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FORMULASI LIPOSOM BETAKAROTEN DENGAN METODE HIDRASI
LAPIS TIPIS MENGGUNAKAN PERBEDAAN WAKTU SONIKASI

Vira Anggraini

Program Studi Farmasi

INTISARI

Latar belakang: Betakaroten adalah karetenoid yang terdapat dalam buah dan
sayuran berwarna kuning-oranye yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan dan
merupakan prekursor vitamin A. Betakaroten dibuat dalam bentuk sediaan
nanoliposom agar dapat meningkatkan efikasi dan indeks terapi obat serta
meningkatkan stabilitas dengan sistem enkapsulasi. Liposom betakaroten dibuat
dengan metode hidrasi lapis tipis, metode tersebut dipilih karena merupakan metode
yang mudah dan cepat untuk dilakukan serta peralatannya yang sederhana.
Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk melakukan formulasi dan karakterisasi
liposom menggunakan senyawa betakaroten dengan variasi waktu sonikasi.
Metode: Metode yang digunakan untuk pembuatan sediaan liposom betakaroten
yaitu metode hidrasi lapis tipis kemudian dilakukan pengecilan ukuran partikel
menggunakan sonikator dengan variasi waktu 2; 4; 6; dan 8 menit. Hasil dari
pembacaan ukuran partikel, zeta potensial, efisiensi enkapsulasi, dan nilai aktivitas
antioksidan dianalisis secara deskriptif dengan membandingkan pada jurnal-jurnal
penelitian sebelumnya.

Hasil: Hasil preparasi nanoliposom selama 2 menit mengahasilkan ukuran partikel
175,6 £ 3,71 nm, indeksi polidispersitas 0,47 + 0,10 D, zeta potensial -26,7 + 0,26
mV. Sonikasi 4 menit menghasilkan ukuran partikel 159,5 + 2,12 nm, indeks
polidispersitas 0,52 + 0,06 D dan zeta potensial -32,4 + 0,36 mV. Sonikasi 6 menit
mendapatkan hasil ukuran partikel 177,0 £ 5,17 nm, indeks polidispersitas 0,57 +
0,02 b, dan zeta potensial -27,8 + 0,21 mV. Sedangkan sonikasi 8 menit
mendapatkan hasil ukuran partikel 181,4 + 8,34 nm, indeks polidispersitas 0,65 +
0,05 b, dan zeta potensial -23,3 + 1,40 mV. Nilai efisiensi enkapsulasi yang
didapatkan yaitu 99,18% + 0,22 dan bentuk partikel mendekati sferis.
Kesimpulan: Preparasi nanoliposom betakaroten dengan metode hidrasi lapis tipis
optimal pada waktu sonikasi 4 menit.

Kata kunci: Betakaroten, Liposom, Hidrasi lapis tipis, Sonikasi
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FORMULATION OF BETACAROTENE LIPOSOMES WITH THIN
LAYER HYDRATION METHOD USING DIFFERENCES OF
SONICATION TIME

Vira Anggraini

Department of Pharmacy

ABSTRACT

Background: Beta-carotene can be found in yellow-orange fruits and vegetables
that has activity as an antioxidant and is a precursor of vitamin A. Beta-carotene is
made in the form of nanoliposomes in order to increase the efficacy and index of
drug therapy and increase stability with the encapsulation system. Beta-carotene
liposomes were prepared using the thin layer hydration method, this method was
chosen because it is an easy and fast method to perform and simple equipment.
Objective: This study aims to formulate and characterize liposomes using beta-
carotene compounds.

Method: The method used for the manufacture of beta-carotene liposome
preparations is the thin layer hydration method and then the particle size reduction
is carried out using a sonicator with a time variation of 2; 4; 6; and 8 minutes. The
results of reading particle size, zeta potential, encapsulation efficiency, and
antioxidant activity values were analyzed descriptively by comparing with previous
research journals.

Result: The results of the preparation of nanoliposomes for 2 minutes resulted in a
particle size of 175.6 £ 3.71 nm, polydispersity index 0.47 £ 0.10 D, zeta potential
-26.7 £ 0.26 mV. 4 minutes of sonication resulted in a particle size of 159.5 +2.12
nm, polydispersity index of 0.52 + 0.06 D and zeta potential of -32.4 + 0.36 mV.
Sonication for 6 minutes resulted in particle size of 177.0 £ 5.17 nm, polydispersity
index of 0.57 £0.02 D, and zeta potential of -27.8 £0.21 mV. Meanwhile, 8 minutes
of sonication resulted in particle size of 181.4 £ 8.34 nm, polydispersity index 0.65
+ 0.05 P, and zeta potential -23.3 £ 1.40 mV. The encapsulation efficiency value
obtained is 99.18% + (.22 and the particle shape is close to spherical.

Conclusion: Preparation of beta-carotene nanoliposomes using the thin layer
hydration method is optimal at a sonication time of 4 minutes.

Keyword: Betacaroten, Thin Layer Hydration, Sonication
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BAB 1
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang Masalah

Betakaroten adalah karetenoid yang terdapat dalam buah dan sayuran
berwarna kuning-oranye yang memiliki aktivitas sebagai antioksidan dan
prekursor vitamin A (Rocha et al., 2018). Aktivitas antioksidan dari
betakaroten memiliki fungsi untuk mencegah berbagai penyakit seperti
penyakit kanker, paru-paru, penyakit kardiovaskular, dan penyakit mata.
Betakaroten merupakan senyawa hidrofobik dengan titik leleh tinggi, stabilitas
kimia rendah dan bioavailabilitas rendah (Hudiyanti er al., 2018). Pasar
karatenoid masih didominasi oleh produk kimia sintetik (80-90%). Pada tahun
2026 pasar global karatenoid diperkirakan akan mencapai 2 miliar dollar AS,
termasuk makanan dan minuman (26,1%), obat-obatan (9,2%), kosmetik
(6,5%), dan suplemen makanan (23,5%) (Ren er al., 2021). Pemanfaatan
karetenoid sebagai agen farmakologis masih terbatas, oleh karena itu perlu
dibuat sistem penghantaran yang baik untuk mengatasi sifat hidrofobiknya
dengan dibuat dalam nanoformulasi seperti liposom (Elkholy ef al., 2021).

Liposom merupakan salah satu sistem penghantaran obat koloid yang dapat
meningkatkan efikasi dan indeks terapi obat serta meningkatkan stabilitas
dengan sistem enkapsulasi (Akbarzadeh et al., 2013). Liposom adalah vesikel
bulat yang terdiri dari satu atau lebih lipid bilayer yang dibentuk secara spontan
oleh fosfolipid dalam media berair (Corréa et al., 2019). Enkapsulasi obat
dalam liposom dapat meningkatkan kestabilan dan terapeutik dari berbagai zat
aktif.

Salah satu sistem penghantaran obat yang baik dan dapat digunakan secara
topikal yaitu sediaan liposom. Varshneya Aparajita (2014); Ternullo et al
(2018) melakukan penelitian tentang liposom sebagai sistem penghantaran
obat secara topikal. Hasil yang dilaporkan bahwa liposom merupakan sistem
penghantaran obat yang baik secara topikal. Penelitian lain yang telah

melakukan formulasi liposom dengan katekin terbukti dapat meningkatkan



efektivitas dari senyawa Kkatekin. Selain itu, dalam penelitian tersebut
menyimpulkan bahwa semakin besar kolesterol maka formulasi liposom akan
semakin bagus dan stabil (Corréa et al., 2019).

Metode yang akan digunakan untuk pembuatan liposom betakaroten yaitu
metode hidrasi lapis tipis. Penggunaan metode hidrasi lapis tipis dipilih karena
merupakan metode yang mudah dan cepat untuk dilakukan serta peralatannya
yang sederhana (Nurmahliati et al., 2020). Zat aktif yang bersifat hidrofilik
dapat dilarutkan dalam fase air dan zat aktif yang bersifat hidrofobik dapat
dilarutkan dalam pelarut organik atau dengan senyawa lain. Pada penggunaan
metode hidrasi lapis tipis akan menghasilkan liposom yang berbentuk MLV
(Multi Lamellar Vesicles) dengan homogenitas yang kurang baik, sehingga
perlu pengecil ukuran partikel untuk menyeragamkannya. Salah satu upaya
untuk memperkecil ukuran partikel yang umum digunakan yaitu sonikasi (Lu
dan Qi, 2021). Sonikasi merupakan metode yang efektif untuk memecahkan
aglomerasi dan untuk meningkatkan dispersi nanopartikel (El-Tair et al.,
2020). Waktu sonikasi sangat berpengaruh pada ukuran partikel dan
homogenitasnya, semakin lama waktu sonikasi maka menyebabkan ukuran
partikel akan semakin homogen (Manik et al., 2021).

Telah diteliti bahwa betakaroten yang dienkapsulasi menggunakan
supercritical CO2 dengan ultrasonik menghasilkan stabilitas yang baik (Tanaka
et al., 2020). Namun, belum ditemukan adanya penelitian tentang formulasi
sediaan nanoliposom betakaroten dengan menggunakan metode hidrasi lapis
tipis. Sehingga hal ini yang memicu peneliti untuk melakukan formulasi sediaan
nanoliposom betakaroten yang memiliki efektivitas sebagai antioksidan dengan

menggunakan metode hidrasi lapis tipis.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana formulasi dan karakterisasi sediaan liposom betakaroten dengan

metode hidrasi lapis tipis?



1.3 Tujuan Penelitian
Melakukan formulasi dan karakterisasi sediaan liposom menggunakan

senyawa betakaroten dengan metode hidrasi lapis tipis.

1.4 Luaran Penelitian
1. Dari penelitian ini diperoleh sediaan liposom betakaroten yang dapat
dimanfaatkan sebagai inovasi baru dalam industri farmasi.
2. Adanya publikasi ilmiah hasil penelitian liposom betakaroten dengan

metode hidrasi lapis tipis.



BAB II
STUDI PUSTAKA
2.1 Liposom

Liposom adalah vesikel spherical yang terdiri dari satu atau lebih lipid
bilayer yang secara spontan dibentuk oleh dispersi fosfolipid dalam media air.
Bagian polar dari fosfolipid berada dipermukaan luar dan dalam membran,
bersentuhan langsung dengan media berair (Corréa et al., 2019). Pada umumnya,
liposom dan nanoliposom memiliki kesamaan Kkimia, struktur dan sifat
termodinamika. Liposom telah banyak digunakan untuk tujuan pembuatan
kosmetik, obat, makanan dan industri pertanian (Panahi ez al., 2017).

Liposom dapat diklasifikasikan berdasarkan ukuran dan jumlah lipid
bilayernya : vesikel unilamellar kecil (SUV) memiliki ukuran 20-100 nm, vesikel
unilamellar besar (LUVs) berukuran 100 nm-1 mm, dan vesikel unilamellar raksasa
(GUVs) berukuran > 1 mm. SUV adalah ukuran yang paling umum digunakan
sebagai sistem penghantaran obat karena menunjukkan enkapsulasi obat yang baik

dan pelepasan kinetik dengan waktu sirkulasi yang lebih lama (Large ef al., 2021).
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Gambar 2.1 Ilustrasi struktur liposom (Fan et al., 2021)

Liposom telah terbukti dapat berpenetrasi melalui stratum corneum ke
dalam jaringan epidermis dan dermis. Pada penelitian sebelumnya, liposom dengan
diameter rata-rata 83 nm dapat masuk kedalam jaringan epidermis dan dermis.
Tetapi liposom dengan ukuran 200 — 300 nm memiliki penetrasi yang kurang baik

melalui stratum corneum (Liu et al., 2021) (Gambar 2.2).
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Gambar 2.2 Mekanisme absorpsi liposom melalui perkutan

Metode hidrasi lapis tipis merupakan metode yang paling umum digunakan
untuk sintesis liposom, sederhana serta sesuai dengan bahan obat yang bersifat
lipofilik, lapisan tipis yang dihasilkan akan dihidrasi dengan penghidrasi sehingga
terbentuk liposom cair. Dalam metode ini, molekul lipid dan amfifilik dilarutkan
dan dicampur dalam pelarut organik. Campuran tersebut lalu dipindahkan ke dalam
labu alas bulat dan pelarut diuapkan dengan alat rotary evaporator hingga terbentuk
lapisan tipis dibagian bawah labu alas bulat. Lapisan tipis kemudian dihidrasi ke
dalam larutan yang mengandung senyawa hidrofilik yang akan dienkapsulasi. Suhu
buffer hidrasi harus diatas suhu transisi (Tm) fase gel-cair lipid. Volume larutan
yang besar menyebabkan pembentukan MLV sedangkan laju hidrasi menentukan

efisiensi enkapsulasi (Large er al., 2021).

2.1.1 Karakteristik Liposom
2.1.1.1 Zeta Potensial

Zeta potensial adalah ukuran muatan permukaan partikel yang tersebar
dalam medium pendispersi. Zeta potensial sering digunakan untuk

mengkarakterisasi sifat muatan permukaan nanopartikel yang berkaitan dengan



interaksi elektrostatik. Interaksi elektrostatik akan menentukan kecenderungan
agregasi dan tolak menolak. Untuk mencegah agregasi, muatan zeta potensial harus
lebih tinggi dari medium pendispersi (Abdassah, 2017). Nilai zeta potensial kurang
dari -30 mV atau lebih dari +30 mV akan mempertahankan tolakan antar partikel

dan partikel suspensi yang stabil (Fan et al., 2021).

2.1.1.2 Ukuran Partikel

Ukuran partikel merupakan karakteristik yang paling penting dalam sistem
nanopartikel, yang mana digunakan untuk memperkirakan distribusi secara in vivo,
biologis, toksisitas, dan kemampuan penargetan dari sistem nanopartikel. Ukuran
partikel diukur menggunakan Particle Size Analyzer (PSA) (Abdassah, 2017).
Ukuran partikel nanoliposome yang baik adalah 100 nm -150 nm, sedangkan PI
(Polidispersity Index) yang baik yaitu < 0,7 B (Nugroho et al., 2020).

2.1.1.3 Efisiensi Enkapsulasi

Efisiensi enkapsulasi (EE%) diartikan sebagai persentase jumlah obat yang
terjerat dalam struktur yang berkaitan dengan jumlah obat yang ada selama
pembentukan pembawa dan prosedur penjeratan (Asprea ef al., 2017). Enkapsulasi
menjadi pilihan yang baik untuk melindungi dan meningkatkan biokompatibilitas
komponen bioaktif karena memiliki manfaat nontoksik, biodegradable dan non

immunogenic (Hao et al., 2017).

2.2 Betakaroten

Betakaroten merupakan senyawa berwarna oranye yang termasuk dalam
golongan senyawa karatenoid yang terdapat didalam buah-biuahan dan sayuran,
seperti labu, mangga, tomat, wortel dan bayam (Chen et al., 2017). Betakaroten
memiliki aktivitas seperti antioksidan, antikanker, dapat mengurangi risiko
penyakit jantung, katarak, dan adenoma kolorektal (Liu et al., 2020). Namun,
senyawa ini memiliki sifat hidrofobik sehingga penyerapan betakaroten rendah
pada manusia. Hal ini menunjukkan bahwa bioavaibilitas dari betakaroten kurang

baik. Senyawa ini peka terhadap panas dan cahaya, serta mudah teroksidasi,



sehingga aplikasinya pada makanan, nutraceutical, dan obat-obatan menjadi
terbatas. Oleh karena itu, betakaroten harus dibuat dalam bentuk enkapsulasi untuk
meningkatkan dispersibilitas air dan mencegah oksidasi serta degradasi membran

(Tanaka er al., 2020).

Gambar 2. 3 Struktur Kimia Betakaroten (Elkholy et al., 2020)



BAB III
METODE PENELITIAN
3.1 Alat dan Bahan

3.1.1 Alat

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat alat gelas
(Pyrex), vial, rotary evaporator (Heidolph), vortex (Heidolph), Particle Size
Analyzer (Horiba Scientific, Nano Particle Analyzer SZ-100), ultrasonic
homogenizer (Model 150VT Biologics) Spektrofotometer UV (1800 Shimadzu
doublebleam), neraca analitik (Metler Toledo XS 205, kepekaan 0,01 mg).

3.1.2 Bahan

Bahan-bahan yang digunakan yaitu Betakaroten (Sigma Aldrich),
Phospolipon 80 H, Beeswax (Brataco), Kloroform Pa (JT Baker), Metanol Pa (JT
Baker), etanol 70% (Brataco), propilen glikol (Brataco), tween 80 (Merck),
Posphate-Buffer Saline (Merck), Aquabides.

3.2 Skema Penelitian
Urutan proses penelitian ini dimulai dari preparasi sediaan liposom
betakaroten, formulasi liposom, dan dilakukan pengujian berupa pengukuran
ukuran partikel, zeta potensial, stabilitas, indeks polidispersitas, efisiensi

enkapsulasi, uji morfologi, dan uji antioksidan (Gambar 3.1)

Karakterisasi liposom

Preparasi sediaan liposom

Ukuran partikel Indeks polidispersitas

| Efisiensi enkapsulasi |

Zeta Potensial 7

Morfologi liposom| (

|éctakar0tcn\’ \ < \ E?Sézi:lln

Betakaroten

Formulasi liposoml Uji antioksidan| |Uji stabilitas

Gambar 3.1 Skema Penelitian



3.3 Tahapan Penelitian

3.3.1 Pembuatan liposom dengan metode hidrasi lapis tipis

Liposom diformulasikan dengan mencampurkan dari 2 fase, yakni fase
organik dan fase air. Fase organik terdiri dari betakaroten, beeswax, phospholipon
80H, serta campuran metanol:kloroform (7:3). Sedangkan fase polar meliputi PBS
pH 7.4, tween 80 dan propilen glikol (Tabel 3.1). Liposom dibuat dengan metode
hidrasi lapis tipis. Semua bahan pada fase organik yang terdiri dari betakaroten,
beeswax, phospholipon 80H, metanol dan kloroform (7:3) dimasukkan ke dalam
labu alas bulat rotary evaporator, dipanaskan sampai suhu 45°C dengan kecepatan
100 rpm selama 1 jam. Proses rotary selama 1 jam akan membentuk lapisan tipis
pada dinding labu alas bulat. Lapisan tipis yang terbentuk kemudian dikeluarkan
dari labu dan diletakkan di cawan porselin lalu ditambahkan dengan etanol yang
kemudian di waterbath sambil diaduk sampai kental. Pada fase polar dibuat dengan
cara melarutkan 1 tablet phosphate buffer saline menggunakan aquades dalam labu
ukur 100 ml. Diambil sebanyak 10 ml larutan PBS yang telah dibuat kemudian
dicampurkan dengan tween 80 dan propilen glikol. Setelah itu dicampurkan fase
organik dan fase air menggunakan rotary tanpa keadaan vakum selama 30 menit.
Liposom yang telah terbentuk diseragamkan dan dikecilkan ukurannya dengan
memakai alat sonikator dengan variasi waktu 2:;4;6; dan 8 menit. Hasil sonikasi
dimasukkan ke dalam vial lain, kemudian disimpan di dalam lemari es atau dapat

langsung diuji (Pasaribu et al., 2016)
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Tabel 3. 1 Formula Nanoliposom Betakaroten (Putri, 2021)

Nama Bahan Jumlah
Betakaroten (mg) 15 mg
Phospholiphon 80H 51,6 mg
Beeswax 8 mg
Phosphate-Buffered Saline (ml) 10 ml
Kloroform (ml) 3 ml
Metanol (ml) 7 ml
Tween 80 0,5 ml
Propilen glikol 1,177 ml

3.3.2 Uji morfologi liposom

Morfologi karakteristik dan ukuran liposom dievaluasi dengan SEM
(Scanning Electron Microscopy) (Phenom Pro-X). Sampel liposom diencerkan
dengan pengenceran 20x dan 50x, lalu diteteskan sampel pada formvar coated
cumprum grid sebanyak satu tetes dan dikeringkan pada suhu ruang. Setelah
liposom kering dianalisa dengan SEM (Phenom Pro-X). Sampel dimasukkan ke

dalam wadah dan dianalisis pada suhu 25°C.

3.3.3 Pembacaan ukuran partikel dan pengujian zeta potensial
Pengukuran ukuran partikel dilakukan dengan menggunakan particel size
analyzer (Horiba SZ 100), sampel dimasukan kedalam kuvet setelah dilakukan

pengenceran 100x dan dilakukan replikasi sebanyak 3 kali untuk masing-masing.

3.3.4 Pengujian efisiensi enkapsulasi

Pengujian efisiensi enkapsulasi dimulai dengan pembuatan kurva baku
betakaroten sebagai standar. Pada pembuatan larutan standar betakaroten, diambil
10 mg betakaroten kemudian dilarutkan menggunakan metanol dalam labu ukur 10
ml dengan konsetrasi larutan stok 1000 pg/ml. Dari larutan standar betakaroten
diencerkan menggunakan aquabides dengan konsetrasi 10 ppm:15 ppm; 20 ppm;

25 ppm dan 30 ppm dalam labu ukur 10 ml. Lima konsentrasi hasil pengenceran
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kemudian diukur kadar betakarotennya menggunakan UHPLC (Ultra High
Performance Liquid Chromatography) dengan panjang gelombang 371 nm
menggunakan kolom Sunfire ™ C18 150x5 mm, 4,6 um dengan menggunakan fase
gerak asetronitril:metanol (7:3) dan kecepatan aliran 1,2 ml/menit, kemudian
dilakukan penentuan efisiensi enkapsulasi dengan 3 replikasi.

Liposom betakaroten diambil dan dimasukkan kedalam float a lyzer selama
1 hari, kemudian dimasukkan ke dalam beker yang berisi larutan PBS. Beker yang
sudah berisikan float a lyzer diputar menggunakan magnetic stirer kemudian
diambil supernatannya. Supernatan tersebut kemudian diencerkan menggunakan
larutan PBS kemudian dimasukkan kedalam vial untuk diukur jumlah betakaroten
total, dilakukan penentuan efisiensi enkapsulasi dengan 3 replikasi. Penetapan
kadar menggunakan UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography)
dengan panjang gelombang 371 nm. Kolom yang digunakan adalah kolom Sunfire
™ (18 150x5 mm, 4,6 um dengan menggunakan fase gerak asetronitril:metanol

(7:3) dan kecepatan aliran 1,2 ml/menit.

3.3.5 Uji stabilitas sediaan

Uji stabilitas dilakukan selama 1 bulan. Hasil nanoliposom dimasukkan ke
dalam botol kaca berpenutup ulir setelah dihomogenisasi menggunakan
ultrasonikator. Uji stabilitas yang dilakukan yaitu uji stabilitas dipercepat. Dalam
uji stabilitas dipercepat dilakukan peningkatan laju degradasi kimia dan perubahan
fisika dengan cara sampel disimpan pada kondisi suhu 40°C + 2°C/75% RH + 5%
RH (Tietje dan Brouder, 2010).

3.3.6 Uji antioksidan

Uji aktivitas antioksidan sediaan nanoliposom betakaroten dilakukan
menggunakan metode DPPH. Analisis redaman dalam uji ini hanya menggunakan
satu formula nanoliposom yaitu sediaan dengan waktu ultrasonikasi 4 menit karena
memiliki ukuran partikel yang paling kecil. Uji antioksidan dimulai dengan
preparasi larutan DPPH 0,5 mM. Ditimbang 19,7 mg DPPH, dilarutkan dalam labu

takar 100 mL dengan metanol, kemudian dihomogenkan dengan divortex selama 3
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menit. Setelah itu, diencerkan larutan DPPH 0,5 mM menjadi 0,05 mM dengan
pelarut metanol, kemudian dihomogenkan dengan divortex selama 3 menit.
Selanjutnya mengukur panjang gelombang maksimum DPPH menggunakan
spektrofotometer UV. Larutan DPPH 0,05 mM dibaca pada lamda 400-800 untuk
mendapatkan panjang gelombang maksimum. Sampel nanopartikel dari larutan
stok 1000 ppm diencerkan menjadi 200, 400, 600, 800, dan 1000 ppm. Selanjutnya
dipipet sebanyak 1 mL tiap seri kadar larutan sampel kemudian ditambah 4 mL
larutan DPPH 0,05 mM kemudian dihomogenkan dengan vortex. Sampel yang
telah dihomogenkan dengan vortex lalu didiamkan selama 30 menit dalam ruangan
gelap. Setelah itu dibaca absorbansi DPPH larutan sampel menggunakan
spektrofotometer UV/Vis pada lamda 516 nm. Larutan kontrol/blanko dibuat
menggunakan campuran 1 mL metanol dan 4 mL larutan DPPH 0,05 mM. Masing-
masing sampel dan blanko dibaca serapannya pada panjang gelombang maksimal
sebanyak tiga kali. Data yang diperoleh dari hasil % Redemen dan konsentrasi
senyawa uji kemudian diolah menggunakan regresi linier untuk mendapatkan

konsentrasi penangkapan radikal 50% (ICso).

absorbansi blanko — absorbansi sampel
soTecaman = absorbansi blanko * 1005

3.4 Analisis Hasil
Hasil dari pembacaan ukuran partikel, indeks polidispersitas, zeta potensial,
efisiensi enkapsulasi, dan nilai aktivitas antioksidan dianalisis secara deskriptif

dengan membandingkan pada jurnal-jurnal penelitian sebelumnya.



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Nanoliposom
Tahapan awal yang dilakukan pada penelitian ini adalah preparasi
nanoliposom betakaroten dengan variasi waktu sonikasi 2 menit; 4 menit; 6 menit;
dan 8 menit. Hasil yang didapat dari preparasi nanoliposom berupa larutan kuning.

Hasil organoleptis dapat dilihat pada Gambar 4.1

(a) (b) (0 (@
Gambar 4.1 Preparasi nanoliposom dengan variasi waktu 2 menit (a), 4 menit
(b), 6 menit (c), dan 8 menit (d)

Dilakukan variasi waktu sonikasi 2 menit; 4 menit; 6 menit; dan 8 menit
dengan tujuan untuk memperkecil ukuran partikel serta dapat mempengaruhi
tingkat kejernihan sediaan. Pada formula dengan waktu sonikasi 2 menit didapatkan
larutan berwarna kuning keruh. Pada formula dengan waktu 4 menit hasil yang
didapat larutan berwarna kuning sedikit keruh. Pada formula dengan waktu 6 menit
didapatkan larutan berwarna kuning sedikit keruh. Pada variasi waktu terbanyak

yaitu 8 menit larutan yang didapat berwarna kuning agak jernih.

4.2 Karakterisasi Nanoliposom
Data yang diperoleh dari sediaan nanoliposom betakaroten dengan metode
hidrasi lapis berdasarkan variasi waktu 2 menit; 4 menit; 6 menit; dan 8 menit

menggunakan bantuan alat ultrasonikator dapat dilihat pada Tabel 4.1

13
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Tabel 4. 1 Data optimasi nanoliposom betakaroten (n=3) + SD

Indeks Zeta
Variasi Ukuran
Warna Polidispersitas Potensial
Waktu Partikel (nm)
®) (mV)

2 menit Kuning keruh 175,6 +3,71 0,47 +0,10 -26,7 £0,26
4 menit Kuning sedikit 1595+ 2,12 0,52 £ 0,06 -324+£0,36
keruh
6 menit Kuning sedikit 177,0 £5,17 0,57 £ 0,02 -27.8+£0,21
keruh
8 menit Kuning agak 181,4 + 8,34 0,65 + 0,05 -23,3+1,40

jernih

4.2.1 Ukuran partikel dan distribusi partikel

Ukuran dan distribusi partikel merupakan faktor penting dalam karakterisasi
sistem nanopartikel. Tabel 4.1 menunjukkan data ukuran partikel sediaan liposom
betakaroten dengan variasi waktu ultrasonikasi. Ukuran partikel yang didapat
masuk dalam range 100-1000 nm, sehingga dapat dikatakan sebagai sediaan
liposom (Large et al., 2021).

Proses sonikasi memiliki peranan penting untuk mengurangi ukuran
partikel. Proses tersebut akan menghasilkan getaran ultrasonik yang menyebabkan
tumbukan antar partikel liposom dalam suatu medium, sementara itu gelombang
ultrasonik dapat memecah ukuran liposom menjadi lebih kecil. Dari data diatas
ukuran partikel terkecil yang diperoleh yaitu 159,5 + 2,12 dengan durasi sonikasi 4
menit. Seharusnya, durasi sonikasi yang lebih lama dapat membuat ukuran partikel
menjadi lebih kecil, tetapi hasil yang diperoleh berbanding terbalik (Putri et al.,
2017). Pada durasi sonikasi 6 dan 8 menit memiliki ukuran partikel yang lebih besar
dari durasi sonikasi 4 menit, hal ini disebabkan pencampuran belum sempurna
sehingga mudah terbentuk koloid (Prihantini et al., 2019).

Distribusi ukuran partikel adalah Kkarakteristik yang penting dalam
mempengaruhi pelepasan obat, drug loading, dan stabilitas. Distribusi partikel

dinyatakan dalam indeks polidispersitas (Amyliana dan Agustini, 2021). Nilai
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indeks polidispersitas dari keempat variasi waktu sonikasi dapat dilihat pada Tabel
4.1. Hasil yang diperoleh menunjukkan tidak ada formula yang memiliki indeks
polidispersitas >0,7 sehingga dapat dikatakan setiap formula dengan variasi waktu
yang berbeda memiliki ukuran partikel yang homogen. Gambar 4.2 menampilkan
variasi waktu sonikasi 2 menit, 6 menit dan 8 menit memiliki polidispersitas atau
homogenitas ukuran partikel terbaik ditandai dengan muncul satu puncak yang

tinggi dan sempit.

={J— 2 menit
)
S
. —O0— 4 menit
=
5}
=
._:d ) .
L : —r— 6 menit
(&
—O— 8 menit

10 100 100

Ukuran Partikel (nm)

Gambar 4.2 Distribusi ukuran partikel nanoliposom terhadap optimasi waktu

Indeks polidispersitas merupakan representasi dari distribusi ukuran
partikel dalam sampel yang diberikan. Indeks polidispersitas terdapat 2 kategori,
yaitu monodispersi dan polidispersi. Nilai indeks polidispersitas 0,01 — 0,6
termasuk kategori monodispersi, sedangkan kategori polidispersitas memiliki nilai
>0,6 (Amyliana dan Agustini, 2021). Nilai numerik PDI berkisar dari 0,0 (untuk
sampel dengan ukuran partikel yang sangat seragam) hingga 1,0 (untuk sampel
yang sangat polidispersi dengan beberapa populasi ukuran partikel) (Danaei ef al.,

2018).
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Gambar 4.3 Indeks poidispersitas dan ukuran partikel terhadap waktu sonikasi

4.2.2 Zeta potensial

Zeta potensial adalah ukuran besarnya potensial elektrostatik atau gaya
tolak menolak antara muatan listrik yang sama dari partikel dalam suatu sediaan.
Zeta potensial merupakan parameter penting untuk menggambarkan stabilitas
sistem dispersi. Nilai zeta potensial juga dapat memberikan gambaran bahwa
partikel dalam suatu sediaan mengalami agregasi atau flokulasi (Surini et al., 2018).
Nilai negatif pada zeta potensial menandakan terdapat asam lemak bebas pada
sediaan sehingga terjadi penolakan yang cukup besar antar tetesan untuk bergabung
yang mengakibatkan sistem emulsi menjadi stabil (Nugroho et al., 2020).

Beberapa faktor yang mempengaruhi nilai zeta potensial yaitu pH, kekuatan
ionik, dan konsentrasi partikel (Ahmed et al., 2019) . Nilai zeta potensial lebih dari
+25 mV atau kurang dari -25 mV menggambarkan sediaan nanopartikel yang stabil
(Evans et al., 2018). Gambar 4.4 menunjukkan hubungan antara ukuran partikel
dan nilai zeta potensial, hasil pengujian zeta potensial liposom betakaroten pada
waktu sonikasi 2 menit yaitu -26,7 + 0,26; sonikasi 4 menit yaitu -32,4 + 0,36;
sonikasi 6 menit yaitu -27,8 £ 0,21 mV; dan sonikasi 8 menit yaitu -23,3 + 1,40
mV. Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa pada waktu sonikasi 4 menit,
formulasi menjadi lebih stabil jika dibandingkan dengan waktu sonikasi 2 menit; 6

menit; dan 8 menit, dilihat dari besarnya nilai zeta potensial.
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Gambar 4.4 Zeta potensial dan ukuran partikel terhadap variasi waktu sonikasi

4.2.3 Efisiensi enkapsulasi

Efisiensi enkapsulasi salah satu parameter penting dalam pengembangan
penghantaran obat berbasis liposom (Shao ef al., 2017). Pada pengujian efisiensi
enkapsulasi dalam liposom, obat bebas harus dipisahkan dari liposom. Metode
pemisahan pada pengujian ini menggunakan metode dialisis. Nilai efisiensi
enkapsulasi yang baik yaitu lebih dari 80% (Ullmann et al., 2021).

Hasil efisiensi enkapsulasi menggunakan UHPLC nilai yang diperoleh dari
rata-rata 3 kali replikasi yaitu 97,95% = 0,55. Hasil tersebut dapat dikatakan baik
karena lebih dari 80% (Ullmann et al., 2021). Salah satu komposisi dari sediaan
liposom betakaroten yaitu phospholipon 80H yang berfungsi sebagai fosfolipid,
penambahan konsentrasi fosfolipid dapat meningkatkan nilai efisiensi enkapsulasi

(Ambarwati dan Rustiani, 2022).

4.2.4 Morfologi liposom

Sampel liposom betakaroten yang digunakan untuk uji morfologi yaitu
menggunakan sampel dengan variasi waktu sonikasi 4 menit. Pemeriksaan
morfologi liposom digunakan scanning electron microscopy (SEM). Pada

pengujian menggunakan SEM sampel yang digunakan berbentuk padatan, maka
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dari itu sebelum dilakukan pemeriksaan morfologi sampel liposom harus
dikeringkan melalui proses freeze drying sehingga dihasilkan padatan berwarna
kuning. Akan tetapi, dari hasil freeze dry yang dilakukan tidak dapat menghasilkan
bentuk padatan yang kering sempurna karena dalam formulasi liposom betakaroten
terdapat tween 80 sehingga saat melakukan pengujian tidak dapat memaksimalkan
perbesaran. Hasil pengamatan morfologi liposom betakaroten dapat dilihat pada

gambar berikut.

Gambar 4.5 Morfologi liposom betakaroten dengan perbesaran 500x (a),
perbesaran 1000x (b)

Berdasarkan gambar tersebut dapat dilihat jika morfologi liposom
betakaroten memiliki bentuk mendekati bulat (sferis). Hal lain yang dapat diamati
yaitu liposom betakaroten membentuk agregat. Penyebab terjadinya agregasi
partikel dan bentuk partikel yang tidak sferis dikarenakan metode pengeringan yang
digunakan untuk mengeringkan sediaan liposom yaitu pengeringan beku (freeze
dry) (Robson et al., 2018). Pada proses freeze dry terjadi sublimasi fase air, yang
mengakibatkan selama proses pengeringan partikel akan cenderung membentuk
suatu sistem (terjadi pengendapan) dibandingkan membentuk satu partikel saja
(Amalia ef al, 2015). Pengamatan menggunakan SEM belum dapat

menggambarkan bentuk lamelaritas dari liposom (Verawaty et al., 2016).
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Pengujian aktivitas antioksidan yang dilakukan dalam penelitian ini

menggunakan metode DPPH (1,1,2,2-diphenyl picryl hydrazyl). Metode ini

merupakan metode yang paling umum digunakan untuk menguji aktivitas

antioksidan. Pengujian aktivitas antioksidan diukur menggunakan instrumen

Spektrofotometer UV pada panjang gelombang maksimum yaitu 516 nm. Aktivitas

antioksidan ditentukan dengan menggunakan nilai ICso (Inhibition Concentration

50%). ICso merupakan nilai yang menggambarkan konsentrasi senyawa yang

mampu menghambat aktivitas suatu radikal sebesar 50% (Ikhrar et al., 2019).

Tabel 4. 2 Hasil uji aktivitas antioksidan liposom betakaroten

Aktivitas | Persamaan | Nilai
Konsentrasi
Sampel ( ) Absorbansi | Antioksidan | Regresi R? ICso
m
ee (%) Linier
2 0,3458 6,62
4 0,3315 10,48
. - y =6,0538x | R?=
Vitamin C 6 0,2323 37,27 8,98 ppm
-4,335 0,9493
8 0,2048 44,69
10 0,1609 56,55
200 0,3693 0,27
400 0,3676 0,73
Liposom : y=0,0019x | R%2= |26.317,05
600 0,3661 1,13
betakaroten -0,0424 | 0,9969 ppm
800 0,3647 1,51
1000 0,3634 1,86

Hasil uji aktivitas antioksidan liposom betakaroten dan vitamin C dapat

dilihat pada Tabel 4.2. Persentase aktivitas antioksidan menunjukkan bahwa

penurunan nilai absorbansi dapat menyebabkan terjadinya kenaikan nilai persentase

peredaman. Semakin besar konsentrasi menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan

yang dimiliki juga besar (Zuliani dan Kusuma, 2019).
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Aktivitas antioksidan dibagi menjadi beberapa kategori yaitu sangat Kuat,
kuat, sedang, lemah, dan sangat lemah. Antioksidan dikatakan sangat kuat jika
memilikki nilai ICsp <50 ppm, antioksidan kuat memiliki nilai ICso berkisar pada
rentang 50-100 ppm, antioksidan sedang memiliki nilai ICso antara 100-150 ppm,
antioksidan lemah berada pada rentang 150-200 ppm, dan nilai ICs¢ lebih dari 200
ppm menandakan aktivitas antioksidan yang sangat lemah. Hasil yang diperoleh
pada pengujian antioksidan liposom betakaroten yaitu 26.317,05 ppm, sedangkan
hasil yang diperoleh untuk vitamin C yaitu 8,98 ppm. Hasil pengujian untuk
liposom betakaroten masuk dalam kategori antioksidan yang sangat lemah,
sementara untuk vitamin C masuk dalam kategori antioksidan yang sangat kuat.

(Purwanto et al., 2017).

4.4 Uji Stabilitas
Pengujian stabilitas yang dilakukan yaitu uji stabilitas dipercepat dengan
waktu penyimpanan sediaan salaam 30 hari. Sediaan liposom betakaroten disimpan
dalam climatic chamber dengan suhu 40°C £ 2°C/RH 75% + 5%. Data yang didapat
pada pengujian stabilitas liposom betakaroten selama 30 hari dapat dilihat pada

Tabel 4.3 dan Gambar 4.6

Tabel 4. 3 Hasil uji stabilitas liposom betakaroten selama 30 hari

Hari ke Ukuran partikel Indeks polidispersitas Zeta potensial
H-0 102,57 + 7,06 0,628 + 0,04 -47,20 £ 2,05
H - 30 774,90 + 40,65 1,538 +£0,18 -25,50 £ 0,82




21

e Hari ()

_— .
IS e Hari 1
— 15
= ari 2
z Hari 2
S i3
= Hari :
=2 ari :
5 10
&3 e Hari ke-7
3 e Hari ke-21
o ari ke-25
0 e Hari ke-27
<+ v O~ @ T T el D~ o 00~ — >~ — 00 ol
I e A A A A A A A o B e = . 1
S 2 T —rlen 8 S E o~ o flodoennon o~ el o— — o Hari ke-30)
Ll T o B o e B = L B T o R o T o B o I e
L B o T T T = = T s T o Y = B w1
p— ] o i

Ukuran Partikel (nm)

Gambar 4.6 Distribusi partikel liposom betakaroten selama penyimpanan 30 hari

Pengujian stabilitas dilakukan untuk mengetahui pengaruh kondisi
penyimpanan terhadap sediaan liposom betakaroten. Ketidakstabilan suatu produk
dapat menyebabkan berkurangnya khasiat obat. Beberapa faktor yang
mempengaruhi stabilitas yaitu suhu, radiasi cahaya, udara, ukuran partikel, pH, dan
sifat pelarutnya (Pratiwi er al., 2018). Uji stabilitas yang dilakukan meliputi ukuran
partikel, indeks polidispersitas, dan zeta potensial. Sediaan dievaluasi pada hari ke-
0 dan hari ke-30 seperti pada Tabel 4.3. Dapat dilihat pada tabel tersebut terjadi
kenaikan ukuran partikel yang cukup besar, hal tersebut menandakan terjadinya
agregasi pada sampel yang menyebabkan ukuran partikel meningkat (Li ef al.,
2018). Nilai indeks polidispersitas juga mengalami peningkatan yang cukup besar
yaitu >0,7, semakin besar nilai indeks polidispersitas menunjukkan partikel yang
terbentuk tidak seragam yang mengakibatkan formula akan terflokulasi lebih cepat.
Nilai PDI >0,7 menggambarkan ukuran partikel tidak seragam dan distribusi
partikel yang luas atau menyebar (Handayani er al., 2018). Gambar 4.6

menunjukkan distribusi partikel selama penyimpanan 30 hari.



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN
5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dan hasil yang diperoleh dapat
disimpulkan bahwa formulasi dan karakterisasi sediaan nanoliposom betakaroten
dengan metode hidrasi lapis menggunakan pengecil ukuran partikel ultrasonikator
diperoleh formula optimum pada variasi waktu 4 menit dengan karakterisasi
sediaan nanoliposom meliputi ukuran partikel, indeksi polidispersitas, dan zeta
potensial secara berturut-turut yaitu 159 + 2,12 nm, 0,52 + 0,06 D dan -32,4 + 0,36
mV serta nilai efisiensi enkapsulasi 99,18% + 0,22. Berdasarkan uji aktivitas
antioksidan yang telah dilakukan, liposom betakaroten yang dihasilkan tidak

memiliki aktivitas antioksidan.

5.2 Saran
Perlunya dilakukan pengujian stabilitas dengan kelengkapan data lebih
lanjut seperti pada suhu ruang dan suhu beku serta dapat dilakukan uji hedonik pada

sediaan nanoliposom betakaroten dengan metode hidrasi lapis tipis.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi sonikasi
2 menit (replikasi 1)
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Lampiran 2 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi sonikasi
2 menit (replikasi 2)
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Lampiran 3 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi sonikasi 2
menit (replikasi 3)
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Lampiran 4 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi sonikasi

4 menit (replikasi 1)
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Lampiran 5 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi sonikasi
4 menit (replikasi 2)

il 3
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Lampiran 6 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi sonikasi
4 menit (replikasi 3)
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Lampiran 7 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi sonikasi
6 menit (replikasi 1)
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Lampiran 8 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi sonikasi
6 menit (replikasi 2)
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Lampiran 9 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi sonikasi
6 menit (replikasi 3)
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Lampiran 10 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi
sonikasi 8 menit (replikasi 1)




37

Lampiran 11 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi
sonikasi 8 menit (replikasi 2)




Lampiran 12 Hasil PSA ukuran partikel dan indeks polidispersitas durasi
sonikasi 8 menit (replikasi 3)
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Lampiran 13 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 2 menit (replikasi

)
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Lampiran 14 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 2 menit (replikasi
2)
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Lampiran 15 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 2 menit (replikasi
3)
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Lampiran 16 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 4 menit (replikasi
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Lampiran 17 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 4 menit (replikasi
2)




Lampiran 18 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 4 menit (replikasi
3)
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Lampiran 19 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 6 menit (replikasi

)
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Lampiran 20 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 6 menit (replikasi
2)
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Lampiran 21 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 6 menit (replikasi
3)
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Lampiran 22 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 8 menit (replikasi

)
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Lampiran 23 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 8 menit (replikasi
2)
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Lampiran 24 Hasil PSA zeta potensial dengan durasi sonikasi 8 menit (replikasi
3)




Lampiran 25 Perhitungan nilai efisiensi enkapsulasi

Replikasi | % EE

| 99,01

2 99,10

3 99,43
99,18 £ 0,22

Lampiran 26 Kurva regresi uji antioksidan liposom betakaroten

Liposom Betakaroten
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Lampiran 27 Perhitungan nilai ICso liposom betakaroten
absorbansi blanko — absorbansi sampel
% redaman = x 100 %

absorbansi blanko
e Konsentrasi 200 ppm

0,3703 — 0,3693
% redaman = 03703 x 100 %

=0,27%

e Konsentrasi 400 ppm
0,3703 — 0,3676

% redaman = X 100 %

0,3703
=0,73%

e Konsentrasi 600 ppm
0,3703 — 0,3661

% redaman = x 100 %

0,3703



=1,13%

e Konsentrasi 800 ppm

0,3703 — 0,3647
% redaman = 03703 X 100 %

=1,51%

e Konsentrasi 1000 ppm

0,3703 — 0,3634
% redaman = 03703 x 100 %

=1,86%

Persamaan regresi : y =0,0019x - 0,0424
y =50

50 =0,0019x - 0,0024

50 +0,0024 =0,0019x

50,0024 =0,0019x
X = 50,0024/0,0019
X =26317,05263 ppm

Lampiran 28 Kurva regresi uji antioksidan vitamin C
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Lampiran 29 Perhitungan nilai ICso vitamin C
absorbansi blanko — absorbansi sampel
% redaman = x 100 %

absorbansi blanko



e Konsentrasi 2 ppm

0,3703 — 0,3458
% redaman = W x 100 %

=0,62%
e Konsentrasi 4 ppm
0,3703 — 0,3315

0, — % 0,
% redaman 03703 100 %
=10,48%
¢ Konsentrasi 6 ppm
% redaman = —= > 2323 140
0 reaaman = 0,3703 0
=37.27%
e Konsentrasi 8 ppm
% redaman = 0,3703 — 0,2048 % 100 %
0 reaaman = 0,3703 0
=44.,69%
e Konsentrasi 10 ppm
% red 0,3703 — 0,1609 100 %
= X
0 redaman 03703 0
=56,55%

Persamaan regresi linier: y = 6,0538x - 4,335
y =50

50 =6,0538x - 4,335

50+4,335 =6,0538x

54,335 =6,0538x
X = 54,335/6,0538
X = 8,98 ppm

Lampiran 30 Perhitungan hasil PSA ukuran partikel uji stabilitas sonikasi 4

menit
Hari ke- Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rata-rata
0 94,9 108,8 104 102,57 £ 7,06
| 115,8 93,1 1149 107,93 £ 12,85
2 90,6 97,1 88,2 91,97 + 4,60
3 215,3 240.9 2559 237,37 £ 20,53
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7 262,3 287,8 279,3 276,47 £ 12,98
21 114,3 108,4 123,8 115,50 £7,77
25 758 752,8 766,7 759,17 £7,02
27 885.,6 852,7 858,8 865,70 + 17,50
30 820,7 743,1 760.,9 774,90 + 40,65

Lampiran 31 Perhitungan hasil PSA indeks polidispersitas uji stabilitas sonikasi

4 menit
Hari ke- Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rata-rata
0 0,665 0,632 0,587 0,628 + 0,04
| 1,33 1,078 1,348 1,252 £ 0,15
2 1,57 1,175 0,967 1,237 £ 0,31
3 1,121 1,163 1,23 1,171 £ 0,05
7 1,332 1,421 1,315 1,356 £ 0,06
21 1,445 1,348 1,521 1,438 + 0,09
25 1,794 2,018 2,231 2,014 £0,22
27 2,11 1,814 1,844 1,923 £ 0,16
30 1,683 1,332 1,538 1,518 £ 0,18

Lampiran 32 Perhitungan hasil PSA zeta potensial uji stabilitas sonikasi 4 menit

Hari ke Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rata-rata

0 -45,1 -49,2 -47,3 -47,20 £ 2,05
1 -40,8 -41,5 -43,7 -42,00 = 1,51
2 -37,1 -37,2 -37 -37,10 £ 0,10
3 -46.4 -45,9 -45.7 -46,00 + 0,36
7 -46,6 -47.,8 -46 -46,80 £ 0,92
21 -45,6 -42.8 -43.8 44,07 £ 1,42
25 -30,8 -32 -33.3 -32,03 £ 1,25
27 -25.4 -24.3 -24 -24,57 £ 0,74
30 -25,3 -24.8 -26,4 -25,50 £ 0,82

Lampiran 33 Certificate of Analysis Betakaroten
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Lampiran 34 Larutan sampel uji DPPH
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