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Abstrak

Prevalensi kanker di Indonesia semakin meningkat dan berbagai pengobatan kanker masih
memiliki kekurangan, masih terjadi kekambuhan kanker. Limfosintigrafi merupakan salah satu
metode untuk deteksi gangguan kelenjar limfatik, yang erat hubungannya dengan sel kanker.
Nanokoloid human serum albumin sebagai agen limfosintigrafi terdiri dari partikel yang
berukuran <100 nm dan ukuran ini merupakan parameter yang harus dipenuhi. Optimasi sintesis
nanokoloid human serum albumin dengan metode Central Composite Design Response Surface
Methodology dilakukan untuk mendapatkan ukuran partikel yang sesuai, dengan menggunakan
variabel pH, suhu reaksi dan waktu reaksi. Metode yang digunakan dapat mengurangi waktu dan
biaya yang diperlukan untuk optimasi sintesis. Hasil optimasi menunjukkan bahwa metode yang
dikembangkan berpengaruh secara signifikan. Kondisi optimum (prediksi) yang disarankan
adalah sintesa pada pH 7, suhu reaksi 70°C dan waktu reaksi 24 menit. Ukuran partikel hasil
prediksi perangkat lunak diverifikasi terhadap hasil percobaan di laboratorium dan berdasarkan
analisa ANOVA diketahui bahwa nilai respon antara prediksi dan validasi lebih kecil dari 5%
sehingga prediksi optimum dapat digunakan pada proses sintesa nanokoloid HSA.

Abstract

The prevalence of cancer in Indonesia is increasing and various cancer treatments still have
shortcomings, cancer recurrence still occurs. Lymphoscintigraphy is a method for detecting
disorders of the lymphatic system, which are closely related to cancer cells. Human serum
albumin nanocolloid as a lymphoscintigraphic agent consists of particles measuring <100 nm
and this size is a parameter that must be met. Optimization of the synthesis of HSA nano colloids
with the Central Composite Design Response Surface Methodology method was carried out to
obtain the appropriate particle size, using the variables of pH, reaction temperature and reaction
time. The method used can reduce the time and cost required for synthesis optimization. The
optimization results show that the developed method has a significant effect. The recommended
optimum conditions (prediction) are synthesis at pH 7, reaction temperature of 700C and
reaction time of 24 minutes. The particle size prediction results from the software were verified
against the experimental results in the laboratory and based on ANOVA analysis it was found
that the response value between prediction and validation was smaller than 5%. The optimum
prediction could be used in the HSA nano colloid synthesis process.
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PENDAHULUAN

Jumlah penderita kanker di Indonesia
terus mengalami peningkatan. Menurut
Data Riset Kesehatan Dasar Kementerian
Kesehatan tahun 2018, jumlah penderita
penyakit kanker di Indonesia mencapai 1,79
per 1000 penduduk dibandingkan 1,4 per
1000 penduduk pada tahun 2013.12
Globocan  melaporkan bahwa untuk
penderita kanker dari jenis kelamin laki
laki, kanker paru menempati tempat
tertinggi disusul oleh kanker prostat dan
kanker kolorektal. Sedang untuk penderita
jenis kelamin perempuan, kanker payudara
menempati tempat pertama diikuti kanker
kolorektal dan kanker serviks. 3

Berbagai pengobatan kanker seperti
pembedahan, kemoterapi, radioterapi dan
pengobatan tradisional masih memiliki
kekurangan. Tindakan pembedahan tidak
sepenuhnya mengangkat tumor, masih
dapat menyebabkan kekambuhan tumor.*
Salah satu yang berkembang adalah
penggunaan nanokoloid human serum
albumin (HSA) yang ditandai dengan
radioisotop teknesium-99m sebagai agen
limfosintigrafi ~ *°. Serum  albumin
merupakan protein yang paling melimpah
dalam plasma, nontoksik, non-
imunogenisitas, biokompatibilitas yang
baik, dan stabil, kandidat penghantar obat
yang baik.* Metode limfosintigrafi dapat
mendeteksi  kelenjar  limfatik  yang
mengandung sel tumor dan dikenal dengan
sentinel lymph node, SLN.®” Produk
komersial nanokoloid HSA sudah ada
seperti  Nanoalbumon®, Nanocoll® dan
Nanotop®, sedangkan produk dalam negeri
belum ada sehingga dikembangkan
nanokoloid HSA produk dalam negeri.
Nanokoloid HSA terdiri dari albumin yang
berukuran < 100 nm. Ukuran partikel ini
merupakan parameter penting untuk
nanokoloid HSA. Partikel yang besar akan
terperangkap di tempat injeksi, tidak bisa
masuk ke dalam system limfatik dan
partikel yang terlalu kecil bisa menembus
membran kapiler vascular dan keluar dari
sistem limfatik.>® Pembentukan partikel
dengan ukuran <100 nm memerlukan
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optimasi beberapa parameter seperti pH,
suhu reaksi dan waktu reaksi.® Pengaruh
dari beberapa parameter tersebut perlu
dipelajari dan pada tahap ini yang dilakukan
adalah mengubah salah satu parameter pada
satu waktu. Metode ini mempunyai
kelemahan vyaitu tidak ekonomis karena
memerlukan waktu yang lama dan bahan
yang banyak. Untuk mengatasai hal
tersebut telah berkembang pendekatan baru
dengan experimental design®?,
menggunakan metode response surface
untuk menemukan kondisi yang sesuali
dalam menerapkan prosedur sehingga
menghasilkan respon sebaik mungkin yang
dapat mengurangi waktu dan biaya yang
diperlukan dibandingkan dengan analisis
satu variabel atau pembuatan desain
factorial.’ % Ide dasar metode ini adalah
memanfaatkan desain percobaan dengan
bantuan analisis statistik untuk mencari
nilai optimal dari suatu respon. Metode
response surface merupakan alat yang
efektif untuk mengkaji hubungan antara
respon dengan beberapa (atau lebih dari
dua) variabel. Dengan menyusun suatu
model  matematika, peneliti  dapat
mengetahui nilai variabel-variabel
independen yang menyebabkan nilai
variabel respon menjadi optimal.14%°

Tujuan  dari penelitian  untuk
mendapatkan kondisi optimum sintesa
nanokoloid HSA sehingga mendapatkan
ukuran partikel yang memenuhi syarat,
sebanding dengan produk nanokoloid HSA
komersil.

METODE

Alat dan bahan

Alat yang digunakan antara lain
mikropipet (Eppendorf), hot plate/magnetic
stirrer (MAG HS 7 IKA), penangas air
(Corio C Julabo), batang pengaduk, neraca
analitik (Sartorius BSA 323S-CW), gelas
beaker (pyrex), labu ukur (pyrex), Particle
Size Analyzer (PSA) Zetasizer Nano ZS
(Malvern). Bahan yang digunakan Human
Serum Albumin (Sigma-Aldrich),
SnClL.2H,O  (Sigma-Aldrich), glukosa
(Sigma-Aldrich), asam askorbat (Sigma-
Aldrich), HCI 32% (E.Merck), NazHPOa.
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2H,0 (E.Merck), NaH2PO4.H20 (E.Merck)
untuk membuat larutan dapar fosfat 0,01 M
pH 7,3, filter 0,22 micron (E.Merck), filter
0,1 micron (E.Merck), gas nitrogen (WAP),
aquabides (IPHA, steril).

Prosedur kerja

Penentuan kondisi optimal produksi
nanokolid HSA  dengan desain
percobaan Response Surface
Methodology Central Composite

Variabel bebas yang digunakan
merupakan variabel yang secara langsung
dapat memengaruhi  ukuran partikel

nanokoloid HSA hasil sintesis. Terdapat
tiga variabel bebas yaitu pH, suhu reaksi,
dan waktu reaksi. Ketiga variabel tersebut
merupakan parameter kritis produksi dalam
menentukan ukuran partikel (16,17) dan
kestabilan (9, 18, 19) produk kit nano
koloid HSA. Desain percobaan Response

Surface Methodology Central Composite
dibuat menggunakan software Design
Expert® 11 untuk mencari kondisi optimal
sintesa nanokoloid HSA. Desain percobaan
menggunakan batas atas (+1), batas tengah
(0), dan batas bawah (-1) (14). Hasil desain
percobaan ditunjukkan pada Tabel 1 dan 2.

Setelah  memperoleh nilai  ukuran
partikel  berdasarkan  hasil  sintesis
nanokoloid  HSA di  laboratorium

menggunakan desain percobaan pada Tabel
2, dilakukan analisis menggunakan
software Design Expert® 11 meliputi
interaksi antar masing-masing faktor, uji
statistik ANOVA untuk mengetahui apakah
hasil menunjukkan nilai yang signifikan,
dan penentuan prediksi nilai optimum dari
setiap variabel bebas untuk memperoleh
ukuran partikel nanokoloid HSA yang
memenuhi kriteria.

Tabel 1. Pengkodean desain percobaan Response Surface Methodology Central Composite untuk
sintesa nanokoloid HSA

Parameter Kode Satuan Batas Batas Batas
Atas  Tengah Bawah
pH A 4 55 7
Suhu reaksi B °C 70 80 90
Waktu reaksi C Menit 15 37,5 60

Tabel 2. Desain percobaan Response Surface Methodology Central Composite untuk sintesa
nanokoloid HSA dengan program design expert

No. A:pH  B: Suhu reaksi C: Waktu
reaksi
1 55 80 38
2 5,5 95 38
3 3 80 38
4 7 90 15
5 7 70 60
6 4 70 60
7 8 80 38
8 4 70 15
9 5,5 60 38
10 5,5 80 75
11 7 70 15
12 4 90 15
13 4 90 60
14 7 90 60
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Sintesa nano koloid HSA

SnCl2.2H,0 dilarutkan dengan HCI dan
diencerkan dengan aquabides yang sudah
dijenuhkan dengan gas nitrogen. %819
Larutan SnCl,.2H.0 ditambahkan ke dalam
larutan asam askorbat dan glukosa dalam
akuabides. Larutan albumin dan larutan
dapar fosfat ditambahkan ke dalam larutan
tersebut dan dijenuhkan dengan gas
nitrogen selama 15 menit. pH larutan diatur
dengan menambahkan larutan NaOH 0,1 N
(9, 18). Larutan dipanaskan di dalam
penangas air sambil di aduk dengan batang
pengaduk selama waktu tertentu (sesuai
dengan desain percobaan). Larutan disaring
secara bertingkat dengan filter 0,22 micron
dan 0,1 micron.

Analisa ukuran partikel dengan
Dynamic Light Scattering (DLS)

Pengukuran partikel dilakukan dengan
menggunakan Particle Size Analyzer (PSA)
dengan sudut detektor 173°C. Zeta
potensial diukur pada sudut 12,8°C.
Pengukuran dilakukan pada panjang
gelombang 633 nm.*°

HASIL DAN PEMBAHASAN

Sintesa nanokoloid HSA dilakukan
berdasarkan nilai parameter input yang
diperoleh dari desain percobaan
menggunakan program design expert
seperti pada Tabel 2. Data hasil ANOVA
menggunakan software Design Expert® 11
dengan faktor pH, suhu reaksi dan waktu
reaksi dengan respon ukuran partikel dari
14 percobaan dapat dilihat pada Tabel 3.
Pada Tabel 3 menunjukkan bahwa hasil
analisa ukuran partikel yang lebih besar dari
100 nm didapatkan pada 3 perlakuan
percobaan, dan perlakuan percobaan yang
lain diperoleh ukuran partikel lebih kecil
dari 100 nm.

Untuk mengetahui signifikansi
variabel-variabel bebas terhadap respon
dalam suatu desain percobaan diperlukan
uji  ANOVA. Hasil analisis ANOVA
dengan faktor pH (A), suhu reaksi (B),
waktu reaksi (C), hubungan antara pH
dengan suhu reaksi, pH dengan waktu
reaksi, dan suhu reaksi dengan waktu reaksi
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terhadap respon ukuran partikel
berdasarkan  kalkulasi ~ menggunakan
software Design Expert® 11 ditunjukkan
pada pada Tabel 4. Nilai F menunjukkan
pengaruh masing-masing variabel dan
interaksinya pada respons ukuran partikel
nanokolid HSA. Semakin besar nilai F
melebihi 1, semakin besar efek dari masing-
masing variabel/interaksi pada respons.?>-28,
Berdasarkan data pada Tabel 4 hubungan
saling mempengaruhi antara pH dengan
suhu reaksi (AB) memiliki nilai F tertinggi
sehingga perubahan
kuantitas/perbandingan pada variabel ini
sangat berdampak pada ukuran partikel
nano koloid HSA yang dihasilkan. Akan
tetapi, variabel independen pH, suhu reaksi,
waktu reaksi, dan parameter dependen pH
dengan waktu reaksi serta suhu reaksi
dengan waktu reaksi juga berpengaruh
terhadap ukuran partikel nanokoloid HSA.
Hal ini dikarenakan semua variabel tersebut
bernilai F positif yang menunjukkan efek
sinergis dari semua variabel terhadap
respon. 20,22, 29-30

Tabel 3. Data hasil analisa ukuran partikel
dengan software Design Expert® 11

Faktor 1 Faktor 2  Faktor 3 Respon 1
B:Suhu C:Waktu Z-

No. A:pH

reaksi reaksi Average

(°C) (menit)  (d.nm)
1 55 80 38 94.26
2 55 95 38 27.6
3 3 80 38 28.61
4 7 90 15 23.32
5 7 70 60 22.2
6 4 70 60 432.1
7 8 80 38 20.56
8 4 70 15 6908
9 55 60 38 82.93
10 55 80 75 28.45
11 7 70 15 50
12 4 90 15 429.2
13 4 90 60 28.45
14 7 90 60 22.38
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Signifikansi dari suatu model atau
desain percobaan ditentukan dengan nilai p.
Nilai p lebih  kecil dari 0,05
mengindikasikan variabel-variabel dalam
suatu  desain  percobaan  berdampak
signifikan terhadap respon.?232>28 Nilai p
dari model desain percobaan yang dibuat
adalah 0,0379 (<0,05) mengindikasikan
desain tersebut berdampak signifikan
terhadap respon ukuran partikel. Secara
statistik variabel yang memiliki nilai p lebih
dari 0,1 dapat dihilangkan dari model.
Berdasarkan data pada Tabel 4 variabel
independen pH dan suhu reaksi memiliki
nilai p lebih dari 0,1. Tetapi penghapusan
kedua variabel dari model tidak dapat
dibenarkan karena nilai p variabel dependen

pH dengan suhu reaksi bernilai di bawah
0’1.20,27,29, 25

Tabel 4. Hasil analisis ANOVA desain
percobaan sintesa nano koloid HSA

metode respon permukaan yang dapat
menganalisis lebih dari dua parameter
dalam satu waktu.?2?

Fungsi desirability merupakan metode
yang digunakan untuk mendapatkan
kondisi optimal antara faktor yang saling
berinteraksi. Pada suatu kondisi yang
melibatkan  beberapa  faktor  saling
berinteraksi untuk mempengaruhi respon
diperoleh nilai desirability mendekati satu,
maka pada kondisi tersebut paling efektif
dan efisien untuk mendapatkan respon yang
diinginkan. Metode analisis ini dapat
digunakan untuk menjelaskan hubungan
pH, suhu reaksi dan waktu reaksi terhadap
respon ukuran partikel.2%2>-26.2829 Akyrasi
analisis ~ fungsi  desirability  dapat
dibandingkan berdasarkan analisis plot
kontur tiga dimensi.?%%526 Gambar 1 adalah
plot tiga dimensi dan Kkontur yang
menunjukkan perubahan ukuran partikel
nanokoloid HSA yang dihasilkan sebagai

Sum of Mean F- p-

Source
Squares square value value

fungsi dari konsentrasi pH, suhu reaksi, dan
waktu reaksi. Seperti yang ditunjukkan di
sisi kiri Gambar 1, warna biru menunjukkan

Model 2.987x107 6 4.979x10° 3.55 0.0379 significant

A-pH  4.334x10° 1 4.334x10° 3.09 0.1094

B-Suhu
reaksi
C-
Waktu 5.556x10° 1 5.556x10° 3.96 0.0747
reaksi

3.590x10° 1 3.590x10° 2.56 0.1409

AB 5.876x10° 1 5.876x10° 4.19 0.0680

AC 5.862x10° 1 5.862x10° 4.18 0.0683

BC 4.654x10° 1 4.654x10° 3.32 0.0987

Residual 1.404x107 10 1.404x10°

'I;"i"t"k"f 1.404x107 7 2.006x10°
Pure

Error 0 30

Cor .

T 4391x107 16

ukuran nano koloid HSA terkecil dan warna
merah mewakili ukuran nano koloid HSA
terbesar. Garis pada plot kontur mewakili
ukuran nano koloid HSA relatif terhadap
kondisi eksperimental yang sesuai. Bentuk
permukaan dari pengaruh pH dan suhu
reaksi terhadap respon ukuran partikel
dapat dilihat pada Gambar 1A. Faktor pH
menunjukkan pengaruh yang signifikan
terhadap respon ukuran partikel. Hal
tersebut dapat dilihat dari perubahan warna
kurva, perubahan pH dengan suhu reaksi
yang sama memperlihatkan adanya
perubahan warna. Perubahan warna
menunjukkan  bahwa perubahan pH
memberikan pengaruh yang signifikan
terhadap ukuran partikel. Faktor suhu reaksi
menunjukkan  pengaruh  yang tidak
signifikan terhadap ukuran partikel. Hal ini
dapat dilihat dari perubahan warna pada
kurva, perubahan suhu reaksi dengan pH
yang tetap tidak terlalu memperlihatkan

Oleh karena itu diperlukan validasi nilai
optimum masing-masing faktor pH, suhu
reaksi, dan waktu reaksi menggunakan

perubahan warna. Perubahan warna yang
sedikit ini menunjukkan kecilnya pengaruh
suhu reaksi terhadap ukuran partikel.2%-2
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Pada pengaruh pH dan waktu reaksi
terhadap respon ukuran partikel
menunjukkan pengaruh pH lebih signifikan
terhadap respon ukuran partikel
dibandingkan waktu reaksi (Gambar 1B).
Pada pengaruh suhu reaksi dan waktu reaksi
terhadap respon ukuran partikel
menunjukkan pengaruh waktu reaksi lebih
signifikan terhadap respon ukuran partikel
dibandingkan suhu reaksi (Gambar 1C).

an partikel (nm)

Design Expert® Software
factor Coting: Actal

Ukran parikel ()

uran partikel (nm)

Uk

570

Gambar 1. Kurva pengaruh (A) pH reaksi dan
suhu reaksi, (B) pH dan waktu reaksi, (C) suhu
reaksi dan waktu reaksi terhadap respon
ukuran partikel yang dihasilkan dari Design
Expert® 11
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Hal ini menunjukkan analisis fungsi
desirability memiliki akurasi yang tinggi
sehingga hasil optimasi faktor-faktor yang
diperoleh dari desain percobaan dapat
diterapkan saat sintesa di laboratorium, 42>
2L 2526 Karena ketiga faktor saling
memengaruhi (tidak independen) terhadap
ukuran nanokoloid HSA, maka salah satu
faktor tidak bisa dihilangkan dalam
model/desain percobaan.
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Interaksi antara pH, suhu reaksi, dan
waktu reaksi secara independen terhadap
ukuran  partikel  nanokoloid  HSA
ditunjukkan pada Gambar 2. Pada kondisi
sintesis nankoloid HSA dengan pH 5,5 dan
waktu reaksi 38 menit (Gambar 2A)
kenaikan suhu reaksi dari 60°C menuju
80°C menyebabkan kenaikan ukuran
partikel dikarenakan pembentukkan inti
koloid berukuran nano yang belum stabil.
Selanjutnya jika suhu reaksi dinaikkan
menjadi 90°C ukuran partikel nanokoloid
HSA menjadi lebih kecil dibandingkan saat
suhu reaksi 60°C dan 80°C. Hal ini
disebabkan kenaikan suhu reaksi lebih
lanjut menyebabkan konversi cepat larutan
menjadi koloid sehingga  terjadi
pembentukan partikel dengan ukuran yang
lebih kecil.® Kenaikan suhu reaksi lebih
lanjut (lebih tinggi dari 90°C tidak
disarankan karena menyebabkan degradasi
asam amino dalam  HSA!° dan
menyebabkan aglomerasi koloid berukuran
nano akibat terhambatnya inti capping
partikel yang baru terbentuk.!® Pengaruh
pH terhadap ukuran partikel dapat diamati
pada Gambar 2B. Pada lingkungan pH asam
ukuran partikel nanokoloid HSA yang
terbentuk lebih besar dibandingkan pada
lingkungan pH yang lebih tinggi (netral atau
basa). Kestabilan nanopartikel sangat baik
pada kondisi pH lingkungan netral atau basa
karena permukaan nanopartikel pada
kondisi tersebut menghasilkan tolakan
elektrostatik ~ antar  partikel  yang
menghambat  agregasi  nanopartikel.®!
Penggunaan pH sekitar 7 (mendekati pH
fisiologis darah) seperti yang dilakukan
oleh Yunilda, dkk sangat disarankan karena
aplikasi nanokoloid HSA yang merupakan
sediaan injeksi intravena.l®%" Distribusi
ukuran nanokoloid HSA juga dipengaruhi
oleh waktu reaksi yang digunakan (Gambar
2C). Semakin lama waktu reaksi yang
digunakan dalam sintesis nanokoloid HSA
ukuran partikel yang dihasilkan menjadi
lebih kecil. Hal ini berkaitan dengan
pembentukan inti nanopartikel yang masih
terus berlangsung sehingga semakin besar
luas permukaan naopartikel yang dihasilkan
(ukuran nanopartikel menjadi lebih kecil).

Akan tetapi, waktu reaksi yang terlalu lama
saat sintesis berlangsung menggunakan
pemanasan dapat menyebabkan degradasi
komponen penyusun nanopartikel sehingga
sistem capping yang terbentuk dapat rusak.
1631 Oleh karena itu, menentukan komposisi
yang tepat dari pH, suhu reaksi, dan waktu
reaksi yang digunakan saat proses sintesis
sangat penting untuk  menghasilkan
nanokolid HSA yang memenuhi standar
ukuran partikel dan sediaan injeksi
intravena.

Untuk mendapatkan nanokoloid HSA
dengan ukuran di bawah 100 nm saat proses
produksi, maka ketiga faktor tersebut perlu
ditentukan nilai optimumnya sehingga
tahapan produksi dapat maju ke skala pilot.
Penentuan kondisi optimum ini didasarkan
pada kriteria (ukuran partikel) yang kita
inginkan. Berdasarkan pengolahan kriteria
menggunakan software Design Expert® 11
diperoleh kondisi optimum pH 7, suhu
reaksi 70°C dan waktu reaksi 24 menit
dengan respon ukuran partikel stabil pada
+30 nm. Kondisi optimum ini kemudian
dilakukan tahap validasi untuk mengetahui
tingkat ketepatan kondisi tersebut. Validasi
dilakukan dengan menerapkan kondisi
optimum dengan tiga kali pengulangan.
Perbandingan hasil validasi dengan hasil
prediksi program dapat dilihat pada Tabel 5.

Tabel 5. Perbandingan antara hasil
optimasi dengan hasil validasi

suhu waktu Respon

pH reaksi rekasi

C) (menit) Z-Average (d.nm)

Prediksit 7 70 24 30
Validasi? 7 70 24 31+9,76
Nilai

perbedaan 0,063

Keterangan : ' Hasil dari Design Expert® 11
2 Data hasil percobaan

Data pada Tabel 5 menunjukkan bahwa
perbedaan nilai respon ukuran partikel hasil
validasi dengan hasil diprediksi adalah
0,063%. Perbedaan nilai respon antara
prediksi dan validasi lebih kecil dari 5%
mengindikasikan hasil validasi sesuali
dengan hasil prediksi'® sehingga kondisi
optimum ini dapat digunakan pada proses
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produksi nanokoloid HSA
selanjutnya/rutin.

KESIMPULAN

Kondisi optimum sintesa nano koloid
HSA dilakukan pada pH 7, suhu reaksi 70°C
dan waktu reaksi 24 menit sesuai dengan
hasil prediksi menggunakan Design
Expert® 11. Ukuran partikel hasil
percobaan di laboratorium tidak memiliki
perbedaan yang signifikan terhadap hasil
prediksi.
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