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ABSTRAK

Liposom dengan perannya sebagai pembawa obat terbukti meningkatkan efektivitas
sekaligus mengurangi efek samping obat dan mengurangi efek sistemik, terutama pada
terapi jangka panjang. Liposom merupakan partikel berbentuk vesikel yang dindingnya
tersusun atas molekul lipid (konstituen utamanya adalah fosfolipid) lapis ganda yang
membungkus kompartemen cairan didalamnya. Liposom yang sedang dikembangkan
merupakan kombinasi fosfatidil kolin kuning tellgg-yolk Phosphatidyl Choline /

EPC) dan Tetraeter Lipid 2,5 mol % daliher moplasma acidophilum yang selanjutnya
disebut sebagai liposom EPC-TEL ZJ®juan: Mengukur diameter liposom EPC-TEL

2,5 hasil sonikasi yang terpapar dengan larutan Q&0ImOsmol pada pH 7 dan NaCl

150 mOsmol pada pH 7 selama 90 hari penyimpanan secara kuantitatif menggunakan
program Image Pro Express 4.5. Metode: Penelitian dilakukan dengan metode
eksperimental dengan mengukur dan membandingkan diameter liposom EPC-TEL 2.5
hasil sonikasi yang terpapar Ca@lan NaCl 150 mOsmol pada pH 7, sutiC.4
Pengukuran dilakukan pada hasil data hari ke-0 dan hari ke-90 dari dokumentasi
penelitian sebelumnya dengan progriamage Pro Express 4.5. Hasil dan kesimpulan:

Tidak terdapat perbedaan nilai ukur diameter yang bermakna antara liposom EPC-TEL
2,5 paparan NaCl dan CaCl50 mOsmol pH 7 hari ke-O dengan hari ke-90. Pada
pemaparan NaCl 150 mOsmol pH 7, diameter rata-rata untuk liposom kecil hari ke-
0=64,77 nm; hari ke-90=80,88 nm (p=0,089), dan liposom besar hari ke-O=tidak ada
data; hari ke-90=125,35 nm. Pada pemaparan C80l mOsmol pH 7, diameter rata-

rata liposom kecil hari ke-0=71,30 nm; hari ke-90=67,45 nm (p=0,459) dan liposom
besar hari ke-0=115,75 nm; hari ke-90=124,08 nm (p=0,087). Pada perbandingan
diameter liposom paparan NaCl dengan hasil paparan, C&CImOsmol pH 7 pada

hari ke-90 didapatkan hasil yang tidak bermakna; yaitu diameter rata-rata untuk liposom
kecil NaCl=80,88 nm; liposom kecil Ca£b7,45 nm (p=0,076), dan untuk liposom
besar NaCl=115,75 nm; liposom besar GaC24,08 nm (p=0,810). Progranmage

Pro Express 4.5 dapat digunakan untuk mengukur diameter liposom EPC-TEL 2,5 hasil
sonikasi dengan pemaparan garam kalsium klorida £460 mOsmol pada pH 7 dan
garam natrium klorida (NaCl) 150 mOsmol pada pH 7 secara lebih sensitif, cepat, dan
akurat.

Kata kunci: Liposom, EPC-TEL 2,5, Thermoplasma acidophilum, NaCl, CaCl,,
Image Pro Express 4.5

vii
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ABSTRACT

Background: As a drug carrier, liposomes has been proved increasing the efficacy and
decreasing the adverse effect of drugs in long term therapy. Liposome is a vesicle
consisting of an aqueous core enclosed in one or more phospholipid layers as a major
constituent. Liposome which has still developed is liposome that manufactured from
combination of Egg-yolk Phosphatidyl Choline (EPC) with Tetraeter Lipid 2,5 mol %
isolated fromThermoplasma acidophilum, which is known as liposome EPC-TEL 2,5.
Objective: To measure quantitatively diameter of liposome EPC-TEL 2,5 after
sonication and exposed by electrolite solution, ga@d NaCll50 mOsmol pH 7 for

90 days conservation using Image Pro Express 4.5. prograkhetigod: This research

is experimental study measuring and comparing liposome’s diameter after sonication
and has been exposured by electrolite solution of Ca@l NaCl. Measurement is
performed on the data day 0 and daj:@®cumentation from the previous studith

Image pro express 4.Result and Conclusion: There is no significant difference of
diameter between liposome that exposed with NaCl and,C&0l mOsmol pH 7 on

day 0 compared to day-90For liposome that exposed with Ca@50 mOsmol pH 7,
average diameter for small liposome on day 0= 64,77 nm; d4y8I)88 nm (p=0,089)

and for big liposome on day-0= no data; day*€025,35 nm. For liposome that
exposed with CaGI150 mOsmol pH 7, average diameter for small liposome on day 0=
71,30 nm; day-96=67,45 nm (p=0,459) and for big liposome on day-0=115,75 nm;
day-90"=124,08 nm (p=0,087). Moreover, there is no significant difference for
liposome’s diameter between liposome-NaCl exposed compared to liposome-CaCl
exposed 150 mOsmol pH 7 on day"9@or small liposome NaCl= 80,88 nm; small
liposome CaGk67,45 nm (p=0,076), and for big liposome NaCl=115,75 nm; big
liposome CaGk124,08 nm (p=0,810). Programme Image Pro Express 4.5 can be used
to measure the diameter of liposome EPC-TEL 2.5 results from sonication with the
exposured of calcium chloride salt (CaCl2) 150 mOsmol in pH 7 and salt Sodium
chloride (NaCl) 150 mOsmol in pH 7 more sensitive, rapid, and accurate.

Keywords: Liposomes, EPC-TEL 2,5, Thermoplasma acidophilum, NaCl, CaCls,
Image Pro Express 4.5

viii
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Untuk dapat memberikan efek yang diinginkan, obat harus dapat mencapai tempatnya
bekerja. Agar obat mudah mencapai sasaran atau langsung mencapai sasaran, dibutuhkan
suatu sediaan berupa pembawa olsltug-carrier). Upaya menghantarkan obat langsung
mencapai ke sasaran atau ke reseptor adalah untuk meminimalisir berbagai masdiah terapi

Salah satu masalah terapi yang muncul pada pemberian obat secara sistemik antara
lain adalah dosis terapi. Dosis terapi menjadi meningkat terutama bila diberikan jangka
panjang, misalnya pada kasus-kasus tertentu seperti kanker atat: tanpa. menggunakan
pembawa obat, dosis terapi yang diberikan jadi lebih tinggi agar bisa mencapai target sesuai
dengan dosis yang tepat. Pemberian dosis obat yang tinggi dikarenakan banyak kandungan
senyawa aktif obat memiliki availabilitas yang rendah dalam darah. Dosis terapi yang tinggi
akan meningkatkan efek samping obat. Selain itu, pemberian obat secara sistemik tanpa
langsung tertuju ke sasaran akan berpengaruh pada semua organ termasuk organ yang bukan
sasaran, sehingga kemungkinan akan timbul reaksi obat yang tidak diinginkan. Untuk itu,
diperlukan sistem pembawa obat yang tepat dan sesuai untuk meminimalisir hal'térsebut

Banyak faktor pertimbangan dalam memilih dan menggunakan pembawa obat.
Faktor-faktor yang perlu diperhatikan dalam memilih sediaan pembawa obat adalah struktur,
sifat fisik dan kimiawi, bentuk dan letak reseptor, dan interaksi yang mungkin terjadi antara
pembawa obat dengan obat atau pembawa obat dan target. Hal lain yang tidak kalah penting
adalah pembawa obat sebaiknya bersifat biokompatibel, mudah didegradasi dalam tubuh,
tidak mutagenik, tidak toksik terhadap tubuh, dan tidak memicu respon imun atau
imunogenik*”>.

Liposom merupakan salah satu pendekatan untuk memecahkan masalah tersebut.
Selama lebih dari tiga dekade liposom diperkenalkan, diteliti serta terus dikembangkan
sebagai pembawa obat. Banyak pula penelitian tentang liposom yang telah dilakukan guna
menemukan suatu sediaan yang tepat sesuai dengan tujuan penggunaan pembawa obat.
Liposom memiliki sifat-sifat yang memenuhi persyaratan sebagai pembawa obat. Liposom
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terdiri dari lipid endogen yang dapat didegradasi oleh tubuh, yang relatif tidak toksik, dan
bisa ditoleransi dengan baik oleh tubuh maridsia

Dengan menggunakan liposom sebagai pembawa obat, dosis terapi suatu obat dapat
dicapai tanpa harus diberikan dalam dosis tinggi. Hal ini sangat bermanfaat dalam
meningkatkan efisiensi obat dan diharapkan dapat mengurangi toksisitas tefdpeutik

Dalam perannya sebagai pembawa obat, liposom harus memiliki sifat stabil baik
secara fisik, kimia, maupun biologi. Kestabilan liposom secara kimia dapat dilihat dengan
menggunakan percobaan pemaparan garam-garam fisiologis sepértiCdla dan Cl
(komponen elektrolit utama dalam tubuh mandsia)

Kestabilan merupakan syarat yang penting yang harus dimiliki pembawa obat untuk
mengantarkan obat yang dibawanya selama perjalanan ke tempat yang ditujunya, terutama
untuk protein yang dapat mudah didegradasi. Formulasi liposom konvensional yang telah ada
memiliki stabilitas yang rendah, hal ini telah dibuktikan oleh Patel dan kawan-Ka®éeh
karena itu perlu ditambahkan bahan-bahan stabilisator untuk meningkatkan stabilitas
liposom. Usaha-usaha tersebut antara lain dengan cara menambahkan lipid bermuatan seperti
fosfatidilserin atau fosfatidilgliserol, dengan menginkorporasikan kolesterol ke dalam
membran dwilapis, atau dengan menyelubungi permukaan liposom dengan polifi@r lain
Beberapa zat yang sering digunakan untuk meningkatkan stabilitas liposom yakni asam
fosfatidat’, kombinasi vitamin E dan vitamin'A

Dalam penelitian sebelumnya, Venééqaada uji stabilitas liposom yang terpapar
pada garam fisiologis, liposom yang digunakan adalah liposom hasil kombinasi antara
fosfatidil kolin kuning telur Egg yolk Phosphatidyl Choline / EPC) dengan Tetraeter Lipid
yang berasal daffhermoplasma acidophilum dengan kadar 2,5 moi% Hasil formulasi
ini menghasilkan liposom yang diberi nama liposom EPC-TEL 2,5. Untuk mendapatkan
ukuran liposom yang diinginkan yakni <100 nm, dapat dilakukan sonikasi atau ekstrusi
membran. Pada penelitian tersebut, dilakukan tehnik sonikasi dalam air. Penambahan TEL
pada formulasi liposom dimaksudkan untuk meningkatkan kestabilan liposom. Menurut
beberapa penelitian yang telah dilakukan, liposom ini telah terbukti dapat meningkatkan efek

terapi imunologik obat metilprednisolon palmitat dan terdistribusi dengan baik dalam

orgart**>1
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Penelitian tersebtit telah membuktikan bahwa liposom EPC-TEL 2,5 stabil secara
kimia tanpa dipengaruhi jenis garam dalam waktu penyimpanan 90 hari padd €upada
pH netral®. Parameter kestabilannya adalah dengan melakukan pengukuran yang dilakukan
baik secara kualitatif maupun kuantitatif pada diameter liposom. Liposom yang stabil akan
menunjukkan hasil diameter yang tidak bertafib&Atamun, karena pengukuran diameter
liposom tersebut menggunakan tehnik berdasarkan skatgpus yang dikerjakan secara
manual dan data yang diperoleh merupakan data ordinal atau kategorik maka hasil
pengukuran tersebut kurang sensitif.

Teknik yang paling akurat mengukur diameter liposom adalah dengan menggunakan
alat particle sizer'”*® namun harga alat tersebut yang sangat mahal, sehingga dibutuhkan
metode lain untuk digunakan sebagai pengukur diameter liposom.

Saat ini, para ahli telah mengembangkan suatu program yang dapat melakukan
pengukuran sel secara kuantitatif, yaituage Pro Express 4.5'®'% Namun, belum ada
satupun penelitian dengan menggunakan program tersebut untuk mengukur diameter
liposom. Oleh karena itu, dalam penelitian ini akan dilakukan pengukuran diameter liposom
EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi setelah liposom tersebut terpajan dengan garam NaG|, MgCl
CaCl pada pH netral dengan menggunakaogram Image Pro Express 4.5 yang lebih
sensitif dan akurat bila dibandingkan dengan tehnik pengukuran secara manual yaitu dengan
membandingkan foto liposom dengan skalgmpus. Hasil pengukuran dengan metode
menggunakan programmage Pro Express 4.5 diharapkan dapat digunakan untuk
pengukuran diameter liposom pada uji stabilitas liposom terhadap paparan bahan kimia lain

ataupun fisik.

1.2. Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian pada latar belakang masalah di atas dan mengingat bahwa
diameter liposom belum pernah diukur dengan menggunakan prdogwge Pro Express
45 yang umumnya digunakan untuk mengukur diameter sel, maka dapat dirumuskan
beberapa pertanyaan penelitian sebagai berikut:
1. Apakah diameter liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi dengan pemaparanlGacl
mOsmol pada pH 7 selama penyimpanan 90 hari pada Subuldpat diukur secara

kuantitatif dengan program Image Pro Express 4.5?
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2. Apakah diameter liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi dengan pemaparan NaCl 150
mOsmol pada pH 7 selama penyimpanan 90 hari pada Subwdpat diukur secara
kuantitatif dengan program Image Pro Express 4.5?

3. Apakah terdapat perbedaan nilai ukur diameter antara liposom EPC-TEL 2,5 hasil
sonikasi paparan NaCl 150 mOsmol pada pH 7 hari ke-1 pada sult 4
dibandingkan dengan liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi paparan NaCl hari ke-90
pada suhu4C?

4. Apakah terdapat perbedaan nilai ukur diameter antara liposom EPC-TEL 2,5 hasil
sonikasi paparan CagLl150 mOsmol pada pH 7 hari ke-1 pada sufluC4
dibandingkan dengan liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi paparan GatCke-90
pada suhu 4C?

5. Apakah terdapat perbedaan nilai ukur antara diameter liposom EPC-TEL 2,5 hasil
sonikasi yang dipaparkan NaCl 150 mOsmol pH 7 pada hari ke-90 dengan liposom
yang dipaparkan Cag£l50 mOsmol pH 7 pada hari ke-90.

1.3. Tujuan Penelitian

Tujuan Umum:  Mengukur diameter liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi secara
kuantitatif.
Tujuan Khusus:

1. Membuktikan bahwa prografmmage Pro Express 4.5 dapat mengukur diameter
liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi yang terpapar garam fisiologis NaCl dan
CaChb pada pH 7 selama penyimpanan 90 hari pada suliuldbih akurat dan
sensitif bila dibandingkan dengan pengukuran secara kualitatif.

2. Membandingkan hasil pengukuran diameter antara liposom EPC-TEL 2,5 hasil
sonikasi paparan NacCl hari ke-1 dengan liposom EPC-TEL 2,5 paparadi5aCl
mOsmol pada pH 7 hari ke-90 pada suf€4

3. Membandingkan hasil pengukuran diameter antara liposom EPC-TEL 2,5 hasil
sonikasi paparan CaLhari ke-1 dengan liposom EPC-TEL 2,5 paparan ¢£acCl
150 mOsmol pada pH 7 hari ke-90 pada suh@.4
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4. Membandingkan hasil pengukuran diameter antara liposom EPC-TEL 2,5 hasil
sonikasi paparan NaCl dengan liposom EPC-TEL 2,5 paparan T#ONOsmol
pada pH 7 pada hari ke-90 pada suhC4

1.4. Hipotesis
Hipotesis | :
Terdapat perbedaan nilai ukur diameter antara liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi
paparan NaCl 150 mOsmol pH 7 hari ke-1 dengan diameter liposom EPC-TEL 2,5
hasil sonikasi paparan NaCl 150 mOsmol pH 7 hari ke-90.

Hipotesis II:
Terdapat perbedaan nilai ukur diameter antara liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi
paparan CaGl150 mOsmol pH 7 hari ke-1 dengan diameter liposom EPC-TEL 2,5
hasil sonikasi paparan Cadl50 mOsmol pH 7 hari ke-90.

Hipotesis llI:
Terdapat perbedaan nilai ukur antara diameter liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi
yang dipaparkan NaCl 150 mOsmol pH 7 dengan liposom yang dipaparkaileacl
mOsmol pH 7 pada hari ke-90.

1.5. Manfaat Penelitian

1. Bila liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi dapat diukur secara kuantitatif dengan
menggunakan programmage Pro Express 4.5, maka program tersebut dapat
digunakan sebagai alat bantu untuk menguji stabilitas liposom secara kimia
maupun fisika dengan cara mengukur diameter liposom.

2. Didapatkannya suatu metode alternatif pengukuran liposom yang memiliki
keakuratan dan sensitivitas yang lebih baik bila dibandingkan dengan teknik
kuantitatif.

3. Didapatkannya suatu metode alternatif pengukuran liposom yang memiliki
keakuratan dan sensitivitas yang hampir serupa dengapagtiate sizer, namun

mudah dan lebih ekonomis.
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BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Liposom

Liposom merupakan partikel berbentuk vesikel yang dindingnya tersusun atas
molekul lipid (konstituen utamanya adalah fosfolipid) lapis ganda yang membungkus
kompartemen cairan didalamrya?? Fosfolipid merupakan molekul yang memiliki kepala
dan ekor. Bagian kepala merupakan bagian yang bersifat hidrofilik atau menarik air.
Sedangkan bagian ekor merupakan bagian yang menolak air karena terbuat dari
hidrokarbo™?>. Saat membran fosfolipid terdispersi ke dalam media, caereka dapat
menyusun ulang dirinya sendiri menjadi partikel kecil bentuk bulat yang didalamnya terdapat
droplet cairan dengan membran lapis ganda atau lapis tunggal. Inilah yang disebut sebagai
liposom. Vesikel yang terbentuk pun memiliki ukuran yang berazrft:

Sejak ditemukan petama kali di Inggris pada tahun 1960 oleh Alec D. Bafhgham
liposom telah digunakan sebagai model biomembran. Selain itu, penggunaan liposom sebagai
karier non toksik untuk alat diagnostik dan pembawa obat biokompatibel untuk
meningkatkan potensi dan mengurangi toksisitas terapeutik mulai dikef&mun,
pemakaian liposom sebagai sistem pembawa obat baru terealisasi pada tahun 1960

Liposom dapat dibuat dari bahan alami yang berupa turunan alami fosfolipid yang
dicampur dengan rantai lemak (misalkan fosfatidilkolin) dengan cara didispé?sikarena
terbuat dari bahan alami, sehingga membran yang terbentuk menyerupai lipid membran sel
dan bersifat biokompatibel (biodegradasi, nontoksik, dan tidak memicu respof’.imun
Dalam fungsinya sebagai pengantar obat, selain meningkatkan efektivitas kerja obat dan
biokompatibel, liposom juga melindungi jaringan yang sehat dari pengaruh obat toksik.
Kelebihan inilah yang membuat liposom menjadi pilihan yang aman dan efektif dalam
pemanfaatannya di dunia medi&. Struktur liposom digambarkan secara skematis pada
Gambar 1.
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Gambar 1: Vesikel dwilapis lipid liposéf

2.1.1 Karakteristik Liposom

Liposom terbuat dari bahan campuran lemak dalam lingkungan air yang kemudian
di-sonikasi  (dikocok dengan menggunakan gelombang frekuensi tinggi) untuk
menghasilkan suatu dispersi vesikel tertutup berukuran Kkecil untuk kemudian

dimanfaatkafi®’.

Gambar 2: Liposom dengan menggunakan mikroskop etéktr

Secara umum, liposom tersusun atas lipid yang mepgeraembran sel (fosfolipid

dan kolesterol). Komponen utama penyusun liposom adalah fosfaligidsfolipid
merupakan jenis lipid polar dan bersifat amfifatik — memiliki dua sisi, yakater-soluble
(hidrofilik) dan fat-soluble (hidrofobik). Di dalam sistem cair, lipid polar secara spontan
terdispersi dengan ekor hidrokarbon lipid yang tersembunyi dari lingkungan cair dan kepala
hidrofilik yang bermuatan listrik terbuka pada permukaan dan bersinggungan dengan
medium cair. Fosfolipid utama yang ditemukan dalam membran adalah fosfogliserida yang
merupakan hasil turunan dari alkohol. Sebagian fosfogliserida merupakan derivat dari
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senyawa fosfatidat. Gugus fosfat pada fosfatidat teresterifikasi dengan gugus hidroksil
alkohol pada bagian polarnya (serin, etanolamin, kolin, gliserol, dan ingsitaf)*?

Jenis fosfolipid yang bisa dimanfaatkan dalam pembentukan liposom diantaranya,
dari golongan lipid yang bermuatan negatif, fosfolipid asam, misalnya dipalmitoil-
fosfatidilgliserol (DPPG) dan dipalmitoil-fosfatidilkolin (DPPC); dari golongan lipid yang
bermuatan netral semisal sfingomielin dan fosfatidiletanold®ith Lipid yang paling sering
digunakan dalam pembuatan liposom adalah fosfatidilkolin. Fosfatidilkolin atau lesitin
adalah senyawa fosfogliserol yang mengandung kolin. Fosfatidilkolin diperoleh dari kuning
telur (Egg-yolk Phosphatidyl-Choline/EPC), otak, kedelai $oy-bean Phosphatidyl-choline /

SPC) atau yang dibuat secara sintétik

Komponen penyusun liposom lainnya adalah kolesterol. Kolesterol berinteraksi
dengan fosfolipid pada membran liposom. Kolesterol dapat meningkatkan stabilitas,
menurunkan porositas atau kebocoran melalui membran, dan mencegah agregasi dan fusi
dari liposom. Lipid lain yang dapat ditambahkan sebagai stabilisator membran liposom yang
sedang dikembangkan adalah tetraeter lipid (TEL) dari membran Archaea. Membran Archea
bisa bersumber dafher moplasma acidophilum dan Sulfolobus acidocaldariug*>"°

Liposom dapat diproduksi dalam bentuk vesikel unilamelar maupun multil&ftelar
Vesikel multilamelar merupakan liposom multikompartemen dengan ukuran vesikel antara
100 nm sampai dengan 1000 nm dan setiap vesikel biasanya terdiri atas lima atau lebih
lamela konsentris. Dalam proses pembentukannya, dihasilkan liposom dengan berbagai
ukuran yang mana akan menjadi dasar klasifiRa&?

a Small Unilamellar Vesicles (SUV)

SUV memiliki variasi ukuran yang terkecil. Ukuran SUV didasarkan pada kekuatan

lonisasi medium cair dan komposisi lemak pada membran, yaitu ukuran vesikel + 15

nm untuk liposom yang berasal dari lesitin telur murni pada salin normal dan £ 25 nm

untuk liposom DPPC.
b. LargeLamellar Vesicles (LUV)

Adalah vesikel yang memiliki ukuran lebih besar dari SUV. Liposom ini memiliki

ukuran 500-1000 nm. Vesikel jenis ini dapat dibuat dengan metode injeksi eter dan

fusi liposom jenis SUV dengan diinduksi kalsium.

Perbandingan Diameter..., Andita Dwi Hidayati, FK Ul, 2009



c. Intermediate-sized Unilamellar Vesicles (IUV)
Liposom ini berukuran 100 nm. Biasanya vesikel ini berukuran 100 s.d. 200 nm dan
dapat dibuat dengan ekstruksi tekanan tinggi / dialisis detergen. Vesikel ini dapat
bertahan lebih lama dalam sirkulasi dan stabilitasnya baik sehingga sangat bermanfaat

dalam bidang farmasi sebagai pembawa obat.

Penelitian Hamad3 telah menunjukkan bawa ukuran liposom mempengaruhi
distribusi liposom dan bersihan darah setelah pemberian secara si$feiameter atau
ukuran liposom sangat ditentukan oleh beberapa hal, antara lain: 1) Jenis lipid dan
kombinasinya. Sebagai contoh, liposom yang terbuat dari campuran EPC dan kolesterol,
berdiameter lebih besar (x 100-200 nm) dibandingkan dengan liposom dari EPC saja (< 100
nm);2) Keseimbangan antara energi untuk membuka membran liposom, elastisitas

kelengkungan liposom, dan jumlah energi yang tersebar;3) Cara pembuatan liposom

2.1.2 Produksi Liposom

Liposom dapat berupa lipid lapis ganda selapis, vesikel unilamelar, atau dapat berupa
lapis ganda mulipel, disebut vesikel multilamelar. Vesikel unilamelar lebih sering digunakan
karena ukurannya, daya biokompatibilitasnya, dan ruang dalam yafitffuas

Pada umumnya, prosedur pembuatan liposom menggunakan dispersi sederhana
fosfolipid kering di dalam media air menggunakadmmogenizer®®. Prosedur ini
menghasilkan bentuk liposom multilamelar. Bentuk unilamelar bisa dibuat dari multilamelar
dengan menggunakan iradiasi ultrasonik atau dengan melewatkan vesikel multilamelar
tersebut ke penyaring di bawah tekanan. Lipid pada larutan organik dapat disuntikkan ke
dalam media aqueous. Metode ini biasanya menghasilkan vesikel unildfh®&lar

Metode pembuatan liposom lainnya adalah hidrasi lipid yang diikuti dengan agitasi

intensitas tinggi dengan menggunakan sonikasi biglrshear propeller. Pada liposom
anionik, metode ini menggabungkan berbagai campuran bahan dari
dipalmitoyl phosphatidylcholine (DPPC) dardipal mitoyl phosphatidylglycerol ke dalam bufer
garam fosfat. Sedangkan liposom kationik dipreparasi dari DPPC, kolesteraatotamc
surfactant dimethy! dioctadecylammonium bromide (DDAB)*,
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Lipid terpecah dan tercampur di dalam kloroform dan pelarut akan disingkirkan oleh
putaran evaporasi pada suhf®Qintuk mendapatkan lapisan tipis lipid. Bufer garam fosfat
ditambahkan dan tabung di agitasi dengan kuat pada putar@n untuk memroduksi
vesikel multilamelar (MLV). MLV selanjutnya di sonikasi pada suhf068elama 15 menit
untuk memroduksi liposom unilamelar. Setelah disonikasi, liposom diinkubasi pada suhu
60°C selama 15 menit untuk membuang deterjen dan menjadi lipid yang memiliki
konsentrasi misel yang sangat rendah, terendap dan secara termodinamis akan tersusun

dengan sendirinya menjadi vesikel unilam&l&t*®

2.1.3 Liposom Sebagai Pembawa Obat

Dewasa ini, penggunaan liposom dalam bidang medis sudah sangat luas diantaranya
sebagai diagnosis, kemoterapi, imunoterapi, dan terapfgéiposom juga telah digunakan
sebagai alat pembelajaran untuk mempelajari tranpor transmembran, permeabilitas lipid lapis
ganda, fusi membran, dan interaksi protein lipid. Selain itu, liposom juga telah digunakan
sebagai suatu pembawa obat, enzim, materi genetik, dan bahan perawatan kulft ifinya

Liposom dimanfaatkan sebagai pembawa obat dengan alasan vesikel ini dapat
memberikan keuntungan yakni: liposom dapat mengarahkan obat pada target tertentu,
misalnya paddong-circulating liposomes yang bekerja pada target selektif area patologis
tertentu; liposom dapat sebagai reservoir obat yang melepaskan obat secara perlahan
sehingga akan meningkatkan efektivitas obat dan memperpanjang masa edar obat di darabh;
liposom dapat melindungi obat dari degradasi sebelum mencapai target; liposom melindungi
pasien dari efek samping langsung dari obat yanexpese; liposom dapat melarutkan obat
lipofilik yang sulit diberikan secara intravena, sehingga pemberiannya dikemudian hari akan
lebih mudaf**®

Liposom dapat membawa obat dan berbagai jenis molekul diantaranya protein,

nukleotida, dan plasmid. Obat / substansi yang akan dibawa bisa melalui berbagai cara,
meliputi: terikat dengan membran liposom; terintegrasi di antara dwilapis lipid; terinterkalasi
dalam dwilapis lipid; atau terlarut dalam substansi cair di dalam V&SI Berikut

merupakan gambaran skematis inkorporasi substansi pada liposom.
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Gambar 3: Liposom sebagai pembawa Bbat

Terdapat beberapa proses pelepasan substansi matelipdsom. Pertama, melalui
fusi sempurna membran lipid liposom dengan membran sel target. Kedua, liposom melepas
isinya ke ruang interstisial untuk selanjutnya substansi secara aktif diambil oleh sel melalui
transpor paraseluler. Cara ini terjadi pada liposom yang sensitif pada perubahan temperatur.
Jadi, liposom akan pecah saat terjadi perubahan suhu dan liposom akan melepaskan isinya ke
ruang ekstraselul&r*

Dalam menjalankan fungsinya sebagai pembawa obat, ukuran dan stabilitas membran
lipid liposom perlu diperhatikan. Semakin kecil ukuran liposom, maka semakin lama liposom
dapat bertahan dalam sirkulasi darah yang artinya juga akan meningkatkan efektivitas
terapf®. Sebagai pembawa obat, liposom pun harus memiliki sifat stabil baik fisik, kimia,
maupun biologt*® dan jumlah lapisan lipid yang ada pada setiap liposom. Liposom yang
stabil mampu membawa muatannya dengan lebih baik hingga mencapai target. Berbagai
penelitian terus dikembangkan guna mendapatkan komposisi liposom yang tepat dan menjadi
liposom yang stabil secara fisik, kimia, maupun biologis sehingga dapat digunakan dengan

mudah dan aman.

2.2 Tetra Eter Lipid
Tetra eter lipid merupakan sejenis lipid yang merupakan produk ekstraksi membran

Archaea bacterium. Tetra ether lipid bisa berasal dari Thermoplasma acidophilum, Sulfolobus

11

Perbandingan Diameter..., Andita Dwi Hidayati, FK Ul, 2009



acidocaldarius, dan archaea yang lainn$d° Struktur TEL dapat dilihat pada gambar
berikut:
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Gambar 4: TEL pada Ehmoplasma acidophilum®®

Membranarchaea tersusun atas fosfolipid yang terdiri atas molekul yang memiliki
kekhasan dibanding membran laintlyaPertama, membraarchaea tersusun atas lipid
gliserol-eter bukan lipid gliserol-ester seperti halnya membran eukariot dan bakteri lain.
Perbedaan kedua tipe fosfolipid ini terletak pada ikatan yang mengikat lipid dan gliserol.
Ikatan ether lebih kuat secara kimia dibandingkan ikatan ester, ikatan eter-gliserol sangat
resisten terhadap hidrolisis pada pH rendah sehingga memberi keuntungan dibandingkan
dengan ikatan ester. Sifat ini membawa dampak positif karena menabetmdea untuk bisa
bertahan pada temperatur ekstrim dan lingkungan asam atau basa. Liposom dengan
penambahan TEL lebih stabil dibandingkan liposom konvensional atau ester pada suhu
tinggi. Hal ini dikarenakan ikatan eter pada P&

Kedua, ujung lipid pada fosfolipidrchaea secara kimiawi berbeda dari organisme
lain. Lipid archaea memiliki rantai samping isoprenoid dan rantai panjang. Hal ini
menyebabkan membranchaea bisa bertahan dari kebocoran pada temperatur tinggi karena
menambah efek fluiditds Selain itu, membran fosfolipidrchaea membentuk lipid lapis
tunggal (monolayer). Sifat ini membuat membran mereka menjadi lebih kuat dan bertahan
lebih baik di lingkungan yang keras karena dapat meningkatkan resistensi terhadap oksidasi
39,40,52.

Dengan kelebihan-kelebihan diatas, penambahan derivat TEL pada formulasi liposom
dapat meminimalisasi masalah ketidakstabilan fisik pada liposom konvensional seperti
hidrolisis dan degradasi oksidatif

Thermoplasma acidophilum merupakan archaea bakterium termoasidofilik yang
menjadi salah satu sumber utama TEL yang pertama kali diisolasi oleh Darlafichatial
tahun 1970T. acidophilum tumbuh optimum pada lingkungan dengan pH 1 sampai 2 dan
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suhu 59°C.T. acidophilum merupakan organisme obligat aerob. Akan tetapi, organisme ini
hanya membutuhkan sedikit. 0

T. acidophilum memiliki membran sel yang memiliki keistimewaan yakni merupakan
satu lapis fosfolipid yang terdiri damolyisoprenoid lipid. Pada kedua ujung rantai
isoprenoid terdapat ikatan eter yang stabil dalam asam ke gliserol. Struktur ini
memungkinkanThermoplasma hidup dalam dalam lingkungan yang ekstrim. Selain itu,
Thermoplasma ini tidak memiliki dinding sel, meskipun demikiai,acidophilum sangat
resisten terhadap pH asam

Sumber lain dari TEL adalatsulfolobus acidocaldarius. Normalnya spesies ini
tumbuh pada suhu yang panas, yakni antara 65-80°C dan pada pH 2-3. Membran plasma
S acidocaldarius terdiri atas tetraeter lipid bipolar yang disusun oleh fraksi E lipid polar
(PLFE). Fraksi E lipid polar mengandung campuran tetraeter lipid dengan struktur tetraeter
dialkilnonitol gliserol Glycerol Dialkylnonitol Tetraether, GDNT) atau tetraeter
dialkigliserol gliserolGlycerol Dialkylglycerol Tetraether, GDGT)>*.

TEL hasil ekstraksi darThermoplasma acidophilum merupakan tetraeter lipid yang
sangat stabil dari segi struktur fisik maupun kimfawt>% Berdasarkan penelitian terbaru
oleh Patel et at pada liposom yang terbuat dari membran Archi@thanosarcina mazei,
Methanobacterium espanolae dan Thermoplasma acidophilum menunjukkan bahwa vesikel
multilamelar dariT.acidophilum paling stabil secaran vitro di antara ketiga jenis Archae
tersebut.

Berdasarkan penelitian Purwanind$jlpenggunaan TEL selain sebagai stabilitator
membran liposom, dapat juga meningkatkan inkorporasi obat. Hal ini dibuktikan dengan
penggunaan TEL dapat meningkatkan inkorporasi MPLP (metil prednisolon palmitat) sampai
sebesar 95% dibandingkan liposom tanpa TEL, dan tetap stabil dalam hal ukuran partikel

liposom pada penyimpanan selama 9 hari pada suhu 20°C.

2.3 Image Pro Express 4.5
Liposom atau gelembung lemak merupakan partikel koloid yang terdiri dari fosfolipid
bilayer. Karena bentuknya yang berupa koloid maka diameternya pun bisa berbéda-beda
Terdapat beberapa tehnik yang digunakan untuk mengukur ukuran liposom. Yang

paling akurat diantaranya adalah menggunakan particle aitzan image pro express Dengan
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menggunakarparticle sizer dapat diketahui pula diameter rata-rata serta distribusi dari
liposom. Pengukuran dengan menggunakan metode tersebut adalah secara kuantitatif. Selain
itu, ukuran liposom juga bisa diukur dengan menggunakan mikroskop elektron secara
kualitatif sehingga hasil pengukurannya tidak begitu sefiditif

Image pro express 4.5 merupakan perangkat lunak yang menghadirkan kemudahan
untuk mendapatkan proses dan analisis gambar dari sebuah objek sehingga bisa mengukur
ukuran suatu partikel (misalnya liposom) secara cepat, detail dan dkage.pro express
4.5 dilengkapi dengan kemampuan mengintegrasikan teks, data, dan grafik dalam satu paket
sehingga memudahkan pengerjaan penghitungan ukuran liposom secaraliakgeapro

express 4.5 dapat memproses gambar dengan é&pat

2.4 Natrium Klorida (NaCl)

Natrium klorida merupakan senyawa ionik sederhana yang terdiri dari susunan
raksasa ion natrium dan klorida. Natrium klorida disebut juga garam dapuhalite.
Natrium klorida merupakan garam paling bertanggung jawab dalam keseimbangan cairan
ekstraseluler pada organisme multiseluler. Natrium juga merupakan faktor penting dalam
potensial membran sel dan transport aktif molekul melalui membran sel. Satu gram natrium
klorida mengandung 0,3933 natrium dan 0,6067 g KI6?th

lon natrium sangat penting peranannya dalam mengatur volume darah, fungsi
membran dan absorpsi air. Peran ion klorin pun serupa dengan ion natrium yakni fungsi

membran, volume darah, dan absorpsi cafran

Gambar 5. Struktur kristal natrium klorida

Putih: ion natrium; hijau: ion klorida
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Kristal garam natrium klorida dibentuk dengan struktur geometri oktahedral. Seperti
ditunjukkan oleh gambar diatas, setiap ion klorida (hijau) dikelilingi oleh 6 ion natrium
(putih), begitu pula sebaliknya. Struktur dasar ini dikenal dengan nama struktu¥ fidlite

Natrium dan klorida bergabung dengan menggunakan ikatan ionik dan kekuatan
elektrostatik. Dengan ikatan ionik ini, maka natrium klorida mudah larut dalamamum
klorida merupakan larutan neutral karena ionisasinya tidak mempengaruhi konsentrasi lokal

dari ion hidrogen atau ion hidroksrda®

2.5 Kalsium Klorida (CaCl )

Kalsium klorida merupakan senyawa ionik gabungan dari ion kalsium dan ion
klorida. Dalam suhu ruang, senyawa ini berbentuk garam padat namun sangat larut dalam
air’®. Kalsium klorida memiliki beberapa sifat yang penting, yakni bersifat higroskopik
sehingga dapat menyerap air, kalsium klorida juga bersifat eksotermik atau melepaskan
panas ketika meleleh. Selain itu, senyawa ini akan larut saat menyerap air dari kelembaban
udara. Sifat lainnya adalah kalsium klorida dapat meleleh pada suhu yang jauh lebih rendah
daripada garam. Di dalam tubuh, kalsium {C#&ersama dengan Natrium (Yeberperan

dalam transmisi saraf, pengaturan enzim, dan kontraksf:6tot
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BAB llI
METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental dengan mengukur dan
membandingkan hasil distribusi diameter liposom EPC-TEL 2.5 hasil sonikasi yang terpapar
CaC} dan NaCl 150 mOsmol pada pH 7, sufiG.4Pengukuran dilakukan pada hasil data
hari ke-1 dan hari ke-90 dengan program Image Pro Express 4.5

3.2. Tempat dan waktu

Penelitian ini dilakukan di Departemen Illmu Farmasi Kedokteran dan Departemen
Fisika Kedokteran Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia pada bulan Juli — Oktober
2008.

3.3. Populasi dan Sampel

Populasi penelitian ini adalah hasil dokumentasi yang berupa gambar digital dari
liposom EPC-TEL 2.5 dengan penambahan €aiain NaCl 150 mOsmol pada pH 7.
Dokumentasi ini merupakan hasil penelitian Ven¥ssang dilakukan pada bulan April —
Juli 2007.

Sampel diambil dari hasil dokumentasi liposom EPC-TEL 2.5 dengan penambahan
CaCl dan NaCl pada 150 mOsmol pada pH 7 pada hari ke-1 dan hari ke-90, pada masing-

masing perlakuan.

3.4. Besar sampel

Sampel diambil dari hasil dokumentasi perlakuan dalam penelitian kelompok
pendahuluan. Pada penelitian ini, perlakuan yang digunakan adalah Liposom EPC-TEL 2.5
dengan penambahan Ca@b0 mOsmol pada pH 7 pada hari ke-1, Liposom EPC-TEL 2.5
dengan penambahan Ca@b0 mOsmol pada pH 7 pada hari ke-90, Liposom EPC-TEL 2.5
dengan penambahan NaCl 150 mOsmol pada pH 7 pada hari ke-1, dan Liposom EPC-TEL
2.5 dengan penambahan NaCl 150 mOsmol pada pH 7 pada hari ke-90.
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Besar sampel akan ditentukan dengan rumus Federer, dimana terdapat 6 kelompok

perlakuan [jenis garam (NaCl dan CgQ@an waktu (hari ke-1 dan hari ke-90)

(n-1)(t-1)
t = jumlah kelompok perlakuan = 4
(n-1)(4-1) >15
(n-1) 3 >15
3n—-3 >15
3n >18
n >6

Dari perhitungan diatas didapatkan besar sampel minimal yang digunakan adalah 6

untuk setiap kelompok perlakuan

3.5. Cara pengambilan sampel

Pengambilan sampel dilakukan dengan metaddom sampling data dari penelitian
sebelumny# dan data yang diperoleh memiliki sebaran homogen.

Dari hasil uji pre-eliminer pada pengukuran diameter liposom EPC-TEL 2.5 dengan
perlakuan NaCl 150 mOsmol pada pH 7 dan €460 mOsmol pada pH 7, masing-masing
ditentukan 6 buah gambar digital dari 10 gambar hasil penelitian pendafiulDemni
masing-masing foto ditentukan jumlah liposom kecil dan liposom besar untuk dianalisis
distribusinya. Pada data liposom kecil, didapatkan hasil analisis distribusi data adalah
normal. Keadaan ini menyatakan bahwa pada data dengan distribusi normal dengan hasil uiji
kemaknaan Shapiro-Wilk p>0.05, maka sampel yang dihitung dapat mewakili populasi yang
diteliti®?.

Pengambilan sampel dilakukan secara acak sederhana menggunakan teknik
pengundian pada masing-masing perlakuan yang akan diteliti. Pengambilan ini dilakukan
dengan memberi nomor pada masing-masing unit populasi, dan secara acak mengambil
nomor-nomor yang akan dijadikan sampel sesuai dengan perhitungan jumlah sampel yang

dilakukan.
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Hasil dokumentasi yang diambil tersebut kemudian ditentukan secara acak liposom
yang berukuran kurang dari 100 nm sebanyak 10 buah dan seluruh liposom yang berukuran
lebih dari 100 nm berdasarkan pengukuran dengan skala Olympus yang dilakukan pada
penelitian Venessa

Dari masing-masing gambar liposom yang didapat, dengan bantuan piogagen
Pro Express 4.5 diameter akan diukur dua kali dalam sisi liposom yang berbeda, kemudian

diambil nilai rata-rata. Kemudian data tersebut akan diolah secara deskriptif analitik.

3.6. Alat dan bahan
Alat yang digunakan:
1. Satu set komputer
2. Program Image pro express

Bahan yang digunakan antara lain:

Hasil dokumentasi berupa foto liposom EPC-TEL hasil sonikasi dengan penambahan CacCl
dan NaCl 150 mOsmol pada pH 7. Hasil dokumentasi ini diambil dengan kamera Sony CCD-
IRIS color video camera di laboratorium Fisika FKUI, pada bulan April-Juli 2007.

3.7. Cara Kerja
Langkah-langkah pengukuran diameter liposom menggunakan prdgiya Pro
Express 4.5 adalah sebagai berikut:
1. Mengambil foto Skala ukur Olympus 100 nm dengan perbesaran 400x
2. Membuka hasil foto skala uk@lympus tersebut di programimage Pro Express 4.5
(Gambar 6)
3. Gambar liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi dalam larutan Q&0ImOsmol pH 7
dan NaCl 150 mOsmol pH 7 pada hari ke-1 dan ke-90 diukur diameternya dengan
cara yang sama seperti pengukuran skala Gkgmpus 100 nm. Namun, dilakukan
dua kali pengukuran diameter liposom dengan arah yang berbeda (lihat Gambar 7).
Data yang diukur adalah data yang diambil dari 6 buah sampel (6 foto dengan 6
lapang pandang berbeda) dari setiap perlakuan. Dari setiap foto, dihitung jumlah

liposom kecil (10 buah) dan semua liposom besar yang ada dalam foto.
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4. Pada saat pengukuran diamter, pada kiotekprofile, X0 harus disesuaikan menjadi
nol dan X2 merupakan sisi yang berlawanan jika ditarik garis. Sehingga jarak dari X0
— X2 merupakan diameter liposom yang diukur dalam pixel.

5. Setelah itu, dua hasil pengukuran diameter liposom (dglam) yang telah

didapatkan dihitung dengan rumus:

Diameter Liposom (nm)= X3 / ukuran skala Olympps€l) x 100 nm

Keterangan:
X3 = Hasil nilai piksel rata-rata dari dua kali pengukuran diameter liposom dengan

menggunakan Image Pro Express 4.5

Gambar 6: Skala ukur Olympus skala 100 nm dengan perbesaran 400 X
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Gambar 7: Cara pengukuran diameter Liposom EPC-TEL 2.5 dengan program Image Pro
Express 4.5

3.8. Analisis data

Data hasil perhitungan diameter liposom (dalam nm) merupakan data kuantitatif dan
berjumlah dua kelompok (waktu dan jenis garam). Pada perbandingan diameter liposom
dalam kelompok (perbandingan antara diameter liposom hari ke-1 dengan hari ke-90 pada
pemaparan NaCl atau Ca@b0 mOsmol pH 7), memiliki variabel yang saling berhubungan.
Sedangkan, pada perbandingan diameter liposom antar kelompok (perbandingan diameter
liposom pemaparan NaCl 150 mOsmol pH 7 hari ke-90 dengan T Osmol pH 7 hari
ke-90) memiliki variabel yang tidak saling berhubungan. Analisis statistik terhadap data
kuantitatif yang didapatkan menggunakan uji statistik parametrik. Hal yang dianalisa pertama
kali adalah uji distribusi normal sampel. Dalam pengujian ini digunakan uji kemaknaan
Shapiro-Wilk karena jumlah sampel50.

Pada perbandingan dalam kelompok (diameter liposom paparan NaCl 150 mOsmol
pH 7 hari ke-1 dengan hari ke-90; diameter liposom paparan, CACIMmOsmol pH 7 hari
ke-1 dengan hari ke-90), liposom kecil memiliki sebaran data normal, maka digunakan uji t

berpasangan dengan batas kemaknaan p=0,05. Sedangkan, pada liposom besar sebaran data
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tidak normal, sehingga digunakan uji nonparametrik Wilcoxon dengan batas kemaknaan
p=0,05°%

Pada perbandingan antar kelompok (diameter liposom paparan NaCl 150 mOsmol pH
7 hari ke-90 dengan diameter liposom paparan £80l mOsmol pH 7 hari ke-90), liposom
kecil dan besar memiliki sebaran data normal, maka digunakan uji t tidak berpasangan

dengan batas kemaknaan p=6%0Pata diolah dengan program SPSS 16.0.
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3.9.Kerangka konsep

Jenis larutan paparan:
NaCl, CaC}

Suhu penyimpanan

Lama pemaparan

STABILITAS

LIPOSOM

A

pH

Cara pembuatan
liposom

Ketepatan
pengukuran

Liposom / jenis lipid

manual
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Diameter liposom dalam nanometer (nm) EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi dalam larutan
CaCb 150 mOsmol pH 7 dan NaCl 150 mOsmol pH 7 pada hari ke-1 dan ke-90 dikukur
dengan cara membandingkan rata-rata pengukuran diameter piksel liposom dengan rata-rata
skalaOlympus 100 nm pixel) dan dikalikan dengan 100 nm (Tabel Bjameter rata-rata
liposom diukur dengan mengukur diameter liposom dengan posisi diameter yang berbeda.

Hasil perhitungan diameter rata-rata liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi dalam
larutan NaCl150 mOsmol pH 7 dan Caflpada hari ke-1 dan hari ke-90 dengan
menggunakan prograrimage Pro Express 4.5 dapat dilihat pada Tabel 1 dan 2. Hasil
perhitungan diameter yang tercantum pada Tabel 1 dan 2 tersebut merupakan nilai rata-rata
yang diperoleh dari setiap foto.

Tabel 1. Rata-rata hasil pengukuran liposom kecil dengan program Image Pro

Express 4.5 dengan perbesaran 400X.

Hari-1 Hari-90

NacCl CacCl, NacCl CacCl,
Foto ke-1 69.61 72,82 78,73 55,56
Foto ke-2 60,00 70,39 77,06 80,59
Foto ke-3 61.66 69,85 86,57 61,02
Foto ke-4 67,80 72,15 81,17 72,64
Foto ke-5 83,16 74,97 76,82 71,59
Rata-rata 64,77 71,30 80,88 67,45

SD 9,16 2,04 4,03 11,29
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Tabel 2. Rata-rata hasil pengukuran liposom besar dengan program Image Pro
Express 4.5 dengan perbesaran 400X.

Hari-1 Hari-90

NaCl CacCl, NaCl CacCl,
Foto ke-1 0 115,66 114.37 113,56
Foto ke-2 0 106,37 127,35 122,77
Foto ke-3 0 128,20 118,98 129,62
Foto ke-4 0 110,66 135,98 121,87
Foto ke-5 0 117,84 130,06 132,58
Rata-rata 0 115,75 125,35 124,08

SD 0 8,27 8,66 23,23

Tidak ditemukannya liposom besar pada pengukuran diameter liposom dengan
paparan NaCl pada hari pertama karena sampel diambil dengan tehnik secara acak dan foto
yang terambil dan digunakan sebagai sampel hanya memiliki liposom yang bergkd@an
nm.

Standar pengukuran diameter liposom dalam penelitian ini menggunakan hasil
Tabel 3.

pengukuran skala Olympus 100 nm bisa dilihat di Gambar 1 dan

Line Prafile”

g

T T T T T TIT
2004060 80 120 160
Digtance (Pisels]

Gambar 8: Garis pengukuran diameter liposom dengan perbesaran 400 X menggunakan
program Image Pro Express 4.5
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Tabel 3. Hasil Pengukuran Skala Olympus dengan Menggunakan Program Image Pro

Express 4.5 (berdasarkan Gambar.6)

Pengukuran (pixel
Skala Olympus 100 nm g (pixel) Standar Ska_lla(alympus yang
1 | 2 | rata-rata Dipakai
Pembesaran 400x 47,6 46,4 47 47 pixel/100nm

4.2 Pembahasan

Pada perbandingan dalam kelompok (diameter liposom paparan NaCl hari ke-1
dengan hari ke-90), liposom kecil memiliki sebaran data normal, maka digunakan uji t
berpasangan dengan batas kemaknaan p=0,05. Sedangkan, pada liposom besar hasil paparan
NaCl memiliki sebaran data tidak normal, sehingga digunakan uji non parametrik Wilcoxon
dengan batas kemaknaan p:ﬁ?OSedangkan liposom besar dengan pemaparan; CaCl
memiliki sebaran data normal, sehingga digunakan uji parametrik t berpasangan. Dari hasil
analisis SPSS 16.0 didapatkan hasil:

» Perbandingan antara liposom paparan NaCl hari ke-1 dengan hari ke-90 pada liposom
kecil yang diuji dengan uji parametrik t berpasangan didapatkan p=0,089. Hal ini
menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara diameter
liposom yang berukuranl®0 nm pada hari ke-1 dengan hari ke-90.

» Liposom besar dari liposom hasil pemaparan NaCl 150 mOsmol pH 7 memiliki
sebaran data tidak normal sehingga dilakukan transformasi data sebagai usaha
menormalkan sebaran data. Namun, setelah dilakukan transformasi data, sebaran data
tetap tidak normal sehingga data diuji dengan uji non parametrik Wilcoxon. Dari hasil
uji non parametrik wilcoxon didapatkan p=0,068 (p>0,05). Data statistik tersebut
menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara diameter
liposom yang berukuran >100 nm pada hari ke-1 dengan hari ke-90.

» Berdasarkan kedua data statistik di atas, bisa disimpulkan bahwa diameter liposom
EPC-TEL 2,5 dalam paparan NaCl selama 90 hari tidak memiliki perbedaan
bermakna.

» Perbandingan antara liposom paparan ¢d@ri ke-1 dengan hari ke-90 pada
liposom kecil yang diuji dengan uji parametrik t berpasangan karena memiliki

sebaran data normal. Dari hasil uji t berpasangan didapatkan p=0,459 (p>0,05). Hal
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ini menunjukkan bahwa diameter liposom EPC-TEL 2,5 yang berukursd0 nm

dalam paparan CagLtelama 90 hari tidak memiliki perbedaan bermakna karena
p>0,05.

Liposom besar dari hasil pemaparan Ga@&i0 mOsmol pH 7 memiliki sebaran data
normal, maka digunakan uji t berpasangan. Berdasarkan uji tersebut, didapatkan
p=0,087 (p>0,05). Data statistik tersebut menunjukkan bahwa tidak terdapat
perbedaan yang bermakna antara diameter liposom yang berukuran >100 nm pada
hari ke-1 dengan hari ke-90.

Berdasarkan kedua data statistik di atas, bisa disimpulkan bahwa tidak terdapat
perbedaan bermakna antara diameter liposom EPC-TEL 2,5 dalam paparan CaCl

pada hari ke-1 dengan hari ke-90.

Pada perbandingan antar kelompok (diameter liposom paparan NaCl 150 mOsmol pH

7 hari ke-90 dengan diameter liposom paparan £&80l mOsmol pH 7 hari ke-90), liposom

kecil dan besar memiliki sebaran data normal, maka digunakan uji t tidak berpasangan

dengan batas kemaknaan p=6°05Berdasarkan uji parametrik t tidak berpasangan

didapatkan:

Pada liposom diameter kecil diperoleh nilai p=0,076 (p>0,05). Data statistik tersebut
menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan nilai ukur diameter yang bermakna
antara liposom EPC-TEL 2,5 paparan NaCl 150 mOsmol pada pH 7 dibandingkan
dengan liposom EPC-TEL 2,5 paparan GadGD mOsmol pada pH 7 pada hari ke-90
dengan suhu4C.

Analisis statistik diameter liposom besar dalam larutan NaCl dan, €&ClmOsmol

pH 7 hari ke-90 diperoleh nilai p=0,810 (p>0.05). Hal tersebut menunjukkan bahwa
tidak terdapat perbedaan nilai ukur diameter yang bermakna antara liposom EPC-TEL
2,5 hasil sonikasi paparan NaCl 150 mOsmol pada pH 7 dibandingkan dengan liposom
EPC-TEL 2,5 paparan Ca{l50 mOsmol pada pH 7 di hari ke-90 pada sthQ.4
Berdasarkan kedua data statistik di atas, bisa disimpulkan bahwa pada perbandingan
antar kelompok, diameter liposom EPC-TEL 2,5 dalam paparan NaCl selama 90 hari

tidak memiliki perbedaan diameter yang bermakna.
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Menurut perhitungan jumlah sampel dengan rumus Federer, sampel yang seharusnya
digunakan minimal berjumlah 6 foto. Namun, dikarenakan kesalahan saat penghitungan
variabel pada awal penelitian maka sampel yang digunakan hanya lima buah. Dari hasil
analisis statistik dengan menggunakan 5 buah sampel semua menghasilkan nilai yang tidak
berbeda bermakna. Sehingga bisa ditarik kesimpulan, bahwa dengan menggunakan 6 buah
sampel, maka akan menghasilkan analisis statistik yang tidak berbeda bermakna pula.

Diameter liposom merupakan salah satu parameter kestabilan dari liposom. Dengan
menggunakan progranmage pro express 4.5, peneliti bisa mengukur dengan akurat
diameter liposom dan melihat apakah setelah terpapar larutan garam dalam waktu 90 hari
masih tetap stabil. Parameter kestabilan liposom adalah ukurannya yarg Géaqpm.

Dalam aplikasinya, liposom yang digunakan adalah liposom yang berukuran 80-200
nnr. Ukuran liposom yang kecil dapat meningkatkan efektivitas terapi karena durasinya yang
memanjang dalam sirkulasi darah. Untuk mendapatkan ukuran yang demikian dapat
dilakukan beberapa metode, diantaranya adalah sonikasi dengan menggbattkan
sonicator®*,

Pada penelitian acudh bahan liposom yang digunakan adalah liposom konvensional
EPC yang telah ditambahkan tetraeter lipid (TEL) 2,5 mol % menjadi liposom EPC-TEL 2,5.
Liposom hasil kombinasi ini terbukti lebih stabil dan menutupi kekurangan liposom
konvensiondf.

Penambahan TEL dalam kompasisi liposom konvensional sebagai penstabil liposom
dikarenakan struktur TEL yang memiliki 2 gugus polar dengan tebal membran sekitar 4 nm,
sehingga diharapkan dapat berinkorporasi dengan membran liposom EPC sepéfti pasak
Penambahan TEL juga dapat menambah muatan negatif pada permukaan liposom, sehingga
liposom lebih stabif.

Uji stabilitas liposom yang digabungkan dengan TEL yang berasal dari
Thermoplasma acidophilum menunjukkan, bahwa TEL cukup stabil pada pH asam
dibandingkan pada pH netral ataupun alkalis. Uji stabilitas liposom TEL diukur berdasarkan
ukuran partikel dengan menggunakznticle sizer dan penglepasan karboksifluoresens dari
membran liposofif.

Pada penelitian acudth larutan garam yang digunakan adalah NaCl 150 mOsm pH 7
dan CaC} 150 mOsm pH 7. Dalam kedua larutan tersebut terbukti tidak mengalami
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destabilisasi yang signifikan berdasarkan parameter kestabilan yang digunakan, yakni ukuran
diameter liposom. Diameter liposom diukur dengan menggunakan prognage pro

express 4.5, sehingga pengambilan data bisa lebih akurat dibandingkan dengan pengukuran

manual. Dengan menggunakan data numerik hasil pengukuran, data bisa dianalisis dengan
menggunakan uji parametrik. Dengan demikian, hasil yang diperoleh sensitif.

Program mage pro express 4.5 memiliki keakuratan yang hampir sama dengan alat
particle sizer dalam hal pengukuran diameter liposom. Keunggulan program ini dibanding
alat particle sizer adalah lebih hemat dari segi biaya operasional dan mudah didapat.

Kelemahan penelitian ini terletak pada kemungkinannya fokus mikroskop yang tidak
sama pada setiap pengambilan foto. Perbedaan fokus pada setiap foto dan kemungkinan
pengaruhnya terhadap distribusi ukuran liposom sulit untuk dianalisis. Hal ini mungkin

menimbulkan kerancuan pada distribusi liposom.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1Kesimpulan
1.

Program Image Pro Express 4.5 dapat digunakan sebagai metode alternatif untuk
mengukur diameter liposom secara lebih sensitif, cepat, dan akurat bila dibandingkan
dengan tehnik pengukuran secara manual yaitu dengan membandingkan foto liposom
dengan skala Olympus

Nilai ukur diameter liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi dengan pemaparan garam
kalsium klorida (CaG) 150 mOsmol pada pH 7 dan garam natrium klorida (NaCl) 150
mOsmol pada pH 7 selama penyimpanan 90 hari pada SuBuddpat diukur secara
kuantitatif dengan program Image Pro Express 4.5.

Tidak terdapat perbedaan nilai ukur diameter yang bermakna antara liposom EPC-TEL
2,5 paparan NaCl 150 mOsmol pH 7 hari ke-1 dengan diameter liposom EPC-TEL 2,5
paparan NaCl 150 mOsmol pH 7 hari ke-90. Nilai p=0,089 untuk liposom ke&idQd

nm) dan p=0,068 untuk liposom besar (d>100 nm).

Tidak terdapat perbedaan nilai ukur diameter yang bermakna antara liposom EPC-TEL
2,5 paparan Cagll50 mOsmol pH 7 hari ke-1 dengan diameter liposom EPC-TEL 2,5
paparan CaGIl150 mOsmol pH 7 hari ke-90. Nilai p=0,459 untuk liposom kee&il(®

nm) dan p=0,087 untuk liposom besar (d>100 nm).

Tidak terdapat perbedaan nilai ukur yang bermakna antara diameter liposom EPC-TEL
2,5 yang dipaparkan NaCl 150 mOsmol pH 7 hari ke-90 dengan liposom EPC-TEL 2,5
yang dipaparkan Cagli50 mOsmol pH 7 pada hari ke-90. Nilai p=0,459 untuk
liposom kecil (6100 nm) dan p=0,810 untuk liposom besar (d>100 nm).

5.2 Saran

Program Image Pro Express 4.5 dapat dijadikan sebagai metode pengukuran
diameter liposom secara kuantitatif yang dapat menghasilkan data pengukuran yang
lebih akurat dan cepat sehingga sangat menunjang dalam penelitian mengenai uiji

stabilitas liposom secara kimia, fisika, maupun biologi.
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LAMPIRAN 1

» Hasil pengukuran diameter rata-rata Liposom EPC-TEL 2,5 hasil sonikasi dalam larutan
NaCl150 mOsmol pH 7 dan Ca{ada hari ke-1.

Foto Liposom Kecil £100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 1 85.85 -
75.02 -
44.34 -
52.12 -
68.62 -
52.37 -
56.45 -
85.34 -
86.66 -
89.35 -
Rata-rata 69.61 0

Foto Liposom Kecil €100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 2 75.16 -
46.55 -
74.01 -
54.99 -
71.08 -
79.41 -
38.24 -
40.53 -

Rata-rata 60,00 0

Foto Liposom Kecil€100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 3 54.48 -
80.57 -
46.86 -
61.91 -
60.10 -
79.21 -
62.53 -
52.14 -
65.28
53.53
Rata-rata 61.66 0
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Foto Liposom Kecil €100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 4 67.66 -
80.47 -
57.56 -
49.49 -
75.33 -
74.61 -
73.70 -
76.19 -
68.27
54.72
Rata-rata 67,80 0

Foto Liposom Kecil£100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 5 90.32 -
80.97 -
78.69 -
92.87 -
79.35 -
87.20 -
72.83 -
76.28 -
90.32
80.97
Rata-rata 83,16 0

» Hasil pengukuran diameter rata-rata Liposom diameter Liposom EPC-TEL 2,5 hasil
sonikasi dalam larutan NaCb0 mOsmol pH 7 dan Cajdada hari ke-90

Foto Liposom Kecil €100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 1 92.13 103.56
83.53 107.78
74601 109.67
64.29 114.81
96.27 127.88
59.43 107.59
107.49
110.21
140.33
Rata-rata 78,73 114.37
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Foto Liposom Kecil €100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 2 88.18 132.01
84.29 129.89
86.35 134.69
57.57 101.70
60.99 136.62
79.79 127.54
82.22 128.97
Rata-rata 77,06 127,35
Foto Liposom Kecil€100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 3 97.05 110.37
93.27 102.66
96.38 108.66
64.84 108.04
91.97 110.70
g5, 108.82
69.44 133,00
94.27 155.98
116.37
135.23
Rata-rata 86,57 118,98
Foto Liposom Kecil€100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 4 94.75 157.78
81.14 151.97
69.12 140.41
94.28 109.29
99.38 120.06
Py 136.39
62.51
78.52
82.56
Rata-rata 81,17 135,98
Foto Liposom Kecil£100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 5 75.63 142.23
80.97 117.90
80.38
50.30
70.73
83.68
82.08
75.44
98.16
69.68
Rata-rata 76,82 130,06
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» Hasil pengukuran diameter rata-rata Liposom diameter Liposom EPC-TEL 2,5 hasil
sonikasi dalam larutan CaQl50 mOsmol pH 7 dan Ca{dada hari ke-1

Foto Liposom Kecil £100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 1 93.06 115.66

64.07
44.88
80.53
67.84
95.34
93.33
42.57
99.01
47.59
Rata-rata 72,82 115.66

Foto Liposom Kecil €100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 2 92.19 108.81
57.02 107.23
68.44 100.63
49.13 108.80
63.11
82.61
78.17
72.47

Rata-rata 70,39 106,37

Foto Liposom Kecil€100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 3 90.62 121.88
49.95 116.21
44.73 114.99
78883 109.71
88.27
52.26
58.00
92.51
83.90
64.71
Rata-rata 69,85 128,20
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Foto

Liposom Kecil £100 nm)

Liposom Besar (>100 nm

Foto 4

60.10

110.76

55.95

110.71

87.76

110.52

90.09

80.39

75.97

89.52

58.39

54.20

69.10

Rata-rata

72,15

110,66

Foto

Liposom Kecil £100 nm)

Liposom Besar (>100 nm

Foto 5

67.05

118.48

78.72

121.45

98.46

113.59

69.55

68.65

66.51

82.72

76.30

66.78

Rata-rata

74,97

117,84

Hasil pengukuran diameter rata-rata Liposom diameter Liposom EPC-TEL 2,5 hasil

sonikasi dalam larutan Ca@50 mOsmol pH 7 dan Ca{jdada hari ke-90

Foto Liposom Kecil €100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 1 56.73 102.05

47.41 130.24

80.50 112.74

39.96 109.21

53.18
Rata-rata 55,56 113,56
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Foto Liposom Kecil €100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 2 98.90 106.84
95.53 134.10
96.45 127.37
84.83
79.87
57.09
75.52
52.13
74.02
91.59
75.52
Rata-rata 80,59 122,77
Foto Liposom Kecil €100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 3 69.14 129.62
56.03
56.56
48.91
87.76
59.15
58.86
75.30
45.52
52.93
Rata-rata 61,02 129,62
Foto Liposom Kecil £100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 4 87.73 113.23
45.10 108.73
72.76 114.34
78.11 127.02
71.59 124.49
80.54 143.41
Rata-rata 72,64 121,87
Foto Liposom Kecil €100 nm) | Liposom Besar (>100 nm
Foto 5 109.46 109.46
154.24 154.24
66.52 126.59
99.04 140.03
57.45
50.63
66.49
56.23
Rata-rata 71,59 132,58
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