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yang diinginkan. Fase organik dikeringkan dalam rotary evapotaror dan dihidrasi
dengan fase air, hasilnya diekstruksi melalui membran (Khandare et al. 1994).

3.6 Mikrofluidisasi. Kedua fase saling berinteraksi pada kecepatan yang
sangat tinggi dalam saluran mikro di dalam interaction chamber. Energi dan
tumbukan kecepatan tinggi menyebabkan pembentukan niosom yang kecil dan
seragam. Metode ini memiliki tingkat reprodusibilitas yang tinggi (Khandare et al.
1994).

3.7 Sonikasi. Campuran obat dalam buffer, surfaktan dan kolesterol
disonikasi dengan sonikator pemeriksaan titanium pada suhu 60°C selama 10
menit untuk menghasilkan niosom. Metode ini juga digunakan untu memproduksi
vesikel unilamelar kecil dari vesikel multilamelar besar yang dipreparasi dengan
teknik lainnya (Yoshioka et al. 1992).

3.8 Metode Gelembung. Metode pembuatan niosom ini dengan satu
tahap tanpa menggunakan pelarut organik. Semua komponen didispersikan dalam
buffer dan ditempatkan dalam labu alas bulat diatas penangas air dengan suhu
yang dikontrol. Labu tersebut memiliki tiga leher yang dihubungkan pada refluks
pendingin air, termometer, dan penyedia nitrogen. Dispersi dicampurkan dengan
homogenizer selama 15 detik dan kemudian dibuat gelembung dengan nitrogen
untuk membentuk niosom (Chauhan & Lourence 1989).

3.9 Teknik Penjerapan Aktif. Meliputi pemuatan obat setelah
pembentukan niosom. Niosom dipreparasi dan kemudian obat dimasukkan dengan
mempertahankan gradien pH atau gradien ion untuk memfasilitasi pengambilan
obat ke dalam niosom. Cara ini dapat memberikan keuntungan penjerapan 100%,
menghindari kebocoran, biaya yang efektif dan cocok untuk obat-obat yang tidak
stabil (Udupa 2004).

3.10 Gradien pH. Fase organik dan komponen terlarut diuapkan utuk
membentuk lapisan dan dihidrasi dengan asam sitrat, vesikel multilamelar
dibentuk dengan pembekuan yang dicairkan 3 kali dan disonikasi. Suspensi
niosom ditambahkan fase air dan obat, divorteks dan pH dinaikkan hingga 7,0-7,2
dengan 1 M disodium fosfat. Campuran tersebut kemudian dipanaskan pada suhu

60°C selama 10 menit untuk memasukkan obat ke dalam niosom (Biju 2006).
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4. Monografi bahan
4.1 Span 60

OH
CH3(CH2)12CH; o

OH

OH
Gambar 3. Struktur kimia span 60 (Rowe et al. 2010)

Surfaktan mempunyai gugus hidrofil dan lipofil yang seimbang sehingga
mampu menjadi jembatan penghubung antara polar dan nonpolar yang dapat
menyebabkan terjadinya interaksi antara kedua fase tersebut dengan baik.
Surfaktan yang dilarutkan ke dalam air maka gugus hidrofil akan berikatan
dengan molekul air tetapi gugus nonpolar ditolak oleh air dan didesak ke
permukaan kemudian diadsorbsi pada antarmuka sehingga menurunkan tegangan
permukaan sampai semua permukaan itu penuh ditutupi oleh surfaktan.

Surfaktan apabila dengan konsentrasi rendah berada dalam cairan maka
surfaktan akan teradsorbsi pada permukaan dengan ukuran subkoloid, tetapi pada
kadar yang lebih tinggi surfaktan akan mengumpul membentuk agregat yang
disebut misel. Kadar dimulai terbentuk misel disebut Critical Micelle
Concentration (CMC), sehingga perlu diperhatikan konsentrasi penaikan
surfaktan yang cocok untuk meningkatkan kelarutan obat (Martin 1983).

Surfaktan nonionik merupakan komponen dasar dari penyusun niosom.
Surfaktan nonionik memiliki gugus hidrofilik pada bagian kepala dan gugus
lipofilik pada bagian ekornya. Struktur hidrofilik dan lipofiliknya ini
menyebabkan mampu membentuk lapisan bilayer apabila ditambahkan fase air
dengan volume yang sesuai dan mampu menjerap obat.

Surfaktan nonionik dapat diklasifikasikan berdasarkan ukuran
kesetimbangan Hidrophilic-Lipophilic Balance (HLB). Semakin tinggi nilai HBL

suatu zat, maka zat tersebut semakin hidrofilik. Surfaktan yang mempunyai HBL
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rendah kurang dari 10 biasanya digunakan sebagai zat antibusa untuk
menghilangkan busa, zat pengemulsi air dalam minyak dan sebagai zat pembasah
untuk menurunkan sudut kontak antar permukaan dan cairan pembasah. Berbagai
surfaktan nonionik dan kombinasinya telah dilaporkan memiliki potensi besar
untuk menampung banyak obat dalam niosom (Giddi et al. 2007). Jenis surfaktan
nonionik yang paling umum adalah nilon termasuk alkil eter, alkil ester, alkil
amida, ester asam lemak sorbitan, dan lain-lain (Uchegbu & Vyas 1998;
Sankhyan & Pawar 2012). Surfaktan ini telah diulas dalam literatur (Mahale et al.
2012; Kumarn & Rajeshwarrow 2011). Surfaktan nonionik ini digunakan dalam
berbagai formulasi niosom dan menunjukkan efek yang berbeda pada sifat
niosom.

Span 60 atau sorbitan monostearat merupakan surfaktan nonionik yang
berbentuk padatan pada suhu ruang karena rantai hidrokarbon jenuhnya yang
relatif panjang dan titik leburnya 54°C. Span 60 memiliki rumus molekul dan
berat molekul masing-masing adalah C,4H4606 dan 431. Span 60 dapat berfungsi
sebagai agen pengemulsi (emulgator), surfaktan nonionik lipofilik, agen pelarut,
dan agen penghidrasi. Span 60 praktis tidak larut dalam air, dapat bercampur
dengan alkohol, larut dalam parafin cair, mudah larut dalam eter, tidak larut dalam
aseton dan propilenglikol. Nilai HBL span 60 adalah 4,7 (Rowe et al. 2009).

Keseimbangan hidrofilik lipofilik merupakan indikator yang penting
dalam kemampuan pembentukan gelembung terhadap beberapa surfaktan. Nilai
HLB antara 4 sampai 8 didapatkan lebih sesuai untuk membentuk gelembung.
Kemampuan surfaktan membentuk lapisan bilayer dari vesikel yang merupakan
bagian dari misel tergantung pada nilai HLB, Struktur kimia dari senyawa dan
parameter critical packing. Hubungan antara struktur surfaktan meliputi ukuran

hidrofilik yang terdapat pada bagian polar.
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3.2 Kolesterol.

Gambar 4. Struktur kimia kolesterol (Wagh 2010)

Kolesterol memiliki rumus empiris C,7H4OH dan berat molekul 386,67
serta memiliki titik lebur 147-150°C. Kolesterol digunakan pada konsentrasi 0,3-
5,0 % b/b sebagai zat pengemulsi pada kosmetik dan formula topikal. Kolesterol
mampu menyerap air pada sediaan salep dan memiliki aktivitas sebagai emolien.
Senyawa ini dapat berwarna putih atau kekuningan (samar), hampir tidak berbau ,
berbentuk mutiara, jarum, bubuk atau butiran. Kolesterol dapat berubah warna
menjadi kuning pada paparan cahaya dan udara yang berkepanjangan. Kolesterol
larut dalam aseton, larut 1 : 4,5 dalam kloroform, larut dalam minyak nabati dan
praktis tidak larut dalam air. Senyawa ini stabil dan harus disimpan dalam wadah
tertutup, terlindung dari cahaya (Rowe, Sheskey, & Owen 2009). Kolesterol
sering ditambahkan ke dalam komposisi niosom, terakomodasi diantara molekul
surfaktan nonionik pada membran lipid lapis ganda niosom dengan perbandingan
2:1. Pengaruh kolesterol terhadap stabilitas niosom adalah untuk pengepakan
barisan molekul fosfolipid pada lipid lapis ganda niosom sehingga molekul
protein tidak mudah berpenetrasi ke permukaan liposom (Leekumjron 2004).

Kolesterol merupakan steroid yang menyebabkan perubahan fluiditas dan
permeabilitas dari bilayer niosom. Kolesterol merupakan metabolit steroid lilin
yang dicampurkan dengan surfaktan nonionik untuk memberikan kekuatan dan
keteraturan pada niosom. Kolesterol merupakan molekul ampifilik, dimana gugus
OH-nya akan mengarah pada fase air, dan rantai alifatiknya akan mengarah pada
rantai hidrokarbon dari surfaktan. Kekuatan yang terjadi pada niosom disebabkan

karena adanya kerangka steroid yang kaku yang berinteraksi dengan molekul
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surfaktan sehingga membatasi pergerakan karbon dari rantai hidrokarbon
surfaktan. Kolesterol juga dapat mencegah terjadinya kebocoran pada molekul
surfaktan yang telah menjerap zat aktif (Ravichandran 2009).

3.3 Etanol. Etanol adalah alkohol yang biasa digunakan sebagai
pelarutberbagai bahan kimia yang ditujukan untuk konsumsi dan kebutuhan
industri. Rumus kimia dari etanol adalah C,HsOH dan dikenal dengan nama lain
yaitu etil alkohol, alkohol murni, atau alkohol absolut. Etanol berbentuk cairan
yang ringan, mudah menguap, tidak berwarna, mudah terbakar dan sering
digunakan dalam kehidupan sehari-hari (Makeshawar et al. 2013). Etanol larut
dalam air, aseton, benzena, kloroform, dietil eter, piridina dan toluena (Mills et al.
1987).

3.4 Kloroform. Kloroform dikenal sebagai triklorometana, metana
triklorida, trikloroform, metil triklorida, dan formil triklorida. Kloroform memiliki
rumus molekul dan massa molekul relatif masing-masing adalah CHCI; dan
119,4. Kloroform jernih, tidak berwarna, cairan mudah menguap dengan bau khas
eterik pada suhu ruang (WHO 2004). Kloroform sedikit larut dalam air, mudah
larut dalam karbon disulfida, dan dapat bercampur dengan alkohol, eter, benzen,
karbon tetraklorida, dan minyak yang mudah menguap. Kloroform stabil di bawah
suhu dan tekanan normal dalam wadah tertutup (Akron 2002).

3.5 Phosphate Buffered Saline (PBS). PBS adalah larutan isotonis yang
digunakan dalam penelitian biologis. Larutan ini mengandung natrium Klorida,
natrium fosfat, kalium klorida, dan kalium fosfat. PBS banyak digunakan karena
isotonis dengan cairan tubuh manusia dan tidak bersifat toksik (Medicago 2010).
PBS memiliki pH yang berkisar 7,3 — 7,5 dan osmolaritasnya berkisar 280 — 315
Mosm/kg (Maureen 2002).
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D. Fisetin
OH

HO O
OH
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o]
Gambar 5. Struktur kimia fisetin (Ragelle et al. 2012)

Fisetin-tetrahydroxyflavone (3,7,3',4'1), dikenal sebagai Natural Brown
adalah flavonoid tanaman bioaktif penting besar sebagai obat terapi berpotensi
yang berguna untuk berbagai radikal bebas yang dimediasi serta penyakit lainnya
(Sengupta et al. 2005). Fisetin praktis tidak larut dalam air, tetapi mudah larut
dalam etanol, methanol, aseton dan dimetilformamida (DMF). Fisetin termasuk
obat golongan BCS kelas Il dengan kelarutan 0,002 mg/ml dengan absorpsi dan
bioavailabilitas yang sangat rendah sekitar 10% (Dang et al. 2014; Yao et al.
2013).

Fisetin merupakan salah satu alternatif antioksidan alami yang cukup
potensial. Fisetin terutama ditemukan pada dalam buah-buahan, kacang-kacangan,
anggur dan sayuran seperti bawang, mentimun, apel, kesemek dan stroberi pada
konsentrasi 2-160 mg / g dengan perkiraan asupan harian rata-rata 0,4 mg (Arai et
al. 2000) dan menampilkan berbagai efek biologis termasuk antioksidan dan anti-
inflamasi (Park et al. 2007; Mignet et al. 2012). Aktivitas antiangiogenik fisetin
juga telah didokumentasikan secara in vitro dan in vivo pada tikus (Bhat et al.
2012; Fotsis et al. 1997; Touil et al. 2011b). Fisetin pada dosis 10mg/kg BB tikus
dapat menurunkan kadar gula darah pada tikus diabetes (Prasath & Subramanian
2011). Hal ini juga ditambahkan ke suplemen gizi pada konsentrasi yang sangat
tinggi dan memiliki berbagai efek farmakologis termasuk antioksidan dan anti-
inflamasi menginduksi penangkapan siklus sel kanker.

Kegiatan aktivitas antioksidan yang dapat dikaitkan dengan fitur struktural

serta kemampuannya untuk memodulasi jalur sinyal seluler tertentu, terutama
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protein kinase dan jalur lipid kinase (Inkielewicz et al. 2010).

Fisetin juga dilaporkan menurun risiko kardiovaskular oleh ameliorating
hati steatosis dan dengan menurunkan sirkulasi konsentrasi glukosa (Chung
2013). Efek karsinogenik dan anti cardio dari fisetin pada dosis diet yang
dikaitkan dengan sifat antioksidan dan kemampuannya untuk mencegah
proliferasi sel dan angiogenesis. Fisetin dan beberapa flavonoid tanaman lain
sering digunakan sebagai suplemen nutrisi pada konsentrasi tinggi (Olaharski
2005).

E. Karakterisasi Niosom

1. Ukuran Partikel

Ukuran partikel dapat mempengaruhi muatan obat, pelepasan obat, dan
stabilitas nanopartikel (Singh et al. 2009). Partikel yang berukuran kecil memiliki
luas permukaan yang lebih besar, dimana akan mengakibatkan pelepasan zat aktif
yang lebih cepat. Partikel yang lebih besar memiliki inti yang lebih besar yang
dapat mengurangi kecepatan obat untuk berdifusi keluar. Partikel yang berukuran
kecil memiliki resiko yang lebih besar untuk terjadinya agregasi selama
penyimpanan (Rafeeq et al. 2010).

Pengukuran partikel niosom dilakukan dengan menggunakan alat Particle
Size Analizer (PSA). Persyaratan parameter ini adalah partikel mempunyai ukuran
50-1000 nm dan stabil pada periode waktu tertentu (Muller et al. 2000). Metode
yang digunakan dalam pengukuran partikel melibatkan suatu proses yang dikenal
dengan Dynamic Light Scattering (DLS). Dynamic Light Scattering juga dikenal
dengan PCS (Photon Correlation Spectroscopy) mengukur gerak Brown dan
menghubungkan dengan ukuran partikel. Proses tersebut dilakukan dengan cara
menyinari partikel dengan laser dan menganalisis intensitas fluktuasi cahaya yang
tersebar. Partikel kecil ketika disinari oleh sumber cahaya seperti laser, partikel
tersebut akan menyebar ke segala arah.

Partikel yang terdispersi dalam cairan tidak pernah dalam keadaan diam.
Partikel akan terus bergerak karena gerak Brown. Gerak Brown adalah gerakan

partikel karena tumbukan acak dengan molekul cairan yang mengelilingi partikel.
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Sifat penting dari gerak Brown untuk DLS adalah bahwa partikel kecil bergerak
lebih cepat dan partikel yang lebih besar bergerak lebih lambat. Suhu harus
diketahui secara akurat karena diperlukan untuk mengetahui viskositasnya.
Kestabilan suhu diperlukan jika arus konveksi dalam sampel akan menyebabkan
pergerakan yang tidak acak yang akan merusak akurasi interpretasi ukuran. Suhu
yang lebih tinggi akan menyebabkan gerak Brown semakin cepat. Kecepatan dari
gerak Brown didefinisikan sebagai koefisien difusi tranlasi (D).

Ukuran partikel yang diukur dengan instrumen DLS adalah diameter
partikel yang berdifusi pada kecepatan yang sama. Sistem tersebut menentukan
ukuran dengan terlebih dahulu mengukur gerak Brown dari partikel-partikel
dalam sampel menggunakan DLS dan kemudian menerjemahkan ukuran
menggunakan teori-teori yang sudah ditetapkan. Partikel dalam cairan bergerak
secara acak dan kecepatan dari pergerakan tersebut digunakan untuk menentukan
ukuran dari partikel (Malvern 2012).

2. Potensial Zeta

Potensial zeta diukur dengan menggunakan zetasizer. Potensial zeta
mempunyai aplikasi praktis dalam stabilitas sistem yang mengandung partikel-
partikel terdispersi, karena potensial ini mengatur derajat tolak-menolak antara
partikel-partikel terdispersi yang bermuatan sama dan saling berdekatan (Sinko
2012). Besarnya potensi zeta dapat memprediksi stabilitas koloid. Nanopartikel
dengan nilai potensial zeta lebih besar dari +25 mV atau kurang dari -25 mV
biasanya memiliki derajat stabilitas tinggi. Dispersi dengan nilai potensial zeta
rendah akan menghasilkan agregat karena atraksi Van Der Waals antar-partikel
(Ronson 2012).

3. Analisis Morfologi Nanopartikel

TEM adalah sebuah mikroskop elektron yang cara kerjanya mirip dengan
cara kerja proyektor slide, di mana elektron ditembuskan ke dalam obyek
pengamatan dan pengamat mengamati hasil tembusannya pada layar. Sampel
yang disiapkan pada TEM sangat tipis sehingga elektron dapat menembusnya
kemudian hasil dari tembusan elektron tersebut yang diolah menjadi

gambar. sinar elektron mengiluminasi spesimen dan menghasilkan sebuah
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gambar diatas layar pospor. Gambar dilihat sebagai sebuah proyeksi dari
spesimen (Karlik & Miroslav 2001).

Morfologi fisetin niosom dapat diamati dengan TEM. TEM digunakan
untuk menganalisis mikrostruktur, identifikasi defek, analisis interfasa, struktur
kristal, tatanan atom pada kristal, serta analisis elemen skala nanometer (Respati
2008). TEM mampu menghasilkan resolusi hingga 0,1 nm atau 1 angstrom yang
sama dengan perbesaran sampai satu juta kali (Karlik & Miroslav 2001).

4. Efisiensi Penjerapan

Pengujian efisiensi penjerapan fisetin dilakukan untuk mengetahui
persentase fisetin yang mampu terjerap dalam vesikel niosom yang dihasilkan dan
mengetahui efisiensi dari metode yang digunakan (Rahman et al. 2011). Suatu
sistem penghantaran obat harus memilki kapasitas pemuatan obat yang tinggi dan
bertahan lama. Kapasitas pemuatan obat (efesiensi penjerapan) pada umumnya
dinyatakan dalam persen obat yang terjerap dalam fase lemak terhadap obat yang
ditambahkan (Gregoriadis 2007).

Obat yang tidak terjerap dapat dihilangkan atau dipisahkan dengan
berbagai teknik, diantaranya :

4.1 Dialisis. Dispersi cairan niosom didialisis dalam tabung dialisis
dengan menggunakan buffer fosfat atau normal salin atau larutan glukosa.

4.2 Gel Filtration. Obat yang tidak terjerap dihilangkan dari niosom
menggunakan filtrasi gel melalui kolom sephadex-G-50 dan di elusi dengan buffer
garam fosfat atau normal salin.

4.3 Sentrifugasi. Dispersi nanopartikel niosom disentrifugasi dan
supernatannya dipisahkan. Pelet yang diperoleh dicuci kemudian didispersikan
kembali untuk mendapatkan niosom yang bebas dari obat yang tidak terjerap.
Efisiansi penjerapan vesikel ditentukan dengan memisahkan obat bebas dari
vesikel penjerap obat dengan menggunakan teknik sentrifugasi. Dispersi
nanopartikel niosom disentrifugasi selama 50 menit pada 3.000 rpm dan suhu
kamar dengan tujuan untuk memisahkan obat yang tidak terjerap. Jumlah obat
bebas (FD) ditentukan pada supernatan. Supernatan hasil sentrifugasi ditetapkan

kadarnya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Pham et al. 2012).
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Efisiensi penjerapan (%) fisetin dapat dihitung berdasarkan rumus:
% efisiensi penjerapan = {(T—C) /T } x 100%

Keterangan: T = total jumlah zat aktif yang ditambahkan dalam formula

C= jumlah zat aktif yang terdeteksi pada supernatan (tidak terjerap)

F. Landasan Teori

Fisetin termasuk kedalam BCS kelas Il yaitu memiliki permeabilitas tinggi
namun kelarutannya rendah (Sinko 2006). Obat yang memiliki kelarutan rendah
akan mengakibatkan laju disolusinya juga rendah sehingga absorbsinya kurang
sempurna dan memiliki bioavailabilitas yang rendah pula (Shargel & Yu 2005).
Fisetin terutama ditemukan pada buah-buahan, sayuran, kacang-kacangan dan
anggur (Arai et al. 2000; Kimira et al. 1998) dan menampilkan berbagai efek
biologis termasuk antioksidan dan anti-inflamasi (Park et al. 2007; Woodman dan
Chan 2004). Beberapa cara telah dilakukan untuk meningkatkan bioavaibiltas
fisetin seperti pembuatan liposom (Mignet et al. 2012), nanokelat (Bothiraja et al.
2014), nanoemulsi (Ragelle et al. 2012) dan komplek inklusi B-siklodektrin (Jufri
2004). Hal tersebut belum mampu meningkatkan kelarutan fisetin secara
signifikan karena terbatasnya pemahaman tentang sifat fisika kimia dan sifat
biologi fisetin (Yao et al. 2013).

Teknologi formulasi niosom memberikan kelebihan tersendiri seperti
meningkatkan stabilitas obat yag terjerap, bioavailabilitas bahan yng sulit diserap
dapat ditingkatkan dan dapat meningkatkan penetrasi kulit (Kapoor et al. 2011).
Metode yang telah banyak digunakan dalam pembuatan niosom adalah hidrasi
lapis tipis. Keuntungan dari metode hidrasilasi tipis adalah cepat dan mudah
karena menggunakan peralatan yang sederhana (Gupta & Kompella 2006).

Niosom terdiri dari dua komponen utama yang digunakan untuk preparasi
niosom yaitu surfaktan nonionik dan koleserol. Surfaktan memberikan peranan
yang penting dalam pembuatan niosom sedangkan kolesterol digunakan untuk
memberikan kekakuan, memberikan bentuk yag tepat, dan konformasi dalam

preparasi niosom. Surfaktan nonionik memiliki bagian kepala yang bersifat
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hidrofilik dan bagian ekor yang bersifat lipofilik (Chandu et al. 2012). Telah
dilakukan penelitian mengenai pembuatan dan karakterisasi niosom dengan
metode hidrasi lapis tipis menggunakan surfaktan nonionik span 20 yang
memberikan hasil niosom dengan efisiesi penjebakan yang cukup tinggi (Purwanti
et al. 2013).

Menurut penelitian Rahimpour (2012) kekuatan yang terjadi pada niosom
disebabkan karena adanya kerangka steroid yang kaku dari kolesterol yang
berinteraksi dengan molekul surfaktan sehingga membatasi pergerakan karbon
dari rantai hidrokarbon surfaktan.Perpaduan kolesterol dan surfaktan non ionik
span 60 memberikan pengaruh pada stabilitas dan permeabilitas gelembung.
Kolesterol akan mengepak barisan molekul lipid dari surfaktan non ionik span 60
pada struktur lapis ganda pada niosom. Pengepakan ini berujuan untuk
menghindari kebocoran dari lapisan niosom sehingga obat yang terjerap didalam
niosom tidak mudah keluar. Penggunaan kolesterol yang terlalu banyak dapat
membuat niosom menjadi kaku sehingga menyebabkan proses absorpsi, distribusi
dan pelepasan obat dari niosom lebih sukar (Kumar 2011).

Metode pembuatan niosom dengan metode hidrasi lapis tipis dapat dibuat
dengan cara yang sederhana dengan peralatan laboratorium yang biasa meliputi
pengeringan campuran bahan dari vesikel yaitu span 60 dan kolesterol yang
dilarutkan dalam pelarut organik di dalam labu alas bulat. Larutan yang terbentuk
dalam labu alas bulat dirotavapor agar lipid terdeposit dari pelarut organik dalam
bentuk lapis tipis pada permukaan dinding labu. Larutan dapar ditambahkan dan
lipid akan terhidrasi pada temperatur diatas temperatur transisi lipidnya. Vesikel
multilamellar yang dihasilkan dapat diproses lebih lanjut melalui sonifikasi untuk
mengoptimalkan penjerapan obat (Purwanti et al. 2013).

Pengukuran partikel niosom yang terbentuk dilakukan dengan PSA.
Persyaratan parameter ini adalah partikel mempunyai ukuran 50-1000 nm dan
stabil pada periode waktu tertentu (Muller et al. 2000). Potensial zeta diukur
dengan menggunakan zetasizer. Potensial zeta mempunyai aplikasi praktis dalam
stabilitas sistem yang mengandung partikel-partikel terdispersi, karena potensial

ini mengatur derajat tolak menolak antara partikel-partikel terdispersi yang
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bermuatan sama dan saling berdekatan (Sinko 2012). Besarnya potensi zeta dapat
memprediksi stabilitas koloid. Nanopartikel dengan nilai potensial zeta lebih besar
dari +25 mV atau kurang dari -25 mV biasanya memiliki derajat stabilitas tinggi.
Dispersi dengan nilai potensial zeta rendah akan menghasilkan agregat karena
atraksi Van Der Waals antar partikel (Ronson 2012).

Ukuran partikel yang kurang dari 100 nanometer, sifat partikel tersebut
akan berubah. Berkurangnya ukuran partikel akan meningkatkan kelarutan obat
sehingga dapat meningkatkan bioavailabilitas obat dalam tubuh. Ukuran partikel
dapat mempengaruhi efisiensi distribusi obat dalam tubuh karena dengan
berkurangnya ukuran partikel maka akan meningkatkan luas permukaan partikel.
Berkurangnya ukuran partikel juga meningkatkan disolusi dan kejenuhan larutan
yang berhubungan dengan peningkatan kinerja obat secara in vivo. (Rahmawati
2007).

Niosom secara kimia stabil, dapat menjerap obat yang hidrofilik dan
hidrofobik kedua-duanya dalam lapisan air atau lapisan membran. Niosom juga

memiliki toksisitas yang rendah karena sifat nonionik (Sankhyan 2012).

G. Hipotesis
1. Fisetin niosom dapat dibuat menggunakan metode hidrasi lapis tipis-sonikasi.
2. Konsentrasi surfaktan non ionik span 60 dan kolesterol memiliki pengaruh
terhadap ukuran dan penjerapan fisetin niosom.
3. Karakterisasi fisetin menjadi lebih baik setelah dibuat niosom.

4. Fisetin niosom dapat stabil selama proses penyimpanan.



BAB I11
METODE PENELITIAN

A. Populasi dan Sampel

1. Populasi

Populasi adalah keseluruhan unit atau individu dalam ruang lingkup yang
ingin diteliti. Populasi dalam penelitian ini adalah fisetin niosom yang dibuat
dengan span 60 dan kolesterol.
2. Sampel

Sampel adalah sebagian dari populasi yang ingin diteliti, yang ciri-ciri dan
keberadaannya diharapkan mampu mewakili atau menggambarkan ciri-ciri dan
keberadaan populasi yang sebenarnya. Sampel dalam penelitian ini adalah
sejumlah fisetin niosom yang dibuat dengan berbagai variasi konsentrasi span 60

dan kolesterol.

B. Variabel Penelitian
1. ldentifikasi Variabel Utama

Variabel utama adalah variabel yang terdiri dari variabel bebas, variabel
terkendali dan variabel tergantung. Variabel dalam penelitian ini adalah formula
dari fisetin niosom yang dibuat dengan konsentrasi span 60 dan kolesterol yang
berbeda dan karakterisasi niosom dengan berbagai macam pengujian.

2. Klasifikasi Variabel Utama

Variabel utama dalam penelitian ini diklasifikasikan dalam berbagai
variabel, antara lain variabel bebas, variabel terkendali dan variabel tergantung.

Variabel bebas yaitu variabel yang sengaja diubah-ubah untuk dipelajari
pengaruhnya terhadap variabel tergantung yaitu konsentrasi surfaktan span 60 dan
kolesterol yang berbeda.

Variabel tergantung pada penelitian ini adalah pusat persoalan yang
merupakan Kriteria penilaian ini yaitu karakterisasi fisetin niosom yaitu ukuran
partikel dan zeta potensial, analisa morfologi dan efisiansi penjerapan.

Variabel terkendali adalah variabel yang mempengaruhi variabel

tergantung sehingga perlu dinetralisir atau ditetapkan kualifikasinya agar hasil

26



27

yang didapat tidak tersebar dan dapat diulangi oleh peneliti lain secara tepat yaitu
proses pembuatan niosom dengan metode hidrasi lapis tipis - sonikasi.
3. Definisi Operasional Variabel Utama

Zat aktif fisetin yang dibuat menjadi niosom dengan konsentrasi surfaktan
non ionik span 60 dan kolesterol yang berbeda.

Ukuran partikel dapat mempengaruhi muatan obat, pelepasan obat, dan
stabilitas dari nanopartikel. Zeta potensial merupakan prediktor yang baik dari
fenomena glasi karena potensial zeta mengatur derajat tolak-menolak antara
partikel-partikel yang terdispersi yang bermuatan sama dan saling berdekatan.

Analisa morfologi merupakan analisa yang digunakan untuk
membandingkan bentuk dan morfologi fisetin standar dengan nanopartikel lipid
padat yang mengandung fisetin. Analisa morfologi dilakukan dengan
menggunakan TEM.

Proses pembuatan fisetin niosom dengan kombinasi metode hidrasi lapis

tipis dengan sonikasi.

C. Alat dan Bahan

1. Alat

Particle size analizer (Malvern Panalytical, USA), Transmission Electron
Microscopy (FEI Tecnai G2 20 S-Twin, Jepang), sonikator tipe bath (Krisbow),
spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu 2450), rotary evaporator (Heidolph),
ultrasentrifuge (Himac CP 100WX, Hitachi, Jepang), timbangan analitik (Ohaus),
labu alas bulat (Schott Duran), mikropipet (Rainin, USA), pH meter (Horiba F-52,
Jepang), Kkertas saring, batang pengaduk, kaca arloji, sendok spatula, pipet tetes,
beaker glass dan labu ukur (Pyrex, Jepang).
2. Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Fisetin Pharmaceutical
Grade (Shaanxi Dideu Medichem, China), Surfaktan non ionik Span 60 (Merk),
Kertas whatman nomor 1, Kolesterol (Sigma-Aldrich, USA), Etanol (PT.

Bratachem, Indonesia), Kloroform (Merck, Jerman), KH,PO4 (Merck, Jerman),

Na,HPOQO, ( Merck, Jerman), Aquadest Pro Injeksi (PT. Bratachem, Indonesia).
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D. Jalannya Penelitian

1. Pembuatan Fisetin Niosom

Fisetin dilarutkan dengan etanol, span 60 dan kolesterol dilarutkan dengan
kloroform dalam labu alas bulat. Bahan dicampur dan diuapkan dengan rotary
evaporator pada suhu 50°C dengan kecepatan 65 rpm sampai terbentuk lapisan
tipis pada dinding labu. Lapisan tipis yang terbentuk pada dinding labu dihidrasi
dengan larutan Phospat Buffer Saline (PBS) pH 7,3 sampai homogen untuk
membentuk niosom. Dispersi koloid yang dihasilkan disonikasi dengan sonikator

tipe probe pada suhu kamar selama 10 menit dengan amplitudo 50 %.

Tabel 1. Perbandingan konsentrasi span 60 - kolesterol pada pembuatan fisetin niosom

Span 60 Kolesterol Fisetin
Formula PBS pH 7,3 (ml) (mg) (mg) (mg)
1 25 100 200 150
2 25 150 200 150
3 25 200 200 150
4 25 200 150 150
5 25 200 100 150

2. Karakterisasi Fisetin Niosom

2.1 Analisis Ukuran Partikel. Dispersi nanopartikel niosom yang telah
terbentuk dapat dianalisis ukuran partikel dan distribusi ukuran partikel dengan
mengunakan alat PSA (Dahiya et al. 2011). Dispersi nanopartikel niosom
diteteskan pada tempat sampel alat PSA (Malvern) dan dilakukan measuring
hingga didapatkan hasil ukuran partikel dan distribusi ukuran partikel dari
masing-masing formula niosom.

2.2 Kurva kalibrasi

2.2.1 Pembuatan larutan induk. Larutan induk fisetin dengan
konsentrasi 100 ppm (mg/L) dapat dibuat dengan cara 10 mg fisetin dilarutkan
dalam 2 ml etanol p.a, lalu ditambahkan PBS pH 7,3 didalam labu ukur 100 ml
sampali tanda batas (Ruckmani et al. 2010).

2.2.2 Penetapan panjang gelombang maksimum. Larutan induk fisetin
dalam PBS pH 7,3 dibaca dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang
gelombang 200-400 nm. Panjang gelombang maksimum ditunjukan dengan nilai

serapan yang paling tinggi (Ruckmani et al. 2010).
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2.2.3 Penetapan operating time. Penentuan operating time bertujuan
untuk mengetahui kestabilan reaksi suatu senyawa. Pengujian dilakukan dengan
membaca larutan induk fisetin pada panjang gelombang maksimum fisetin, dibaca
mulai dari menit 0 sampai menit didapatkan nilai serapan yang stabil.

2.2.4 Pembuatan larutan seri kurva kalibrasi. Seri konsentrasi kurva
baku pada 6 ppm; 8 ppm; 10 ppm; 12 ppm dan 14 ppm, yang dibuat dengan cara
memipet larutan induk fisetin 100 ppm sebanyak 0,6 ml; 0,8 ml; 1 ml; 1,2 ml dan
1,4 ml lalu dimasukkan dalam labu ukur 10 ml. Kemudian masing-masing
diencerkan sampai tanda batas dengan PBS pH 7,3. Seri larutan tersebut diukur
serapannya dengan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang
maksimum fisetin, dibuat kurva regresi linear antara konsentrasi dan absorbansi
fisetin sehingga diperoleh persamaan regresi linear yang selanjutnya digunakan
untuk menentukan kadar dan efisiensi penjerapan fisetin dalam niosom.

2.2.5 Penentuan batas deteksi (LOD) dan penentuan batas
kuantifikasi (LOQ). Batas deteksi dan batas kuantifikasi penetapan kadar obat
fisetin ditentukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan membuat lima
seri konsentrasi dibawah konsentrasi terkecil pada uji linearitas. Nilai pengukuran
dapat juga diperoleh dari nilai b (slope) pada persamaan regresi linear y = a + bx,
sedangkan simpangan blanko sama dengan simpangan baku residual (Sy/x). Batas

deteksi dan kuantifikasi dapat ditentukan dengan persamaan :

3,3 Sy/x
LO D = (1)
b
10 Sy/x
LOQ = P IR SR 2

2.3 Efisiensi Penjerapan. Efisiensi penjerapan vesikel ditentukan dengan
memisahkan obat bebas dari vesikel penjerap obat dengan menggunakan teknik
sentrifugasi. Dispersi nanopartikel niosom disentrifugasi selama 50 menit pada
3.000 rpm pada suhu kamar dengan tujuan memisahkan obat yang tidak terjerap.
Jumlah obat bebas ditentukan pada supernatan. Supernatan hasil sentrifugasi
diambil sebanyak 1 ml kemudian diencerkan dengan PBS pH 7,3 sampai 10 ml
dalam labu ukur dan dikocok hingga homogen. Supernatan yang sudah diencerkan

kemudian ditetapkan kadarnya dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis
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pada panjang gelombang serapan maksimum yang telah ditetapkan sebelumnya
(Pharm et al. 2012).

Efisiensi penjerapan (%) fisetin dapat dihitung berdasarkan rumus:

% efisiensi penjerapan = {(T—C) /T } x 100%

Keterangan: T = total jumlah zat aktif yang ditambahkan dalam formula
C= jumlah zat aktif yang terdeteksi pada supernatan (tidak terjerap)

2.5 Pengujian Morfologi Nanopartikel. Morfologi fisetin niosom dapat
diamati dengan TEM. TEM digunakan untuk melihat morfologi mikrostruktur,
identifikasi defek, analisis interfasa, struktur kristal, tatanan atom pada kristal,
serta analisis elemen skala nanometer. TEM mampu menghasilkan resolusi hingga
0,1 nm atau 1 angstrom yang sama dengan perbesaran sampai satu juta kali.
Formula fisetin niosom yang akan diuji morfologinya adalah formula yang terpilih
yaitu ukuran partikelnya paling kecil dengan distribusi ukuran yang homogen.

TEM adalah sebuah mikroskop elektron yang cara kerjanya mirip dengan
cara kerja proyektor slide, di mana elektron ditembuskan ke dalam obyek
pengamatan dan pengamat mengamati hasil tembusannya pada layar. Sampel
yang disiapkan pada TEM sangat tipis sehingga elektron dapat menembusnya
kemudian hasil dari tembusan elektron tersebut yang diolah menjadi
gambar. sinar elektron mengiluminasi spesimen dan menghasilkan sebuah
gambar diatas layar pospor. Gambar dilihat sebagai sebuah proyeksi dari
spesimen (Karlik 2001).

2.6 Uji Stabilitas Fisetin Niosom Setelah Penyimpanan. Formula fisetin
niosom yang sudah diketahui menghasilkan ukuran partikel terkecil di uji
stabilitasnya dengan cara disimpan pada suhu kamar selama 4 minggu dan diamati
setiap minggu.

2.6.1 Pengamatan Secara Visual. Pemeriksaan organoleptis fisetin
niosom dilakukan secara visual meliputi warna, bau, dan konsistensi.

2.6.2 Analisis Ukuran Partikel. Untuk mengetahui ukuran sediaan

fisetin niosom setelah penyimpanan dilakukan pengukuran ukuran dan distribusi
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nanopartikel menggunakan alat particle size analyzer (PSA) merk Malvern yang
dapat mendeteksi ukuran 0,3 nm hingga 10 pm.

2.6.3 Pengukuran Potensial Zeta. Untuk mengetahui nilai potensial zeta
setelah penyimpanan diukur dengan menggunakan zetasizer. Potensial zeta
mempunyai aplikasi praktis dalam stabilitas sistem yang mengandung partikel-
partikel terdispersi, karena potensial ini mengatur derajat tolak-menolak antara
partikel-partikel terdispersi yang bermuatan sama dan saling berdekatan (Sinko
2012). Besarnya potensi zeta dapat memprediksi stabilitas koloid. Nanopartikel
dengan nilai Potensial Zeta lebih besar dari +25 mV atau kurang dari -25 mV
biasanya memiliki derajat stabilitas tinggi. Dispersi dengan nilai potensial zeta
rendah akan menghasilkan agregat karena atraksi Van Der Walls antar-partikel
(Ronson 2012).

E. Analisis Hasil

Analisis hasil dilakukan untuk mengetahui suatu data terhadap terjadinya
kesalahan dalam penelitian, penyimpangan dari aturan baku yang sudah
ditentukan. Analisis hasil suatu pengujian yang mengacu pada parameter dapat
dilakukan dengan cara, data yang diperoleh dari penelitian dilakukan analisis dan
dilihat kesesuaian dengan persyaratan baku yang telah menjadi ketentuan dari
sediaan fisetin niosom, misalnya pengacuan data hasil pengujian dengan referensi
secara teori yang ada, dengan demikian hasil penelitian dengan referensi teori
tersebut dibandingkan satu sama lainnya. Pengacuan terhadap referensi teori

dilakukan untuk menghindari adanya kesalahan dalam penelitian.



F. Skema Jalannya Penelitian

Fisetin murni + etanol Span 60 + Kolesterol +

Kloroform

l

Hidrasi dengan Phosphate
Buffer Saline (PBS) pH 7,3

v

Fisetin Niosom

l

\4 A \ 4 \4
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Formula 1

Formula 2 Formula 3 Formula 4 Formula 5

v

1. Analisis ukuran partikel dan distribusi
ukuran partikel (PSA)
2. Uji efisiensi penjerapan

Formula yang terpilih

Karakteristik Fisetin Niosom :
1. Analisis morfologi (TEM)
2. Uji stabilitas
a. Pengamatan secara visual
b. Ukuran Partikel (PSA)
c. Zeta Potensial

Gambar 6. Skema jalannya penelitian.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Pembuatan Fisetin Niosom

Fisetin niosom telah berhasil diformulasikan dengan menggunakan
kombinasi metode hidrasi lapis tipis dan sonikasi, didapat sediaan niosom yang
mempunyai ukuran partikel yang kecil. Pemilihan metode hidrasi lapis tipis
dikarenakan pada proses pembuatannya metode ini lebih cepat, mudah dan
sederhana. Metode sonikasi sangat berperan dalam pembentukan niosom,
penggunaan gelombang ultrasonik (sonikasi) dalam pembentukan materi
berukuran nano sangatlah efektif karena gelombang ultrasonik dapat
menimbulkan efek kavitasi. Efek kavitasi dapat memisahkan penggumpalan
partikel (agglomeration).

Komposisi niosom yaitu surfaktan non ionik dan kolesterol. Kolesterol
berguna untuk membentuk suatu bentuk yang kaku dan juga dapat mencegah
terjadinya kebocoran pada molekul surfaktan yang telah menjerap zat aktif.
Surfaktan non ionik yang digunakan pada penelitian ini yaitu span 60. Span 60
merupakan surfaktan non ionik yag memiliki struktur hidrofilik di bagian
kepalanya dan gugus hidrofobilk di bagian ekornya yang secara spontan akan
membentuk vesikel (gelembung) dengan struktur yang mirip dengan membran sel
saat dihidrasi. Surfaktan non ionik lebih stabil dibandingkan fosfolipid dalam
pembentukan vesikel. Fosfolipid sebagai sumber lipid pada pembuatan liposom
mudah teroksidasi sehingga memerlukan penanganan khusus pada pembuatan
(gas inert). Span 60 berperan dalam pembentukan niosom. Niosom dengan
surfaktan sebagai pembentuk struktur lipid gandanya dapat dibuat dalam kondisi
laboratorium dengan keberadaan oksigen karena gugus lipid ini tidak mudah
teroksidasi.

Menurut penelitian Rahimpour (2012) kekuatan yang terjadi pada niosom
disebabkan karena adanya kerangka steroid yang kaku dari kolesterol yang
berinteraksi dengan molekul surfaktan sehingga membatasi pergerakan karbon

dari rantai hidrokarbon surfaktan. Perpaduan kolesterol dan surfaktan non ionik
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span 60 memberikan pengaruh pada stabilitas dan permeabilitas gelembung.
Kolesterol akan mengepak barisan molekul lipid dari surfaktan non ionik span 60
pada struktur lapis ganda pada niosom. Pengepakan ini bertujuan untuk
menghindari kebocoran dari lapisan niosom sehingga obat yang terjerap didalam
niosom tidak mudah keluar. Penggunaan kolesterol yang terlalu banyak dapat
membuat niosom menjadi kaku sehingga menyebabkan proses absorpsi, distribusi
dan pelepasan obat dari niosom lebih sukar (Kumar 2011).

Fisetin niosom dibuat dengan metode hidrasi lapis tipis, fisetin dilarutkan
dalam etanol sebanyak 30 ml, kemudian kolesterol dan span 60 dilarutkan dalam
kloroform sebanyak 8 ml. Pelarut yang digunakan untuk larutan surfaktan adalah
kloroform p.a karena dapat melarutkan sorbitan monostearat dan kolesterol
(Mahale 2012). Menurut penelitian Pooja et al (2015) jumlah penggunaan pelarut
organik akan mempengaruhi ukuran partikel yang dihasilkan, semakin minimum
penggunaan pelarut organik maka akan semakin kecil ukuran partikel yang
didapatkan. Sehingga penggunaan pelarut seminimal mungkin untuk mengurangi
resiko terbentuknya partikel yang terlalu besar. Hal tersebut terjadi karena
semakin banyak pelarut yang digunakan maka semakin besar pula kolesterol dan
span 60 yang terikat, sehingga ukuran partikel yang dihasilkan semakin besar.
Fase etanol dan kloroform di campurkan selanjutnya di rotari evaporasi sampai
fase etanol dan kloroform menguap. Pada penilitian ini, penguapan dilakukan
pada suhu 50°C dan dengan kecepatan 65 rpm dimana span 60 dan kolesterol
mengalami transisi pada suhu ini dari fase padat ke cair setelah pelarut menguap
dan mulai membentuk lapisan tipis pada dinding labu. Pemanasan diatas
temperatur transisinya menyebabkan span 60 akan melewati fase kristal cair dan
selanjutnya berubah menjadi fase cair sehingga meningkatkan pergerakan
molekulnya. Proses transisi ini terjadi karena adanya interaksi intra molekuler
pada span 60 dan antar molekuler span 60 pada lipid lapis ganda.

Pembentukan niosom terjadi saat lapisan tipis pada dinding tabung
dihidrasi dengan phosphate buffer saline (PBS) pH 7.3 ditandai dengan
terbentuknya dispersi koloid. Hidrasi dilakukan dengan menggunakan PBS karena

Hidrasi adalah proses masuknya air ke dalam vesikel, hidrasi dilakukan dengan
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menggunakan fase air. Hidrasi dilakukan untuk mengembangkan vesikel dan
mengoptimalkan penjerapan zat aktif. Zat aktif yang terjerap dalam niosom dapat
berasal dari obat dengan berat molekul rendah maupun tinggi. Zat aktif terjerap
karena terjadi interaksi antara zat aktif dengan bagian hidrofilik atau campuran
keduanya. Dispersi koloid yang terbentuk disonikasi selama 10 menit dengan
amplitudo sebesar 50% untuk memisahkan penggumpalan partikel
(agglomeration). Fisetin niosom yang terbentuk berupa dispersi partikel bewarna
kuning kecoklatan dengan bau khas fisetin. Hal ini disebabkan oleh tercampurnya
fase kolesterol dan fase air yang dicampurkan pada titik gelasinya dengan ukuran
yang Kkecil. Perbedaan konsentrasi surfaktan span 60 dan kolesterol juga
mempengaruhi warna fisetin niosom yang dihasilkan. Semakin besar jumlah
konsentrasi surfaktan span 60 dibandingkan dengan penggunaan jumlah
konsentrasi dari kolesterol maka dapat menghasilkan niosom dengan warna yang

lebih terang dan konsistensi yang lebih kental (Sahin 2007).

B. Karakterisasi Fisetin Niosom

1. Analisis Ukuran dan Distribus Ukura Partikel

Ukuran partikel merupakan karakteristik yang paling penting di dalam
suatu sistem nanopartikel. Ukuran partikel fisetin niosom diukur dengan
menggunakan PSA. Penggunaan surfaktan berpengaruh terhadap ukuran partikel
dan kestabilan dispersi nanopartikel fisetin niosom yang dihasilkan. Surfaktan
berfungsi dalam menstabilkan dispersi nanopartikel dengan cara membuat batas
fisik di sekeliling partikel yang akan berkoalesensi. Surfaktan juga mengurangi
tegangan antar permukaan anatar fase (Depkes 1995). Penggunaan surfaktan
sebagai zat penstabil menghasilkan penurunanan tegangan antarmuka dari kedua
cairan, mengurangi gaya tolak antara cairan-cairan tersebut dan mengurangi gaya
tarik-menarik antar molekul dari masing-masing cairan (Ansel 2008). Permukaan
cairan yang telah jenuh dengan molekul-molekul surfaktan maka molekul-
molekul yang berada di dalam cairan akan membentuk agregat. Surfaktan

menurunkan tegangan antar muka antara obat dan medium sekaligus membentuk
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vesikel sehingga molekul obat akan terbawa oleh vesikel larut ke dalam medium
(Myers 2006).

Keseragaman ukuran parikel dapat diketahui dari nilai indeks
polidispersitas, indeks polidispersitas merupakan ukuran lebarnya distribusi
ukuran partikel. Tabel 4 terlihat nilai indeks polidispersitas yang dihasilkan, ini
menunjukkan bahwa dispersi koloid fisetin niosom yang terbentuk merupakan
dispersi yang heterogen karena nilai indeks polidispersitas > 0,3 dan muncul
beberapa peak pada grafik. Fisetin niosom yang dihasilkan kurang homogen
kemungkinan dikarenakan oleh kurangnya waktu sonikasi yang dilakukan,

sehingga proses pengecilan ukuran kurang optimal.

Tabel 2. Hasil pengukuran ukuran partikel

Sampel Ukuran Partikel (nm) + SD Pl £SD
Fi 148,1 + 3,9379 0,670 + 0,0934
F2 169,6 + 10,1064 0,553 +0,0841
F3 128,6 +2,1948 0,628 + 0,0225
F4 187,1 +4,1186 0,701 +0,0403
F5 120,6 + 8,0566 0,389 + 0,0745

Keterangan : F1 = fisetin : span 60 : kolesterol (150 mg : 100 mg : 200 mg); F2 = fisetin : span 60 :
kolesterol (150 mg : 150 mg : 200 mg); F3 = fisetin : span 60 : kolesterol (150 mg : 200 mg : 200
mg); F4 = fisetin : span 60 : kolesterol (150 mg : 200 mg : 150 mg); F5 = fisetin : span 60 :
kolesterol (150 mg : 200 mg : 100 mg).

Hasil pengukuran ukuran partikel rata-rata pada F1, F2, F3, F4 dan F5 berturut-
turut sebesar 148,1; 169,6; 128,6; 187,1 dan 120,6 nm. Fisetin niosom yang
terbentuk masuk dalam ukuran niosom yang berukuran nanometer, dimana pada
pustaka disebutkan niosom memiliki ukuran dengan rentang mulai dari 20 nm
hingga 50um (Abhinav et al. 2011). Grafik dari pengukuran partikel berturut-turut
dari formula 1 sampai 5 dengan menggunakan PSA dapat dilihat pada grafik 1.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percert)
-

Size (d.nm)

‘— Record 1: nanc emulsi F1 1|

Gambar 7. Grafik hasil pengukuran ukuran partikel pada formula 1
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Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)

Record 6: nano emulsi F2 1‘

Gambar 8. Grafik hasil pengukuran ukuran partikel pada formula 2

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

|— Record 11: nano emulsi F3 1‘

Gambar 9. Grafik hasil pengukuran ukuran partikel pada formula 3

Intensity {(Percent)

Size Distribution by Intensity

1000 10000
Size (d.nm)
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Gambar 10. Grafik hasil pengukuran ukuran partikel pada formula 4
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Size Distribution by Intensity
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Gambar 11. Grafik hasil pengukuran ukuran partikel pada formula 5

Berdasarkan dari data pengukuran diketahui bahwa semakin banyak
kolesterol yang dipakai dapat membentuk fisetin niosom yang kaku, kuat dan
tebal sehingga mengakibatkan ukuran niosom pada tiap formula semakin
meningkat. Formula fisetin niosom dengan jumlah kolesterol 100 mg memiliki
ukuran diameter terkecil dan formula fisetin niosom dengan jumlah kolesterol 150
mg memiliki ukuran paling besar. Formula 4 dengan perbandingan penggunaan
surfaktan span 60 sebanyak 200 mg dan kolesterol sebanyak 150 mg didapat
ukuran partikel yang paling besar diantara formula yang lain yaitu 187,1 nm.
Ukuran diameter vesikel dipengaruhi oleh jumlah perbandingan span 60 dan
kolesterol yang digunakan. Penggunaan kolesterol yang terlalu banyak maka
surfaktan yang akan diikat semakin banyak dan bentuk vesikel semakin rigid,
sehingga ukuran semakin besar dan kaku. Jenis surfaktan pembentuk vesikel juga
mempengaruhi ukuran vesikel. Surfaktan dengan nilai HLB tinggi seperti span 60
(HLB = 4,7) akan menurunkan energi bebas permukaan sehingga akan
membentuk vesikel dengan ukuran yang lebih kecil (Chavan 2012). Titik
penggunaan jumlah perbandingan antara kolesterol dan surfaktan span 60 dalam
pembuatan niosom dapat menghasilkan vesikel niosom yang besar dan kuat,
sehingga pada saat pengecilan ukuran partikel menggunakan sonikator tipe probe
kemungkinan membutuhkan waktu yang relatif lama dengan aplitudo yang
berbeda juga dibanding dengan formula yang lain. Pelarut etanol 96% yang

digunakan dalam penelitian ini juga memberikan pengaruh terhadap ukuran
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niosom yaitu dapat membentuk ukuran vesikel paling besar (etanol > propanol >
butanol > isopropanol) karena etanol lebih bersifat hidrofil dibandingkan pelarut
alkohol lain dan memiliki kelarutan yang tinggi dalam air (Chavan 2012).

Nilai polydispersity index (PI) dari distribusi ukuran partikel niosom pada
F1, F2, F3, F4 dan F5 berturut-turut yaitu sebesar 0,670; 0,553; 0,628; 0,701 dan
0,389. Nilai PI merupakan suatu tolok ukur yang memperlihatkan homogenitas
dari ukuran partikel, dan nilai PI memiliki rentang antara 0-1. Nilai Pl yang
mendekati 0 menunjukkan ukuran partikel yang homogen, sedangkan Pl > 0,3
menunjukkan ukuran partikel yang heterogen (Malvern 2012). Berdasarkan nilai
Pl tersebut, seluruh formula niosom memiliki distribusi ukuran partikel yang
heterogen karena memiliki nilai Pl > 0,3. Fisetin niosom yang dihasilkan memiliki
ukuran yang heterogen kemungkinan karena tiap formula memiliki konsentrasi
komposisi span 60 dan kolesterol yang berbeda-beda serta waktu sonikasi yang
kurang optimal sehingga menghasilkan beberapa variasi ukuran partikel yang
menyebabkan ukurannya tidak sejenis dan tidak homogen.
2. Pembuatan Kurva Kalibrasi

2.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum. Panjang gelombang
maksimum dari serbuk fisetin dilakukan dengan scanning larutan fisetin dengan
konsentrasi 5 ppm dengan larutan blanko PBS pH 7,3. Penggunaan larutan PBS
pH 7,3 sebagai blanko disebabkan karena PBS pH 7,3 merupakan fase air yang
digunakan pada saat proses hidrasi niosom. Kurva baku kemudian dibaca pada
panjang gelombang 200-400 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Hasil
pengukuran menunjukkan puncak serapan pada panjang gelombang 367 nm
dengan serapan sebesar 0,324. Menurut Bothiraja (2014), panjang gelombang
maksimum fisetin sebesar 361 nm. Perbedaan hasil panjang gelombang yang
didapatkan dengan literatur dapat dipengaruhi oleh proses preparasi dan kondisi
lingkungan. Hasil tersebut tidak berbeda secara signifikan sehingg apanjang
gelombang tersebut selanjutnya dapat digunakan untuk menentukan kurva
kalibrasi dan efisiensi penjerapan fisetin dalam niosom.

2.2 Penentuan Operating Time. Penentuan operating time bertujuan

untuk melihat kestabilan reaksi suatu senyawa yang dianalisis. Pengujian
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dilakukan dengan membaca larutan induk fisetin pada panjang gelombang
maksimum fisetin, dibaca mulai dari menit 0 sampai menit didapatkan nilai

serapan yang stabil pada 18-19 menit.

2.3 Kurva Kalibrasi. Kurva kalibrasi fisetin dibuat dengan konsentrasi 6
ppm, 8 ppm, 10 ppm, 12 ppm dan 14 ppm. Seri konsentrasi larutan tersebut diukur
serapannya dengan spektofotometer UV-Vis pada panjang gelombang maksimum
fisetin dengan pembacaan triplo. Hasil persamaan regresi linear yang diperoleh
yaitu y = 0,0692 + 0,0552 x dengan koefisien korelasi sebesar 0,998. Hasil
penentuan kurva baku dapat dilihat pada tabel 3.

Tabel 3. Hasil penentuan kurva baku fisetin

Konsentrasi Fisetin (ppm) Absorbansi
6 0,407
8 0,505
10 0,624
12 0,717
14 0,853

Hubungan antara konsentrasi (ppm) dengan absorbansi fisetin dapat dilihat

pada gambar 12.

Y =0,0692+ 0,0552x
r=0,998

0,9

0,8 _I_
0,7 | ~ 0,717

0,853

H——

0,6 _|_ J_
0,5 g
0,4 T 0;407 J'

: J_ g
0,3
0,2
0,1

0 T T T T 1

6 8 10 12 14
Konsentrasi (ppm)

Absorbansi

Gambar 12. Grafik hubungan antara konsentrasi fisetin dengan absorbansi
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2.4 Verifikasi Metode Analisis. Verifikasi metode analisis yang
dilakukan vyaitu penentuan linieritas, penentuan batas deteksi (LOD) dan
penentuan batas kuantifikasi (LOQ). Batas deteksi (LOD) didefinisikan sebagai
konsentrasi terkecil yang dapat dideteksi namun tidak perlu secara kuantitatif,
sedangkan definisi LOQ dikatakan sebagai konsentrasi terkecil analit yang dapat
diukur secara kuantitatif. Statisik perhitungan LOD dan LOQ diperoleh melalui
garis regresi linier dari kurva kalibrasi. Limit of Detection (LOD) dan Limit of
Quantitation (LOQ) menunjukkan kesensitifan dari suatu metode, semakin kecil
nilain LOD dan LOQ maka semakin sensitif metode yang digunakan (Harvey
2000).

Penentuan LOD dihitung berdasarkan standar deviasi (SD) respon dan
kemiringan (slope, S) kurva baku pada level yang mendekati LOD sesuai dengan
rumus, standar deviasi dapat ditentukan berdasarkan intersep-y pada garis regresi
(Gandjar & Rohman 2012). Hasil verifikasi metode analisis ditunjukkan pada
Tabel 4.

Tabel 4. Parameter verifikasi metode analisis kurva kalibrasi fisetin

Parameter Hasil
R2 (koefisien determinasi) 0,998
Batas deteksi (LOD) 0,7054 ppm
Batas kuantifikasi (LOQ) 2,1376 ppm

Hasil verifikasi metode analisis menunjukkan serapan dipengaruhi oleh
fisetin sebesar 99,8%. LOD dan LOQ dilakukan dengan metode perhitungan yaitu
berdasarkan standar deviasi respon dan kemiringan (slope) kurva baku. Standar
deviasi respon dapat ditentukan berdasarkan standar deviasi blanko pada standar
deviasi residual garis regresi linier atau standar deviasi intersep-y pada garis
regresi. Batas deteksi didefinisikan sebagai konsentrasi analit terendah dalam
sampel yang masih dapat dideteksi, meskipun tidak selalu dapat dikuantifikasi
(Gandjar & Rahman 2012). Pada penentuan batas deteksi menunjukkan jumlah
analit terkecil yang masih dapat dideteksi yaitu dengan konsentrasi 0,7054 ppm
dan apabila dimasukkan dalam persamaan regresi linear y = 0,0692 + 0,0552 x
diperoleh nilai serapan 0,1082. Sedangkan pada penentuan batas deteksi

menunjukkan jumlah analit terkecil yang masih dapat diukur secara kuantitatif
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yaitu dengan konsentrasi 2,1377 ppm dan apabila dimasukkan dalam persamaan
regresi linear y = 0,0692 + 0,0552 x diperoleh nilai serapan 0,1872.

3. Efisiensi Penjerapan

Pengujian efisiensi penjerapan fisetin dilakukan untuk mengetahui
persentase fisetin yang mampu terjerap dalam vesikel niosom yang dihasilkan dan
mengetahui efisiensi dari metode yang digunakan (Rahman et al. 2011). Suatu
sistem penghantaran obat harus memilki kapasitas pemuatan obat yang tinggi dan
bertahan lama. Kapasitas pemuatan obat (efesiensi penjerapan) pada umumnya
dinyatakan dalam persen obat yang terjerap dalam fase lemak terhadap obat yang
ditambahkan (Gregoriadis 2007).

Pengujian efisiensi penjerapan fisetin dilakukan sebanyak tiga kali dengan
cara memisahkan zat aktif bebas dari vesikel penjerapan zat aktif dengan
menggunakan teknik sentrifugasi. Fisetin niosom di disentrifugasi selama 50
menit pada 3.000 rpm pada suhu kamar agar zat aktif yang tidak terjerap dapat
terpisah. Jumlah obat bebas (FD) ditentukan pada supernatan. Supernatan diambil
sebanyak 1 ml kemudian diencerkan dengan PBS pH 7,3 sampai 10 ml dalam labu
ukur dan dikocok hingga homogen. Analisis supernatan hasil sentrifugasi
ditetapkan kadarnya dengan menggunakan spektrofotometri UV pada panjang
gelombang maksimum fisetin yang sudah ditetntukan sebelumnya. Struktur kimia
fisetin terdapat gugus kromofor, yaitu gugus C=0 dan benzene sehingga fisetin
dapat terdeteksi pada panjang gelombang maksimum 367 nm. Hasil efisiensi

penjerapan disajikan dalam tabel 5.

Tabel 5. Efisiensi penjerapan fisetin niosom

Formula Absorbansi Efisiensi penjerapan (%) + Jumlah yang terjerap
SD (mg)
F1 0,768 91,5604 + 0,002 137,3406
F2 0,699 92,3937 + 0,002 138,5906
F3 0,576 93,8792 + 0,002 140,8188
F4 0,398 96,0290 + 0,002 144,0435
F5 0,287 97,3695 + 0,002 146,0542

Keterangan : F1 = fisetin : span 60 : kolesterol (150 mg : 100 mg : 200 mg); F2 = fisetin : span 60 :
kolesterol (150 mg : 150 mg : 200 mg); F3 = fisetin : span 60 : kolesterol (150 mg : 200 mg : 200
mg); F4 = fisetin : span 60 : kolesterol (150 mg : 200 mg : 150 mg); F5 = fisetin : span 60 :
kolesterol (150 mg : 200 mg : 100 mg).
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Dispersi nanopartikel diketahui dapat menjerap obat dengan jumlah yang
relatif besar. Hasil pengukuran efisiensi penjerapan pada niosom yang
mengandung fisetin untuk F1, F2, F3, F4 dan F5 dapat dilihat pada tabel 5.
Adapun efisiensi penjerapan kelima formula niosom yang dihasilkan berturut-
turut adalah 91,5604 %; 92,3937%; 93,8792 %; 96,0290 % dan 97,3695 %.
Efisiensi penjerapan fisetin niosom dipengaruhi oleh konsentrasi kolesterol dan
span 60 yang digunakan. Hal ini dapat dilihat dari peningkatan persentase
efisiensi penjerapan fisetin niosom berbanding lurus dengan jumlah span 60 yang
ditambahkan kedalam formula. Semakin banyak jumlah span 60 yang
ditambahkan kedalam formula maka akan semakin meningkatkan efisiensi
penjerapan niosom. Formula fisetin niosom yang memiliki efisiensi penjerapan
paling tinggi adalah F5 yang memiliki konsentrasi span 60 sebanyak 200 mg dan
kolesterol sebanyak 100 mg memiliki ukuran 120,6 nm dapat menjerap fisetin
cukup besar yaitu 97,3695 %. Sedangkan formula fisetin niosom yang memiliki
efisiensi penjerapan paling rendah adalah F1 yang memiliki konsentrasi span 60
sebanyak 100 mg dan kolesterol sebanyak 200 mg memiliki ukuran 148,1 nm
dapat menjerap fisetin cukup besar pula yaitu 91,5604 %. Peningkatan
konsentrasi span 60 akan menghasilkan niosom dengan kemampuan menjerap
fisetin yang lebih besar dengan ukuran niosom akan semakin kecil, sedangkan
peningkatan konsentrasi  kolesterol akan menghasilkan niosom dengan
kemampuan menjerap fisetin yang lebih kecil dengan ukuran niosom akan
semakin besar.

Untuk suatu sistem penghantaran seperti niosom kemampuan menjerap
obat yang tinggi dengan konsentrasi lipid penyusun yang rendah adalah lebih
baik, karena akan membentuk vesikel dengan ukuran yang lebih kecil sehingga
memungkinkan absorbsi lintas membran yang lebih baik. Hal ini tergantung dari
berapa obat yang bisa masuk ke dalam vesikel yang terbentuk sesuai dengan
ukuran vesikel niosom tersebut. Ukuran niosom ditentukan oleh besarnya
konsentrasi bahan pembentuk yang digunakan. Tingkat optimal obat yang terjerap
didalam niosom ditentukan oleh seberapa kecil ukuran niosom yang terbentuk dan

besarnya obat yang terjerap. Semakin besar kadar obat bebas, maka akan semakin
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menurunkan efisiensi penjerapan niosom yang dihasilkan. Span 60 mempunyai
fase transisi suhu yang tinggi, sehingga dapat membentuk vesikel bilayer yang
lebih baik. Span 60 memiliki rantai alkil yang paling panjang dibandingkan jenis
surfaktan non ionik lainnya. Diagram kelima formula fisetin niosom dapat dilihat
pada gambar 13.

Efisiensi Penjerapan Fisetin Niosom
s 97,3695
S o 96,029 0 T
S 9% 93,8792 |
S o 92,3937 T
o
o 91,5604 1
g @ I {
S e
88 [——
86
1 2 3 4 5
Fomula

Gambar 13. Efisiensi penjerapan fisetin niosom

Setelah melihat hasil analisis ukuran tiap formula dan hasil efisiensi
penjerapannya, maka ditentukan F5 yang akan dilihat morfologinya dan akan
dilakukan uji stabilitas. Pemilihan F5 berdasarkan ukuran partikel yang paling

kecil dan dari hasil efisiensi penjerapannya yang paling tinggi.

4. Morfologi Fisetin Niosom

Pengamatan morfologi fisetin niosom yang dihasilkan yaitu menggunakan
TEM yang merupakan teknik yang dapat digunakan untuk menentukan bentuk
dan morfologi dari dispersi nanopartikel. Morfologi dari fisetin niosom yang
dihasilkan dilihat morfologinya dengan menggunakan TEM FEI Tecnai G2 20 S-
Twin bertegangan 200 kV kelas akselerasi TEM dengan sub angstrom beresolusi

0,24 nm (titik) dan 0,188 nm (garis) yang dilengkapi dengan fasilitas kamera CCD
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dan EDS (Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy). Morfologi dari fisetin niosom
dapat dilihat pada gambar 14.

Terlihat pada gambar 14 bahwa partikel fisetin niosom berbentuk iregular.
Dari analisis TEM, fisetin niosom yang dihasilkan termasuk jenis LUV (Large
Unilamellar Vesicles) yang dikelilingi satu lapis lemak ganda. Vesikel ini
terbentuk dari emulsi kolesterol dan span 60 dalam dapar salin dengan kehadiran
fase pelarut organik, diikuti dengan penguapan pelarut organik tersebut dibawah
tekanan vakum pada rotari evaporator. Niosom LUV yang dihasilkan dengan cara
ini disebut REV (Reverse Evapotation Vesicles). (Kozubek 2000; Verma 2010).

100 0nm

Gambar 14. Morfologi fisetin niosom menggunakan TEM dengan perbesaran 40.000 kali

Vesikel niosom yang memiliki bentuk bulat akan lebih mudah teradsorbsi
pada pori-pori kulit dan mudah melebur degan reseptor ligan pada vesikel
membran, sehingga zat aktif dalam niosom dapat terpenetrasi ke lapisan kulit
yang lebih dalam (Akhiles et al. 2012 ; Anwar et al. 2004). Salah satu penyebab
terjadinya penggabungan partikel dan bentuk partikel yang tidak sferis adalah
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karena partikel akan yang cenderung membentuk suatu sistem dan terjadi

pengendapan dibandingkan membentuk satu partikel saja.

5. Uji Stabilitas Fisetin Niosom Setelah Penyimpanan

5.1 Pengamatan Secara Visual. Fisetin niosom (Formula 5) disimpan
pada suhu ruang selama 4 minggu. Warna fisetin niosom formula 5 minggu ke-0
hingga minggu ke-4 diperoleh warna kuning kecoklatan yang berasal dari fisetin.
Formula 5 memiliki bau khas, yaitu bau khas fisetin. Setelah 4 minggu
pengamatan, pada formula 5 mengalami perubahan warna dari  kuning
kecoklatan homogen berubah menjadi lebih bening pada bagian atasnya karena
terjadi pengendapan. Endapan yang terbentuk tidak terlalu banyak karena
konsentrasi surfaktan yang digunakan lebih banyak dari pada penggunaan jumlah
kolesterol, sehingga surfaktan yang berperan sebagai emulgator yang dapat
menahan terjadinya pengendapan. Selain itu, hal tersebut juga dipengaruhi oleh
suhu kamar yang tidak stabil dan berubah-ubah sehingga akan meningkatkan
energi Kinetis dari tetesan-tetesan. Hal tersebut memudahkan penggabungan antar
partikel (beraglomerasi) karena suhu penyimpanan yang tidak dijaga
menyebabakan rusaknya gerak brown. Gerak brown adalah gerak tidak beraturan
atau gerak acak atau zig-zag partikel koloid. Hal ini terjadi karena adanya
benturan tidak teratur dari partikel koloid dengan medium pendispersi. Dengan
adannya gerak brown ini maka partikel koloid terhindar dari pengendapan karena
terus-menerus bergerak (Wu 2010). Endapan yang terjadi bersifat reversibel

karena dapat terdispersi kembali setelah dilakukan pengocokan.

Tabel 6. Stabilitas fisetin nanosuspensi pada suhu kamar

Formula Minggu Endapan
F5 |
F5 1 -
F5 i Ada
F5 v Ada

Keterangan: formula 5 = fisetin : span 60 : kolesterol (150 mg : 200 mg : 100 mg)

5.2 Analisis Ukuran dan Distribusi Partikel Sebelum dan Setelah
Penyimpanan. Uji stabilitas setelah penyimpanan dilakukan pada suhu ruang
selama 4 minggu. Uji stabilitas meliputi ukuran partikel, indeks polidispersitas

dan potensial zeta. Hasil uji stabilitas dapat dilihat pada Tabel 7. Berdasarkan
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Tabel 7 dapat dilihat bahwa setelah proses penyimpanan terjadi kenaikan ukuran
partikel pada formula 5 yaitu dari 120,6 nm menjadi 177,8 nm. Ukuran partikel
selama penyimpanan masih dalam range ukuran niosom yaitu 20 nm hingga
50um. Kenaikan ukuran partikel fisetin niosom ini dapat disebabkan oleh
terjadinya ketidakstabilan fisika pada dispersi nanopartikel dan menyebabkan
terjadinya peningkatan ukuran partikel selama penyimpanan. Ketidakseragaman
ukuran partikel dapat dilihat berdasarkan pengukuran nilai indeks
polidispersitasnya. Formula 5 terjadi penurunan indeks polidispersitas setelah
penyimpanan, kemungkinan selama penyimpanan partikel yang berukuran kecil
saling menempel dan beraglomerasi menjadi partikel yang lebih besar sehingga
ukuran dari dispersi tersebut menjadi lebih seragam dengan yg berukuran besar.

Tabel 7. Ukuran partikel sebelum dan setelah penyimpanan

Formula Ukuran Partikel (hm) Indeks Polidispersitas
Sebelum Sesudah Sebelum Sesudah
F5 120,6 177,8 0,389 0,301

Keterangan: formula 5 = fisetin : span 60 : kolesterol (150 mg : 200 mg : 100 mg)
Grafik dari distribusi ukuran partikel sesudah penyimpanan dapat dilihat

pada gambar 15.

Size Distribution by Intensity
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Gambar 15. Grafik ukuran partikel sebelum dan setelah penyimpanan.

Record 51: nano emulsi S 1‘

Peningkatan ukuran partikel setelah penyimpanan dapat dijelaskan melalui
mekanisme Ostwald ripening. Ukuran partikel kecil (nm) memiliki kelarutan yang

lebih tinggi daripada ukuran partikel yang besar (um), sehingga zat aktif akan
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berdifusi ke ukuran partikel yang lebih besar sehingga ukuran partikel yang lebih
besar akan semakin besar dan ukuran partikel yang berukuran kecil akan semakin
kecil (Wu 2010). Mekanisme Oswald ripening dapat dilihat pada Gambar 16.

;’“i
P - ‘?@\
A.; #Drug molecuies f"“ ; \ ra— -
T o A \ -
i . o

solubllity

Gambar 16. Mekanisme oswald ripening (Wu 2010)

Ostwald ripening tidak hanya mengakibatkan perbesaran ukuran partikel
namun juga ketidakseragaman distribusi ukuran partikel sehingga ukuran partikel
menjadi bervariasi.

Hasil pengukuran potensial zeta selama penyimpanan dapat dilihat pada
Tabel 8

Tabel 8. Nilai potensial zeta setelah penyimpanan

Formula Potensial Zeta
(mV) £ SD
F5 -28,8 +1,906048

Grafik dari potensial zeta sesudah penyimpanan dapat dilihat pada gambar
17.

Zeta Potential Distribution

400000

300000

200000

Total Counts

100000

0 g d ; ! P ; i
-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV)

Gambar 17. Grafik potensial zeta setelah penyimpanan

Record 56: nano emulsi S 1|




49

Potensial zeta mengindikasi muatan dari partikel dalam medium spesifik.
Potensial zeta mengatur derajat tolak menolak antara partikel - partikel terdispersi
yang bermuatan sama dan saling berdekatan (Sinko 2012). Nilai potensial zeta
yang tinggi (negatif atau positif) mencegah terjadinya agregasi dari partikel
karena adanya gaya tolak-menolak dan adanya stabilitas secara elektrik dari
dispersi nanopartikel. Nilai potensial zeta dari suatu partikel yang terlalu kecil,
akan terjadi gaya tarik-menarik yang lebih besar dibandingkan gaya tolak-
menolak sehingga menyebabkan terjadinya koagulasi dan flokulasi. Asumsi ini
tidak dapat diaplikasikan untuk dispersi koloid, terutama pada dispersi yang
mengandung penstabil sterik. Nanopartikel dengan nilai potensial zeta lebih besar
dari +25 mV atau kurang dari -25 mV biasanya memiliki derajat stabilitas tinggi.
Dispersi dengan nilai potensial zeta rendah akan menghasilkan agregat karena
atraksi Van Der Waals antar-partikel (Ronson 2012). Hasil pengujian potensial
zeta dari fisetin niosom setelah penyimpanan adalah -28,8 mV. Berdasarkan hasil
yang diperoleh dari pengukuran nilai potensial zeta menunjukkan nilai potensial
yang relatif stabil sehingga dapat dikatakan gaya tolak-menolak partikel yang
terdapat pada sediaan cenderung lebih besar dibandingkan gaya tarik-menarik
partikel. Sehingga resiko partikel beraglomerasi cenderung berkurang. Hasil ini

menunjukkan fisetin niosom yang dihasilkan cukup stabil.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Berdasarkan dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat diperoleh
kesimpulan bahwa:

Pertama, fisetin niosom dapat dibuat menggunakan kombinasi metode
hidrasi lapis tipis dan sonikasi.

Kedua, penggunaan kombinasi konsentrasi anatara surfaktan span 60 dan
kolesterol memberikan hasil ukuran partikel yang masuk range niosom yang
berukuran nanometer.

Ketiga, karakterisasi fisetin niosom menghasilkan ukuran partikel rata-rata
pada F1, F2, F3, F4 dan F5 berturut-turut sebesar yaitu 148,1; 169,6; 128,6; 187,1
dan 120,6 nm. Efisiensi penjerapan sebesar efisiensi penjerapan kelima formula
niosom vyang dihasilkan berturut-turut adalah 91,5604 %; 92,3937%;
93,8792 %; 96,0290 % dan 97,3695 %. Pada uji TEM dan uji stabilitas hanya
dilakukan pada F5, terlihat niosom berbentuk iregular dan ukuran partikel setelah
penyimpanan sebesar 177,8 nm serta zeta potensial sebesar -28,8 mV.

Keempat, fisetin niosom mengalami perubahan ukuran partikel tetapi
dilihat dari hasil potensial zetanya maka fisetin niosom ini cukup stabil dalam

proses penyimpanan.

B. Saran
Penelitian ini masih banyak kekurangan, maka perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut mengenai :

Pertama, perlu dilakukan analisis modifikasi jenis surfaktan menggunakan
DSC untuk mengetahui modifikasi lipid yang berpengaruh pada penjerapan obat
dan pelepasan obat.

Kedua, perlu dilakukan uji kelarutan kinetik dan uji disolusi untuk
mengetahui kelarutan fisetin niosom.

Ketiga, perlu dilakukan variasi kombinasi surfakan non ionik untuk
menelurusi stabilitas terbaik pada fisetin niosom.
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Lampiran 1. Sertifikat Analisis Fisetin

T ]
PRODUCT INFORMATION  camen

Fisetin
Item No. 15246

CAS Reglstry No.:  528-48-3
Formal Name: 243 A-dhvycroxyphery)-3,7-

diwycrony-4H-1-benzopyran-&-one
Synonyms: CI-75620, NSC 407010, NSC 656275
ME. €My,
FW. 2842
Purity: 290%
UvVis: Arae 207, 250, 320, 364 nm
Supplied as: A crystaline soild
Storage: -20°C
Stabllity: Az supplied, 2 years from the QC date provided on the Certificate of Analysis, when
stored property
Laboratory Procedures

Fisetin |s suppled as a crystaline sobd. A stock solution may be made by dissolving the flsetin In the
solvent of chokce. Flsetin & soluble In oRanic solvents such 25 ethanal, DMSO, and dimethyl formamide
(OMF), which should be purged with an inert gas. The solublity of fisetin in ethanol is appraxdmately
5 mg/ml and approximately 30 mg/mi In DMSO and DMF.

Flsetin & sparingly soluble In aqueous buffers. For maximum sokubiity in aqueous buffers, fisetin should
first be dssolved In DMSO and then diuted with the aqueous buffer of cholce. Flsetin has a solublity of
approsimately 0.5 mg/ml in 2 1:1 solution of DMSO:PES (pH 7.2) using this method. We do not recommend
storing the aqueous solution for more than one day.

Description

Flsetin 15 3 natural flavonol that & structurally and functionally refated to kaempferal (Rem No. 11852),
myricetin (Jtem No. 10012600) and guercetin (item No. 10005169). All are potent antioddants and have
antHnflammatory actions with possible relevance to cancer.* Fleetin and other flavonols act a5 activators
of sirtun l.mdﬂ\cmwmmmsv&mmppmosofco%mmm“
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Lampiran 2. Alat — Alat Yang Digunakan Dalam Praktikum

Alat Nama alat

Kegunaan

Neraca analitik

Spectrophotometer
UV-Vis

Sentrifugasi

Menimbang bahan,
baik bahan baku

maupun eksipien

Pembacaan
absorbansi dari
bahan aktif yaitu
Fisetin

Centrifuge sampel
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Particle
analyzer (PSA)

size

Mengukur
partikel.

ukuran
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Lampiran 3. Fisetin Niosom Sebelum di Sonikasi




Lampiran 4. Fisetin Niosom Setelah di Sonikasi
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Lampiran 5. Fisetin Niosom Setelah Uji Stabilitas
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Lampiran 6. Fisetin Niosom Setelah di Sentrifugasi
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Lampiran 7. Ukuran Partikel
Sampel Ukuran Partikel (nm) £ SD Polydispers Index = SD
F1 148,1 + 3,9379 0,670 +£0,0934
F2 169,6 + 10,1064 0,553 £ 0,0841
F3 128,6 + 2,1948 0,628 £ 0,0225
F4 187,1 + 4,1186 0,701 £ 0,0403
F5 120,6 + 8,0566 0,389 £ 0,0745
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Hasil Ukuran Partikel F1

Size Distribution Report by Intensity

v2.2

V' N
Malvern

Sample Details
Sample Name:
SOP Name:
General Notes:

nano emulsi F1 1

mansettings.nano

File Name: Rifa 2018.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 1 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,55 Viscosity (cP): 1,0031
Material Absorbtion: 0,100 Measurement Date and Time: Kamis, 22 Februari 2018 13...
System
Temperature (°C): 20,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 2744 Measurement Position (mm): 1,25
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 7
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1481 Peak 1: 97,94 52,0 4510
Pdl: 0670 Peak2: 5176 435 208,5
Intercept: 0,943 Peak 3: 5029 44 5043
Result quality Good

Intensity (Percent)
- N WA OO DN ®

Size Distribution by Intensity

o

10 100

Size (d.nm)
Record 1: nano emulsi F1 1 Record 2: nano emulsi F1
Record 3: nano emulsi F1 3 —— Record 4: nano emuisi F1
Record 5: nano emulsi F1 5

Maivern Instruments Lid

‘www.malvern.com

Zetasizer Ver 701
Serial Number - MAL 1061025

Filg name' ki parmata
Racord Numbaer §

12 Apr 2018 10,1650



Hasil Ukuran Partikel F2

Size Distribution Report by Intensity

v2.2

P N

Malvern

Sample Details

Sample Name: nano emulsi F2 1
SOP Name: mansettings.nano
General Notes:
File Name: Rifa 2018.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 6 Dispersant RI: 1,330
Material Rl: 1,55 Viscosity (cP): 1,0031
Material Absorbtion: 0,100 Measurement Date and Time: Kamis, 22 Februari 2018 13...
System
Temperature (°C): 20,0 Duration Used (s): 70
Count Rate (kcps): 252,0 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 7
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1696 Peak 1: 81,35 50,0 27,67
Pdl: 0,553 Peak 2: 4586 49,0 1454
Intercept: 0,954 Peak 3: 5560 11 6,104e-5
Result quality Refer to quality report
A0
o Bfrrerreere e A
8
$ Op R R Rl
7% ISP SR S— bl
2
£
) TR SRRSO NRPTPT |/ . (8 5.
0
0.1
Size (d.nm)
~—— Record 6: nano emulsi F2 1 Record 7: nano emulsi F2 2
— Record 8: nano emuisi F2 3 Record 9: nano emulsi F2 4
——— Record 10: nano emulsi F2 5

Zetasizer Ver. 7.01
Serial Number : MAL1061025

File name: kiki permata
Recsed Number &
12 Apr 2018 10.17.07



Size Distribution Report by Intensity

v2.2

Hasil Ukuran Partikel F3

P 7

Malvern

Sample Details

Sample Name: nano emulsi F3 1
SOP Name: mansettings.nano
General Notes:
File Name: Rifa 2018.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 11 Dispersant RI: 1,330
Material Rl: 1,55 Viscosity (cP): 1,0031
Material Absorbtion: 0,100 Measurement Date and Time: Kamis, 22 Februari 2018 13..
System
Temperature (°C): 20,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 273,9 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 7
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1286 Peak 1: 86,87 58,5 38,46
Pdl: 0628 Peak2: 5064 373 2516
Intercept: 0,949 Peak 3: 5193 42 4793
Result quality Good

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

Record 11: nano emulsi F3 1
Record 13: nano emulsi F3 3
Record 15: nano emulsi F3 5

Record 12: nano emuisi F3 2
— Record 14: nano emulsi F3 4
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Zetasizer Ver. 7.01
Serial Number : MAL1061025

File name: kiki permata
Rocord Number 11
12 Apr2018 10.17.54



Hasil Ukuran Partikel F4

Size Distribution Report by Intensity

v2.2

V' N
Malvern

Sample Details

Sample Name: nano emuisi F4 1
SOP Name: mansettings.nano
General Notes:
File Name: Rifa 2018.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 31 Dispersant RI: 1,330
Material Rl: 1,55 Viscosity (cP): 1,0031
Material Absorbtion: 0,100 Measurement Date and Time: Kamis, 22 Februari 2018 14...
System
Temperature (°C): 20,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 3164 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 7
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1871 Peak 1: 716,5 50,3 2254
Pdi: 0,701 Peak 2: 95,51 48,0 26,92
Intercept: 0,942 Peak 3: 5416 1.7 297,2
Result quality Refer to quality report

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

Record 31: nano emulsi F4 1
Record 33: nano emulsi F4 3
Record 35. nano emulsi F4 5

Record 32: nano emulsi F4 2
Record 34: nano emulsi F4 4

Malvern Instruments Ltd

www, malvern com

Zetasizer Ver. 7.01
Sertal Number : MAL1061025

File name. kil pormaia
Record Numper: 31
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Size Distribution Report by Intensity

Hasil Ukuran Partikel F5

L8

v2.2
Malvern
Sample Details
Sample Name: nano emulsi F5 1
SOP Name: mansettings.nano
General Notes:
File Name: Rifa 2018.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 36 Dispersant RI: 1,330
Material RIl: 1,55 Viscosity (cP): 1,0031
Material Absorbtion: 0,100 Measurement Date and Time: Kamis, 22 Februari 2018 15...
System
Temperature (°C): 20,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 3333 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 8
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1206 Peak 1: 96,16 81,7 50,58
Pdl: 0,389 Peak 2: 4267 16,7 1336
Intercept: 0,947 Peak 3: 5517 16 1745
Result quality Refer to quality report

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

1 10
Size (d.nm)

100

1000 10000

Record 36: nano emuisi F5 1
Record 38: nano emulsi F5 3
Record 40: nano emulsi F5 5

Record 37: nano emuisi F5 2
Record 39: nano emulsi F5 4

Malvern instruments Ltd

‘Www. malvern. com

Zewasizer Ver. 7.01
Serial Number : MAL1061025

Fite name: N permale
Number: 30
19 Ane MR 4N 90 50
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Lampiran 8. Pembuatan Kurva Kalibrasi dan Validasi Metode

1. Penentuan panjang gelombang dengan medium Phosphate Buffer Saline
(PBS)pH 7,3

Panjang gelombang maksimum yang diperoleh dari scaning fisetin dengan
medium Phosphate Buffer Saline (PBS) pH 7,3 diperoleh panjang
gelombang maksimum sebesar 367 nm dengan serapan 0,324.
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2. Penentuan Operatyng Time (OT)

netics
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Pembacaan Operatyng Time (OT) didapat nilai serapan yang stabil pada
menit ke 18-19.



3. Tabel kurva baku
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Konsentrasi (ppm) Absorbansi
6 0,407
8 0,505
10 0,624
12 0,717
14 0,853
Persamaan regresi linier antara konsentrasi (ppm) dan serapan diperoleh:
a=0,0692
b =0,0552
r=0,998

y =0,0692 + 0,0552 x

keterangan:
x = kosentrasi (ppm)

y = serapan

4. Penentuan LOD dan LOQ

Konsentrasi

(opm) Absorbansi (y) y' y-y' ly-y'f
6 0,407 0,4004 0,0066 0,00004
8 0,505 0,5108 10,0058 0,00003
10 0,624 0,6212 0,0028 0,00001
12 0,717 0,7316 -0,0146 0,00021
14 0,853 0,8420 0,0110 0,00012
jumlah total (Yy- §) 0,00042

Nilai y diperoleh dari subtitusi konsentrasi dalam persamaan y = 0,0692 + 0,0552x

dengan x adalah konsentrasi (ppm) dan y adalah serapan ().

1. y=10,0692 + 0,0552x
y =0,0692 + 0,0552 x 6
= 0,4004
2. y=0,0692 + 0,0552x
y =0,0692 + 0,0552 x 8
=0,5108



3. y=0,0692 + 0,0552x

y =0,0692 + 0,0552 x 10

=0,6212
4. y=0,0692 + 0,0552x

y =0,0692 + 0,0552 x 12

=0,7316
5. y=0,0692 + 0,0552x

y =0,0692 + 0,0552 x 14

=0,8420

_ [s-gr
S =5

Sxy = simpangan baku residual,

N = jumlah data

Sly- #* = jumlah kuadrat total residual

Suy =202 = 0,018

LOD = 3,3 xs"%

- 0,0118
LOD =3,3x 0.0552

LOD = 0,7054 ppm
y =0,0692 + 0,0552 (0,7054)
=0,0692 + 0,0390

Serapan LOD = 0,1082

LOQ:leS"%

0,0118
0,0552

LOQ =10 x

y = 0,0692 + 0,0552 (2,1376)
=0,0692 +0,1180

Serapan LOQ = 0,1872
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Lampiran 9. Efisiensi Penjerapan
y =0,0692 + 0,0552x

Formula Absorbansi Ef|5|e(r(1)/sol) iegj[e)rapan Jumlah )(/;ngg; terjerap
F1 0,768 91,5604 + 0,002 137,3406
F2 0,699 92,3937 + 0,002 138,5906
F3 0,576 93,8792 + 0,002 140,8188
F4 0,398 96,0290 * 0,002 144,0435
F5 0,287 97,3695 + 0,002 146,0542
FORMULA 1

Perhitungan kadar fisetin terjerap mengggunakan persaman regresi linier

yang menggunakan pelarut PBS:

y =a+bx

0,768 =0,0692 + 0,0552x
0,0552x =0,6988

X = 12,6594 ppm

12,6594 ppm

Jumlah fisetin tidak terjerap = 100 ppm

x10mgx 10 = 12,6594 mg

% Efisiensi penjerapan = TT;C x 100 %

_ 150- 12,659
150

x 100% = 91,5604 %

FORMULA 2

Perhitungan kadar fisetin terjerap mengggunakan persaman regresi linier

yang menggunakan pelarut PBS:

y =a+hx

0,699 =0,0692 + 0,0552x
0,0552x =0,6298

X = 11,4094 ppm

11,4094 ppm

Jumlah fisetin tidak terjerap = 100 ppm

x10mgx10 = 11,4094 mg

% Efisiensi penjerapan = TT;C x 100 %
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_ 150- 11,4094

o x100% = 92,3937 %

FORMULA 3

e Perhitungan kadar fisetin terjerap mengggunakan persaman regresi linier
yang menggunakan pelarut PBS:

y =a+bx

0,576 =0,0692 + 0,0552x

0,0552x =0,5068

X =9,1812 ppm
e Jumlah fisetin tidak terjerap = %x 10 mgx 10 = 9,1812 mg
e 9% Efisiensi penjerapan = % x 100 %

_ 150- 19,1812

o x100% = 93,8792 %

FORMULA 4

e Perhitungan kadar fisetin terjerap mengggunakan persaman regresi linier

yang menggunakan pelarut PBS:

y =a+bx

0,398 =0,0692 + 0,0552x

0,0552x =0,3288

X = 5,9565 ppm
e Jumlah fisetin tidak terjerap = %x 10 mgx 10 = 5,9565 mg
e 9% Efisiensi penjerapan = TT;C x 100 %

_ 150-5,9565

x 100% = 96,0290 %
150

FORMULA 5

e Perhitungan kadar fisetin terjerap mengggunakan persaman regresi linier
yang menggunakan pelarut PBS:

y =a+ bx



0,287 =0,0692 + 0,0552x
0,0552x =0,2178
X = 3,9457 ppm

3,9457 ppm

Jumlah fisetin tidak terjerap = 100 ppm

x10 mgx 10 = 3,9457 mg
% Efisiensi penjerapan = TT;C x 100 %
— 150— 3,9457

s0 x 100% = 97,3695 %

79
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Lampiran 10. Hasil Morfologi Fisetin Niosom

100.0nm

Keterangan : Morfologi fisetin niosom menggunakan TEM dengan perbesaran 40.000 kali



Lampiran 11. Ukuran dan Distribusi
Penyimpanan

Partikel

81

Fisetin Niosom Setelah

Formula Ukuran Partikel (nm) Indeks Polidispersitas
Sebelum Sesudah Sebelum Sesudah
F5 120,6 177,8 0,389 0,301
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Hasil Ukuran Partikel F5 Setelah Penyimpanan

Size Distribution Report by Intensity

v2.2

P 7

Malvern

Sample Details
Sample Name:
SOP Name:
General Notes:

nano emulsi S 1

mansettings.nano

File Name: Kiki2018.dts Dispersant Name: Water
Record Number: 51 Dispersant RI: 1,330
Material RI: 1,55 Viscosity (cP): 1,0031
Material Absorbtion: 0,100 Measurement Date and Time: Jum’at, 23 Maret 2018 16...
System
Temperature (°C): 20,0 Duration Used (s): 60
Count Rate (kcps): 337,0 Measurement Position (mm): 4,65
Cell Description: Disposable sizing cuvette Attenuator: 8
Results
Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 1778 Peak 1: 79,23 67,3 24,15
Pdl: 0,301 Peak 2: 290,3 32,7 69,49
Intercept: 0,960 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Refer to quality report

Intensity (Percent)

Size Distribution by Intensity

Size (d.nm)

Record 51: nano emulsi S 1 Record 52: nano emulsi S
Record 53: nano emulsi S 3 Record 54: nano emulsi S

Record 55: nano emulsi S 5

Malvern instruments Lid

Zetasizer Ver. 7.01
Serial Number : MAL1061025

File name: kiki permata
Record Number: 51
12 Apr 2018 10.21.02
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Lampiran 12. Potensial Zeta F5 Setelah Penyimpanan

83

Formula Potensial Zeta
(mV) £ SD

F5 -28,8 +1,906048
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Hasil Potensial Zeta F5 Setelah Penyimpanan

Zeta Potential Report ,A
Malvern

Malvern Instruments Lid - © Copyright 2008

Sample Details
Sample Name: nano emulsi S 1
SOP Name: mansettings.nano

General Notes:
File Name: Kiki2018.dts Dispersant Name: ‘Water
Record Number: 56 Dispersant RI: 1,330

Date and Time: Jum’at, 23 Maret 2018 16.1... Viscosity (cP): 0,8872
Dispersant Dielectric Constant: 78,5

System
Temperature (°C): 25,0 Zeta Runs: 12
Count Rate (kcps): 302,5 Measurement Position (mm): 4,50
Cell Description: Zeta dip cell Attenuator: 8
Results
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -28,8 Peak 1: -288 100,0 8,63
Zeta Deviation (mV): 8,63 Peak 2: 0,00 0,0 0,00
Conductivity (mS/cm): 0,899 Peak 3: 0,00 0,0 0,00
Result quality Good
r Zeta Potential Distribution
500000
400000
g 300000
©
200000
2
100000
0
Apparent Zeta Potential (mV)
~ Record 56: nano emulsi S 1 ~ Record 57: nano emuisi S
— Record 58: nano emulsi S 3 — Record 59: nano emulsi S
—_—— Record 60: nano emulsi S 5
Maivern Instruments Ltd Zetasizer Ver. 7.01 File name: kiki permata
‘Www.malvermn.com Serial Number : MAL1061025 Record Number- 56

12 Apr 2018 10.22 44



