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ABSTRAK

Nama : Wenny Silvia Marinda
Program Studi : Farmasi
Judul : Formulasi Dan Uji Stabilitas Fisik Gel Liposom Yang Mengandung

Fraksinasi Ekstrak Metanol Kulit Manggis (Garcinia Mangostana
L.) Sebagai Antioksidan

Kulit manggis (Garcinia Mangostana L.) terbukti kaya akan kandungan xanton yang
memiliki potensi aktivitas antioksidan yang sangat tinggi terutama pada hasil
fraksinasi diklorometana. Pada penelitian ini digunakan metode peredaman DPPH
(2,2-Difenil-1-pikril hidrazil) untuk mengetahui nilai ICso dari hasil fraksinasi
diklorometana. Liposom adalah suatu sistem pembawa obat yang dapat meningkatkan
efektivitas penghantaran obat terutama pada kosmetik karena berbahan utama lipid
yang mudah terhidrasi dalam kulit. Penelitian ini bertujuan untuk memformulasi hasil
fraksinasi diklorometana kulit manggis ke dalam 4 formula liposom yang berbeda
kemudian dihitung efisiensi penjerapan berdasarkan aktivitas antioksidan supernatan
dengan metode peredaman DPPH. Selanjutnya liposom diformulasikan ke dalam gel
untuk melihat stabilitas secara fisik. Nilai ICsy dari hasil fraksinasi diklorometana
sebesar 17,47 ppm. Efisiensi penjerapan liposom diperoleh dari keempat formula
sebesar 39,89; 57,09; 64,80; dan 74,33%. Sediaan gel liposom secara fisik terbukti
stabil dalam berbagai suhu penyimpanan dan cycling test.

Kata kunci : antioksidan, DPPH, efisiensi penjerapan, fraksinasi
diklorometana, gel liposom, kulit manggis, liposom, stabilitas
fisik.

xvi+ 103 halaman  : 20 gambar; 2 tabel; 43 lampiran
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ABSTRACT

Name : Wenny Silvia Marinda
Program Study: Pharmacy
Title : Formulation And Physical Stability Test of Liposome Gel Containing

Fractionation of Methanol Extract From Mangosteen Pericarp
(Garcinia mangostana L.) As Antioxidant

The mangosteen pericarp (Garcinia mangostana L.) has been proved rich in
compounds of xanthone that have very high potential of antioxidant activity,
especially the fractionation of dichloromethane. The method was used in this study
the reduction of DPPH (2,2-Diphenyl-1-pikril hidrazil) to determine the ICs, value of
the fractionation of dichloromethane. Liposome is a drug carrier system that can
enhance the effectiveness of drug delivery, especially in cosmetics because it’s made
from the lipid that easily hydrated into the skin. The aim of this study to formulate the
fractionation of dichloromethane from mangosteen pericarp into four different
liposome formulas then the entrapment efficiency was calculated based on
antioxidant activity of the supernatant by the method of DPPH reduction.
Subsequently, the liposome was formulated into gel dosage form to know the
physical stability. ICs, values of the fractionation of dichloromethane was 17,47 ppm.
The entrapment efficiency of liposomes were obtained from the four formulas
respectively 39,89; 57,09; 64,80; and 74,33%. Liposome gel was physically proved
that stable in a wide range of temperature storage and cycling test.

Keywords . antioxidant, dichloromethane fractionation, DPPH , entrapment
efficiency, gel, liposome, mangosteen pericarp, physical stability.

xvi+ 103 pages : 20 pictures; 2 tables; 43 appendices
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Liposom adalah vesikula lipid lapis ganda atau multi lapis yang mengandung
fosfolipid dan kolesterol yang mengelilingi sebuah kompartemen berair (Swarbrick,
2007). Liposom sebagai pembawa obat yang unik karena dapat menjerap berbagai
variasi polaritas obat, yaitu obat hidrofilik dapat terjerap dalam inti kompartemen
berair sementara obat lipofilik dapat terjerap ke dalam membran lipid (Liu, 2008).
Dengan keistimewaan tersebut, formulasi liposom digunakan dalam meningkatkan
pengiriman obat herbal (Mukherjee, Venkatesh, Maiti, Mukherjee dan Saha, 2009).
Liposom sebagai pembawa bahan kosmetik memiliki keuntungan karena lipid yang
terhidrasi dengan baik dapat mengurangi kekeringan pada kulit yang merupakan
penyebab utama penuaan dan sebagian besar produk dengan pembawa liposom
adalah sediaan anti-penuaan (Lipowsky dan Sackmann, 1995). Penerapan teknologi
liposom untuk sediaan topikal telah terbukti efektif dalam penghantaran obat ke
dalam kulit (Venkateswarlu, J. Reddy, Ramesh, V. Reddy, Pravallika dan Suneetha,
2011).

Garcinia mangostana L. atau buah manggis merupakan buah tropis khas Asia
Tenggara mengandung berbagai senyawa kimia pada kulit buah yaitu derivat xanton
yang memiliki aktivitas antioksidan, antijamur, antimikroba dan potensi sitotoksik.
Hasil fraksinasi diklorometana dari ekstrak metanol kulit manggis terbukti memiliki
aktivitas antioksidan paling signifikan (Hyun-Ah, Bao-Ning, Keller, Mehta dan
Kinghorn, 2006).

Kulit mengandung banyak enzim antioksidan seperti superoksida dismutase,
katalase dan glutation peroksidase serta molekul-molekul antioksidan nonenzimatik
seperti tokoferol, koenzim Q10, askorbat dan karotenoid tetapi antioksidan jaringan
kulit sangat kurang efektif dan cenderung menurun potensinya seiring dengan usia.

Antioksidan mengurangi radikal bebas menjadi molekul yang kurang reaktif,

1 Universitas Indonesia
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sehingga menghindari dan mengurangi kerusakan oksidatif (Yaar dan Gilchrest,
2007). Penggunaan antioksidan dalam perawatan anti penuaan kulit sangat penting
untuk mencegah terjadinya kerusakan kulit lebih lanjut (Burgess, 2005).

Pada penelitian ini liposom yang mengandung fraksinasi diklorometana dari
ekstrak metanol kulit manggis diformulasikan dalam sediaan gel karena bersifat
melembabkan, memberikan efek dingin, tidak lengket dan tidak berminyak sehingga
nyaman digunakan konsumen. Selanjutnya dilakukan uji stabilitas fisik gel liposom

yang mengandung fraksinasi diklorometana dari ekstrak metanol kulit manggis.

1.2 Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan aktivitas antioksidan hasil
fraksinasi diklorometana dari ekstrak metanol kulit manggis, memformulasi liposom
yang mengandung fraksinasi diklorometana dari ekstrak metanol kulit manggis

(Garcinia mangostana 1.) dan menguji stabilitas fisik gel liposom.
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2.1

2.1.1

BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

Manggis (Garcinia mangostana L.)

Klasifikasi

Divisi : Spermatophyta

Subdivisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledone

Bangsa : Guttiferales atau Clusiales

Suku : Guttiferae (Clusiaceae)

Marga : Garcinia

Jenis : Garcinia mangostana L. (Hutapea, 1994)
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[Sumber : Dokumentasi Pribadi]

Gambar 2.1 Garcinia mangostana L.
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2.1.2 Uraian Tanaman

2.1.2.1 Nama Umum dan Daerah

Nama umum Garcinia mangostana L. di Indonesia adalah manggis. Tetapi
terdapat beragam nama daerah untuk manggis di Indonesia, yaitu: Manggoita (Aceh),
Gusteu (Gayo), Manggisto, Manggus, atau Manggusta (Sumatera Utara), Magi
(Nias), Lakopa, Malakopa (Mentawai), Manggista (Sumatera Barat), Manggusta,
Manggustan (Manado, Maluku), Manggos (Minangkabau), Manggih (Lampung),
Manggus, Manggos (Madura), Mangghis (Bali), Manggis, Manggista, Manggusta
(Bima), Manggustang (Sulawesi Utara), Manggastan (Gorontalo), Manggusta
(Makassar), Kirasa, Manggisi, Mangkosota (Bugis), Manggisi (Roti), Makis
(Halmahera Selatan), Mangustang (Halmahera Utara), Mangustang (Ternate dan
Tidore). Di negara lain manggis dikenal dengan Mangistan (Belanda), Mangoustan

(Prancis) dan Mangosteen (Inggris) (Heyne, 1987).

2.1.2.2 Morfologi

Manggis merupakan pohon berbuah yang memiliki tinggi sekitar 15 meter.
Berbatang berkayu bulat, tegak, memiliki percabangan simodial dan berwarna hijau
kotor. Berdaun tunggal dengan bentuk lonjong, ujung meruncing, pangkal yang
tumpul dan tepi rata, pertulangan menyirip, panjang daun sekitar 20 sampai 25 cm
dengan lebar 6 sampai 9 cm, tebal dan tangkai berbentuk silindris berwarna hijau.
Manggis berbunga tunggal dan berkelamin dua berada di ketiak daun dengan panjang
sekitar 1 sampai 2 cm. Buah berbentuk bulat dengan diameter 6 sampai 8 cm
berwarna cokelat keunguan. Biji bulat berwarna kuning dengan diameter 2 cm dan
dalam satu buah terdapat 5 sampai 7 biji. Berakar tunggang dengan warna putih

kecokelatan (Hutapea, 1994).

2.1.2.3 Ekologi dan Penyebaran
G.mangostana L. tumbuh baik pada iklim tropis yang bercurah hujan tinggi

per tahun dan banyak dijumpai di negara Asia Tenggara seperti Indonesia, Thailand,
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Malaysia dan Filipina, kemudian tersebar ke benua Australia, Afrika dan Amerika

(Morton, 1987).

2.1.2.4 Kandungan Kimia

Kandungan kimia kulit manggis salah satunya adalah derivat xanton. Derivat
xanton telah diisolasi dari kulit manggis yaitu a-mangostin, -mangostin, dan y-
mangostin, garsinon E, 8-deoksigartanin dan gartanin (Pedraza-Chaverri, Cardenas-

Rodriguez, Orozco-Ibarra dan Pérez-Rojas, 2008).

Keterangan : a. Inti xanton €. y-mangostin
b. o-mangostin f. Garsinon-E
c. f-mangostin g. 8-deoksigartanin
d. Gartanin

[Sumber : Pedraza-Chaverri, Cardenas-Rodriguez, Orozco-Ibarra dan Pérez-Rojas, 2008]

Gambar 2.2 Kandungan Xanton Kulit Manggis
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2.1.3 Penggunaan

Masyarakat di Asia Tenggara menggunakan kulit buah manggis (G.
mangostana L.) secara tradisional untuk pengobatan sakit perut, diare, disentri, luka
terinfeksi, nanah dan ulkus kronis. Beberapa penelitian ilmiah membuktikan bahwa
ekstrak kulit manggis memiliki manfaat sebagai antioksidan, antitumor, antialergi,
antiinflamasi, antibakteri, antifungi dan antivirus (Pedraza-Chaverri, Cérdenas-

Rodriguez, Orozco-Ibarra dan Pérez-Rojas, 2008).

2.2 Kulit

2.2.1 Definisi

Kulit adalah bagian terluas dari tubuh, terhitung lebih dari 10% dari massa
tubuh dan bagian yang paling utama berinteraksi dengan lingkungan (Walters, 2002).
Kulit tersusun dari jaringan yang tumbuh, diferensiasi dan beregenerasi (Gregoriadis,

Florence dan Patel, 1993)

2.2.2  Anatomi
Kulit terbagi menjadi tiga lapisan utama yaitu epidermis, dermis dan jaringan

subkutan (Seeley, Stephens dan Tate, 2003).
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[Sumber : Draelos, 2010]
Gambar 2.3 Struktur Kulit

2.2.2.1 Epidermis

Lapisan terluar dari kulit yang dilapisi film emulsi lipid yang memiliki pH
asam dan berperan sebagai “mantel asam” atau permukaan lipid. Epidermis terdiri
dari empat bagian yaitu stratum korneum (lapisan tanduk), stratum granulosum
(lapisan granular), stratum spinosum dan stratum germinativum (lapisan basal).
Normalnya dibutuhkan 3-4 minggu untuk replikasi epidermis dengan proses divisi
dan diferensiasi. Stratum korneum terbuat dari sel keratin yang mati dan secara
konstan terkelupas, lapisan film lipid dan stratum korneum kontak langsung dengan

lingkungan dan memungkinkan aplikasi obat secara topikal.

2.2.2.2 Dermis

Dermis berhubungan dengan epidermis pada sambungan epidermal-dermal
juction. Tebalnya satu sampai empat kali tebal epidermis, tergantung pada area tubuh.
Secara metabolisme, dermis kurang aktif dibandingkan dengan epidermis serta terdiri

dari polisakarida dan protein (kolagen dan elastin).
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Matriks ini terdiri dari saraf, pembuluh darah, folikel rambut, kelenjar sebasea
dan kelenjar keringat. Pada dermis terdapat sel mast, makrofag, melanosit, leukosit
dan sel endotelial dari pembuluh darah. Fungsi epidermis adalah menutrisi epidermis

dan menghubungkan ke jaringan subkutan.

2.2.2.3 Jaringan subkutan

Jaringan subkutan berperan sebagai pembentukan dan penyimpanan lipid.
Fungsi dari lipid subkutan adalah sebagai regulator panas dan shock absorber.
Jaringan subkutan adalah tempat metabolisme lipid dan terdiri dari syaraf serta
pembuluh darah yang menembus dermis. Pada lapisan ini juga terdapat pangkal dasar

folikel rambut dan kelenjar keringat.

2.2.3 Fisiologi

Kulit batas antara tubuh dan lingkungan eksternal, sehingga memisahkan kita
dari lingkungan eksternal tetapi juga memungkinkan kita untuk berinteraksi dengan
lingkungan eksternal. Fungsi utama kulit adalah proteksi, sensori, regulasi

temperatur, produksi vitamin D dan ekskresi (Seeley, Stephens dan Tate, 2003).

2.2.3.1 Proteksi
Kulit berperan proteksi dengan melawan abrasi dan sinar ultraviolet. Kulit
juga mencegah masuknya mikroorganisme dan mencegah dehidrasi dengan

mengurangi hilangnya air dari tubuh.

2.2.3.2 Sensori
Kulit memiliki reseptor yang dapat mendeteksi panas, dingin, sentuhan,

tekanan dan rasa sakit.

2.2.3.3 Regulasi temperatur
Temperatur tubuh diregulasi dengan mengontrol aliran darah melalui kulit dan

aktivitas kelenjar keringat.
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2.2.3.4 Produksi vitamin D
Ketika terpapar sinar ultraviolet, kulit memproduksi molekul yang dapat

ditransformasi menjadi vitamin D.

2.2.3.5 Ekskresi

Sedikit dari produk sisa dibuang melalui kulit dan dalam kelenjar sekresi.

2.2.4 Absorpsi Perkutan

Absorpsi perkutan adalah perpindahan obat dari permukaan kulit ke dalam
stratum korneum, dipengaruhi gradien konsentrasi dan difusi melalui stratum
korneum, epidermis dasar, dermis lalu menuju ke mikrosirkulasi (Beringer,
DerMarderosian, Felton, Gelone dan Gennaro, 2005). Penyerapan perkutan

melibatkan urutan berikut (Draelos, 2010):

a. Partisi molekul ke dalam stratum korneum dari fase pembawa yang
digunakan.

b. Difusi molekul melalui stratum korneum

c. Partisi dari stratum korneum ke epidermis

d. Difusi melalui epidermis dan dermis bagian atas dan serapan kapiler

Ada tiga mekanisme difusi obat pada stratum korneum yaitu (Ansel, 1989).:

a. Penetrasi transelular (menyeberangi sel).
b. Penetrasi intraselular (antarsel).
c. Penetrasi transappendageal (melalui folikel rambut, keringat dan kelenjar lipid

Faktor-faktor yang mempengaruhi absorpsi perkutan adalah sifat fisikokimia
obat, sifat pembawa dan kondisi fisiologi kulit. Dari hasil penelitian dapat

disimpulkan sebagai berikut (Ansel, 1989).:

a. Konsentrasi obat.

b. Homogenitas campuran obat dan pembawa.

c. Semakin luas area aplikasi, semakin besar absorpsi perkutan.

d. Bahan obat memiliki daya tarik fisiologi yang lebih besar dari pembawa.
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Derajat kelarutan bahan obat.
Fisikokimia pembawa.

Hidrasi kulit.

5= @ oo

Lama aplikasi meningkatkan absorpsi.

—

Waktu kontak obat dengan kulit.
j. Absorpsi lebih besar jika diaplikasikan pada stratum korneum yang tipis

daripada stratum korneum yang tebal.

2.3  Liposom

Liposom adalah vesikel mikroskopik yang tersusun dari satu atau lebih
cangkang enkapsulasi lipid sferis lapis ganda. Lapisan ganda terbentuk dari lipid
seperti kolesterol dan lesitin. Lesitin memiliki bagian molekul hidrofilik dan
hidrofobik yang memiliki kelarutan berbeda dan secara spontan membentuk lapisan
tunggal atau ganda, yang kemudian membentuk vesikel tertutup dengan adanya
larutan air. Ukuran liposom berkisar dari 0,025 pm hingga lebih dari 5 pm.
Kemampuan liposom menjerap dan mempertahankan obat secara luas serta
fleksibilitas struktur adalah elemen utama untuk mengontrol aksi obat. Efektivitas
penjerapan ditunjukkan dari volume enkapsulasi larutan air dalam lipid. Kemampuan
liposom untuk menjerap obat tergantung pada sifat fisikokimia obat, komposisi

liposom, muatan dan lingkungan air (Krowczynski, 1987).
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[Sumber : Hupfeld, Holsaeter, Skar, Frantzen dan Brandl, 2006]
Gambar 2.4 Gambar liposom unilamelar sebagai pembawa obat hidrofilik dan

lipofilik.

Sistem pengiriman obat liposom dapat meningkatkan indeks terapi,
meningkatkan bioavailabilitas, meningkatkan efektivitas dan mengurangi toksisitas

(Wang, Siahaan, dan Soltero, 2005).

2.3.1 Klasifikasi Liposom
Secara umum liposom dibagi menjadi tiga berdasarkan ukuran dan banyaknya
membran lipid ganda, yaitu liposom multilamelar, unilamelar kecil dan unilamelar

besar.

2.3.1.1 Liposom multilamelar (Multilamelar Vesicle/MLV)
Liposom multilamelar terdiri dari beberapa lapisan lipid bilayer konsentris
dengan ukuran sekitar 0,05 - 10 um (McNally dan Park, 2007). Liposom multilamelar

tersusun dari banyak lapisan lipid dan kompartemen jerapan air (Gregoriadis, 2000).
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2.3.1.2 Liposom unilamelar kecil (Small Unilamelar Vesicle/SUV)
Liposom unilamelar kecil berukuran sekitar 0,025 - 0,05 um dan terdiri dari

lapisan bilayer tunggal (McNally dan Park, 2007).

2.3.1.3 Liposom unilamelar besar (Large Unilamelar Vesicle/LUV)
Liposom unilamelar besar terdiri dari membran lipid bilayer tunggal,

ukurannya berkisar 0,2 - 2 wm lebih (McNally dan Park, 2007).

2.3.2 Metode Preparasi Liposom (Pathak dan Thassu, 2009)

2.3.2.1 Metode Hidrasi Lapis Tipis

Campuran lipid dilarutkan dalam pelarut organik seperti metanol atau
kloroform. Pelarut organik dihilangkan dibawah tekanan rendah dan liofilisasi. Lipid
lapis tipis diredispersi dalam medium berair. Banyaknya lapisan dan ukuran vesikel
dapat dikurangi dengan proses sonikasi atau ekstruksi untuk menghasilkan dispersi

yang homogen.

2.3.2.2 Evaporasi Fase Terbalik (Reverse-Phase Evaporation)
Emulsi air dalam minyak dipersiapkan dengan melarutkan fosfolipid dalam
fase organik. Fase organik kemudian dihilangkan secara perlahan dibawah tekanan

rendah. Terbentuk vesikel unilamelar besar dengan inti penjerapan berair.

2.3.2.3 Metode Injeksi Eter
Lipid dilarutkan dalam eter dan diinjeksikan ke medium berair dengan
kecepatan sangat rendah. Vesikel besar terbentuk dan dihilangkan dengan filtrasi

gel.

2.3.3 Karakterisasi dan Evaluasi Liposom
Karakterisasi dan evaluasi liposom bertujuan untuk mengetahui ukuran dan

morfologi liposom yang telah diformulasikan.
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2.3.3.1 Morfologi

Evaluasi morfologi berupa evaluasi bentuk fisik liposom dapat dilihat dan
diukur dengan mikroskop elektron seperti Scanning Electron Microscope (SEM) dan
Transmission Electron Microscope (TEM). Penggunan TEM lebih baik dalam
menggambarkan ukuran liposom dibandingkan SEM (Williams dan Vaughn, 2007).
a. SEM (Scanning Electron Microscopy)

Mikroskop elektron berperan penting dalam menampilkan partikel yang
memiliki ukuran terbatas yang tidak dapat terlihat pada mikroskop optic biasa serta
mengevaluasi bentuk ukuran dan morfologi. Pada penggunaan SEM, sampel harus
dalam keadaan kering dan penggunaan agen pengontras biasanya emas atau paladium
namun penambahan agen pengontras dapat mempengaruhi ukuran partikel.

b. TEM (Transmission Electron Microscopy)

TEM merupakan metode evaluasi ukuran dan morfologi dari nanopartikel.
Metode ini dilakukan pada keadaan sangat vakum. Tomografi TEM memiliki resolusi
yang lebih besar daripada SEM dan gambar yang dihasilkan dapat diperbesar lebih
banyak daripada gambar yang dihasilkan oleh SEM.

2.3.3.2 Distribusi Ukuran Partikel

Distribusi ukuran partikel diukur dengan menggunakan Particle Size Analyzer
berupa Laser Light Scattering. Metode Laser Light Scattering menggunakan
mekanisme difraksi cahaya, difusi cahaya atau gabungan keduanya. Kisaran ukuran
partkel yang dapat dianalisis yaitu dengan diameter 10 nm — I mm. Metode ini lebih

sederhana dan sangat efisien (Williams dan Vaughn., 2007).

2.3.3.3 Daya Jerap Obat

Untuk mendapatkan efektivitas penjerapan dari liposom yang terbentuk,
dilakukan proses pemisahan obat yang terjerap dan obat yang tidak terjerap dalam
liposom. Ada tiga cara untuk pemisahan tersebut, yaitu dengan dialisis,

ultrasentrifugasi, dan filtrasi gel (Gregoriadis, 1986).
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a. Ultrasentrifugasi

Sentrifugasi di berbagai variasi kecepatan putaran per menit dapat secara
efektif untuk pemurnian liposom dari molekul zat aktif yang tidak terikat di dalam
medium suspensi. Dua atau lebih resuspensi dan sentrifugasi biasanya menghasilkan
pemurnian yang komplit. Gaya sentrifugalnya mendorong liposom turun ke bawah
terkait dengan ukuran partikelnya menjadi bentuk terflokulasi pada dispersinya.
Untuk liposom berukuran kecil hingga medium, perlu diperhatikan kondisi
pendinginan yang diperlukan dan dibutuhkan kecepatan putaran yang relatif tinggi.
Di sisi lain, untuk liposom ukuran medium hingga besar, kecepatan putaran relatif
lebih rendah, yaitu 2000-4000 rpm. Metode ini tidak disarankan untuk liposom yang
berukuran kecil, karena memerlukan kecepatan putaran yang tinggi, yang
memerlukan energi dan biaya yang lebih mahal.
b. Dialisis

Dialisis merupakan cara yang paling sederhana dan paling banyak digunakan
secara umum, kecuali untuk senyawa makromolekuler. Teknik ini tidak kompleks,
tidak membutuhkan peralatan yang mahal dan bisa untuk skala besar.Meskipun
prosesnya lambat, dibutuhkan waktu sekitar 10-24 jam dengan penggantian minimum
sebanyak 3 kali dari medium eksternalnya, namun efektif untuk pemisahan obat yang
tidak terjerap. Evaluasi daya jerap obat dilakukan dengan menghitung zat aktif yang
terdialisis.
c. Filtrasi gel

Teknik gel permeation chromatographic biasanya digunakan secara ekstensif
untuk pemurnian liposom biasanya material biologis contohnya insulin. Teknik ini
efektif dikembangkan untuk skala laboratorium, namun teknik ini sulit dan relatif

mabhal.
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2.3.4 Pengaturan Ukuran

2.3.4.1 Sonikasi

Sonikasi adalah metode yang populer untuk preparasi liposom dari dispersi
cair fosfolipid. Unilamelar liposom yang memiliki ukuran kurang dari 100 nm dengan
mudah dihasilkan dengan tahapan ini. Ukuran dan banyaknya lamelar pada liposom
sangat penting untuk diperhatikan karena berkaitan dengan saat aplikasi. Penurunan
ukuran liposom dengan sonikasi adalah efek fisik dari gelembung gas yang terbentuk
kemudian memecah membran liposom. Hal yang mempengaruhi hasil liposom dari
sonikasi adalah kekuatan sonikasi dan frekuensi (Yamaguchi, Nomura, Matsuoka dan

Koda, 2009).

2.3.4.2 Ekstrusi

Ekstrusi liposom adalah proses pengecilan ukuran yang secara luas digunakan
dengan menekan liposom melalui filter dengan ukuran pori yang telah ditentukan
untuk menghasilkan homogenitas dan ukuran yang lebih kecil. Ukuran liposom yang
dihasilkan tergantung dari diameter pori yang digunakan. Ekstrusi biasanya
digunakan untuk menghasilkan unilamelar liposom dari multilamelar liposom yang
berukuran besar. Membran yang umum digunakan adalah membran polikarbonat

(Mui, Chow dan Hope, 2003).

2.3.4.3 Metode Ekstrusi Freeze-Thaw

Pembekuan berulang dan pencairan liposom dapat menimbulkan gangguan
fisik pada membran liposom akibat adanya kristal es yang terbentuk selama waktu
pembekuan yang kemudian memecah multilamelar kemudian membentuk ukuran
yang lebih kecil. Kecepatan pendinginan, ukuran liposom dan komponen fosfolipid

mempengaruhi proses kristalisasi (Castile dan Taylor, 1999).
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2.3.5 Stabilitas Liposom

Formulasi liposom harus memiliki stabilitas yang adekuat dalam periode
waktu preparasi sampai penggunaan. Stabilitas liposom meliputi stabilitas kimia dari
material penyusun (lipid dan obat) dan stabilitas fisika dari materi yang dijerap dan
parameter ukuran. Stabilitas liposom meliputi stabilitas fisik dan stabilitas kimia

(Gregoriadis, 1986).

2.3.5.1 Stabilitas Kimia

Komponen lipid dari sistem liposom dapat mengalami berbagai degradasi
selama penyimpanan. Fosfolipid jenuh dan tidak jenuh dapat mengalami hidrolisis
dalam media air yang menghasilkan lisofosfolipid dan asam lemak. Hidrolisis
berkurang pada pH 6,5. Efek dari degradasi ini memungkinkan terjadinya kebocoran

obat yang terjerap dan toksisitas liposom.

2.3.5.2 Stabilitas Fisik

Liposom secara fisik dapat tidak stabil selama penyimpanan akibat dari
kebocoran obat yang terjerap ke dalam media atau terjadinya agregasi dari liposom
menjadi ukuran yang lebih besar. Peningkatan ukuran dan kebocoran obat dalam
masa penyimpanan tergantung dari lingkungan antara komponen lipid dan obat yang
dijerap. Kestabilan ukuran liposom multilamelar lebih stabil dibandingkan liposom

unilamelar.

2.3.6 Bahan Utama Liposom

Berbagai lipid dan amfifilik lainnya merupakan bahan utama pembentuk
liposom, amfifilik diperlukan sebagai penyusun lapis ganda liposom. Amfifilik yang
paling sering digunakan dalam preparasi liposom untuk sediaan farmasetika adalah
fosfolipid dan spingolipid. Pemilihan lipid penyusun liposom berdasarkan profil
permeabilitas, muatan dan hidrofilisitas (Barenholz dan Crommelin, 1994).

Fosfolipid yang banyak digunakan pada aplikasi farmasetika dibagi menjadi

empat kelompok yaitu fosfolipid dari sumber alam, fosfolipid dari sumber alam yang
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termodifikasi, fosfolipid semisintetik dan fosfolipid sintetik (Barenholz dan

Crommelin, 1994).

2.3.6.1 Fosfolipid Dari Sumber Alam

Ada dua sumber utama yaitu telur yang menghasilkan fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin ~ dan  sfingomielin, = sedangkan kedelai menghasilkan
fosfatidilinositol. Fosfatidilkolin yang berasal dari telur menyerupai derivat fosfolipid
hewan yang memiliki rantai asil jenuh pada posisi 1 dan rantai utama tak jenuh pada
posisi 2. Sedangkan fosfatidilkolin turunan dari kedelai memiliki rantai asil tak jenuh
pada posisi 1 dan 2 dengan asam linoleat sebagai komponen utama asil. Fosfolipid
dari kedua sumber memiliki berbagai tingkat kemurnian dari berbagai sumber

komersil.

2.3.6.2 Fosfolipid Dari Sumber Alam yang Termodifikasi

Fosfolipid dari sumber alam yang termodifikasi secara kimia baik sebagian
maupun keseluruhan terhidrogenasi untuk menurunkan tingkat ketidakjenuhan. Hal
ini dapat meningkatkan resistensi terhadap peroksidase. Misalnya pada kepala polar
dapat dimodifikasi dengan bantuan enzim fosfolipase D untuk mengkonversi

fosfatidilkolin menjadi fosfatidilgliserol, fosfatidiletanolamin dan fosfatidilserin.

2.3.6.3 Fosfolipid Semisintetik
Pada fosfolipid semisintetik rantai asil dihilangkan dari fosfolipid dari sumber

alam dan secara kimia diganti dengan rantai asil yang diinginkan.

2.3.6.4 Fosfolipid Sintetik

Komponen ini diperoleh dengan cara reaksi kimiawi.
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2.3.7 Fosfatidilkolin

a. Rumus Kimia

Ll
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[Sumber : Rowe, Sheskey, dan Quinn, 2009]
Gambar 2.5 Rumus Kimia Fosfatidilkolin

b. Sinonim

Egg lecithin, soybean lecithin, vegetable lecithin.
a3 Keterangan

Fosfolipid adalah molekul amfifilik komponen utama membran sel bersifat
amfifilik sehingga dapat mengasosiasikan senyawa hidrofilik dan hidrofobik.
Fosfolipid dapat membentuk berbagai struktur misalnya misel dan liposom dengan
ukuran yang variatif. Fosfolipid dapat bersifat anionik, kationik dan netral (Rowe,

Sheskey, dan Quinn, 2009).

2.3.8 Kolesterol

a. Rumus Kimia

H,
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[Sumber : Rowe, Sheskey, dan Quinn, 2009]

Gambar 2.6 Rumus Kimia Kolesterol
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b. Sinonim

Kolesterin, kolesterolum.
C. Keterangan

Kolesterol merupakan eksipien non-toksik dan non-iritan yang diperoleh dari
organ hewan dan berisi kolestanol dan sterol jenuh lainnya (Rowe, Sheskey, dan

Quinn, 2009).

24 Kosmetik

Kosmetik berasal dari bahasa Yunani yaitu kosmein yang berarti berhias.
Kosmetik dapat terbuat dari bahan alam maupun sintetis dengan tujuan untuk
meningkatkan kecantikan (Wasitaatmadja, 1997).

Definisi Kosmetik Kemenkes No. 445/Menkes/Permenkes/1998 adalah:
“Kosmetik adalah sediaan atau panduan bahan yang siap untuk digunakan pada
bagian luat badan (epidermis, rambut, kuku, bibir dan organ kelamin bagian luar),
gigi dan rongga mulut untuk membersihkan, menambah daya tarik, mengubah
penampakan, melindungi supaya tetap dalam keadaan baik, memperbaiki bau badan
tetapi tidak dimaksudkan untuk mengobati atau menyembuhkan suatu penyakit”

(Tranggono dan Latifah, 2007).

25  Gel

Gel atau disebut juga jeli, merupakan sistem semipadat terdiri dari suspensi
yang dibuat dari partikel anorganik kecil atau molekul organik besar terpenetrasi oleh
suatu cairan. Jika massa gel terdiri dari jaringan partikel kecil yang terpisah, gel
digolongkan sebagai sistem dua fase (misalnya gel aluminium hidroksida). Gel fase
tunggal terdiri dari makromolekul organik yang tersebar serba sama dalam suatu
cairan sedemikian hingga tidak terlihat adanya ikatan antara molekul makro yang
terdispersi dalam cairan. Gel fase tunggal dapat dibuat dari makromolekul sintetik

(misalnya karbomer) atau dari gom alam (misalnya tragakan). Gel dapat digunakan
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untuk obat yang diberikan secara topikal atau dimasukkan ke dalam lubang tubuh
(Farmakope Indonesia Edisi IV, 1995).

Ketidakstabilan gel adalah keluarnya fase pelarut dari sediaan gel atau yang
disebut sineresis. Sineresis dapat diturunkan dengan penambahan elektrolit, glukosa

atau dengan meningkatkan konsentrasi polimer (Attwood dan Florence, 2008).

2.5.1 Bahan Gel

2.5.1.1 Karbopol

a. Rumus Kimia

e W

fam
JIOY

[Sumber : Rowe, Sheskey, dan Quinn, 2009]

) —— () —— e T

Gambar 2.7 Rumus Kimia Unit Monomer Asam Akrilat dalam Polimer Karbomer

b. Sinonim

Akripol, polimer asam akrilat, carbomera, karboksi polimetilen, asam
poliakrilat, polimer karboksivinil.
C. Keterangan

Karbopol atau karbomer digunakan pada formulasi farmasetika sediaan likuid
dan semisolid sebagai modifikator reologi. Kehadiran garam kationik dapat
mempercepat tingkat pelepasan obat dan mengurangi sifat bioadhesif. Inkompatibel

dengan garam kationik, fenol, asam kuat dan ekeltrolit. Adanya logam seperti besi
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dapat mengkatalisis degradasi karbomer. Kadar karbopol yang digunakan sebagai
agen pembentuk gel 0,5-2,0%.

2.5.1.2 Metilparaben

a. Rumus Kimia

o OCHa

ir
"'\.&_

OH

[Sumber : Rowe, Sheskey, dan Quinn, 2009]

Gambar 2.8 Rumus Kimia Metilparaben

b. Sinonim

Metilis parahidroksibenzoas, metil p-hidroksibenzoat, metil parasept, nipagin.
C. Keterangan

Metilparaben digunakan secara luas sebagai pengawet antimikroba dalam
kosmetik, produk makanan dan formulasi farmasetika. Metilparaben dapat digunakan
secara tunggal ataupun dikombinasikan dengan paraben lain dan agen antimikroba
lain. Metilparaben adalah pengawet antimikroba yang paling banyak digunakan
dalam kosmetik. Paraben efektif pada kisaran pH yang luas dan memiliki aktivitas
antimikroba spektrum luas, meskipun paling efektif terhadap ragi dan kapang. Untuk
sediaan topikal kadar metilparaben 0,02-0,3%.

Universitas Indonesia

Formulasi dan..., Wenny Silvia Marinda, FMIPA Ul, 2012



22

2.5.1.3 Propilenglikol

a. Rumus Kimia

OH

)\/U H
H5G

[Sumber : Rowe, Sheskey, dan Quinn, 2009]

Gambar 2.9 Rumus Kimia Propilenglikol

b. Sinonim

1,2-Dihidroksipropan, 2-hidroksipropanol, metil etilen glikol, metil glikol,
propan-1,2-diol, propyleneglycolum.
c. Keterangan

Propilenglikol secara luas digunakan sebagai pelarut, humektan dan pengawet
pada sediaan formulasi farmasetika parenteral dan nonparenteral. Penggunaan

propilenglikol untuk humektan sediaan topikal maksimal 15%.

2.5.1.4 Natrium Metabisulfit

a. Rumus Kimia
Na28205
b. Sinonim

Disodium disulfit, disodium pirosulfit, garam disodium, natrii disulfis; natrii
metabisulfis
C. Keterangan

Natrium metabisulfit digunakan sebagai antioksidan pada sediaan farmasetika
topikal, oral dan parenteral dengan konsentrasi 0,01-1,0% b/v. Natrium metabisulfit
juga memiliki aktivitas antimikroba yang lebih besar pada suasana asam (Rowe,

Sheskey, dan Quinn, 2009).
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2.6 Sinar Matahari

Daerah tropis banyak memperoleh sinar matahari dibandingkan belahan bumi
lainnya, memperbesar risiko kerusakan kulit akibat pancaran sinar ultra violet (UV)
dari sinar matahari. Sinar matahari tampak (visible light) yang panjang gelombangnya
berkisar antara 400-800 nm tidak berpotensi untuk merusak kulit, tetapi sinar infra
merah (infra red = IR) yang panjang gelombangnya berkisar antara 1300-1700 nm
sebanyak 40% bagiannya mencapai bumi dan berpengaruh terhadap proses
photoaging (penuaan yang disebabkan oleh sinar matahari). Gabungan antara sinar IR
dengan UV-B akan menyebabkan kerusakan dermis (dermal elastosis) dan berbagai
kerusakan kulit. Sinar matahari yang pada umumnya menyebabkan warna kemerahan
(eritema), mempermudah timbulnya kerusakan kulit karena sifat sinar matahari
merangsang pembelahan sel epidernis secara tidak teratur (Misnadiarly, 2006).

Sinar UV yang mempengaruhi kehidupan biologis mempunyai panjang
gelombang antara 250-400 nm, terdiri dari beberapa segmen, yaitu segmen UV-A,
UV-B dan UV-C.

2.6.1 Segmen UV-A

Segmen UV-A memiliki panjang gelombang 320-400 nm, merupakan segmen
sinar UV yang paling banyak mencapai bumi sekitar 100 kali UV-B, tetapi kekuatan
lebih lemah dibandingkan dengan UV-B 1:1000. Segmen UV-A masuk ke dalam
dermis kemudian menyebabkan kerusakan jaringan dermis sehingga mempercepat
proses penuaan, menyebabkan reaksi fotosensitivitas dan bersama UV-B berperan
dalam proses keganasan kulit (Misnadiarly, 2006). Sinar UV-A memiliki Minimal
Erythemal Dose (MED) antara 50.000-60.000 mJ/cm? (De Polo, 1998).

2.6.2 Segmen UV-B

Segmen UV-B memiliki panjang gelombang antara 290-320 nm, merupakan
sinar terkuat yang mencapai bumi. Kerusakan kulit yang ditimbulkan pada bagian
bawah epidermis. Kerusakan yang disebabkan dapat berupa luka bakar (sunburn),

kelainan pra-kanker dan kerusakan. Lapisan ozon mengabsorpsi 90% segmen UV-B
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terutama pada panjang gelombang 290-300 nm (Misnadiarly, 2006). Sinar UV-B
memiliki Minimal Ervythemal Dose (MED) antara 20-35 mlJ/cm? (De Polo, 1998).

2.6.3 Segmen UV-C

Segmen UV-C memiliki panjang gelombang antara 200-290 nm, merupakan
sinar terkuat yang diabsorpsi oleh lapisan ozon sehingga tidak mencapai permukaan
bumi. Tetapi dengan adanya kebocoran lapisan ozon saat ini dan penurunannya
sebanyak 8% setiap dekade, maka sinar UV-C dapat mencapai bumi dan sangat
membahayakan lingkungan. Pembentukan radikal bebas intrasel yang reaktif akan

mempercepat proses kerusakan dan penuaan kulit (Misnadiarly, 2006).

2.7  Photoaging

Photoaging adalah bentuk utama kerusakan kulit akibat paparan sinar
matahari, frekuensi terjadi lebih sering dibandingkan dengan kanker kulit. Paparan
UV kronis menghasilkan penuaan dini kulit yang disebut premature skin aging,
ditandai dengan kerutan halus dan kasar pada kulit, dispigmentasi, warna memucat,
perubahan tekstur, kehilangan elastisitas dan premalignant actinic keratoses (Draelos,
2010).

Sebagian besar tanda-tanda klinis disebabkan oleh perubahan dermal.
Gangguan pigmen seperti keratosis seboroik, lentigines, dan hiperpigmentasi
merupakan karakteristik dari perubahan epidermis. Kehilangan fibril kolagen jaringan
ikat interstisial dan akumulasi dari ketidakteraturan elastin jaringan ikat menyebabkan
solar elastosis yang merupakan karakteristik kondisi kulit yang mengalami
photoaging (Draelos, 2010). Masalah penuaan menjadi lebih kompleks dan berat
pada kasus di mana kulit telah kehilangan fungsi sebagai pelindung mekanis (Barel,

Paye dan Maibach, 2009).
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2.7.1 Mekanisme Photoaging

Kolagen adalah salah satu komponen utama dari kulit manusia yang
mempengaruhi kekuatan dan elastisitas kulit. Fibroblas dermis memproduksi molekul
prekursor yang disebut prokolagen kemudian diubah menjadi kolagen. Ada dua
regulator penting dari produksi kolagen yaitu transforming growth factor (TGF)-$
dan protein activator (AP-1). Kolagen di kulit mengalami pergantian dan perbaikan
secara terus-menerus dengan TGF-$ dan AP-1 berperan penting. TGF-B merupakan
sitokin yang merangsang produksi kolagen sedangkan AP-1 adalah faktor transkripsi
yang menghambat produksi kolagen dan memicu pemecahan kolagen dengan
meningkatkan enzim yang disebut matrix metalloproteinase (MMP) (Helfrich, Sachs,
dan Voorhees, 2008).

Ketika kulit terkena sinar matahari, radiasi UV diserap oleh molekul-molekul
kulit yang dapat menghasilkan senyawa berbahaya yang disebut Reactive Oxygen
Species (ROS) kemudian menyebabkan kerusakan oksidatif pada komponen seluler
seperti dinding sel, membran lipid, mitokondria, dan DNA. Radiasi UV memicu
pembentukan ROS dan menginduksi AP-1 yang menyebabkan produksi MMP
meningkat, sehingga peningkatan penghancuran kolagen. Selain itu, radiasi sinar UV
menyebabkan penurunan ekspresi dari (TGF)-B2, salah satu bagian dari TGF-p.
Padahal peranan TGF-f meningkatkan pembentukan kolagen, sehingga penurunan
TGF-B menyebabkan penurunan produksi kolagen. Peningkatan kerusakan dan
penurunan produksi kolagen adalah penyebab terjadinya photoaging (Helfrich, Sachs,
dan Voorhees, 2008).

2.8 Radikal Bebas dan Antioksidan

Radikal bebas adalah molekul atau atom yang memiliki elektron tidak
berpasangan sehingga bersifat lebih reaktif dibanding dengan molekul atau atom yang
memiliki elektron yang lengkap. Karena molekul atau atom berusaha untuk mencapai
keadaan stabilitas maksimum, radikal bebas akan mencoba untuk mengisi kulit

terluarnya dengan mengambil elektron dari molekul lain. Ketika molekul atau atom
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target kehilangan elektron sehingga berubah menjadi radikal bebas kemudian harus
mengambil elektron dari target lain agar menjadi stabil. Jadi, reaksi berantai ini
menyebabkan kerusakan yang cukup besar untuk protein seluler, lipid, membran, dan
DNA. Sebagian besar radikal bebas dalam sistem biologis adalah turunan dari
oksigen. Radikal oksigen yang paling umum di dalam tubuh adalah anion superoksida
dan radikal hidroksil (Draelos, 2010).

Antioksidan adalah sebuah molekul yang dapat mencegah oksidasi molekul
lain. Berperan penting dalam melindungi sel dari kerusakan dengan kemampuan
memblokir proses kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh radikal bebas.
Antioksidan melindungi sel dari kerusakan radikal bebas dengan menyumbangkan
elektron ke radikal bebas sehingga menstabilkan dan menghentikan reaksi berantai,
atau dengan menerima satu elektron tidak berpasangan bertujuan untuk menstabilkan
radikal bebas dan mencegah kerusakan protein, DNA, dan lipid. Dengan
menyumbangkan elektron kepada radikal bebas untuk menghentikan reaksi berantai,
antioksidan itu sendiri berubah menjadi radikal bebas. Meski demikian, reaktivitas
dari antioksidan tidak sereaktif radikal bebas sehingga tidak berbahaya dan dapat

dinetralkan dengan antioksidan lain (Draelos, 2010).

2.9 Pengukuran Aktivitas Antioksidan dengan Metode Peredaman DPPH

(2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil)

Sebuah metode cepat, sederhana dan murah untuk mengukur kapasitas
antioksidan dari suatu sampel dengan menggunakan radikal bebas, 2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH). DPPH secara luas digunakan untuk menguji kemampuan
sampel untuk bertindak sebagai free radical scavenger atau donor hidrogen dan untuk
mengevaluasi aktivitas antioksidan dari suatu sampel. Metode DPPH dapat digunakan
untuk sampel padat atau cair dan tidak spesifik untuk setiap komponen antioksidan
tertentu, tetapi berlaku untuk kapasitas antioksidan keseluruhan sampel (Prakash,

Rigelhof dan Miller, n.d.).
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Larutan DPPH dicampurkan dengan senyawa donor atom hidrogen
menyebabkan warna ungu dari DPPH berkurang menjadi kuning pucat. Serapan
tersebut diukur dengan spektrofotometer UV Vis pada A 517 nm. Reaksi dasar DPPH
yang diwakilkan sebagai Z¢ dan AH sebagai donor hidrogen sedangkan ZH sebagai
bentuk tereduksi dan A« sebagai radikal bebas adalah (Molyneux, 2003):

Zs + AH =ZH + Ae @2.1)

2.10 Spektrofotometer UV-Vis

Spektrum UV-Vis merupakan hasil interaksi antara radiasi elektromagnetik
(REM) dengan molekul. REM merupakan bentuk energi radiasi yang mempunyai
sifat gelombang dan partikel (foton). Karena bersifat sebagai gelombang maka
beberapa parameter perlu diketahui, misalnya panjang gelombang (X), frekuensi (v),

bilangan gelombang (v) dan serapan (A) (Harmita, 2006).

Spektrofotometer UV-Vis digunakan terutama untuk analisa kuantitatif, tetapi
dapat juga untuk analisa kualitatif. Untuk analisa kualitatif yang diperhatikan adalah:
a. Membandingkan A maksimum.

b. Membandingkan serapan (A), daya serap (a), E}Z"m
c. Membandingkan spektrum serapannya.
Untuk analisa kuantitatif dilakukan langkah-langkah sebagai berikut:
a. Pembuatan spektrum serapan dari zat murni atau standar.
b. Pembuatan kurva kalibrasi dari zat murni atau standar yang diukur pada A
maksimum.

Pembuatan spektrum serapan bertujuan untuk memperoleh panjang
gelombang maksimum dari senyawa tersebut dari konsentrasi yang biasa digunakan
antara 5-10 ppm (ug/mL). Faktor-faktor yang mempengaruhi spektrum serapan antara

lain jenis pelarut (polar atau nonpolar), pH larutan, kadar larutan, tebal larutan dan

lebar celah (Harmita, 2006)
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Penetapan kadar dilakukan pada A maksimum dengan alasan sebagai berikut

(Harmita, 2006):

a. Pada A maksimum diperoleh serapan maksimum, dimana perubahan serapan
karena konsentrasi juga maksimum, sehingga menghasilkan kepekaan dan
keakuratan yang lebih tinggi.

b. Pada pita panjang gelombang maksimum ini, daya serap juga relatif konstan,
sehingga diperoleh kurva kalibrasi yang linier.

c. Pada A maksimum bentuk serapan pada umumnya landai, sehingga kesalahan

penempatan atau pembacaan A dapat diabaikan.
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BAB 3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Lokasi dan Waktu Penelitian

Laboratorium Penelitian Farmasi Fisika, Laboratorium Farmasetika,
Laboratorium Fitokimia, Laboratorium Bioavailabilitas dan Bioekivalensi, serta
Laboratorium Kimia Farmasi Analisis Kuantitatif Fakultas Farmasi, Universitas
Indonesia, Depok dan Laboratorium Kultur Jaringan, Fakultas Kedokteran dan Ilmu
Kesehatan, Universitas Islam Negeri Syarif Hidayatullah, Ciputat yang berlangsung
dari bulan Februari 2012 hingga Mei 2012.

3.2 Alat

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah rotavapor (Hahn Shin
HS-2005S-N), spektrofotometer UV-Vis (Shimadzu UV-1601, Jepang), pH-meter
(Eutech Instrument pH 510, Singapura), mikroskop konvokal (Olympus Fluoview
FV1000), kamera digital (Canon IXUS), timbangan analitik (Sartorius), pengaduk
magnetik (IKA® C-MAG HS 7), homogenizer (Multimix, Malaysia), viskometer
Brookfield (Brookfield, USA), sonikator (Branson 3200), vortex (As One),
refrigerator (Toshiba), penetrometer (Herzoo, Jerman), ultrasentrifugator (Hitachi
Himac CP100WX, Jepang), tube sealer (Hitachi STF2, Jepang), TEM (JEOL JEM

1400), oven (Memmert, Jerman), termometer dan alat-alat gelas.

3.3 Bahan

3.3.1 Bahan Liposom

Ekstrak metanol kulit buah manggis G. mangostana L. (Balittro, Indonesia),

fosfatidilkolin 60% (Sigma Aldrich, Singapura), kolesterol (Sigma Aldrich,
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Singapura), gas nitrogen, kloroform (Mallincrodt, Indonesia), kalium
dihidrogenfosfat (Brataco Chemical, Indonesia), natrium hidroksida (Brataco
Chemical, Indonesia), aquademineralisata (Brataco Chemical, Indonesia) dan tween

80 (Brataco Chemical, Indonesia).

3.3.2 Bahan Gel

Metilparaben (Brataco Chemical, Indonesia), karbopol 940 (Tristar Chemical,
Indonesia), propilen glikol (Brataco Chemical, Indonesia), natrium hidroksida
(Brataco Chemical, Indonesia), natrium metabisulfit (Brataco Chemical, Indonesia)

dan aquademineralisata (Brataco Chemical, Indonesia).

3.3.3 Pereaksi Kimia
DPPH (Wako, Jepang), metanol p.a (Mallincrodt, Indonesia), vitamin C
(Brataco Chemical, Indonesia), n-heksana p.a (Mallincrodt, Indonesia) dan

diklorometana p.a (Mallincrodt, Indonesia).

3.4  CaraKerja

3.4.1 Persiapan Simplisia

Kulit manggis diiris tipis-tipis dan dikeringkan pada udara terbuka selama 7
hari. Setelah kulit manggis kering, dihaluskan menjadi serbuk sehingga diperoleh
serbuk (Hyun-Ah, Bao-Ning, Keller, Mehta dan Kinghorn, 2006).

3.4.2 Ekstraksi Simplisia Kulit Manggis Secara Maserasi dengan Metanol

Serbuk kulit manggis dimaserasi dengan 500 mL metanol sebanyak tiga kali,
masing-masing selama tiga hari pada suhu ruang kemudian diuapkan dalam
evaporator pada suhu 50°C menghasilkan ekstrak kental metanol (Hyun-Ah, Bao-
Ning, Keller, Mehta dan Kinghorn, 2006).
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3.4.3 Fraksinasi Ekstrak Metanol Kulit Manggis

Ekstrak kental metanol kulit manggis ditambahkan aquadestilata sebanyak
500 mL untuk memperoleh larutan cair kemudian dipartisi dengan 400 mL n-heksana
p.a sebanyak tiga kali kemudian dipartisi dengan 400 mL diklorometana p.a sebanyak
dua kali. Hasil fraksinasi diklorometana dikeringkan sampai semua pelarut hilang dan
dihasilkan serbuk hasil fraksi diklorometana (Hyun-Ah, Bao-Ning, Keller, Mehta dan
Kinghorn, 2006).

3.4.4 Uji Pendahuluan Aktivitas Antioksidan Serbuk Fraksinasi Diklorometana
Kulit Manggis Terhadap DPPH (2,2-Difenil-1-pikril hidrazil) dengan KLT.

Uji ini dilakukan pada serbuk hasil fraksinasi diklorometana untuk
mengetahui aktivitas antioksidan secara kualitatif. Terlebih dahulu dibuat larutan
sampel dan larutan kontrol yaitu vitamin C, larutan sampel dibuat dengan melarutkan
serbuk fraksinasi diklorometana sebanyak 10 mg dalam 20,0 mL metanol p.a dan
vitamin C 10 mg dalam 20,0 mL metanol p.a. Kedua larutan ditotolkan pada lempeng

KLT. Kemudian disemprot dengan larutan DPPH 100 ppm.

3.4.5 Uji Aktivitas Antioksidan Serbuk Fraksinasi Diklorometana Kulit Manggis
Terhadap Metode DPPH (2,2-Difenil-1-pikril hidrazil)

3.4.5.1 Penentuan Panjang Gelombang DPPH

DPPH ditimbang sebanyak 5,0 mg kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur
50 mL lalu cukupkan volumenya hingga 50,0 mL dengan metanol pa diperoleh
konsentrasi sebesar 100 ppm. Selanjutnya ditentukan spektrum serapannya pada
panjang gelombang 400 nm hingga 800 nm serta ditentukan panjang gelombang

optimumnya (Zarena, Sulaiman dan Sankar, 2009).

3.4.5.2 Penyiapan Larutan Fraksinasi Diklorometana Kulit Manggis
Untuk uji aktivitas antioksidan serbuk fraksinasi diklorometana ditimbang

sebanyak 50,0 mg dilarutkan dengan metanol p.a ad. 50 mL untuk membuat
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konsentrasi induk sebesar 1000 ppm. Selanjutnya diambil 10 mL larutan sampel dan
dimasukan ke dalam labu ukur ukuran 100 mL, ditambahkan metanol p.a sampai
tanda batas untuk membuat konsentrasi sebesar 100 ppm. Disiapkan enam buah labu
ukur dengan ukuran beragam yaitu empat buah labu ukur 10,0 mL, satu buah labu
ukur 20,0 mL dan satu buah labu ukur 25,0 mL. Larutan sampel dipipet dengan
sejumlah volume tertentu yaitu 1,0; 2,0; 4,0 dan 5,0 mL, ditambahkan metanol p.a
sampai dengan tanda batas sehingga dihasilkan larutan sampel dengan beberapa

konsentrasi yaitu 1, 5, 10,16, 20 dan 25 ppm.

3.4.5.3 Pembuatan Blanko Positif Vitamin C

Blanko positif digunakan vitamin C yang ditimbang sebanyak 50,0 mg
dilarutkan dengan metanol p.a ad. 50,0 mL untuk membuat konsentrasi larutan induk
sebesar 1000 ppm selanjutnya dipipet 10,0 mL dimasukkan ke dalam labu ukur 100,0
mL sehingga diperoleh konsentrasi 100 ppm. Kemudian disiapkan enam buah labu
ukur dengan ukuran 10,0 mL. Pipet dengan volume 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 dan 6,0 ml
sehingga diperoleh konsentrasi 1, 2, 3, 4, 5 dan 6 ppm.

3.4.5.4 Pembuatan Larutan DPPH 100 ppm

DPPH ditimbang sebanyak 5,0 mg kemudian masukkan ke dalam labu ukur
50,0 mL lalu dicukupkan volumenya hingga 50,0 mL dengan metanol p.a diperoleh
DPPH konsentrasi 100 ppm.

3.4.5.5 Pengujian Aktivitas Antioksidan Fraksinasi Diklorometana Kulit Manggis
Larutan uji dibuat dengan cara 3 mL dari masing-masing konsentrasi
ditambahkan 1 mL DPPH 100 ppm. Campuran dikocok selama 20 detik kemudian
larutan uji dan blanko diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Vitamin C
digunakan sebagai kontrol positif. Uji antioksidan dilakukan dengan metode DPPH
dan pengukuran serapan menggunakan spektrofotometer UV Vis. Serapan atau

absorbansi larutan uji diukur pada panjang gelombang maksimum. Dari data
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absorbansi yang didapat kemudian dihitung persentase inhibisi serbuk fraksinasi

diklorometan terhadap radikal bebas DPPH.

serapan kontrol - serapan sampel

Persentase inhibisi = x 100% 3.1

serapan kontrol

3.4.5.6 Pengujian Aktivitas Antioksidan Blanko Positif Vitamin C

Larutan uji dibuat dengan cara 3 mL dari masing-masing konsentrasi
ditambahkan 1 mL DPPH 100 ppm. Campuran dikocok selama 20 detik kemudian
larutan uji dan blanko diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Vitamin C
digunakan sebagai kontrol positif. Uji antioksidan dilakukan dengan metode DPPH
dan pengukuran serapan menggunakan spektrofotometer UV Vis. Serapan atau
absorbansi larutan uji diukur pada panjang gelombang maksimum. Dari data
absorbansi yang didapat kemudian dihitung persentase inhibisi serbuk fraksinasi

diklorometan terhadap radikal bebas DPPH dengan rumus 3.1.

3.4.6 Pembuatan Larutan Dapar Fosfat pH 7,4

Larutan dapar fosfat dibuat dengan dicampurkan 50 mL kalium dihidrogen
fosfat 0,2 M dengan 42,80 mL natrium hidroksida 0,2 N di dalam labu ukur 200,0
mL, kemudian dicukupkan volumenya sedikit demi sedkit dengan aquademineralisata
bebas CO; hingga 200 mL. Sebelumnya, kalium dihidrogen fosfat 0,2 M dibuat
dengan menimbang 1,3609 gram serbuk kalium dihidrogen fosfat,di larutkan dengan
aquades bebas CO; di dalam labu ukur 250,0 mL, dan dicukupkan volumenya sedikit
demi sedikit hingga batas labu ukur. Untuk pembuatan natrium hidroksida 0,2 N,
natrium hidroksida ditimbang sebanyak 8,0 gram, kemudian dilarutkan dalam 1000
mL aquademineralisata bebas CO, (Departemen Kesehatan Republik Indonesia,

1979).
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3.4.7 Pembuatan Liposom Mengandung Fraksinasi Diklorometana Ekstrak Metanol
Kulit Manggis dengan Metode Hidrasi Lapis Tipis
Pada penelitian ini dibuat empat formulasi liposom dengan perbandingan

fosfatidilkolin yang berbeda seperti yang tertera pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Formulasi Liposom Fraksinasi Diklorometana

Formulasi Formulasi Formulasi Formulasi
Bahan I II 111 v
(3:1) (4:1) (5:1) (6:1)
Fraksinasi
diklorometana kulit 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg
manggis
Egg
Phosphatidilcholine 260 mg 345 mg 430 mg 515 mg
60%
Kolesterol 43 mg 43 mg 43 mg 43 mg
Kloroform 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL
Dapar fosfat pH 7,4 19,4 mL 19,4 mL 19,4 mL 19,4 mL
Tween 80 0,6 mL 0,6 mL 0,6 mL 0,6 mL

Keempat formula tersebut dibuat dengan metode hidrasi lapis tipis. Fraksinasi
diklorometana, fosfolipid dan kolesterol ditimbang, lalu semua bahan tersebut
dicampur dan dilarutkan dalam 20 mL kloroform. Larutan tersebut selanjutnya
dievaporasi dengan rotary evaporator untuk menghilangkan pelarut organik selama 1
sampai 2 jam pada suhu 40°C dengan kecepatan 150 rpm dalam kondisi vakum. Labu
bulat kemudian dilepaskan dari rotary evaporator lalu dialiri dengan gas nitrogen,
didiamkan selama 24 jam dengan mulut labu tertutup. Tahapan selanjutnya dihidrasi
dengan campuran dapar fosfat pH 7,4 dan tween 80 sebanyak 20 mL. Labu diletakkan
pada rotary evaporator suhu 40°C tidak vakum dengan kecepatan 50 sampai 150 rpm
serta dengan bantuan glass beads agar mudah terkelupas (Saputra, 2011). Hasil
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suspensi tersebut dipindahkan dari rotary evaporator kemudian didiamkan hingga
dingin pada suhu 4°C. Setelah dingin didiamkan selama 48 jam untuk selanjutnya

tahapan pengecilan ukuran (Mitkari, Korde, Mahdik dan Kokare, 2010).

3.4.7.1 Penyeragaman Ukuran Liposom Secara Sonikasi
Liposom yang telah menjerap serbuk fraksi diklorometan kemudian disonikasi
selama 20 menit dalam sonikator dengan tujuan untuk memperkecil ukuran liposom

dan menyeragamkan ukuran (Yamaguchi, Nomura, Matsuoka dan Koda, 2009).

3.4.7.2 Evaluasi Liposom Yang Mengandung Fraksinasi Diklorometana
a. Morfologi bentuk vesikel

Morfologi karakteristik dan ukuran liposom dilihat dengan TEM
(Transmission Electron Microscope) atau mikroskop elektron transmisi dan ukuran
partikel dalam hamburan cahaya statis sistem selama solubilisasi liposom
(Chetanachan, et al. 2008). Tahapan pengerjaan TEM adalah dengan meneteskan
sampel pada carbon coated cooper grid sebanyak satu tetes lalu dikeringkan pada
suhu ruang, setelah kering dianalisa dengan TEM.
b. Distribusi ukuran partikel liposom

Penctapan distribusi ukuran partikel dideterminasi menggunakan metode /ight
scattering (pemendaran cahaya) dengan alat particle size analyzer (PSA) pada suhu
25°C. Larutan aquadest dimasukkan ke dalam fluid tank sebagai baseline, kemudian
sampel dimasukkan ke dalam fluid tank tetes demi tetes hingga kosentrasi yang
mencukupi, setelah itu akan terukur ukuran partikel globul-globul liposom.
Pengukuran distribusi ukuran partikel dilakukan baik untuk liposom sebelum sonikasi

maupun setelah sonikasi.

3.4.7.3 Pemurnian Liposom
Liposom disentrifugasi dengan ultrasentrifugator untuk memisahkan zat aktif
yang terjerap dan tidak terjerap pada kecepatan 30.000 rpm selama 30 menit dengan

temperatur 4°C dalam keadaan vakum. Melalui proses ultrasentrifugasi terbentuk
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pemisahan antara supernatan dan presipitat. Presipitat liposom disimpan dalam vial
kemudian diletakkan di lemari pendingin sedangkan supernatan diuji aktivitas
antioksidan dengan metode peredaman DPPH untuk mengetahui presentase

penjerapan.

3.4.7.4 Penentuan Aktivitas Antioksidan Supernatan Metode Peredaman DPPH dari
Formulasi Liposom

Supernatan tiap formulasi direaksikan dengan DPPH (2,2-Difenil-1-
pikrilhidrazil), semakin besar aktivitas supernatan maka semakin kecil penjerapan
liposom.
a. Pembuatan Larutan DPPH 100 ppm

DPPH ditimbang sebanyak 5,0 mg kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur
50,0 mL lalu cukupkan volumenya hingga 50,0 mL dengan metanol p.a. Sehingga
diperoleh konsentrasi 100 ppm.
b. Penentuan Panjang Gelombang DPPH

DPPH ditimbang sebanyak 5,0 mg kemudian dimasukkan ke dalam labu ukur
50,0 mL lalu cukupkan volumenya hingga 50,0 mL dengan metanol p.a diperoleh
konsentrasi sebesar 100 ppm. Selanjutnya ditentukan spektrum serapannya pada
panjang gelombang 400 hingga 800 nm serta ditentukan panjang gelombang
optimumnya yaitu A 517 nm.
C. Penyiapan Larutan Sampel

Untuk uji aktivitas antioksidan supernatan dipipet 1,0 ml lalu ditambahkan
metanol p.a dalam labu ukur 25,0 mL untuk membuat konsentrasi induk sebesar 100
ppm. Kemudian disiapkan lima buah labu ukur 10,0 mL dan satu buah 20,0 mL,
larutan sampel dipipet dengan sejumlah volume tertentu yaitu 1,0 mL; 2,0 mL; 3,0
mL dan 5,0 mL, ditambahkan metanol p.a sampai dengan tanda batas sehingga
dihasilkan larutan sampel dengan beberapa konsentrasi yaitu 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm,

15 ppm, 20 ppm dan 30 ppm.
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d. Pengujian Aktivitas Antioksidan Supernatan

Larutan uji dibuat dengan cara 3 mL dari masing-masing konsentrasi
ditambahkan 1 mL DPPH 100 ppm. Campuran dikocok selama 20 detik kemudian
larutan uji dan blanko diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit. Uji antioksidan
dilakukan dengan metode peredaman DPPH dan pengukuran serapan menggunakan
spektrofotometer UV Vis. Serapan atau absorbansi larutan uji diukur pada panjang
gelombang maksimum A 517 nm. Dari data absorbansi yang didapat kemudian
dihitung persentase inhibisi supernatan terhadap radikal bebas DPPH dengan rumus

3.1.

3.4.7.5 Efisiensi Penjerapan Liposom Mengandung Fraksinasi Diklorometana Ekstrak
Metanol Kulit Manggis

Liposom yang telah dimurnikan dengan ultrasentrifugasi pada kecepatan
30.000 rpm selama 30 menit menghasilkan presipitat dan supernatan. Supernatan
diambil menggunakan syringe kemudian diletakkan dalam vial. Supernatan tersebut
diuji aktivitas antioksidan dengan metode peredaman DPPH untuk mengetahui nilai
ICsp dari masing-masing supernatan dari empat formula liposom. Setelah diperoleh
nilai ICs, lalu dibandingkan dengan ICs, serbuk hasil fraksinasi diklorometana untuk

mengetahui persentase aktivitas antioksidan.

P IC50 Fraksinasi Diklorometana
Persentase Inhibisi Supernatan = x 100% (3.2)
IC50 Supernatan

Setelah diperoleh persentase aktivitas antioksidan supernatan maka dihitung
persentase aktivitas antioksidan presipitat yang mewakili efisiensi penjerapan
liposom. Semakin kecil persentase aktivitas antioksidan supernatan maka semakin
besar persentase aktivitas antioksidan pada presipitat yang artinya persentase

penjerapannya semakin besar.

Efisiensi Penjerapan = 100% - Persentase Inhibisi Supernatan 3.3)
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3.4.8 Pembuatan Sediaan Gel
Formulasi gel yang dibuat pada penelitian ini tertera pada Tabel 3.2.
Penggunaan gelling agent sebesar 1% dipilith karena menghasilkan gel dengan

viskositas yang tidak terlalu tinggi setelah dilakukan orientasi penggunaan gelling

agent sebesar 0,7; 0,8; 0,9; 1; 2 dan 3%.

Tabel 3.2 Formulasi Gel
Bahan Formulasi Fungsi
Liposom 1,0% Zat Aktif
Karbopol 940 1,0% Gelling agent
Propilenglikol 10,0% Humektan
Metilparaben 0,1% Pengawet
Natrium Metabisulfit 0,8% Antioksidan
NaOH qs pH adjustment
Aquadestilata Bebas CO, Ad 100% Pelarut

Setelah semua bahan ditimbang, karbopol 940 dicampurkan dalam
aquademineralisata bebas CO; selama semalaman sampai karbomer terbasahi, metil
paraben dilarutkan dalam propilenglikol dan NaOH dan natrium metabisulfit
dilarutkan dalam sisa aquademineralisata bebas CO,. Larutan NaOH, natrium
metabisulfit, metil paraben dan propilenglikol dimasukkan ke dalam larutan karbopol
940 yang sudah mengental. Selanjutnya dilakukan homogenisasi dengan homogenizer

kecepatan sekitar 1000 rpm yang ditingkatkan secara bertahap.

3.4.9 Penggabungan Formulasi Liposom Ke Dalam Formula Gel
Setelah basis gel jadi, liposom dimasukkan ke dalam basis gel dengan
pengadukan perlahan menggunakan homogenizer dengan kecepatan pengadukan

sekitar 500 rpm selama 30 menit.
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3.5 Evaluasi

3.5.1 Evaluasi Sediaan Gel
Evaluasi sediaan gel yaitu pengamatan organoleptis, pemeriksaan
homogenitas, pengukuran pH, penentuan viskositas dan sifat alir dan pemeriksaan

konsistensi.

3.5.1.1 Pengamatan Organoleptis
Sediaan diamati terjadinya pemisahan fase (sineresis) atau tidak, bau serta

perubahan warna.

3.5.1.2 Pemeriksaan Homogenitas
Sediaan diletakkan di antara dua kaca objek lalu diperhatikan adanya partikel-

partikel kasar atau ketidakhomogenan di bawah cahaya.

3.5.1.3 Pengukuran pH
pH diukur dengan menggunakan pH meter yang dikalibrasi dengan dapar
standar pH 4 dan pH 7. Pengukuran pH dilakukan pada suhu ruang.

3.5.1.4 Penentuan Viskositas dan Sifat Alir

Pengukuran viskositas dilakukan dengan viskometer Brookfield. Gel liposom
dituang ke dalam wadah beaker glass, selanjutmya dipasang spindel. Kemudian
spindel diturunkan ke dalam sediaan hingga batas yang ditentukan. Pengukuran
dilakukan dengan viskometer Brookfield dengan kecepatan diatur mulai dari 0,5;2; 4;
10 dan 20 rpm, lalu dibalik dari 20; 10; 4; 2 dan 0,5 rpm. Masing-masing pengukuran
dengan perbedaan rpm dibaca skalanya ketika jarum merah yang bergerah telah
stabil. Data yang diperoleh diplotkan terhadap tekanan geser (dyne/cm?) dan
kecepatan geser (/sec). Pemeriksaan viskositas dilakukan pada minggu ke-0 dan

minggu ke-4 dengan penyimpanan pada suhu kamar.
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3.5.1.5 Pemeriksaan Konsistensi

Sediaan yang akan diperiksa dimasukkan ke dalam wadah khusus dan
diletakkan pada meja penetrometer. Peralatan diatur hingga ujung kerucut tepat
menyentuh permukaan gel. Batang pendorong dilepas dengan mendorong tombol
start. Angka penetrasi dibaca 5 detik setelah kerucut menembus sediaan. Dari
pengukuran konsistensi dengan penetrometer akan diperoleh yield value. Pemeriksaan
konsistensi dilakukan pada minggu ke-0 dan minggu ke-4 dengan penyimpanan pada

suhu kamar.

3.5.2 Uji Stabilitas
Uji stabilitas sediaan gel terdiri dari metode cycling test, penyimpanan suhu

rendah, suhu kamar dan suhu tinggi (Djajadisastra, 2002).

3.5.2.1 Metode Cycling Test

Sampel gel disimpan pada suhu 44+2°C selama 24 jam, lalu dipindahkan ke
dalam oven yang bersuhu 40+2°C selama 24 jam (satu siklus). Uji dilakukan
sebanyak 6 siklus atau selama 12 hari kemudian diamati adanya pemisahan fase. Pada

setiap tahapan dilakukan pemeriksaan adanya sineresis.

3.5.2.2 Suhu Rendah (4+2°C)
Sampel gel disimpan pada suhu rendah (4+2°C) selama 4 minggu, kemudian
dilakukan pengamatan organoleptis (perubahan warna, bau, dan homogenitas),

pengukuran pH setiap minggu serta dilakukan pemeriksaan adanya sineresis.

3.5.2.3 Suhu Kamar (27+2°C)

Sampel gel disimpan pada suhu kamar (27+2°C) selama 4 minggu, kemudian
dilakukan pengamatan organoleptis (perubahan warna, bau, dan homogenitas),
pengukuran pH setiap minggu. Pengukuran viskositas dan konsistensi dilakukan pada

minggu ke-0 dan ke-4 serta dilakukan pemeriksaan adanya sineresis.
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3.5.2.4 Suhu Tinggi (40+2°C)
Sampel gel disimpan pada suhu tinggi (40+2°C) selama 4 minggu, kemudian
dilakukan pengamatan organoleptis (perubahan warna, bau, dan homogenitas),

pengukuran pH setiap minggu serta dilakukan pemeriksaan adanya sineresis.

3.5.3 Pengukuran Distribusi Ukuran Vesikel Liposom Dalam Gel
Dilakukan pengukuran distribusi ukuran vesikel liposom dalam gel dilakukan
dengan PSA (Particle Size Analizer) yang bertujuan untuk melihat perubahan ukuran

vesikel yang dialami liposom ketika dimasukkan dalam gel.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Fraksinasi Ekstrak Metanol Kulit Manggis

Tahapan pertama dalam penelitian ini adalah melakukan fraksinasi dengan
pelarut n-heksana dan diklorometana dari ekstrak metanol kulit manggis
menggunakan corong pisah. Tujuan dari fraksinasi menggunakan pelarut polaritas
yang berbeda untuk menghasilkan senyawa aktif yang lebih spesifik berdasarkan
kelarutannya. Fraksi diklorometana dari ekstrak metanol kulit manggis diketahui
memiliki aktivitas antioksidan yang paling tinggi karena mengandung xanton yang
dominan (Hyun-Ah, Bao-Ning, Keller, Mehta dan Kinghorn, 2006).

Ekstrak kental metanol kulit manggis, dapat dilihat pada Gambar 4.1,
ditambahkan aquadestilata sebanyak 500 mL untuk mengurangi kekentalan larutan
ekstrak dimana ekstrak metanol larut didalam air, kemudian dipartisi dengan
penambahan 400 mL n-heksana p.a dan dilakukan pengulangan selama tiga kali yang
dimaksudkan agar memperoleh zat aktif yang lebih banyak. Pada partisi ini terbentuk
dua lapisan larutan yaitu antara n-heksana pada bagian atas dan metanol-air pada
bagian bawah. Partisi n-heksana menarik senyawa non polar sedangkan partisi
metanol-air menarik senyawa polar. Hasil fraksinasi n-heksana dipisahkan, kemudian
dipartisi dengan penambahan 400 mL diklorometana p.a dengan pengulangan
sebanyak dua kali. Pada tahapan partisi terbentuk dua lapisan larutan yaitu
diklorometana pada bagian bawah dan n-heksana pada bagian atas. Larutan fraksi
diklorometana ditampung dalam cawan penguap dan ditutup dengan alumunium foil
kemudian didiamkan selama dua hari dalam lemari asam sampai semua pelarut
diklorometana menguap dan dihasilkan lapisan kering.

Penghilangan pelarut dilakukan dengan cara membiarkan pelarut menguap
secara alami bukan dengan menggunakan rotavapor tujuannya agar tidak merusak
senyawa yang bersifat antioksidan dalam serbuk fraksi, jika menggunakan rotavapor

maka dilakukan pemanasan pada penangas air memungkinkan terjadinya penurunan
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aktivitas antioksidan hasil fraksinasi. Lapisan kering dari fraksi diklorometana
digerus untuk memperoleh serbuk kuning, hasil dapat dilihat pada Gambar 4.2.
Secara keseluruhan dari ekstrak kental metanol sebanyak 150 mL atau seberat 256,8

gram dihasilkan serbuk kuning fraksinasi diklorometana seberat 48,5 gram.

Gambar 4.1 Ekstrak Metanol Kulit Manggis

Gambar 4.2. Hasil fraksinasi diklorometana sebelum digerus (a) dan setelah

digerus (b).

4.2 Uji Pendahuluan Aktivitas Antioksidan Serbuk Fraksi Diklorometana
Kulit Manggis Terhadap DPPH (2,2-Difenil-1-pikril hidrazil) dengan KLT
Setelah diperoleh serbuk hasil fraksinasi diklorometana kemudian dilakukan

uji pendahuluan aktivitas antioksidan secara kualitatif dengan metode peredaman

Universitas Indonesia
Formulasi dan..., Wenny Silvia Marinda, FMIPA Ul, 2012



44

DPPH pada lempeng KLT. Terlebih dahulu dibuat larutan sampel dan larutan kontrol
dengan konsentrasi yang sama, larutan sampel dibuat dengan melarutkan serbuk
fraksinasi diklorometana sebanyak 10 mg dalam 20,0 mL metanol pa sedangkan
larutan kontrol dibuat dengan menimbang vitamin C sebanyak 10 mg dalam 20,0 mL
metanol pa. Kedua larutan ditotolkan pada lempeng KL T masing-masing dua totolan.
Kemudian lempeng KLT disemprot dengan larutan DPPH konsentrasi 100 ppm.

Diperoleh daerah penghambatan berupa lingkaran berwarna kuning pada
totolan sampel sedangkan pada totolan kontrol yaitu vitamin C dihasilkan daerah
penghambatan berupa lingkaran berwarna putih pada lempeng KLT yang
menunjukkan bahwa sampel tersebut memiliki aktivitas antioksidan secara kualitatif
dengan meredam radikal DPPH yang berwarna ungu. Hasil dapat dilihat pada
Gambar 4.3.

Gambar 4.3. Uji pendahuluan aktivitas antioksidan serbuk fraksinasi diklorometana

(a dan b) dengan vitamin C sebagai blanko positif (¢ dan d).

4.3 Uji Aktivitas Antioksidan Serbuk Fraksi Diklorometana Kulit Manggis
dengan Metode Peredaman DPPH (2,2-Difenil-1-pikril hidrazil)

Metode peredaman DPPH (2,2-Difenil-1-pikril hidrazil) banyak digunakan
untuk menentukan aktivitas antioksidan suatu sampel dengan kemampuan meredam
radikal bebas DPPH. DPPH memiliki satu elektron bebas sehingga membuatnya
bersifat radikal dan tidak stabil, dengan adanya sampel yang memiliki aktivitas

antioksidan maka akan mendonorkan satu atom hidrogen sehingga meredam sifat
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radikal DPPH menjadi non radikal. Peredaman ini ditandai dengan adanya perubahan
warna yaitu dari warna ungu menjadi kekuningan, perubahan warna ini dideteksi

dengan spektrofotometer UV-Vis pada A maksimum (Molyneux, 2003).

4.3.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH

Panjang gelombang yang diperoleh untuk pengukuran aktivitas antioksidan
dengan metode peredaman DPPH konsentrasi 100 ppm adalah 517 nm yang
merupakan A maksimum pada spektrum serapan. Berdasarkan hasil orientasi,
diperoleh perbandingan larutan sampel dengan pelarut untuk memperoleh nilai
absorbansi antara 0,2-0,8 yaitu dengan perbandingan 3 : 1, hasil spektrum serapan

dapat dilihat pada Lampiran 1.

4.3.2 Nilai ICsy Serbuk Fraksinasi Diklorometana Kulit Manggis

Pengujian aktivitas antioksidan dengan metode peredaman DPPH
menghasilkan nilai 1Csy (Inhibition Concentration 50%) yaitu nilai konsentrasi
penghambatan untuk meredam 50% radikal DPPH. Nilai ICso dihasilkan dari
persamaan regresi persentase inhibisi beberapa konsentrasi sampel yang telah dibuat.
Pada persamaan regresi y = a + bx nilai y digantikan dengan 50 setelah itu dicari nilai
x yang merupakan nilai ICs,. Semakin kecil nilai ICsy maka semakin kuat potensi
aktivitas antioksidan senyawa tersebut (Molyneux, 2003).

Tahapan pertama yang dilakukan vyaitu melarutkan serbuk fraksi
diklorometana dalam metanol untuk menghasilkan konsentrasi larutan induk 1000
ppm kemudian diencerkan sampai diperoleh enam konsentrasi yang berbeda yaitu 1,
5, 10, 16, 20 dan 25 ppm. Kemudian masing-masing konsentrasi dipipet sebanyak 3
mL dan ditambahkan metanol sebanyak 1 mL. Hasil dari orientasi yaitu ketika
konsentrasi sampel dinaikkan lebih dari 25 ppm diperoleh absorbansi dibawah 0,2
sehingga disimpulkan bahwa konsentrasi sampel tidak lebih dari 25 ppm. Hal ini
dikarenakan saat konsentrasi lebih dari 25 ppm menghasilkan larutan berwarna
kuning yang menunjukkan radikal DPPH yang berwarna ungu hampir seluruhnya

telah tereduksi sehingga absorbansinya menurun.
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Hasil uji aktivitas antioksidan serbuk fraksinasi diklorometana dari ekstrak
metanol kulit manggis (G.mangostana L.) dengan metode peredaman DPPH,
diperoleh nilai ICsy sebesar 17,47 ppm yang dibandingkan dengan blanko positif
yaitu vitamin C dapat dilihat perhitungan pada Lampiran 16 dan kurva linearitas pada
Lampiran 2 sedangkan perhitungan hasil fraksinasi diklorometana dapat dilihat pada
Lampiran 3 dan kurva linearitas pada Lampiran 17. Hal ini menunjukkan bahwa
serbuk fraksi diklorometana memiliki potensi aktivitas antioksidan yang sangat kuat.
Potensi antioksidan ini berasal dari xanton yang banyak terkandung pada kulit buah

manggis (Hyun-Ah, Bao-Ning, Keller, Mehta dan Kinghorn, 2006).

4.4 Pembuatan Liposom

Pada penelitian ini dibuat empat formula liposom dengan perbandingan
fosfatidilkolin terhadap kolesterol yang berbeda berdasarkan perhitungan molaritas.
Hal ini ditujukan untuk melihat pengaruh jumlah kandungan fosfatidilkolin terhadap
persentase penjerapan sechingga diperoleh formula yang terbaik. Metode yang
digunakan untuk membuat liposom yaitu hidrasi lapis tipis yang merupakan metode
paling umum digunakan dalam pembuatan liposom. Ada dua tahapan yang dilakukan
pada metode ini yaitu pembentukan lapisan tipis dan proses hidrasi dengan dapar
fostat dikombinasikan dengan tween 80.

Berdasarkan percobaan pendahuluan diperoleh kondisi optimum dalam
pembuatan liposom yang baik dengan proses pembuatan lapis tipis kecepatan
rotavapor diatur mulai dari 50 rpm sampai 150 rpm, hal ini disesuaikan agar
pembentukan lapis tipis lebih merata. Suhu yang digunakan untuk pembuatan
liposom adalah 40°C, suhu ini digunakan untuk menjaga kandungan antioksidan di
dalam zat aktif yaitu serbuk fraksi diklorometana. Pada uji pendahuluan digunakan
suhu 60°C tetapi dihasilkan suspensi liposom yang berwarna kecokelatan, diduga zat
aktif tidak stabil pada suhu yang tinggi.

Tahapan pertama yang dilakukan dalam pembuatan lapis tipis liposom yaitu

melarutkan bahan pembentuk liposom dan zat aktif serbuk fraksinasi diklorometana
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secara bersamaan dalam kloroform. Serbuk fraksinasi diklorometana dilarutkan
dalam kloroform karena tidak larut dalam air tetapi mudah larut dalam pelarut
organik. Kondisi vakum diperlukan dalam proses pembuatan lapis tipis liposom yang
baik karena berperan mempercepat penguapan pelarut, tetapi pompa vakum tidak
dinyalakan secara terus-menerus agar kloroform tidak cepat habis menguap. Lapis
tipis harus terbentuk merata agar pada saat proses hidrasi permukaan lipid yang
kontak dengan dapar fosfat pH 7,4 lebih luas sehingga mempengaruhi terbentuknya
vesikel-vesikel liposom yang bersifat spontan dan lapis tipis mudah terkelupas. Untuk
membentuk lapis tipis yang merata, kecepatan rotavapor ditingkatkan secara bertahap
dimulai dari 50 rpm sampai 150 rpm. Lapis tipis selanjutnya dialiri gas nitrogen yang
bersifat inert secara merata untuk mencegah lipid teroksidasi dan disimpan pada suhu
dingin selama 24 jam agar menyempurnakan penguapan kloroform sehingga tidak
mengganggu proses hidrasi.

Pada proses hidrasi ditambahkan tween 80 sebanyak 3% sebagai agen
pembasah ke dalam pelarut dapar fosfat pH 7,4 agar dapat menurunkan sudut kontak
pada serbuk fraksinasi diklorometana terhadap pelarut yaitu dapar fosfat pH 7.,4.
Tanpa ditambahkan tween 80 sebanyak 3% maka dihasilkan suspensi liposom yang
buruk yaitu berupa lapisan-lapisan lemak yang tidak homogen. Hal ini menunjukkan
bahwa serbuk fraksinasi diklorometana memiliki sudut kontak yang besar sehingga
sulit terbasahi pelarut. Oleh karena itu, diperlukan surfaktan agar dapat menurunkan
sudut kontak serbuk fraksinasi terhadap pelarut dengan menurunkan tegangan
permukaan sehingga serbuk fraksinasi dapat terbasahi.

Penambahan tween sebanyak 3% dalam formulasi liposom menghasilkan
suspensi liposom yang homogen dan baik, selain itu peranan surfaktan nonionik yaitu
tween 80 dalam liposom dapat menstabilkan lapisan lipid bilayer dan mengurangi
rigiditasnya menjadi lebih fleksibel sehingga meningkatkan penetrasi pada kulit
untuk penggunaan topikal dibandingkan dengan liposom tanpa surfaktan (Badran,
Shalaby, dan Al-Omrani, 2011).

Pada proses hidrasi lipid lapis tipis dilakukan dalam keadaan tidak vakum dan

dibantu dengan glass beads agar membantu pengelupasan dan membuat suspensi
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liposom lebih homogen. Setelah diperoleh suspensi liposom yang homogen kemudian
disimpan dalam lemari pendingin selama 24 jam untuk menyempurnakan
pembentukan globul-globul liposom.

Secara fisik hasil yang diperoleh yaitu suspensi homogen berwarna kuning
muda dan tidak ada perbedaan warna pada keempat formula dikarenakan jumlah zat
aktif yang ditambahkan adalah sama serta memiliki bau khas fosfatidilkolin, karena
yang digunakan adalah fosfatidilkolin terbuat dari telur sehingga bau suspensi
liposom seperti bau telur. Gambar keempat formula liposom dapat dilihat pada

Lampiran 4.

4.5 Penyeragaman Distribusi Ukuran Vesikel dan Pemurnian Liposom

Setelah diperoleh suspensi liposom selanjutnya dilakukan penyeragaman
distribusi ukuran liposom yaitu dengan proses sonikasi menggunakan ultrasonikator
selama 20 menit untuk memperoleh distribusi ukuran yang lebih seragam. Ukuran
vesikel liposom diukur dengan Particle Size Analizer (PSA) sedangkan proses
pemurnian dilakukan dengan ultrasentifugasi kecepatan 30.000 rpm pada suhu 4°C
selama 30 menit untuk memisahkan antara supernatan dan presipitat.

Pada percobaan pendahuluan untuk memurnikan liposom dengan proses
sentrifugasi, telah dicoba berbagai rpm kurang dari 15.000 rpm tetapi tidak dapat
memisahkan presipitat dan supernatan dengan baik sehingga diperlukan rpm yang
lebih tinggi. Hal ini disebabkan karena ukuran liposom berupa nano sehingga
diperlukan gaya lebih besar untuk memisahkan liposom dengan pelarutnya. Semakin
besar rpm dalam proses sentrifugasi menghasilkan gaya yang besar pula.

Pemurnian yang baik ditandai dengan terlihat jelas pemisahan antara presipitat
dan supernatan yang jernih. Supernatan yang jernih berarti mengandung zat aktif
tidak terjerap, selanjutnya dilakukan pengukuran persentase penjerapan. Jika
supernatan tampak keruh berarti masih ada liposom di dalam supernatan, hal ini akan
mempengaruhi hasil perhitungan menjadi tidak akurat. Pada tahapan ultrasentrifugasi

dilaksanakan dalam keadaan vakum agar membantu proses pemisahan antara
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presipitat dan supernatan lebih sempurna. Hasil pemurnian keempat formula liposom

dapat dilihat pada Lampiran 5 dan supernatan pada Lampiran 6.

4.6 Evaluasi Liposom Yang Mengandung Fraksinasi Diklorometana

4.6.1 Distribusi Ukuran Vesikel Liposom

Semua formula liposom dilakukan tahapan sonikasi kemudian dilihat
distribusi ukuran vesikel dengan Particle Size Analizer (PSA) dan dibandingkan
dengan liposom sebelum disonikasi untuk melihat pengaruh sonikasi terhadap ukuran
dan homogenitas vesikel liposom.

Pada formulasi pertama dan kedua, distribusi ukuran liposom sebelum
sonikasi memiliki ukuran beragam dan besar yang ditunjukkan dengan adanya tiga
peak pada hasil PSA. Setelah dilakukan tahapan sonikasi, distribusi ukuran liposom
lebih seragam dibandingkan sebelum sonikasi dan ukuran liposom menjadi lebih
kecil tetapi belum homogen yang ditunjukkan dengan masih adanya beberapa peak
pada hasil PSA.

Pada formulasi ketiga distribusi ukuran liposom sebelum sonikasi memiliki
ukuran yang beragam dan besar, tetapi setelah disonikasi selama 20 menit
menunjukkan penurunan ukuran liposom menjadi lebih kecil tetapi belum homogen.
Sedangkan pada formulasi keempat distribusi vesikel menjadi homogen walaupun
ukuran vesikel liposom meningkat sedikit yang kemungkinan disebabkan adanya
agregasi karena partikel yang berukuran nano memiliki kecenderungan untuk
beragregasi.

Perbedaan hasil keseragaman distribusi ukuran liposom antara keempat
formula disebabkan oleh jumLah kandungan fosfatidilkolin, semakin besar
kandungan fosfatidilkolin maka liposom semakin mudah homogen dan ukuran
semakin kecil. Formula empat memiliki distribusi yang paling homogen dengan

ukuran 552,8 nm sehingga dipilih sebagai formula terbaik. Hasil PSA formula empat
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dapat dilihat pada Lampiran 7 dan Lampiran 8. Hal ini menunjukkan bahwa tahapan

sonikasi terbukti dapat menyeragamkan distribusi ukuran vesikel liposom.

4.6.2 Morfologi Bentuk Vesikel

Formula empat dipilih untuk evaluasi morfologi vesikel liposom dilihat
dengan mikroskop konvokal dan TEM (Transmission Electron Microscope).
Penggunaan evaluasi morfologi vesikel liposom dapat pula dilakukan dengan SEM
(Scanning Electron Microscope) tetapi pada pengukuran dengan SEM, sediaan yang
akan dianalisa harus dalam keadaan kering sehingga suspensi liposom harus
dikeringkan terlebih dahulu dengan metode freeze dry. Hal yang dikhawatirkan dari
tahapan ini adalah pecahnya vesikel liposom akibat tekanan vakum pada saat proses
freeze dry. Pada percobaan pendahuluan dilakukan pengukuran vesikel liposom
menggunakan SEM dan dilakukan freeze dry untuk pengeringan sampel. Hasil yang
diperoleh tidak memperlihatkan adanya vesikel-vesikel liposom, hal ini disebabkan
pecahnya vesikel-vesikel liposom akibat tekanan vakum saat proses freeze dry.
Sehingga metode pengukuran vesikel liposom dengan SEM kurang efektif.

Penggunaan mikroskop konvokal dengan perbesaran maksimum 4000x
diharapkan dapat melihat lamelar liposom tetapi karena keterbatasan spesifikasi alat
yang digunakan hanya mampu mendeteksi partikel berukuran minimal 400 nm
sehingga hanya tampak seperti bulatan kecil dengan lingkaran putih didalamnya yang

diduga sebagai lamelar liposom.
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Gambar 4.4 Hasil Mikroskop Konvokal Perbesaran 4000x

Hasil mikroskop konvokal diperkuat dengan hasil evaluasi menggunakan
TEM (Transmission Electron Microscope) perbesaran 10.000, 20.000, 40.000 dan
80.000 kali. Terlihat bentuk vesikel bulat dengan ukuran bervariasi dan tampak
adanya agregat liposom, hal ini diduga terjadi agregasi antara masing-masing globul
liposom, karena partikel berukuran nano memiliki kecenderungan untuk beragregasi
sehingga akan membentuk ukuran partikel yang lebih besar (Kendall dan Kosseva,
2006). Tetapi secara fisik, morfologi liposom ini memiliki bentuk yang baik

meskipun lamelar tidak terlihat. Hasil dapat dilihat pada Gambar 4.4.
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P 4

Keterangan : a. Morfologi liposom perbesaran 80.000x
b. Morfologi liposom perbesaran 40.000x
c. Morfologi liposom perbesaran 20.000x
d. Morfologi liposom perbesaran 10.000x

Gambar 4.5 Hasil TEM

4.7  Uji Aktivitas Antioksidan Supernatan Terhadap DPPH (2,2-Difenil-1-
pikril hidrazil)

4.7.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DPPH (2,2-Difenil-1-pikril
hidrazil)

Panjang gelombang yang digunakan untuk pengukuran aktivitas antioksidan
metode peredaman DPPH konsentrasi 100 ppm adalah 517 nm dengan perbandingan
DPPH dan pelarut sebesar 3 : 1 yang diperoleh dari hasil orientasi.
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4.7.2 Nilai ICsy Supernatan Dari Keempat Formula Liposom

Hasil ICsy keempat formula memiliki hasil yang berbeda dan semakin
menurun sesuai dengan peningkatan jumlah fosfatidilkolin, hal ini disebabkan
perbedaan penjerapan zat aktif pada tiap formula liposom. Formula pertama memiliki
supernatan dengan aktivitas antioksidan paling tinggi sedangkan formula keempat
memiliki aktivitas antioksidan paling rendah. Hasil ICs, supernatan dari formula satu
sampai empat berturut-turut adalah 60,11; 42,91; 35,20 dan 25,67% perhitungan
lengkap dapat dilihat pada Lampiran 19, 20, 21 dan 22. Hal ini menunjukkan bahwa
formula pertama memiliki persentase penjerapan paling rendah diantara formula yang
lain dan formula keempat memiliki persentase penjerapan paling tinggi. Formula
keempat memiliki persentase penjerapan yang paling tinggi karena mengandung
fosfatidilkolin yang paling banyak diantara formula yang lain. Semakin besar
kandungan fosfatidilkolin maka penjerapan akan semakin besar karena fosfatidilkolin
berperan sebagai media untuk menjerap zat aktif (Venkateswarlu, J. Reddy, Ramesh,

V. Reddy, Pravallika dan Suneetha, 2011).
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Gambar 4.6 Diagram Persentase Inhibisi Supernatan Keempat Formula Liposom
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4.8  Efisiensi Penjerapan Liposom

Efisiensi penjerapan liposom dihitung berdasarkan nilai ICsy supernatan, hasil
yang diperoleh dari formula satu sampai empat berturut-turut sebesar 39,89; 57,09;
64,80; dan 74,33%. Semakin rendah ICsy supernatan maka semakin besar persentase
penjerapannya, karena semakin rendah aktivitas antioksidan supernatan menunjukkan
kandungan zat aktif yang terjerap pada liposom lebih besar. Hasil dapat dilihat pada

Lampiran 30.
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Gambar 4.7 Diagram Efisiensi Penjerapan Obat Keempat Formula Liposom

4.9 Pembuatan Gel Liposom

Dalam pembuatan gel liposom digunakan gelling agent yaitu karbomer yang
merupakan polimer asam akrilat bersifat hidrofilik dan stabil. Karbomer membentuk
viskositas yang baik untuk sediaan gel. Pemilihan polimer hidrofilik yang memiliki
karakteristik bioadhesif dalam liposom dapat meningkatkan penghantaran obat dan
telah dibuktikan bahwa liposom kompatibel dengan polimer asam akrilat (Pavelic,
Skalko-Basnet dan Schubert., 2001).

Pada pembuatan basis gel dilakukan dengan mencampurkan karbomer dan
aquademineralisata bebas CO, sampai semua karbomer terbasahi, kemudian

dinetralkan dengan NaOH. Karbomer yang didispersikan dalam aquademineralisata
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bebas CO; akan terbentuk dispersi koloid asam yang setelah penambahan NaOH
sebagai agen pembasa membentuk gel dengan viskositas tinggi. Penggunaan
aquademineralisata bebas CO, bertujuan untuk meniadakan kandungan mineral yang
dapat mempengaruhi dengan aktivitas antioksidan pada zat aktif dan mencegah
penurunan pH sehingga sediaan menjadi asam.

Pada proses homogenisasi basis gel digunakan homogenizer dengan kecepatan
maksimum 500-1000 rpm yang ditingkatkan secara bertahap sampai homogen.
Pembuatan gel tidak diperlukan kecepatan yang terlalu tinggi karena hanya untuk
proses homogenasi, jika kecepatan terlalu tinggi akan menyebabkan warna gel
berkabut.

Konsentrasi karbomer yang digunakan sebesar 1% dengan tujuan membentuk
gel dengan viskositas sedang agar mempermudah proses penyebaran saat aplikasi
topikal pada kulit. Pada percobaan pendahuluan dicoba konsentrasi karbomer sebesar
0,7; 0,8; 0,9; 1; 2 dan 3%, viskositas gel yang dihasilkan pada konsentrasi 0,7; 0,8
dan 0,9% masih rendah sedangkan pada konsentrasi 2% dan 3% dihasilkan gel yang
sangat kaku sehingga konsentrasi 1% dinilai sebagai yang paling baik.

Formulasi basis gel ditambahkan pula beberapa komponen pendukung yaitu
natrium metabisulfit yang berperan sebagai antioksidan untuk mencegah reaksi
oksidasi yang kemungkinan terjadi pada basis gel. Ditambahkan pula metil paraben
yang berperan sebagai pengawet antimikroba sehingga mencegah adanya
pertumbuhan jamur dan mikroba. Setelah diperoleh basis gel selanjutnya dilakukan
pencampuran presipitat liposom ke dalam gel. Proses homogenasi menggunakan
homogenizer dengan kecepatan kurang dari 500 rpm sampai liposom homogen di

dalam basis gel.

4.10 Evaluasi Sediaan Gel Liposom
Evaluasi sediaan gel liposom diperlukan untuk mengetahui kondisi sediaan
gel liposom sebelum dan sesudah dilakukan uji kestabilan dengan menggunakan

parameter-parameter fisik sehingga dapat diketahui kestabilan fisik dari sediaan gel
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liposom. Uji kestabilan fisik gel liposom pada penelitian ini dilakukan selama 4

minggu, hal ini dikarenakan keterbatasan waktu.

4.10.1 Pengamatan Organoleptis

Pada penyimpanan berbagai suhu yaitu suhu rendah (4+2°C), suhu kamar
(2942°C) dan suhu tinggi (40+2°C) selama 4 minggu tidak terjadi perubahan secara
organoleptis pada sediaan gel liposom dan tidak terjadi sineresis. Hasil dapat dilihat

pada Lampiran 9, 10 dan 11 serta Lampiran 22.

4.10.2 Pemeriksaan Homogenitas
Sediaan gel liposom diperiksa homogenitas dengan diletakkan pada dua kaca

objek dan diperoleh hasil yang homogen berupa gel transparan.

4.10.3 Pengukuran pH

Sediaan topikal sebaiknya berada dalam rentang pH kulit yaitu 4,5-6,5;
apabila terlalu asam akan menimbulkan iritasi kulit dan bila terlalu basa dapat
menyebabkan kulit bersisik, hal ini disebabkan adanya kerusakan mantel asam pada
lapisan stratum korneum kulit. pH sediaan gel liposom diukur menggunakan pH-
meter.

Pengukuran pH sediaan gel liposom dilakukan setiap minggu selama 4
minggu pada tiga suhu penyimpanan yang berbeda yaitu suhu rendah (4+2°C), suhu
kamar (29+2°C) dan suhu tinggi (404+2°C). pH gel liposom pada minggu ke-0 adalah
6,6 agak sedikit lebih basa dari rentang pH sediaan topikal, hal ini kemungkinan saat
penetralan karbomer dengan NaOH menghasilkan pH sediaan yang sangat basa. Hasil
pengukuran pH gel liposom dapat dilihat pada Lampiran 23. dan gratik pada Gambar
4.8.
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Gambar 4.8 Grafik perubahan pH rata-rata sediaan gel liposom selama 4 minggu

pada suhu rendah, suhu kamar dan suhu tinggi.

Penurunan pH gel liposom pada suhu tinggi kemungkinan adanya
fosfatidilkolin yang terdegradasi akibat oksidasi atau hidrolisis. Gel liposom memang
mengindikasikan kestabilan yang lebih baik pada suhu kamar dan suhu dingin

(Mitkari, Korde, Mahdik dan Kokare, 2010).

4.10.4 Rheologi dan Pengukuran Viskositas

Pengukuran viskositas suatu sediaan dilakukan untuk mengetahui jenis aliran
sediaan atau rheologi. Viskositas suatu sediaan dipengaruhi oleh beberapa faktor
diantaranya adalah faktor pencampuran atau pengadukan saat proses pembuatan
sediaan, pemilihan zat pengental dan surfaktan (Ansel, 1989). Viskositas diukur pada
minggu ke-0 dan ke-4 pada suhu kamar (29+2°C) dengan viskometer Brookfield
menggunakan spindel 5. Gel liposom tidak mengalami kenaikan viskositas yang
cukup besar antara viskositas awal dengan viskositas setelah penyimpanan selama 4
minggu, data lengkap dapat dilihat pada Lampiran 24 dan Lampiran 25. Hal ini
menunjukkan bahwa gel memiliki viskositas yang relatif stabil. Hasil dapat dilihat

pada Gambar 4.9. dan Gambar 4.10.
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Gambar 4.9 Rheogram gel liposom minggu ke-0
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Gambar 4.10 Rheogram gel liposom minggu ke-4

Dilihat pada rheogram diatas dapat diketahui bahwa gel liposom memiliki
aliran pseudoplastis. Berdasarkan data pengukuran, viskositas sediaan gel liposom
pada minggu ke-0 sebesar 51.000 cps sedangkan pada minggu ke-4 sebesar 51.500
cps. Viskositas gel liposom meningkat kemungkinan disebabkan oleh peningkatan
ukuran globul liposom dan teknik pengadukan yang tidak homogen. Grafik
peningkatan viskositas gel liposom dapat dilihat pada Gambar 4.11.
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Gambar 4.11 Peningkatan viskositas gel liposom selama penyimpanan 4 minggu

pada suhu kamar.

4.10.5 Pengukuran Konsistensi

Konsistensi adalah karakteristik fisik yang penting pada suatu sediaan
semisolid. Nilai konsistesi berkaitan dengan kemampuan suatu sediaan untuk
berpenetrasi. Pengukuran konsistensi untuk sediaan kosmetik seperti gel
menggunakan penetrometer bentuk kerucut. Dari hasil pengukuran konsistensi pada
minggu ke-0 diperoleh 390 (1/10 mm) sedangkan pada minggu ke-4 diperoleh 379
(1/10 mm). Nilai konsistensi gel yang menurun selama penyimpanan 4 minggu pada
suhu kamar menunjukkan bahwa konsistensi gel meningkat selama penyimpanan
sesuai dengan menaiknya viskositas gel. Hal ini dapat disebabkan karena terjadinya
perbesaran ukuran vesikel liposom di dalam gel sehingga meningkatkan konsistensi

gel. Hasil dapat dilihat pada Lampiran 26.
4.10.6 Uji Stabilitas Fisik Sediaan

4.10.6.1 Uji Stabilitas Pada Suhu Kamar (29+2°C)
Sediaan gel liposom pada minggu ke-0 tampak berwarna putih keruh dan
sedikit berbau khas fosfolipid yang merupakan komponen utama liposom. Setelah

waktu penyimpanan selama 4 minggu warna gel liposom masih tetap berwarna putih
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keruh dan berbau khas fosfolipid serta tidak terjadi sineresis. Hasil selengkapnya
dapat dilihat pada Lampiran 9.

4.10.6.2 Uji Stabilitas Pada Suhu Rendah (4+2°C)

Sediaan gel liposom pada minggu ke-0 hingga minggu ke-4 tidak terjadi
perubahan secara organoleptis, warna sediaan tetap warna putih keruh dan berbau
khas fosfolipid serta tidak terjadi sineresis. Hasil selengkapnya dapat dilihat pada

Lampiran 10.

4.10.6.3 Uji Stabilitas Pada Suhu Tinggi (40+2°C)

Sediaan gel liposom pada minggu ke-O hingga minggu ke-4 tidak terjadi
perubahan secara organoleptis, warna sediaan tetap warna putih keruh dan berbau
khas fosfolipid serta tidak terjadi sineresis. Hasil selengkapnya dapat dilihat pada

Lampiran 11.

4.10.7 Metode Cycling Test

Uji ini dilakukan pada sediaan dengan suhu penyimpanan yang berbeda dalam
interval waktu tertentu dengan tujuan untuk mempercepat terjadinya perubahan yang
biasanya terjadi pada kondisi normal sehingga sediaan akan mengalami stress yang
bervariasi dari stress statis. Uji ini dilakukan dengan penyimpanan gel liposom pada
suhu 4°C selama 24 jam lalu dipindahkan pada suhu 40°C selama 24 jam, perlakuan
ini disebut satu siklus. Untuk memperjelas perubahan yang terjadi dilakukan
sebanyak 6 siklus atau selama 12 hari. Dari hasil pengamatan cycling test gel liposom
selama 6 siklus sediaan tetap berwarna putih keruh dan berbau khas fosfatidilkolin
serta tidak terjadi sineresis. Hal ini menunjukkan bahwa sediaan gel liposom stabil
tanpa adanya perubahan fisik. Gambar sediaan gel liposom selama cycling test dapat

dilihat pada Lampiran 27 dan Lampiran 12.
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4.10.8 Pengukuran Distribusi Ukuran Vesikel Liposom Dalam Gel

Dilakukan pengukuran distribusi ukuran vesikel liposom dengan PSA
(Particle Size Analizer) dalam gel, bertujuan untuk melihat apakah liposom yang
dimasukkan dalam gel mengalami kenaikan ukuran. Dari hasil PSA yang diperoleh
ternyata liposom mengalami kenaikan ukuran yang cukup signifikan sebesar 10x
yaitu menjadi 5,577 um. Hal ini kemungkinan disebabkan saat proses homogenisasi
menggunakan rpm yang terlalu cepat sehingga mempengaruhi vesikel liposom untuk

beragregasi dan meningkatkan ukuran vesikel. Hasil dapat dilihat pada Lampiran 13.
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BAB 5
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

a. Hasil fraksinasi diklorometana memiliki aktifitas antioksidan yang sangat
tinggi dengan nilai ICsy sebesar 17,47 ppm

b. Formulasi liposom dengan penambahan 3% tween 80 terbukti
menghasilkan liposom dengan penjerapan dan bentuk fisik yang baik

c. Efisiensi penjerapan tertinggi sebesar 74,33% pada formula 4, sesuai
dengan peningkatan jumlah kandungan fosfatidilkolin dalam formula.

d. Dari hasil uji stabilitas fisik sediaan gel mengandung 1% liposom
menunjukkan kestabilan fisik pada penyimpanan berbagai suhu dan
cycling test.

5.2 Saran

a. Perlu dilakukan penentuan kadar diklorometana yang tersisa pada serbuk
hasil fraksinasi diklorometana dengan menggunakan GC-MS.

b. Perlu ditentukan efisiensi penjerapan liposom dengan menggunakan
standar xanton yaitu alfa mangostin.

c. Perlu ditingkatkan persentase liposom dalam sediaan gel.
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Lampiran 1. Spekrum Serapan Larutan DPPH 100 ppm Dalam Metanol Pada A 517
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Lampiran 2. Kurva Regresi Linear Aktivitas Antioksidan Vitamin C terhadap DPPH
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Lampiran 3. Kurva Regresi Linear Aktivitas Antioksidan Serbuk Fraksi

Diklorometana Terhadap DPPH
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Lampiran 4. Liposom Mengandung Fraksinasi Diklorometana Formula 1,2,3, dan 4
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Lampiran 5. Pemurnian Liposom Dengan Ultrasentrifugasi

Lampiran 6. Supernatan Hasil Pemurnian Liposom Dari Formula 1,2,3 dan 4
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Lampiran 7. Hasil Pengukuran Distribusi Ukuran Vesikel Liposom Formula 4

Sebelum Sonikasi
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Lampiran 8. Hasil Pengukuran Disribusi Ukuran Vesikel Liposom Formula 4

Setelah Sonikasi

Size Distribution Report by Intensity
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Lampiran 9. Uji Stablilitas Penyimpanan Pada Suhu Kamar (29°C); (a) minggu 0;
(b) minggu ke-1; (c) minggu ke-2; (d) minggu ke-3; (¢) minggu ke-4
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Lampiran 10. Uji Stablilitas Penyimpanan Pada Suhu Rendah (4°C); (a) minggu 0;
(b) minggu ke-1; (c) minggu ke-2; (d) minggu ke-3; (e) minggu ke-4

(2) (b)
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Lampiran 11. Uji Stablilitas Penyimpanan Pada Suhu Tinggi (40°C); (a) minggu 0;
(b) minggu ke-1; (¢) minggu ke-2; (d) minggu ke-3; (¢) minggu ke-4
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Lampiran 12. Hasil Cycling test 6 siklus

Keterangan : a. Siklus 0; b. Siklus 1; c. Siklus 2; d. Siklus 3; e. Siklus 4; f. Siklus 5;
g. Siklus 6.
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Lampiran 13. Hasil Pengukuran Disribusi Ukuran Vesikel Liposom Dalam Gel
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Lampiran 14. Foto Alat

i

I+

(@) (b) (c)

(® (h) (@)

Keterangan: a. Ultrasentrifugator; b. tube sealer; c. penetrometer; d. viskometer; e.
homogenizer; f. spektrofotometer UV-Vis; g. tube; h. rotor; i. pengaduk
magnetik.
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Lampiran 15. Foto Alat

(@) (b)

(©) (d)

Keterangan : a. Mikroskop konvokal; b. pH-meter; c. Rotavapor; d. Sonikator
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Lampiran 16. Uji Aktivitas Antioksidan Vitamin C Terhadap DPPH

79

Konsentrasi Absorbansi o . ICs, rata-
% Inhibisi Regresi 1Cso
Sampel | Supernatan ) rata
(%) linear (ppm)
m m
®PPM) | ppH | Sampel (ppm)
1 0,5832 | 3,347696
2 0,5161 | 14,46801 =
3 0,6034 | 04463 | 26.03579 | 1 843836x | 3,732699
4 03704 | 38,61457 | _g 945968
5 0,2993 | 50,39772
Vitamin
6 0,2282 | 62,18097 3.675136
& 1 0,5898 | 4,876111
2 0,5263 | 16,407242 )
3
; 0,6296 | B4472 | 28970775 | 1y 793428x | 3,617573
03753 | 40,390724 | _ ¢ 04705
5 0,3035 | 51,794790
6 0,2272 | 63,913595
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Lampiran 17. Uji Aktivitas Antioksidan Serbuk Fraksi Diklorometana Kulit
Manggis Terhadap DPPH

Konsentrasi A i
bsorbansi % Inhibisi | Regresi ICso ICso rata-
Sampel Supernatan )
(%) linear (ppm) rata (ppm)
(ppm) DPPH | Sampel
1 0,5967 | 7,459677
5 0,5381 | 16,547766 | Y~
10 6,186839
0,6448 0,4872 | 24,441680 17,899960
16 0,4236 | 34,305210 -
20 03647 | 43439826 | 1:833721x
Serbuk Fraksi 25
‘ 0,3077 | 52,279776 17,469579
Diklorometana 1 0.5388 | 9.809173
5 0,4891 | 18,128557 y=
10 7,510120
0.5074 | 04506 | 24.573150 17,039199
16 0,3822 | 36,022765 +
20 0,3271 | 45246066 | 1.870241x
25 02651 | 55,289588
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Lampiran 18. Uji Aktivitas Antioksidan Supernatan Formula 1 Terhadap DPPH

Konsentrasi

Absorbansi

% Inhibisi | Regresi 1Cs ICsp rata-
Sampel Supernatan o i
1near m rata m
(opm) | DPPH | Sampel (%0) (ppm) (ppm)
1 0,5964 | 3.448275
5 0,5479 | 11,299983 |
10 0,5123 | 17,063299 | 4,544230
0,6177 29,738361
15 0,4780 | 22.616156 4
1,146390x
20 0,4448 | 27,990934
Supernatan 30 0,3848 | 37,704387
. b, 29,065042
OrER 1 0,5829 | 6301237
5 0,5420 | 12,825743 y=
10 0,5269 | 15,303005 | 5,760104
0,6221 28,391724
15 04744 | 23,742163 +
1,168656x
20 0,4261 | 31,506188
30 0,3761 | 39.543481
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Lampiran 19. Uji aktivitas antioksidan supernatan formula 2 terhadap DPPH

82

K . Absorbansi
onsentrasi
% Inhibisi Regresi 1Cs rata-
Sampel Supernatan . ICso (ppm)
(%) linear rata (ppm)
(ppm)
DPPH | Sampel
1 0,5767 | 4,186741
> 0,5468 | 9,154344 y=
1 3,645785
0 0.6019 | 05388 | 10,483469 41,503555
< t 20 04744 | 21,182920 g
upernatan
30 0,4312 | 28,360192 e "B
Formula 2 ~
0,3774 | 37,298554 40.716527
1 0,5481 | 7,618405
5 0,5275 | 11,09051 y=
10 6,216717
05033 0,5198 | 12,388336 39,020500
20 0,4495 | 24237316 +
30 04214 | 28,973537 | 0,822386x
40 03550 | 40,165177
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Lampiran 20. Uji aktivitas antioksidan supernatan formula 3 terhadap DPPH

&3

. Absorbansi
Konsentrasi o .
% Inhibisi | Regresi ICso ICso rata-
Sampel | Supernatan :
(%) linear (ppm) rata (ppm)
(ppm)
DPPH | Sampel
1 0,5421 | 6,109109
10 04908 | 14989260 | o _
20 0,5774 | 04601 | 20,315206 | 7 441731+ | 50,839801
30 0,4159 | 27,970211 | 0 627829x
40 0,3883 | 32,746449
Supernatan
p 1 50 03619 | 37,322480 49,630826
Formula 3 1 0,5186 | 8,697183
10 0,4834 | 14,894366 | Y=
20 9.318091
0.5680 | 04304 | 2422535 48421851
30 0,4008 | 29,436619 %
40 0,3737 | 34,207746 | 0.630117x
50 03431 | 39,595070
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Lampiran 21. Uji aktivitas antioksidan supernatan formula 4 terhadap DPPH

84

Absorbansi
Konsentrasi
% Inhibisi Regresi ICsq rata-
Sampel Supernatan ' ICso (ppm)
(%) linear rata (ppm)
(ppm)

DPPH | Sampel
1 0,6149 | 0,950386
10 0,5877 | 5,331829 y=
20 0,699110

0,6208 0. AR 30 73,917036
30 0,5151 | 17,026417 +
40 0,4930 | 20,596340 | 0-500232x

Supernatan 50
0,4652 | 25,064432 68.063430
Formula 4 1 0,6213 | 1,584032

10 0,5813 | 7,920164 y=
20 1,981148

06313 0,5376 | 14,842388 62.200825
30 0,5061 | 19,832092 G
40 0,4766 | 24,504989 | 0.578914x
50 0,4380 | 30,619356
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Lampiran 22. Hasil Pengamatan Organoleptis

85

Hasil Pengamatan Organoleptis Gel Liposom

Minggu ke- Suhu Rendah (+4°C) Suhu Kamar Suhu Tinggi (+40°C)
Warna Bau Warna Bau Warna Bau

0 Putih agak | Bau khas | Putih agak | Bau khas | Putih agak | Bau khas

keruh (++) | liposom | keruh (++) | liposom | keruh (++) | liposom

. Putih agak | Bau khas | Putih agak | Bau khas | Putih agak | Bau khas

keruh (++) | liposom | keruh (++) | liposom | keruh (++) | liposom

5 Putih agak | Bau khas | Putih agak | Bau khas | Putih agak | Bau khas

keruh (++) | liposom | keruh (++) | liposom | keruh (++) | liposom

Putih agak | Baukhas | Putih agak | Bau khas | Putih agak | Bau khas

\ keruh (++) | liposom | keruh (++) | liposom | keruh (++) | liposom

A Putih agak | Bau khas | Putih agak | Bau khas | Putih agak | Bau khas

keruh (++) | liposom | keruh (++) | liposom | keruh (++) | liposom

Lampiran 23. Hasil Pengamatan pH Sediaan
pH Sediaan Formula Gel Liposom
Minggu Suhu Dingin (4°C) Suhu Kamar (29°C) Suhu Tinggi (40°C)
ke- Rata- Rata- Rata-
A B C A B C A B C

rata rata rata

0 6,60 | 6,60 | 6,60 | 6,60 | 6,60 | 6,60 | 6,60 | 6,60 | 6,60 | 6,60 | 6,60 | 6,60
1 6,60 | 6,59 | 6,60 | 6,596 | 6,60 | 6,61 | 6,59 | 6,60 | 6,48 | 6,51 | 6,58 | 6,523
2 6,60 | 6,60 | 6,61 | 6,603 | 6,60 | 6,63 | 6,59 | 6,606 | 6,39 | 6,41 | 6,43 | 6,41
3 6,61 | 6,60 | 6,60 | 6,603 | 6,61 | 6,61 | 6,59 | 6,603 | 6,40 | 6,39 | 6,42 | 6,403
4 6,61 | 6,61 | 6,60 | 6,606 | 6,60 | 6,61 | 6,60 | 6,603 | 6,38 | 6,39 | 6,40 | 6,39
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Lampiran 24. Nilai Viskositas Gel Liposom Minggu Ke-0

86

Hasil Pengamatan Viskositas Gel Liposom

Shearing
Rate of
Dial Faktor | Viskositas | Stress F/A
. Kecepatan _ . Shear
Waktu | Spindel Reading | Koreksi | n=drx f =drx
(rpm) dv/dr =
(dr) (f) (cps) 7,187
, | FIAx 1/
(dyne/cm”)
0,5 21,5 8.000 | 172.000 | 154,5205 | 0,0008984
2 25,5 | 2000 | 51000 | 183,2685 | 0,0035935
4 29 1.000 | 29000 | 208,4230 | 0,0071870
10 30,5 800 24.400 | 2192035 | 0,0089838
Minggu s 20 36 400 14.400 | 258,7320 | 0,0179675
ke-0
20 36 400 14.400 | 258,7320 | 0,0179675
10 31 800 24.800 | 222,7970 | 0,0089838
4 29,5 1.000 | 29500 | 212,0165 | 0,0071870
2 25,5 | 2000 1 51000 | 183,2685 | 0,0035935
0,5 21,5 8.000 | 172.000 | 154,5205 | 0,0008984
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Lampiran 25. Nilai Viskositas Gel Liposom Minggu Ke-4
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Hasil Pengamatan Viskositas Gel Liposom

Shearing
Rate of
Dial Faktor | Viskositas | Stress F/A
Kecepatan Shear
Waktu | Spindel Reading | Koreksi | n=drx f =drx
(rpm) dv/dr =
(dr) ) (cps) 7,187
,. | F/AXx 1M
(dyne/cm”)
0,5 22 8.000 176.000 | 158,1140 | 0,0008984
2 25,75 2.000 51.500 185,0653 | 0,0035935
) 29.5 1.000 29.500 212,0165 | 0,0071870
10 31 800 24.800 222.,7970 | 0,0089838
Minggu y 20 36,75 400 14.700 264,1223 | 0,0179675
ke-4 20 36,75 400 14.700 264,1223 | 0,0179675
10 31,5 800 25.200 226,3905 | 0,0089838
4 30 1.000 30.000 215,6100 | 0,0071870
2 26 2.000 52.000 186,8620 | 0,0035935
0,5 22,5 8.000 180.000 | 161,7075 | 0,0008984
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Lampiran 26. Hasil Konsistensi Gel Liposom

Konsistensi Gel Liposom

Waktu Konsistensi (1/10 mm)
Minggu ke-0 390
Minggu ke-4 379

Lampiran 27. Hasil Cycling Test

Hasil Pengamatan Gel Liposom

Siklus ke-0 Siklus ke-6
Warna Warna Sineresis
a b c a b c a b |c

Putih Putih Putih Putih Putih
agak agak agak agak agak | Putih agak
keruh keruh keruh keruh keruh |keruh (++)

(++) (+1) (++) (++) (++)
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Lampiran 28. Perhitungan Persentase Inhibisi Aktivitas Antioksidan Fraksinasi

Diklorometana

Absorbansi kontrol-Absorbansi sampel

x 100%

Persentase Inhibisi = -
Absorbansi kontrol

Absorbansi kontrol = 0,6448
Absorbansi sampel = 0,5967

0,6448-0,5967
0,6448

x 100% = 7,459677%

Lampiran 29. Perhitungan ICs

y = at+ bx

Keterangan :
y =50
Misal :
y =6,186839 + 1,835751x
50 =6,186839 +1,835751x

50-6,186839
X T Tiewsmsr

=23,866614 ppm

Perbandingan DPPH dan sampel = 3:1

Xx3
IC50 = —4

_23,866614 ppmXx3
4

=17,899960 ppm
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Lampiran 30. Perhitungan Persentase Inhibisi Aktivitas Antioksidan Supernatan dan

Efisiensi Penjerapan

IC50 serbuk fraksinasi diklorometana

Persentase Inhibisi Supernatan = x 100%

IC50 supernatan

Efisiensi Penjerapan = 100% - Persentase Inhibisi Supernatan

1. Formulal

Efisiensi Penjerapan

2. Formula 2

Efisiensi Penjerapan

3. Formula 3

Efisiensi Penjerapan

4. Formula 4

Efisiensi Penjerapan

Formulasi dan

_17,469579
29,065042

=100% - 60,11%
=39,89%

x 100% = 60,105122 % ~ 60,11%

~ 17,469579
40,716527

=100% - 42,91%
=57,09%

x 100% = 42,905375 % ~ 42,91%

_17,469579
49,630826

=100% - 35,20%
=64,80%

x 100% = 35,199049% ~ 35,20%

_ 17,469579
68,063430

=100% - 25,67%
=74,33%

x 100% = 25,666615% ~ 25,67%
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Lampiran 31. Diagram Alir Ekstraksi Dan Fraksinasi Kulit Manggis

Kulit buah manggis

91

Diiris tipis-tipis, dikeringkan

pada udara terbuka, dihaluskan

Simplisia Kulit
Manggis

Maserasi dengan Metanol

Ekstrak kasar metanol kulit manggis

Dilarutkan dalam

aquadestilata

Suspensi

Fraksinasi dengan n-heksan

Fraksi n-heksan

Fraksi air

Fraksinasi dengan
CH,Cl,

Fraksi CH,Cl,

Fraksi air

Diuapkan dalam
lemari asam

A 4
Uji aktivitas antioksidan
metode DPPH
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Lampiran 32. Diagram Alir Pembuatan Liposom dengan Metode Hidrasi Lapis Tipis

Dan Pemurnian Liposom.

Komponen lipid (fosfatidilkolin, kolesterol, serbuk fraksinasi

diklorometana) dilarutkan dengan kloroform dalam labu bulat

Rotavapor dengan suhu 40°C kecepatan 50-150 rpm,
selama 1-2 jam kondisi vakum

Terbentuk lapis tipis, aliri gas

N,, diamkan 24 jam, suhu 4°C

y

Hidrasi pada rotavapor dengan dapar fosfat pH 7,4 dan 3% tween 80
sampai semua lapis tipis terangkat, 40°C, 60 rpm, selama 1-2 jam
kondisi tidak vakum

A 4

Suspensi liposom simpan dalam vial tertutup pada suhu 4°C

y

Sonikasi

20 menit

A

y

Ultrasentrifugasi 30.000 rpm 30 menit 4°C

Presipitat

Gel

y

Supernatan

y

Uji aktivitas antioksidan
metode DPPH
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Lampiran 33. Diagram Alir Pembuatan Gel Liposom

93

NaOH + aquademineralisata Natrium metabisulfit + Metilparaben +
bebas CO, aquademineralisata bebas CO; Propilenglikol
y
- Karbopol 940 + P
Aquademineralisata Bebas CO,
Y
Homogenisasi dengan
homogenizer = 1000 rpm
: Presipitat Liposom
Gel |« Fraksinasi
Diklorometana

Homogenisasi dengan
homogenizer + 500 rpm

A 4

Gel Liposom yang
Mengandung Fraksinasi
Diklorometana
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Lampiran 34. Hasil Determinasi Tumbuhan

LEMBAGA ILMU PENGETAHUAN INDONESIA
( Indonesian Institute of Sciences )

PUSAT PENELITIAN BIOLOGI

{ Research Center for Blology )
& Rays jekans - Bogor Bme 46 Cibirang 160811, ndonesa PO Box 25 Cibinang
Folp. (021 JAFBOTEIE - B7S0 7604 Fag, BTOOTE12

Cibinong, M Januari 2013

Nomor o IPH L2 1B 2012

"..-':!'."".i:lll'i-:ll'l. H

Perihal ¢ ol dedertifTh s dlete roatnasd Tombic et
repada Yt

Eipile, Sl S Sdrfi). Wenmny Silvia Marinda

Dengan hormat,

Bersama ini kami sampaikan hesil identifikasi/ determinasi tumbuhan
vang Saudars kirimkan ke “Herbarium BPogoriens:e”, Bideny Botami Pasatb
Penelitian Biclog - LIPT Bogor, adalah sebagal berikut

No. | HNo. Kol. Jenis Bulm
| i r.1:;a.|.:||: -Er.'-lﬁ m:.nm_':'rﬂt.ﬂ L | R L
Diemikian, semoga berguna bagi Saudam.

Kepala ng Botand
Pusal DEne l_r:ig,n Hinlogt-LIFL
byt or Bahnjoe
NI 19670038 | 903032004

10 Lieten 204 X Wiy Sitvia Mariada docifS- 48R

Page 1 of 1
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Lampiran 35. Sertifikat Analisis Ekstrak Metanol Kulit Manggis

Kementerian Pertanian
Badan Penelitian dan Pengembangan Pertanian

Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat
Laboratoriom Balai Pemelition Tanmmon Rempah dans (har

Jaban Tevars Poimar Mo } Karpss Feasleosn Freas o Crungpe, Begsd 16117
Tetipaa  (Lh | DA RTEE R0 Faniiele 005 1§ 00 10 Lo
SERTIFIKAT PENGUJIAN GFETaTE]

CERTIFICATE EF ARAL SIS

T e Adm . CSOTOABANT

Fe=iusda Y
Wenny Silvia Marinda
Lintversiias lndadn s Dapak

Hordbsifdentiiias Contoh © Serbuk
Tenggal Perermaan 25 Jaminn 2HZ

Tangnal Penguian 25 Januank 2012
| ' ' Hasi Ny
JanE i -
- FargiiayPemeksaan Wiy
Ha Cortih I anguianPemeriisadn {Me. comhsnda) Penguyian
1T e mangas Eksliar deng = el ol |.:dg=|=m-'.|
. Rerdamen (%) ' 25 59

L | | |

Bogar, 15 Febnmn 2012
et Ta ;ﬂs
_ﬁ,_.—'—"'_'-? i =
(/-

Hamun, §5i

Tapran Tl g b S i o N T T | TaRweTI s mrs] PR piw sy Fodn @ L P w T M PRl
Flasl pangpanan 41 58 v STddidfal sl adi 14) bivgg beierghiuden Laporm ey didereng doperiereia b keoasd) m persrtaass jereke dan

Lodwwgunlany Pragude Hankbm —
NETEE = ATHE AETErIIAE
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Lampiran 36. Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Metanol Kulit Manggis

Kementerion Pertanian
Badan Penelition dan Pengembangan Pertanian
Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat

Laburatvriom Halai Penelitian Tonaman Rempah dan s

Lifan T:run.-l'\-:i_p.l'\h T RaEies [wraaLan Mm-l’u.h-w. g BEE1 |
Tedepur 381 F RN BT Fmiende - 1035 EIINHY E-amd ST TE ]

SERTIFIKAT PENGUITAN .
CERTIFICATE OF 4% 10 1575 OF310.12 |

No. dulm : 960/ TLABILTT
kopada ik,
Wenay Slvia Markneda
Universitas: Indonessa

Kondisildentifikasi Coneoh « Eksirak cair

Tangz2! Penerimann 22 Pebruar 2012
Tanggal Fengujian v B Planer T2
[ | :
| Tenis i Flasil
Canitich, i : PasgniinniPemicniimn Sedesnle
Ha | i | TenpujinnFermeriksazn (Mo, contohkode) Rehgui
I, Elssrak itctanal - boaibar ak (%) z:|:__l.l:| {i:rq_u|m¢w'|
Kulir manjgis -Eﬂnr abii (%55 . Camimetr
Ui fivokimia : Kmlitakif |
I ol Pn.lh!!!.ln:l__ 1 B & b5
'h:”'mu]n [ r
| - Tanin i
- Fenalik Ve |
| - Flavonnid | RNy
| | | = Triserpenaid e _l
- Kienaid | + |
I__ | |- Cilikosid ! - :
Kmaangm
Begalif
+ Paesit=l lemphy
+4 : Poaitil
o+ 4 Pendts| Loop
s o Foaind buet sl
Hopor, § Wlarer 2012
Manajer Teknis
S
Mla’mun. 5.5
WA Pl T i e (ks Vol Ll BT Fait T NCAT L EfF FRTLONE —
I ﬂ'L*}ﬁl':h 1vali iill"-'.ln-nll..:illlhlru ﬂl.'|l|ﬂ" Ilrnr'.lm. Llp:rmnd.l.lu mel:n. I.i...-L l.-||-|..r|.|" i Tl i

[mew bnla dwanpan olih Magel AlEsrnias |
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Lampiran 37. Sertifikat Analisis Kolesterol

SIGMA-ALDRICH &/ SIGMA

LY g £F Anahrcic
Certificate of Analysis

Product Name:

Product Number:
Product Brand:
Molecular Formula:
Molecular Mass:
CAS Number:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
APPEARANCE (FORM)
PURITY (GC AREA %)
OPTICAL ROTATION
CONCENTRATION
SOLUBILITY (COLOR)
SOLUBILITY (TURBIDITY)
SOLUBILITY (METHOD)
INFRARED SPECTRUM

QC RELEASE DATE

[}f‘*kkm hm.r_.r"

Claudia Mayer, Manager
Quality Confrol
Steinheim, Germany

CHOLESTEROL
95 %

C75209

Sigma

CpHO

386.65

57-88-5

SPECIFICATION

WHITE

POWDER

=840 %

-39 + 6 DEGREES

C=2% DIOXANE

COLORLESS TO PALE YELLOW
CLEAR TO SLIGHTLY HAZY
1G/4.5ML, CHCL3

CONFORMS TO STRUCTURE

221JUNM0

Tetsirasaa 2, D-G0555 SlnhaimyGenmmany
Tal: +40 73 2007 2550 Fax: +40 73 2097 2557

LOT STBB5512 RESULTS

WHITE

POWDER

94.1 %

-37 DEGREES
2% IN DIOXAN
COLORLESS
CLEAR
1G/4.5ML, CHCL3
CONFORMS

Sigma-Akdrich warrants, that its products conform to the information contained in this and oiher Sigma-Adrich publications, Purchaser must datenming the sulabilty of the

peoduct for its particulor use. See revarse side of imica for additional tefms and conditions of sale. The valuos given on the 'Cortizate of Analysis' are the results

datermined at tha timo of analysis.

Sigma-Aldrich

Certificate of Analysis - Product CT5208 Lot STEBS512 Page 1of 1
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Lampiran 38. Sertifikat Analisis Fosfatidilkolin

98

SIGMA-ALDRICH'

& SIGMA

Product Name:

Product Number:
Product Brand:
Molecular Formula:
Molecular Mass:
CAS Number:

TEST

APPEARANCE (COLOR)
APPEARANCE (FORM)

PURITY (TLC AREA %)
WATER
INFRARED SPECTRUM

QC RELEASE DATE

Quality Control
Buchs, Switzerland

determined al the time of analyses.

Certificate of Analysis

L-0-PHOSPHATIDYLCHOLINE
from egg yolk, ~ 60 % TLC
61755

Sigma

8002-43-5

SPECIFICATION

YELLOW TO ORANGE

POWDER: TO SOLIDIFIED MASS OR
CHUNKS

z55.0%
520%
CONFORMS TO STRUCTURE

15/0CT/10

) > 4

Edeltraud Schwarzler, Manager

Industriestrasse 25, CH-9471 Buchs (SG), Switzerland
Tet +41 1 755 2511 Faxc +47 B1 756 5449

LOT BCBD3767 RESULTS

ORANGE
SOLIDIFIED MASS OR CHUNKS

T6.5%
0.7 %
CONFORMS

Sigma-Aldrich warrants. that its products conform to the infarmation contained in this and othar Sigma-Aldrich publications. Purchaser must determine this suitability ol the
product for 1ls particular use, Seo reverse side of invaice for additional terms and conditions of sale. The values given on the 'Cartificate of Analysis' are the resulls
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Lampiran 39. Sertifikat Analisis Karbopol 940

99

— | CERTIFICATEOF ANALYSIS |
| LR v s e i |
DN O RIHT O CNTET e e pas | T
AHCLAL B0 | Mawr dsi 0 Ml fage: Dol 3 J
TEL Vi TE | Cemifan Racimirar N
e e 1 |
I - e — _.__,._.q |
| L e e ;4385
| Cuiniare 20 Ne: 114541
| prcivery Vs NITUERA]
. ' 5 __- L e i 2 g =
L T CARPOHL fum PO, YMER. Do
| IARARTA e hocd )
| Tranpasarin /I Han & et
RE-- Y RETIE 5D
CpapoeimeesToghi C L TR R T
e A Nesommpnded Poer March 37, 1003 |
= X [ 4
!1. 7 . = =]
www.iristarchamical com ey
i B gt Bagan I Ca . e 5o
T, (AF - AG00TY #3630 67 2en:
L'h.lrl:h:rkll.-_ : N 1 o - Product Spscifieutims
(W Tysiedl | Muiews | Raeek |
::::nm.‘- o b ..!-;:m.__. e 1.5‘ IIHD 15800
DRI YA E b, WAL DL AGE 0 570 ot AFen [ s
| REGEROMELN s, it a1 o dEEw B o
B EELRT A
| CLARITY, % TR i 0" IF".:; ki - ﬁ
1S T RETR 5 li
LOF =TT U B S TR ; i |

| b LT W S P T 1% Brogiofeld Yiwemrp | UhaedD ke, 1.£% Hrookfipk ' ecrdiny
HECE S Ty IS Mutah (s 0 1. et gl Lobiod? ddwanvad Muderiuls, . cestifie i cuch Faichidal
EwubE SRR [ s i - e on e | e ! predim dua. Demine Biese thasdaritics W B |
| -Jnl-.len'ﬂ‘nl!ﬂ-r'!' e g b e ek ey v ieakl gty ngd neporiad on 2 Ceaifiems ol Aasives

| gavavser i i adoriy analsTizal Felal whe by rerrmie agh
| PR o dpnYebag,

sl v Labind Qi Acowruass |
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Lampiran 40. Sertifikat Analisis Propilen Glikol

L |

B prBRATACO

HASIL CEMERIHSAAN
Hama Bahan - Prapylane Ghycol
Mo Batch J ODEAMZ (T1 1201 SH34)
Ex - Dorw Chamical Cao. {
ED i QR0 4
Girada ! Farmna §
CEEETS oo Oeesas eSS SEEEEEET L S0 iq
Jenit Pemenksaan Pgrsyaratan USENE 19 _ i
Pl Caran kantal jurrh lidsk berwarna, 301 1
Tidak barbeu, resa agak manis, wE ¥
Frygroskopk b L
e h¥
¥ Kalanian Dapat bercarnpur agn air,dargan el 1
. dan dengan Marafam
Inde E.._ 1,431 =1433
Buobat per-mi 1,035 g - 1,037 ghnl
pH
Kiaansambaaean 10 mi + 50 md nouadest+ indlator b
fymiol biie 38, Hirasl dengan NaOH ¥
ataw H2E0d 0.1 N, lmang dan 0.3 mi 1k

Kot - 'I-!u-lmrhil‘

Pemenkaa
Tatang Buhariens
Analis
-] o e e . TL . Paanl il el
e OPFCT B + L kg i . 3, ki TP
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Lampiran 41. Sertifikat Analisis Tween 80

101

b PT.BRATACO

HASIL PEMERIKSAAN
Nama Bahan - Tween 20
: Batch cJ 0817111 (2193)
Ex I Kao
Grade 3 | farma
Jenis pamerksaan Persyaratan FI IV Haslf
Pemerian Cairan kental jermnih, berwama kuning cairan kuning
muda hingga cokiat, berbau khas iemah muda jernih,
—, . bau khas lemah
Kelarutan Larut dalam air, dalam etanol 95%, sesyal -
daiam etil asefal P, tidak farut daiam
minyak mineral
Identifikasi Menurut cara identifikasi pada F .1, ed.|V sesual
pH 6-8 7.0
Bobot Jenis 1,06 g/mi — 1,09 g/mi 1,076
Bilangan asam Tidak lebih darf 2,2 D.84
Bllangan sabun 45-55 49.50
Kesimpulan : Memenuhi syarat
Y
Femeriksa
Tatana Subagiono ’
Analis
"
HEAD OFFIGE : . Cong B Mo, TH. Jauaria Puadat munmnmmm:mnmmw;w o
BAANCH DFFICE [} ARAETH N wmvms‘mnww.mrmﬂwamrqmumm
A Reulwoerd Mayw Wink TRE Mo, d, Jokarts ADED Tdp, () SBIRSIGT-3 Fan. (021} 4633615
. BANDUNG £ 4 Kntarteng Ko 8. Bancurg Talp. SE2) 8077128, S00080H Fix. (520 062179
A Teruti kit Mo, 770, Baeniong T, () TOUTETT, TE40008-500 Fam (02T THEI0
SEMARANG P Bgien Kstarms Mo 10 Tads 0098) B41AITS, B 10000 P [0004) B i)
YOOTA £ oL EDaranoiant o, 48, Yoown TREL (TITH) B4R, BURIPC P, [30T4) B4 3040
SURARRYA 1AL Titnr M, 9, Sumsbary Telp. (631) EI2I84T, S335087 Fam {T31) 8300445

MEDAN Tl NGRS h 60 B, M e, (B8 148272, 4523150 Fax [087) K824H5E

Tha Hallameide Chomicale and Ingradients Distribwlor

Td " WdZE:i6 CIgE "-wer 17 BSOPEERTZ8:  'ON Xdd

' 8
U8 BRANCH DFFICE TANGERANG, BOBOR, COOARANG, CIREEDN, TASINMALAYA, S0L0, PURWOKERTC, TEQAL MEALAKG, SIO0ARI0, DENPASAR, PALEMEANG, WAXASSAR

O020d8E 1d: ' Woud
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Lampiran 42. Sertifikat Analisis Vitamin C
U PT.BRATACO Gz
HASIL PEMERIKSAAN = |
Nama Bahan : Vit C Uncoatad
Batch 14 0163412 (1111070202)
Ex : CSP'S Weisheng Pharmaceutical
ED : 1012014
Grade : Farma
27 Y Ty =2AE= S §o] -~ r— :-:t:::::ﬁw::ﬁ::
Jenis pemeriksaan Persyarafan £ (v Hasil
Pemerian Hablur atau serbuk habiur putih atau sesual
agak kuning,oleh cahaya lambat laun
menjadi gelap,dalam keadaan kering
stabil di udara, dalam larutan cepat
teroksidasi
Kelarutan Mudah larut datam air, agak sukar tarut g
dalam etanol, tidak lanst dalam klororamm,
dalam eter dan dalam benzena
Identifikasi Larutan 1:50 mereduksi tembaga (Il ) sesuai
tartart alkali LP secara periahan — lahan
pada suhu kamar, tetapi lebih cepat hila
dipanaskan
2 ml larutan 2% tambahkan 4 tetes
larutan metilen blye hangatkan hingga
suhu 40°C,wama biru akan pudar dan
atau hilang
pH 1% 2.1-28 25
Titik lebur Lebih kurang 190 °C
Kadar 98,0% - 100,5% -
Kesimpulan : Memesnuhi syaraf
Pemeriksa
Analis
HEAD OFF | I F . st Bbeatecs o
Wwhome ‘““m;““”“ﬁwﬂﬂﬁﬁ%mmqmmm
A Bouieand Py ok TS Mo, 6, Jukaty {IH) A GD  Fon, () 253 2514
v o & Kaecknag M 8. Bt Yo (D 0077129, 6 030807, 6000808 Fae
L Tarcsen skt Mo m!mlq!uh THITY, T2I0000 - 208 Fax THa
 SEANLANG :J.P-rphlhkhmw 1-T000, BT P, 184) M4
. YOGE & Mayangiars o, &4, Yagys mqsm.ﬂmrum
= Bl A Tdar N 85, Scradioya Tolp, 1) SI2BAT, S109057 P, (03] EH1GS
L T :lhlﬁhﬂ“‘hﬂ1 mmuumhm}-u:m
" DEnERSAR :IM&MMIHMDUM mmmmu:uuum
U8 BRANCH OFFICE mmmmm TEGAL MALANG, SCRAD. KEDHS, IS
MAKASSAR. PENAN Basy) LAMPUNG
The Hatiomuide Chamicsl and ingrecient Distbyer
Cr T g
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Lampiran 43. Sertifikat Analisis Metil Paraben

Vo '“"5""2 who "R
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