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RINGKASAN

Penelitian ini merupakan serangkaian penelitian yang mempelajari tentang

ka

dalpm sistem penghantaran oral yang diproduksi menggunakan beberapa jenis sambung
sil

kteristik fisik alginat mikrosfer sebagai pembawa ovalbumin. model vaksin antigen,

g serta beberapa metode enkapsulasi. Keuntungan penelitian ini adalah memberikan
kortribusi dalam bidang kefarmasian khususnya sebagai salah satu usaha mendapatkan
forula mikrosfer yang optimum yang dapat mempertahankan stabilitas vaksin antigen
maypun memperlambat pelepasannya sehingga mem]'aerpanjang lama kerjanya terutama
dalam penggunaan vaksin secara oral.

Pada penelitian ini telah dilakukan formulasi alginat mikrosfer sebagai pembawa
ovalbumin dengan variasi penyambung silang vaitu BaCl, dan CaCl, dari beberapa metode
enkapsulasi untuk tujuan penggunaan oral. Formula alginat mikrosfer dibuat dengan
menypmbung silangkan kalsium klorida serta barium klorida dengan polimer alginat dengan

menggunakan dua metode yaitu drop method dan aerosolisasi. Selanjutnya beberapa formula

mendapatkan formula dengan karakieristik alginat mikrosfer-ovalbumin yang optimal dan
membdrikan pelepasan ovalbumin yang terkontro!.

Hasil dari penelitian ini adalah mikm§fer ovalbumin-alginat dengan menggunakan
beberapta konsentrasi polimer alginat dan larutan sambung silang berbeda konsentrasi yang
diproduksi dengan metode aerosolisasi yang menggunakan sambung silang BaCls dan CaCls
menghabilkan mikrosfer vang memiliki efisiensi penjebakan tinggi serta kandungan
ovalbuntin dan yield yang tinggi sekitar 89%. Selain itv. mikrosfer yang dihasilkan memiliki
bentuk yang sferis dan hampir halus dengan ukuran partikel yang kecil dan memenuhi
persyaralan ukuran partikel untuk sistem penghantaran oral yaitu 12-30pm. Sedangkan untuk

mikrosfel yang diproduksi dengan drop method dapat menghasilkan mikrosfer yang sferis,

namun ukurannya sangat besar (|-3 mm) serta masih ler&apal masalah dalam hal pengeringan
mikrosfespva. sehingga metode drop masih memerlukan optimasi lebih lanjut.

Prbfil pelepasan ovalbumin dari alginat mikrosfer yang menggunakan sambung silang
BaCly mepunjukkan pelepasan ovalbumin lebih besar dan lebih cepat dibandingkan dengan
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depikian juga saar b
erada pada media PBS
pH 74. Mikrosfer ovalbu i
min-alginat yang

po

LAPORAN PENELITIAN Optimasi Alginat Mikrosfer... Dewi Melani Hanyadi




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

PRAKATA

Pupi Syukur kehadirat Allah SWT atas limpahan rahmatNYA kami dapat

menyelesaikan Laporan Akhir Penelitian Unggulan Perguruan Tinggi Tahun 2013 dengan

Judyl “OPTIMASI ALGINAT MIKROSFER SEBAGAI PEMBAWA MODEL VAKSIN

ANVIGEN DENGAN VARIASI PENYAMBUNG SILANG DARI BEBERAPA METODE

ENKAPSULASI"”. Penyusunan laporan ini tidak lepas dari bantuan berbagai pihak, untuk it

dengan rasa rendah hati saya mengucapkan terima kasih yang sebesar-besarnya kepada :

I. Rektor Universitas Airlangga Prof. Dr. H. Fasich, Apt dan Dekan Fakultas’
Farmasi Universitas Airlangga Dr. H). Umi Athiyah. MS, Apt yang telah
memberikan kesempatan, bantuan dan fasilitas yang diberikan demi penelitian ini.

2. Ketua LPPM Universitas Airlangga Dr. Djoko Agus Purwanto, Apt.. MSi. atas
kesempatan, bantuan dan fasilitas pendanaan yang diberikan,

3. Ketua Departemen Farmasetika Dra Hj. Esti Hendradi, MSi, Ph.D, Apt atas
bimbingan dan fasilitas yang diberikan.

4. Seluruh pihak yang tidak dapat disebutkan satu per satu yang telah membantu
penyelesaian penelitién ini.

Semoghp Allah SWT melimpahkan rahmat dan hidayahNY A atas segala kebaikan dan bantuan

vang diberikan.
Surabaya. November 2013

Penyusun

LJAPORAN PENELITIAN Optimasi Alginat Mikrosfer... Dewi Melani Hanyadi




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR IS]

HALAMAN sAM PUL

HALAMAN PENGESAHAN
RINGKASAN

PRAKATA

JAFTAR IS|

DAFTAR TABEL

DAFTAR GAMBA R

DAFTAR LAMP] RAN

AB 1. PENDAHUL UA N

AB 2. TINJAUAN PUSTAKA

B

B

BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN
B

AB 4. METODE pE) ELITIAN

BAB 5. HASIL YANG DICAPA|

BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

BA
DA
LA

B 7. KESIMPULAN DAN SARAN
FTAR PUSTAKA
MPIRAN

PU!FI.IK.—\SI

vi

PORAN PENELITIAN Optimasi Alginat Mikrosfer...
LA

Halaman

i

i
i

"

Vi
vii
viii

ix

Dewi Melani Hanyadi



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR TABEL
) Halaman
Tapel 4.1 Formuia Ovalbumin-AIginat Mikeosfer 13
Tabel 5.1 Pemeriksaan kuatitatif ovalbumin 17
TaJel 3.2 Pemeriksaan kuafiatif natrium alginat 17
‘Talel 5.3 Pemeriksaan kualitatif CaC [ 18
Tabrl 5.4 L{kuran pa.rtikel mikroster ovalbumin-alginat dar; formula yang 22
diproduksi dengan drop method
Tabe¢l 5.5 Formula Ovalbumin-A Iginat Mikrosfer dengan metode aerosolisasi 23
Tabel 6.1 Rencana Tahapan Berikutnya 29

vii

i Dewi Melani Hanyadi
i i Algi fer...
Optimasi Alginat Mikros
LAPORAN PENELITIAN




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR GAMBAR
Halaman
Gimbar 2.1 Struktur asam 1-4 linked 8-D-manuronat (M) dan asam L- 7
guluronat (G) .
Gambar 2.2 Gambaran proses ikatan ion Ca™" dengan dua struktur alginat 8
tipe (G) asam «-L-guluronat
Gapnbar 4.1 Skema tahapan kerja penelitian 12
Galnbar 5.1 Hasil pemeriksaan morfologi mikrosfer ovalbumin-alginat 19
diproduksi teknik aerosolisasi dengan menggunakan mikroskop
optik
Gambar 5.2 Morfologi mikrosfer ovalbumin- alginat diproduksi dengan 20
aerosolisasi menggunakan SEM
Garhbar 5.3 Hasil pemeriksaan morfologi mikrosfer ovalbumin-alginat dengan 21
drop method
Ganjbar 5.4 Ukuran partikel mikrosfer ovalbumin-alginat dari formula 21
' menggunakan sambung silang CaCl; yang diproduksi dengan
aerosolisasi
Gambar 5.5 Ukuran partikel mikrosfer ovalbumin-alginat dari formula 22
menggunakan sambung silang BaCl; yang diproduksi dengan
aerosolisasi
Gambar 5.6 Profil pelepasan Ovalbumin dari Mikrosfer Alginat dari B dan C 26
Gambar 5.7 Profil pelepasan ovalbumin dari mikrosfer ovalbumin-alginat dari 27

formula C dan F

Gamljar 5.8 Profil Pelepasan Ovalbumin dari Mikrosfer Alginat dengan sambung 28
silang BaCl: metode aerosolisasi dari formula | dan J

r 5.9 Proses pembuatan mikrosfer ovalbumin-alginat 35

Gambar 5.10 Thermoshaker untuk uji pelepasan 36

r 5.11 Freeze dryer Eyvela untuk proses pengeringan 36

viii

LHAPORAN PENELITIAN Optimasi Alginat Mikrosfer... Dewi Melani Hanyadi




La
La

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR LAMPIRAN

piran L. Instrumen e
! ' 35
piran I, Persona_ha Tenaga Ahli Beserta Kualifikasinya
37

LAPORAN PENELITIAN

i

Optimasi Alginat Mikrosfer... Dewi Melani Hanyadi



Al

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLAMSSA

M g
BAB 1. PENDAHULUAN Peawwi:i\,ﬁ

Y
.04
l.}l. Latar belakang —_— ABAayg

Usaha mempertahankan stabilitas antigen dalam penggunaan vaksin secara oral

metupakan permasalahan yang masih terus dipelajari. Vaksin adalah sediaan mengandung 2at

antigenik yang mampu menimbulkan kekebalan aktif dan khas pada manusia (Farmakope

Inddnesia IV, 1993). Rute vaksinasi umumnya parenteral karena sifat vaksin yang tidak stabil
padd saluran cerna jika diberikan secara oral. serta pemakaiannya yang berulang membuat
kepgtuhan masyarakat menggunakan vaksin cenderung kecil. Oleh karena itu sistem
penghantaran vaksin yang memberikan efek prolonged immunity walau hanya dengan
pemierian tunggal dari antigen saat ini mulai dikembangkan (Slobbe et al, 2003).

Ovalbumin merupakan protein globular yang terdiri dari 385 asam amino dengan
beratimoleku! 43 kDa (Croguennec et al. 2007). bertindak sebagai antigen yang merangsang
imunitas tubub yang bersifat poor immmmnogenic sehingga perfu diaplikasikan
beruldng, untuk itu dibuat model mikrosfer untuk memberikan efek susrained release (D.T.
O’hagpn et al. 1991). Penggunaan vaksin peroral memiliki kelebihan yaitu cara pemakaian
mudal} sehingga tidak memerlukan tenaga ahli dan berkurangnya efek samping yang timbul
(Benoi. Baras et al. 1999).

Mikroenkapsulasi merupakan proses penyalutan atau pelapisan partikel dengan

polime} sehingga dihasilkan mikroster atau mikropartikel (1-1000 pm). Mikrosfer berfungsi
sebagat sistem penghantaran antigen yang ampuh untuk antigen vang telah dijebak. sehingga

memiliki potensi cukup besar sebagai sistem pelepasan antigen terkendali untuk induksi

jangka panjang respon imun,
motropic gelation merupakan salah satu metode mikroenkapsulasi berdasar pada
kemamguan policlektrolit untuk bisa menyambung silang terhadap cowmer jons sehingga
membenjuk hidrogel dengan drop method dan aerosolisasi. Metode ini digunakan untuk
enkapsulasi sel dan obat karena sederhana. cepat dan cosr-effective (Yeo et al. 2001 ). Seluruh
polielektfolit pada metode ini bersifat larut air sehingga protein dapat dienkapsulasi tanpa
pelarut O'gas;ik atau peningkatan suhu sehingga dapat menjaga stabilitas protein (Yeo et al.
2001).
Alginat adalah biopolimer alami dari polisakarida bercabang linier yang mengandung
residu asz1m I.4-linked-B-D-mannuronat dan residu asam a-L-guluronat dalam jumlah yang

1
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rvariasi (Gombotz and SF.Wee 1998). Natrium alginat bersifat biokompatibel,

bigdegradabel dan non-toksik (Yang et al..2011). Penaimbahan kation divalen menyebabkan

adinya sambung silang terhadap polimer dan membentuk gel (Coradin, Bah et al.
2004)(Coradin and Livage. 2003). Ba™ dan Ca™ adalah ion yang paling sering digunakan
kagna Ba™* menghasitkan ikatan yang kuat dengan alginat. sementara Ca’* bersifat non-
tokkik (Patil et al. 2010). Perbedaan jenis penyambung silang berpengaruh terhadap
kargkteristik dan pelepasan ovalbumin. Penelitian ini dilakukan untuk mengoblimasi alginat
mikposfer dengan modet vaksin antigen ovalbumin dengan beberapa penyambung silang dari
dua|metode enkapsulasi (drop method dan aerosolisasi) yang diharapkan bermanfaat untuk

pengdembangan sediaan vaksin oral.

1.2. Rumusan Masalah

1} Bagaimana pengaruh perbedaan kadar natrium alginat terhadap karakiteristik fisik
(bentuk. ukuran partikel. dan penampakan permukaan) dan kandungan ovalbumin di

dalam sistem mikrosfer antigen ovalbumin.

2.| Bagaimana pengaruh perbedaan kadar dan jenis penyambung silang terhadap
karakteristik fisik (bentuk. ukuran partikel. dan pemampakan permukaan) dan

kandungan ovalbumin di dalam sistem mikrosfer antigen ovalbumin.

3. |Bagaimana menentukan jumlah model vaksin antigen ovalbumin yang lepas dari

alginat mikroster yang diproduksi dari metode aerosolisasi dan drop method.

4. Bagaimana profil pelepasan ovalbumin dari alginat mikrosfer.

LAPORAN PENELITIAN Optimasi Alginat Mikrosfer... Dewi Melani Hanyadi
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Tinjauan tentang Vaksin
Vaksin didefinisikan sebagai olahan yang mengandung zat antigen yang
menimbulkan kekebalan yang aktif dan spesifik terhadap agen infeksi (USP Guideline Vol

3. 2007): Penelitian tentang vaksin ora! dalam hal proses produksi serta stabilitasnya
mpsih banyak dipelajari dalam rangka mendapatkan sediaan vaksin oral yang optimal untuk
menanggulangi berbagai jenis penyakit tropis. Peta perjalanan penelitian ini bermaksud
mempelajari tentang hal tersebut dan menawarkan solusi terbaiknya seiring dengan rencana

induk penelitian (Rl i) Universitas Airlangga dalam bidang kesehatan dan obat.

2.2. Tinjauan tentang Ovalbumin

Model vaksin antigen yang digunakan dalam penelitian ini adalah ovalbumin.
Oval+umir| adalal monomer, globular fosfoglikoprotein yang dapat bertindak sebagai antigen
yang lakan merangsang sistem imunitas tubuh. Ovalbumin bersifat poor immunogenic
sehingga perlu diaplikasikan berkali-kali, untuk itu dibuat model mikrosfer untuk

memberikan efek sustained release.

2.3. Tinjauan tentang Mikroenkapsulasi dan Mikrosfer

Mikroenkapsulasi merupakan suatu proses untuk memberi lapisan (coating) kapsul
pada droplet dengan tujuan tertentu vang menghasilkan mikropartikel sferis (mikrosfer)
berukugan 1-1000 mikron (Umer er al.. 2011). Mikropartikel yang berbentuk sleris disebut
sebagail mikroster (Birbaum and Peppas. 2003) »ang dapat berfungsi sebagai sistem
penghaijtaran  antigen yang ampuh untuk suatu antigen yang telah dijebak. Karena
kemampguan mereka untuk terdegradasi perlahan secara in vivo dan melepaskan antigen vang
terjebaki mikrosfer memiliki potensi yang cukup besar sebagai sistem pelepasan antigen

secara terkendali umuk'induksijangka panjang respon imun, (D.T. O hagan et al. 1991).
2.3.1 Kegunaan Mikroenkapsulasi

Telinologi mikroenkapsulasi pertama Kkali dilakukan untuk tujuan kefarmasian oleh

Bungenbibrg de Jong dan Kaas pada tahun 1931. Hingga saat ini.teknologi mikroenkapsulasi

LWPORAN PENELITIAN Optimasi Alginat Mikrosfer... Dewi Melani Hanyadi
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telah berkembang pesat dan banyak digunakan oleh industri untuk mengatasi permasalahan
stabilitas ataupun sistem penghantaran obal.‘
Menurut Swarbrick. 1984, alasan dilakukannya mikroenkapsulasi yaitu:
i. Untuk melindungi bakan yang reaktif dari pengaruh lingkungan
Untuk mengubah bahan aktif cair menjadi sistem padatan kering
Unwuk memisahkan komponen yang tidak kompatibel
Untuk menutupi sifat yang tidak diinginkan dari komponen

Untuk melindungi lingkungan dari bahan aktif

S R R &

Untuk mengontrol pelepasan bahan aktif berupa lepas tunda (delayed release) atau

lepas lambat (sustained release)

2.4. Tinjauan tentang Metode Pembuatan Mikrosfer

Beberapa metode yang dapat digunakan untuk menghasilkan mikrosfer dengan

protetn antara lain penguapan pelarut. koaservasi (pernisahan fase). spray drying. gelasi
ionotrppik. supercritical fluid precipitation. Yeo et al (2001) berhasil memproduksi mikrosfer
dengah dengan metode gelasi ionotropik dengan beberapa keuntungan yaitu efekiif,
sederlyana,dan efekiif biaya. Beberapa metode pembuatan mikrosfer antara lain:

. Penguapan/Ekstraksi Pelarut (Solvent Evaporation’Extraction)

Metode ini banyak digunakan pada pembuatan mikrosfer untuk banyak jenis
peptida dan protein seria obat-obatan yang bersifat hidrofobik (Yeo e al.. 2001).
Proses menghilangkan pelarut adalah dengan menguapkan atau mengekstraksi
pelarut tersebut setelah sebelumnya dimasukkan dalam sejumlah besar air. Dengan
menggunakan proses ini. mikrosfer vang dihasilkan menjadi lebih porus
dibandingkan dengan cara penguapan. Hal ini mengakibatkan pelepasan obat
menjadi lebih cepat sehingga jarang diaplikasikan untuk membuat sediaan susrained

fease. Selain jtu. metode ini dinilai kurang efisien dan banyak menggunakan

olven vang toksik sehingga tidak banyak digunakan. Berdasarkan jenis emulsi yang
ibuat dalam proses pembuatan mikrosfer. metode ini terbagi menjadi dua. yaitu:
Metode Single Emuision (o/v atan o'w)

Pada metode ini. protein yang akan menjadi inti mikrosfer berada dalam
fase terdispersi vaitu larutan polimer dalam pelarut organik. Bahan obat atau
protein bisa datam bentuk terlarut atau masih daflam bentuk fase terdisperst.

4
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Pelarut organik yang biasa digunakan adalah diklorometan atau etil asetat.
Sedangkan polimer seperti Polylactic acid (PLA) dan Poly(laciide-co-glycolide)
(PLGA) merupakan polimer yang biasa digunakan untuk pembuatan mikrosfer
sustained refease (Yeo er al., 2001). Larutan atau suspensi ‘ini Kemudian
ditambahkan ke dalam fase kontinyu berupa minyak (o/0) atau air (o/w) yang
telah mengandung pengemulsi seperti Span 85 dan aluminium stearat. Pelarut
kemudian dihilangkan dan mikrosfer dikumpulkan dengan sentrifus atau filtrasi
dan dikeringkan dengan metode fieeze drying.
b. Metode Double Emulsion tw/oiv)

Untuk metode ini dilakukan tabap pengemulsian larutan obat ke dalam
polimer yang sudah dilarutkan dalam pelarut organik. Kemudian, emulsi w/o ini
ditambahkan ke dalam fase kontinyu yang telah berisi pengemulsi sehingga
terbentuk sistem w/o/w. Pelarmt kemudian dihilangkan dengan metode
penguapan atau ekstraksi. Salah satu contohnya adalah enkapsulasi Leuprolide
asetat yang merupakan agonis Lweinizing Hormone-Releasing Hormone
{LHRH) dengan polimer PLGA (75/25).

1 Pemisahan Fase/Koaservasi (Phase Separation/Coacervation)

Palam metode koaservasi. ditambahkan suatu 2at tertentu pada polimer yang
telah dilarutkan sehingga mengadi tidak larut dan mengendap. Metode int dilakukan
dengan meneteskan larutan bahan obat dalam polimer dengan jarum ke dalam Jarutan

penyambung  silang kemudian didiamkan hingga terbentuk mikropartikel dengan

ikuran tertentu (Dabiya et al. 2011). Koaservasi banyak digunakan untuk pembuatan
ikrosfer obat yang larut air seperti protein. peptida dan vaksin. Menurut Yeo e/ al.
001). metode ini memiliki keuntungan untuk bahan-bahan tersebut karena campuran
at-polimer tidak langsung terkena fase contintious m}ueous sehingga meminimatkan
kkhilangan obat vang larut dalam air. Dengan demikian. efisiensi enkapsulasi akan
enjadi lebih tinggi. Namun. kelemahan dari metode ini yaitu mikrosfer yang
dghasilkan cenderung beragregasi dan proses scale-up untuk produksi menjadi lebib

sulit.
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|



3.

IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Spray Drving

Metode spray drying banyak digunakan dalam bidang kefarmasian, makanan
ataupun induatri biokimia. Prosesnya meliputi pendispersian obat dalam pelarut
yvang telah mengandung polimer. Campuran tersebut kemudian disemprotkan dan
dikeringkan dengan gas pembawa panas (Swarbrick dan Boylan. 2007). Mikrosfer
padat yang dihasilkan akan terkumpul di bagian bawah. Kelemahan dari metode ini
adalah banyaknya bahan yang mungkin hilang selama proses spray drying
dilakukan. Selain itu. metode ini terbatas untuk konsentrasi polimer tertentu karena

cairan dengan viskositas tinggi tidak memungkinkan untuk disemprotkan.

4. lonotropic Gelation

2.5 Tin
A
spesies

tersusun

lonotropic gelation merupakan metode yang melibatkan penyambungan silang
dari polielektrolit dengan cownmter jon multivalensi. Metode dilakukan dengan
menambahkan larutan penyambung silang ke dalam larutan polimer dengan muatan
yang berlawanan (Swarbrick dan Boylan, 2007). Keuntungan dari metode ini adalah
menghasilkan mikrosfer yang lembut, mudah, cepat dan cost-effective. Selain itu,
tidak perly menggunakan pelarut organik ataupun menaikkan temperatur sehingga
mengurangi kemungkinan kerusakan terhadap protein. Terdapat dua teknik dalam
pembuatan mikrosfer dengan metode ini. yaitu metode drop yang menggunakan
Jarum (syringe) serta metode aerosolisasi yang menggunakan alat penyemprot

(sprav).

auan Tentang Alginat
ginat adalah polisakarida alami vang dapal ditemukan pada dinding sel banyak
ganggang coklat. Asam alginat merupakan polisakarida tipe poliuronida yang

atas perbedaan perbandingan unit asam beta-D-manuronat (M) dan asam alfa-L-

guluron

asam gu

(G). vang diikat oleh ikatan beta-1-4 dan alfa-1-4. Struktur asam manuronat dan

ronat dapat dilihat pada gambar 2.1.
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0 o (| e

@ 0 G G M M
Ganibar 2.1 Struktur asam 1-4 linked 8-D-manuronat (M) dan asam L-guluronz]l (G‘)‘(_Strand
et al.. 2000)

Alginat dapat membentuk gel melalui proses sambung silang dengan ion divalen seperti

Ca™.|Sr** dan Ba™ atau ion trivalen sepenti Fe* dan Al Dengan sifainya yang demikian,

t dapat digunakan pada pengembangan mikroenkapsulasi dan berfungsi sebagai agen
pelindung untuk prolonged release makromolekul sensitif seperti protein dan peptida (Rawat
008).

atrium alginat merupakan serbuk tidak berbau dan tidak berasa, berwarna putih

etal,

hinggd coklat kekuningan (Rowe ¢r «f.. 2009). Natrium alginat praktis tidak lasut dalam
etanol Y93%). eter. kloroform, dan campuran etanolair dengan kandungan etanol lebih besar
dari 30%. Selain itu. praktis tidak larut dalam pelarut organik lain dan larutan yang bersifat
asam vhng pH-nyva kurang dari 3. Natrium alginat paling stabil dalam pH 4-10 dan di bawah
pH 3 akan mengalami presipitasi. Larut perlaban dalam air dan membentuk larutan yang
~viskus. lLarutan natrium alginat 1% dalam air pada subu 20°C memiliki viskositas 20-400
mPas dan akan berkurang apabila larutan di atas pH 10. Natrium alginat inkompatibel dengan
derivat gkridin. kristal violet, fenilmerkuri asetat dan sitrat. garam kalsium. fogam berat dan
etanol dingan konsentrasi lebih dari 3%. Alginat dapat digunakan sebagai pembentiuk gel,

| (pengikat air). pengemulsi. penstabil. dan bahan pembentuk filmstrip (Rasyid.

2.6 TinjaLnan Tentang Kalsium Klorida (CaCly)
Kal$ium klorida berbentuk serbuk kristal putih/tak berwarna, granul. atau massa kristal,

dan bersil‘at higroskopis. Dapat dalam bentuk anhidrat (CaCl;) dengan berat molekul 110.98,

7
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beptuk dihidrat (CaCla.2HO0) dengan” berat molekul 147.0. dan  bentuk  heksahidrat

(C'l(l:.6|‘[30) dengan berat moleku? 219.1. Kaisium kiorida larut bebas dalam air dan etanol
95%6, tidak larut dalam dietil eter. Kaisium kilorida inkompatibe) dengan larutan karbonat,
fosfat, sulfat. dan tartrat. Dapat bereaksi dengun bromin trifluorida, dan reaksi dengan Zn
dagiat melepaskan gas hidrogen yang bersifat eksplosif (Rowe. er al., 2009).

Pada pembuatan mikrosfer dengan alginat. kalsium klorida digunakan sebagai

penyambung silang (cross-linking). lon Ca®" dapat berikatan dengan asam guluronat yang

menjadi salah satu penyusun alginat dan membentuk formasi jaringan tiga dimensi yang
diistjlahkan sebagai ‘egg-box™ (Jin et al., 2009). Proses ikatan ion Ca*>* dengan dua struktur
algirtat tipe (G)asam a-L-guluronat dapat ditihat pada gambar 2.2 berikut inj,

) - o ‘ /Caz. .
O
i
G

Mm M G

Gambhr 2.2 Gambaran proses ikatan ion Ca”™ dengan dua struktur alginat tipe (G) asam a-L.-
guluronat (Erdinc.2007),

2.7 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi dalam Formulasi Mikrosfer

ktor-faktor vang mempengaruhi formulasi mikrosfer antara lain:

AKadar Natrium Alginat sebagai Polimer

Kadar polimer dapat mempengaruhi karakteristik mikrosfer yang dihasilkan.
Menurut Manjanna ¢f «f.. 2010, peningkatan kadar natrium alginat dapat
menghasilkan mikrosfer yang lebih sferis. Namun kadar yang terlalu tinggi juga
dapat menyebabkan larutan polimer-obat menjadi sangat viskus sehingga sulit
keluar dari alat penyemprot. Akibatnya ukuran mikrosfer yang dihasilkan menjadi
lebih besar.

Peningkatan kadar polimer juga berpengarub terhadap pelepasan obat. Kadar
polimer yang terlalu tinggi dapat mengakibatkan kerapatan matriks polimer

sehingga laju pelepasan obat menurun.
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) .
2. Konsentrasi Larutan Sambung Silang

Pengaruh konsentrasi Cacy,

‘a mikrosfer yang

.a ] .
yang terlalu kecit dapat menghasilkan mikrogfer

yang mudah pecah (Jin o al., 2009),
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. Menentukan pengarub perbedaan konsentrasi natrium alginat dan penyambung silang

IR-I;’ERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA
BAB 3. TUJUAN DAN MANFAAT ITENELITIAN
Tujuan Peneliting
(BaCl, dan CaCl,) terhadap karakteristik fisik (benuk ukuran pz;nikel, dan

menggunakan metode acrosolisasi dan drop method. .
Menentukan Jumiah ovalbumin yang lepas darj alginat mikrosfer yang diproduksi dari

mikrosfer.

. Manfaat Penelitian

10
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BAB 4. METODE PENELITIAN

4.5 Bahan dan Alat
4.111 Bahan
Ovalbumin pharmaceutical grade (Sigma-Aldrich Inc.). Natrium alginat pharmaceutical

gralle dan BaCls pharmaceutical grade (Sigma-Aldrich Inc.). CaCl.2H20 pharmaceutical

grage (Solvay Chemicals International): Natrium sitrat pharmacewtical grade (Weifang
Ensign Industry Co. Ltd.); Na;HPO; pro analisis (Merck); KH2POy pro analisis (Merck);
i\la | pro analisis (Merck): HC! pro analisis (Merck). NaOH pro analisis (Merck); Protein
Quaktificarion Kir (Sigma-Aldrich Inc.); Aquadest.

4.1.2|Alat

Doubje-beam  Spectrophotometer (UV-1800 Shimadzu). Thermoshaker (Gerhardt)
Differential Thermal Apparatus/DTA4 (Metler Toledo FT 900 Thermal System), Spray
aerosyl, syringe and needle, buret titrasi, spektrofotometer FTIR (Perkin Elmer Instrument),
neracd analitik (Chyo Balance Serial 51347). Semrifuge (Rotofix-32), Stirer plate (Dragon
Lab MS-Pro), Mikroskop optik (Axioskop 40-Zeiss). pH meter (Eutech Instrument pH 700).
Scannipg Eleciron Microscope (Fei Inspect S50). alat penyemprot dengan lubang 35 pm
(spray). Freeze Dryver (Eyela FD-81). statif. alat-aiat gelas

1.2 Mietode Kerja

Metdde penelitian yang dilakukan tahapannya adalah karakierisasi polimer, model vaksin

antigen, penyambung silang: pembuatan aiginat mikrosfer dengan dua metode berbeda serta

dengan dua jenis penvambung silang vang berbeda diikuti dengan pemeriksaan organoleptis
dan karakterisasi: evaluasi efisiensi penjebakan ovalbumin serta pelepasan ovalbumin dari

alginat mikrosfer vang terbentuk. Gambaran tahapan penelitian ditunjukkan oleh gambar 4.1.

11
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Enkapsulasi Model Vaksin Antigen Ovalbumin
dalam Alginat Mikrosfer

'

Evaluasi Alginat Mikrosfer

|

l ‘.

A

Karakteristik Fisik Evaluasi Efektifitas Evaluasi In Vitro
e Remeriksaan « Protein loading + Uji Pelepasan
rganoleptis » Efisiensi Ovalbumin
Penjebakan

¥

Analisa data

Gambar 4.1 Skema tahapan kerja penelitian

4.2.1. ldentifikasi Ovalbumin, Natrium Alginat, CaCly, BaCl,

4.2.1. Pemeriksaan organoleptis dilakukan terhadap bentuk. warna dan bau.

dentifikasi dengan mengamati suhu lebur dengan alat DTA FP 900 Thermal System

4.2.3. Remeriksaan spektra inframerah dengan teknik pellet KBr

4.3. Formula Mikrosfer Ovalbumin

4.3.1. Metode acrosolisasi

Mikroster dibuat dengan metode aerosolisasi dengan menggunakan suatu perangkat
penyemprot dengan ukuran lubang Kecil dengan Konsentrasi natrium alginat yvang berbeda

vaitu 1. 1.3% dan 2.5% b/v. Larutan ovalbumin-alginat dalam air disemprotkan dengan

12 \ i > 3 '

PORAN PENELITIAN Optimasi Alginat Mikrosfer... Dewi Melani Hanyadi




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

4.8.2. Drop Method

d

Mikrosfer dibuat dengan drop method menggunakan suatu perangkai penyemprot

ri syringe atau buret titrasi) dengan menjatuhkan larutan ratrium alginat dengan

kogsentrasi berbeda yaitu 1%. 1.5% dan 2.5% b/v. Larutan ovalbumin-aiginat dalam air

dijgtuhkan dengan kecepatan konmstan ke dalam larutan penyambung silang. Kemudian

dilgkukan pengadukan selama 2 jam pada kecepatan 1000 rpm. Mikrosfer yang terbentuk

dikempulkan dan dicuci dari larutan sambung silang kemudian dicuci dengan aquadest talu

dipi hkan dengan sentrifugasi pada kecepatan 2500 rpm selama 6 menit, Suspensi mikrosfer
kempdian dikeringkan.
Formuila ovalbumin-alginas mikrosfer dengan kedua metode dapat dilihat pada tabel
4.1.
Tabet 4.1. Formula Ovalbumin-Alginat Mikrosfer
Larutan Penyambung Aerosolisasi Drop Method
Silang (M) Alginat (%) Alginat (%)
1 1.5 2.5 1 1.5 25
BaCl, 0.1
0.25
0.5
1.5
¢aCly 0.1
0.25
0.5
1.5
4.4. Evjluasi Fisik Ovalbumin-Alginat Mikrosfer
4.4.1. Djistribusi Ukuran Partikel

Dilakukan dengan menggunakan mikroskop optik.

1. Skala okuler dikalibrast dengan cara:

a. Mikrometer okuler dan objektif dipasang pada tempatnya.

b. Kedua skala diamati sampai terlthat jelas di bawah mikroskop.

¢. Garis awal skala okuler dengan garis awal skala objektif dihimpitkan,
kemudian ditentukan garis vang tepat berhimpit pada kedua skala.

d. Harga skala okuler ditentukan. misalnya 9 skala okuler = 10 skala objektif,
maka | skala okuler = [0/9 skala objekaf.

13
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2. Mikrosfer yang akan diamati diletakkan di atas objek glass.

3. Mikrometer objektif diambil. diganti dengan objek glass yang berisi sampel,
kemudian dimulai pengukuran diameter partikel.

4. Dilakukan pengelompokan: ditentukan ukuran pa;'tikel terkecil dan terbesar dari
seluruh sampel. dibagi ke dalam beberapa interval dan kelas.

5. Ditentukan harga diameter rata-rata dan dibuat kurva distribusi ukuran partikel.

4.4.2. Bentuk dan Permukaan Mikrosfer

Untuk melihat bentuk dan permukaan dari mikrosfer ovalbumin yang dihasilkan

dilakukan dengan menggunakan mikroskop optik dan penampakan diambil dengan

I. Disfapkan larutan standar protein atau larutan uji yang akan diukur
2. Ditagmbahkan 2.5 ml larutan CBB ke dalam tabung uji

3. Ditajnbahkan 30pl larutan standar protein. kemudian campur dengan homogen

4. Camjipuran larwan dipidahkan ke cell dan hitung absorbansi larutan pada panjang
gelomtang 600 nm menggunakan spektrofotometer

5. Selufuh prosedur diatas diulangi dengan larutan standar pada konsentrasi yang berbeda,
kemudipin dibuat kurva kalibrasinya

6. Ditanpbahkan 30pl larutan sampel ke dalam tabung uji

7. Ditanjbahkan 2.5 ml larutan CBB ke dalam tabung uji vang sama

8. Dipifdahkan campuran larutan ke cell dan dihitung absorbansi larutan pada panjang
gel'omba g 600 nm menggunakan spekirofotometer

9. Ditenthkan konsentrasi protein dalam larutan sampel dengan menggunakan kurva kalibrasi

4.6. Protkin Loading
Cara|menentukan protein loading yaitu:

I. Disiapkan 400 mg sampel alginat mikroster.

14
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2. Ditambahkan 50 ml larutan sodium sitrat pH 8.3 dalam sampel mikrosfer dan diaduk
selama 12 jam pada kecepatan 1000 rpm.
3. Larutan jernih yang dihasilkan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-

Vis pada panjang gelombang maksimum ovalbumin,

Mectode Pelepasan In Vitro

Sejumilah mikrosfer setara dengan 400 mg ovalbumin dimasukkan ke dalam tabung

pel

asan berisi 100 ml larutan HCI pH 1.2 diaduk pada suhu 37+0,5°C kecepatan 100 rpm.

Dilakukan pengambilan sampel sejumlah 5 ml setiap interval waktu tertentu dan digantikan

dengan larutan medium baru sejumlah volume yang diambil. pengambilan cuplikan sampel

diuklir absorbansinya pada panjang gelombang maksimum ovalbumin. Setelah 2 jam dalam

HCI pH 1.2. media pelepasan diadjust pHnya dengan menambahkan 10.6 gram Na,HPO,, 1,5

gra

mjKH2PO, dan 2 ml NaOH hingga mencabai pH 7.4. Pengambifan sampel sejumiah 5 ml

setiag interval waktu tertentu dilakukan hingga 6 jam dalam PBS. Jumlah bahan aktif yang

lepas Hihitung dalam setiap satuan wakiu.

4.8. Pengolahan Data

4.8.1. Distribusi Ukuran Partike!

istribusi mikrosfer ukuran mikrosfer setiap formula dibandingkan setelah dihitung

diametpr rata - ratanya dengan rumus :

48.2.A

an
D rata-rata =

don
Keterangan:
n = jumlah mikropartiket yang diamati
d = uKkuran mikropartikel
(Dhakar et al.. 2010)

alisis Data

— e

Data dari masing - masing pemeriksaan dianalisis secara statistik dengan metode

Analysis \of Variance (ANOVAY) jenis rancangan Completely Randomized Design (CRD)

dengan n{enggunakan program SPSS ﬁn; Windows Evaluation Version.

Raricangan ini dapat digunakan untuk mengetahui apakah terdapat perbedaan bermakna

antar formula dengan membandingkan harga F hitung terhadap F tabel dengan derajat

15
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k¢percayaan {a) = 0.05. Jika dar; analisis diperoleh hasij F hitung febih besar dari F tabel,
mpka terdapat perbedaan beriakna antar formu!'a.

Perhitungan dilanjutkan dengan uji Honesily: Significans Difference (HSD) uniuk

digenuhi bila harga selisih rata-rata dva formula lebik besar daripada hasif perhitungan harga
HSP (Daniel, 2005).

HSD q kK Ne ‘ﬁ’—!‘?g
n

“Keterangan :

Qo i Noy, : harga q tabe| pada (k. N—k)

a * derajat kepercayaan (a = 0,05 )

k : banyaknya kelompok (numerator)

N-k : derajat bebas within groups (denominator)

MSE * MSE pada uji anova CRD

"N I peéngamatan dalam tiap kelompok

4.9. Lvaran Penelitian

Luarakr Penelitian Unggulan Perguruan Tinggi ini antara fain berupa kajian teoritis keilmuan
farma setika khususnya dibidang kefarmasian dalam bentuk publikas; ilmiah.
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.1 Ovalbumin
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BAB 5. HASIL DAN PEMBAHASAN

. Hasil Pemeriksaan Kualitatif Bahan

bel 5.1 Pemeriksaan kualitatif ovalbumin

Hagil pemeriksaan kualutatif ovalbumin dapat dilihat pada tabel 5.1

Pemeriksaan Pengamatan Pustaka
Serbuk putih . .
Organoleptis kckuning::n. bau Warna hampir putih atau
khas putih telur coklat kekuningan
Analisis Termal . .
(dengan DTA) 161.4°C 100-180°C
Spektrum IR Bilangan gelombang Bilangan gelombang
(cm™) (cm™)
Amida | 1643.24 1655
Amida I 1546.8 1530
Amida ill 1242.07 1236
Rantai samping 1450.37 1450
1400.22 1390
1161.07 1163
516.89 519

3.1

.2 INatrium Alginat

Hasil pemeriksaan kualitatif natrium alginat dapat dilihat pada tabel 5.2.

Tabel

LAPORAN PENELITIAN

Optimasi Alginat Mikrosfer...

.2 Pemeriksaan kualitatif natrium alginat
Pemeriksaan Pengamatan Pustaka
Serbuk kuning Serbulf berscra.t. putih .hinfgga
. e e putih kekuningan. tidak
Organoleptis kecoklatan. tidak S
berbau. tidak berasa berbau atau praktis tidak
berbau. tidak berasa
Analisis Termal (dengan . o
DTA) 230.0°C 240.0°C
Spektrum IR Bilangan gelombang Bilangan gelombang
(em™) {em™)
GLgus garam karboksilat 1627.81 1620
1419.51 1420
Steuktur sakarida :
C - O stretching 1315.36 1320
1095.49 1090
- 948.91 950
{ - O - C stretching 1029.92 1020
: 17
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1.3 CaCl,
asil pemeriksaan kualitatif CaCl; dapat dilihat pada tabel 5.3
'I}abel 5.3 Pemeriksaan kualitatif CaCl,

hor wl ¥

Pemeriksaan | Pengamatan Pustaka
. Serpihan putih, keras. Granul atau serpihan,
Organoleptis tidak berbau putih, keras, tidak berbau
Analisis Termal (dengan DTA) 190.0-203.4°C 180-200°C

Hasil analisa kualitatif ovalbumin secara organoleptis menunjukkan bahwa ovalbumin

g digunakan sesuai dengan data ovalbumin yang terdapat pada pustaka. Pada uji analisis
thesmal menggunakan alat DTA didapatkan jarak 'ebur 161.4°C. Hal ini sesuai dengan
pugtaka bahwa jarak lebur ovalbumin adalah 100-180°C (Nakamura er al, 1997). Pada
perperiksaan spektrum inframerah ovalbumin. seluruh pita serapan spesifik ovalbumin yang
teramati sesuai dengan pita serapan spesifik ovalbumin dalam pustaka (Guler ef al, 2013).
Padh spektrum inframerah alginat terdapat beberapa pita serapan spesifik dan telah sesuai
dengan pustaka. Dari data vang diperoleh dapat disimpulkan bahwa bahan yang digunakan
unik penelitian sesuai dengan pustaka. sehingga dapat digunakan untuk penelitian lebih
lanjjt. Hasil analisa kualitatif natrium alginat dan CaCl; secara organoleptis dan uji kualitatif

jugalmenunjukkan bahwa natrium alginat dan CaCl: yang digunakan sesvai dengan data yang

5.2 Hasil Pemeriksaan Karakteristik Mikrosfer Ovalbumin-Alginat
5.2.1| Hasil Pemeriksaan Morfologi Mikrosfer Metode Aerosolisasi
Hasil - pemeriksaan morfologi mikrosier dengan mikroskop dan Scanning Electron

Micrdscope dapat dilihat berturui-turut pada gambar 5.1 dan gambar 5.2. Dari hasil

pemeriksaan dengan mikroskop optik. dapat dilihat bahwa mikrosfer yang diproduksi
menggunakan aiginat (konsentrasi 1 dan 1.3%) dan CaCl, (0.25: 0.5: 1.5M) menunjukkan
bentul partikel vang sferis. tetapi hal ini tidak nampak pada mikrosfer yvang dibentuk dengan
konsentrasi CaCl> vang rendah yaitu 0.1M vang hanya menghasilkan bentukan benang
panjang bukan mikrosfer (gambar 5.1). sedangkan yang dibentuk dari alginat konsentrasi

tinggi 3.5% dan CaCl» (0.1M sampai 1.5M) dapat membentuk mikrosfer yang sferis.

18
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Pada mikrosfer yang menggunakan larutan sambung silang BaCl; (0.1: 0.25; 0.5 dan

I.3m) dan alginat (1: 1.5 dan 2.5%). semua formula dapat membentuk mikrosfer yang hampir

sfefis atau sferis meski beberapa formula permukaannya masih kasar.

Gambar 5.1, Hasil pemeriksaan morfologi mikrosfer ovalbumin-alginat diproduksi teknik
aerosolisasi dengan menggunakan mikroskop optik.

A Formula ihekroster dengan alginm 1 5% dan CaCl 0 1M B Formula mikeoster dengan alginat | 5% dan CaCl; 0 53M

C Formula mukroster dengan alginat | 3% dan CaCl; | 5M D Formula mikroster dengan algmar 2 5% dan CaCl: 0 1M

E Formula npikroster dengan alginat 2 3% dan CaCl: 0 5M F Formuly mikrosier dengan alginm 2 5% dan CaCl; 1 5M

G Formula myikroster dengan algimar 1% dan BaCl 0 256 H Formula mikroster dengan algmai 1% dan BaCl: | 3M
19
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Gambar 5.2. Morfologi mikrosfer ovalbumin- alginat diproduksi dengan aerosolisasi
menggunakan SEM

B Fonmula muhroster dengan algmat | 3% dan CaClz 0 2N C Formula mikroster dengan algmat | 3% dan CaCl: | 5M
I Formata mikroster dengan atgingr 2 3% dan Cag’l 0 3M F Formubs mabkroster dengan alginag 2 3% dan CaCl; 1 3M
H Formuta nkroster dengan algimnat 1% dan BaCl: 1 3\ 1 Formula mikroster gengan alginat 1 5% dan BaCl: | 5M

Dengan  pemeriksaan SEM - menunjukkan morfologi dari permukaan mikrosfer
ovalbumin-alginat vang dihasilkan metode ini mendekati halus. sferis. dan beraturan (gambar
5.2). Teputama pada formula vang dibuat dengan konsentrasi larutan sambung silang CaCl;
vang leljih tinggi (1.5 M) pada semua Konsentrasi alginat (1-2.5%). Hasil yang menarik dari
pemeriksaan SEM ini adalah morfologi dari formula mikrosfer yang diproduksi dengan
larutan sambung silang BaCly mempunyai permukaan yang lebih halus. sferis dan ukuran
vang lebih kecil dibanding saat pengukuran dengan mikroskop optik. Ini kemungkinan
disebabkan sambung silang Ba®" cenderung lebih menstabilkan mikrosfer dibandingkan
dengan mikrosfer yvang menggunakan Ca’". Hal ini juga terlihat dari serbuk mikrosfer dengan
BaCly hasil proses pengeringan dengan freeze drying warnanya lebih putih bersih
dibandingkan serbuk mikrosfer dengan CaCl; yang wamanya putih kekuningan. Beberapa
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pdrmukaan mikrosfer vang Kasar dan tidak beraturan kemungkinan disebabkan karena faktor

=
(o)

se
di

5.2

ngeringan dengan teknik freeze drying vang menggunakan suhu yang sangat ekstrim

ingga seharusnya ditambahkan bahan yang dapat melindungi proses liofilisasi vang

but lveproteciant atau cryvoprotectant seperti golongan gula (sukrosa, laktosa. dll).

2 Hasil Pemeriksaan Morfologi Mikrosfer Metode Drop Method

Untuk pembuatan dengan drop method. morfologi mikrosfer dapat dilihat dengan jelas

padp gambar 5.3. Dengan metode ini. hampir semua mikrosfer yang dihasilkan berbentuk

sterls dan mendekati halus saat mikrosfer basah, namun saat dikeringkan mikrosfer

ovalbumin-alginat menjadi agak Kasar.

Gambar 5.3. Hasil pemeriksaan morfologi mikrosfer kering ovalbumin-alginat-BaCl;

dengan drop method

5.3. Hasil Pemeriksaan Ukuran Partikel

Hasil pemeriksaan ukuran partikel disajikan pada gambar 5.4 dan 3.5 serta tabel 5.4.

Diameter rata-rata partikel [pm)

i IR 4 e S50,

Konsentrasi Alginat (96)

Gambal 5.4. Ukuran partikel mikrosfer ovalbumin-alginat dari formula menggunakan

sambung silang CaCl; yang diproduksi dengan aerosolisasi
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Gamibar 5.5. Ukuran partikel mikrosfer ovalbumin-alginat dari formula menggunakan
sambung silang BaCly vang diproduksi dengan aerosolisasi

Tabegl 5.4. Ukuran partikel mikrosfer ovalbumin-alginat dari formula yang diproduksi
engan drop method

Larutan Penyambung Diameter rata-rata (mm)
Silang (M) Konsentrasi Alginat (%)
* =y 1.5 | 2.5
BaCl, | 0.1-1.5M [-2mm |  2-3mm 2-3 mm |
(CaCl; | 0.1-1.5M _f -2mm |  2-3mm | 2-3 mm |

metode

Pemeriksaan ukuran mikrosfer vang diproduksi dengan kedua teknik dilakukan dengan

mikroskop optik. Berdasarkan hasil pengukuran untuk mikrosfer vang diproduksi

dengan facrosolisasi menggunakan larutan sambung silang CaCl, dan BaCla. mikrosfer yang

dihasilk
5.4 dan

um (Mif

i memiliki diameter rata-rata ukuran partikel antara 12 pm hingga 30 pm (gambar
p.5). Hasil ini telah memenuhi rentang ukuran yang diinginkan yaitu sekitar 10 - 30

hra. 2008). Hal ini menurut penelitian sebelumnya disebutkan bahwa respon imun

vang baik diperoleh dengan rute peroral dari mikrosfer alginat dengan rentang ukuran 1-30

um. Dar| data diameter rata-rata ukuran partikel diperoleh data bahwa ukuran partikel yang

diprodukki dengan Konsentrasi sambung silang vang tinggi adalah lebih kecil dibanding jika

Konsentr

Ca™ jug

gsi sambung silangnya lebih rendah. Hal ini disebabkan dengan peningkatan kadar

al akan membentuk mikroster yvang lebih kecil. sferis (Manjanna, ef al., 2010). Hasil
22

LAPORAN PENELITIAN Optimasi Alginat Mikrosfer... Dewi Melani Hanyadi




IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

senada dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Joshi es af (2012) dan Singh dan
Kymar (2012).Sedangkan untuk konsentrasi polimer alginat, diketahui bahwa meningkatnya
kopsentrasi alginat (dari 1% ke 2.5%) akan meningkatkan ukuran partikelnya. Hal ini dapat
diaithan dengan terjadinya peningkatan viskositas larutan polimer pada kadar yang lebih
tinggi. sehingga menghasilkan droplet yang lebih besar saat dilakukan proses aerosolisasi
yarlg menyebabkan vkuran mikrosfer yang dihasitkan menjadi lebih besar (Manjana er al,
20110).

Untuk mikrosfer alginat yang diproduksi menggunakan drop method, formula mikrosfer
yang menggunakan larutan sambung silang alginat (CaCl; dan BaCl,) dan alginat dengan
kondentrasi rendah (1%) memiliki ukuran droplet berukuran 1-2mm (tabel 5.4), sedangkan
dendan peningkatan konsentrasi alginat (1.5-2.5%). vkurannya meningkat menjadi 2-3mm.
Ini dppat dijelaskan dengan semakin meningkatnya viskositas polimer sehingga droplet yang
dihagilkan meningkat ukurannya.

54.
Hasill pemeriksaan efisiensi enkapsulasi, kandungan ovalbumin dalam mikrosfer dan yield

asil pemeriksaan efisiensi penjebakan, kandungan protein dan yield mikrosfer

dapat|dilihat pada tabel 5.5.

Tabel] 5.5, Pemeriksaan Efisiensi Penjebakan. Kandungan Protein dan Yield Formula
Ovalbpmin-Alginat Mikrosfer dengan metode aerosolisasi

Larfitan EP(%) Protein loading (%) Yield (%)
Penyambung Conc Alginat (%) Conc Alginat (%) Conc Alginat (%)
Silang (M) ] 1.5 2.5 1 1.5 2.5 1 1.5 25
BaCly | 0.1 31.L22 ¢ 38753 | 7032 | 3359 | 3347 1 68702 | 25320 | 45397 § 518
150 ) 22100 £250 1 £320 | £1.03 221 +2.05 1.80 520
025 | 3856 | 4197 | 62.79 | 3739 | 4352 | 53.86= | 31.52 | 4992« | 38.20
244 [ =325 | £532 | =155 =144 3.04 = 0.06 10.22 | £2.20
0.5 5265 | 87232 ¢ 40.79 [49.98 80.76 | 2209z | 4947 | 67.58= | 92.8=
£2 10 [ £ 130 | £3.23 122,10 | =38.20 1.86 =3.44 6.20 244
1.5 | 59435 | 892 | 3528 | 38.02 ) 8949 ) 9.04x | 73.18 | 9990 | 928z
£ 3.15 1.05 | £4.10 | £5.12 | =4.30 213 % 3.60 0.15 4.30
CaCl; t]0.1 - . 49.42 - - 49.58 = - - 42.32
+ 8,22 3.1 £ 7.28
0,25 } 6.22= 304 | 5824 | 1812 | 1916 | 68.73% | 2255 | 3560 | 4237
02 | 2068 | 235 | +1.06 | +2.20 230 + .86 3.44 + 2,26
0.5 | 2251 | 3831 | 67.18 | 18.76 | 20.60 | 70.00= | 2338 § 33.56% | 51.84
2226 | 2838 [ +8.03 | 20201 £578 293 +0.13 362 +6.29
1.5 | 3084 { 63.75 | 88.80 | 3600 | 6422« ) 7450 | 61.18 | 6230 | 75.29
060 | 433 [ 2052 | x035] 882 170 | £326] 390 ) +856
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Hasil perhitungan efisiensi penjebakan mikrosfer ovalbumin — aiginat menunjukkan
b

pegsentase efisiensi penjebakan ovalbumin dalam mikrosfer (tabel 5.5). Peningkatan
pe
denigan gugus karboksilat pada stuktur asam guluronat alginat sehingga terbentuk crosslink

=

wa  peningkatan  kadar larutan sambung silang CaCl, menyebabkan peningkatan

entase efisiensi penjebakan karena tersedianya lebih banyak ion Ca® yang berikatan

alginat - Ca®* yang lebih banyak sehingga makin banyak ruang penjebakan ovalbumin
(Gujati. et. al.. 201 1). Fenomena ini juga terjadi pada peningkatan konsentrasi alginat dari 1%
ke 4.5% menunjukkan hasil bahwa peningkatan kadar polimer natrium alginat menyebabkan
penipgkatan efisiensi penjebakan ovalbumin dalam mikrosfer. Peningkatan ini terjadi karena
kadaf polimer natrium alginat vang lebih tinggi menyediakan lebih banyak tempat ikatan
fon Ca®* sehingga memungkinkan untuk menjebak lebih banyak ovalbumin (Manjana
et al12010). Studi vang serupa juga menghasilkan tren yang sama pada Joshi ef al, 2012 dan
pencljtian Singh dan Kumar, 2012.

asil vang serupa dapat dilihat pada formula mikrosfer dengan sambung silang BaCl;
dan alginat dengan konsentrasi | dan 1.5%, tetapi pada sawu kondisi dimana konsentrasi
algina} sangat tinggi (2.5%). efisiensi penjebakannya menurun hingga 50% dengan
meningkatnya konsentrasi BaCly (dari 0.1 hingga (.5M). Hal int kemungkinan disebabkan
jumlaR dari alginat vang terlalu berlebihan akan mungkin menghambat terdistribusinya bahan
sambubg silang secara homogen yang dapat mengakibatkan penurunan efisiensi
penjeb3kannya (Ramachandran et al. 2011).

eningkatan kandungan ovalbumin dengan adanya pengaruh konsentrasi larutan
silang CaCl; menunjukkan peningkatan kadar larutan sambung silang CaCl:
menyebabkan peningkatan persentase kandungan ovalbumin dalam mikrosfer. Hal ini karena
tersediabya lebih banvak jon Ca™™ yvang berikatan dengan gugus karboksilat pada stuktur
asam guluronat alginat sehingga terbentuk crosslink alginat dengan Ca™ yang lebih banyak
sehingg makin banyvak ruang untuk ovalbumin dalam mikrosfer (Gulati er al. 2011).
Sedangk&n peningkatan kadar polimer natrium alginat dapat meningkatkan kandungan
ovalbumin dalam mikrosfer. Peningkatan ini disebabkan karena pada kadar natrium alginat
tinggi dehgan wakiu sambung silang yang cukup. dihasilkan derajat sambung silang yang
lebih kuaj (Manjana ¢r al. 2010). sehingga jumlah ovalbumin yang dapat dijebak semakin
kandungan ovatbumin dalam mikrosfer meningkat (tabel 5.5) Fenomena

kandungan ovalbumin vang sangat signifikan dengan meningkatnya konsentrasi
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B4Cilz (dari 0.1 hingga 1.5M) pada formula yang mengandung jumlah polimer berlebih juga
kibatkan ketidakhomogenan pendistribusian molekul sambung silang dengan molekul
aldinat (Ramachandran et al, 2011).

Dari hasi! analisis pengaruh konsentrasi larutan sambung sitang CaCl; maupun BaCl;
terhadap yield menunjukkan bahwa peningkatan kadar larutan sambung silang menyebabkan
pentingkatan persentase vie/d (perolehan kembali) mikrosfer. Hal ini karena tersedianya lebih
banlak ion Ca™ atau Ba™ yang berikatan dan terbentuk crosstink alginar - Ca®* atau Ba®™
yang lebih banyak schingga yield (perolehan kembali) yang dihasilkan meningkat (Jin et.al.,
2009). Untuk peningkatan kadar polimer natrium alginat menyebabkan peningkatan
perojehan kembali mikrosfer vang dihasilkan akibat tersedianya lebih banyak tempat ikatan
ion Ca** atau Ba™ sehingga terbentuk sambung silang alginat-Ca”" atau alginate-Baz*
yang|lebih banyak {Manjana et «/. 2010).

Untuk formula mikrosfer yang diproduksi dengan drop method. mikrosfer yang
dihasjlkan sulit untuk dihitung efisiensi penjebakan. kandungan ovalbumin dan y.‘.a'!dr
dikar¢nakan mikrosfernya membutuhkan waktu vang sangat lamta untuk pengeringan biasa

pada |suhu kamar. Untuk pengeringan dengan freeze drying., mikrosfer alginat yang

yaitu

diproduksi dengan drop method ini mengalami perubahan bentuk yang sangat signifikan
lierubah menjadi partikel yang menggumpal.

8.5 |Hasil Pemeriksaan Uji Pelepasan Ovalbumin dari Mikrosfer Aiginat

LN

elanjutnya dilakukan uji pelepasan wntuk mendapatkan profil pelepasan ovalbumin

dari mikrosfer terbaik. ditinjau dari mikrosfer dengan ukuran partikel yang lebih kecil serta
mempeftimbangkan efisiensi penjebakan. kandungan ovalbumin dan yield vang tertinggi
yaitu njikrosfer dengan konsentrasi alginat 1.5% dan 2.5% menggunakan sambung silang
1.5M (aCl; Hasil pemeriksaan uj‘i pelepasan ovalbumin dari mikrosfer alginat dalam

formula{B dan C dapat dilihat pada gambar 5.6.
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Formula B : Formula dengan konsentrasi alginat 2.5% dan CaCl, 1.5M

Formula C : Formula dengan konsentrasi alginat 1.5% dan CaCl: 1.5M

Oinmhar 5.6. Profil pelepasan ovalbumin dari mikrosfer formula B dan C

Dari hasil pelepasan pada gambar 5.6. jumlah ovalbumin vang terlepas pada C kurang
dari 5% setelah inkubasi 2 jam di HCl pH 1,2, sedangkan pelepasan ovalbumin dari

mikrogfer dengan alginat yang lebih tinggi (B) sebesar 48.31%. Setelah mikrosfer berada

pada njedia pH 7.4. jumlah ovalbumin yang terlepas dari mikrosfer formula B (84.59%) lebih
besar dibanding C (45.65%) setelah 370 menit sehingga dapat disimpulkan bahwa C mampu
menghgsilkan pelepasan ovalbumin yang lebih lambat dan lebih kecil dibandingkan dengan
formuld B vang pelepasannya lebih cepat dan besar,

Fenomena pelepasan kedua formula ini memang sedikit unik. Beberapa kemungkinan
penyebdb besarnya jumlah ovalbumin vang terlepas pada formula B antara lain dengan
adanya jpemaparan atau inkubasi mikrosfer pada pH asam dan kemudian pH 7.4 pada
mikrosfdr alginat vang mungkin ikatan egg-box dari polimer alginat dan CaCl, dapat
mengubgh struktur ikatan sehingga mengubah kemampuan mengembang dari mikrosfer ini
vang bergdlampak pada meningkatnya jumlah ovalbumin yang lepas dari formula B (Soni et af,
2011). Kemungkinan lain penyebabnya adalah pada formula B, kadar alginat yané digunakan
lebih besar dari C vaitu 2.5%. kadar alginat yvang lebih besar menyebabkan larutan alginat
yang akah disemprotkan kedalam larutan sambung stlang menjadi lebih viskous, hal ini
menyebablkan CaCl: susah berpenetrasi kedalam tetesan alginat sehingga rveaksi sambung
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silhng yang terjadi kurang sempurna dan menghasilkan mikrosfer yang lebih rapuh (Tavakol

et pl, 2013). Mikrosfer yang rapuh tersebut menyebabkan ovalbumin lebih mudah terfepas

dari mikrosfer.

Dari hasil pelepasan tersebut terpilih formula mikrosfer terbaik dengan pelepasan lebih
larmibat adalah formula vang diproduksi dengan polimer alginat konsentrasi 1.5% dan CaCl»
1.5 (formula C). Ditinjau dari ukuran mikrosfer yang dihasitkan. formula mikrosfer ini
merpang memiliki ukuran partikel terkecil yaitu 12.54 pm. Selanjutnya untuk mengetahui
apaHah pelepasan ovalbumin lebih lambat dan jumlah yang lepas lebih sedikit dengan adanya
perbedaan konsentrasi sambung silang CaCl,. maka dilakukan uji pelepasan lanjutan seperti

gambar 5.7. menggunakan formula terbaik alginat 1.5% dengan perbedaan konsentrasi CaClz

yaitu{ | .5M (C) dibandingkan dengan formula F yang mengandung CaCl; 0.5M (F).
. HClpH 1.2 e PBS pH 7.4 -
. 100 » > <
G :
CE :
; i ‘
L 2 60 '
S - ‘
2 - ity -
. E , e~ - - - e mmm =
| 3 40 k - - il
3 g
5, -
5 :
o .
v o 120 150 20 160 360
e T T I S ST AT Y R STV MY
Waketu {menit}
Fuormula C : Formula dengan konsentrasi afginat 1.5% dan CaCls 1.5M
Formuia F : Formula dengan konsentrasi alginal 1.5% dan CaCly 0.3M

Gambpr 5.7 Profil pelepasan ovalbumin dari mikrosfer ovalbumin-alginat dari formula C
dan F

Daii gambar 5.7 didapatkan jumlah ovalbumin vang lepas dari mikrosfer alginat tidak
memberikan perbedaan signifikan antara formula vang diproduksi dengan CaCl: konsentrasi
rendah ((} 5M) maupun konsentrasi tinggi (1.5M). Hal ini dapat terjadi karena pengaruh dari
swelling mendadak pada mikrosfer sesaat setelah masuk ke dalam larutan HCl pH 1.2

(Nithitanakool er al.. 2013). Berdasarkan hasil perhitungan laju pelepasan. semua mikrosfer
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ovhlbumin-Ca-alginat ini memiliki laju pelepasan yang lebih kedil dibandingkan ovalbumin
koptrol. Hal ini membuktikan bahwa mikrosfer Ca-alginat yang dibentuk  dengan metode
ionptropic gelation teknik aerosolisasi ini mampu melindungi ovalbumin dalam pH asam
(hapva 20-40% yang lepas) dan tetap melepaskan ovalbumin secara perlahan pada media
PBS pH 7.4.

Untuk membandingkan pengaruh jenis sambung silang terhadap pelepasan ovalbumin,
selahjutnya formula mikrosfer ovalbumin-alginat menggunakan sambung silang BaCl,
dengan konsentrasi 1.5M (formula 1) dan 0.5M (formula J) dan konsentrast alginat }.5% diuji
peiebasannya (gambar 5.8). Selain itu, kedva formula mikrosfer Ba-alginat ini juga

menipunyai efisiensi penjebakan, kandungan ovalbumin dan yield yang cukup tinggi.

HCI pH 1.2 PBS pH 7.4

v KOO CH

- = Fontiuly )

v e FQuamla |

Jumlah Ovalbumin tedepas (%)

IR0 240 300
Waktu {menit}

Formula | : Formula mikrosler dengan konsentrasi alginal 1.5% dan BaCl: 1.5M
Formula J 2 Formula mikroster dengan konsentrasi alginat 1,3% dan BaCl: 0.5M

Ga+bar 5.8 Profil Pelepasan Ovalbumin dart Mikrosfer Alginat dengan sambung sitang
BaCls metode aerosolisasi dari formula | dan J

Juplah ovalbumin yang larut dan lepas dari mikrosfer Ba-alginat memiliki fenomena
yang beibeda dengan mikrosfer Ca-alginat. Ovalbumin dari mikrosfer Ba-alginal terutama
dalam mjkrosfer yang menggunakan sambung silang dengan konsentrasi kecil, didapatkan
didapatkgqn bahwa ovalbumin tidak dapat dilindungi oleh mikrosfer pada suasana asam (pH

1.2) selama 2 jam inkubasi di HCI. sehingga lepas dalam jumlah besar dan dalam waktu yang
28
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cegat yaitu hampir 100% lepas dalam waktu | jam pada pH 1.2 (formula J). Peningkatan
konsentrasi sambung silang menunjukkan penurunan jumlah ovalbumin yang lepas dari
miKrosfer (formula I} yaitu sekitar 65% setelah | jam inkubasi di HCI pH 1.2. Kejadian ini
disebabkan mikrosfer Ba-alginat dengan konsentrasi sambung silang vang tinggi dapat
merjebak ovalbumin lebih banyak didalam ikatan sambung silangnya yang lebih terstrukiur,
kuatjdan rigid dapat mencegah terjadinya swelling mikrosfer lebih besar dibanding mikrosfer
denghn konsentrasi sambung silang yang rendah (0.5M) (Jahan et al. 2012). Selain itu,
mikrgsfer Ba-alginat melepaskan ovalbumin lebih besar dan lebih cepat disbanding Ca-
algingt kemungkinan disebabkan hubungan struktur interkoneksinya hanya bersifat sementara
bukai| permanent sehingga mikrosfernya sangat rapuh (Lin et al. 2003). Penyebab lain yang
memungkinkan untuk dipelajari adalah perbedaan subu pendinginan yang sangat sihnifikan
yang |terjadi disaat proses freeze-drying mikrosfer. sehingga mikrosfer mengalanii
pengkdrutan dan pengecilan ukuran partikel (terlihat pada foto SEM), yang memungkinkan
mempdriuas permukaannya sehingga jumlah ovalbumin vang dapat larut di media pelepasan
bertambah besar. Oleh karena itu disarankan unwuk preparasi mikrosfer vang menggunakan
silang BaCl.. pertu ditambahkan bahan vang dapat melindungi ovalbumin selama

sambu

proses gendinginan-pengeringan atau freeze-drytng yang biasa disebut Lyoproteciant.
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BAB 6. RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA

Dari hasil penelitian ini nantinya, pada penelitian tahun selanjutnya akan dipilih -

forfaula alginat mikrosfer terbaik untuk dilanjutkan dengan pengujian integritas ovalbumin

uniftk memastikan Kestabilannya dalam media asam scbagai simulasi dari kondisi asam

la

ung serta simulasi kondisi intestinal di usus vang erupakan simulast kondisi di sajuran

cerqa pada penggunaan oral. Selain itu rencana penelitian di tahun kedua adalab uji

imubogenisitas per oral pada hewan coba untuk mempelajari profil peningkatan respon

imu

itas pada hewan coba setelah pemberian mikrosfer alginat dengan model vaksin antigen

ovalpumin secara per oral. Rangkuman rencana tahapan berikutnya terlihat pada 1abel 6.).

Tabel 6.1. Rencana Tahapan Berikutnya

No Wakty Rencana Kegiatan

| Tahun ke-2 Uji integritas ovalbumin protein dalam mikrosfer yang
’ diproduksi dengan teknik aerosolisasi

2 Tahun ke-2 Uji respon imunitas dari ovalbumin yang lepas dari

mikrosfer alginat melalui vaksinasi per oral secara in vivo
menggunakan hewan coba.

APORAN PENELITIAN
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BAB 7. KESIMPULAN DAN SARAN

7.1} Kesimpulan

I. Mikrosfer ovalbumin-alginat yang dihasilkan dari metode aerosolisasi dengan larutan
sambung silang CaCl,; maupun BaCl: memiliki ukuran partikel yang lebih kecil (12-
30 pm) dibandingkan yang diproduksi dengan drop method (1-3 mm). Mikrosfer
ovalbumin-alginat yang dihasilkan dengan teknik aerosolisasi dengan CaCl; dan
BaCl; mempunyai efistensi penjebakan, kandungan ovalbumin dan perolehan kembali
mikrosfer yang tinggi.
2‘ Mikrosfer ovalbumin-alginat yang menggunakan sambung silang CaCl, diproduksi
dengan teknik aerosolisasi menghasilkan laju pelepasan yang lambat yang sangat
potensial untuk system penghantaran vaksin oral dibandingkan dengan yang

menggunakan BaCl;

1.2, S+mn

Dari hasil penelitian ini, formula mikrosfer ovalbumin-alginat yang optimum dari

teknik |aerosolisasi ini perlu diuji integritas ovalbuminnya untuk menjamin stabilitas fisitknya

serta djuji efektifitasnya secara in vivo sebagai salah satu sistem penghantaran antigen untuk
vaksingsi per oral dengan menggunakan hewan coba. Untuk pembuatan mikrosfer dengan
drop method. masih perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada proses pengeringan yang
sesuai yntuk ovalbumin,

‘Belain itu perlu dilakukan penelitian lebilt lanjut tentang faktor-faktor yang
berpengaruh pada proses produksi mikrosfer teknik aerosolisasi mulai dari pembuatan hingga
pengeriggan misalnya pengaruh tekanan, jenis dan konsentrasi polimer. jenis dan konsentrasi
farutan $ambung silang. waktu sambung silang atau bahan /yvoprorectans terhadap karakter

fisik miHrosfer,
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Lampiran 1, Instrumen

Gambar 5.9, Proses pembuatan mikrosfer ovalbumin-alginat

buatan mikrosfer dengan metode tonotropic gelation teknik aerosolisasi
D. Prdses sambung silang mikrosfer ovalbumin-alginat,

E. Mikrosfer basal setelah disentrifugasi

F. Mi

o

rosfer kering setelah proses freeze drving
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Gambar 5.10, Thermoshaker untuk uji pelepasan

Gambar 5

I1. Freeze Dryer Eve
Freeze Dryer Eyela untuk pengeringan mikrosfer
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Background Alginate microsphere preparation
Ovalbumin is a model of antigen that stimulate the iorm.‘itaon of Alginate solution containing ovalbumin was sprayed into
antibodies can be used to improve i ity. Aerosol crosshinking agent CaCl, solution and was stirred continuously for

technique was used because it is a simple, fast, cost effective 2 Pours at 1000 rpm. The microspheres were collected by
and na organic solvent is needed which can contribute to centrifugation at 2500 rpm for & minutes, washed two limes with

protein integrity (Yeo et al, 2001). Sodium alginate Is most aquadest and finally freec dried 20 hours at -80°C.
cammanty“ -uaed as palymer in l!:ne micr.opanicles {Maria:!' f"l" Characterization of Microspheres
ABR), S N0NS h“"’_ t_’"" : Y Alsec a8 crok 't The morphology of microspheres were characterized by optical
agents due to low toxicity and ability to form a good gel and (0 o0 o0 completed with camera and scanning electron
provided significant stabillity (Putrs et ol,, 2011). Several factors e roie0ny (SEM). The encapsulation efficiency, protein loading
contributed to microparticles preparation such as concentration and viekd were atso determined

ol polymer and crosslinking agents (lin et al., 2009). Therefore,
this research were performed to study the potential of
pvalbumin-alginate microspheres using different concentration

bf alginate polymer and CaCl, crosslinker. TABLE 2. Encapsulation Efficiency, Loading and Yield of Microupheres
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