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ABSTRAK

INDI AMALIA NUGRAHENI. Aktivitas Biologis Imunoglobulin (Ig) Y Spesifik
Influenza dan SARS-CoV-2 dalam Face Mist. Dibimbing oleh OKTI NADIA
POETRI dan SR RAHMATUL LAILA.

Infeksi Saluran Pernapasan Akut atau ISPA adalah penyakit yang dapat
disebabkan oleh infeksi virus influenza atau corona. Pencegahan infeksi virus dapat
dilakukan dengan memanfaatkan sediaan imunoglobulin (Ig) Y spesifik dalam
sediaan kosmetik. Penelitian ini bertujuan mengevaluasi aktivitas biologis IgY
spesifik influenza dan SARS-CoV-2 yang dicampurkan dalam face mist secara in
vitro. Komposisi face mist adalah rose hydrosol, akuades, glycerin, dan leucidal
yang disimpan pada suhu ruang selama 5 minggu. Konsentrasi IgY didalam face
mist sebesar 0.25% (P1) dan 0.5% (P2) (b/v) yang dibandingkan dengan kontrol
negatif (KN, face mist tanpa IgY) serta kontrol positif (KP, akuades dengan 0.5%
IgY). Pengamatan organoleptik dilakukan dengan mengamati perubahan aroma,
warna, dan kekeruhan. Aktivitas biologis IgY spesifik diuji dengan Enzyme-linked-
immunosorbent-assay (ELISA) dan Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide (SDS-
PAGE), serta uji antiviral terhadap virus Avian Influenza. Hasil pengamatan
organoleptik menunjukkan adanya perubahan aroma, warna, dan kekeruhan pada
KP dan P2 mulai dari minggu ke-1, sedangkan pada KN tidak terjadi perubahan
selama masa observasi. Hasil ELISA spesifik influenza A menunjukkan hasil
positif pada sampel KP dan P2, sedangkan KN menunjukkan hasil negatif. Hasil
SDS-PAGE menunjukkan adanya pita protein fragmen heavy chain, light chain,
dan fragmen Fab dari IgY pada KP dan P2. Berdasarkan hasil ELISA dan SDS-
PAGE, aktivitas biologis 0.5% IgY pada face mist terdeteksi dan bertahan selama
5 minggu pada suhu ruang. Hasil uji antiviral terhadap virus Avian Influenza
menunjukkan bahwa kandungan 0.25% IgY pada face mist belum mampu
menurunkan titer EID50 > 4 log, hasil ini mengindikasikan bahwa face mist dengan
konsentrasi IgY 0.25% belum optimal berperan sebagai antiviral.

Kata kunci: aktivitas biologis, face mist, imunoglobulin Y, influenza, SARS-CoV-
2



ABSTRACT

INDI AMALIA NUGRAHENI. Biological Activity of Immunoglobulin (Ig) Y
Specifically Influenza and SARS-COV-2 in Face Mist. Supervised by OKTI
NADIA POETRI and SRI RAHMATUL LAILA.

Acute respiratory infections (ARI) generally caused by viral infection such as
ifluenza virus or coronavirus. Viral infections can be prevented by utilizing
immunoglobulin Y in cosmetics. This study aims to evaluate the biological activity
of influenza-specific IgY and SARS-CoV-2 mixed in face mist in vitro. The
c¢omposition of the face mist is rose hydrosol, aquadest, glycerin, and leucidal,
which is stored at room temperature for 5 weeks. The IgY concentration in the face
mist was 0.25% (P1) and 0.5% (P2) (w/v) which was compared with the negative
gontrol (KN, face mist without IgY) and positive control (KP, distilled water with
0.5 % IgY). Organoleptic observations were carried out by observing changes in
aroma, color and turbidity. The biological activity of specific IgY was determined
by Enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA) and Sodium-Dodecyl-Sulfate-
Polyacrylamide (SDS-PAGE), also an antiviral test against Avian Influenza virus.
Organoleptic observations showed changes in aroma, color and turbidity in KP and
P2 starting at week 1, whereas no changes observed in KN. The results of the
influenza A specific ELISA showed positive results in samples KP and P2, whilst
KN showed negative results. SDS-PAGE results showed the presence of IgY heavy
chain, light chain and Fab fragment protein bands in KP and P2 samples, while no
protein band detected in KN. Based on ELISA and SDS-PAGE results, the
biological activity of 0.5% IgY in the face mist was detected and persisted for 5
weeks at room temperature. The results of antiviral test against the Avian Influenza
virus showed that the 0.25% IgY in the face mist was not able to reduce the EID50
titer > 4 log, these results indicate that the face mist with an IgY concentration of
0.25% did not have an optimal role as an antiviral.

Keyword: biological activity, face mist, immunoglobulin Y, influenza, SARS-CoV-
2
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I PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Infeksi Saluran Pernapasan Akut atau ISPA merupakan infeksi pada saluran
pernapasan atas atau bawah yang bisa menyebabkan penyakit tanpa gejala
(asimptomatis), maupun dengan gejala ringan, gejala berat hingga kematian. Gejala
klinis ISPA antara lain batuk, demam, sakit tenggorokan, sesak napas, pilek dan
mengigil. Gejala klinis dapat timbul dalam hitungan jam hingga beberapa hari
setelah terpapar patogen penyebab (Aprilia et al. 2019). Infeksi ini dapat
disebabkan oleh infeksi virus maupun bakteri (Putra dan Wulandari 2019). Virus
penyebab ISPA bagian atas, antara lain virus influenza, virus corona, Rhinovirus,
Parainfluenzavirus, Respiratory syncytial virus (RSV), dan Adenovirus (Aprilia et
al. 2019).

Virus influenza merupakan salah satu penyebab ISPA dengan tingkat
morbiditas dan mortalitas yang cukup tinggi. Selain itu, influenza menyebabkan
kerugian ekonomi dan kejadian yang serius, seperti perawatan di rumah sakit,
komplikasi penyakit hingga kematian (Boianelli et al. 2015). Virus influenza dapat
memengaruhi fungsi berbagai organ di dalam tubuh dan dapat menginfeksi secara
sistemik (Javanian et al. 2021). Virus lain yang menyebabkan ISPA adalah virus
corona. Virus corona menyebabkan infeksi saluran pernapasan dengan tingkat
morbiditas yang tinggi, dengan periode inkubasi yang lama, dan menimbulkan
gejala klinis yang bervariasi. Beberapa kejadian wabah yang disebabkan oleh virus
corona yaitu pada tahun 2002 disebabkan oleh SARS-CoV-1 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 1) dan tahun 2012 disebabkan oleh MERS-
CoV (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), kemudian pada tahun 2020
terjadi pandemi global Coronavirus Infectious Disease (COVID-19) yang
disebabkan oleh SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus
2) (Shin et al. 2020).

Antibodi atau imunoglobulin (Ig) adalah molekul protein yang terbentuk
akibat adanya paparan antigen dan dapat merespon aktivitas antigen (Pereira ef al.
2019). Struktur antibodi terdiri dari light chains (LCs) dan heavy chains (HCs).
Terdapat berbagai macam tipe imunoglobulin di berbagai spesies. Pada mamalia
terdapat 5 kelas Ig yaitu: IgA, IgD, IgE, 1gG, and IgM (Chiu et al. 2019). Sedangkan
pada kelas hewan yang lain, terdapat kelas immunoglobulin yang berbeda, misalnya
pada unggas memiliki [gM, IgA dan IgY (Tarigan et al. 2016). Sifat imunoglobulin
yang dapat mengikat target spesifik dapat dimanfaatkan dalam penelitian, diagnosis
dan terapi (Pereira ef al. 2019). Salah satu imunoglobulin yang banyak digunakan
untuk penelitian adalah IgY. Imunoglobulin Y adalah imunoglobulin yang
dihasilkan oleh hewan yang bertelur seperti unggas, reptil, amfibi serta lungfish dan
ditemukan pada serum dan kuning telur. Penelitian terdahulu menunjukkan
pemanfaatan IgY untuk diagnostik dan terapi terhadap bakteri, virus, fungi pada
penyakit tanaman dan penyakit hewan (Munhoz et al. 2014).

Imunoglobulin Y dapat dimanfaatkan dalam pengebalan pasif, sebagai
proteksi dari infeksi patogen spesifik, namun proteksi yang diberikan dari
pengebalan pasif bersifat segera dan berumur pendek (Gadde et al 2015).
Constantin et al. (2020) melakukan penelitian mengenai pengebalan pasif
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menggunakan IgY spesifik anti-P. aeruginosa untuk imunoterapi pada pasien cystic
fibrosis (CF).

Selain untuk diagnostik dan terapi pada bidang medis, IgY juga
dimanfaatkan dalam bidang kosmetik. Tsukamoto ef al. (2018), memanfaatkan IgY
spesifik anti alergen serbuk sari yang dijadikan komposisi gel mist untuk
meringankan gejala alergi. Dalam penelitian ini, IgY spesifik influenza dan SARS-
CoV-2 disisipkan pada face mist dengan yang bertujuan agar IgY dapat
menetralkan virus influenza dan corona sehingga tidak dapat masuk ke dalam
saluran pernapasan. Penelitian ini merupakan kelanjutan dari studi sebelumnya oleh
Setyawati (2022) yang mempelajari daya tahan aktivitas biologis IgY spesifik
influenza yang disisipkan dalam face mist komersil (PIXY® Aqua Beauty
Protecting Mist Setting Spray - Face Mist Make Up). Yang membedakan dari
Henelitian sebelumnya adalah, pada penelitian ini face mist yang digunakan bukan
produk komersil, tanpa kandungan etanol serta konsentrasi IgY yang digunakan
tebih rendah dibandingkan studi sebelumnya.

1.2 Rumusan Masalah

Penelitian dan pemanfaatan IgY spesifik telah banyak dilakukan, salah
satunya dalam bidang kosmetik. Imunoglobulin Y dapat disisipkan sebagai bahan
aktif dalam kosmetika, misalnya pada face mist. Face mist digunakan untuk
menjaga kelembapan kulit wajah, penyisipan IgY spesifik pada produk ini dapat
menambah daya guna produk yang bermanfaat untuk memitigasi penyakit. Namun,
studi pendahuluan mengenai daya tahan aktivitas biologi IgY di dalam face mist
secara in vitro perlu dilakukan.

1.3 Tujuan

Penelitian ini bertujuan mengevaluasi aktivitas biologis IgY spesifik
influenza dan SARS-CoV-2 yang dicampurkan dalam face mist secara in vitro.
Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menambah informasi mengenai
pemanfaatan IgY spesifik dalam bindang kosmetik.

1.4 Manfaat

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menambah informasi mengenai
pemanfaatan IgY spesifik dalam bidang kosmetik.



II TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Influenza

Virus influenza merupakan patogen penyebab penyakit pernapasan akut.
Virus ini termasuk ke dalam anggota famili Orthomyxoviridae yang terdiri dari
empat genus, yakni Alphainfluenzavirus yang memiliki spesies virus influenza A,
Betainfluenzavirus yang memiliki spesies virus influenza B, Gammainfluenzavirus
yang memiliki spesies virus influenza C dan Deltainfluenzavirus yang memiliki
spesies virus influenza D (Asha dan Kumar 2019). Virus ini memiliki amplop
dengan gen negative-sense RNA untai tunggal tersegmentasi yang memiliki
glikoprotein hemaglutinin (HA) dan neuraminidase (NA) (Javanian et al. 2021).
Virus influenza melakukan replikasi utamanya di epitelium saluran napas (Kalil dan
Thomas 2019). Protein HA akan menempel pada permukaan sel reseptor dan
menginisiasi virus untuk masuk ke dalam sel, sedangkan protein NA berperan
dalam membantu replikasi dan memungkinkan virus untuk keluar dari sel inang
(Javanian et al. 2021).

Virus influenza A merupakan tipe virus penyebab flu musiman dengan
tingkat morbiditas dan mortalitas yang cukup tinggi (Boianelli et al. 2015). Inang
dari virus ini terdiri dari berbagai macam spesies seperti mamalia, unggas, serta
burung liar. Subtipe virus influenza A sangat beragam, karena terdapat total 18 HA
dan 11 NA yang telah ditemukan (Peteranderl ef al. 2016). Virus influenza B dapat
menginfeksi manusia dengan tingkat penularan yang tinggi dibandingkan pada
spesies lain. Virus influenza B dibagi menjadi dua kategori, yaitu
B/Victoria/2/1987-like dan B/ Yamagata/16/1988-like. Virus influenza C umumnya
menginfeksi manusia dan menyebabkan gejala penyakit saluran pernapasan atas
yang ringan. Virus influenza D teridentifikasi di beberapa hewan seperti babi, sapi
dan domba. Virus ini memiliki potensi zoonosis (Asha dan Kumar 2019).

Gejala klinis influenza adalah demam, menggigil, sakit kepala, lemah, nyeri
otot, nyeri sendi, mata merah, sakit tenggorokan dan batuk kering. Pada anak-anak,
gejala tambahan yang dapat terlihat antara lain mual, sakit perut, otitis media dan
muntah. Kasus influenza umumnya akan pulih beberapa hari setelah infeksi.
Namun, jika gejala yang dialami tidak kunjung sembuh, terdapat kemungkinan
indikasi komplikasi seperti sinusitis, pneumonia atau penyakit yang lain (Javanian
etal.2021).

2.2 Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2

Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2 (SARS-CoV-2) adalah
virus yang menyebabkan Coronavirus disease 19 (COVID-19). Penyakit ini
pertama kali ditemukan di Wuhan, Cina pada Desember 2019 (Yuki et al. 2020).
Virus corona adalah virus beramplop, partikel ikosahedral simetris, dengan
positive-sense RNA untai tunggal yang tidak bersegmen berukuran sekitar 2632
kb. Virus ini termasuk ke dalam famili Coronaviridae. Berdasarkan struktur gen,
virus ini terbagi menjadi empat genus, yaitu Alphacoronavirus (aCoV),
Betacoronavirus (BCoV), Gammacoronavirus (yCoV), and Deltacoronavirus
(0CoV) (Helmy et al. 2020). Virus ini terdiri dari empat struktur protein, yakni
glikoprotein spike (S), membran (M), envelope (E) dan nukleokapsid (N) (Shin et
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al. 2020). Glikoprotein spike memiliki dua unit fungsional, yakni S; yang berfungsi
dalam pengikatan virus dengan sel reseptor inang dan S» berfungsi saat fusi virus
dengan membran sel (Yuki et al. 2020). Virus corona terkenal dengan
kemampuannya dalam bermutasi secara cepat, dapat menginfeksi berbagai spesies,
dan beradaptasi di situasi epidemiologi yang berbeda (Helmy et al. 2020).

Sekuensi gen dari virus SARS-CoV-2 homolog dengan SARS-CoV sebanyak
77% dan MERS-CoV sebanyak 50% (Shin et al. 2020). Penularan SARS-CoV-2
dapat melalui kontak langsung, droplet aerosol, rute oral-fecal dan fomites
perantara dari pasien dengan gejala atau tanpa gejala saat masa inkubasi (Helmy et
al. 2020). Masa inkubasi SARS-CoV-2 berkisar antara 2.1-11.1 hari. Namun,
monitor aktif dari SARS-CoV-2 direkomendasikan adalah 14 hari (Ciotti et al.
2020). Gejala klinis yang umumnya ditunjukkan oleh penyakit ini, antara lain
demam, batuk kering, bersin, kesulitan bernapas, hilangnya sensasi rasa dan bau,
sakit tenggorokan. Dalam kasus yang berat ditandai dengan pneumonia, asidosis
metabolisme, syok septik dan perdarahan (Helmy et al. 2020).

2.3 Immunoglobulin Yolk (1gY)

Imunoglobulin adalah glikoprotein yang disekresikan oleh sel plasma sebagai
respon paparan antigen dan terdiri dari produk utama imunitas humoral. Ayam
menghasilkan tiga kelas atau isotipe imunoglobulin, antara lain IgY, IgM, dan IgA.
Imunoglobulin Y pada ayam memiliki konsentrasi yang tinggi sebanyak 5-15
mg/mL, IgM sebanyak 1-3 mg/mL dan IgA sebanyak 0,3-0,5 mg/mL.
Imunoglobulin Y adalah antibodi utama yang diproduksi pada unggas, reptil, amfibi
serta /ungfish dan ditemukan pada serum darah ayam dan telur unggas (Munhoz et
al. 2014). ImunoglobulinY pada telur ayam terdapat dalam jumlah banyak di
kuning telur, IgM dan IgA terdapat di putih telur (Tarigan et al. 2016).

VL
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Gambar 1 Perbedaan struktur IgG dan IgY (Pereira ef al. 2019)

Imunoglobulin Y merupakan antibodi utama yang dihasilkan oleh sistem
kekebalan tubuh pada unggas yang dianggap analog dengan imunoglobulin G yang
terdapat pada serum, plasenta dan kolostrum mamalia (Saputri et al. 2022). Dengan
kata lain IgY berbeda dengan IgG secara filogenetik namun memiliki fungsi yang
sama dengan IgG (Poetri et al. 2008). Perbedaan yang mencolok dari keduanya
adalah adanya perbedaan ukuran dari HCs. Imunoglobulin Y memiliki 4 regio
ikonstan (CH1-CH4), sedangkan IgG memiliki 3 regio konstan (CH1-CH3). Selain
1y, IgG memiliki engsel yang lebih jelas diantara CH1 dan CH2 daripada IgY
schingga IgG memiliki struktur yang lebih lentur (Pereira et al. 2019; Saputri ef al.
2022). Imunoglobulin Y pada unggas memiliki fungsi yang sama dengan IgG pada
mamalia yaitu sebagai immunoglobin utama dalam melawan agen infeksius
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(Munhoz et al. 2014). Namun, IgY unggas dapat menunjukkan respons kekebalan
terhadap dan/atau mengenali lebih banyak epitop protein mamalia daripada IgG
mamalia (Redwan et al. 2021).

Struktur molekul IgY terdiri dari dua heavy chains (H) yang masing-masing
memiliki berat 67-70 kDa, dan dua light chains (L) dengan berat 25 kDa. Pada light
chains terdapat satu bagian konstan (Cp) dan satu bagian variabel (V).
Imunoglobulin Y memiliki empat bagian konstan (CH1-CH4) dan berat molekul
180 kDa (Pereira et al. 2019). Struktur IgY terbagi menjadi Fc dan Fab. Bagian Fc
berperan dalam fiksasi komplemen, reaksi anafilaktik, dan opsonisasi. Sedangkan
bagian Fab berperan sebagai area pengikatan antigen (Munhoz et al. 2014).
Imunoglobulin Y memiliki rantai kurang fleksibel karena tidak terdapat engsel pada
bagian antara CHI1 dan CH2. Rantai kurang fleksibel ini meningkatkan resistensi
IgY terhadap degradasi proteolitik dan fragmentasi. Imunoglobulin Y stabil pada
suhu 30°-70°C dan aktif pada pH 3.5-11 (Pereira et al. 2019).

2.4 Pemanfaatan IgY untuk Diagnostik, Imunoterapi, dan Kosmetik

Imunoglobulin Y telah banyak dimanfaatkan dalam penelitian, diagnostik dan
terapi. Imunoglobulin Y dipilih sebagai objek penelitian karena beberapa alasan,
antara lain berdasarkan jarak filogenetiknya antibodi yang diproduksi lebih spesifik
terhadap protein mamalia, banyaknya jumlah antibodi yang dihasilkan sehingga
dapat diproduksi dalam skala besar, serta cara koleksi yang tidak invasif (Tarigan
et al. 2016). Selain itu, IgY tidak berinteraksi dengan rheumatoid factor (RF),
produksi IgY dan penyesuaian dengan berbagai antigen tergolong mudah, serta
stabil pada suhu tinggi dan jangkauan pH yang luas (Redwan et al. 2020).
Berdasarkan European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM),
penggunaan telur ayam untuk studi IgY direkomendasikan sebagai alternatif
subtitusi antibodi mamalia dalam segi kesejahteraan hewan (Munhoz ef al. 2014).

Pemanfaatan IgY untuk diagnostik telah dilakukan untuk mendiagnosa virus,
bakteri, fungi, tanaman dan penyakit hewan. Beberapa studi yang telah dilakukan
adalah immunoassay tests untuk mendeteksi antigen dari Schistosoma japonicum,
perkembangan studi mengenai antibodi IgY terhadap protein dari Pythium
insidiosum (Munhoz et al. 2014). Selain itu, untuk deteksi Canine Parvovirus
(CPV-VLPs), Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV), Hepatitis A Virus (HAV),
Soft-shelled Turtle Systemic Septicemia Spherical Virus (STSSSV), Coronavirus
(CoV), Toxoplasma gondii, Cryptosporidium hominis, diagnosis demam berdarah
dengue, potensial diagnostik IgY untuk Staphylococcus aureus (Pereira et al. 2019).

Pemanfaatan IgY untuk imunoterapi dilakukan untuk antibakteri, antiviral,
antifungal, antiparasit, antitumor, antiobesitas, antialergi, antivenom (Pereira ef al.
2019). Imunoglobulin Y juga dimanfaatkan sebagai imunisasi pasif untuk
pencegahan infeksi Mycobacterium tuberculosis penyebab penyakit TBC,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans penyebab karies gigi, Candida
albicans penyebab candidiasis oral dan Helicobacter pylori (Sudjarwo et al. 2017,
Norouzi ef al. 2020; Rahman et al. 2013). Pemanfaatan IgY untuk kosmetik telah
dilakukan di beberapa penelitian, salah satunya adalah untuk krim atau gel, antara
lain krim dan gel anti-Candida albicans 1gY, krim untuk mengontrol
Staphylococcus aureus pada kulit, dan perawatan wajah untuk melawan
Staphylococcus epidermidis dan Propionibacterium acnes penyebab jerawat
(Vieira-Pires ef al. 2021; Kota et al. 2020; Yakhkeshi et al. 2022).



1 METODE

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilaksanakan pada bulan November 2023 hingga Februari 2024 di

Divisi Mikrobiologi Medik, Sekolah Kedokteran Hewan dan Biomedis, IPB
University.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1 Face Mist

Peralatan yang digunakan adalah gelas piala 100 ml 3 buah, gelas piala
500 ml 1 buah, batang pengaduk dan timbangan digital. Bahan yang digunakan
adalah rose hydrosol, akuades, vegetable glycerin dan leucidal.

3.2.2 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Alat-alat yang digunakan dalam uji ELISA adalah microplate, vorteks,
micropipette single channel 10-50 pL, micropipette single channel 100—1000
uL, micropipette multi channel 20-200 pL, microtips, inkubator suhu 37°C,
spektrofotometer, dan reagen reservoir. Bahan yang digunakan adalah akuabides,
aluminium foil, dan kit ELISA ID Screen® Influenza A Antibody Competition
Multi-species-FLUACA.

3.2.3 Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE)

Peralatan yang digunakan adalah micropipette single channel 10-50 pL,
micropipette single channel 100-1000 pL, micropipette multi channel 20-200
uL, microtips, pelat kaca, sisir, karet pemisah, microtube PCR 1.5 mL, wadah
penyimpanan gel, dan alat elektroforesis. Bahan yang digunakan adalah sampel
IgY dalam face mist, acrylamide, bis-acrylamide, akuabides, ammonium
persulfat, asam cuka pekat, bromophenol blue, coomassie brilliant blue, etanol,
glisin, gliserol, kertas pH, mercaptoethanol, protein marker, sodium dodecyl!
sulfate, TEMED, dan tris-base.

3.2.4 Uji Antiviral terhadap Virus Al H5N1

Peralatan yang digunakan adalah micropipette single channel 1-10 pL,
micropipette multi channel 20-200 uL, syringe, microtube PCR 1.5 mL, cawan
petri, inkubator suhu 37°C, kulkas, freezer, lampu, kapas, tray telur, dan pinset.
Bahan yang digunakan adalah sampel IgY dalam face mist, telur ayam berembrio,
virus Al H5N1, Bovine Serum Albumin (BSA) 0.3%, Bovine Serum Albumin
(BSA) 0.03%, darah ayam, akuades, phosphate buffer saline (PBS) dan EDTA.

3.2.5 Immunoglobulin Yolk (1gY)

Immunoglobulin Yolk (IgY) yang digunakan dalam penelitian ini berupa
sediaan kering beku. Imunoglobulin Y merupakan hasil dari penelitian
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sebelumnya. Imunoglobulin Y spesifik influenza merupakan hasil dari penelitian
Saputri et al. (2023) dan IgY SARS-CoV-2 merupakan hasil dari penelitian
Saputri et al. (2022).

3.3 Prosedur Kerja

3.3.1 Persiapan Face Mist berisi IgY

Proses persiapan dilakukan secara aseptis. Face mist dibuat dengan
langkah menyiapkan 3 gelas piala 100 ml dengan masing-masing berisi 60 gram
rose hydrosol, 57 gram akuades, dan 0.6 gram leucidal, serta gelas piala 500 ml
yang diisi dengan vegetable glycerin sebanyak 2.4 gram. Selanjutnya, akuades
yang sudah ditimbang dituangkan ke gelas piala 500 ml yang berisikan vegetable
glycerin, kemudian diaduk dengan batang pengaduk hingga homogen. Setelah
itu, rose hydrosol yang sudah ditimbang dituang ke gelas piala 500 ml dan
diaduk kembali hingga homogen. Leucidal yang sudah ditimbang dituang,
kemudian diaduk kembali hingga homogen.

Konsentrasi IgY dalam sediaan face mist yang digunakan dalam penelitian
ini adalah 0.25% dan 0.5% b/v (gr/100 mL) IgY influenza dan SARS-CoV-2.
Perlakuan yang dilakukan dijelaskan pada Tabel 1.

Tabel 1 Perlakuan yang dilakukan untuk penelitian

Kode sediaan Keterangan Konsentrasi IgY Metode uji
Kontrol positif akuades + IgY 0.5% Organoleptik,
(KP) ELISA, SDS-
PAGE
Kontrol negatif face mist - Organoleptik,
(KN) ELISA, SDS-
PAGE
Perlakuan 1(P1) face mist 0.25% Uji antiviral in
ovo
Perlakuan 2 (P2) face mist 0.5% Organoleptik,
ELISA, SDS-
PAGE

Setiap sediaan dibuat sebanyak 20 mL dan disimpan dalam botol plastik
steril yang ditutup rapat kemudian disimpan di suhu ruang selama empat minggu.
Pengamatan dilakukan setiap minggu dengan pengoleksian 0.8 mL larutan
sediaan yang disimpan di dalam tabung mikro. Sampel per minggu disimpan
pada suhu -20 °C sampai uji dilaksanakan.

3.3.2 Pengamatan Organoleptik

Indikator yang diamati pada pengamatan organoleptik, yaitu aroma, warna
dan kekeruhan. Pengamatan pencatatan perubahan yang terjadi dilakukan
selama empat minggu. Perubahan aroma, warna dan kekeruhan dinilai dengan
pancaindera serta diamati dengan membandingkan antara kontrol positif (KP),
negatif (KN) dan perlakuan 2 (P2).



3.3.3 Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)

Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) dilakukan terhadap
sampel KN, KP dan P2 menggunakan kit ELISA ID Screen® Influenza A
Antibody Competition Multi-species (ID Vet).

Pengujian ELISA dilakukan sesuai dengan protokol yang tertera di dalam
kit ELISA. Persiapan pengujian ELISA awal dilakukan dengan pengenceran
wash solution menjadi 1/20 dengan akuabides dan pengenceran larutan konjugat
menjadi 1/10 menggunakan larutan buffer 3. Perlu dipastikan semua sampel
divorteks sebelum digunakan. Sebanyak 40 pL dilution buffer 2 dimasukkan
pada setiap sumur sampel, 10 uL. kontrol positif pada sumur A1 dan B1, 10 pL.
kontrol negatif pada sumur C1 dan D1, serta 10 uL sampel pada setiap sumur uji
sisanya. Kemudian, plate ditutup menggunakan aluminium foil dan diinkubasi
selama 60 menit = 6 menit pada suhu 37 °C + (2 °C). Selanjutnya, air di dalam
sumur dibuang dan dipastikan semua sumur telah kosong, kemudian dibilas
dengan wash solution sebanyak 300 pL/sumur dan dilakukan lima kali
pengulangan pencucian. Setelah itu, larutan konjugat ditambahkan sebanyak 50
ul pada setiap sumur. Plate kemudian ditutup dengan aluminium foil dan
diinkubasi selama 30 menit + 3 menit pada suhu 21 °C £ (5 °C). Selanjutnya, air
di dalam sumur dibuang dan dipastikan semua sumur telah kosong, kemudian
dibilas dengan wash solution sebanyak 300 uL/sumur dan dilakukan tiga kali
pengulangan pencucian. Lalu, dengan keadaan gelap, Substrate solution
ditambahkan sebanyak 50 pL pada setiap sumur. Plate ditutup menggunakan
aluminium foil dan diinkubasi selama 10 menit = 1 menit pada suhu 21 °C +
(5 °C) dalam ruang gelap (waktu dimulai dari penambahan substrat pada sumur
pertama). Selanjutnya stop solution ditambahkan sebanyak 50 pL/sumur untuk
menghentikan reaksi. Hasil dibaca pada spektrofotometer atau ELISA reader
dengan panjang gelombang 450 nm. Uji dinyatakan valid apabila rata-rata
Negative Control O.D. (ODnc) lebih besar dari 0.7 dan rata-rata Positive Control
O.D. (ODepc)/ Negative Control O.D. (ODnc) kurang dari 0.3. Hasil dari
pengujian kemudian dihitung persentase kompetisi (S/N%) nilai ODsamper dengan
rumus:

S/NY, = 22Sampel o 100
oD

NC

Interpretasi dari hasil perhitungan S/N% dinyatakan positif jika nilai S/N%
lebih kecil sama dengan 45% (S/N% < 45%), dubius atau meragukan jika nilai
S/N% berada pada rentang 45% hingga 50% (45% < S/N% < 50%), dan negatif
jika nilai S/N% lebih besar sama dengan 50% (S/N% > 50%).

3.3.4 Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE)

Pengujian SDS-PAGE dilakukan terhadap sampel KP, KN, dan P2.
Persiapan untuk pengujian SDS-PAGE dilakukan dengan pembuatan agar SDS.
Agar SDS elektroforesis yang digunakan berasal dari larutan 1.4 M Tris-HCI
running gel (pH 8.8), larutan acrylamide/bis 40%, larutan SDS 20%, larutan



9

amonium persulfat 30%, TEMED sebagai running gel, larutan 1 M Tris-HCL
stacking gel (pH 6.8), larutan acrylamide/bis 40%, larutan SDS 20%, larutan
amonium persulfat 30%, dan TEMED sebagai stacking gel. Running gel
memiliki konsentrasi 12% dan stacking gel 4%. Sebanyak 40 puL sampel protein
dan 10 pL buffer dibuat dalam microtube PCR 1.5 mL. Lalu sampel dipanaskan
menggunakan penangas selama 10 menit pada suhu 95 °C. Alat elektroforesis
SDS-PAGE disiapkan dan pelat kaca berisi gel SDS-PAGE disusun. Kemudian,
running buffer pH 8.3 dituangkan pada kolom atas dan kolom bawah alat
elektroforesis hingga penuh. Sebanyak 10 pL marker dan sampel protein
dimasukkan pada sumur-sumur agar. Tangki elektroforesis dihubungkan dengan
arus listrik 100 V, 100 mA selama 90 menit. Setelah itu, agar SDS-PAGE
diwarnai dalam larutan coomassie brilliant blue, perendaman dilakukan selama
30 menit sambil digoyangkan secara perlahan. Kemudian, agar SDS-PAGE yang
telah selesai direndam, dimasukkan ke dalam larutan destaining selama satu
malam. Setelah itu, larutan destaining diganti dengan larutan baru dan dibiarkan
selama 3 jam. Selanjutnya, larutan destaining dibuang dan pita-pita protein yang
terbentuk pada agar SDS-PAGE dihitung.

3.3.5 Uji Antiviral terhadap Virus Al H5N1

Metode dan parameter uji antiviral terhadap virus Avian Influenza H5N1
mengacu pada BS EN 14476 (2019) dengan modifikasi dan OIE (2018).
Modifikasi metode terletak pada media kultur virus, yaitu digunakan telur ayam
berembrio clean egg serta sel darah ayam sebagai pengganti sel darah merah
domba. Pengujian ini menggunakan sampel face mist dengan konsentrasi IgY
0.25% (P1).

Pengujian dilakukan pada dua kondisi, yaitu kondisi bersih dan kotor.
Perlakuan dengan kondisi bersih menggunakan 0.1 ml virus Al H5NI
ditambahkan dengan 0.1 ml bovine serum albumin (BSA) 0.3% (konsentrasi
BSA pada campuran 0.03%) dan 0.8 ml sampel uji. Setelah itu, campuran
diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Pada perlakuan dengan kondisi
kotor dilakukan dengan 0.1 ml virus AI H5N1 ditambah dengan 0.1 ml
SDM+BSA 0.3% (konsentrasi SDM+BSA pada campuran 0.03%) dan 0.8 ml
sampel uji, kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 5 menit. Kontrol yang
digunakan adalah virus Al H5N1 yang tidak ditambah apapun. Infektivitas virus
diamati dengan Egg Infectious Dose (EID) 50 dan nilai EID50 akan ditentukan
dengan Reed & Muench formula (OIE 2018). Bahan uji dianggap memiliki efek
antiviral apabila titer virus Al HSN1 dengan uji EID50 pada sampel perlakuan
mengalami penurunan paling tidak sebesar 4 log (BS EN 14476 2019).

3.4 Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil pengamatan organoleptik dalam bentuk tabel,
hasil uji ELISA dalam bentuk tabel, uji SDS-PAGE dalam bentuk gambar dan tabel
serta hasil uji antiviral terhadap virus Al HSN1 dalam bentuk tabel di analisa secara
deskriptif.
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IV HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil

4.1.1 Pengamatan Organoleptik

Indikator yang diamati pada pengamatan organoleptik, yaitu aroma, warna
dan kekeruhan. Perubahan aroma, warna dan kekeruhan dinilai dengan
pancaindera serta diamati dengan membandingan antara kontrol positif (KP),
negatif (KN) dan sediaan face mist dengan 0.5% IgY (P2) yang dicampur dengan
IgY kering beku.

Aroma

Berdasarkan hasil pengamatan selama pengujian, terdapat perubahan
aroma seiring dengan berjalannya waktu pengamatan. Pada minggu ke-0, KP
tidak memiliki aroma sedangkan KN dan P2 memiliki aroma khas yang kuat dari
bahan face mist. KP mengalami perubahan aroma mulai dari minggu ke-1. Untuk
KN, aroma khas face mist tidak mengalami perubahan. Sedangkan untuk sampel
P2, mulai terjadi perubahan aroma pada minggu ke-1. Perubahan aroma pada
ketiga sampel dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2 Perubahan aroma pada kontrol dan perlakuan

Minggu KP KN P2

0 - - -

1 + - +

2 ++ - ++

3 ++ - ++

4 - - e
Keterangan: Perubahan aroma:
KP = Kontrol positif (-) Tidak beraroma/ aroma khas face mist
KN = Kontrol negatif (+) Aroma telur tercium samar/ aroma khas face mist berkurang
P2 = Sediaan face mist (++) Aroma telur tercium/ aroma khas face mist mulai menghilang

dengan 0.5 % IgY (+++) Aroma telur pekat/ aroma khas face mist hilang

Warna

Perubahan warna pada KP mulai terlihat pada minggu ke-1, yaitu mulai
terlihat putih. Untuk KN, dari minggu ke-0 hingga minggu ke-4 tidak terlihat
adanya perubahan warna. Pada P2, terjadi perubahan warna mulai dari minggu
ke-1, yaitu dari putih menjadi putih kekuningan. Perubahan warna pada sampel
disajikan pada Tabel 3.
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Tabel 3 Perubahan warna pada kontrol dan perlakuan

Minggu KP KN P2
0 - - -
1 + - +
2 + - +
3 + - ++
4 + - ++

Keterangan: Perubahan warna:

KP = Kontrol positif (-) Bening

KN = Kontrol negatif (+) Putih

P2 = Sediaan face mist dengan 0.5% IgY

Kekeruhan

(++) Putih kekuningan
(+++) Kekuningan

Pada KP sampel terlihat sedikit keruh pada minggu ke-1 dan menjadi
keruh dari minggu ke-2. Kontrol negatif (KN) tidak terlihat adanya perubahan
kekeruhan hingga minggu ke-4. Sedangkan untuk P2 terlihat perubahan mulai
pada minggu ke-1. Perubahan kekeruhan sampel dapat dilihat pada Tabel 4.

Tabel 4 Perubahan kekeruhan pada kontrol dan perlakuan

Minggu KP KN P2
0 - - -
1 + - +
2 ++ - +
3 —+ - ——
4 ++ - ++

Keterangan: Tingkat kekeruhan:

KP = Kontrol positif (-) Jernih

KN = Kontrol negatif (+) Sedikit keruh

P2 = Sediaan face mist dengan 0.5% IgY (++) Keruh

(+++) Sangat keruh

4.1.2 Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA)

Berdasarkan hasil yang diperoleh pada uji ELISA spesifik influenza A,
IgY pada P2 terdeteksi dari minggu ke-O hingga minggu ke-4. Nilai S/N%
sampel P2 menunjukkan peningkatan pada setiap minggunya. Hasil ELISA
terhadap sampel disajikan dalam Tabel 5.
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Tabel 5 Hasil rerata uji ELISA pada kontrol dan perlakuan

M KP KN P2
g
S/N% Interpretasi S/N% Interpretasi S/N% Interpretasi

0 15.75439° + 97.29825% - 22.5614° +
1 34.59649° + 84.56142 - 29.0877° +
2 29.7193% + 99.19298* - 34.7719* +
3 40.421052 + 102.1754* - 35.0175% +
4 34.66667° + 98.73684* - 37.5087* +

Keterangan: Interpretasi:

Mg = Minggu ke-n S/N% < 45% = Positif (+)

KP = Kontrol positif 45% < S/N% < 50% = Dubius

KN = Kontrol negatif S/N% > 50% = Negatif (-)

P2 = Sediaan face mist dengan 0.5% IgY
*= Superscript pada kolom yang sama menunjukkan
perbedaan yang tidak nyata (P>0.05)

4.1.3 Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-
PAGE)

Hasil uji SDS-PAGE menunjukkan adanya tiga pita protein IgY pada
sampel KP dan P2. Gambar 2, 3, dan 4 merupakan hasil pengukuran berat
molekul pita protein IgY pada sampel KP, KN, dan P2.

250
130

95

Heavy Chain

D s - — -]
55

I Fragmen Fab

l 43.71 kDa

36 Light Chain
10| — . o | —

Marker K Mg0 Mgl Mg2 Mg3 Mg4

Gambar 2 Hasil uji SDS-PAGE KP. Keterangan K= kontrol IgY 5%; Mg=
minggu ke-n

250
130

95

55 —

36

TO — c—— ; —

Marker K Mg0 Mgl Mg2 Mg3 Mg4

Gambar 3 Hasil uji SDS-PAGE KN. Keterangan K= kontrol IgY 5%; Mg=
minggu ke-n
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Marker K Mg0 Mgl Mg2 Mg3 Mg4

Gambar 4 Hasil uji SDS-PAGE P2. Keterangan K= kontrol IgY 5%; Mg=
minggu ke-n

Tabel 6 Karakterisasi IgY berdasarkan metode SDS-PAGE

Sampel Berat Molekul (kDa) Deskripsi

KP 65.40 Heavy chain
43.71 Fragmen Fab
26.70 Light chain

KN - -

P2 70.28 Heavy chain
43.94 Fragmen Fab
30.02 Light chain

4.1.4 Uji Antiviral terhadap Virus AT H5N1

Uji antiviral terhadap virus AI HSN1 menunjukkan bahwa face mist
yang disisipkan IgY influenza dan SARS-CoV-2 dengan konsentrasi 0.25%
dapat menurunkan titer virus influenza sebesar 3.76 log pada kondisi bersih,
dan pada kondisi kotor sebesar 3.26 log. Kedua nilai ini kurang dari 4 log.
Hasil pengujian antiviral face mist yang disisipkan dengan IgY dapat dilihat
pada Tabel 7.

Tabel 7 Hasil pengujian antiviral terhadap AI H5N1 terhadap sampel face

mist dengan IgY 0.25%
Titer EID50 (log10)/mL
Kondisi Selisih log
Kontrol virus Virus+bahan uji
Bersih 7.5 3.74 3.76

Kotor 7.5 4.24 3.26
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4.2 Pembahasan

Face mist atau penyegar wajah merupakan salah satu jenis kosmetik
perawatan wajah yang dapat digunakan sehari-hari dan berfungsi untuk
melembapkan serta menyegarkan kulit wajah. Dalam pemanfaatannya, fungsi face
#ist dapat diperkaya, misalnya dengan menambahkan bahan aktif seperti IgY
spesifik sehingga produk ini memiliki fungsi ganda selain sebagai kosmetik.
Tsukamoto ef al. (2018) menyisipkan IgY burung unta yang spesifik terhadap
serbuk sari pada produk gel mist yang dapat menginaktivasi alergen pada kulit di
area wajah dan hidung, sehingga fungsi gel mist bertambah sebagai anti alergi
serbuk sari.

Pada penelitian ini ditentukan daya tahan aktivitas biologis serta kemampuan
antiviral IgY spesifik influenza dan SARS-CoV-2 yang disisipkan dalam face mist.
Pada penelitian ini, dibuat face mist dengan dua konsentrasi IgY yang berbeda yaitu
0.25% dan 0.5% b/v. Penentuan kedua konsentrasi ini mengacu dari hasil uji
sebelumnya (data tidak ditampilkan) yaitu konsentrasi terkecil yang masih
menunjukkan hasil positif pada uji ELISA. Daya tahan aktivitas biologis IgY
ditentukan dengan pengamatan organoleptik, ELISA dan SDS-PAGE untuk
sediaan face mist yang mengandung IgY konsentrasi 0.5%. Hasil pengamatan
organoleptik sampel KP dan P2 menunjukkan adanya perubahan aroma, warna dan
kekeruhan. Pada P2 aroma khas dari face mist yang awalnya tercium kuat makin
lama makin berkurang dan hilang pada minggu ke-4 sedangkan aroma telur
mendominasi pada minggu ke-4. Begitu juga pada sampel KP, aroma telur paling
kuat saat minggu ke-4. Pada sampel KN, aroma khas face mist tercium dari minggu
ke-0 hingga minggu ke-4.

Perubahan warna terjadi pada sampel P2. Pada minggu ke-0, sampel tidak
menunjukkan adanya warna/bening. Mulai dari minggu ke-1 terjadi perubahan
warna menjadi putih. Kemudian, pada minggu ke-3 sampel menjadi warna putih
kekuningan hingga minggu ke-4. Perubahan juga terjadi pada KP, pada minggu ke-
0 sampel terlihat bening dan berubah menjadi putih dari minggu ke-1 dan tidak
mengalami perubahan lagi hingga minggu ke-4. Untuk sampel KN tidak terjadi
perubahan pada warna dari awal hingga akhir. Kekeruhan terjadi pada sampel KP
mulai pada minggu ke-1 dengan tampilan sedikit keruh dan pada minggu ke-2
menjadi keruh hingga minggu ke-4. Untuk sampel P2, tampilan sedikit keruh terjadi
mulai minggu ke-1 hingga minggu ke-2 dan menjadi keruh pada minggu ke-3.
Sampel KN tidak mengalami perubahan kekeruhan dari minggu ke-0 hingga
minggu ke-4.

Perubahan aroma, warna serta kekeruhan yang terjadi pada sampel KP dan
P2 kemungkinan besar disebabkan karena adanya aktivitas mikroorganisme pada
sampel. Mikroorganisme misalnya Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis dan Pseudomonas sp. melakukan metabolisme dengan cepat karena
mengambil nutrisi, yaitu protein untuk tumbuh dan berkembang sehingga merubah
keadaan fisik sampel (Angelica et al. 2022; Hidayat 2018; Labadie et al. 2015).
Penyimpanan sampel penelitian ini berada di suhu ruang. Suhu juga berpengaruh
dalam metabolisme mikroorganisme. Hal ini sejalan dengan Mizana et al. (2016)
yang menyatakan suhu optimal mikroorganisme dapat tumbuh pada suhu 20-30 °C.

Perkembangan mikroorganisme juga dapat dipengaruhi karena pH. Jika pH
scdiaan memiliki sifat basa, maka keadaan tersebut dapat meningkatkan
emungkinan berkembangnya bakteri penyebab jerawat seperti Staphylococcus
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epidermidis. Face mist yang baik untuk digunakan seharusnya memiliki pH pada
rentang 4.5-6.5 (Angelica et al. 2022). Kemungkinan lain yang mendukung
perkembangan mikroorganisme adalah kandungan bahan face mist. Pseudomonas
sp. dan Burkholderia sp. dapat tumbuh pada bahan rose hydrosol. Mikroorganisme
ini dapat cepat tumbuh karena membutuhkan sedikit nutrisi untuk tumbuh dan dapat
tumbuh pada isolat air (Labadie et al. 2015). Kontaminasi pada face mist juga dapat
terjadi pada saat pembuatan, saat pengambilan sampel yang kurang steril, karena
lingkungan yang kurang steril atau bahan pengawet pada sampel yang kurang
sehingga tidak dapat bekerja secara maksimal.

Pada penelitian yang dilakukan oleh Setyawati (2022), perubahan
organoleptik seperti warna, kekeruhan dan aroma juga terjadi. Perubahan aroma
dan kekeruhan terjadi pada minggu ke-1. Hal ini juga terjadi pada sampel penelitian
ini. Perbedaan terjadi pada perubahan kekeruhan, sampel pada penelitian yang
dilakukan oleh Setyawati (2022) terjadi perubahan mulai pada minggu ke-2,
sedangkan pada sampel penelitian ini terjadi perubahan kekeruhan mulai dari
minggu ke-1. Terdapat perbedaan lain yang terjadi pada penelitian kali ini, yaitu
tidak adanya padatan hijau pada dasar sampel seperti pada penelitian sebelumnya.
Hal ini terjadi karena konsentrasi IgY pada penelitian sebelumnya lebih besar
sehingga protein pada sampel lebih banyak sehingga mikroorganisme dapat tumbuh
dengan cepat.

Hasil ELISA spesifik antibodi influenza A, menunjukkan positif antibodi
pada semua sampel yang dikoleksi mulai minggu ke-0 hingga minggu ke-4 dari
sediaan KP dan P2. Pada setiap minggunya, sampel KP memberikan hasil positif
antibodi namun nilai S/N% menunjukkan angka yang fluktuatif dari minggu ke-0
sampai ke-4. Batas nilai S/N% yang menunjukkan positif antibodi adalah S/N% <
45%, nilai S/N% yang semakin rendah mengindikasikan jumlah antibodi yang
semakin tinggi, sehingga diharapkan nilai S/N% akan meningkat seiring dengan
lamanya masa penyimpanan. Nilai S/N% sampel KN menunjukkan hasil negatif
antibodi pada setiap minggunya yang ditandai dengan nilai S/N% > 50%. Nilai
S/N% sampel KN juga menunjukkan angka yang fluktuatif dari minggu ke-0
sampai ke-4. Setiap nilai S/N% dalam grup dianalisa dengan Kruskal-Wallis test
ditemukan tidak ada perbedaan nyata di dalam masing-masing grup (P > 0,05)
sehingga nilai fluktuatif pada KP dan KN bisa diabaikan. Nilai S/N% yang
fluktuatif diduga karena kurang homogenisasi sampel.

Nilai S/N% pada P2 menunjukkan positif antibodi selama masa observasi,
dan nilai ini mengalami peningkatan seiring lamanya masa simpan. Nilai positif
antibodi mengindikasikan bahwa IgY yang disisipkan dalam sediaan face mist
menunjukkan aktivitas biologis yang masih baik secara in vitro setelah disimpan
pada suhu ruang selama 1, 2, 3, dan 4 minggu. Hal ini sesuai dengan Nillson ef al.
(2013) yang mengatakan bahwa terjadi peningkatan nilai S/N% pada IgY yang
disimpan pada suhu ruang. Peningkatan nilai S/N% mengindikasikan jumlah
antibodi yang semakin turun karena antigen yang berikatan dengan antibodi
semakin sedikit. Dari hasil pengujian ini kemampuan IgY kering beku yang
dimasukkan ke dalam face mist tidak berpengaruh pada pengikatan dengan antigen
spesifik Influenza A.

Pengujian Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE) dilakukan untuk melihat keutuhan molekul IgY di dalam produk serta
mengamati perubahan struktur IgY selama masa penyimpanan sediaan. Pada
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sampel KP, pada minggu ke-0 sampai ke-4 terdeteksi pita protein dengan berat
molekul (BM) 65.40 kDa, 43.71 kDa yang teridentifikasi sebagai heavy chain dan
fragmen Fab, serta pada minggu ke-0 sampai ke-4 terdeteksi pita protein dengan
BM 26.70 kDa yang teridentifikasi sebagai light chain. Pada sampel P2 di minggu
ke-0 sampai ke-4 terdeteksi pita protein dengan BM 70.28 kDa, 52.68 kDa, 43.94
kDa dan 30.02 kDa yang teridentifikasi sebagai heavy chain, fragmen Fab dan light
chain. Sedangkan untuk sampel KN tidak terdeteksi adanya pita protein. Menurut
Grando et al. (2017), BM heavy chain 1gY berada di rentang 50-70 kDa dan light
¢hain berada di rentang 25-37 kDa.

Literatur lain mengatakan fragmen Fab merupakan fragmen yang memiliki
antigen-binding sites yang dapat berikatan dengan antigen memiliki BM ~45 kDa
sedangkan fragmen Fc bertugas untuk memicu imun pertahanan melalui interaksi
dengan reseptor spesifik memiliki berat molekul ~40 kDa. (Zhou et al. 2020). Hasil
SDS-PAGE menunjukkan adanya perbedaan BM pada struktur IgY dari sampel
yang berbeda, hal ini bisa disebabkan oleh adanya variabilitas dari BM yang
diproduksi oleh IgY (Grando et al. 2017). Selain itu, menurut Shimelis et al. (2022),
adanya protein band lain yang tertera pada agar SDS-PAGE menggambarkan
pemurnian yang tidak sempurna sehingga belum hilang saat isolasi. Dari sampel
KP dan P2 tidak terdeteksi pita protein IgY utuh yang memiliki berat molekul ~180
kDa. Tidak ditemukan pita protein IgY yang utuh kemungkinan terjadi karena
ketidaksempurnaan saat purifikasi IgY sehingga hanya ditemukan heavy chain,
light chain dan fragmen Fab. Walaupun tidak ditemukan struktur IgY utuh pada
sampel KP dan P2, namun hasil uji ELISA menunjukkan positif antibodi influenza
A, hal ini dapat terjadi karena baik pada sampel KP maupun P2 terdeteksi fragmen
Fab yang merupakan antigen binding site (Zhou et al. 2020).

Pengujian antiviral pada penelitian ini mengacu pada BS EN 14476 (2019)
dengan modifikasi dan OIE (2018) yang merupakan panduan untuk pengujian
kemampuan suatu produk sebagai antiseptik. Pada pengujian antiviral ini, sediaan
face mist yang digunakan adalah P1 yang mengandung IgY 0.25% b/v, dan virus
yang digunakan adalah avian influenza subtipe H5N1 clade 2.1.3 dengan titer virus
awal 7.5 log10 EID50/mL. Hasil penelitian menunjukkan bahwa sediaan P1 mampu
menurunkan titer virus sebesar 3.76 log pada kondisi bersih dan 3.26 log pada
kondisi kotor. Penurunan log virus lebih rendah dari ketentuan BS EN 14476 (2019)
yang menyebutkan bahwa kemampuan virusidal suatu bahan sebagai antiseptik
apabila dapat menurunkan titer virus > 4 log pada uji Tissue Culture Infectious Dose
(TCID) 50 sehingga dapat dikatakan sampel face mist dengan konsentrasi IgY
0.25% belum memenuhi kriteria sebagai antiseptik yang berfungsi sebagai antiviral.
Apabila ingin mengembangkan face mist dengan fungsi tambahan sebagai antiviral
maka perlu ditambahkan konsentrasi IgY pada sampel sehingga saat dilakukan uji
antiviral, sampel memiliki kemampuan virusidal suatu bahan sebagai antiseptik
apabila dapat menurunkan titer virus >4 log pada uji Tissue Culture Infectious Dose
(TCID) 50.
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V  SIMPULAN DAN SARAN

5.1 Simpulan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa IgY kering beku dapat larut dalam
sediaan face mist yang mengandung rose hydrosol, akuades, glycerin, dan leucidal.
Hasil juga menunjukkan bahwa face mist yang disisipkan IgY 0.5% mengalami
perubahan organoleptik selama masa penyimpanan di suhu ruang, dan IgY yang
disisipkan dalam face mist yang disimpan selama empat minggu pada suhu ruang
masih menunjukkan aktivitas biologis yang baik secara in vitro. Hasil uji antiviral
terhadap virus Al H5N1 pada face mist dengan konsentrasi IgY 0.25% belum
optimal berperan sebagai antiseptik yang berfungsi sebagai antiviral.

5.2 Saran

Penambahan jumlah bahan pengawet diperlukan agar produk dapat bertahan
lebih lama dan tidak terjadi pertumbuhan mikroorganisme pada produk. Selain itu,
perlu kehati-hatian dan ketelitian yang tinggi agar pengujian dapat berjalan dengan
baik sehinga kesalahan dapat diminimalisir.
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