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Optimasi Formula Nanopartikel Ekstrak Daun Kenikir (Cosmos caudatus

Kunth.) Berbasis Polimer Kitosan-Alginat Terkonjugasi Asam Folat

Violent
08061182126019

ABSTRAK

Daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) mengandung senyawa golongan flavonoid
kuersetin yang berpotensi sebagai anti kanker. Ekstrak daun kenikir memiliki kelarutan
dan bioavailabilitas yang rendah sehingga dibutuhkan suatu modifikasi sistem
penghantaran obat berupa nanopartikel berbasis polimer kitosan-alginat terkonjugasi
asam folat. Kitosan terkonjugasi asam folat membawa obat menuju reseptor folat yang
diekspresikan secara berlebih pada sel kanker. Tujuan penelitian ini untuk memperoleh
formula optimum terbaik dan mengetahui hasil karakterisasi nanopartikel. Konsentrasi
polimer yang digunakan dengan variasi konsentrasi kitosan dan alginat F1 (0,3% dan
0,3%), F2 (0,3% dan 0,6%), F3 (0,6% dan 0,3%), dan F4 (0,6% dan 0,6%). Ekstrak
daun kenikir menghasilkan rendemen sebesar 25,03% dan hasil skrining fitokimia
mengandung senyawa flavonoid, tanin, triterpenoid, steroid, alkaloid, dan saponin.
Karakterisasi ekstrak diperoleh kadar air 7,40%, kadar sari larut air 45,60%, kadar sari
larut etanol 74,16%, dan kadar abu total 3,60%. Hasil karakterisasi konjugat dengan
FTIR menunjukkan konjugasi berhasil ditandai dengan muncul ikatan amida yang
stabil dari asam folat dan kitosan. Jumlah asam folat yang berhasil terkonjugasi sangat
tinggi diperoleh sebesar 99,49%. Karakterisasi nanopartikel semua formula memiliki
ukuran dalam rentang 145-450 nm, PDI 0,305-0,481, zeta potensial -18 sampai -19
mV, dan %EE 88-92%. Formula optimum diperoleh dengan konsentrasi kitosan 0,3%
dan konsentrasi alginat 0,6% dengan ukuran partikel 132,2 nm, PDI 0,266, zeta
potensial —29,4 mV. Uji morfologi TEM nanopartikel memiliki bentuk bulat tidak
teratur dengan distribusi partikel seragam. Hasil karakterisasi formula optimum uji
cycling test diperoleh mengalami penurunan %EE dari 93,761% menjadi 88,956% dan
penurunan pH dari 7,4 menjadi 7,3 namun sediaan nanopartikel masih dikatakan stabil.
Berdasarkan hasil pengujian yang diperoleh, formula optimum menghasilkan
karakterisasi sediaan nanopartikel yang stabil pada pH basa 6-7,4, kitosan berhasil
terkonjugasi dengan asam folat untuk penargetan sel kanker dan obat mampu
dilepaskan dengan baik dengan presen pelepasan obat sebesar 83,01%.

Kata kunci: asam folat, ekstrak daun kenikir, kitosan, nanopartikel, natrium
alginat



Optimization Nanoparticle Formulation of Kenikir leaf (Cosmos caudatus

Kunth.) Based on Folic Acid Conjugated Chitosan-Alginate Polymer

Violent
08061182126019

ABSTRACT

Kenikir leaves (Cosmos caudatus Kunth.) contain flavonoid group compound
quercetin which has potential as anti-cancer. The extract of kenikir leaves has low
solubility and bioavailability so that a modification of the drug delivery system is
needed in the form of folic acid-conjugated chitosan-alginate polymer-based
nanoparticles. Folic acid-conjugated chitosan carries the drug to folate receptors that
are overexpressed in cancer cells. The purpose of this study was to obtain the best
optimum formula and determine the results of nanoparticle characterization. The
polymer concentration used with variation of chitosan and alginate concentration F1
(0.3% and 0.3%), F2 (0.3% and 0.6%), F3 (0.6% and 0.3%), and F4 (0.6% and 0.6%).
The extract of kenikir leaves produced a yield of 25.03% and the results of
phytochemical screening contained flavonoids, tannins, triterpenoids, steroids,
alkaloids, and saponins. Extract characterization obtained a moisture content of 7.40%,
water soluble juice content of 45.60%, ethanol soluble juice content of 74.16%, and
total ash content of 3.60%. The results of conjugate characterization with FTIR showed
successful conjugation characterized by the appearance of stable amide bonds from
folic acid and chitosan. The amount of folic acid that was successfully conjugated was
very high at 99.49%. Nanoparticle characterization of all formulas had sizes in the
range of 145-450 nm, PDI 0.305-0.481, zeta potential -18 to -19 mV, and %EE 88-
92%. The optimum formula obtained chitosan concentration of 0.3% and alginate
concentration of 0.6% with a particle size of 132.2 nm, PDI of 0.266, zeta potential of
-29.4 mV. TEM morphology test of nanoparticles has irregular round shape and
uniform distribution. The characterization results of the optimum formula of the
cycling test obtained decreased %EE from 93.761% to 88.956% and decreased pH
from 7.4 to 7.3 but the nanoparticle preparation is still said to be stable. Based on the
test results obtained, the optimum formula produces a stable nanoparticle preparation
characterization at an alkaline pH of 6-7.4, chitosan is successfully conjugated with
folic acid for cancer cell targeting, and the drug was released well with a drug release
percentage of 83.01%.

Keyword(s): chitosan, folic acid, kenikir leaves extract, nanoparticle, sodium
alginate

Xi



DAFTAR ISI

Halaman

HALAMAN JUDUL ..ottt ssesssessssssssssssesssesssnnns [
HALAMAN PENGESAHAN MAKALAH SEMINAR HASIL ......cccooovniinrrriine. i
HALAMAN PENGESAHAN SKRIPSI.....c.coiiiinirrnieee s i
HALAMAN PERNYATAAN KEASLIAN KARYA ILMIAH .......ccccovviiiiirrinnns iv
HALAMAN PERSETUJUAN PUBLIKASI KARYA ILMIAH. ......cccoovniinrninine, %
HALAMAN PERSEMBAHAN DAN MOTTO.....cooiiinnnrniereiesisesesessisisisesesenes Vi
KATA PENGANTAR ..ottt vii
ABSTRAK ..ottt X
ABSTRACT ..ttt et Xi
D I AN G ] TR Xii
DAFTAR GAMBAR ..ottt XV
DAFTAR TABEL ..ottt Xvii
DAFTAR LAMPIRAN ..ottt s s sssssssesesssnns Xviii
DAFTAR SINGKATAN ...ttt ssnnas XiX
BAB I PENDAHULUAN ......coiiitee s 1
1.1 Latar Belakang ... 1

1.2 RUMUSAN MaSalaN.........cccvriirce e 5

1.3 Tujuan PeNEIItIaN ..........cccvvieviieeecceere e e 5

1.4 Manfaat PENEItIan ........ccovvvveieeeeeeeeee s 6

BAB Il TINJAUAN PUSTAKA ..ottt 7
2.1 Tumbuhan Kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) .........c.cccevveveniicnnnnnn. 7

2.1.1 Klasifikasi dan Morfologi Tanaman............c.cccceeeniiininnieinnnn, 7

2.1.2 Manfaat Tumbuhan KeniKir...........ccoocooviiiiiiine 9

2.1.3 Kandungan Senyawa Kimia...........ccccevvveiiieiie e 10

2.2 Nanopartikel Terkonjugasi Ligan ... 11

2.3 Komponen Nanopartikel ... 13

2.3.1 KIEOSAN. .. ettt 13

2.3.2 Natrium AIGINGAL........cooveieiiereee e 15

2.3.3 Kalsium KIorida (CaCl2) ......cccovevrieieieieie e, 16

2.3.4 ASAM FOIAL ..o 18

xii



2.4 Metode Pembuatan Nanopartikel Gelasi 10NiK ...........cccooovvniiiinnnns 21
2.5 Karakterisasi Nanopartikel ... 22
2.5.1 Ukuran Partikel, PDI, dan Zeta Potensial ............cc.ccovvvennnnnn. 22
2.5.2 Persen Efisiensi Enkapsulasi (YEE)..........ccccccovvviiiiieiciinnnn. 23
2.6 Desain FAKIOaL........cccovriieeirieiririce s 23
2.7 Karakterisasi Formula Optimum..........ccccovvviveiviriverssssss e 24
2.7.1 Uji Stabilitas Fisik (Cycling Test) ......cccoeririiiiinininieiee, 24
2.7.2 Uji Pelepasan Obat In VItro........cccccceevveveiiieieeie s 25
BAB 11l METODE PENELITIAN .....oiiirrieenree s 27
3.1 WaKtu dan TeMPAL.........cccvueerueirerireeieieie e 27
3.2 Alat dan Bahan ... 27
321 AlBL..oiiiie s 27
3.2.2 BANAN ... s 27
3.3 Prosedur PENEIITIAN ........ccvevrieirririce s 28
3.3.1 Identifikasi SIMPliSia.........cccceovveiieieiicie e 28
3.3.2 Preparasi SAMPEL ........ccoiiiiiiiiiiiesiee e 29
3.3.3 Ekstraksi Daun KeniKir ............ccooviiiinininnenese e 29
3.3.4 Skrining FitoKimia...........ccccoeiiiiiiic e 30
3.3.5 Karakterisasi EKStrak...........cccoccovoveviiiinieiiiiiece e 31
3.3.6 Uji Kuantitatif Senyawa Flavonoid Ekstrak Daun Kenikir.....33
3.3.7 Optimasi Formula Nanopartikel.............c.cccoovevviiciieneiienen, 35
3.3.8 Preparasi Kitosan Terkonjugasi Asam Folat (AF-K).............. 35
3.3.9 Preparasi Nanopartikel Ekstrak Daun Kenikir Berbasis

Polimer Kitosan-Alginat Terkonjugasi Asam Folat................ 37

3.4 Karakterisasi Nanopartikel Ekstrak Daun Kenikir Berbasis Polimer-
Kitosan-Alginat Terkonjugasi Asam Folat.............cccovieieivieiineiinnenn, 38
3.4.1 Ukuran Partikel dan Poyidispersity Index (PDI) ........c.cccvun.e. 38
3.4.2 Zeta POtensial........ccoviieiieiiiieieee e 38
3.4.3 Efisiensi Enkapsulasi (Y0EE) .......c.cccocevviiiiiiiiiieecce 39
3.5 Penentuan Formula OptimUM ..........ccerriennireeee e 40
3.6 Karakterisasi Formula Optimum .........cccovovreeiininirrsssessssee s 40
3.6.1 Uji Stabilitas (Cycling TeSt)......cccevererririiiiereeie e 40
3.6.2 Uji Stabilitas pH Gastrointestinal .............ccccccoviveiiiiieiiniiennnn 40
3.6.3 Uji Morfologi Partikel ............ccooveviiiiiiiecececcseee e 41
3.6.4 Uji Pelepasan Obat IN VItro........cccccovveieiiiiniineseecccie e 41

Xiii



3.6.5 Model Kinetika Pelepasan ODbat ............ccccooeviiiniininiiniicienn, 41

3.6.6 ANaliSiS Data........ccoviieiiiiiisie i 42
BAB IV HASIL DAN PEMBAHASAN ..ot 43
4.1 Hasil Ekstraksi dan Karakterisasi Ekstrak Daun KenikKir ...................... 43
4.1.1 Hasil SKrining FItOKIMIa .........cccooveveieiiece e 43
4.1.2 Hasil Karakterisasi Ekstrak Daun KeniKir ...........cc.ccooviveinnnnn. 46
4.1.3 Hasil Penetapan Panjang Gelombang Maksimum .................. 48
4.1.4 Hasil Penetapan Kurva Baku Kuersetin...........cccccccevveevinennnn. 49
4.1.5 Hasil Penetapan Kadar Total Flavonoid...............c.ccceevinenen. 50

4.2 Optimasi dan Karakterisasi Formula Nanopartikel.............cccccoovnennee. 51
4.2.1 Hasil Kitosan Terkonjugasi Asam Folat (AF-K) .................... 52
4.2.2 Hasil Karakterisasi Kitosan Terkonjugasi Asam Folat ........... 55
4.2.3 Hasil Pembuatan Nanopartikel .............ccocoiiiiiiiiicen, 58
4.2.4 Hasil Karakterisasi Nanopartikel............c.cccooevviieiiieiiciennen, 61

4.2.5 Penentuan Formula Optimum Nanopartikel Ekstrak Daun
Kenikir Berbasis Polimer Kitosan-Alginat Terkonjugasi

ASAM FOIAL ..o 84

4.3 Karakterisasi Formula Optimum Nanopartikel Ekstrak Daun Kenikir
Berbasis Polimer Kitosan-Alginat Terkonjugasi Asam Folat............... 85

4.3.1 Hasil Analisis Ukuran Partikel, Indeks Polidispersitas (PDI),
dan Zeta Potensial .........ccccooverieeiiiieiieeee e 85
4.3.2 Hasil Pengujian Cycling TeSt ........ccccovvevieeiiiieie e 86
4.3.3 Hasil Pengujian Stabilitas pH.........ccccooiiiiiiiiiee, 88
4.3.4 Hasil Pengujian Morfologi Nanopartikel (TEM) ..........cco..... 89
4.3.5 Hasil Pengujian Pelepasan Obat In Vitro ...........cccocovevieenen, 90
4.3.6 Hasil Analisis Model Kinetika Pelepasan Obat ...................... 92
BAB V PENUTUP.......cooicce ettt 95
5.1 KESIMPUIAN ... 95
5.2 SANAN ..ottt ettt 95
DAFTAR PUSTAKA ..ottt 97
LAMPIRAN. ...ttt ese s esenenas 108
DAFTAR RIWAYAT HIDUP......ccooiiiirenrsteeesssee e 152

Xiv



Gambar 1.
Gambar 2.
Gambar 3.
Gambar 4.
Gambar 5.
Gambar 6.
Gambar 7.
Gambar 8.
Gambar 9.

Gambar 10.
Gambar 11.
Gambar 12.
Gambar 13.
Gambar 14.
Gambar 15.
Gambar 16.

Gambar 17.
Gambar 18.
Gambar 19.
Gambar 20.
Gambar 21.
Gambar 22.
Gambar 23.
Gambar 24.
Gambar 25.
Gambar 26.
Gambar 27.
Gambar 28.
Gambar 29.
Gambar 30.

DAFTAR GAMBAR

Halaman
(a) Tanaman kenikir, (b) daun kenikir, (c) bunga kenikKir ........................ 8
Struktur Kimia KUBISELIN ........cvuveriieieieinisricee s 10
Target aktif nanopartikel dengan ligan..........cccccovvvvvvvsssccccene 13
SEUKEUP IGINGL. .....c.cveviiiccicer s 15
Crosslinking kalsium alginat dengan Kitosan ............ccccceeeeeciecienninenn, 17
Mekanisme obat terkonjugasi asam folat pada reseptor..............c.......... 19
Proses pembuatan nanopartikel ..., 22
Diagram alur prosedur penelitian ............cccceeeeecererinensnenesseseesesseeen, 28
Grafik kurva kalibrasi KUEISELIN..........ccoevrrieininninncee s 50
SErUKLIUr @Sam TOIAL.........ccerieeeeeee s 52
Serbuk konjugasi asam folat-kitosan (AF-K) .........cccccceeeeeeicieiennnnnnnn, 52
Kestabilan asam folat pada pH asam dan basa............cccccceeveceverennen. 53
Reaksi pembentukan konjugat AF-K ..., 55
Spektra FTIR kitosan, asam folat, asam folat-kitosan (AF-K).............. 56
Grafik kurva kalibrasi asam folat..........cccccovvriininnnnieeennce, 58
Nanopartikel ekstrak daun kenikir berbasis polimer kitosan-
alginat terkonjugasi asam folat (DK-AF-K-AIg-NP) ..........ccccceevevenneee. 59
Gelasi ionik alginat dan kitosan dengan crosslinker CaCl,................... 60
[ustrasi ukuran partikel kitosan konsentrasi rendah dan tinggi............. 63
Kurva predicted vs actual respon ukuran partikel............ccccooeivirinnee. 64
(@) Kurva normal plot, (b) Grafik Pareto chart ukuran partikel............. 65
(@) Kurva interaction, (b) Grafik 3D surface ukuran partikel................ 65
Kurva predicted vs actual respon indeks polidispersitas...................... 69
(a) Kurva normal plot, (b) Grafik Pareto chart............cc.ccceeeviennnen, 72
(@) Kurva interaction, (b) Grafik 3D surface PDI ........cccccceuvvrrriririreene. 70
Polielektrolit interaksi antara kalsium alginat dan kitosan..................... 72
Zeta potensial gugus asam folat, kitosan, dan alginat .............ccccccevvnee. 74
Kurva predicted vs actual respon zeta potensial ............cccccoveeererennnnn. 75
(@) Kurva normal plot, (b) Grafik Pareto chart zeta potensial............... 76
(@) Kurva interaction, (b) Grafik 3D surface zeta potensial .................. 77
[ustrasi nanoenkapsulasi nanopartikel...............cccceeecieeinieicnicieisinenns 80

XV



Gambar 31.
Gambar 32.
Gambar 33.
Gambar 34.
Gambar 35.

Gambar 36.
Gambar 37.

Kurva predicted vs actual respon efisiensi enkapsulasi......................... 82
(a) Kurva normal plot, (b) Grafik Pareto chart..............c.ccccovernennn. 85
(@) Kurva interaction, (b) Grafik 3D surface efisiensi enkapsulasi....... 83
Grafik stabilitas pH gastrointestinal ..............cococeeennnieeernncenn, 88
(a) Hasil TEM perbesaran 40000x (b) Hasil TEM perbesaran 40000x

dengan IMAGEI®.........cveieieeee s 89
[ustrasi tight JuNCLION KItOSAN ... 92
Mekanisme pelepasan 0bat ............cccoceeeririieieneriisssssss s 94

XVi



DAFTAR TABEL

Halaman
Tabel 1. Rentang konsentrasi polimer Kitosan-alginat............c.cocovceennnncicnnnnnes 35
Tabel 2. Formulasi kitosan terkonjugasi asam folat (AF-K) ........cccocovvviicciccnnnen. 36
Tabel 3. Formulasi nanopartikel ekstrak daun kenikir berbasis polimer kitosan-
alginat terkonjugasi asam folat (DK-AF-K-AIg-NP) ........cccceoinniinnnen, 38
Tabel 4. Rumus model kinetika pelepasan obat............ccoovvvvivvcsccsseecee 42
Tabel 5. Hasil skrining fitokimia ekstrak daun Kenikir...........cccoooveeennnncicnnnnne 44
Tabel 6. Hasil karakterisasi ekstrak daun Kenikir...........ccoovvvnrvnnsnsssseeeens 46
Tabel 7. Hasil pengukuran absorbansi KUErSEtin..........ccccvvvviveeevvevvissscse e 49
Tabel 8. Hasil kadar total flavonoid ekstrak ..o 51
Tabel 9. Hasil pengukuran absorbansi asam folat...........ccccevvvvvvvnsssssseeeees 57
Tabel 10. Hasil asam folat terkONjuQasi ..........cccceereeieceieieieiiesese s 58
Tabel 11. Hasil karakterisasi formula DK-AF-K-ALG-NP .........ccccovvrrnnrseenens 61
Tabel 12. Hasil analisis ukuran partikel ... 62
Tabel 13. Hasil analisis statistika respon ukuran partikel ..............ccccoovviiiccrcrcnnen. 64
Tabel 14. Analisis ANOVA pada hasil ukuran partikel ...........ccccocovvviriccccrcnnen, 66
Tabel 15. Hasil analisis indeks polidiSPersitas ...........cccuveernrnnicieessseeeiesenens 68
Tabel 16. Hasil analisis statistika respon indeks polidispersitas ..............cccocoeerevernen. 68
Tabel 17. Analisis ANOVA pada hasil indeks polidispersitas.............cccoceeeererererenen. 71
Tabel 18. Hasil karakterisasi zeta potensial .............cccerrrieenrnneeessseeeeeees 73
Tabel 19. Hasil analisis respon zeta potensial dengan optimasi desain faktorial ........ 75
Tabel 20. Analisis ANOVA pada hasil zeta potensial .............ccccovvveeieniiccinniiceene, 77
Tabel 21. Hasil karakterisasi efisiensi enkapsulasi ............cccoeovrrriinennnincennnenes 79
Tabel 22. Hasil respon efisiensi enkapsulasi dengan optimasi desain faktorial........... 81
Tabel 23. Analisis ANOVA pada efisiensi enkapsulasi ............ccccveeverirncienisicenene, 83
Tabel 24. Hasil ukuran partikel, PDI, dan zeta potensial............c.cocooveennnncininnnnes 85
Tabel 25. Hasil cycling test formula Optimum...........ccccveeieiicciicceecee e 87
Tabel 26. Hasil uji pelepasan obat secara in VItro ...........ccccoeevvveeienvceienescceesseenen, 90
Tabel 27. Hasil model Kinetika pelepasan ............ccoceeeiererenennnnnnessssesssssseseseseens 93

XVii



Lampiran 1.
Lampiran 2.
Lampiran 3.

Lampiran 4.
Lampiran 5.
Lampiran 6.
Lampiran 7.
Lampiran 8.
Lampiran 9.

Lampiran 10.
Lampiran 11.
Lampiran 12.
Lampiran 13.
Lampiran 14.
Lampiran 15.
Lampiran 16.
Lampiran 17.
Lampiran 18.

Lampiran 19.
Lampiran 20.
Lampiran 21.
Lampiran 22.
Lampiran 23.
Lampiran 24.
Lampiran 25.

DAFTAR LAMPIRAN

Halaman
Skema Kerja UmUM ... 108
Preparasi Kitosan Terkonjugasi Asam Folat.............ccccccoevevecininnne, 109
Preparasi Nanopartikel Ekstrak Daun Kenikir Berbasis Polimer
Kitosan-Alginat Terkonjugasi Asam Folat ............cccccovvvvecrerennen. 110
Hasil Identifikasi Tanaman Daun KeniKir...........cccoovvnnnnnnnnennne, 111
Preparasi Ekstrak Daun KenikKir.............cococevvnnncnnnnceenns 113
Perhitungan Rendemen Ekstrak Daun KeniKir............ccccocovvieinnne. 114
Hasil SKirining FItoKIMIa .........ccooveiriccerseceesee, 115
Perhitungan Karakterisasi EKStrak............cccoeovrrniiennnniicennns 117
Penetapan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Daun Kenikir................. 119
Perhitungan Bahan.............cceerriieirience s 122
Certificate Of ANAIYSIS.......cccoviiiieiiree s 125
Penentuan Persen Terkonjugasi Asam Folat...........cccoevevviriveiienne, 129
Dokumentasi Preparasi Kitosan Terkonjugasi Asam Folat .............. 132
Dokumentasi Pembuatan Sediaan Nanopartikel.............ccccoovreennee. 133
Perhitungan Efisiensi Enkapsulasi Nanopartikel................cccoo........ 134
Hasil Pengujian Ukuran Partikel dan PDI..........ccocoooeieinnnicennee, 135
Hasil Pengujian Zeta Potensial...........ccocovvieieennncccsssnccein, 137
Hasil Optimasi Formula Nanopartikel Ekstrak Daun Kenikir
Berbasis Polimer Kitosan-Alginat ... 139
Hasil PSA dan Zeta Potensial Formula Optimum............cccccvvvvenee. 140
HaSil CyCliNG TESE.....ocvoveiiiiceesre e 142
Hasil SPSS® Paired Sample T-Test Uji Stabilitas.............cccc.coevuun... 144
Perhitungan Uji Stabilitas terhadap pH ..o 145
Perhitungan Ukuran Partikel Menggunakan ImageJ®...................... 147
Hasil Uji Pelepasan Obat in VITFO........cccocoviiennnnccessseneien, 148
Hasil Model Kinetika Pelepasan.............cccoveeieivicicniscieisseene, 150

xviii



AEAC
AF-K
a.u.
BCL-2
DK-AF-K-Alg-NP :
DMSO
DNA

DOE

EDC

EE

FTIR
G1/M

G1/S

ICso

kDa

NHS
NF-kappaB
MCF-7
MCI-1
MMP
MWCO
p.a.

PABA

PDI

PEC

pH

PSA

P53

RNA

Rpm

ROS
SPSS®
TEM

T47D
UV-Vis

DAFTAR SINGKATAN

: Ascorbic Acid Equivalent Antioxidant
: Asam Folat-Kitosan

. Arbitrary Unit

: Limfoma sel B

Daun Kenikir-Asam Folat-Kitosan-Alginat-Nanopartikel

: Dimetilsulfoksida

: Deoxyribonucleic Acid

: Design Of Experiment

: 1-Etil-3(3-Dimetilaminopropil) Karbodiimida
: Efisiensi Enkapsulasi

: Fourier Transform Infrared Spectroscopy
: Fase Gl/Fase M

: Fase G1/Fase Sintesis

- Inhibition Concentration

: Kilo Dalton

: N-hidroksisuksimida

: Nuclear Factor-kappa B

: Michigan Cancer Foundation-7

: Myeloid Cell Leukemia-1

: Matrix Metallo Proteinase

: Molecular Weight Cut-off

: Pro Analysis

: Para Amino Benzoic Acid

: Poly Dispersity Index

: Kompleks Polielektrolit

: Potential of Hydrogen

: Particle Size Analyzer

: Protein 53

: Ribonucleic Acid

: Revolutions Per Minute

: Spesies Oksigen Reaktif

: Statistical Package for Social Science

: Transmission Electron Microscopy

: Human Ductal Breast Epithelial Tumor Cell Line
: Ultraviolet-Visible

XiX



BAB |

PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Kanker merupakan salah satu penyakit yang telah menjadi masalah
kesehatan di seluruh dunia termasuk Indonesia. Kanker payudara termasuk 1 dari
10 kanker ganas yang terdiagnosis pada 1 juta wanita setiap tahun (Sasco, 2003).
Berdasarkan riset dari American Cancer Society (2013), menunjukkan bahwa di
Amerika kanker payudara menempati urutan kedua penyebab kematian akibat
kanker setelah kanker paru-paru sebanyak 232.340 kasus dengan 39.620 wanita dan
410 pria meninggal dunia pada kelompok usia 20-59 tahun. Menurut International
Agency Research Center (2014), Indonesia menduduki posisi pertama negara di
Asia dengan jumlah kasus kanker payudara tertinggi sebanyak 25.208 kasus.
Berdasarkan situasi tersebut diperlukan pengembangan obat terapi kanker baru
dengan target spesifik dan selektivitas tinggi yang memanfaatkan potensi bahan
alam.

Daun kenikir (Cosmos caudatus Kunth.) mengandung metabolit sekunder
dari senyawa flavonoid yang mempunyai aktivitas farmakologis sebagai
antikanker. Efek antikanker tersebut berkaitan dengan anti-proliferasi, pro-
apoptosis, dan anti-angiogenesis (Li et al. 2021). Kuersetin adalah senyawa
flavonoid yang paling dominan dalam daun kenikir dengan kadar sebesar 51,3 + 4,1
mg (Andarwulan et al. 2012). Berbagai penelitian memperlihatkan efek kuersetin pada
apoptosis sel dan mekanismenya terhadap sel kanker paru-paru, leukemia, kolon,

rahim, lambung, dan payudara (Tang et al. 2020).



Berdasarkan hasil penelitian dari Fita et al. (2015) membuktikan bahwa ekstrak
daun kenikir memiliki efek sitotoksik yang lebih besar dalam menekan pertumbuhan
sel kanker payudara T47D melalui mekanisme apoptosis. Daun kenikir memiliki efek
sitotoksik terhadap sel kanker dengan aktivitas antioksidan yang sangat kuat sesuai
dengan penelitian dari Nurhayati et al. (2018) menunjukkan bahwa nilai 1Cso
ekstrak etanol daun kenikir sebesar 13,30 ug/mL. Berdasarkan penelitian dari Tsai
et al. (2018) menyatakan bahwa obat kanker doxorubicin memiliki aktivitas
sitotoksik terhadap sel kanker usus dengan ICso sebesar 3,49 pg/mL. Oleh karena
itu, dapat disimpulkan aktivitas sitotoksik daun kenikir terhadap sel kanker tidak
beigtu jauh dengan obat kanker karena nilai 1Cso daun kenikir tergolong kuat.

Glikosida flavonoid kuersetin daun kenikir memiiki kelarutan dalam air yang
rendah (0,01 mg/mL) sehingga menyebabkan bioavailabilitasnya rendah,
ketidakstabilan kimia, dan waktu paruh biologis yang singkat (11-12 jam) (Susanto et
al. 2020). Senyawa glikosida flavonoid juga mudah mengalami hidrolisis menjadi
aglikon pada usus sehingga efektivitas dan farmakologis tanaman menjadi tidak
maksimal (Juliantoni et al. 2020). Oleh karena itu, untuk mengatasi hal tersebut
dibutuhkan suatu sistem penghantaran obat yang efektif untuk menjaga kestabilan
senyawa aktif sehingga dapat mencapai sel target dengan baik.

Salah satu sistem penghantaran nanoteknologi yang mampu membawa obat
dengan ukuran molekul kecil atau makromolekul besar ke tempat sel target adalah
nanopartikel. Nanopartikel dengan ukuran 10-1000 nm menghantarkan obat dengan
cara obat dilarutkan, diperangkap, dienkapsulasi, dan dilekatkan pada matriks

nanopartikel. Penghantaran obat dengan sistem nanopartikel dapat meningkatkan



kelarutan zat aktif yang sukar larut, meningkatkan stabilitas dan bioavailabilitas zat
aktif, meningkatkan target dan pelebasan obat ke daerah target, dan mengurangi efek
iritasi pada saluran cerna (Khandbahale dan Saudagar, 2017).

Polimer yang dapat digunakan dalam formulasi nanopartikel adalah kitosan
yang termasuk polimer polisakarida kationik tidak bercabang membentuk nanopartikel
dengan menangkap makromolekul. Kitosan bersifat tidak toksik dan kompatibel
namun memiliki keterbatasan mudah larut dalam pH asam di lambung. Kemampuan
mengembang kitosan terhadap lingkungan air yang tinggi dan cepat menyerap air
sehingga membuat pelepasan obat menjadi lebih cepat (Alauhdin dan Widiarti, 2014)

Salah satu cara mengatasi keterbatasan kitosan dilakukan modifikasi dengan
penambahan polimer lain untuk memperkuat struktur kitosan. Gugus amino kitosan
bermuatan positif dan memiliki muatan kepadatan yang tinggi dalam suasana asam
sehingga mampu berinteraksi secara spontan dengan polimer anionik membentuk
kompleks polielektrolit (PEC) (Mateescu et al. 2015). Polimer kitosan yang bersifat
kationik dapat dikombinasikan dengan alginat yang bersifat anionik membentuk
kompleks polielektrolit. Alginat pada pH rendah dapat mencegah pelepasan bahan obat
yang dienkapsulasi sedangkan pada pH tinggi membentuk lapisan kental yang larut
sehingga dapat melepaskan obat (Natrajan et al. 2015).

Metode pembuatan nanopartikel dapat dilakukan dengan sistem dispersi
polimer melalui gelasi ionik. Keuntungan sistem penghantaran nanopartikel dengan
polimerik meningkatkan bioavailabilitas obat dan dapat difungsionalisasi dengan ligan
penargetan untuk meningkatkan pengiriman obat ke sel kanker secara spesifik. Metode

gelasi ionik melibatkan ikatan silang antara polielektrolit dengan pasangan ion



multivalen. Pembentukan kompleksasi polielektrolit dengan polielektrolit yang
berlawanan pada permukaan partikel dapat meningkatkan kekuatan mekanik partikel
yang terbentuk (Park et al. 2017). Gelasi ionik tidak menggunakan pelarut organik dan
prosesnya sederhana dapat dikontrol dengan mudah (Samudra et al. 2021).

Sistem penghantaran obat dengan nanopartikel diyakini dapat memberikan
efek yang berkelanjutan dan pelepasan obat terkontrol yang mengarah pada
peningkatan indeks terapeutik namun, sistem tersebut masih dibatasi oleh kurangnya
selektivitas terhadap sel tumor. Asam folat berperan sebagai nutrisi penting untuk
sintesis DNA dan RNA yang dibutuhkan sel kanker. Kebutuhan asam folat pada sel
kanker jauh lebih besar dari sel normal karena tingkat pertumbuhan dan pembelahan
sel yang tinggi (Yang et al. 2014). Oleh karena itu, upaya untuk mengatasi
permasalahan tersebut dibuat dalam sistem penghantaran nanopartikel terkonjugasi
ligan asam folat. Morfologi permukaan nanopartikel dapat dimodifikasi dengan
konjugasi ligan penargetan seperti asam folat untuk meningkatkan afinitas reseptor
folat dan internalisasi jaringan target. Asam folat dapat berikatan secara spesifik dengan
reseptor folat (Kumbhar et al. 2022).

Asam folat sebagai ligan penargetan untuk penghantaran terapi ke sel kanker
melalui  endositosis nanopartikel yang dimediasi reseptor folat. Reseptor
folat diekspresikan lebih banyak pada sel kanker dibandingkan dengan sel normal
sehingga dapat digunakan untuk mentargetkan obat secara spesifik ke sel kanker
(Kumar et al. 2015). Penelitian Ashrafizadeh et al. (2023) menunjukkan formulasi
nanoenkapsulasi lechitin-kitosan obat doxorubin terkonjugasi asam folat memiliki

aktivitas sitotoksik terhadap sel kanker payudara MCF-7 lebih tinggi dibandingkan



dengan doxorubin yang tidak terkonjugasi asam folat. Penggabungan ligan target
dengan kitosan juga dapat menjaga sifat fisikokimia kitosan dan memberikan aktivitas
secara spesifik terhadap target sel kanker (Natrajan et al. 2015).

Berdasarkan penjelasan di atas, peneliti tertarik melakukan penelitian terkait
formula nanopartikel ekstrak daun kenikir dengan kombinasi polimer kitosan dan
alginat yang terkonjugasi asam folat. Penelitian dilakukan optimasi terhadap
konsentrasi kitosan-alginat dan asam folat menggunakan metode desain faktorial 22
berdasarkan hasil karakterisasi setiap formula yang telah diperoleh. Karakterisasi
sediaan yang dilakukan meliputi ukuran partikel, indeks polidispersitas (PDI), zeta
potensial, dan efisiensi enkapsulasi (%EE). Hasil formula optimum dilakukan
karakterisasi kembali terkait uji PSA, zeta potensial, % EE, uji cycling test, uji TEM,
uji stabilitas terhadap pH gastrointestinal, dan uji pelepasan obat secara in vitro.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana karakterisasi ekstrak daun kenikir sebagai senyawa bioaktif dari
nanopartikel?
2. Bagaimana karakter formula optimum nanopartikel ekstrak daun kenikir
berbasis polimer kitosan-alginat terkonjugasi asam folat?
3. Bagaimana karakter formula optimum nanopartikel esktrak daun kenikir
berbasis polimer kitosan-alginat terkonjugasi asam folat?
1.3  Tujuan Penelitian
1. Mengetahui karakter ekstrak daun kenikir sebagai senyawa bioaktif dari
nanopartikel.

2. Memperoleh karakter formula optimum nanopartikel ekstrak daun kenikir



berbasis polimer kitosan-alginat terkonjugasi asam folat.
3. Memperoleh karakter formula optimum nanopartikel esktrak daun kenikir

berbasis polimer kitosan-alginat terkonjugasi asam folat.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat sebagai sumber informasi ilmiah
terkait formulasi pengembangan obat dengan target spesifik sel kanker dan
memperoleh konsentrasi formula optimum nanopartikel kitosan-alginat ekstrak daun
kenikir terkonjugasi asam folat. Selain itu, diharapkan juga dapat memberikan solusi

terhadap permasalahan stabilitas dan bioavailabilitas dari senyawa aktif.
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