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Liposom Photothermal Sensitizer dengan Enzim Tempe Bongkrek Sebagai
Terapi Trombosis: Optimasi Dan Evaluasi In Vitro

Riffdah Sesya Linthra
08061282126033

ABSTRAK

Trombosis dapat memicu penyakit seperti stroke iskemik dan infark miokard akut.
Terapi trombosis yang biasanya diberikan antiplatelet, antikoagulan, dan agen
trombolitik. Berbeda dengan antiplatelet dan antikoagulan yang bersifat preventif,
agen trombolitik bekerja secara langsung untuk melarutkan trombus, contohnya
tPA. Tempe bongkrek merupakan makanan yang difermentasi jamur Rhizopus
oligosporus yang terdapat enzim proteolitik. Enzim purifikasi tempe bongkrek yang
telah diteliti memiliki aktivitas fibrinolitik. Penelitian ini bertujuan untuk
menentukan formula optimum liposom photothermal  sensitizer yang
mengenkapsulasi ekstrak kasar dan enzim purifikasi tempe bongkrek. Penentuan
formula optimum menggunakan Design-Expert® dengan metode faktorial 22.
Faktor yang digunakan adalah soya lesitin dan tween-80. Level maksimum dan
minimum yang digunakan untuk soya lesitin adalah 0,8% dan 0,1% dan untuk
tween-80 adalah 0,1% dan 0,01%. Formula optimum yang didapatkan
dikarakterisasi ukuran partikel, PDI, morfologi, zeta potensial, uji cycling test
(terdiri dari uji tampilan fisik dan efisiensi enkapsulasi), aktivitas trombolitik dan
photothermal efficiency. Konsentrasi soya lesitin bisa meningkatkan %EE,
viskositas, dan peningkatan suhu tetapi soya lesitin bisa menurunkan pH serta
tween-80 bisa menurunkan %EE, peningkatan suhu dan viskositas tetapi tidak
memiliki pengaruh signifikan terhadap pH. Formula optimum yang didapatkan
sebesar 0,604% soya lesitin dan 0,1% tween-80. Liposom photothermal sensitizer
memiliki bentuk bulat dengan ukuran partikel 825,5 nm, PDI sebesar 0,609 dan zeta
potensial sebesar -77,5 mV. Ekstrak kasar dan enzim purifikasi tempe bongkrek
dengan konsentrasi 100% memiliki aktivitas trombolitik sebesar 45,05% dan
48,96%. Liposom photothermal sensitizer yang diformulasikan menunjukkan
potensi sebagai agen trombolitik dengan aktivitas trombolitik dengan Lip-Phy-
CETB, Lip-Phy-PETB, Lip-Flu-CETB, Lip-Flu-PETB dengan nilai berurutan
32,40%; 41,98%:; 16,00%, dan 35,53%.

Kata kunci: enzim proteolitik, liposom, photothermal, tempe bongkrek,
trombolitik



Photothermal Sensitizer Liposomes with Tempe Bongkrek Enzyme for
Thrombosis Therapy: Optimization and In Vitro Evaluation

Riffdah Sesya Linthra
08061282126033

ABSTRACT

Thrombosis can trigger diseases such as ischemic stroke and acute myocardial
infarction. Thrombosis therapy is wusually administered with antiplatelets,
anticoagulants, and thrombolytic agents. Unlike antiplatelets and anticoagulants
which are preventive, thrombolytic agents work directly to dissolve thrombus, for
example tPA. Tempe bongkrek is a food fermented by Rhizopus oligosporus fungus
that contains proteolytic enzymes. The purified enzyme of tempe bongkrek that has
been studied has fibrinolytic activity. This study aims to determine the optimum
formula of liposome photothermal sensitizer that encapsulates crude extract and
purified enzyme of tempe bongkrek. Determination of the optimum formula using
Design-Expert® with factorial method 22. The factors used are soy lecithin and
tween-80. The maximum and minimum levels used for soy lecithin were 0.8% and
0.1% and for tween-80 were 0.1% and 0.01%. The optimum formula obtained was
characterized by particle size, PDI, morphology, zeta potential, cycling test
(consisting of physical appearance test and encapsulation efficiency), thrombolytic
activity and photothermal efficiency. The concentration of soy lecithin can increase
%EE, viscosity, and temperature increase but soy lecithin can reduce pH and
Tween-80 can reduce %EE, temperature increase and viscosity but has no
significant effect on pH. The optimum formula obtained was 0.604% soy lecithin
and 0.1% tween-80. Liposome photothermal sensitizer has a spherical shape with a
particle size of 825.8 nm, PDI of 0.609 and zeta potential of -77.5 mV. Crude extract
and purified enzyme of tempe bongkrek with 100% concentration had thrombolytic
activity of 45.05% and 48.96%. The formulated liposome photothermal sensitizers
demonstrated potential as thrombolytic agents, exhibiting thrombolytic activity
with Lip-Phy-CETB, Lip-Phy-PETB, Lip-Flu-CETB, and Lip-Flu-PETB showing
values of 32.40%, 41.98%, 16.00%, and 35.53%, respectively.

Keyword(s): liposome, proteolytic enzyme tempeh bongkrek, photothermal,
thrombolytic
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BAB I
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Trombosis merupakan pembentukan trombus atau bekuan darah yang
berada di dalam pembuluh darah (Hendi et al. 2018). Penumpukan plak pada
akhirnya akan memperkecil ruang pembuluh darah dan membentuk gumpalan
sehingga menyebabkan stroke trombotik (Kuriakose and Xiao, 2020).
Pembentukan trombus yang terlokalisasi dan sering kali bersifat oklusif biasanya
disebabkan oleh pecahnya plak dan erosi superfisial. Hal ini dapat menyebabkan
infark miokard jika terjadi pada arteri koroner (Palasubramaniam et al. 2019).

Menurut Laporan Riset Kesehatan Dasar (Riskesdas) pada tahun 2018,
prevalensi penyakit jantung secara umum di Indonesia mencapai persentase 1,5%
termasuk infark miokard akut (IMA) (Amrullah ef al. 2021). Selain itu, trombosis
juga dapat menyebabkan stroke iskemik, stroke iskemik terjadi karena
penyumbatan pembuluh darah yang membatasi pasokan darah ke otak (Chugh,
2019). Pada tahun 2011, World Health Organization (WHO) memperkirakan
sebanyak 20,5 juta jiwa di dunia menderita stroke, dari jumlah tersebut 5,5 juta jiwa
telah meninggal dunia (Permatasari, 2020). Stroke iskemik merupakan jenis stroke
yang paling umum, yang menyumbang sekitar 75% dari semua stroke yang terjadi
di Asia dan 67,1% diantaranya terjadi di Indonesia (Restikasari et al. 2022).

Terapi untuk melawan pembentukan trombus yang digunakan saat ini yaitu
antiplatelet, antikoagulan, dan agen trombolitik (Alencar ef al. 2021). Berbeda

antikoagulan dan antiplatelet yang mencegah terbentuknya trombus, agen



trombolitik bekerja saat trombus sudah terbentuk yang menyebabkan berbagai
penyakit termasuk stroke iskemik dan infark miokard (Dewoto ef al, 2016). Terapi
trombolitik yang biasanya digunakan adalah tissue plasminogen activator (tPA),
altepase, streptokinase, dan urokinase. tPA berperan dalam mengaktivasi
plasminogen yang terikat pada fibrinogen menjadi plasmin, yang selanjutnya
berfungsi dalam degradasi fibrin. Aktivitas tersebut tidak terbatas pada lokasi
trombus melainkan juga dapat bekerja pada plasminogen yang bersikulasi dalam
sistemik sehingga meningkatkan risiko pendarahan (Ren et al. 2024). Oleh karena
itu, perlu dicari alternatif lain untuk terapi trombosis.

Salah satu sumber enzim fibrinolitik adalah makanan fermentasi seperti
tempe bongkrek yang berasal dari Jawa Tengah, Indonesia. Tempe bongkrek yang
dimurnikan dengan ammonium sulfat memiliki aktivitas spesifik enzim fibrinolitik
sebesar 0,551 U/mg (Sasmita et al. 2018; Alencar et al. 2021). Saat ini, enzim
fibrinolitik tersebut belum ada model penghantaran, hal ini disebabkan oleh enzim
yang rentan terdenaturasi. Namun, enzim fibrinolitik juga mudah rusak oleh cairan
tubuh sehingga perlu dirancang solusi untuk mengatasinya, salah satunya dengan
cara membuat model penghantaran yang sesuai.

Enzim tempe bongkrek tersebut akan diformulasikan menjadi sistem
liposom karena liposom memiliki berbagai keuntungan antara lain liposom bersifat
biokompatibel, dapat melindungi obat yang dienkapsulasi dari lingkungan luar,
peningkatan stabilitas melalui enkapsulasi, memberikan pelepasan yang
berkelanjutan dan meningkatkan stabilitas protein (Pradhan et al. 2015). Selain itu,

liposom juga dapat langsung ditargetkan ke trombus sehingga dapat menghindarkan



efek yang merugikan seperti pendarahan. Soya lesitin dipilih karena kemampuan
mengenkapsulasi yang baik dan tween-80 dipilih sebagai surfaktan non-ionik
sebagai edge activator untuk memodifikasi permukaan vesikel liposom. Untuk
mengurangi efek samping yang tidak diinginkan, beberapa pendekatan telah
muncul, termasuk photothermal therapy untuk ablasi trombus. Photothermal
therapy adalah metode pengobatan yang mengubah energi dari foto menjadi panas
secara real-time secara in vivo untuk menghasilkan hipertermia (peningkatan suhu)
di area tertentu (Vazquez-Prada ef al. 2023).

Penelitian ini digunakan sofiware Design-Expert® untuk menemukan
formula optimum dengan menggunakan data dari hasil evaluasi liposom
photothermal sensitizer. Dalam penelitian ini, penentuan formula optimum
dilakukan untuk mengetahui pengaruh tween-80 dan soya lesitin pada berbagai
konsterasi terhadap karakteristik dari liposom yang akan dibuat. Hasil formula
optimum dikarakterisasi dengan menggunakan beberapa parameter yakni ukuran
partikel, zeta potensial liposom, uji stabilitas, dan uji trombolitik. Melalui penelitian
ini, diharapkan bisa didapatkan formula optimum untuk liposom dengan komponen
soya lesitin dan tween-80.

1.2 Rumusan Masalah

Dari latar belakang yang diuraikan maka dapat dirumuskan suatu
permasalahan, yaitu:

1. Bagaimana hasil karakterisasi (organoleptis, kadar air, kadar abu, kadar
lemak, kadar protein, cemaran mikroba, dan cemaran logam) pada tempe

bongkrek?



Berapa konsentrasi ekstrak kasar tempe bongkrek dan enzim purifikasi
tempe bongkrek yang dibutuhkan untuk mendapatkan 50% aktivitas

trombolitik?

. Bagaimana pengaruh variasi soya lesitin dan tween-80 terhadap

karakterisasi liposom untuk mendapatkan formula optimum?
Bagaimana aktivitas enzim ekstrak kasar dan enzim purifikasi tempe

bongkrek?

. Apa jenis senyawa photosensitizer yang memberikan efisisiensi

photothermal yang baik serta dapat memberikan efek hemolisis terendah
dari liposom photothermal sensitizer?

Bagaimana hasil karakterisasi (ukuran partikel, PDI, zeta potensial,
morfologi, efisiensi enkapsulasi, dan aktivitas trombolitik) dari liposom
optimum yang mengandung ekstrak kasar enzim tempe bongkrek dan enzim

purifikasi tempe bongkrek, serta photosensitizer sebagai trombolitik?

1.3 Tujuan Penelitian

Penelitian ini memiliki beberapa tujuan, yaitu:

1.

Mengetahui hasil karakterisasi (organoleptis, kadar air, kadar abu, kadar
lemak, kadar protein, cemaran mikroba, dan cemaran logam) pada tempe
bongkrek?

Mengetahui konsentrasi ekstrak kasar tempe bongkrek dan enzim purifikasi
tempe bongkrek yang dibutuhkan untuk mendapatkan 50% aktivitas

trombolitik.
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. Mengetahui pengaruh variasi soya lesitin dan tween-80 terhadap

karakterisasi liposom untuk mendapatkan formula optimum.

. Mengetahui persen aktivitas enzim ekstrak kasar dan enzim purifikasi tempe

bongkrek.

. Mengetahui photothermal efficiency dan persentase hemolisis dari liposom

photothermal sensitizer.

. Mengetahui hasil karakterisasi (ukuran partikel, PDI, zeta potensial,

morfologi, efisiensi enkapsulasi, dan aktivitas trombolitik) dari liposom
optimum yang mengandung ekstrak kasar enzim tempe bongkrek dan enzim
purifikasi tempe bongkrek, serta photosensitizer sebagai trombolitik.
Manfaat Penelitian

Penelitian ini memiliki manfaat yaitu sebagai kajian ilmiah dalam

membantu pengembangan sediaan berbahan enzim tempe bongkrek untuk terapi

fibrinolitik sehingga tidak hanya sebatas sistem pembawa obat melainkan dapat

juga diterapkan ke dalam bentuk sediaan yang sesuai untuk penyakit yang

disebabkan oleh trombosis. Selain itu, penelitian ini dapat membantu

pengembangan phototothermal therapy yang jumlahnya masih sedikit di Indonesia.
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