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Optimization and Microscopic Characterization of Nanoparticles
Poly(Lactic-co-Glycolic Acid) Rifampicin Labeled Fluoresceinamine with
Variation Poly(Vinyl Alcohol) and Sonication Time

Indra Wijaya
08121006030

ABSTRACT

According to Biopharmaceutics Classification System (BCS), rifampicin is
classified in class Il which means it has low solubility in water but high
permeability towards biological membrane. Low solubility will affect drug’s
bioavailability hence, preparation and characterization of nano rifampicin was done
to improve the solubility in order to improve the bioavailability and reduce the risk
of side effects from rifampicin in large doses. The resulting nanoparticles can
increase penetration into the macrophages so that a faster macrophage uptake
occurs. Preparation of rifampicin into nanoparticle, using poly(lactic-co-glycolic
acid) as encapsulation polymer and poly(vinyl alcohol) as stabilizer with emulsion
solvent evaporation method in single emulsion type process. These nanoparticles
were consisted of rifampicin, fluoresceinamine, PLGA, PVA, and ethyl acetate with
variation of PVA 40 mg and 50 mg and 30 seconds and 60 seconds of sonication
time. The determination of percentage of encapsulation efficiency (% EE) obtained
result for optimum formula is 90.58 + 0.15% with PVA 50 mg and time of
sonication 60 seconds. The optimum formula was determined by using 22 factorial
design method in estimating the dominant effect to decide its respon using Design
Expert® version 10. The result of nanoparticles characterization such as diameter
and particles distribution (Poly Dispersity Index/PDI) and potential zeta using
Particle Size Analyzer (PSA) were 384 nm; 0.032; and +2.6 mV. Morphology
particle of optimum formula was observed using Transmission Electron
Microscope (TEM) showed spheric particles and homogen which PDI of 0.111.
Uptake observation of macrophages using confocal laser scanning microscopy.
PLGA-rifampicin-labeled fluoresceinamine nanoparticles produce a green color on
microscopic observations while macrophages are red when fluorescence occurs. In
the uptake of macrophages, the observed nanoparticles are yellow in color
indicating a macrophage uptake occurs in nanoparticles whereas the nanoparticles
attached to the macrophage surface are green when fluorescence occurs.

Keywords: Rifampicin, Nanoparticles, Ultrasonicator, Macrophage Uptake, Factorial Design



Optimasi dan Karakterisasi Mikroskopik Nanopartikel Poly(Lactic-co-
Glycolic Acid) Rifampisin Berlabel Fluoresceinamine dengan Variasi
Poly(Vinyl Alcohol) dan Waktu Sonikasi

Indra Wijaya
08121006030

ABSTRAK

Rifampisin tergolong dalam Biopharmaceutics Classification System (BCS)
kelas Il yang menunjukkan bahwa kelarutannya rendah dalam air tetapi memiliki
permeabilitas yang tinggi. Kelarutan yang rendah akan memengaruhi
bioavailabilitas suatu obat maka dilakukan preparasi dan karakterisasi terhadap
rifampisin menjadi ukuran nano untuk meningkatkan kelarutannya sehingga dapat
memperbaiki bioavailabilitasnya dan menurunkan risiko efek samping dari
rifampisin yang penggunaannya dalam dosis besar. Nanopartikel yang dihasilkan
dapat meningkatkan penetrasi ke dalam makrofag sehingga proses uptake makrofag
lebih cepat terjadi. Preparasi rifampisin menjadi nanopartikel dengan polimer
penjerap poly(lactic-co-glycolic acid) dan stabilizer poly(vinyl alcohol) dengan
emulsion solvent evaporation dalam tipe single emulsion process. Komponen
nanopartikel terdiri dari rifampisin, fluoresceinamine, PLGA, PVA, dan etil asetat
menggunakan variasi PVA 40 mg dan 50 mg serta waktu sonikasi 30 detik dan 60
detik. Penentuan persen efisiensi enkapsulasi (% EE) diperoleh hasil untuk formula
optimum yaitu antara lain 90,58 + 0,15 % dengan PVA 50 mg dan waktu sonikasi
60 detik. Formula optimum didapatkan dengan metode desain faktorial 22 yang
dapat memperkirakan efek yang dominan dalam menentukan respon menggunakan
Design-Expert® versi 10. Hasil karakterisasi nanopartikel seperti diameter dan
distribusi partikel (Poly Dispersity Index/PDI), serta zeta potensial menggunakan
alat particle size analyzer (PSA) pada formula optimum adalah 384 nm; 0,032; dan
+2,6 mV. Morfologi partikel formula optimum diamati dengan menggunakan alat
transmission electron microscope (TEM) menunjukkan partikel berbentuk spheric
dan terpisah dengan baik yang memiliki nilai PDI sebesar 0,111. Pengamatan
uptake makrofag menggunakan Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM).
Nanopartikel PLGA-rifampisin berlabel fluoresceinamine menghasilkan warna
hijau pada pengamatan mikroskop sedangkan makrofag berwarna merah saat
berfluoresensi. Pada uptake makrofag, nanopartikel yang teramati berwana kuning
yang menandakan telah terjadi proses uptake makrofag pada nanopartikel
sedangkan nanopartikel yang menempel pada permukaan makrofag berwarna hijau
saat terjadi fluoresensi.

Kata kunci: Rifampisin, Nanopartikel, Sonikasi, Uptake Makrofag, Desain Faktorial
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1  Latar Belakang

Tuberkulosis (TB) merupakan penyakit yang disebabkan oleh infeksi
Mycobacterium tuberculosis (MTB) yang termasuk penyakit menular kronik dan
masih menjadi masalah kesehatan utama di dunia dan di Indonesia. Pada tahun
2013, terdapat sekitar 8,7 milyar penderita TB kasus baru dan angka kematian
akibat TB di seluruh dunia mencapai 990.000 jiwa sehingga diperlukan upaya yang
serius untuk mengatasinya. Standar terapi tuberkulosis secara umum menggunakan
obat anti tuberkulosis (OAT) seperti isoniazid, rifampisin, etambutol, pirazinamida,
dan streptomisin. Obat antituberkulosis paling banyak diberikan adalah kombinasi
isoniazid-rifampisin-pirazinamid, kombinasi isoniazid-rifampisin, dan kombinasi
isoniazid-rifampisin-etambutol dengan lama pengobatan lengkap selama 6 bulan
agar infeksi yang ditimbulkan MTB tidak resisten (WHO, 2013).

Waktu penggunaan obat yang lama menjadi masalah yang cukup signifikan
sehingga perlu dilakukan pembuatan teknologi nanopartikel yang berpotensi dalam
menurunkan penggunaan OAT yang lama sehingga penggunaan pemakain OAT
dapat dipersingkat dan efek rifampisin menjadi lebih efektif. Rifampisin
merupakan obat lini pertama untuk terapi tuberkulosis. Obat ini termasuk
makrosiklik antibiotik kompleks yang menghambat sintesis asam ribonukleat
dalam berbagai mikroba patogen. Efek rifampisin bersifat bakterisida dan efek
sterilisasi efektif melawan Mycobacterium tuberculosis baik intraseluler dan

ekstraseluler (Kasim, 2011).



Masalah signifikan yang dihasilkan dari efek samping rifampisin yang
digunakan secara terus-menerus yaitu dapat menimbulkan gangguan saluran cerna
dan menghasilkan hepatotoksisitas (Reddy et al., 2010). Sifat kelarutan yang
dimiliki rifampisin bersifat rendah dengan permeabilitas yang baik, sehingga
tergolong dalam BCS (Biopharmaceutics Classification System) kelas Il (Adebayo
and Farlane, 2014). Sifat kelarutan yang buruk dalam air mengakibatkan
disolusinya terbatas serta kecepatan absorbsinya rendah, sehingga dapat
menyebabkan penundaan kerja obat (Gandhi et al., 2014). Masalah permeabilitas
dan risiko efek samping dari suatu obat yang penggunaannya dalam dosis besar
dapat diatasi dengan memanfaatkan teknologi partikel. Ukuran partikel obat akan
diubah menjadi ukuran yang lebih kecil, sehingga akan menurunkan dosis terapi
dari obat yang dapat menurunkan efek samping dari penggunaan dan meningkatkan
permeabilitas dari partikel obat. Manfaat lain yang dapat diperoleh dari teknologi
partikel adalah peningkatan efektivitas penggunaan suatu obat dan menghindari
resiko degradasi obat dalam tubuh (Guirguis, 2013).

Penggunaan teknologi partikel dapat menangani permasalahan bakteri MTB
yang masih dapat bertahan di paru-paru setelah diberi sediaan rifampisin oral.
Bakteri Mycobacterium tuberculosis yang telah masuk ke dalam makrofag dapat
menghasilkan enzim yang dapat menetralkan radikal bebas di dalam makrofag
sehingga bakteri MTB tidak mati dan bersembunyi di dalam makrofag dan
menyebabkan sediaan obat oral rifampisin tidak akan efektif dalam
penggunaannya. Teknologi partikel polimer berperan dalam menghindarkan
rifampisin dari kondisi oksidatif dalam makrofag paru-paru sehingga bakteri MTB

dapat dicerna secara maksimal dan dapat membantu kinerja rifampisin menjadi



lebih efektif dalam penyembuhan penyakit TB dengan efek samping yang kecil
(Kumar et al., 2005) Sistem pembawa menggunakan polimer dengan teknologi
partikel dapat meningkatkan efektivitas terapi, mengurangi efek samping,
mengurangi dosis serta frekuensi dosis obat menjadi terkontrol (Badescu et al.,
2008). Sediaan nanopartikel PLGA-rifampisin yang berlabel fluoresceinamine
yang telah masuk ke dalam makrofag akan biodegradable yang menyebabkan
nanopartikel pecah di dalam makrofag. PVA sebagai stabilizer akan terlepas pada
kondisi oksidatif di dalam makrofag dan enzim yang dihasilkan dari bakteri MTB
dapat menyebabkan PLGA sebagai polimer akan terlepas sehingga rifampisin dapat
efektif dalam membunuh bakteri MTB.

Penggunaan teknologi partikel yang digunakan berupa sediaan suspensi
yang dapat meningkatkan efektivitas terapi. Suspensi nanopartikel rifampisin
terdapat 2 komponen penyusun yang penting yaitu polimer dan stabilizer. Pada
penelitian ini menggunakan kombinasi polimer PLGA (Poly(Lactic-co-Glycolic
Acid)) dan PVA (Poly(Vinyl Alcohol)) sebagai stabilizer. Kombinasi antara PLGA
dan PVA dipilih karena memiliki ikatan yang kuat dan stabil antara gugus hidroksil
pada PVA dengan gugus asetil pada permukaan PLGA. Penggunaan PVA sebagai
stabilizer, akan menghasilkan suatu partikel berpori dan memiliki kemampuan
menyerap cairan di sekitar partikel, sehingga PVA sesuai digunakan sebagai
stabilizer (Virlan et al., 2015).

Metode sonikasi digunakan pada proses homogenisasi ukuran partikel
dengan kekuatan 40 kV yang dapat menghasilkan gelombang ultrasonik sebesar 20
— 100 kHz sehingga partikel-partikel rifampisin menjadi ukuran yang lebih kecil

(Castro et al., 2006). Waktu sonikasi 30 dan 60 detik dipilih karena termasuk dalam



rentang waktu sonikasi yang optimal untuk konsentrasi PVA 50 mg yaitu 30 — 90
detik. Berdasarkan penelitian Hafsy (2015) menyimpulkan bahwa penambahan
konsentrasi PVA sebagai stabilizer berpengaruh terhadap persen efisiensi
enkapsulasi partikel PLGA-rifampisin yang digunakan sebagai acuan variasi
konsentrasi PVA dalam penelitian ini. Semakin tinggi konsentrasi penambahan
PVA tidak menghasilkan %EE yang lebih baik dan menunjukkan bahwa
konsentrasi PVA yang paling optimal dalam menghasilkan %EE yang tinggi yakni
PVA 50 mg. Variasi konsentrasi PVA, metode sonikasi, PLGA dan rifampisin yang
digunakan harus sesuai dengan metode pembuatan teknologi partikel yang akan
dilakukan. Metode pembuatan nanopartikel PLGA-rifampisin menggunakan
metode emulsion-solvent evaporation karena antara polimer dan rifampisin yang
digunakan memiliki kesamaan sifat kelarutannya (Abdelwahed et al., 2006).
Nanopartikel PLGA-rifampisin yang dihasilkan akan dikarakterisasi dengan
pengamatan morfologi, diameter, distribusi partikel, keseragaman ukuran, nilai zeta
potensial, nilai persen efisiensi enkapsulasi (%EE), dan permeabilitas. Pengamatan
morfologi diperlukan untuk mengetahui bagaimana permukaan partikel yang
dihasilkan. Karakterisasi diameter dan keseragaman ukuran dilakukan agar dapat
mengetahui nilai Poly Dispersity Index (PDI) dari partikel yang dihasilkan.
Kestabilan dari partikel yang dihasilkan dapat diketahui dengan penentuan nilai
zeta potensial. Keberhasilan dari proses enkapsulasi partikel dapat diketahui dengan
perhitungan nilai persen EE. Pembuatan nanopartikel PLGA-rifampisin digunakan
pelabelan warna yaitu fluoresceinamine yang mudah didapatkan dan menghasilkan
fluoresensi yang lebih terang dalam menghasilkan pendaran warna agar proses

uptake makrofag dapat terlihat jelas. Pelabelan warna fluoresceinamine digunakan



karena sudah banyak digunakan untuk pelabelan warna fluoresensi yang dapat

Pengamatan nanopartikel PLGA-rifampisin diamati pada proses uptake

menggunakan Confocal Laser Scanning Microscope (CLSM) agar dapat

menghasilkan gambar yang berlabel fluorescence. Warna atau pendar yang
dihasilkan pada pengamatan CLSM menunjukkan jumlah nanopartikel yang
terdapat di dalam dan juga di luar makrofag.

1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana pengaruh waktu sonikasi dan konsentrasi PVA terhadap persen
efisiensi enkapsulasi, PDI, dan ukuran partikel?

2. Berapa konsentrasi PVA dan waktu sonikasi yang optimum dalam pembuatan
nanopartikel PLGA-rifampisin?

3. Bagaimana morfologi partikel yang dihasilkan dari formula optimum?

4. Bagaimana visualisasi proses uptake makrofag nanopartikel PLGA-rifampisin
berlabel fluoresceinamine pada pengamatan Confocal Laser Scanning
Microscopy (CLSM)?

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dilakukannya penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Mengetahui pengaruh waktu sonikasi dan konsentrasi PVA terhadap persen
efisiensi enkapsulasi, PDI dan ukuran partikel yang diperoleh.

2. Mendapatkan konsentrasi PVA dan waktu sonikasi yang optimum dalam
pembuatan nanopartikel PLGA-rifampisin.

3. Menggambarkan morfologi partikel yang dihasilkan dari formula optimum.



4. Melihat visualisasi proses uptake makrofag nanopartikel PLGA-rifampisin
berlabel fluoresceinamine pada pengamatan Confocal Laser Scanning
Microscopy (CLSM).

1.4  Manfaat Penelitian

Manfaat dari hasil penelitian ini yaitu dapat dijadikan sebagai acuan
formula optimum dengan variasi konsentrasi PVA dan waktu sonikasi pada
pembuatan suspensi nanopartikel PLGA-rifampisin dalam meningkatkan
permeabilitas rifampisin sehingga mempermudah uptake makrofag dibandingkan
dengan sediaan konvensional rifampisin. Hasil nanopartikel PLGA-rifampisin
berlabel fluoresceinamine pada uptake makrofag dapat menjadi tolak ukur untuk
mengembangkan formulasi sediaan baru yang berfokus pada penghantaran obat

melalui makrofag paru.
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