BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Hasil
Kromatografi lapis tipis (KLT) dapat memberikan onhasi yang baik

tentang kemurnian dan konsentrasi lipid. Apabilass@at merupakan lipid yang
murni, maka pada hasil kromatografi akan tampalagabbercak tunggal. Lipid
yang telah mengalami degradasi akan tampak sebagairyang panjang, berupa
bercak-bercak yang tersusun berurutan mengiringialiemurninya, yang jika
dibandingkan, tampak sebagai suatu bercak tungge jelas.

Identifikasi bercak TEL dilakukan dengan membankiamg bercak yang
terbentuk pada kelompok kontrol dengan TEL danaiedn dengan bercak pada
kelompok kontrol. Suatu bercak pada kelompok pedakdikatakan bercak TEL
jika bercak mempunyaRf yang sama dengaRf bercak pada kontrol dengan
TEL, tetapi bercak yang sama tidak terdapat padéa&o

Liposom TEL dianggap terdegradasi apabila pada éeih T kelompok
perlakuan mempunyai lebih banyak bercak jika dibagican dengan kelompok
kontrol dengan TEL, sehingga mempunyai lebih barRBéibandingkan dengan
kelompok kontrol dengan TEL. Sedangkafy merupakan jarak bercak dari titik
awal dibagi jarak titik awal ke batas akhir elusi.

Berikut ini merupakan hasil KLT kalibrasi, supemratkontrol, kontrol
dengan TEL, dan kelompok perlakuan (1 jam).
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Gambar 6. Lembar KLT gelombangbgrisi (berurutan dari kiri ke kanan) kalibrasi 20Qu.g),
kalibrasi 2 (300p.9), kalibrasi 3 (400ug), kontdadntrol dengan TEL, dan kelompok perlakuan 1

jam.
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Gambar 7. Lembar KLT gelombangb2risi (berurutan dari kiri ke kanan) kalibrasi 20Qug),
kalibrasi 2 (300ug), kalibrasi 3 (400ug), kontdadntrol dengan TEL, dan kelompok perlakuan 1

jam.
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Gambar 8. Lembar KLT gelombangb@risi (berurutan dari kiri ke kanan) kalibrasi 20Qug),

kalibrasi 2 (300u.g), kalibrasi 3 (400ug), kontiadntrol dengan TEL, dan kelompok perlakuan 1
jam.
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Gambar 9. Lembar KLT gelombangbérisi (berurutan dari kiri ke kanan) kalibrasi 10Qug),
kalibrasi 2 (200pg), kalibrasi 3 (300ug), kontdadntrol dengan TEL, dan kelompok perlakuan 1
jam.
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Gambar 6, 7, 8, dan 9 merupakan hasil KLT. LembiaT igada semua
gelombang menampakkan hasil yang sama. Lembar kLi§il8 kalibrasi dengan
jumlah TEL yang berbeda, kontrol yang berupa ekstr@ringan hepar kontrol,
kontrol dengan TEL yang berupa ekstraksi jaringagpan kontrol yang
ditambahkan liposom EPC-TEL 2,5 secamavitro, dan yang terakhir adalah
hepar dengan perlakuan, yaitu hepar mencit yanghdial jam setelah injeksi
EPC-TEL 2,5 secara intraperitoneal.

Hasil kromatografi menunjukkan adanya bercak TEldegp&alibrasi.
Gambaran TEL pada kalibrasi tampak sebagai aptisnni terjadi karena TEL
dari Thermoplasma acidophilumemiliki 9 bercak yang berurutan, sesuai dengan
hasil penelitian pendahuluan yang telah Purwanngsiukan® Pada kelompok
perlakuan juga tampak suatu bercak, akan tetagateRf yang berbeda dengan
bercak TEL pada kalibrasi. Bercak pada kelompoKagaan ini tidak dapat
dinyatakan sebagai bercak TEL yang utuh atau puabuktnya. Bercak ini tidak
dapat dinyatakan sebagai metabolit TEL yang tetaitlegradasi karena bercak
yang sama juga terdapat pada kontrol. Adapun bgradk kontrol dengan TEL,
tidak dapat digunakan sebagai pembanding pada kelorperlakuan karena
tidak tampak bercak yang dapat teridentifikasi gabaEL. Selain itu, semua
bercak pada kontrol dengan TEL juga terdapat padampok perlakuan dan
kontrol.

Sehingga secara garis besar dapat dikatakan ba¢nwakbyang terdapat
baik pada kelompok kontrol dengan TEL maupun keloknperlakuan bukan
merupakan bercak TEL. Pada hasil kromatografi da atau tidaknya bercak
hasil degradasi TEL juga tidak dapat teridentifikB®rcak-bercak yang terdapat
pada kontrol, kontrol dengan TEL, dan kelompok glardn kemungkinan
merupakan zat yang berasal dari jaringan hepam&abercak-bercak tersebut
mempunyaiRf yang sama atau hampir sama pada seluruh kelompolpaida
penelitian ini bahan yang sama yang terdapat paaa kelompok adalah hepar.

Oleh karena tidak terindentifikasinya bercak TELdg@akelompok
perlakuan dan kelompok kontrol dengan TEL, makaktidda bercak yang dapat

dianalisa, baik secara kuantitatif maupun secagdititif untuk kemudian diuji
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statistik. Sehingga dari hasil penelitian ini beldapat disimpulkan terdegradasi

atau tidaknya TEL secaia vivo.

4.2. Pembahasan
Dari hasil penelitian yang telah dikemukakan diatagmk tampak adanya

bercak TEL baik pada kontrol dengan TEL, maupunapeelompok perlakuan.
Terdapat beberapa kemungkinan yang menyebabkam@ar KLT tidak tampak
bercak TEL pada kelompok kontrol dengan TEL dawrglok perlakuan.
Kemungkinan yang menyebabkan tidak tampaknya beiidak pada
kelompok perlakuan yaitu:
1. TEL telah terdegradasi di hepar.

TEL telah terdegradasi di hepar menjadi beberapacama
metabolit yang berbeda dengan jumlah masing-masiggabolitnya
terlalu keclil, sehingga tidak dapat terdeteksi ngemgkakan KLT. Hal ini
disebabkan oleh sensitivitas KLT yang terbatas. Kimiumnya dapat
mendeteksi suatu senyawa dengan konsentrasi dimigs.

Selain itu juga terdapat kemungkinan TEL telah dgredasi di
hepar, akan tetapi karena ketidaksesuaian eluepalgiang lembar KLT
maka bercak menjadi tidak tampak.

Seharusnya untuk mendapatkan suatu komposisi garentepat
untuk suatu zat atau senyawa diperlukan suatu paaco pendahuluan
yang berulang-ulang dengan sampel yang sama dan gang berbeda-
beda. Akan tetapi karena jenis dan sifat metaljait TEL juga belum
diketahui maka sangat sulit untuk memprediksi elyang sesuai dan
mencobanya. Percobaan untuk mengetahui eluen gangidelah peneliti
lakukan, akan tetapi tidak lebih dari 2 komposlaea dengan konsentasi
yang berbeda vyaitu kloroform-etanol 9:1 dan 6:4rcfeaan untuk
mengetahui eluen yang sesuai berulang-ulang deseyapel sama tidak
dapat dilakukan pada penelitian ini karena jumkih@el yang terbatas.

Panjang lembar KLT juga kemungkinan berpengaruh.
Diperkirakan lembar KLT kurang panjang sehinggaubelsemua hasil
bercak muncul dan masih terkumpul pada akhir eMsingingat bahwa

belum diketahuinya metabolit TEL beserta sifat Bfmmaka belum dapat
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diperkirakan dimana kemungkinan bercak metaboandberada. Terdapat
kemungkinan bahwa sifat kepolaran metabolit memmy@amasih belum
terisolasi pada fase diam dan masih berjalan kdetesmma-sama dengan
eluen, akan tetapi dengan lembar yang kurang pgnjaaka perjalanan
eluen dan zat sampel akan terhenti, zatnya belampaseterisolasi padaf
tertentu, sehingga tidak menampakkan bercak.

2. Jumlah TEL yang sampai ke hepar terlalu kecil.

Hal ini dapat disebabkan oleh banyak faktor. DOHE. yang
diinjeksikan secara intraperitoneal terlalu keoieh karena itu jumlah
TEL yang sampai ke hepar juga terlalu kecil sehindglak dapat
terdeteksi pada lembar KLT

Selain itu, perlu diketahui bahwa pada injeksi apgritoneal,
makrofag yang menembus masuk ke dalam rongga eritapeal akan
mengambil liposom dalam jumlah yang besduga kenyataan bahwa
liposom secara pasif akan tertuju pada sel-selsiagistem RES . Secara
in vivo, tanpa mempertimbangkan variasi pada komponen mnamb
liposom akan berinteraksi secara khusus dengam-anggan RES, yaitu
hepar, limpa, paru, nodus limfatikus, dan sumsutang® Liposom
secara cepat ditangkap oleh sel-sel fagositik damlegdadasi dalam
lisosom?

Sedangkan jumlah TEL yang diberikan secara intrmprexal
adalah 148,819. Sebesar 148,89 TEL dalam sirkulasi akan tersebar ke
organ-organ RES, termasuk diantaranya adalah h&mdringga pada
hepar, TEL yang ada bukan dalam jumlah yang utkan detapi dalam
jumlah yang telah terbagi.

Kemudian, dari hepar mencit yang ada, hanya sekifanya yang
selanjutnya diekstraksi. Setelah itu hasil ekstraditarutkan dengan
300uL campuran kloroform-metanol 2:1, akan tetapi yaimplikasikan
pada lembar KLT adalah 2@.. Sehingga jumlah TEL yang ada semakin
terbagi dan terlalu sedikit untuk dapat terdetekshggunakan KLT.

3. Kesalahan pada injeksi peritoneal
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Faktanya, pada injeksi intraperitoneal terdapat wegkinan
kesalahan pada penempatan substrat yang diinjeksMarujuk pada
penelitian yang dilakukan oleh Arioli dan Rossi apdtkan bahwa
terdapat perbedaan dalam injeksi intraperitonedh paencit yaitu antara
prosedur yang dilakukan oleh 1 orang atau 2 ofaRpda prosedur 1
orang ditemukan 12% kesalahan penempatan menggunadeksi
intraperitoneal, sedangkan dengan prosedur 2 omsidens kesalahan
berkurang menjadi 1,2%.Pada penelitian ini dilakukan prosedur injeksi
intraperitoneal yang dilakukan oleh 2 orang sehendgharapkan dapat
meminimalisasi kemungkinan kesalahan yang ada. Adi@api, tetap saja
masih terdapat kemungkinan kesalahan sebanyak E2¥%elitian yang
dilakukan Steward dan kawan-kawan menunjukkan balklaa 150
mencit yang diinjeksi oleh orang-orang yang telanpbngalaman, pada
21 (14%) mencit menunjukkan semua atau sebagiakulumm yang
diinjeksikan berada di tempat selain rongga pee&bnl3 kasus terdapat
pada lumen lambung atau usus halus, 4 terdapat padkutan, 3 di

retroperitoneal, dan 1 terinjeksi intravaskdfar.

Adapun kemungkinan yang menyebabkan tidak adany@kdEL pada
kelompok kontrol dengan TEL vyaitu:
1. TEL telah terdegradasi ketika proses homogenasi.

Hepatosit memiliki lisosom yang di dalamnya mengamgdenzim-
enzim hidrolitik, yang mengkatalisis reaksi hidsts®?’ Reaksi ini
memecahkan molekul organik yang masuk ke dalarf’ $&hzim-enzim
pada lisosom menyerupai enzim hidrolitik pada gsistpencernaan,
sehingga lisosom juga disebut sebagai sistem pesmerintraselulat’.
Pada hepatosit, retikulum endoplasma (RE) haluspuoagai kemampuan
yang spesial. RE halus ini, pada hepatosit mempueypaim yang
berperan dalam detoksifikasi substansi-substaresi ytang masuk ke
dalam tubulf’

Liposom EPC-TEL 2,5 diberikan secanavitro pada hepar kontrol

pada saat proses homogenasi. Ketika proses honmmggrangan hepar
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dihancurkan sehingga kemungkinan enzim yang tetddgam lisosom
dan RE halus hepatosit dapat keluar dan mendegra@hsyang telah
diberikan. Akan tetapi metabolit-metabolit hasibdedasi masing-masing
mempunyai jumlah yang kecil sehingga tidak terdgtekenggunakan
KLT. Juga terdapat kemungkinan ketidaksesuaianneld@n panjang
lembar KLT sehingga bercak tidak nampak denganamtatasan yang
sama dengan yang tercantum sebelumnya.

2. Jumlah liposom EPC-TEL 2,5 yang diberikan secaraitro pada hepar
kontrolterlalu kecil.

Jumlah liposom yang diberikan secaravitro pada hepar kontrol
terlalu kecil. Jumlah TEL dalam liposom EPC-TEL 2#&ng diberikan
adalah 148,8 pg. Sehingga, tanpa mempertimbangkadedgradasi atau
tidak, TEL tidak dapat terdeteksi pada lembar KL dapat
dibandingkan dengan kalibrasi TEL dengan kadar g0@ada Lembar
KLT didapatkan gambaran bercak yang sangat halakaNdemungkinan
tidak tampaknya TEL akibat kecilnya dosis menjaanakin nyata, karena
dengan kadar yang TEL yang lebih besar (200ug) geamb bercak
tampak sangat halus, sehingga dengan kadar TEL ity kecil yang
diberikan secaran vitro (148,8 pg), bercak TEL pada lembar KLT

menjadi tidak tampak.

Jika kemungkinan-kemungkinan tidak tampaknya befCBk atau pun
metabolitnya di atas dianalisa secara keseluruligiak( terpisah) baik pada
kelompok perlakuan maupun pada kelompok kontrobdenTEL, kemungkinan
tidak tampaknya bercak TEL pada kelompok perlakkaena jumlah TEL yang
sampai ke hepar kecil disebabkan adanya distrikeigirgan selain hepar, dapat
dikatakan sangat kecil. Juga kemungkinan adanyaldfesn pada injeksi
intraperitoneal. Karena jika dibandingkan, padaokgiok kontrol dengan TEL
yang diberikan liposom secam vitro, yang tentunya akan membuat liposom
sampai ke hepar dengan jumlah yang utuh (kurang 1€60% dari yang
diberikan), bercak TELnya juga tidak terlihat. Sgjga, kemungkinannya sangat
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kecil jika alasan tidak tampaknya bercak pada kplmkrperlakuan adalah jumlah
TEL yang sampai ke hepar sangat kecil dan atauwadasalahan dalam injeksi.

Oleh karena itu, alasan yang paling besar kemuagkiya adalah TEL
terdegradasi baik pada kelompok perlakuan, maupula ontrol dengan TEL,
akan tetapi sedikitnya jumlah masing-masing metalssdhingga tidak dapat
terdeteksi menggunakan KLT.

Selain itu, ketidaksesuaian eluen dengan TEL damboétnya juga dapat
menyebabkan tidak tampaknya bercak TEL dan metaigali Pemisahan zat
menggunakan KLT terjadi karena susbtansi yang ai@isahkan memiliki
perbedaan afinitas terhadap fase diam dan fasé,gsghingga masing-masing
substansi bergerak dengan laju yang berbeda. Cdebn& itu, untuk dapat
memisahkan campuran zat dengan baik, maka kompesisn yang digunakan
harus disesuaikan dengan sifat substansi yang d@iR@ahkan> Demikian pula
pada penelitian ini, untuk memisahkan dan memumeculiercak metabolit hasil
degradasi TEL, komposisi eluen yang digunakan hdisesuaikan dengan sifat
metabolit TEL. Namun hingga saat ini produk stantlasil degradasi TEL
sebagai standar pengukuran belum tersemihjngga eluen yang ideal untuk
memisahkan metabolit TEL belum diketahtiluntuk mengetahui jenis dan
komposisi eluen yang sesuai, idealnya dilakukarcgieran KLT menggunakan
berbagai eluen yang berbeda hingga ditemukan el paling sesuai.
Percobaan untuk mengetahui eluen yang sesuaigelaliti lakukan, akan tetapi
tidak lebih dari 2 komposisi eluen dengan 3 komsentyang berbeda yaitu
kloroform-etanol 9:1, 7:3, dan 6:4, karena jumlaBLTyang tersedia untuk
pembuatan liposom pada penelitian ini terbatas.erfElWengan komposisi
kloroform-etanol 9:1 pada penelitian ini merujukdpapenelitian terdahulu
mengenai liposom EPC-TEL 2,5 oleh Purwaningsihgyasengunakan TEL dari
Sulfolobus acidocaldariusPada penelitian tersebut, bercak TEL @&uifolobus
acidocaldariusdapat terlihat jelas dan menunjukkRh0,16%® Sedangkan pada
penelitian pendahuluan yang penulis lakukan, paldld Hengan menggunakan
eluen kloroform:etanol 9:1Rf bercak TEL dariThermoplasma acidophilum
mendekati 1, bercak terletak sangat dengan dengtas fakhir elusi, sehingga

menyulitkan pembacaan bercak. Gambar berikut imungikkan perbandingan
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antara Rf bercak TEL dari Sulfolobus acidocaldariusdan TEL dari

Thermoplasma acidophilum.
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Gambar 10. Perbandingan bercak TEL. Gambar 10.A menunjukkanakeTEL
dari Sulfolobus acidocaldariusnenggunakan eluen kloroform-etanol 9:1 pada
penelitian Purwaningsih, deng&f 0,16?® Gambar 10.B menunjukkan bercak TEL
dari Thermoplasma acidophillupada penelitian ini menggunakan eluen kloroform-
etanol 9:1, dimana bercak terletak dekat dengamsbakhir elusi, sehingga
menyulitkan pembacaan.

Dari perbandingan gambar diatas dapat dipikirkdemga perbedaan sifat
kepolaran TEL dariSulfolobus acidocaldariuglan TEL dari Thermoplasma
acidophilum Dengan eluen yang sama TEL dahermoplasma acidophilum
lebih mudah terbawa oleh dibandingkan TEL d&dlfolobus acidocaldarius
Berdasarkan hasil percobaan di atas, TEL yang #&lemari Thermoplasma
acidophilumdiduga bersifat lebih non polar dibandingkan TEdri Sulfolobus
acidocaldariuskarena afinitasnya terhadap eluen kloroform-et&nblyang lebih
tinggi dibandingkan afinitas TEBulfolobus acidocaldariugerhadap eluen yang
sama, sehingga bercak TEL baru berhenti (terfixsas@ndekati batas akhir elusi.
Sedangkan kloroform sendiri lebih bersifat non pdi@andingkan dengan etanol,
kombinasi kloroform-etanol 9:1 sendiri mempunyé&tshon polar.

Percobaan eluen selanjutnya adalah dengan mergguridoroform-
etanol 7:3. Dengan eluen tersebut, bercak THiermoplasma acidophilum
terlihat lebih baik dibandingkan dengan eluen Kionm-etanol 9:1 karena bercak

terletak di bawah batas akhir elusi, meskipun peada bercak masih sulit
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dilakukan. Percobaan ini memperkuat dugaan bahwia dd&i Thermoplasma
acidophilum bersifat lebih non polar dibandingkan TEL da8ulfolobus
acidocaldarius Karena dengan meningkatkan kepolaran eluen yaéngan
menurunkan kadar klorofom dan menaikkan kadar &tarfiEL dari
Thermoplasma acidophilurafinitasnya berkurang terhadap eluen yang ditandai
dengan bercak yang lebih terletak dibawah batas ekisi dibandingkan bercak
sebelumnya yang menggunakan eluen 9:1.

Sehingga berdasarkan hasil percobaan tersebuk omendapatkan bercak
TEL yang terletak lebih jauh di bawah dari garigaBaelusi, maka dilakukan
percobaan KLT menggunakan eluen yang lebih pokity kloroform-etanol 6:4.
Dengan eluen tersebut bercak TEL kalibrasi terlieaih baik sehingga dapat
dilakukan pembacaan bercak dan pengukir&nDengan demikian komposisi
eluen yang digunakan dalam penelitian adalah kionofetanol 6:4, yang
menghasilkan bercak TEL kalibrasi dengan ratafdt®6. Namun eluen tersebut
ternyata mungkin masih belum sesuai dengan metatsoii TEL Thermoplasma
acidophilum sehingga bercak metabolit TEL tidak terlihat. déeaan
menggunakan metabolit dari TELChermoplasma acidophilumnsendiri belum
dapat dilakukan karena standar untuk metabolit TE&rmoplasma acidophilum
belum tersedia. Selain itu, metabolit TEL juga beldiketahui, sehingga sifat
kepolaran dari metabolit TEL itu sendiri juga beldiRetahui. Oleh karena itu,
juga sulit untuk memperkirakan kombinasi eluen y#ewpat itu metabolit TEL
dari Thermoplasma acidophilum.

Disamping itu, kurang panjangnya lembar KLT, mungkjuga
menyebabkan tidak tampaknya metabolit TEL pada &md.T, karena sifat
kepolaran dan jenis metabolit belum diketahui sggenmungkin saja metabolit
bersifat tidak terlalu polar sehingga belum tediispada fase diam dan masih
bergerak. Hingga ketika dihentikan, metabolit-met#ltertumpuk pada batas
akhir elusi.

Kemungkinan lainnya adalah dosis TEL yang diberitextalu kecil. Hal
ini didukung oleh kenyataan bahwa pada liposom ydibgrikanin vitro, yang
langsung mencapai hepar dalam jumlah yang utuh, tplak menampakkan

adanya bercak.
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Pada pustaka disebutkan KLT dapat mendeteksi badlaamn dengan
konsentrasi 1 — 5 ng dengan absorbsi dan 50 — d@@pgan fluoresen$l.Akan
tetapi dengan konsentrasi melebihi 5 ng, bercakhrakak terlalu tampak. Pada
kalibrasi dengan jumlah TEL 200 pg (lebih besar gang terdapat pada liposom
yang diberikan), bercak yang tampak sangat tipghirf§ga dapat dibayangkan
jika TEL yang diberikan adalah lebih kecil dari 2@, bercak akan tampak
sangat tipis atau bahkan tidak terlihat. Sehinggeamya dosis yang diberikan

terlalu kecil untuk dapat terlihat menggunakan kawwgrafi lapis tipis.
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