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ABSTRAK

Ibuprofen merupakan salah satu obat anti-inflamasi non steroid,
bersifat asam dan menimbulkan iritasi pada lambung jika diberikan dengan
sediaan oral. Salah satu pendekatan formulasi untuk mengatasi efek samping
tersebut adalah ibuprofen diformulasikan dalam sistem pembawa liposom.
Pada penelitian ini dikembangkan sediaan liposom yang mengandung
ibuprofen dengan metode hidrasi lapis tipis. Formulasi dilakukan dengan tiga
perbandingan konsentrasi lesitin yaitu 100 mg; 300 mg; dan 500 mg.
Perbedaan konsentrasi lesitin dilakukan untuk mengetahui penjerapan
ibuprofen yang maksimum dalam liposom. Liposom tersebut diperiksa bentuk
vesikel, distribusi ukuran partikel dan volume penjerapan obat yang terjerap
dalam liposom. Hasil yang diperoleh yaitu liposom berbentuk vesikel bulat,
distribusi ukuran partikel yang memenuhi standar liposom, dan persentase
penjerapan formula | adalah 46,72%, formula Il adalah 59,53%, dan formula
lll adalah 71,13%. Dari ketiga formula liposom yang telah dibuat, diketahui
bahwa komposisi lesitin yang dapat menjerap ibuprofen dengan maksimum

yaitu formula lll dengan persentase penjerapan sebesar 71,13%.

Kata kunci: ibuprofen, fosfatidilkolin, kolesterol, liposom.
ix+53 him.; gbr.; tab; lamp.
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ABSTRACT

Ibuprofen is a nonsteroidal anti-inflammatory drug, an acidic
compound, and causes irritation on gastric after oral administration. A
formulation strategy to eliminate this adverse effect is ibuprofen formulated in
drug carrier system as liposome. The objective of this study is to develop
liposome contained ibuprofen which made by thin layer hydration. The
formulation was made with three different concentrations of lecithin those are
100 mg; 300 mg; and 500 mg. The different concentrations of lecithin was
done to learned the maximum entrapment of ibuprofen in liposome. Those
liposome are investigated the forms of vesicle, distribution of particle size,
and the effectivity of ibuprofen entrapment in liposome. The result obtained
are that liposome in the form of round vesicle, distribution of particle size were
fulfilled liposome standard, and the entrapment percentage of formula | is
46,72%, formula 1l is 59,53%, and formula Il is 71,13%. Of the whole lecithin
formula have been made, learned that the concentration of lecithin which
entrapped ibuprofen effectively is formulation Il with the entrapment

percentage 71,13%.

Keywords : Ibuprofen, fosfatidilcholin, cholesterol, liposome
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BAB |

PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Liposom pertama kali dibuat pada tahun 1965 dan pada awalnya
digunakan sebagai model untuk mempelajari membran biologi. Dalam 15
tahun terakhir ini liposom dipertimbangkan sebagai pembawa obat, untuk
mengurangi toksisitas atau menghantarkan obat ke daerah infeksi (1).

Sebagai sistem pembawa obat, liposom dapat melindungi obat
selama perjalanan ke target organ sehingga tidak mempengaruhi organ
lain, dapat menekan dosis obat, mengurangi efek samping, mengubah
farmakokinetik obat sehingga dapat memberikan efek terapi yang lebih
baik (2). Dalam liposom, obat terjerap di dalam lipid bilayer sehingga obat
terlindung dari pengaruh lingkungan luar. Penjerapan obat dalam liposom
dapat terjadi tanpa menyebabkan modifikasi kimia pada liposom, baik
obat yang terjerap dalam larutan pada daerah yang berair (water soluble
drug) ataupun obat yang terjerap pada lipid bilayer (lipid soluble drugs)
sehingga pada saat dibebaskan di tempat sasaran obat berada dalam
bentuk yang sama seperti pada saat obat tersebut dijerap (3).

Ibuprofen (asam 2-(4-lsobutil-fenil)-propionat) merupakan obat
antiinflamasi nonsteroid yang memiliki waktu paruh yang pendek yaitu

lebih kurang dua jam sehingga perlu digunakan berulangkali dalam sehari
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dan efek samping yang dimiliki oleh ibuprofen dapat meningkat dengan
penggunaan obat yang berulangkali. Dengan diformulasikannya ibuprofen
dalam liposom maka penggunaannya diharapkan hanya diperlukan satu
atau dua kali sehari, dapat mengurangi frekuensi penggunaan obat atau
dengan kata lain dapat meningkatkan kepatuhan pasien dalam
menggunakan obat, serta dapat mengurangi resiko terjadinya efek
samping (4).

Pada penelitian ini, dilakukan pembuatan liposom ibuprofen
dengan lesitin dan kolesterol menggunakan metode hidrasi lapis tipis.
Lesitin digunakan dalam formulasi liposom ini, karena lesitin merupakan
penyusun utama membran biologis dalam liposom, yang berguna sebagai
komponen bilayer untuk menjerap ibuprofen. Sedangkan kolesterol
ditambahkan dengan tujuan untuk menjaga stabilitas vesikel dari bilayer
yang terbentuk karena liposom tanpa kolesterol akan mudah berinteraksi
dengan protein plasma sehingga menyebabkan liposom tersebut menjadi
tidak stabil (5). Formulasi kombinasi lesitin dan kolesterol ini telah
digunakan pada penelitian terdahulu, namun hasil penelitian tersebut tidak
diketahui besarnya penjerapan obat dalam liposom (6). Pada penelitian
ini, formulasi liposom dikembangkan dengan menggunakan konsentrasi
lesitin yang berbeda untuk mengtahui konsentrasi optimum lesitin yang

dapat menjerap ibuprofen dengan maksimum.
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Setelah liposom ibuprofen dibentuk, selanjutnya dilakukan evaluasi
terhadap liposom tersebut. Evaluasi yang dilakukan meliputi, bentuk
vesikel, distribusi ukuran partikel, serta efektivitas penjerapan ibuprofen

dalam liposom.

B. TUJUAN PENELITIAN
Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari pengaruh konsentrasi
lesitin terhadap penjerapan ibuprofen dalam liposom dan melihat

karakteristik liposom yang terbentuk.
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BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

A. LIPOSOM

1.

Definisi Liposom

Liposom adalah suatu model membran biologis yang berbentuk
gelembung, terdiri dari dua lapis fosfolipida atau lipid lapis ganda (/ipid
bilayer). Liposom terdiri dari komponen-komponen utama yang sama
dengan membran biologis tetapi tidak memiliki protein sebagaimana

membran biologis (7).

Klasifikasi Liposom
Liposom diklasifikasikan kedalam 3 (tiga) kelas berdasarkan ukuran
dan jumlah lapis ganda (5,7,8), yaitu:
a. Liposom multilamelar (Multillamelar Vesicle/ MLV)
MLV dapat menjerap molekul berukuran kecil maupun besar.
Pembuatannya relative mudah dan hanya membutuhkan peralatan
laboratorium yang sederhana. Namun MLV memiliki keterbatasan yaitu
kapasitas penjerapannya yang rendah dalam liter fasa air permol
lemak (1-4 liter permol). Ukuran MLV berkisar antara 0,1-5,0 ym dan

pada umumnya terdiri dari lima atau lebih lamelar.
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b. Liposom unilamelar kecil (Small Unilamelar Vesicle/SUV)
SUV terdiri dari fosfolipid bilayer yang mengelilingi fasa air. SUV
berbentuk bulat dengan radius minimal sekitar 20-50 nm. SUV
merupakan sekumpulan vesikel kecil yang homogen yang dapat
dipisahkan dari kontaminan MLV dengan teknik yang sederhana.
Efisiensi jerapannya rendah (0,1-1% tergantung konsentrasi lemak).

c. Liposom Unilamelar Besar (Large Unilamellar Vesicle/.UV)
Liposom LUV memiliki persentase jerapan yang tinggi pada awal fasa
air dan mempunyai rasio fase air ke fasa lemak yang tinggi. Liposom
LUV memberikan banyak keuntungan dibandingkan Liposom MLV,
termasuk tingginya penjerapan obat yang larut air, penghematan
lemak dan kecepatan pelepasan obat. Liposom yang berukuran sekitar

60 nm termasuk LUV.

3. Metode Pembuatan Liposom

Metode-metode yang digunakan untuk preparasi liposom antara lain:

a. Metode hidrasi lapis tipis
Metode hidrasi lapis tipis pada umumnya menghasilkan liposom
dengan tipe MLV dan SUV. Lipid lapis tipis yang mengandung
fosfolipid dibentuk di dalam dinding labu gelas setelah fase organik
diuapkan sempurna dengan rotary evaporapor, dibiarkan beberapa
jam agar tercapai kondisi kesetimbangan dengan lingkungan, lapis

tipis dihidrasi dengan penambahan larutan dapar. Obat yang dijerap
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dapat ditambahkan dengan salah satu cara yaitu dalam pelarut
organik yang mengandung fosfolipid sebelum lipid lapis tipis terbentuk
atau dalam larutan dapar. Pengocokan pada suhu transisi (56-62°C)
membentuk dispersi MLV. Untuk mengurangi ukuran liposom dan
mempersempit lebar distribusi ukuran dapat dilakukan beberapa cara,
misalnya ekstrusi melalui membran filter polikarbonat atau dengan
ultrasonikasi sehingga dihasilkan dispersi SUV.(9).
. Metode injeksi
Pada metode injeksi ada berbagai macam variasi termasuk variasi
pelarut organik tidak larut atau larut air atau campurannya, diinjeksikan
kedalam fase air dengan berbagai kondisi seperti temperatur fase air
atau pelarut organik, injeksi dan kecepatan pengadukan. Ada dua
macam metode injeksi, antara lain:
1) Injeksi etanol
Pada injeksi etanol, lipid dilarutkan dalam etanol, kemudian
diinjeksikan pada fase air yang mengalami pengadukan dengan
alat pengaduk. Pada awalnya merupakan suatu alternatif untuk
membuat SUV tanpa sonikasi. MLV yang besar dan heterogen
dapat diperoleh dengan cara meningkatkan konsentrasi lipid,
larutan lesitin pada pelarut organik disiapkan pada temperatur

tinggi dan diinjeksikan pada fase air yang dipanaskan.
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2) Injeksi eter
Campuran lipid dan eter diinjeksikan ke dalam fase air yang berisi
zat yang akan dijerap pada suhu 55-65°C atau dibawah tekanan,
hasilnya berupa LUV. Perbedaan utamanya terlihat pada
lambatnya kecepatan injeksi dan perbedaan temperatur antara
larutan yang diinjeksikan dengan fase air (10).

c. Metode demulsifikasi, antara lain :

1) Reverse phase evaporation
Vesikel reverse phase evaporation umumnya menghasilkan LUV
yang dapat meningkatkan jerapan untuk air dan zat polar. Mula-
mula fosfolipid dilarutkan dalam eter atau pelarut lain yang mudah
menguap, tambahkan fase air yang tidak bercampur dengan
sistem, dan aduk dengan ultrasonic sehingga terbentuk emulsi.
Pengecilan ukuran, penghomogenan ukuran, dan penghilangan
obat bebas sama dengan prosedur lapis tipis (11).

2) Emulsi ganda
Kurang lebih sama dengan reverse phase evaporation, hanya saja

pembuatan dimulai dari mikroemulsi air/minyak/air.

4. Mekanisme pembentukan liposom
Pembentukan Liposom dimulai dengan melarutkan fosfolipid dalam
pelarut organic dalam labu bulat. Lalu campuran lipid dan pelarut organik

diuapkan dengan menggunakan alat rotary evaporator sampai terbentuk
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lapisan film yang tipis di dasar bawah labu bulat tersebut. Lapisan tipis
yang telah terbentuk kemudian dibiarkan semalaman.

Kemudian dilanjutkan dengan proses hidrasi pada suhu 60°C,
dimana akan mencapai temperature transisi lapis ganda lipid sehingga
terbentuk apa yang dinamakan vesikel. Vesikel adalah lapisan lipid yang

tersusun konsentris, yang dapat diselingi dengan lapisan air.

P (@)
T

. : .1
et N
T A, 8
J \
4 il g

Gambar 1. Mekanisme pembentukan liposom

pada metode hidrasi lapis tipis (12).

Pengaruh konsentrasi..., Lestarai Nugrahini, FMIPA Ul, 2009



5. Stabilitas liposom

Stabilitas merupakan hal yang harus diperhatikan dalam sediaan
liposom. Obat yang terjerap dalam liposom dapat tidak stabil oleh karena
adanya degradasi baik secara fisika maupun kimia.

Ketidakstabilan fisika terlihat ketika liposom kehilangan obat yang
terjerap dan terjadinya agregasi atau fusi yang membentuk kesatuan yang
lebih besar. Fusi dan agregasi dapat dimonitor dengan mata telanjang.
Pengukuran kekeruhan secara tepat adalah indikator sensitif untuk
perubahan ukuran liposom, karena penampilan liposom secara in vivo
sangat tergantung pada ukuran partikel, distribusi ukuran partikel
seharusnya dimonitor selama proses pembuatan agar dihasilkan produk
yang stabil (9).

Integritas kimia dari suatu liposom dipengaruhi oleh reaksi
peroksida dari fosfolipid dan sterol serta reaksi hidrolitik fosfolipid. Reaksi
peroksidasi dapat dihindari antara lain dengan penggunaan lipid yang
berikatan jenuh, penyimpanan liposom pada keadaan vakum atau dialiri
gas inert, penyimpanan di tempat gelap untuk menghindari fotooksidasi,
meniadakan atau menginaktivasi katalitis logam berat dengan
memanfaatkan bahan-kimia mutu tinggi dan agen pengkelat dan

penambahan anti oksidan (13).
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6. Penjerapan Obat dalam liposom

Berbagai jenis obat dapat dijerap dalam liposom. Penjerapan dapat
dilakukan baik terhadap zat-zat yang bersifat lipofilik ataupun obat yang
bersifat hidrofilik.

Agar obat dapat terjerap dalam liposom, zat-zat yang larut dalam
pelarut organik dilarutkan terlebih dahulu dengan pelarut organik,
kemudian dicampurkan dengan lipid yang telah dilarutkan dengan suatu
pelarut organik, sehingga pada akhir pembuatan liposom, zat tersebut
menjadi bagian lapis tipis ganda. Dan untuk zat-zat yang larut dalam air,
penjerapannya dilakukan dengan cara menambahkan zat tersebut
kedalam air yang selanjutnya digunakan untuk mendispersi lapis tipis lipid
yang terbentuk sehingga akhirnya zat tersebut menempati fasa air

liposom (7).

B. FOSFATIDIL KOLIN
Fosfatidilkolin biasa disebut lesitin, merupakan fosfolipid yang
paling banyak digunakan dalam pembuatan liposom karena harganya
yang relative murah dibandingkan dengan fosfolipid lain, dan juga karena
fosfatidilkolin bermuatan netral dan secara kimia bersifat inert.
Lesitin dalam liposom digunakan sebagai komponen utama
pembentuk bilayer. Ketika berinteraksi dengan air, lesitin tersebut akan

menyusun bagian-bagian dari lesitin sehingga bagian hidrofobik dari
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liposom saling berikatan dan membentuk bilayer, dimana molekul air

mengelilingi bulatan dari fosfolipid (14).

Gambar 2. Rumus bangun fosfatidilkolin (15).

Hingga saat ini di hampir semua negara, sumber utama lesitin
adalah minyak kedelai dan minyak biji bunga matahari, selain sebagian
kecil menggunakan kuning telur. Lesitin diekstrak dari minyak dengan
proses degumming. Degumming adalah proses pembuatan minyak
dengan cara pembasahan minyak dengan air, kemudian dipisahkan
secara sentrifugasi dengan kecepatan tinggi, kemudian dilanjutkan proses

netralisasi dengan sabun, barulah pemisahan minyak (16).

Lesitin memiliki berbagai bentuk fisik, dari kental, semi padat,
hingga serbuk, tergantung konsistensi asam lemak bebas. Lesitin juga

beragam dalam warna, dari coklat hingga kuning ringan, tergantung
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apakah dilakukan pemucatan atau tidak. Lesitin pada umumnya tidak
berbau. Lesitin dapat berubah menjadi coklat bila kena cahaya, dan
bersifat higroskopik dan bila dicampur dengan air membentuk larutan

koloid (17).

C. KOLESTEROL

Lipid lain yang biasa digunakan adalah sterol, terutama kolesterol
yang berfungsi untuk meningkatkan stabilitas gelembung selama

penyimpanan dan selama berada dalam tubuh (9).
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Gambar 3. Rumus bangun kolesterol.

Kolesterol adalah lemak berwarna kekuningan dan berbentuk
seperti lilin yang diproduksi oleh organ liver ( hati ) dari lemak jenuh yang
berasal dari makanan, & ditambah oleh kolesterol yang memang telah
ada di makanan hewani seperti daging, kuning telur, atau produk susu.
Sebenarnya, kolesterol sangat dibutuhkan tubuh untuk menjaga
kesehatan, karena kolesterol adalah bahan pembentuk hormon steroid

yang mengatur berbagai metabolisme tubuh, asam empedu, & komponen
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dari dinding sel di tubuh. Keberadaan kolesterol dalam proses
metabolisme secara menyeluruh didalam tubuh sangat dibutuhkan,

diantaranya untuk membuat (18):

a. Hormon seks (yang sangat penting bagi perkembangan dan fungsi

organ seksual),
b. Hormon korteks adrenal (penting untuk metabolisme),
c. Vitamin D (penyerapan kalsium dalam tubuh), dan
d. Garam empedu (membantu usus menyerap lemak) (17).

Keberadaan kolesterol dalam liposom akan meningkatkan
stabilitas dengan menurunkan mobilitas molekul dan mengurangi
permeabilitasnya, sehingga akan meningkatkan rigiditas dinding vesikel
pada konsentrasi optimum. Penambahan kolesterol yang melewati batas
optimum akan menyebabkan lapis tipis liposom yang terbentuk menjadi
kaku, sehingga pengembangan saat hidrasi tidak maksimal. Apabila
terlalu sedikit, maka dinding vesikel menjadi kurang kokoh. Banyak celah

yang dapat dilalui air, sehingga memungkinkan vesikel beragregasi.

D. IBUPROFEN
Ibuprofen (asam 2-(4-lsobutil-fenil)-propoinat) merupakan obat
antiinflamasi nonsteroid yang dapat meredakan sakit dan peradangan.
Ibuprofen juga dapat digunakan untuk mengatasi sakit kepala, sakit otot,

peradangan sendi dan juga digunakan untuk mengurangi demam.
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Ibuprofen bekerja dengan menghambat enzim siklooksigenase sehingga
sintesa prostaglandin dihambat.

Ibuprofen berupa serbuk hablur, putih hingga hampir putih, berbau
khas lemah. Mempunyai kelarutan, praktis tidak larut dalam air, sangat
mudah larut dalam etanol, methanol, aseton dan kloroform, sukar larut

dalam etil asetat (18).

e

Gambar 4. Rumus bangun ibuprofen (19).

Ibuprofen merupakan derivate asam propionat yang diperkenalkan
pertama kali di banyak Negara. Obat ini bersifat analgesik dengan daya
anti-inflamasi yang tidak terlalu kuat. Efek anti-inflamasinya terlihat

dengan dosis 1200-2400 mg sehari (20).
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BAB il

BAHAN DAN CARA KERJA

A. BAHAN
Bahan kimia yang digunakan adalah lesitin, kolesterol, ibuprofen,
kloroform, dapar fosfat pH 6,5, etanol, kalium dihidrogen fosfat, Natrium

hidroksida 0,2 N, gas nitrogen, air suling bebas CO2.

B. ALAT
Peralatan yang digunakan ialah spektrofotometer UV-Vis
(Shimadzu 1601), rotary evaporator (Janke dan Kunkel IKA-Labortechnik),
timbangan analitik (Adam AFA-210 LC), particle size analyzer (LS 100 Q
Coulter), pH meter (Eutech tipe 510), mikroskop optik (Nikon Eclipse

E200), kamera (Nikon Coolpix 4500), dan alat-alat gelas.

C. CARA KERJA
1. Penetapan panjang gelombang maksimum obat dalam etanol
dengan spektrofotometer UV-Vis
Larutan standar ibuprofen dengan konsentrasi 150 ppm dalam
etanol dimasukkan ke dalam kuvet. Pengukuran serapan dilakukan dari
panjang gelombang 200 nm sampai dengan 400 nm dengan interval 0,5

nm. Ditentukan panjang gelombang maksimumnya.
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2. Pembuatan kurva absorpsi dan kurva kalibrasi obat dalam etanol
Larutan ibuprofen dalam etanol dibuat dengan konsentrasi 150;
200; 250; 300; 350; 400; 500 ppm. Kemudian dicatat serapannya pada
panjang gelombang maksimumnya, lalu dibuat kurva absorpsi dan kurva

kalibrasinya.

3. Pembuatan larutan dapar fosfat pH 6,5

Sebanyak 6,8 gram kalium dihidrogen fosfat (BM: 136,09)
ditimbang, lalu dilarutkan dalam 125 ml air untuk membuat larutan kalium
dihidrogen fosfat 0,2 M. Selanjutnya, sebanyak 0,8 gram natrium
hidroksida (BM: 40) ditimbang, dilarutkan dalam 35 ml air untuk membuat
larutan natrium hidrksida 0,2 N. Kemudian, 125 ml kalium dihidrogen
fosfat 0,2 M dicampurkan dengan 35 ml natrium hidroksida 0,2 N dan
diencerkan dengan air hingga 500 ml. Larutan dicek dengan pH meter

hingga menunjukkan pH 6,5.

4. Pembuatan liposom
a. Pembuatan lapisan lipid tipis
Formulasi liposom ibuprofen dibuat dengan komposisi lesitin :
kolesterol: ibuprofen yang berbeda, yaitu 100:30:20 b/b (formula 1),
300:30:20 b/b (formula II), dan 500:30:20 b/b (formula Ill) (6). Langkah
pertama yang dilakukan adalah menimbang secara seksama lesitin,

kolesterol, dan ibuprofen. Lesitin, kolesterol dan ibuprofen dimasukkan ke
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dalam labu alas bulat, larutkan dengan kloroform kemudian diuapkan
dengan menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C dengan
kecepatan 150 rpm selama 15 menit. Lapis tipis yang terbentuk lalu

disimpan dalam desikator semalaman, kemudian diberi gas nitrogen.

Hidrasi lipid lapis tipis

Larutan dapar fosfat yang telah ditakar sebanyak 10 ml
dimasukkan ke dalam labu alas bulat yang berisi lapis tipis. Kemudian
hidrasi dilakukan dengan menggunakan rotavor pada suhu 60°C selama 1
jam. Kemudian dispersi yang terbentuk dihomogenkan selama 2 menit.

Simpan dalam vial,dan bungkus dengan aluminium foil.

Karakterisasi liposom
Bentuk vesikel

Sebanyak 1,0 ml suspensi liposom di masukkan ke dalam tabung
sentrifuse kemudian disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm selama 30
menit. Kemudian endapan dari liposom tersebut diambil sebanyak 1 tetes
lalu diteteskan pada kaca objek, ditutup dengan kaca penutup dan
ditempatkan dibawah mikroskop optik kemudian diamati dan difoto

menggunakan kamera.
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b. Distribusi ukuran partikel
Penetapan distribusi ukuran partikel dengan menggunakan metode
light scattering ( pemendaran cahaya) dengan menggunakan particle size
analyzer (PSA). Pelarut dimasukkan ke fluid tank, lakukan baseline.
Setelah itu, sampel dimasukkan ke fluid tank dan PSA akan mengukur
distribusi ukuran partikel dengan mengukur pola pemendaran cahaya

berdasarkan partikel dalam sampel.

c. Efektivitas penjerapan obat dalam liposom

Sebanyak 1,0 ml formulasi liposom dimasukkan ke dalam tabung
sentrifuse dan disentrifuse dengan keepatan 3000 rpm selama 30 menit.
Lalu pisahkan bagian yang mengendap dan bagian supernatan dari hasil
sentrifuse tersebut. Lalu masing-masing larutan tersebut dimasukkan ke
dalam labu ukur 25 ml dan cukupkan volumenya dengan pelarut etanol
sampai batas ukur. Kemudian ukur serapannya pada panjang gelombang
maksimum yang telah diperoleh menggunakan spektrofotometri UV-Vis.
Serapan yang diperoleh, dimasukkan ke dalam persamaan kurva kalibrasi

untuk mendapatkan konsentrasi ibuprofen yang terjerap oleh liposom.
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Efektivitas penjerapan ibuprofen yang terjerap dalam liposom dapat

dihitung dengan rumus :

% EP= ( Xj/Xt) x 100%

Xj : Obat yang terjerap dalam liposom
Xt : Obat total yang terdapat dalam liposom (Obat yang terjerap + obat

yang bebas)
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. HASIL

1.

Panjang gelombang maksimum ibuprofen dalam larutan etanol
Berdasarkan penetapan panjang gelombang maksimum ibuprofen
dalam larutan etanol, dapat diketahui panjang gelombang maksimumnya

adalah 263,5 nm (Gambar 5).

Kurva Kalibrasi ibuprofen dalam larutan etanol

Kurva hubungan serapan pada panjang gelombang maksimum
larutan ibuprofen dengan konsentrasi 150, 200, 250, 300, 350, 400 dan
500 ppm, dapat dilihat pada Gambar 6, dan data dapat dilihat pada Tabel
1. Hasil analisis regresi linear diperoleh persamaan y = 1,4385.10>x —

0,0158 dengan koefisien korelasi (r) = 0,9999.

Formulasi ibuprofen dalam sistem pembawa liposom
Liposom yang dihasilkan melalui metode hidrasi lapis tipis dari
ketiga formula berupa larutan agak keruh seperti susu berwarna kuning

(Gambar 7-9).
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4. Efektivitas penjerapan ibuprofen dalam liposom
Berdasarkan perhitungan yang dimasukkan ke dalam persamaan
regresi linear, diperoleh hasil persentase ibuprofen yang terjerap dalam
formula | adalah 46,72%, formula Il adalah 59,53%, dan formula Il adalah

71,13%. (Tabel 3, Lampiran 2).

5. Karakterisasi liposom

Berdasarkan pengamatan liposom menggunakan mikroskop optik
(Gambar 10-12) menunjukkan bahwa ketiga formula liposom terdiri dari
partikel-partikel kecil berbentuk bulat.

Dari penentuan distribusi ukuran partikel menggunakan particle
size analyzer, diketahui bahwa rata-rata ukuran partikel liposom formula |
adalah 0,656 pym dengan persentase jumlah ukuran partikel 0,4-5,0um
adalah sebesar 99,90%, dan rata-rata ukuran partikel liposom formula II
adalah 0,726 ym dengan persentase jumlah ukuran partikel liposom 0,4-
5,0 ym adalah sebesar 99,96%, dan rata-rata ukuran partikel liposom
formula Ill adalah 0,694 uym dengan persentase jumlah ukuran partikel

liposom 0,4-5,0 um adalah sebesar 99,95% (Gambar 13-15).

Pengaruh konsentrasi..., Lestarai Nugrahini, FMIPA Ul, 2009



B. PEMBAHASAN

Dalam penelitian ini ibuprofen diformulasikan dalam suatu sistem
pembawa obat yaitu liposom, dengan harapan dapat memperbaiki
farmakokinetik obat sehingga dapat memberikan efek terapi yang lebih baik.
Oleh karena itu ibuprofen harus terjerap dalam liposom dengan baik.
Berdasarkan hal tersebut, pada penelitian ini liposom dibuat dengan
konsentrasi lesitin yang berbeda agar dapat diketahui pengaruhnya terhadap
penjerapan ibuprofen dalam liposom.

Metode yang digunakan dalam pembuatan liposom ini yaitu metode
hidrasi lapis tipis. Hal ini dikarenakan ibuprofen bersifat hidrofobik, dimana
untuk zat aktif yang bersifat hidrofobik atau lipofilik biasanya menggunakan
metode hidrasi lapis tipis karena komposisi fase lipid yang menjadi penyusun
liposom jauh lebih besar dari pada fase air sehingga penjerapan zat aktif
menjadi lebih efektif. Metode hidrasi lapis tipis ini juga memiliki keuntungan
yaitu lebih praktis dan sederhana dibanding dengan metode pembuatan
liposom lainnya.

Pada pembuatan liposom ini, liposom dibuat dengan cara melarutkan
lesitin, kolesterol, dan ibuprofen dalam kloroform. Pemilihan pelarut kloroform
ini didasarkan karena bahan yang digunakan dapat larut baik dalam
kloroform, sehingga pelarut yang digunakan lebih sedikit dan penguapan
pelarut menjadi lebih sempurna. Setelah bahan tersebut larut, kemudian
dimasukkan ke dalam labu alas bulat dan diuapkan dengan rotary evaporator

pada kecepatan 150 rpm, dengan suhu 50°C selama 15 menit sampai
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terbentuk lapis tipis. Kecepatan putaran dalam rotary evaporator yaitu 15
rom, dimaksudkan agar terbentuk lapis tipis yang baik pada dasar labu alas
bulat. Suhu penguapan yaitu 50°C, dimaksudkan untuk menjaga kestabilan
bahan obat dan komponen liposom karena pada saat pembentukan lapis
tipis, pengaruh panas berperan dalam pembentukan sistem lamelar lapisan
ganda lemak pada dinding dasar labu dan membantu penguapan pelarut
menjadi lebih sempurna. Kemudian lapis tipis yang terbentuk disimpan
dalam desikator selama 24 jam untuk mencapai kondisi kesetimbangan
dengan lingkungan dan menjamin penghilangan pelarut dengan sempurna.
Setelah itu, labu bulat yang berisi lapis tipis tersebut dialiri dengan gas
nitrogen untuk mencegah fosfolipid teroksidasi.

Pada awalnya proses hidrasi dilakukan dengan cara memasukkan
serpihan kaca ke dalam labu alas bulat dengan tujuan agar proses
pembentukan liposom dapat terbentuk dengan baik, namun pada saat proses
tersebut berlangsung lapis tipis yang terbentuk banyak yang melekat di
serpihan kaca, sehingga tidak semua lapis tipis dapat terhidrasi. Sehingga
hidrasi dilakukan dengan cara menambahkan dapar fosfat kedalam labu alas
bulat yang berisi lapis tipis. Penambahan dapar fosfat pH 6,5 ini,
dimaksudkan untuk menjaga stabilitas liposom, karena fosfatidilkolin memiliki
stabilitas optimum pada pH 6,5, dimana pada pH tersebut, fosfatidilkolin
memiliki laju hidrolisis paling rendah. Hidrasi dilakukan dengan menggunakan
evaporator dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 60°C, dimana pada suhu

60°C ini akan mencapai temperatur transisi lapis ganda lipid (56°C-62°C)
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sehingga vesikel dapat terbentuk. Kemudian dispersi yang terbentuk
dihomogenkan dengan menggunakan vortex selama 2 menit agar liposom
benar-benar terdispersi dengan baik. Setelah dihidrasi liposom yang
terbentuk dimasukkan ke dalam vial dan di bungkus dengan aluminium foil.

Liposom yang telah terbentuk, kemudian dilakukan karakterisasi.
Berdasarkan hasil pengamatan di bawah mikroskop optik dengan
pembesaran 100x, menunjukkan bahwa liposom yang terbentuk memiliki
bentuk vesikel bulat. Dengan menggunakan mikroskop optik ini hanya dapat
diketahui bentuk vesikel, sedangkan untuk mengetahui jumlah lamelar dari
liposom yang terbentuk perlu dilakukan dengan menggunakan mikroskop
elektron, namun karena keterbatasan alat pemeriksaan terhadap jumlah
lamelar liposom tidak dapat dilakukan.

Pemeriksaan distribusi ukuran partikel dilakukan menggunakan
particle size analyzer LS 100 Q Coulter dengan metode pemendaran cahaya.
Namun, pemeriksaan distribusi ukuran partikel dengan menggunakan metode
ini memiliki kekurangan yaitu limit deteksi dari PSA yang digunakan adalah
0,4 uym, sehingga alat ini tidak dapat mendeteksi partikel liposom di bawah
0,4 ym. Berdasarkan hasil pemeriksaan distribusi ukuran partikel tersebut,
ketiga formula liposom yang telah diperiksa memiliki ukuran yang memenuhi
syarat ukuran liposom tipe Multilamellar Vesicles (MLV) yaitu 0,1-5,0 pm.
Karena pembuatan liposom dengan metode hidrasi lapis tipis akan

menghasilkan liposom dengan tipe Multilamellar Vesicles (MLV) (9).
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Penetapan ibuprofen yang terjerap dalam liposom, ditentukan dengan
Spektrofotometer UV-Vis karena Spektrofotometer UV-Vis memiliki
keunggulan yaitu lebih sederhana dan lebih ekonomis dibandingkan dengan
metode lain. Penetapan obat yang terjerap dalam liposom dapat dilakukan
dengan membebaskan obat dari vesikel liposom dengan merusak vesikel
liposom. Pada penetapan jumlah ibuprofen yang terjerap dalam liposom,
dilakukan dengan menambahkan etanol pada formula untuk merusak vesikel
liposom dimana fase lipid yang di dalamnya terdapat ibuprofen terlarut dalam
etanol. Liposom yang telah terbentuk kemudian disentrifugasi untuk
memisahkan antara ibuprofen yang terjerap dalam liposom dan ibuprofen
yang bebas (tidak terjerap dalam liposom). Lalu masing-masing larutan yang
telah dipisahkan tersebut dilarutkan dengan etanol dan disaring
menggunakan kertas saring untuk menghilangkan sisa lipid yang masih ada
sehingga didapat larutan yang jernih. Kemudian larutan tersebut diukur
serapannya pada panjang gelombang maksimum yang telah diperoleh (263,5
nm) menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Serapan yang diperoleh dari
pengukuran obat terjerap dan serapan yang diperoleh dari pengukuran obat
bebas, dimasukkan ke dalam persamaan kurva kalibrasi untuk mendapatkan
konsentrasi ibuprofen bebas dari liposom. Kemudian dihitung efektivitas
penjerapannya dari masing-masing formula liposom tersebut, sehingga dapat
diketahui persentase ibuprofen yang terjerap dalam liposom. Persentase
penjerapan ibuprofen dalam liposom formula dengan komposisi lesitin :

kolesterol: ibuprofen sebesar 100:30:20 adalah 46,72%, 300:30:20 adalah
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59,53%, dan 500:30:20 adalah 71,13%. Dari ketiga formulasi tersebut,
formulasi yang dapat menjerap ibuprofen dengan maksimum adalah fomulasi
Il yaitu formulasi yang memiliki konsentrasi lesitin terbanyak. Dengan
demikian diketahui bahwa semakin banyak komposisi lesitin yang digunakan,
semakin banyak pula ibuprofen yang terjerap dalam liposom. Hal tersebut
dikarenakan komposisi fase lesitin yang besar menyebabkan ibuprofen yang
bersifat hidrofobik dapat menjadi lebih efektif terjerap dalam fase lipid

tersebut.
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BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

1.

Efektivitas penjerapan ibuprofen dalam formula liposom dengan
komposisi lesitin : kolesterol: ibuprofen sebesar 100:30:20 adalah 46,72%,
300:30:20 adalah 59,53%, dan 500:30:20 adalah 71,13%. Dari ketiga
formula liposom tersebut, diketahui bahwa konsentrasi lesitin yang dapat
menjerap ibuprofen dengan maksimum yaitu formula lll sebesar 71,13%.
Hasil karakterisasi liposom menggunakan mikroskop optik menunjukkan
bahwa liposom yang terbentuk memiliki bentuk vesikel bulat dengan
ukuran partikel liposom yang memenuhi ukuran standar liposom bentuk

Multilamellar Vesicles (MLV) yaitu 0,1-5,0um.

SARAN

. Perlu dilakukan uji stabilitas terhadap formulasi liposom yang telah

terbentuk

. Perlu dilakukan uji in vivo untuk mengetahui perbaikan absorpsi yang

terjadi setelah ibuprofen diformulasikan dalam bentuk liposom.
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Gambar 5. Spektrum serapan ibuprofen dalam etanol

dengan panjang gelombang maksimum 263,5 nm

Keterangan :

Kurva serapan ibuprofen dalam etanol dengan konsentrasi 150 ppm
Kurva serapan ibuprofen dalam etanol dengan konsentrasi 200 ppm
Kurva serapan ibuprofen dalam etanol dengan konsentrasi 250 ppm
Kurva serapan ibuprofen dalam etanol dengan konsentrasi 300 ppm
Kurva serapan ibuprofen dalam etanol dengan konsentrasi 350 ppm
Kurva serapan ibuprofen dalam etanol dengan konsentrasi 400 ppm
Kurva serapan ibuprofen dalam etanol dengan konsentrasi 500 ppm

1T
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Gambar 6. Kurva Kalibrasi ibuprofen dalam etanol pada
panjang gelombang 263,5 nm dengan persamaan garis

y = 1,4385.10"x — 0,0158, dan koefisien korelasi (r) = 0,9999

Pengaruh konsentrasi..., Lestarai Nugrahini, FMIPA Ul, 2009




Gambar 7. Sediaan liposom formula | dalam vial

Gambar 8. Sediaan liposom formula Il dalam vial

Gambar 9. Sediaan liposom formula lll dalam vial
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Gambar 10. liposom formula | dengan
mikroskop optik pembesaran 100 x

Gambar 11. liposom formula Il dengan
mikroskop optik pembesaran 100 x

Gambar 12. liposom formula lll dengan
mikroskop optik pembesaran 100 x
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Gambar 13. Kurva distribusi ukuran partikel liposom formula |
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Gambar 14. Kurva distribusi ukuran partikel liposom formula Il
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Gambar 15. Kurva distribusi ukuran partikel liposom formula Il
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Gambar 16. Grafik persentase ibuprofen yang terjerap dalam liposom

Keterangan :

Formula| : Liposom dengan komposisi Lesitin: Kolesterol: Ibuprofen
(100:30:20)

Formula Il : Liposom dengan komposisi Lesitin: Kolesterol: Ibuprofen
(300:30:20)

Formula lll : Liposom dengan komposisi Lesitin: Kolesterol: Ibuprofen
(500:30:20)
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Tabel 1.

Serapan ibuprofen dalam etanol
pada panjang gelombang 263,5 nm

Konsentrasi (ppm) Serapan
150 0,200413
200 0,271983
250 0,341541
300 0,418903
350 0,488894
400 0,555577
500 0,704979
Tabel 2.

Komposisi formulasi liposom

Bahan Formula | Formula Il ~ Formula Ill
Lesitin (mg) 100 300 500
Kolesterol (mg) 30 30 30
Ibuprofen (mg) 20 20 20
Kloroform (ml) 5 5 5
Dapar fosfat pH 6,5 (ml) 10 10 10
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Tabel 3.

Serapan ibuprofen dalam liposom

Formula Obat yang terjerap Obat bebas

I 0,1572 0,1819
0,15869 0,18258
0,15791 0,18243

I 0,30986 0,20463
0,31045 0,20572
0,30973 0,2057

1l 0,43469 0,16623
0,43295 0,16662
0,43308 0,16687

Tabel 4.

Persentase ibuprofen yang terjerap dalam liposom

Formula % EP 1 % EP 2 % EP 3 % EP rata-rata

I 46,67%  46,79%  46,70% 46,72%
Il 59,63%  59,45%  59,51% 59,53%
M 71,22% 71,09% 71,08% 71,13%

Keterangan :
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% EP : Efektivitas penjerapan ibuprofen dalam liposom

Cara menghitung efektivitas penjerapan :

Obat yang terjerap
a) A= 0,1572
y = 1,4385.10°x — 0,0158
0,1572+0,0158
1,4385.10°
= 120,2642 pg/ml

Faktor pengenceran = 25 ml

= 120,2642 x 25
= 3006,605 pg/ml

Obat yang bebas
A =0,1819
y = 1,4385.10°x — 0,0158
0,1819+0,0158
1,4385.10°°
= 137,4348 ug/ml

X =

Faktor pengenceran = 25 m|
=137,4348 x 25
= 3435,87 ug/ml

o LB

Obat yang terjerap

x 100%

Obat yang terjerap+ obat yang bebas

Obat yang terjerap = 3006,605 ug/ml
Obat yang bebas = 3435,87 ug/mi
Obat Total = 6442,475 ug/ml

3006,605 pg/ml
6442,475 pg/ml

% EP =

x 100% = 46,67 %
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Lampiran 1

SKEMA KERJA

Larutkan Lesitin, kolesterol, dan ibuprofen dalam kloroform

Rotavor dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 50°C selama 15 menit

\%
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Lapis tipis yang terbentuk,diamkan selama semalaman

J

Aliri gas nitrogen

Hidrasi dengan dapar fosfat pH 6,5
]

V
Rotavor dengan kecepatan 150 rpm pada suhu 60°C selama 1 jam

Vv

Homogenkan dengan vortex selama 2 menit

Vv
Karakterisasi liposom
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Lampiran 2.

Perhitungan persentase penjerapan ibuprofen dalam liposom

Diketahui :

Persamaan kurva kalibrasi adalah y = - 0,0158+1,4385.10° x

1. Formula |
Obat yang terjerap Obat yang bebas
a) A= 0,1572 A =0,1819

y =1,4385.10°x — 0,0158
0,1572+0,0158
1,4385.10°
= 120,2642 pg/ml

Faktor pengenceran = 25 ml

y = 1,4385.10°x — 0,0158
0,1819+0,0158
1,4385.10°°
= 137,4348 ug/ml

X =

Faktor pengenceran = 25 ml

=137,4348 x 25
= 3435,87 ug/mi

= 120,2642 x 25
= 3006,605 pg/ml

Obat yang terjerap x 100%

% EP =
Obat yang terjerap+ obat yang bebas

Obat yang terjerap = 3006,605 ug/ml
Obat yang bebas = 3435,87 pg/ml
Obat Total =6442,475 pg/ml

9% EP = 3006,605 pg/ml X 100% = 46,67 %
6442,475 pg/ml
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Obat yang terjerap
b) A= 0,15869
y =1,4385.10x — 0,0158
0,15869+0,0158
1,4385.10°
= 121,2999 pg/ml

Faktor pengenceran = 25 ml
=121,2999 x 25
= 3032,4991 pg/mi

Obat yang bebas
A =0,18258
y = 1,4385.10°x — 0,0158
0,18258+0,0158
1,4385.107
= 137,9075 pg/mi

Faktor pengenceran = 25 ml
=137,9075 x 25
= 3447,6875 ug/ml

Obat yang terjerap

% EP = x 100 %

Obat yang terjerap+ obat yang bebas

Obat yang terjerap = 3032,4991 ug/ml
Obat yang bebas = 3447,6875 ug/mi
Obat Total = 6480,1866 pug/ml

3032,4991 pg/mi
6480,1866 pg/ml

% EP = x 100% = 46,79 %
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Obat yang terjerap
c) A= 0,15791
y = 1,4385.10"x — 0,0158
0,15791+0,0158
1,4385.10°
= 120,7577 pg/mi

Faktor pengenceran = 25 ml|
=120,7577 x 25
= 3018,9425 pg/ml

Obat yang bebas

A =0,18243

y = 1,4385.10°x — 0,0158

0,18243+0,0158
1,4385.10°

= 137,8033 pug/ml

X =

Faktor pengenceran = 25 ml|
= 137,8033 x 25
= 3445,0825 ug/ml

Obat yang terjerap

x 100 %

% EP =

Obat yang bebas
Obat Total

3018,9425 pg/ml
6464,025 yg/ml

% EP =

Obat yang terjerap = 3018,9425 pyg/ml
= 3445,0825 ug/ml

= 6464, 025 pg/ml

Obat yang terjerap+ obat yang bebas

x100% = 46,70 %

% EP rata-rata = 46,67% + 46,79% + 46,70%

=46,72%
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2. Formula ll

Obat yang terjerap
a) A= 0,30986
y = 1,4385.10"x — 0,0158
0,30986+0,0158
1,4385.10°
= 226,3886 pug/ml

Faktor pengenceran = 25 ml|

Obat yang bebas
A = 0,20463
y = 1,4385.10°x — 0,0158
0,20463+0,0158
1,4385.10°
= 153,2360 ug/ml

Faktor pengenceran = 25 ml|

= 226,3886 x 25 = 1563,2360 x 25
= 5659,715 pg/ml = 3830,9 pg/ml
Obat yang terjerap % 100%

% EP =

Obat yang terjerap+ obat yang bebas

Obat yang terjerap = 5659,715 ug/ml
Obat yang bebas =3830,9 ug/ml
Obat Total =9490,615 pg/ml

9490,615 pg/mi
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Obat yang terjerap
b) A= 0,31045
y = 1,4385.10"x — 0,0158
0,31045+0,0158
1,4385.10°
= 226,7987 pg/ml

Faktor pengenceran = 25 ml|
= 226,7987 x 25
= 5669,9675 pg/ml

Obat yang bebas
A =0,20572
y = 1,4385.10°x — 0,0158
0,20572+0,0158
1,4385.10
= 153,9937 pug/ml

X =

Faktor pengenceran = 25 ml|
= 1563,9937 x 25
= 3849,8425 ug/ml

&0 D=

Obat yang terjerap

x 100%

Obat yang terjerap+ obat yang bebas

Obat yang terjerap = 5669,9675 pyg/ml
Obat yang bebas = 3849,8425 pg/mi
Obat Total = 9519,81 ug/ml

5659,9675 pg/ml
9519,81 pg/mi

% EP =

x 100% = 59,45 %
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Obat yang terjerap
c) A= 0,30973
y = 1,4385.10"x — 0,0158
0,30973+0,0158
1,4385.10°
= 226,2982 pug/ml

Faktor pengenceran = 25 ml|
= 226,2982 x 25
= 5657,455 pg/ml

Obat yang bebas

A =0,2057

y = 1,4385.10°x — 0,0158

0,2057+0,0158
1,4385.107

= 153,9798 ug/ml

X =

Faktor pengenceran = 25 mli
= 1583,9798 x 25
= 3849,495 pg/ml

Obat yang terjerap

x 100%

% EP =

Obat yang terjerap = 5657,455 ug/ml
= 3849,495 ug/ml

= 9506,95 ug/ml

Obat yang bebas
Obat Total

5657,455 pg/ml
9506,95 pg/mi

% EP =

Obat yang terjerap+ obat yang bebas

x100% = 59,51 %

% EP rata-rata = 59,63% + 59,45% + 59,51%

=59,53%
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3. Formula lll

Obat yang terjerap
a) A= 0,43469
y = 1,4385.10"x — 0,0158
0,43469+0,0158
1,4385.10°
= 313, 1665 pg/ml

Faktor pengenceran = 25 ml|
=313, 1665 x 25
= 7829,1625 pg/ml

Obat yang bebas
A =0,16623
y = 1,4385.10°x — 0,0158
0,16623+0,0158
1,4385.10°
= 126,5415 pg/ml

Faktor pengenceran = 25 ml|
=126,5415 x 25
= 3163,5375 pg/ml

% EP =

Obat yang terjerap

x 100%

Obat yang terjerap+ obat yang bebas

Obat yang terjerap = 7829,1625 pyg/mi
Obat yang bebas =3163,5375 pg/mi
Obat Total =10992,7 pg/ml

7828,1625 ug/mi
0992,7 yg/ml

% EP =

x100% = 71,21 %
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Obat yang terjerap Obat yang bebas
b) A= 0,43295 A =0,16662
y = 1,4385.10°x — 0,0158 y = 1,4385.10°x — 0,0158
_ 0,43295+0,0158 _0,16662+0,0158
1,4385.10° N T 14385107

= 311,9569 pg/ml = 126,8127 ug/mi
Faktor pengenceran = 25 ml
=126,8127 x 25
= 3170,3175 pg/ml

Faktor pengenceran = 25 ml
=311,9569 x 25
= 7798,9225 pg/ml

Obat yang terjerap x 100%
0

% EP =
Obat yang terjerap+ obat yang bebas

Obat yang terjerap = 7798,9225 ug/mi
=3170,3175 ug/ml

Obat yang bebas
= 10969,24 pg/mi

Obat Total

7798,9225 ug/mi
% EP = x 100% = 71,09 %
10969,24 ug/ml
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Obat yang terjerap
c) A= 0,43308
y =1,4385.10"x — 0,0158
0,43308+0,0158
1,4385.107
= 312,0473 pg/ml

X =

Faktor pengenceran = 25 ml
=312,0473 x 25
=7801,1825 ug/ml

Obat yang bebas
A =0,16687
y = 1,4385.10°x — 0,0158
0,16687+0,0158
1,4385.107
= 126,9864 pg/mi

X =

Faktor pengenceran = 25 ml
=126,9864 x 25
= 3174,66 ug/ml

o) EP — Obat yang terjerap

x 100%

Obat yang terjerap+ obat yang bebas

Obat yang terjerap = 7801,1825 ug/ml

Obat yang bebas = 3174,66 pg/mi
Obat Total

7801,1825 pg/ml
10975,8425 pg/mli

% EP =

= 10975,8425 pg/ml

x 100% = 71,08 %

% EP rata-rata =71,21% + 71,09% + 71,08%

=71,13%
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Lampiran 3.

Sertifikat Analisis Lesitin
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Lampiran 4.

Sertifikat Analisis Kolesterol

Certificate of Analysis
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