



[bookmark: _Toc218810361]BAB III METODE PENELITIAN
METODE PENELITIAN
[bookmark: _Toc218810362]Rancangan Penelitian 
Penelitian ini bersifat eksperimental. Rancangan penelitian meliputi pengambilan sampel, identifikasi sampel, pengelolaan sampel, dan pembuatan kolagen tulang ikan tuna sirip kuning (Thunnus albacares), pembuatan formulasi dan uji evaluasi nanoserum kolagen tulang ikan tuna sirip kuning 
[bookmark: _Toc218810363]Variabel Penelitian
Variabel bebas pada penelitian ini adalah  kolagen tulang ikan tuna sirip kuning dan formulasi sediaan nanoserum kolagen tulang ikan tuna sirip kuning, variabel terikat adalah karakteristik  kolagen, dan evaluasi sediaan nanoserum
[bookmark: _Toc218810364]Parameter Penelitian
Parameter penelitian meliputi Analisis Kualitatif, Organoleptis, Kadar air , Kadar abu , Kadar lemak, Kadar protein, Analisis Gugus Fungsi, Organoleptis,  Homogenitas, pH, Daya Sebar, Daya Lekat, Viskositas, dan Ukuran Partikel.
[bookmark: _Toc218810365]Jadwal dan Lokasi penelitian 
[bookmark: _Toc218810366]Jadwal Penelitian 
Waktu penelitian dilakukan pada bulan Februari-Mei 2025
[bookmark: _Toc218810367]Lokasi Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara  Alwashliyah Medan 



[bookmark: _Toc218810368]Bahan dan Peralatan
[bookmark: _Toc218810369]Bahan Penelitian
[bookmark: _Hlk201791907]Bahan-bahan digunakan dalam penelitian ini adalah tulang tuna sirip kuning, NaOH (Rofa), CH3COOH (Merck), N-Heksan (Merck), K2SO4 (Merck), CuSO4 (Merck), Asam Borat (Merck), Asam Sulfat, H2O2, Natrium Tiosulfat, HCl (Merck), Ninhidrin, Asam Nitrat, Xantan Gum, Carbopol 940, Trietilenglikol, Fenoxyethanol, Gliserin, Aquadest.
[bookmark: _Toc218810370]Peralatan Penelitian
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini Gelas Gelas Kimia, Timbangan Analitik, Oven , Desikator, Tanur, Magnetic Stirrer (Thermo), Hotplate (Thermo), Sentrifugator, Homogenizer, Sonikator, Cawan Porselin, Cawan Penguap, Seperangat alat Soxhlet, seperangkat alat Destilasi,  pH meter (Milwaukee), alat daya lekat dan daya sebar, Particle Size Analyzer (PSA) (Fritsch Analysette 22 NanoTec), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) (Shimadzu), dan Viscometer Brookefield.
[bookmark: _Toc218810371]Prosedur Penelitian
[bookmark: _Toc218810372]Pengumpulan Sampel 
[bookmark: _Hlk201792063]Pengumpulan sampel limbah tulang tuna diambil di salah satu PT di Percut Sei Tuan, Kabupaten Deli Serdang, Sumatera Utara. Proses pengumpulan tulang dilakukan secara sampling tidak langsung yaitu mengambil sampel dari produk atau bahan yang telah melalui proses, bukan dari sumber asalnya, mencakup pengambilan bagian-bagian tertentu seperti tulang yang dihasilkan sebagai limbah
[bookmark: _Toc218810373]Pengolahan Sampel 
Preparasi tulang sirip kuning dengan cara tulang di bersihkan dengan air mengalir untuk memisahkan sisa daging, kulit dan kotoran yang tidak diinginkan dan disimpan di kulkas agar pertumbuhan bakteri terhambat (Siburian, 2012)
3.5 [bookmark: _Toc218810374]Pembuatan Larutan Pereaksi
[bookmark: _Toc218810375]Larutan NaOH 0,05M 
Dikalibrasi beakerglass sebanyak 500ml dan ditimbang NaOH sebanyak 1 gram. Dimasukkan sedikit aquadest ke beaker dan masukkan NaOH perlahan dan aduk homogen tambahkan aquadest sampai batas kalibrasi.
[bookmark: _Toc218810376]Larutan CH3COOH glasial 0,75M
Dikalibrasi beakerglass sebanyak 500ml dan diukur CH3COOH glasial sebanyak 21,6ml. Dimasukkan sedikit aquadest ke beakerglass dan masukkan CH3COOH glasial dan aduk hingga homogen tambahkan aquadest sampai batas kalibrasi.
[bookmark: _Toc218810377]Larutan NaOH 0,5M
Dikalibrasi beakerglass sebanyak 500ml dan ditimbang NaOH sebanyak 10 gram. Dimasukkan sedikit aquadest ke beaker dan masukkan NaOH perlahan dan aduk homogen tambahkan aquadest sampai batas kalibrasi.
[bookmark: _Toc218810378]Larutan BH3O3 4%
Dikalibrasi beakerglass sebanyak 100ml dan ditimbang BH3O3 sebanyak 4 gram. Dimasukkan sedikit aquadest ke beaker dan masukkan BH3O3 dan aduk homogen tambahkan 0,7ml indikator BCG-MR 0,1% dan tambahkan aquadest sampai batas kalibrasi.
[bookmark: _Toc218810379]Larutan Natrium Hidroksida-Tiosulfat
Dikalibrasi beakerglass sebanyak 100ml dan ditimbang NaOH sebanyak 40 gram dan Na2S2O3 sebanyak 2,5g. Dimasukkan sedikit aquadest ke beaker dan masukkan NaOH perlahan dan aduk homogen, masukkan Na2S2O3 perlahan dan aduk homogen di tambahkan aquadest sampai batas kalibrasi.
[bookmark: _Toc218810380]Larutan HCl 0,2N
Dikalibrasi beakerglass sebanyak 100ml dan diukur HCl pekat sebanyak 41,6ml. Dimasukkan sedikit aquadest ke beaker dan masukkan HCl pekat dan aduk homogen tambahkan aquadest sampai batas kalibrasi
[bookmark: _Toc218810381]Larutan Ninhidrin 0,2%
[bookmark: _Toc202361037]Dikalibrasi beakerglass sebanyak 100ml dan ditimbang ninhidrin sebanyak 0,2g dan masukkan ke beakerglass yang sudah dikalibrasi. Ditambahkan etanol 96% ke beaker dan aduk homogen dan ditambahkan etanol 96% sampai batas kalibrasi.
[bookmark: _Toc218810382]Larutan NaOH 10%
[bookmark: _Toc202361039]Dikalibrasi beakerglass sebanyak 100ml dan ditimbang NaOH sebanyak 10 gram. Dimasukkan sedikit aquadest ke beaker dan masukkan NaOH perlahan dan aduk homogen tambahkan aquadest sampai batas kalibrasi.
[bookmark: _Toc218810383]Larutan CuSO4 0,1%
[bookmark: _Toc202361041]Dikalibrasi beakerglass sebanyak 100ml dan ditimbang CuSO4 sebanyak 0,1g. Dimasukkan sedikit aquadest ke beaker dan masukkan CuSO4 perlahan dan aduk homogen tambahkan aquadest sampai batas kalibrasi

[bookmark: _Toc218810384]Larutan NaOH 1M 
[bookmark: _Toc202361043]Dikalibrasi beakerglass sebanyak 100ml dan ditimbang NaOH sebanyak 4 gram. Dimasukkan sedikit aquadest ke beaker dan masukkan NaOH perlahan dan aduk homogen tambahkan aquadest sampai batas kalibrasi.
1. [bookmark: _Toc218810385]Isolasi Kolagen Tulang Tuna Sirip Kuning
3.6.1 [bookmark: _Toc218810386]Pembuatan  Kolagen Tulang Ikan Tuna Sirip Kuning 
[bookmark: _Hlk201792267]Metode isolasi kolagen dengan menggunakan metode Acid Soluble Collagen (ASC). Dilakukan preparasi bahan baku tulang tuna sirip kuning, dengan memisahkan daging yang menempel pada tulang, dicuci bersih dan dilakukan pemotongan tulang per ruas untuk memudahkan proses pelarutannya dan disimpan tulang di freezer agar kualitas tulang tuna tetap terjaga dan mencegah bakteri tumbuh di tulang tuna. 
Tulang tuna akan melewati  tahap pretreatment dengan NaOH 0,05M dengan rasio (1:10 b/v) untuk menghilangkan protein non-kolagen, lemak dan mineral, perendaman dilakukan selama 6 jam dan larutan NaOH diganti setiap 2 jam sekali. Di netralkan tulang dengan aquadest hingga pH netral (7) kemudian kolagen di si dengan asam asetat 0,75M dengan rasio (1/10 b/v) selama 72 jam atau 3 hari. Filtrat dari perendaman tulang di saring dengan menggunakan kertas saring agar menyaring kotoran yang tersisa. Filtrat yang berisi kolagen diendapkan dengan memberi NaOH 0,5M perlahan di suhu 4-7°C hingga pH netral dan membentuk endapan putih. Kolagen yang terbentuk  di sentrifuse dengan kecepatan 6000 rpm selama 5 menit, endapan dipindahkan ke cawan petri dan dikeringkan di oven  pada suhu 40°C hingga kolagen kering. siapkan lumpang 
dan gerus kolagen kering hingga menjadi serbuk halus dan ayak dengan mesh 100. Dihitung rendemen kolagen tulang ikan tuna sirip kuning dengan rumus:
Rendemen  (%) = () x 100%
(Nurilmala et al., 2020).
[bookmark: _Toc218810387]Karakteristik  Kolagen Tulang Tuna Sirip Kuning
Pemeriksaan karakterisasi kolagen tulang ikan tuna sirip kuning (Thunnus albacares) meliputi; analisis kualitatif, organoleptis, kadar air, kadar abu , kadar lemak, kadar protein, dan analisis gugus fungsi.
3.7.1 [bookmark: _Toc218810388]Pemeriksaan Organoleptis
Uji organoleptis atau uji dengan menggunakan panca indra manusia. Uji dilakukan secara visual fisik sediaan yang dilihat secara langsung warna, konsistensi, dan aroma dari  kolagen tulang ikan tuna yang telah dibuat, standar kolagen yang baik memiliki warna putih kekuningan, bentuk serbuk dan aroma tidak amis (Nurilmala et al., 2019)
3.7.2 [bookmark: _Toc218810389]Analisis Kualitatif 
3.7.2.1 [bookmark: _Toc202361049][bookmark: _Toc218810390] Uji Biuret 
Prosedur uji Biuret bertujuan mendeteksi keberadaan ikatan peptida pada protein atau peptida dalam sampel. Ditimbang 0,5g sampel dan masukkan ke tabung reaksi dan masukkan 1ml NaOH 10%, kemudian sampel ditetesi dengan larutan CuSO₄ 0,1% 5 tetes. Jika ada protein, akan terbentuk kompleks kupri–peptida yang menghasilkan warna ungu (violet) intensitas warna sebanding dengan konsentrasi protein semakin ungu warna semakin banyak kadar protein.
3.7.2.2 [bookmark: _Toc202361050][bookmark: _Toc218810391]Uji Ninhidrin 
[bookmark: _Toc202361051]Uji Ninhidrin digunakan untuk mendeteksi keberadaan amina primer, amina sekunder, atau α-asam amino dalam sampel. Prosedurnya dimulai dengan menyiapkan larutan ninhidrin 0,2 %. Disiapkan sampel kolagen sebanyak 0,5g kemudian diteteskan larutan ninhidrin ditambahkan ke sampel, lalu dipanaskan dalam water bath selama ±5 menit. Apabila terdapat amina primer (seperti asam amino), akan terbentuk warna ungu tua atau biru tua.
3.7.2.3 [bookmark: _Toc202361052][bookmark: _Toc218810392]Uji Xantoprotein 
Uji Xantoprotein digunakan untuk mengidentifikasi asam amino aromatik (seperti tirosin atau triptofan) melalui nitrasi cincin benzena. Ditimbang sampel kolagen 0,5g ke tabung reaksi dan dimasukkan HNO₃ pekat 1 mL, dipanaskan dalam water bath hingga muncul warna kuning (hasil nitrasi aromatik). Setelah pendinginan, larutan dibuat basa menggunakan NaOH 10 %, yang mengubah warna dari kuning menjadi jingga.
3.7.3 [bookmark: _Toc218810393]Uji Kadar Air
Kadar air dalam kolagen mempengaruhi umur simpan dari kolagen, semakin tinggi kandungan air dalam kolagen akan memperpendek umur simpan. Syarat kadar air kolagen menurut SNI 8076:2014 adalah <12%. Prinsip dari pengujian kadar air : Molekul air dihilangkan melalui pemanasan baik dengan oven  vakum dan tidak vakum maupun alat penentuan kadar air lainnya yang menggunakan panas dengan suhu 110 °C hingga diperoleh berat kering konstan. Penentuan berat air dihitung secara gravimetri berdasarkan selisih berat contoh sebelum dan sesudah contoh dikeringkan.
Cawan porselen dikeringkan di dalam oven  pada suhu 105°C selama 1 jam. Cawan tersebut diletakkan ke dalam desikator kurang lebih 15 menit dan dibiarkan sampai suhu ruang kemudian ditimbang. Cawan tersebut ditimbang kembali hingga beratnya menjadi konstan. Sebanyak 5 gram contoh dimasukkan ke dalam cawan tersebut, kemudian dikeringkan dengan oven  pada suhu 105°C selama 5 jam atau hingga beratnya konstan. Setelah selesai, cawan tersebut kemudian dimasukkan ke dalam desikator lalu dibiarkan sampai suhu ruang dan selanjutnya ditimbang Kembali (SNI 01-2354.1-2006) 
Perhitungan kadar air: 

Kadar Air (%)= x100%

Keterangan : 
A = Berat cawan kosong (g)
B = Berat cawan yang diisi dengan sampel (g) 
C = Berat cawan dengan sampel yang sudah dikeringkan (g)
3.7.4 [bookmark: _Toc218810394]Uji Kadar Abu
Analisa kadar abu merupakan parameter untuk mengetahui mineral yang terkandung dalam kolagen, proses demineralisasi tulang tuna sangat mempengaruhi jumlah kandungan mineral yang masuk dalam kolagen. Syarat kadar abu kolagen menurut SNI 8076:2014 adalah <3,25%. Prinsip kadar abu: Contoh dioksidasi pada suhu 550ºC dalam tungku pengabuan selama 8 jam atau sampai mendapatkan abu berwarna putih. Penetapan berat abu dihitung secara gravimetri. 
Cawan porselen dipanaskan pada suhu 105°C selama 30 menit, setelah itu didinginkan dan dapat diketahui berat konstannya. Sampel sebanyak 1 gram ditimbang dalam cawan porselen yang telah diketahui beratnya. Cawan dipanaskankan dalam tungku pengabuan pada suhu 105°C 1 jam sampai tidak 
berasap. Kemudian sampel dipanaskan dalam tanur suhu 600°C selama 6 jam hingga abu berwarna putih. Setelah itu cawan didinginkan dalam desikator. Lalu ditimbang bobotnya (SNI 01-2354.2-2006).
Untuk menghitung kadar abu digunakan rumus sebagai berikut : 

Kadar abu (%)=x 100%

Keterangan : 
A = Berat cawan porselin kosong (g) 
B = Berat cawan dengan abu (g)
3.7.5 [bookmark: _Toc218810395]Uji Kadar Lemak
Analisa kadar lemak merupakan parameter penting untuk menentukan kemurnian kolagen. syarat kadar lemak kolagen menurut SNI 01-2340-2006 adalah <1% Metode yang digunakan dalam analisis lemak adalah metode si soxhlet. Prinsip kadar lemak : Contoh di dengan pelarut organik untuk mengeluarkan lemak dari contoh dengan bantuan pemanasan pada suhu titik didih pelarut selama 8 jam. Pelarut organik yang mengikat lemak selanjutnya dipisahkan dengan penguapan (evaporasi), sehingga hasil lemak tertinggal dalam labu. Penetapan berat lemak dihitung secara gravimetri.
Labu lemak yang akan digunakan dikeringkan dalam oven  selama 30 menit, kemudian didinginkan dalam desikator selama 30 menit dan ditimbang. Kertas saring sebanyak dua lapis dibentuk selongsong dan disumbat dengan kapas, lalu sampel sebanyak 2 gram dimasukkan ke dalam selongsong, kemudian bagian atas selongsong disumbat dengan kapas lagi sebelum ditutup. Selongsong tersebut kemudian dimasukan ke dalam alat ekstraksi soxhlet dan dihubungkan dengan kondensor dan labu lemak. Alat kondensor diletakkan di atasnya dan labu lemak diletakkan di bawahnya. Pelarut n-hexan sebanyak 150 mL dimasukan ke dalam labu lemak. Selanjutnya dilakukan ekstraksi selama 6 jam. Pelarut yang ada dalam labu lemak didestilasi dan ditampung kembali. Kemudian labu lemak yang berisi lemak hasil ekstraksi dikeringkan dalam oven  pada suhu 105°C selama 1 jam, didinginkan dalam desikator selama 30 menit dan ditimbang Kembali (SNI 01-2354.3-2006).
Kadar lemak dihitung dengan rumus berikut :
Kadar lemak (%) = () x 100%

Keterangan : 
A = Berat labu alas bulat kosong (g) 
B = Berat Sampel (g) 
C = Berat labu alas bulat dan lemak hasil ekstraksi (g)
3.7.6 [bookmark: _Toc218810396]Penentuan Kadar Protein 
Penentuan kadar protein dengan menggunakan metode total nitrogen. Syarat kadar protein adalah 70%. Prinsip penentuan kadar protein: Senyawa nitrogen dilepaskan dari jaringan daging melalui destruksi menggunakan asam sulfat pekat dengan bantuan panas pada suhu 410ºC selama ± 2 jam (sampai diperoleh larutan jernih) di mana senyawa nitrogen terikat oleh sulfat membentuk ammonium sulfat. Selanjutnya ammonium sulfat diubah menjadi garam basa NH4OH dengan penambahan NaOH. NH4OH didestilasi menggunakan panas uap untuk memisahkan senyawa amoniak. Amoniak ditangkap oleh asam borat membentuk ammonium borat dan selanjutnya dilakukan titrasi dengan asam klorida. Penetapan jumlah nitrogen dihitung secara stokiometri dan kadar protein diperoleh dengan mengalikan jumlah nitrogen dengan faktor konversi (SNI 01-2354.4-2006).
Timbang seksama 0,5 gram sampel dan masukkan ke labu destruksi, tambahkan 7 gram K2SO4 dan 0,5 gram CuSO4.5H2O ke dalam labu destruksi. Campurkan 15ml H2SO4 pekat dengan 3ml H2O2 30% dan diamkan selama 10 menit  di lemari asam, masukkan larutan ke dalam labu destruksi dan dipanaskan dengan bunsen dalam lemari  asam selama 2 jam atau sampai larutan menjadi jernih, setelah larutan jernih didinginkan hingga suhu kamar dan masukkan aquadest sebanyak 50ml. Rangkai alat destilasi dan siapkan Erlenmeyer yang berisi 25ml larutan H3BO3 4% mengandung indikator BCG-MR 0,1% sebagai penampung destilat. Pasang labu alas bulat dan masukkan hasil destruksi kemudian dimasukkan larutan Natrium Hidroksida-Tiosulfat sebanyak 50ml. lakukan destilasi dan tampung destilat hingga berubah menjadi warna biru mantap, titrasi destilat dengan HCl 0,2N hingga berubah menjadi warna jingga dan catat volume titrasi dan hitung kadar protein dengan faktor konversi. Lakukan pengerjaan blanko sama seperti sampel mulai dari tahap destruksi, destilasi dan titrasi (SNI 01-2354.4-2006).
3.7.7 [bookmark: _Toc218810397]Identifikasi Gugus Fungsi Menggunakan Alat Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)
Serbuk kolagen kering tulang ikan tuna diambil sebanyak 2mg dan di tambahkan dengan 200mg KBr hingga homogen, hidupkan alat FTIR pilih mode analisis (transmisi) dan kemudian dimasukkan kedalam cetakan pelet dan di padatkan dalam ruang pengukuran FTIR dan dilakukan pangukuran spektrum dengan rentang panjang gelombang (4000-400). Identifikasi puncak puncak pada spektrum FTIR yang menunjukkan adanya gugus fungsi kolagen seperti amida A, amida I, amida II, dan amida III (Nurilmala et al., 2019). 
[bookmark: _Toc218810398]Formula Nanoserum Kolagen Ikan Tuna Sirip Kuning (Thunnus albacares)
[bookmark: _Hlk201811472]Rancangan formula untuk pembuatan sediaan nanoserum ekstrak kolagen tulang ikan tuna sirip kuning (Thunnus albacares) dapat dilihat pada Tabel 3.1




[bookmark: _Toc201232950]Tabel 3.1	Formula Sediaan Nanoserum Ekstrak Kolagen Tulang Ikan Tuna 
	Bahan
	Fungsi
	Formula% (b/b)

	
	
	F0
	F1
	F2
	F3

	Kolagen tulang tuna
	Zat aktif
	-
	0,5
	1
	1,5

	Xantan gum
	Pengental
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1

	Carbopol 940
	Pengental
	0,1
	0,1
	0,1
	0,1

	Trietilen glikol
	Penstabil
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Fenoxyetanol
	Pengawet
	0,6
	0,6
	0,6
	0,6

	Gliserin
	Humektan
	10
	10
	10
	10

	Aquadest
	Pelarut
	ad 100
	ad 100
	ad 100
	ad 100


Keterangan :
F0: Blanko
F1: Nanoserum Kolagen Tulang Ikan Tuna Sirip Kuning 0,5%
F2: Nanoserum Kolagen Tulang Ikan Tuna Sirip Kuning 1%	
F3: Nanoserum Kolagen Tulang Ikan Tuna Sirip Kuning 1,5%
3.8.1 [bookmark: _Toc218810399]Pembuatan Nanoserum Kolagen Tulang Ikan Tuna Sirip Kuning (Thunnus albacares)
[bookmark: _Hlk201808863]Pada pembuatan sediaan nanoserum disiapkan alat dan bahan yang diperlukan, ditimbang semua bahan sesuai dengan Tabel 3.1 kemudian di dalam beaker dimasukkan gelling agent yaitu xanthan gum dan carbopol didespersikan dalam akuades sebanyak 20 kalinya dan diaduk dengan magnetic stirrer  hingga terbentuk massa serum. Tambahkan gliserin sedikit demi sedikit sambil terus diaduk, dan masukkan fenoxyetanol. Setelah itu tambahkan kolagen kedalam massa serum yang telah terbentuk tambahkan aquadest ad 100 ml aduk hingga terbentuk massa serum, lalu di homogenizer dengan kecepatan 1.700 rpm selama 6 jam, lalu serum dimasukkan ke dalam Ultrasonic Homogenizer selama 6 jam, diukur ukuran partikel dengan menggunakan Particle Size Analyzer (PSA) (Utami & Lubis, 2024).
[bookmark: _Toc218810400]Evaluasi Karakteristik Fisik Sediaan Nano-Serum Kolagen Tulang Tuna (Thunnus albacares)
3.9.1 [bookmark: _Toc218810401]Pengamatan Stabilitas Fisik Sediaan Nanoserum Pada Suhu Kamar
[bookmark: _Hlk201808993]Uji dilakukan secara visual fisik sediaan yang dilihat secara langsung warna, konsistensi, dan aroma dari nanoserum kolagen tulang tuna yang telah dibuat, standar sediaan yang stabil tidak mengalami perubahan warna, konsistensi dan aroma dari sediaan tersebut selama masa penyimpanan, pengujian dilakukan pada suhu kamar dengan suhu 25°C selama 4 minggu  dan amati perubahan  pada masing masing formula (Yulin  et al., 2015).
3.9.2 [bookmark: _Toc218810402]Uji Cycling Test
[bookmark: _Hlk201809060]Sediaan nanoserum dilakukan pengujian stabilitas mengetahui ketahanan sediaan nano-serum kolagen tulang tuna berdasarkan penyimpanan suhu berbeda. Uji ini dilakukan dengan cara menyimpan sediaan dalam wadah gelas transparan. Sediaan disimpan pada suhu 4±2°C selama 24 jam, kemudian dipindahkan ke dalam oven  yang bersuhu 40±2°C  selama 24 jam. Perlakuan ini adalah satu siklus. Pengujian dilakukan sebanyak 6 siklus atau 12 hari dan diamati perubahan pada sediaan. Kondisi sediaan dibandingkan selama percobaan dengan kondisi sediaan sebelumnya (Yulin  et al., 2015).
3.9.3 [bookmark: _Toc218810403]Homogenitas 
Uji homogenitas dilakukan dengan cara serum diambil secukupnya kemudian dioleskan pada plat kaca, massa nanoserum harus menunjukkan susunan homogen yaitu tidak terasa adanya bahan padat (Yulin  et al., 2015).
3.9.4 [bookmark: _Toc218810404]Uji pH 
[bookmark: _Hlk201809088]Pemeriksaan dilakukan dengan pH meter (elektroda). Uji pH untuk mengetahui bahwa nilai pH pada seluruh formulasi sudah termasuk persyaratan mutu yang telah ditentukan yakni standar dengan batas rentang 4,5-6,5. Kulit iritasi pada pH asam, dan kulit bersisik pada pH yang terlalu basa (Wulandari et al.,, 2022). Elektroda dicelupkan kedalam wadah berisi sediaan dan biarkan jarum bergerak sampai posisi konstan. Angka yang ditunjukkan pH meter merupakan nilai pH sediaan. Pengujian dilakukan dangan 3 kali replikasi untuk masing masing formula (Yulin  et al., 2015). 
3.9.5 [bookmark: _Toc218810405]Uji Daya Sebar 
[bookmark: _Hlk201809118]Uji daya sebar dilakukan dengan cara menimbang menyiapkan plat kaca akrilik dan ditimbang nanoserum sebanyak 0,5g diletakkan atas timbangan kemudian dikonstankan, diletakkan kaca akrilik dan timbangan ke alat daya sebar dan diputar dan atur beban 150g selama 1 menit. Nilai rentang 5-7 cm yakni nilai daya sebar yang baik (Purwaningsih et al., 2020). 
3.9.6 [bookmark: _Toc218810406]Uji Daya Lekat 
[bookmark: _Hlk201809152]Uji daya lekat dilakukan dengan cara menimbang menyiapkan plat kaca akrilik dan ditimbang nanoserum sebanyak 0,5g diletakkan atas timbangan kemudian dikonstankan, diletakkan kaca akrilik dan timbangan ke alat daya sebar dan diputar dan atur beban 150g selama 1 menit, lepaskan beban dan hidupkan stopwatch secara bersamaan dan amati wartu dimana kaca akrilik terlepas. Nilai daya lekat yang baik adalah >1detik (Rohmanah.,2024).
3.9.7 [bookmark: _Toc218810407]Viskositas 
[bookmark: _Hlk201809174]Pengujian viskositas sediaan nanoserum dilakukan menggunakan alat viskometer Brookfield. Sebanyak 450 mL sediaan dimasukkan ke dalam gelas beakerglass 500 mL. Selanjutnya, pasang spindel L-2 dan dikonstankan. Setelah konstan ditenggelamkan spindel ke dalam sediaan hingga mencapai batas penanda yang telah ditentukan. Pengukuran viskositas dilakukan pada kecepatan rotasi sebesar 30 rpm hingga nilai viskositas menunjukkan hasil. Uji dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan untuk masing-masing formula. Berdasarkan literatur, sediaan serum dikatakan memenuhi standar apabila nilai viskositasnya berada dalam rentang 230–1150 cPs (Fitria, 2022).
3.9.8 [bookmark: _Toc218810408]Uji Pengukuran Partikel Sediaan Nanoserum Kolagen Tulang Tuna (Thunnus albacares)
[bookmark: _Hlk201809255]Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan alat PSA (Particle Size Analyzer) merk Fritsch Analysette 22 NanoTec dengan tipe Laser Diffraction. Sebanyak 20 ml sediaan diambil lalu dimasukkan ke dalam dispersing unit. Data yang diperoleh adalah ukuran partikel (distribusi ukuran partikel). Adapun syarat mutu yaitu ukuran partikel <100nm (Kaur et al., 2019).
3.9.9 [bookmark: _Toc218810409]Uji Iritasi
[bookmark: _Hlk201809283]Uji iritasi menggunakan kulit partisipan sebanyak 12 orang yang terbagi atas 4  kelompok yaitu F0 (blanko), F1 (Konsentrasi 0,5%), F2 (konsentrasi 1%), dan F3 (konsentrasi 1,5%) dengan cara uji terbuka (open test). Serum diaplikasikan sebanyak 2 kali sehari (pagi dan sore hari) selama 2 hari berturut-turut, Uji terbuka dilakukan dengan mengoleskan sediaan sebanyak 1 tetes pada bawah lengan bawah bagian dalam berukuran panjang 4,5cm dengan lebar 5cm kemudian dibiarkan terbuka dan diamati apa yang terjadi. Reaksi iritasi positif ditandai adanya kemerahan, gatal-gatal, atau bengkak pada kulit yang diberi perlakuan (Wasitaatmadja, 1997).
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