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ABSTRAK

KARAKTERISASI DAN ENKAPSULASI SENYAWA KUMARIN
DENGAN MENGGUNAKAN KITOSAN SEBAGAI PENYALUT

Oleh

FAUZIA SABRINA

Kumarin merupakan senyawa bioaktif yang banyak ditemukan pada tumbuhan
serta memiliki banyak manfaat bagi industri kesehatan maupun industri lainnya.
Akan tetapi, kumarin memiliki kestabilan yang masih rendah yang dapat
mempengaruhi kualitas kumarin dalam pengaplikasiannya diberbagai industri.
Enkapsulasi merupakan salah satu teknologi yang dapat digunakan untuk menjaga
atau meningkatkan kestabilan dari suatu senyawa aktif dengan menggunakan
bahan penyalut berupa Kkitosan. Kitosan didapatkan dari berbagai limbah
perikanan seperti kulit udang. Nanopartikel kitosan memiliki sifat yang baik
digunakan untuk melindungi senyawa aktif. Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk
mendapatkan senyawa kumarin yang stabil sehingga dapat meningkatkan kualitas
kumarin. Metode yang dilakukan pada penelitian ini yaitu meliputi preparasi
kitosan, pembentukan partikel kitosan dan proses enkapsulasi. Identifikasi gugus
fungsi kitosan dengan Spektrofotometer FTIR didapatkan gugus fungsi serapan
khas kitosan yaitu amina (NH,) pada bilangan gelombang 1379 cm™ dengan nilai
Derajat Deasetilasi (DD) sebesar 81,32%. Analisis ukuran partikel kitosan dengan
menggunakan Particle Size Analyzer (PSA) didapatkan partikel kitosan berupa
nano sebesar 45,85 nm. Analisis Scanning Electron Microscopy (SEM) terhadap
kumarin yang telah dienkapsulasi menghasilkan morfologi permukaan agretat
tidak beraturan. Nilai efisiensi enkapsulasi yang didapatkan sebesar 12,5% dengan
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis. Uji aktivitas antioksidan kumarin
dengan DPPH didapatakan nilai ICsy sebesar 9,287 ppm, membuktikan bahwa
aktivitas antioksidan pada kumarin berada pada kategori sangat kuat, dan dapat
menghambat radikal bebas.

Kata Kunci : kumarin, enkapsulasi, kitosan, nanopartikel.



ABSTRACT

CHARACTERIZATION AND ECAPSULATION OF COUMARINE
COMPOUNDS USING CHITOSAN AS A COATING

By

FAUZIA SABRINA

Coumarins are bioactive compounds that are found in many plants and have many
benefits for the health industry and other industries. However, coumarin has low
stability which can affect the quality of coumarin in its application in various
industries. Encapsulation is a technology that can be used to maintain or increase
the stability of an active compound by using a coating material in the form of
chitosan. Chitosan is obtained from various fishery wastes such as shrimp shells.
Chitosan nanoparticles have good properties used to protect bioactive compounds.
The purpose of this research is to obtain stable coumarin compounds so as to
improve coumarin quality. The methods used in this study included the
preparation of chitosan, the formation of chitosan particles and the encapsulation
process. ldentification of the chitosan functional groups with the FTIR
spectrophotometer showed that the absorption functional group typical of chitosan
was amine (NH2) at wave number 1379 cm™ with a Deacetylation Degree (DD)
value of 81.32%. Chitosan particle size analysis using the Particle Size Analyzer
(PSA) obtained chitosan particles in the form of nano as large as 45.85 nm.
Scanning Electron Microscopy (SEM) analysis of encapsulated coumarins
produced irregular aggregate surface morphology. The encapsulation efficiency
value obtained was 12.5% using a UV-Vis Spectrophotometer. The antioxidant
activity test of coumarins with DPPH obtained an ICsy value of 9.287 ppm,
proving that the antioxidant activity of coumarins is in the very strong category,
and can inhibit free radicals.

Keywords : coumarin, encapsulation, chitosan, nanoparticles.
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l. PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Kesadaran masyarakat akan pentingnya kesehatan semakin meningkat mendorong
bertambahnya konsumsi produk yang mengandung suatu senyawa bioaktif.
Prabowo et al., (2014) menyatakan telah banyak dilakukan penelitian terhadap
senyawa bioaktif untuk tujuan kesehatan, mulai dari dijadikan suplemen sampai
obat bagi kebutuhan manusia. Kumarin merupakan salah satu senyawa bioaktif
metabolit sekunder yang terdapat pada tumbuhan. Kumarin memiliki spektrum
aktivitas biologis dan farmakologis yang luas termasuk menstimulasi
pembentukan pigmen kulit, mempengaruhi kerja enzim, anti-koagulan darah,
antiinflamasi, antioksidan, antikanker, antimikroba dan menunjukkan aktivitas

menghambat efek karsinogen (Setiawan dan Rakhmawaty, 2014).

Kumarin memiliki tingkat kestabilitasan dan kelarutan dalam air yang masih
rendah. Rendahnya stabilitas dari senyawa kumarin dapat dipengaruhi oleh
lingkungan (Kusbiantoro dan Purwaningrum, 2018). Kestabilan dari kumarin
penting untuk diperhatikan sebagai dasar dalam memformulasikan dan
meningkatkan kualitas suatu produk yang dihasilkan, sehingga diperlukannya
teknologi untuk menjaga stabilitas dari senyawa tersebut, baik dari sifat biologis
maupun fungsional (Asri dan Wibowo, 2021). Salah satu teknik untuk
memaodifikasi kumarin tersebut dapat dilakukan dengan menggunakan teknik

enkapsulasi.

Teknik enkapsulasi telah banyak dilakukan untuk melindungi suatu zat atau bahan
yang sensitif terhadap lingkungan dengan menggunakan suatu bahan penyalut
atau pelapis, sehingga dapat melindungi sifat organoleptik seperti warna, rasa, bau
(Jyothi et al., 2010), meningkatkan kestabilan dari zat adiktif, mempermudah
penanganan perisa, serta menambahkan efek visualisasi atau tekstur. Beberapa



penelitian teknik enkapsulasi dalam bidang farmasi yang sudah dilakukan
diantaranya yaitu enkapsulasi nifedipine untuk meningkatkan kelarutannya dalam
air (Horvat et al., 2018) dan enkapsulasi paracetamol menggunakan chitosan-

alginate untuk taste masking (Almurisi et al., 2020).

Pada penelitian ini kumarin dienkapsulasi dengan menggunakan bahan penyalut
berupa kitosan yang berguna untuk melapisi atau melindungi zat inti. Kitosan
memiliki sifat biokompatibel tidak beracun, larut dalam asam organik, aman
dalam produk pangan, dapat melindungi dan mempertahankan suatu senyawa
aktif dalam pengaplikasian diberbagai industri. Partikel dalam ukuran lebih kecil
memiliki sifat fisik yang khas dibandingkan dengan material sejenis dalam ukuran
besar (bulk) karena partikel dalam ukuran kecil memiliki nilai perbandingan
antara luas permukaan dan volume yang lebih besar sehingga memiliki sifat lebih
reaktif, terutama dalam meningkatkan kualitas dari suatu senyawa (Suwarda dan
Maarif, 2013). Sodium Tripolifosfat (STPP) digunakan sebagai cross lingker atau
ikatan silang antara kitosan yang aman digunakan pada produk pangan (Nugraha
et al., 2017). Penelitian Jayanudin et al., (2015) penambahan agen crosslink STPP
akan lebih menguatkan jaringan di sistem. STPP juga telah banyak digunakan
pada beberapa penelitian terkait enakapsulasi salah satunya yaitu enkapsulasi

asam sinamat dalam kitosan sebagai antibakteri oleh Amaliyah pada tahun (2016).

Penelitian ini diawali dengan melakukan preparasi kitosan. Kitosan yang
didapatkan dikarakterisasi menggunakan Spektrofotometer FTIR untuk
membuktikan bahwa senyawa yang didapatkan sudah berupa kitosan.
Karakterisasi dilakukan dengan Particle Size Analyzer (PSA) untuk mengetahui
ukuran partikel kitosan yang terbentuk. Senyawa kumarin hasil enkapsulasi
dikarakterisasi dengan menggunakan Scanning Electron Microscopy (SEM) untuk
melihat morfologi permukaan dan Spektrofotometer UV-Vis untuk mengetahui
efisiensi enkapsulasi kumarin dengan kitosan sebagai penyalut dalam
mempertahankan kestabilitasan, dilakukan pula pengujian aktivitas antioksidan
pada kumarin yang telah dienkapsulasi. Penentuan aktivitas antioksidan pada

kumarin enkapsulasi dilakukan dengan menggunakan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil



(DPPH) untuk mendapatkan nilai ICsp yang menentukan kekuatan aktivitas

antioksidannya dalam menangkap radikal bebas.

1.2. Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini sebagai berikut:
1. Menguiji efisiensi senyawa kumarin yang dienkapsulasi dengan kitosan sebagai
bahan penyalut.

2. Menentukan aktivitas antioksidan kumarin yang telah dienkapsulasi.

1.3. Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu memperoleh senyawa kumarin yang stabil
sehingga dapat meningkatkan kualitas kumarin untuk diaplikasikan dalam

berbagai industri.



1. TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kumarin

Kumarin yaitu suatu golongan senyawa fenilpropanoid yang memiliki cincin
lakton lingkar enam dan memiliki inti 2H-1-benzopiran-2-on dengan rumus
molekul CgHgO,. Kumarin ditemukan pada tumbuhan. Kumarin yang terkandung
dalam suatu tumbuhan dapat dikenal dari baunya. Kumarin dan turunannya
banyak memiliki aktivitas biologis diantaranya dapat menstimulasi pembentukan
pigmen kulit, mempengaruhi kerja enzim, anti-koagulan darah, antimikroba dan
menunjukkan aktivitas menghambat efek karsinogen. Terdapat 4 sub tipe kumarin
utama yaitu kumarin sederhana, furanokumarin, piranokumarin, dan kumarin
tersubstitusi piron (Isnawati et al., 2008). Struktur kumarin dapat dilihat pada
Gambar 1.
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Gambar 1. Struktur Kumarin

Kumarin terdiri dari kelas senyawa yang sangat besar ditemukan di seluruh
kingdom tumbuhan. Kumarin ditemukan pada tingkat tinggi dalam beberapa
minyak essensial, terutama minyak kulit kayu manis, minyak daun cassia, dan
minyak lavender. Kumarin juga dapat ditemukan pada beberapa buah-buahan, teh

hijau, dan makanan seperti sawi putih (Desi, 2016).



Kumarin memiliki sifat diantarnya yaitu kristal berbentuk jarum dan tidak
berwarna, memiliki titik leleh 67-69°C, titik didih 297-299°C, larut dalam etanol.
Sifat kelarutan kumarin sangat bervariasi, ada yang hanya sedikit larut dalam
pelarut polar dan ada pula yang larut dalam pelarut non polar. Peleburan kumarin

dengan NaOH menghasilkan asam asetat dan salisilat (Dighe et al., 2010).

Senyawa kumarin diketahui memiliki aktivitas antiinflamasi, antioksidan,
antialergi, antitrombotik, antivirus, dan antikanker (Setiawan dan Rakhmawaty,
2014). Selain memiliki aktivitas biologis kumarin dapat juga digunakan yaitu
sebagai bahan dasar pembuatan parfum dan sebagai bahan fluorisensi pada

industri tekstil dan kertas.

2.2. Kitosan

Kitosan merupakan suatu senyawa berbobot molekul besar yang memiliki rantai
polisakarida B(1-4)-2-amino-2-deoksi-D-glukosa dengan rumus kimianya yaitu
(CsH11NOy),. Kitosan dapat diperoleh dari beberapa limbah perikanan diantaranya
seperti kulit udang, kepiting, rajungan, dan lain sebagainya. Kitosan memiliki
berbagai manfaat yang menarik karena sifatnya yang istimewa yaitu bersifat
biokompatibel, biodegradable, dan non toksik, sehingga kitosan memiliki

kemampuan sebagai bahan pembawa obat dan dapat dimodifikasi (Wijaya, 2013).

Modifikasi kitosan juga dilakukan sebagai enkapsulasi obat. Modifikasi terhadap
kitosan dilakukan untuk meningkatkan kelarutan kitosan dalam berbagai pelarut,
selain itu modifikasi kitosan juga dilakukan sebagai bahan enkapsulasi obat
seperti kitosan-tripterigium glikosida untuk pengobatan ginjal (Chen et al., 2013),
dan kitosan-polifenol hasil ekstrak bunga mawar (Stoica et al., 2013). Kitosan
dapat diterapkan dalam berbagai bidang industri modern, seperti farmasi,
biokimia, kosmetika, industri pangan, dan industri tekstil. Struktur Kitosan dapat
dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Struktur Kitosan

Kitosan merupakan suatu polisakarida yang dimana terdiri dari kopolimer
glukosamin dan juga N-asetil glukosamin. Kitosan memiliki bentuk berupa serbuk
atau serpihan berwarna krem hingga putih, dan tidak memiliki bau. Kitosan dapat
larut dalam larutan asam, sedangkan dalam larutan alkali kitosan akan
mengendap. Derajat deasetilasi dari kitosan dapat menentukan kelarutan produk
dengan baik, dengan nilai derajat deasetilasi yaitu sebesar 80-85% (Rowe et al.,
2020). Derajat deasetilasi merupakan parameter yang menunjukkan gugus asetil
yang dapat dihilangkan dari rendemen kitosan. Menurut Brugnerotto et al., (2001)
derajat asetilasi kitosan dapat ditentukan dengan menggunakan spektrofotometer
FTIR melalui perbandingan absorbansi amida Il1 pada bilangan gelombang 1320
cm™ dengan absorbansi amida Il pada bilangan gelombang 1420 cm™ yang

selanjutnya dilakukan perhitungan nilai DD.

Kitosan memiliki sifat yang unik yaitu satu-satunya polimer kationik yang larut
dalam air (Raza et al., 2020), karena sifat uniknya tersebut kitosan dapat
dimanfaatkan sebagai bahan untuk melindungi atau mempertahankan berbagai
bahan aktif yang dapat diaplikasikan dalam berbagai bidang industri.

2.3. Enkapsulasi

Enkapsulasi merupakan suatu proses penyalutan partikel yang relatif kecil berupa

cairan, padatan, dan juga disperse (inti) dilapisi dengan lapisan yang dapat



dihasilkan dari bahan polimer (shell) untuk menghasilkan enkapsulan.
Penggunaan enkapsulasi terus meningkat seperti pada industri makanan dan
minuman, industri tekstil, industri farmasi dan industri kosmetik. Industri yang
paling banyak menggunakan teknologi enkapsulasi adalah industri farmasi, karena
berkaitan sebagai sistem penghantaran obat (drug delivery system) yang berguna
sebagai controlled release dari obat yang masuk ke dalam tubuh (Mishra, 2016).

Enkapsulasi memiliki fungsi ganda yaitu untuk melindungi suatu senyawa
bioaktif dari degradasi, meningkatkan kelarutan dan juga bioaktivitas senyawa
bioaktif (Ezhilarasi et al., 2013). Enkapsulasi memiliki kemampuan untuk
meningkatkan stabilitas oksidatif, termostabilitas dan juga dapat membantu dalam
mengendalikan sifat volatilitas serta pelepasan minyak esensial. Teknik
enkapsulasi ini dapat menjaga bahan inti yang berada dalam suatu kapsul
terhindar oleh pengaruh lingkungan sehingga keadaan inti tetap terjaga dengan
baik (Bakry et al., 2016). Terdapat komponen-komponen enkapsulasi yaitu berupa
bagian core (inti) dan juga shell (penyalut) dapat dilihat pada Gambar 3.
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Gambar 3. Komponen-Komponen Enkapsulasi (Bakry et al., 2016)

Bahan inti yang dilindungi dalam proses enkapsulasi disebut dengan core dan
struktur yang dibentuk oleh suatu bahan pelindung yang menyelimuti bahan inti
disebut dengan dinding atau shell (penyalut) (Ray et al., 2016). Bahan penyalut
yang digunakan untuk proses enkapsulasi harus memiliki sifat tidak beracun dan

tidak bereaksi dengan bahan inti. Jenis penyalut yang digunakan juga akan



mempengaruhi proses release dalam tubuh (Jayanudin et al., 2015). Penggunaan
kitosan juga sudah banyak diteliti sebagai penyalut dalam proses enkapsulasi.

Proses enkapsulasi ini dapat dilakukan salah satunya dengan menggunakan
kitosan dan juga sodium tripolyphosphate (STPP) yang membentuk lapisan
pelindung. Peran STPP yaitu sebagai zat pengikat silang yang akan memperkuat
matriks partikel kitosan yang aman digunakan pada produk pangan (Nugraha et
al., 2017). Semakin banyaknya ikatan silang yang terbentuk antara kitosan maka
kekuatan mekanik matriks dari kitosan akan meningkat sehingga partikel kitosan
tersebut akan semakin kuat, keras dan juga semakin sulit untuk terpecah menjadi
bagian-bagian yang lebih kecil (Wahyono, 2010).

2.4. DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazyl)

Antioksidan merupakan suatu zat yang dapat memperlambat, menunda, serta
mencegah terjadinya proses oksidasi dan menetralisir radikal bebas. Antioksidan
akan menstabilkan radikal bebas dengan cara melengkapi kekurangan elektron
yang dimiliki oleh radikal bebas. Metode DPPH merupakan suatu metode uji yang
dapat digunakan untuk menentukan aktivitas antioksidan penangkal radikal bebas.
DPPH juga dapat dikatakan sebagai radikal bebas yang sering digunakan sebagai
evaluasi aktivitas antioksidan dari suatu senyawa ataupun bahan alam dan stabil
pada suhu kamar. DPPH memiliki warna violet yang gelap dan dapat memberikan
serapan kuat pada panjang gelombang 517 nm. Penangkal radikal bebas dapat
menyebabkan elektron saling berpasangan dan terjadinya penghilangan warna
yang sebanding dengan jumlah elektron yang diambil. Metode DPPH merupakan
metode yang mudah, sederhana, jumlah sampel yang digunakan hanya sedikit dan
memiliki waktu yang singkat (Sunarni, 2011).

Proses pengurangan intensitas warna pada larutan DPPH menunjukkan adanya
reaksi antara atom hidrogen yang lepas oleh sampel atau bahan uji dengan

molekul radikal DPPH yang telah ditambahkan sehingga terbentuk senyawa 1,1-



difenil-2-pikrilhidrazin yang memiliki warna kuning. Semakin besar konsentrasi
sampel atau bahan uji yang digunakan, maka warna kuning yang dihasilkan akan
semakin kuat. Berkurangnya nilai absorbansi pada bahan uji yang digunakan
dapat menentukan pengurangan intensitas warna pada larutan DPPH. Absorbansi
yang didapatkan merupakan absorbansi sisa DPPH yang tidak bereaksi dengan
larutan uji, dimana semakin tinggi konsentrasi uji yang digunakan maka semakin
kecil nilai absorbansinya yang menunjukkan aktivitas bahan uji yang digunakan

dalam menangkap radikal DPPH semakin besar (Handayany et al., 2018).

Nilai DPPH dinyatakan sebagai persen inhibisi (% inhibisi) yang dihitung

berdasarkan persamaan (1) yang ditunjukkan pada persamaan berikut.

A control—A sampel

% Inhibisi =

A control x 100% (1)
Selanjutnya ditentukan nilai Inhibition Concentration 50% (ICsp) yaitu
konsentrasi sampel yang dapat meredam radikal bebas DPPH sebanyak 50%
dengan menggunakan persamaan linier y=ax+b. Apabila semakin kecil nilai I1Cs
yang dihasilkan maka semakin kuat aktivitas antioksidan bahan uji tersebut.
Senyawa dapat dikatakan sebagai antioksidan yang sangat kuat apabila nilai I1Cs
berada dibawah 50 ppm, kuat apabila berada pada rentang 50-100 ppm, sedang
pada rentang 100-150 ppm, dan lemah bila berada pada rentang 151-200 ppm
(Abdullah et al., 2014).

2.5. Spektrofotometer Fourier Transform Infra-Red (FTIR)

Fourier Transform Infra-Red (FTIR) merupakan suatu instrumen yang dapat
digunakan untuk mengidentifikasi ikatan atom-atom ataupun gugus fungsional
dari suatu material. Prinsip kerja FTIR yaitu untuk mengidentifikasi suatu
senyawa, mendeteksi gugus fungsi, dan menganalisis campuran dan sampel yang

akan dianalisis. FTIR lebih banyak sering digunakan untuk mengidentifikasi suatu
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senyawa organik, baik secara kuantitatif ataupun kualitatif (El-Kharrag et al.,
2012).

FTIR merupakan suatu teknik yang digunakan untuk mendapatkan spektrum
infrared (IR) penyerapan, emisi, fotokonduktivitas dari keadaan cair, padat, atau
gas. Spektrum infrared dari suatu senyawa dapat memberikan informasi terkait
gambaran dan struktur molekul dari senyawa yang dianalisis. Spektrum IR dapat
dihasilkan dengan cara mengukur absorpsi radiasi, refleksi, atau emisi di daerah
IR. Suatu gugus fungsi yang terdapat pada spektrum IR dapat terukur jika adanya
perbedaan momen dipol pada gugus tersebut. Vibrasi ikatan akan menghasilkan
fluktasi momen dipol yang menyebabkan adanya gelombang listrik
(Sastrohamidjojo, 1992). Skema instrumen spektrofotometer Fourier Transform
Infra-Red (FTIR) dapat dilihat pada Gambar 4.

Wy s, BEAY
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Kompurter Spelnm
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Gambar 4. Skema Spektrofotometer FTIR (Gunawan dan Azhari, 2010)

2.6. Spektrofotometer UV-Vis

Spektrofotometer UV-Vis merupakan suatu instrumen yang digunakan untuk
mengamati karakteristik absorbansi material pada panjang gelombang 200 nm
hingga 700 nm. Spektrofotometer UV-Vis juga dapat mendeteksi transisi dari
suatu molekul akibat proses penyerapan cahaya dengan energi yang sesuai dengan
energi dalam molekul. Data yang didapatkan dari spektrofotometer UV-Vis ini

disajikan dalam fungsi frekuensi dan juga panjang gelombang (Abdullah, 2009).
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Prinsip kerja dari spektrofotometer UV-Vis yaitu apabila cahaya monokromatik
melewati suatu media (larutan), maka sebagian cahaya tersebut akan diserap,
sebagian dipantulkan dan sebagian lagi akan dipancarkan. Spektrofotometer UV-
Vis memiliki landasan pengukuran yaitu hukum Lamber-Beer, dimana apabila
suatu cahaya monokromatis dilewatkan melalui suatu media yang transparan,
maka intensitas cahaya akan diteruskan sebanding dengan tebal kuvet dan
konsentrasi unsur yang terdapat dalam sampel (Yanlinastuti dan Fatimah, 2016).
Adapun skema kerja pada spektrofotometer UV-Vis yaitu dapat dilihat pada
Gambar 5.
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Gambar 5. Skema Spektrofotometer UV-Vis (Suhartati, 2017)

2.7. Particle Size Analyzer (PSA)

Paticle Size Analyzer (PSA) merupakan suatu instrumen yang berfungsi untuk
melakukan karakterisasi distribusi ukuran partikel dalam sampel yang dianalisis.
PSA dapat diaplikasikan pada material emulsi, suspensi, padat dan aerosol. PSA
hanya spesifik dalam menentukan ukuran suatu partikel yang berbentuk lingkaran.
Selain berfungsi untuk menentukan suatu ukuran partikel, PSA dapat juga
berfungsi untuk menentukan volume pada setiap partikel yang terdapat di dalam
sampel yang dianalisis. Penggunaan difraksi later merupakan instrumen yang
biasa digunakan dalam metode pengukuran partikel. Terutama pada rentang
ukuran partikel 0,5 — 100 um (Hossaen, 2010).
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Prinsip kerja PSA yaitu ketika cahaya (laser) yang dihamburkan oleh kumpulan
partikel. Sudut cahaya akan berbanding terbalik dengan ukuran partikel, dimana
semakin besar sudut hamburan yang dihasilkan maka akan semakin kecil ukuran
partikel. Pengukuran menggunakan PSA memiliki keunggulan dibandingkan
dengan pengukuran partikel lainnya seperti XRD dan SEM. Pengukuran
menggunakan PSA ini memiliki hasil lebih akurat, dikarenakan partikel
didispersikan ke dalam medium sehingga didapatkan ukuran partikel yang terukur
yaitu single particle. Hasil dari pengukuran dalam bentuk distribusi, mendapatkan
gambaran keseluruhan kodisi sampel, serta mempunyai rentang pengukuran 0,6 —
7 um (Nanotech, 2012).

2.8. Scanning Electron Microscopy (SEM)

Scanning Electron Microscopy (SEM) adalah salah satu jenis mikroskop elektron
yang menggambar spesimen dengan cara memindainya menggunakan sinar
elektron berenergi tinggi dalam scan pola raster. Elektron memiliki suatu resolusi
yang lebih tinggi daripada cahaya. Cahaya mampu mencapai resolusi hingga 0,1 —
0,2 nm. Elektron akan berinteraksi dengan atom-atom sehingga spesimen
menghasilkan sinyal yang mengandung informasi tentang topografi permukaan
spesimen, komposisi, dan karakteristik lainnya, sehingga dilakukan karakterisasi
terhadap morfologi permukaan produk enkapsulasi dilakukan dengan

menggunakan instrumen SEM (Wijayanto et al., 2014).

Peralatan utama yang terdapat pada mikroskop elektron atau SEM diantaranya
yaitu pistol elektron yang berupa filamen terbuat dari suatu unsur yang mudah
untuk melepaskan elektron, lensa bersifat magnetis, dan juga sistem vakum,
elektron yang berjalan menuju sasaran akan terpencar, hal tersebut disebabkan
oleh tumbukan sebelum mengenai sasaran sehingga menghilangkan molekul
udara. Prinsip kerja SEM vyaitu dimulai dari elektron beam yang dihasilkan oleh
suatu filamen pada elektron gun. Umumnya, elektron gun yang digunakan

merupakan tungsten hairpin gun dengan filamen berupa lilitan tungsten yang
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berfungsi sebagai katoda. Lilitan diberikan tegangan sehingga mengakibatkan
terjadinya pemanasan. Gaya yang terbentuk dari anoda dapat menarik elektron
melaju ke anoda (Lubis, 2015). Skematik komponen inti SEM dapat dilihat pada
Gambar 6.

Gambar 6. Skematik Komponen Inti Scanning Electron Microscopy (SEM)
(Inkson, 2016)



I11.  METODE PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni sampai dengan November 2022,
bertempat di Unit Pelaksana Teknis Laboratorium Terpadu dan Sentra Inovasi
Teknologi (UPT-LTSIT) Universitas Lampung. Analisis senyawa menggunakan
Particle Size Analyzer (PSA) dilakukan di Laboratorium Karakterisasi Integrated
Laboratory Research Center (ILRC) Universitas Indonesia.

3.2. Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini yaitu pipet tetes, batang pengaduk
kaca, labu ukur, gelas ukur, beaker glass, botol kaca, alumunium foil, kasa,
spatula, saringan, mikropipet Volac Smart Gen-Next Pipette (10-100 uL),
microplate 96 well, Oven J-300S, neraca analitik Wiggen Hauser JD 300-3,
heating magnetic stirrer Wiggen Houser HPS 630, Freeze Dryer Labfreez
Instrument model FD-10-MR, Spektrofotometer Fourier Transform Infra Red
(FTIR) Agilent Technologies Cary 630, Spektrofotometer UV-Vis Varian Cary
300 Probe, Microplate Reader Hospitex Diagnostics, Particle Size Analyzer
(PSA) Malvern Instruments Ltd, dan Scanning Electron Microscopy (SEM) Zeiss
EVO 10.

Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu kulit udang, asam klorida
(HCI), etanol (EtOH), kitosan (KS), kumarin standar, asam asetat glasial, sodium
tripolipospat (STPP), natrium hidroksida (NaOH), metanol (CH3OH), akuades
steril, tween 80 dan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) dari Sigma-Aldrich.
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3.3. Prosedur Penelitian

Skema penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 7.

3.3.1. Preparasi Kitosan

3.3.1.1. Isolasi Kitin dari Kulit Udang

a. Deproteinasi

Serbuk kulit udang sebanyak 50 gram dimasukkan ke dalam gelas beaker 1 L.
NaOH 1 M ditambahkan dengan perbandingan (1:10 g/mL). Campuran kulit
udang dan NaOH dilakukan pengadukan dengan stirrer selama 3 jam pada
suhu 70°C, kemudian dilakukan penyaringan pada kulit udang dan dicuci
dengan akuades hingga pH netral (pH 7). Kulit udang yang sudah mencapai pH
netral direndam dengan etanol hingga terendam selama 15 menit untuk proses
depigmentasi. Kulit udang selanjutnya disaring kembali dan dimasukkan ke
dalam oven suhu 60°C hingga kering (Antonino et al., 2017).

b. Demineralisasi

Kulit udang hasil deproteinasi ditambahkan HCL 1 M dengan perbandingan
(1:10 g/mL), dan dilakukan pengadukan pada campuran tersebut dengan
menggunakan stirrer selama 2 jam. Kulit udang disaring menggunakan
saringan, lalu kulit udang dicuci dengan akuades hingga mencapai pH netral
(pH 7). Setelah netral kulit udang direndam kembali menggunakan etanol
selama 15 menit untuk proses depigmentasi lebih lanjut. Kitin lalu disaring
kembali dan dikeringkan di dalam oven suhu 60°C (Antonino et al., 2017).

3.3.1.2. Deasetilasi Kitin Menjadi Kitosan

Proses deasetilasi ini dilakukan untuk mengubah kitin menjadi kitosan dengan

mengubah gugus asetil yang terikat pada kitin menjadi gugus amina. Kitin
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direaksikan dengan NaOH 12,5 M pada rasio w/v 1:15 (g/mL). Campuran tersebut
didinginkan dan dibekukan dalam ultrafreezer selama 24 jam, setelah 24 jam
campuran dilakukan pengadukan dengan stirrer selama 4 jam pada suhu 115°C.
Kitosan yang dihasilkan disaring dan dicuci dengan akuades hingga mencapai pH
netral lalu kitosan dikeringkan dengan menggunakan oven pada suhu 60°C.
Kitosan yang sudah kering dihaluskan dengan menggunakan blender (Antonino et
al., 2017).

3.3.2. Pembentukan Partikel Kitosan (PK)

Partikel Kitosan (PK) dibuat dengan cara melarutkan kitosan sebanyak 0,1 gram
ditambahkan ke dalam 100 mL asam asetat glasial 1,5 % . Larutan tersebut diaduk
dengan menggunakan magnetic stirrer selama 1 jam. Larutan STPP 0,0830 %
ditambahkan sebanyak 40 mL ke dalam larutan kitosan secara perlahan sambil
dilakukan pengadukan kembali dengan magnetic stirrer selama 1 jam, kemudian
larutan dimasukkan ke dalam botol dan ditutup rapat dengan plastik wrap,

dimasukkan ke dalam pendingin selama 1x24 jam (Abdel Hafez et al., 2018).

3.3.3. Enkapsulasi Partikel Kitosan-Kumarin (PK-K)

Partikel Kitosan-Kumarin (PK-K) dibuat dengan melarutkan kitosan sebanyak 0,1
gram dalam 100 mL asam asetat glasial 1,5 %, kemudian dilakukan pengadukan
dengan menggunakan magnetic stirrer selama 1 jam. Larutan tersebut
ditambahkan tween 80 dengan konsentrasi 0,2 % sebanyak 200 puL dan dilakukan
pengadukan 10 menit. Sodium tripoliphospat (STPP) ditambahkan sebanyak 40
mL dengan konsentrasi 0,0830 %, dilakukan penambahan tetes demi tetes sambil
dilakukan pengadukan kembali dengan magnetic stirrer selama 1 jam. Larutan
tersebut selanjutnya ditambahkan pada senyawa kumarin 10 mg yang sudah
dilarutkan dalam 10 mL metanol secara dropwise atau tetes demi tetes sambil
dilakukan pengadukan 30 menit. Campuran yang telah terbentuk dimasukkan ke
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dalam botol dan diletakkan pada ultrafreezer selama 1x24 jam, setelah itu
dilakukan freezedrying selama 3-4 hari untuk proses pengeringan beku (Abdel
Hafez et al., 2018)

3.3.4. Karakterisasi

3.3.4.1. Analisis Spektrofotometer FTIR

Analisis menggunakan spektrofotometer FTIR dilakukan untuk mendapatkan
gugus fungsi yang membuktikan bahwa senyawa yang didapatkan sudah berupa
kitosan salah satunya dapat dilihat dari terbentuknya serapan khas kitosan yaitu
gugus amina. Daerah yang akan digunakan untuk penelitian ini yaitu kisaran
antara 4000-500 cm™ (Antonino et al., 2017).

3.3.4.2. Analisis Spektrofotometer UV-Vis

Pengukuran absorbansi pada partikel kitosan kumarin (PK-K) dilakukan dengan
menggunakan Spektrofotometer UV-Vis Varian Cary 300 Probe untuk
mendapatkan nilai absorbansi yang akan digunakan dalam menghitung
Encapsulation Efficiency (EE) (Dhanasekaran et al., 2018).

3.3.4.3. Analisis Particle Size Analyzer (PSA)

Partikel Kitosan (PK) yang didapatkan dianalisis dengan menggunakan PSA
(Particle Size Analyzer) (Malvern Instumental Ltd., Malvern, U.K) untuk melihat
ukuran partikel kitosan (Mohanraj dan Chen, 2006).
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3.3.4.4. Analisis Scanning Electron Microscopy (SEM)

Analisis morfologi partikel pada PK-K (Partikel Kitosan-Kumarin) dilakukan
dengan menggunakan Scanning Electron Microscopy (SEM), dimana sampel

dibekukan terlebih dahulu dengan menggunakan Freeze Dryer .

3.3.4.5. Encapsulation Efficiency (EE)

Encapsulation Efficiency (EE) dapat dihitung melalui data yang dihasilkan dari
analisis spektrofotometer UV-Vis dengan menggunakan Persamaan (2)
(Dhanasekaran et al., 2018).

kadar total kumarin—kadar kumarin dalam partikel

EE (%) =

x 100% )

kadar total kumarin

3.3.4.6. Uji Aktivitas Antioksidan Kumarin Enkapsulasi

Kumarin hasil enkapsulasi dilakukan uji antioksidan dengan menggunakan radikal
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH). Sampel dilarutkan sebanyak 10 mg dalam 10
mL metanol p.a sehingga didapatkan konsentrasi stok 1000 ppm. Pengujian
antioksidan dilakukan menggunakan microplate 96 well. Kumarin enkapsulasi
dibuat dalam berbagai variasi konsentrasi yaitu 1000, 500, 125 dan 62,5 ppm pada
panjang gelombang 630 nm. Sebanyak 150 pL masing-masing konsentrasi sampel
dimasukkan ke dalam lubang microplate dan dilakukan pengulangan sebanyak 3
kali untuk setiap konsentrasinya. Kemudian ditambahkan larutan DPPH 50 ppm
sebanyak 50 pL pada setiap konsentrasi. Blanko yang digunakan yaitu metanol p.a
sebanyak 200 uL yang dimasukkan ke dalam lubang microplate. Larutan DPPH
sebanyak 50 uL. dimasukkan ke dalam lubang yang telah terisi 150 uL. metanol.
Selanjutnya diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang dan terhindar dari
cahaya. Sampel yang sudah diinkubasi dibaca nilai absorbansinya menggunakan
Microplate Reader Hospitex Diagnostics. Kemudian dicari nilai % inhibisi sampel

tersebut untuk menentukan nilai 1Csp yang didapatkan (Rumeng dan Desi, 2015).
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Kulit Udang

- Deproteinasi
- Demineralisasi

Kitin
- Deasetilasi Gugus Fungsi
Serapan Khas
Kitosan FTIR Kitosan (NH>)

- Ditambahkan as. asetat glasial 1,5 %
- Distirrer selama 1 jam

Larutan Kitosan

- Ditambahkan larutan STPP
- Distirrer selama 1 jam

Partikel PSA _
Kitosan (PK) Ukuran Partikel

- Ditambahkan 200 pL tween 80

- Distirrer selama 10 menit

- Ditambahkan pada senyawa kumarin
yang sudah dilarutkan dalam metanol
secara dropwise dan distirrer 30 menit

- Dimasukkan ultrafreezer 24 jam dan
difreeze drying

Partikel Kitosan Kumarin (PK-K)

- Dikarakterisasi dengan Scanning
Electron Microscopy (SEM)

- Dianalisis dengan Spektrofotometer
UV-Vis untuk menghitung nilai
Efisiensi Enkapsulasi (EE)

- Diuji aktivitas antioksidan kumarin
enkapsulasi dengan DPPH

Enkapsulasi Partikel Kitosan Kumarin Unggulan

Gambar 7. Skema Prosedur Penelitian



V. SIMPULAN DAN SARAN

5.1. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, adapun simpulan yang

didapatkan yaitu sebagai berikut :

1. Partikel kitosan yang didapatkan sudah berbentuk nanopartikel dengan ukuran
45,85 nm yang baik digunakan sebagai bahan penyalut sehingga dapat
melindungi senyawa kumarin melalui enkapsulasi.

2. Nilai Encapsulation Efficiency (EE) didapatkan sebesar 12,5% yang
menandakan bahwa kumarin belum terenkapsulasi dengan sempurna oleh
kitosan.

3. Morfologi permukaan kumarin berbentuk agretat yang tak beraturan dengan
permukaan tidak rata serta berongga.

4. Kumarin enkapsulasi memiliki aktivitas antioksidan yang sangat kuat dengan

nilai 1Csq sebesar 9,287 ppm.

5.2. Saran

Perlunya dilakukan penelitian lebih lanjut terkait proses enkapsulasi kumarin
dengan nanopartikel kitosan yang tepat sehingga kumarin dapat terkapsul dengan
sempurna pada bahan penyalut kitosan, serta perlunya dilakukan penentuan nilai
Encapsulation Efficiency (EE) pada tiap harinya guna mengetahui efisiensi

maksimum kitosan dalam menyalut kumarin.
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