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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema kerja penelitian

Fase minyak Fase air
(Amphotericin B: Olive oil) (tween 80:transcutoI®P:aquadest)
Disonikasi selama 20 menit Dipanaskan pada suhu 4°C

— Dibuat 3 formula (NE1, NE2, dan NE3)

— Dihomogenkan dengan kecepatan
8000 rpm selama 45 menit

— Dilarutkan dengan sonikator selama 40
menit

Nanoemulsi amphotericin B

Poloxamer 407:188

Uji permeasi in vitro

— Dibuat 3 formula (10:5; 15:5; 20:5)
— Disimpan pada suhu 4°C

Nanoemulsi gel termosensitif
amphotericin B

Uji permeasi ex vivo Uiji retensi ex vivo

Kuantifikasi kadar obat

Pengumpulan dan analisis data

Penarikan kesimpulan
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Lampiran 2. Kurva baku AmB dalam PBS + SLS 2%

1.2
1
— y = 0.0296x + 0.0079
g 0.8 RZ=0.9998
= -0.
206
o
2804
3 0.
0.2
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Konsentrasi (ppm)

Gambar 5. Kurva baku amphotericin B dalam PBS + SLS 2%

Lampiran 3. Perhitungan data
Lampiran 3.1 Uji pelepasan in vitro
Persamaan: y = 0,0296x + 0,0079
Keterangan:

X = konsentrasi

y = absorbansi

Untuk NE-AmB replikasi 1 jam ke-3 diperoleh absorbansi = 0,158 dengan faktor
pengenceran =4

y = 0,0296x + 0,0079

0,158 = 0,0296x + 0,0079
(0,158-0,0079)

0,0296

x = 5,07094

x = 5,07094 pg/mL

Konsentrasi dalam 1 mL =5,07094 pg/mL x 1 mL
= 20,28376 ug
= 0,00507094 mg

Konsentrasi dalam 28 mL =0,00507094 mg x 28 mL x 4
=0,56794 mg

konsentrasi jam sebelumnya
1000

= 20578 40,003956
1000

=0,008007

Faktor koreksi = + faktor koreksi jam sebelumnya



Jumlah pelepasan = konsentrasi dalam 28 mL + faktor koreksi
=0,56794 + 0,008007
=0,57594 mg

jumlah pelepasan
= 100

- 0,057594 x 100

% pelepasan

= 5,760

Lampiran 3.2 Uji permeasi ex vivo

Keterangan:

X = konsentrasi

y = absorbansi

Untuk NE-TG-AmB replikasi 1 jam ke-7 diperoleh absorbansi = 0,686 dengan

faktor pengenceran =8

y = 0,0296x + 0,0079

0,686 = 0,0296x + 0,0079

(0,686-0,0079)

0,0296

x = 22,90878

x = 22,90878 pg/mL

Konsentrasi dalam 1 mL =22,90878 pg/mL x 1 mL
=22,90878 pg
= 0,02290 mg

Konsentrasi dalam 28 mL = 0,02290 mg x 28 mL x 8
=5,13156 mg

konsentrasi jam sebelumnya
1000
_ 15,67905

——+0,02964
1000

=0,04532

X =

Faktor koreksi = + faktor koreksi jam sebelumnya

Jumlah terpermeasi = konsentrasi dalam 28 mL + faktor koreksi
=5,13156 + 0,04532
=5,17689 mg

jumlah terpermeasi
= ISP X 100

x 100

% permeasi

_ 5,17689

=51,77



Lampiran 3.3 Uji retensi ex vivo
Persamaan: y = 0,0293x + 0,0054
Keterangan:
X = konsentrasi
y = absorbansi
Untuk NE-TG-AmB replikasi 1 jam ke-8 diperoleh absorbansi = 0,508
y = 0,0293x + 0,0054
0,508 = 0,0293x + 0,0054
(0,508 - 0,0054)
0,0293
x = 17,15476 pg/mL

X =

18



Lampiran 4. Tabel hasil evaluasi
Tabel 3. Uji pelepasan in vitro

NE-AmB

Wakty o FaKOT  ncorbangs  Konsentrasi 28 mL - Faktor pFi(;:sa Ratarata  p
(1)
0,125 3,96 0,22 0,000 2,22

1 2 0,137 4,36 0,24 0,000 2,44 2,44 0,25
0,149 4,77 0,27 0,000 2,67
0,128 4,06 0,45 0,004 4,58

2 4 0,138 4,40 0,49 0,004 4,97 4,96 0,38
0,148 4,73 0,53 0,005 5,35
0,158 5,07 0,57 0,008 5,76

3 4 0,173 5,58 0,62 0,009 6,33 6,32 0756
0,187 6,05 0,68 0,010 6,87
0,265 8,69 0,97 0,013 9,86

4 4 0,291 9,56 1,07 0,014 10,86 10,86 1,00
0,317 10,44 1,17 0,016 11,85
0,254 8,31 1,86 0,022 18,84

5 8 0,277 9,09 2,04 0,024 20,60 20,61 1,77
0,300 9,87 2,21 0,026 22,37
0,335 11,05 2,48 0,030 25,05

6 8 0,369 12,20 2,73 0,033 27,66 27,66 2,60
0,403 13,35 2,99 0,036 30,26




Faktor Konsentrasi 28 mL Faktor Persen Rata-rata

Waktu pengenceran Absorbansi (ng/mL) (mg) koreksi pelepasan (%) (%) Sb
0,473 15,71 3,562 0,041 35,61

7 8 0,518 17,23 3,86 0,045 39,05 39,03 3,41
0,562 18,72 4,19 0,049 42,42
0,689 23,01 5,15 0,057 52,11

8 8 0,743 24,83 5,56 0,062 56,25 56,28 4,18
0,798 26,69 5,98 0,068 60,47
0,785 26,26 5,88 0,080 59,61

12 8 0,877 29,36 6,58 0,087 66,64 66,42 6,70
0,960 32,17 7,21 0,095 73,00
1,201 40,31 9,03 0,106 91,35

24 8 1,099 36,86 8,26 0,117 83,74 85,00 5,83

1,047 35,10 7,86 0,127 79,90
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Waktu pean:I:!tg(raran Absorbansi Kc;:;?r:tlf;ad 2(8mr;)L If:rlt(etl?sri peltl::;z: (%) Rat(a"/;;ata Sb
0,025 0,58 0,02 0,000 0,16

1 1 0,026 0,61 0,02 0,000 0,17 0,17 0,01
0,028 0,68 0,02 0,000 0,19
0,036 0,95 0,03 0,001 0,27

2 1 0,038 1,02 0,03 0,001 0,29 0,30 0,03
0,042 1,15 0,03 0,001 0,33
0,095 2,94 0,08 0,002 0,84

3 1 0,103 3,21 0,09 0,002 0,92 0,93 0,10
0,115 3,62 0,10 0,002 1,03
0,176 5,68 0,16 0,004 1,63

4 1 0,187 6,05 0,17 0,005 1,74 1,78 0,16
0,209 6,79 0,19 0,005 1,96
0,252 8,25 0,23 0,010 2,41

5 1 0,275 9,02 0,25 0,011 2,64 2,67 0,28
0,309 10,17 0,28 0,012 2,97
0,315 10,38 0,29 0,018 3,09

6 1 0,339 11,19 0,31 0,020 3,33 3,26 0,15
0,340 11,22 0,31 0,022 3,37
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Waktu Faktor Absorbansi Konsentrasi 28 mL Faktor_ Persen Rata-rata SD
pengenceran (ug/mL) (mg) koreksi pelepasan (%) (%)

0,473 15,71 3,562 0,029 5,72

7 2 0,518 17,23 3,86 0,031 6,22 6,25 0,55
0,562 18,72 4,19 0,034 6,81
0,689 23,01 5,15 0,038 7,44

8 2 0,743 24,83 5,56 0,042 8,23 8,21 0,76
0,798 26,69 5,98 0,045 8,97
0,785 26,26 5,88 0,051 9,84

12 2 0,877 29,36 6,58 0,056 10,79 1079 095
0,960 32,17 7,21 0,060 11,75
1,201 40,31 9,03 0,068 10,80

24 2 1,099 36,86 8,26 0,074 12,83 12,84 2,04
1,047 35,10 7,86 0,080 14,88




Tabel 4. Uji permeasi ex vivo
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NE-TG-AmB

Waktu peanZI:!tg(ra ran Absorbansi Kc;:gs;?r:tlf;w 2(8mr;)L If:rlt(etl?sri pe fn?;i? (%) Rat?’/;;ata Sb
0,040 1,08 0,06 0,000 0,60

0,5 2 0,043 1,19 0,07 0,000 0,66 066 0,05
0,045 1,25 0,07 0,000 0,70
0,037 0,98 0,11 0,001 1,11

1 4 0,040 1,08 0,12 0,001 1,23 1,23 0,11
0,043 1,19 0,13 0,001 1,34
0,086 2,64 0,59 0,002 5,93

2 8 0,094 2,91 0,65 0,002 6,54 6,59 0,68
0,104 3,25 0,73 0,002 7,30
0,143 4,56 1,02 0,005 10,27

3 8 0,157 5,04 1,13 0,005 11,34 11,31 1,03
0,170 5,48 1,23 0,006 12,33
0,265 8,69 1,95 0,009 19,55

4 8 0,289 9,50 2,13 0,010 21,37 21,43 1,90
0,315 10,38 2,32 0,011 23,35
0,354 11,69 2,62 0,018 26,37

5 8 0,392 12,98 2,91 0,020 29,26 29,27 2,90
0,430 14,26 3,20 0,022 32,17




Faktor Konsentrasi 28 mL Faktor Persen Rata-rata

Waktu pengenceran Absorbansi (ng/mL) (mg) koreksi permeasi (%) (%) Sb
0,472 15,68 3,51 0,030 35,42

6 8 0,523 17,40 3,90 0,033 39,31 . 3,93
0,575 19,16 4,29 0,036 43,27
0,686 22,91 5,13 0,045 51,77

7 8 0,758 25,34 5,68 0,050 57,27 57,27 5,50
0,83 27,77 6,22 0,055 62,76
0,559 18,62 6,26 0,068 63,24

8 12 0,613 20,44 6,87 0,075 69,44 69,44 6,20
0,667 22,27 7,48 0,083 75,64
0,780 26,08 8,76 0,087 88,51

12 12 0,862 28,85 9,70 0,096 97,91 97,87 9,34
0,943 31,59 10,61 0,105 107,20
0,892 29,87 13,38 0,113 134,94

24 16 0,973 32,60 14,61 0,125 147,32 144,35 8,32

0,995 33,35 14,94 0,137 150,76




TG-AmB

Faktor

Konsentrasi

28 mL

Faktor

Persen

Rata-rata

Waktu pengenceran Absorbansi (Mg/mL) (mg) koreksi permeasi (%) (%) Sb
0,017 0,31 0,02 0,000 0,17 019
0,5 2 0,018 0,34 0,02 0,000 0,19 ’ 0,02
0,019 0,38 0,02 0,000 0,21
0,020 0,41 0,05 0,000 0,46
1 4 0,021 0,44 0,05 0,000 0,50 0,50 0,04
0,022 0,48 0,05 0,000 0,54
0,089 2,74 0,31 0,001 3,08
2 4 0,096 2,98 0,33 0,001 3,34 3,33 0,25
0,102 3,18 0,36 0,001 3,57
0,131 4,16 0,47 0,003 4,69
3 4 0,142 4,53 0,51 0,004 5,11 5,11 1,42
0,153 4,90 0,55 0,004 5,53
0,103 3,21 0,72 0,008 7,27
4 8 0,112 3,52 0,79 0,008 7,96 12,69 0,73
0,122 3,85 0,86 0,009 8,72
0,157 5,04 1,13 0,011 11,39
S 8 0,174 5,61 1,26 0,012 12,69 18,69 1,30
0,191 6,19 1,39 0,013 13,98
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Faktor

Konsentrasi

28 mL

Faktor

Persen

Rata-rata

Waktu pengenceran Absorbansi (ng/mL) (mg) koreksi permeasi (%) (%) Sb
0,151 4,83 1,62 0,016 16,40

6 8 0,254 8,31 1,86 0,017 18,80 Bt 2,23
0,281 9,23 2,07 0,019 20,86
0,339 11,19 2,51 0,021 25,26

7 8 0,357 11,79 2,64 0,026 26,68 27,05 1,99
0,39 12,91 2,89 0,028 29,20
0,376 12,44 2,79 0,032 28,18

8 8 0,413 13,69 3,07 0,038 31,03 31,05 2,88
0,451 14,97 3,35 0,041 33,94
0,468 15,54 3,48 0,044 35,26

12 8 0,509 16,93 3,79 0,051 38,43 38,48 3,24
0,552 18,38 4,12 0,056 41,74
0,729 24,36 5,46 0,060 55,17

24 8 0,800 26,76 5,99 0,068 60,62 60,72 5,60
0,875 29,29 6,56 0,074 66,36




Tabel 5. Uji retensi ex vivo

NE-TG-AmB
. Konsentrasi Rata-rata
Waktu Absorbansi (Mg/mL) (mg) SD
0 0 0
0 0 0 0
0 0

0,611 20,655

1 0,520 17,557 21,068 3,735
0,738 24,992
0,905 30,717

2 0,770 26,109 31,331 5,555
1,094 37,168
1,035 35,141

3 0,881 29,870 35,844 6,355
1,251 42,520
1,234 41,917

4 1,049 35,629 42,755 7,580
1,491 50,719
1,382 46,985

5 1,176 39,938 47,925 8,496
1,671 56,852
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. Konsentrasi Rata-rata SD
Waktu Absorbansi (ug/mL) (mg)

0,754 25,548

6 0,642 21,716 26,059 4,620
0,911 30,913
0,640 21,672

7 0,545 18,421 22,106 3,919
0,774 26,223
0,508 17,155

8 0,433 14,582 17,498 3,102
0,614 20,757
0,427 14,373

12 0,363 12,217 14,660 2,599
0,515 17,391
0,353 11,864

24 0,301 10,085 12,102 2,145
0,426 14,356

28



TG-AmB
Waktu Absorbansi Konsentrasi Rata-rata )
(ng/mL) (mg)
0 0 0
0 0 0 0
0 0

0,545 18,407

1 0,464 15,646 18,775 3,329
0,658 22,273
0,765 25,933

2 0,651 22,043 26,452 4,689
0,925 31,379
0,928 31,492

3 0,790 26,769 32,122 5,695
1,122 38,106
1,133 38,496

4 0,964 32,722 39,266 6,961
1,370 46,580
0,807 27,346

5 0,686 23,244 27,893 4,945
0,975 33,088

29



Waktu Absorbansi Konsentrasi Rata-rata SD
(ng/mL) (mg)

0,535 18,063

6 0,455 15,354 18,425 3,266
0,646 21,857
0,261 8,739

7 0,223 7,428 8,914 0,166
0,315 10,574
0,034 0,962

8 0,029 0,817 0,981 0,023
0,039 1,164
0,010 0,168

12 0,010 0,142 0,171 0,004
0,011 0,202
0,010 0,168

24 0,010 0,142 0,171 0,008
0,011 0,202
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Lampiran 5. Data hasil uji analisis statistik
Lampiran 5.1 Uji pelepasan in vitro

Test for normal distribution

Anderson-Darling test

AZE 0.4204
Pwalue 02582
Pasz=ed normality test (alpha=0.05)7 ez

P value summary ns

D'Agostino & Pearson test

K2 1.4510)
P value 0.4844
Pas=sed normality test (alpha=0.05)7 fes

P walue summary ns

Shapiro-Wilk test

W 0.8982
Pwalue 0.2091
Pasz=ed normality test (alpha=0.05)7 ez

P value summary ns

Kolmogorov-Smirnov test

KS distance 01677
P value =0.1000
Paz=zed normality test (alpha=0.05)7 Yes

P walue summary ns

Number of values 10

04854
0ATH
ez

ns

1.645
04354
Yes

ns

0.88359
0.1445
ez

ns

02254
=0.1000
Yes

ns

10



Table Analyzed

Two-way ANOVA
Alpha

Source of Variation
Interaction
Row Factor

Column Factor

ANOVA table
Interaction
Row Factor
Column Factor

Residual

Difference between column means
WMean of IN WITRO_NE-AmB
Mean of IN WITRO_PURE DRUG-AmB
Difference between means
SE of difference
95% Cl of difference

Data summary

Number of columns (Column Factor)

Sidak's multiple comparisons test

Data &

Ordinary
0.05

% of total variation

2320
4374
3233

55
7984
15052
z7
2507

31.96
4721
2724
06464

255310 28.54

INVITRQO_NE-AmMB - IN VITRO_PURE DRUG-AmB

1

[~ RN R RS AR XY

~N

Mean Diff.

2.269
4670
5392
9.078
17.93
2439
3278
48.07
5563
7216

P value
=0.0001
=0.0001
=0.0001

DF
8
9
1
40

95.00% ClI of diff.

-3.787 10 8.325
-1.386t0 10.73
-0.6636 to 11.45
3022101513
11.88 to 23.99
18.34t0 30.45
26.7210 38.83
42.0110 54.12
49.57 to 61.68
66.10t0 78.22

P value summary

srre
srre

srre

M35
8871
1672
z7
6.268

Significant?

F (DFn, DFd)

F(9,40)=1415
F (9, 40) = 266.8
F (1, 40} = 1775

P value
P=0.0001
P=0.0001
P=0.0001

ns 0.9592
ns 0.2452
ns 0.1122
i 0.0007
il <0.0001
el <0.0001
el <0.0001
i =0.0001
el <0.0001

il <0.0001

32
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Lampiran 5.2 Uji permeasi ex vivo
Test for normal distribution

Anderson-Darling test

AZE 0.5233 0.4731
P valus 0.1405 0.1825
Pas=ed normality test (alpha=0.05)7 e fes

P value summanry ns ns

D'Agostino & Pearson test

K2 4383 3721
P value 017 0.1556
Pas=sed normality test (alpha=0.05)7 fes fes

P value summanry ns ns

Shapiro-Wilk test

W 0.8738 0.2851
P value 0.0853 0.1208
Passed normality test (alpha=0.05)7 Tes Tes

P value =ummary ns ns

Kolmogorov-Smirnov test

K5 distance 0.1731 0.1695
P wvalue =0.1000 =0.1000
Pasz=ed normality test (alpha=0.05)7 ez ez

P value summary ns ns

Number of values 11 1



Table Anzhyzed

Two-way AMOVA
Alpha

Source of Variation
Interaction
Row Factor
] Column Factor

ANOVA table
Interaction
Row Factor
Column Facter
Residual

Difference between column means
Mzan of NE-TG-AmB
Mean of TG-AmB
Difference between means
5E of difference
95% Cl of difference

Data summary
Mumber of columns {Column Factor)
Number of rows (Row Factor)

Number of values
Sidak's multiple comparisons test
NE-TG-AmB - TG-AmB

05
1

G~ @ BN

EX VIVO PER

Ordinany
0.05

% of total variation
i2.65
T4.48
iziz

55

10600
32422
10159
631.4

4352

8.7

24.81

09328

22,93 to 26.69

1l

Mean Diff.

0.4523
0.7263
3.281
6.202
13.44
16.58
20.85
3022
38.39
58.40
83.62

F value
00001
20,0001
00001

DF
10
10

95.00% ClI of diff.

-8.762 to 9.686
-B6.458 to 9.950
-5.963 10 12.49
-3.022 10 15.43
421310 2286
7.355 t0 25.80
11.42 10 29.87
21.00 to 39.44
29.17 to 4781
50.17 to 68.62
744010 92.85

F value summary

M
1080
3242
10159
14.35

Below threshold?

Significant?
Yes
Yes
Yes

F (DFn, DFd}
F (10, 44) = T2.87
F (10, 44) = 4350
F i1, 44)=707.2

F value

P<D.0001
P=0.0001
P<D.0001

34

Summary Adjusted P Value
ns =0.989%
ns =0.988%
ns 08734
ns 0.4388
i 0.0008
hiid «0.0001
e <0.0001
hiid «0.0001
b <0.0001
hiid «0.0001
i <0.0001



Lampiran 5.3 Uji retensi ex vivo
Test for normal distributicn

Anderson-Darling test
A
F walus
Pa==ed normality test (alpha=0.05)7

P walue summany

¥Agosting & Pearson test
K2
F walus
Paszed normality test (alpha=0.05)7

P walue summany

Shapirc-Wilk test
w
P walue
Paszed normality test (alpha=0.05)7

P walue summany

Kolmogorov-Smirnov test
K5 distance
F walus
Pa==ed normality test (alpha=0.05)7

P walue summany

Mumber of values

0.2473
06728

‘ez

1.01
08033

NS

03448
0.60T4

hEE

01818
=0 1000

‘ez

10

35

0. 2480
10,3504

‘ez

1857
i0.4268
s

0.9155
03212
“es

01742
01000

‘ez

10



Table Anatyzed | Data 1
Two-way ANOVA Ordinary
Alpha 0.05
Source of Variation % of total variation F value
Interaction 4485 0.0133
Row Factor T5.89 <0.0001
Column Factor 1237 <0.0001
ANOVA table 58 DF
Interaction fz48 -]
Row Factor BET2 -]
‘Column Factor 1446 1
Residus! B4EZ 40
Difference between column means
Masn of NE-TG-AmB 2743
Masn of TG-AmB 1732
Difference betwesn means 2818
SE of difference 1188
B5% Cl of difference T415 10 12.22
Data summary
MNumber of columns (Column Factor) 2
MNumber of rows (Row Factor) 10
Number of values i)
%idak’s multiple comparisons test Mean Diff. 95.00% CI of diff.
NE-TG-AmE - TG-AmB
1 2293 5846 to 12.42
2 488D -5.255 to 168.02
3 3T -T.417 to 14.88
4 3488 -TBE0 to 14.63
& 20,03 B8.894 to 3117
[ 7834 -3.504 to 18.77
T 1313 2053 t024.32
] 16.52 53TE to 2766
12 14.48 3.351 to 2663
24 152 0.7922 to 23.07

F value summary

-
——
——

M&
5832
5858

2121

Below threshold?

Significant?
Yes
Yes
Yes

F (DFn, DFd)
F (3, 40)=2.750
F (3, 40) = 45.43
F (1, 40) = £5.18

Summary Adjusted P Value
ns 0.98985
ns 10.8950
ns 0.9813
ns 0.5683
— <0.0001
ns 0.3949
- 0.0112
el 0.0008
- 0.0041
- 0.0288
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P value

P=0.0123
P<D.0001
P<0.0001
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Lampiran 6. Hasil uji kinetika secara in vitro menggunakan add-ins
Microsoft Excel (DDsolver)

Time No.1
(h) F(%) Mean SD RSD(%)
0 000 000
1 002 002
2 005 005
3 006 006
4 011 011
5 021 021
6 028 028
7 039 039
8 056 056
12 066 066
24 085 085
| Bestfit Values ||
Parameter No.1 Mean SD RSD(%)
kHC 0.000 0.000
Parameter No.1 Mean SD RSD(%)
T25 0.004 0.004
T50 0.010 0.010
T75 0.018 0.018
T80 0.020 0.020
T90 0.026 0.026
Parameter No.1
N_obsened 11
DF 10
R_obs-pre 00.001
Rsqr 0,91652
Rsqr_ad] 00.001
MSE 00.071
MSE_root 00.008
Weighting 1
SS 00.706
WSS 00.706
AIC 00.074

MSC 00.002
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Lampiran 7. Hasil uji permeasi secara ex vivo menggunakan add-ins
Microsoft Excel (DDsolver)

Time No.1
(h) F(%) Mean SD RSD(%)
0,5 001 001
1 001 001
2 007 007
3 011 011
4 021 021
5 029 029
6 039 039
7 057 057
8 069 069
12 098 098
24 144 144
| Bestfit Values ||
Parameter No.1 Mean SD RSD(%)
kO 0.007 0.007
Parameter No.1 Mean SD RSD(%)
T25 0.004 0.004
T50 0.007 0.007
T75 0.011 0.011
T80 0.012 0.012
T90 0.013 0.013
Parameter No.1
N_obsened 11
DF 10
R_obs-pre 00.001
Rsqr 0,95052
Rsqgr_adj 00.001
MSE 00.105
MSE_root 00.010
Weighting 1
SS 01.054
WSS 01.054
AlC 00.079

MSC 00.003
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Lampiran 8. Dokumentasi

Gambar 8. Uji pelepasan In Vﬁro Gambar 9. Uji pereasi Ex Vivo



ﬁ,,

Gambar 10.‘\Uji retensi Ex Vivo

Gambar 1. Penggunaa

N

Spektrofotometer UV-Vis
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