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Abstract

Salicylic acid is a beta-hydroxy acid (BHA) widely used in dermatology due to its keratolytic, comedolytic,
and anti-inflammatory properties. Aim: This study aims to determine the amount of salicylic acid active
ingredient incorporated into the nanogel formulation and to assess whether the salicylic acid active ingredient
in the nanogel formulation can enhance the rate of release through the skin barrier. Methods: formulation of
a nanogel preparation containing 1% salicylic acid. Subsequently, particle size measurements, determination
of salicylic acid concentration, absorption efficiency testing, and release testing were conducted in vitro using
a Franz diffusion cell, thereby allowing the determination of the cumulative amount of salicylic acid released
and its flux. Results: The salicylic acid nanogel formulation has a particle size of 46.8 nm, indicating successful
nanogel formation. The average adsorption efficiency value from six replicates was 92.8%, indicating that most
of the salicylic acid was successfully adsorbed into the nanogel system. In vitro release tests showed an
increase in cumulative release as samples were taken from minute 15 to minute 480, yielding an average Q
value of 17.9 + 0.08 pg/cm? and continuing to rise to 86.4 + 0.08 pg/cm? Conclusion: A salicylic acid nanogel
formulation has the potential to enhance the effectiveness of topical salicylic acid delivery.

Keywords: Salicylic Acid, Nanogel, Entrapment Efficiency, Franz Diffusion Cell.

Abstrak

Asam salisilat merupakan asam beta hidroksi (f-hydroxy acid) yang banyak digunakan dalam bidang
dermatologi karena memiliki aktivitas keratolitik, komedolitik, dan antiinflamasi. Tujuan: Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui seberapa banyak zat aktif asam salisilat yang terperangkap dalam sediaan
nanogel serta untuk mengetahui zat aktif asam salisilat dalam sediaan nanogel dapat meningkatkan laju
pelepasan melalui membran kulit. Metode: formulasi sediaan nanogel yang mengandung asam salisilat 1%.
Kemudian dilakukan pengukuran ukuran partikel, penetapan kadar asam salisilat, uji efisiensi penjerapan,
dan uji pelepasan dilakukan secara in vitro menggunakan sel difusi Franz, sehingga dapat ditentukan jumlah
kumulatif pelepasan dan fluks asam salisilat. Hasil: Sediaan nanogel asam salisilat memiliki ukuran partikel
yaitu 46,8 nm yang menandakan keberhasilan pembentukan nanogel. Nilai efisiensi penjerapan rata-rata dari
enam pengulangan adalah 92,8%, menunjukkan bahwa sebagian besar asam salisilat berhasil terjerap dalam
sistem nanogel. Pada uji pelepasan in vitro menunjukkan peningkatan jumlah kumulatif pelepasan meningkat
seiring dengan pengambilan sampel dari menit ke-15 hingga menit ke-480 diperoleh rata-rata Q sebesar
17,940,08 pg/cm? dan terus meningkat hingga 86,4+0,08 pig/cm?. Kesimpulan: Sediaan nanogel asam salisilat
berpotensi meningkatkan efektivitas penghantaran asam salisilat secara topikal.

Kata Kunci: Asam Salisilat, Nanogel, Efesiensi Penjerapan, Sel Difusi Franz
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Pendahuluan

Asam salisilat merupakan asam beta hidroksi (5-hydroxy acid) yang banyak digunakan dalam bidang
dermatologi karena memiliki aktivitas keratolitik, komedolitik, dan antiinflamasi [1]. Asam salisilat
merupakan salah satu zat yang sering ditambahkan pada produk perawatan kulit yang pada penggunaannya
lazim diberikan secara topikal salah satunya sediaan gel. Apabila kadar asam salisilat yang terkandung lebih
dari 2% akan mengakibatkan iritasi lokal dan peradangan akut [2]. Hampir semua orang di dunia pernah
mengalami jerawat, sehingga jerawat dianggap sebagai masalah kulit yang muncul secara alami [3]. Sediaan
topikal sering digunakan untuk kulit karna rendah kandungan minyak dan mudah terpenetrasi ke dalam
kulit [4]. Asam salisilat (salicylic acid) merupakan agen keratolitik dan komedolitik yang banyak digunakan
untuk terapi jerawat, tetapi penggunaannya secara topikal sering dibatasi oleh beberapa masalah formulasi,
seperti kelarutan yang rendah dalam air, potensi iritasi kulit, penetrasi yang tidak optimal, serta pelepasan
obat yang tidak terkontrol. Oleh karena itu, pengembangan sistem penghantaran berbasis nanogel menjadi
topik penelitian yang berkembang dalam lima tahun terakhir [5].

Seiring dengan perkembangan ilmu pengetahuan dan teknologi terutama di bidang farmasi,
berkembang pula macam-macam sediaan farmasi dengan cara penggunaan yang berbeda-beda [6]. Sediaan
nanogel memberikan efek penyembuhan yang lebih cepat sesuai dengan basis yang digunakan karena
kandungan airnya yang mendinginkan, menyejukkan, dan melembabkan [7]. Sistem nanogel terdiri dari
partikel kecil atau molekul organik besar yang terpenetrasi melalui cairan [8] .Nanogel adalah partikel
hydrogel berskala nano yang berukuran antara 1 sampai 100 nm dan terbuat dari polimer alami atau dibentuk
melalui proses kimia [9]. Nanogel digunakan karena ukuran partikelnya yang kecil yang membuatnya lebih
stabil, jernih, transparan, dan efektif dalam pelepasan bahan aktif dan meningkatkan bioavaibilitas [10].
Kelebihan dari nanogel ini adalah kemampuan mereka untuk berinteraksi dengan stimulus lingkungan
seperti pH dan suhu, yang memungkinkan pelepasan obat di lokasi yang ditargetkan [11].

Nanogel merupakan sistem penghantaran obat generasi baru yang menggabungkan keunggulan
nanopartikel dan hidrogel. Dibandingkan gel konvensional, nanogel menawarkan penetrasi obat yang lebih
baik, kapasitas muatan obat lebih tinggi, pelepasan obat terkontrol, kemampuan penghantaran terarah, serta
efek samping yang lebih rendah. Oleh karena itu, nanogel menjadi salah satu platform paling menjanjikan
dalam bidang farmasi, penghantaran obat topikal, vaksin, dan terapi gen [12]. Asam salisilat merupakan agen
antiacne yang efektif, namun penggunaannya dalam bentuk gel konvensional sering menimbulkan iritasi
kulit dan memiliki keterbatasan penetrasi. Pengembangan nanogel asam salisilat telah mulai diteliti dalam
beberapa tahun terakhir, tetapi penelitian yang tersedia masih terbatas pada karakterisasi fisik, aktivitas
antibakteri, dan uji iritasi. Belum banyak penelitian yang membandingkan secara langsung nanogel asam
salisilat dengan gel konvensional dalam hal karakteristik fisik, pelepasan obat, penetrasi kulit, serta efektivitas
antiacne. Oleh karena itu, penelitian mengenai formulasi dan evaluasi nanogel asam salisilat perlu dilakukan
untuk memperoleh bukti ilmiah mengenai keunggulannya dibandingkan sediaan gel konvensional [5].

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kemampuan pelepasan asam salisilat dari sediaan nanogel
secara in vitro dengan menggunakan metode sel difusi franz. Selain itu, uji pelepasan dilakukan untuk
mengetahui sejauh mana asam salisilat mampu menembus membran kulit dari sediaan nanogel yang telah
diformulasikan, sehingga dapat memberikan gambaran mengenai potensi efektivitas dan keamanan sediaan
tersebut sebagai sistem penghantaran obat secara topikal.
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Metode Penelitian

Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan pada penelitian ini adalah beaker glass (Pyrex), gelas ukur (Iwaki), labu ukur
(Pyrex), pipet volume (Pyrex), bola pipet, lumpang dan alu, hot plate, kaca arloji, batang pengaduk, timbangan
analitik, magnetic strirrer, pH meter, alat sentrifugator, Spektrofotometri UV, tisu lensa, vial, Membran
polyyethersulfon 25 mm (diameter 4,91 cm? luas) sel difusi franz, dan homogenizer. Bahan yang digunakan
dalam penelitian ini adalah serbuk asam salisilat, karbopol, nipasol (propilpraben), nipagin (metilparaben),
Trietanolamin (TEA), propilen glikol, etanol, aquadest, KH2POs, dan NaOH.

Sampel Penelitian

Asam salisilat 1% dalam sediaan nanogel. Yang dimanfaatkan untuk melihat presentasi kadar asam
salisilat dalam sediaan nanogel, presentasi asam salisilat yang terjerap dalam sediaan nanogel dan laju
pelepasan asam salisilat yang terjerap dalam sediaan nanogel.

Pengukuran Sediaan Nanogel Asam Salisilat
Pengujian ukuran partikel diambil sediaan nanogel asam salisilat menggunakan sudip lalu dimasukkan
kedalam alat kemudian di scanning dan didapatkan hasil ukuran partikel.

Penetapan Kadar Nanogel Asam Salisilat

Sebelum mengukur penetapan kadar nanogel asam salisilat terlebih dahulu melakukan penentuan
panjang gelombang asam salisilat dan pembuatan kurva kalibrasi asam salisilat. Setelah itu baru dilakukan
pengukuran kadar nanogel asam salisilat. Timbang sampel seediaan asam salisilat 1000 mg, dimasukkan ke
gelas ukur lalu di encerkan dengan etanol 96% kemudian dimasukkan ke labu 100 ml dicukupkan dengan
etanol 96% ad tanda batas. Dipipet 5 ml dimasukkan kedalam labu 50 ml diencerkan dengan etanol 96%
sampai tanda batas. Kemudian diukur serapannya dengan panjang gelombang 297 nm. Hasil serapan
dihitung menggunakan persamaan regresi linier pada kurva standar kalibrasi.

Uji Pelepasan Sediaan Nanogel Asam Salisilat dengan Metode Sel Difusi Franz

Uji pelepasan dilakukan untuk mengetahui adanya pengaruh sistem nanogel terhadap kadar pelepasan
asam salisilat. Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan alat sel difusi franz yang terbagi atas
kompartemen donor dan komppartemen reseptor. Sebelum itu dilakukan terlebih dahulu pembuatan larutan
dapar fosfat 7,4 lalu dilakukan penentuan panjang gelombang maksimum dan pembuatan kurva kalibrasi.
Komponen donor berisi sistem nanogel asam salisilat dan kompartemen reseptor berisi 20 mL dapar fosfar
pH 7,4 pada suhu 37+0,5°C dengan pengadukan menggunakan magnetic stirrer dengan kecepatan 100 rpm.
Setelah itu membran kulit diletakkan diantara kompartemen donor dan kompartemen reseptor dengan sisi
dermal berhubungan langsung dengan medium reseptor. Sampel ditimbang sebanyak + 1 g kemudian
diaplikasikan pada permukaan membran. 1 mL sampel diambil dari kompartemen reseptor menggunakan
spuit dengan interval waktu yang ditentukan yaitu selama 8 jam (15, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480
menit). Larutan dapar posfat pH 7,4 segera diiisi Kembali untuk menggantikan volume yang hilang dengan
volume dan suhu yang sama. Sampel diukur serapannya pada panjang gelombang maksimum asam salisilat
dengan spektrofotometer UV.

Jumlah kumulatif asam salisilat yang terlepas per luas area difusi (ug/cm?) dapat dihitung dengan
rumus wuster [13]. Adapun rumus Wuster adalah sebagai berikut:

CnV + 2L CL S

B A
Keterangan:
Q =Jumlah kumulatif asam salisilat per luas area difusi (ug/cm?)
Cn = Konsentrasi asam salisilat (ug/mL) pada sampling menit ke-n
V = Volume sel difusi franz (mL)
X2 Ci=Jumlah konsentrasi (ug/mL) pada sampling pertama (menit ke-15) hingga sebelum menit ke-n
S = Volume sampling
A = Luas area membran (cm?)

Kemudian dilakukan perhitungan fluks (kecepatan pelepasan tiap satuan waktu) berdasarkan hukum
Fick I:
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J sxt

Keterangan:

J = Fluck atau kecepatan pelepasan asam salisilat
M =Jumlah asam salisilat yang terlepas (ug)

S = Luas Membran (cm?)

T = Waktu (jam)

Uji Efisiensi Penjerapan

Ditimbang sediaan 1gram nanogel asam salisilat ditambahkan dafar fosfat pH 7,4 + 0,05 hingga volume
10 mL. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi pada 2500 rpm selama 45 menit. Asam salisilat yang tidak terjebak
dalam sistem nanogel akan terdispersi dalam dapar fosfat pH 7,4 + 0,05 sebagai supernatan. Kadar asam
salisilat yang terjebak selanjutnya dianalisis dengan spektrofotometri UV. Blanko yang digunakan ialah
sistem nanogel tanpa penambahan asam salisilat dan dipreparasi sesuai sampel uji. Efisiensi penjerapan
dihitung menggunakan rumus sebagai berikut [2] :

t—0s
EE=ux100%
Qt

Keterangan:

EE: Presentase efisiensi penjerapan asam salisilat dalam sistem

Qt: Jumlah asam salisilat yang ditambahkan pada sistem nanoegel
Qs: Jumlah asam salisilat yang tidak terjerap dalam sistem nanogel

Analisa Data
Hasil data penelitian ini menggunakan motede deskriptif statistik digunakan untuk menguiji hasil uji
secara statistik melalui perangkat lunak SPSS versi 25.

Hasil dan Pembahasan

Hasil formulasi nanogel asam salisilat menunjukkan bahwa sediaan berhasil dibuat dengan
karakteristik fisik yang homogen dan stabil. Secara visual, nanogel yang dibuat tampak berwarna bening,
homogen, tidak menggumpal, dan memiliki konsistensi yang sesuai untuk aplikasi topikal. Proses pembuatan
melibatkan fase dispersing, penambahan basis gel, serta pemberian energi melalui homogenizer dan sonikasi
untuk menghasilkan ukuran partikel yang sangat kecil.

Tabel 1. Hasil Pengukuran Sediaan Nanogel Asam Salisilat

Sampel Sediaan Nanogel Asam Salisilat Ukuran (nm) Syarat
Ukuran (rata-rata) 46,8 nm 1-100 nm [14]

Data ukuran partikel ini tidak hanya memberikan bukti bahwa sediaan nanogel asam salisilat telah
berhasil diformulasikan dalam skala nano, tetapi juga mendukung asumsi bahwa nanogel dapat
meningkatkan penghantaran asam salisilat ke dalam jaringan kulit secara lebih efektif. Dari hasil uji
pengukuran panjang gelombang maka ditetapkan panjang gelombang pada 297 nm untuk penetapan kadar
asam salisilat. Pengukuran kurva dilaksanakan dengan tujuan untuk memahami keterkaitan antara
konsentrasi larutan dan nilai serapannya, sehingga memungkinkan penentuan konsentrasi sampel. Kadar
asam salisilat yang diperoleh dalam sediaan nanogel menghasilkan kadar rata-rata sebesar 1,08491 + 0,0017
yang mana hasil tersebut memenuhi syarat kadar asam salisilat <2% berdasarkan peraturan badan
pengawasan obat dan makanan republik indonesia (BPOM RI).

Uji penetrasi in vitro terhadap sediaan nanogel asam salisilat telah dilakukan menggunakan sel difusi
franz dengan dapar fosfat pH 7,4 + 0,05 sebagai medium reseptor. Metode ini merupakan salah satu metode
standar yang banyak digunakan untuk mengevaluasi penetrasi topikal dan transdermal suatu sediaan obat
karena dapat mensimulasikan kondisi penetrasi obat melalui lapisan kulit secara in vivo atau in vitro [15].

Berikut dapat dilihat hasil pada gambar grafik jumlah kumulatif pelepasan asam salisilat pada gambar
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Gambar 1. Grafik Jumlah Kumulatif Pelepasan Asam Salisilat

Hasil ini juga mengindikasikan bahwa formulasi nanogel asam salisilat mampu menembus membran
dan menghasilkan profil penetrasi yang meningkat secara progresif, yang secara farmakologis dapat diartikan
bahwa nanogel memiliki potensi sebagai sistem penghantaran obat topikal yang efektif untuk mengantarkan
asam salisilat lebih dalam ke lapisan kulit dibandingkan sediaan gel konvensional.

Hasil pengukuran jumlah kumulatif asam salisilat yang menembus membran kulit menunjukkan
bahwa jumlah penetrasi meningkat seiring dengan waktu pengambilan sampel dari menit ke-15 hingga menit
ke-480. Nilai rata-rata Q (pg/cm?) tiap waktu menunjukkan tren kenaikan yang konsisten pada semua
pengulangan percobaan (pl, p2, p3) dengan simpangan baku yang relatif kecil. Hal ini menunjukkan bahwa
data yang diperoleh bersifat presisi dan reproducible antar replikasi percobaan, karena variasi antar data sangat
kecil. Misalnya pada 15 menit diperoleh rata-rata Q sebesar 17,93 + 0,084pg/cm?, dan terus meningkat hingga
86,42 + 0,086g/cm? pada 480 menit.

Hasil uji penetrasi in vitro menunjukkan bahwa jumlah kumulatif asam salisilat yang terlepas melalui
membran uji meningkat seiring bertambahnya waktu pengambilan sampel. Berdasarkan rata-rata nilai
kumulatif (Q) dan nilai fluks (J), terlihat pola pelepasan yang khas dari difusi pasif, di mana laju akumulasi
zat aktif yang terlepas relatif cepat di fase awal dan cenderung melambat pada fase lanjutan. Berikut dapat
dilihat hasil pada gambar grafik jumlah kumulatif pelepasan asam salisilat pada gambar 2 :

50

N W s
o o O

Nilai Fluks (mcg/cm2.jam

—_
o O

Waktu (Jam)

Gambar 2. Grafik Fluks Pelepasan Asam Salisilat
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Pada waktu 0,25 jam, jumlah kumulatif asam salisilat yang terlepas tercatat sebesar 17,93 + 0,084 pg/cm?
dengan nilai fluks sebesar 71,73 + 0,337 pg/cm?jam. Nilai fluks yang tinggi pada fase awal ini menunjukkan
terjadinya perpindahan zat aktif yang cepat dari fase donor ke fase reseptor. Fenomena tersebut dipengaruhi
oleh tingginya gradien konsentrasi pada awal pengujian, sehingga mendorong laju difusi yang besar. Kondisi
ini sesuai dengan prinsip difusi menurut Hukum Fick I, yang menyatakan bahwa laju perpindahan zat
berbanding lurus dengan gradien konsentrasi antara dua fase [16].

Seiring dengan bertambahnya waktu pengujian, nilai kumulatif asam salisilat terus meningkat, namun
laju fluks menunjukkan kecenderungan menurun. Pada waktu 1 jam, jumlah kumulatif meningkat menjadi
51,69 + 0,142 pg/cm? sementara fluks menurun menjadi 51,69 + 0,142 pg/cm?jam. Penurunan fluks ini
berlanjut hingga waktu 4 jam, di mana jumlah kumulatif mencapai 84,61 + 0,149 pg/cm? dengan nilai fluks
21,15 + 0,037 pg/cm?jam. Penurunan laju fluks tersebut mencerminkan berkurangnya gradien konsentrasi
antara fase donor dan fase reseptor akibat akumulasi zat aktif di fase reseptor, sehingga laju difusi menjadi
lebih lambat[17].

Pada fase akhir pengujian, yaitu antara 5 hingga 8 jam, peningkatan jumlah kumulatif asam salisilat
berlangsung sangat lambat dan cenderung mendekati kondisi stabil. Pada waktu 8 jam, jumlah kumulatif
tercatat sebesar 86,42 + 0,086 pg/cm? dengan nilai fluks yang menurun hingga 10,80 = 0,010 pg/cm?jam.
Kondisi ini menunjukkan bahwa sistem pelepasan telah mendekati keadaan kesetimbangan, di mana
perbedaan gradien konsentrasi semakin kecil sehingga laju pelepasan zat aktif menjadi minimal. Pola ini
merupakan karakteristik umum pelepasan obat topikal berbasis sistem matriks, termasuk nanogel, yang
memberikan pelepasan obat secara bertahap dan berkelanjutan [18].

Secara keseluruhan, pola kumulatif Q dan fluks J yang dihasilkan menunjukkan bahwa nanogel asam
salisilat yang diformulasikan dalam penelitian ini memiliki kemampuan penetrasi yang baik secara in vitro.
Nilai kumulatif yang stabil pada fase akhir waktu uji serta variasi yang kecil antar pengulangan memperkuat
validitas hasil uji dan menunjukkan bahwa sistem nanogel ini dapat berfungsi sebagai pembawa obat topikal
yang efektif. Uji efisiensi penjerapan dilakukan untuk mengetahui seberapa besar jumlah asam salisilat yang
berhasil terjerap dalam sistem nanogel dan tidak larut bebas dalam medium setelah proses sentrifugasi.
Efisiensi penjerapan merupakan parameter penting dalam formulasi nanopartikel/nanogel karena
mencerminkan kemampuan sistem penghantaran obat untuk memuat dan mempertahankan zat aktif di
dalam matriksnya, yang akan berpengaruh pada stabilitas serta efektivitas penghantaran obat [19].

Pada penelitian ini, sebanyak 6 pengulangan dilakukan untuk menentukan jumlah asam salisilat yang
tidak terjerap (Qs) berdasarkan nilai absorbansi supernatan setelah proses sentrifugasi. Nilai absorbansi yang
diperoleh kemudian dikonversi menjadi konsentrasi menggunakan persamaan regresi kurva kalibrasi asam
salisilat (y = 0,0279x — 0,0025). Selanjutnya, nilai konsentrasi Qs dikalikan dengan faktor pengenceran untuk
mendapatkan konsentrasi total asam salisilat yang tidak terjerap dalam supernatan. Berikut hasil uji efiseinsi
penjerapan dapat dilihat pada tabel 2 :

Tabel 2. Hasil Uji Efisiensi Penjerapan Nanogel Asam Salisilat

Pengulangan Absorbansi Konsentrasi Qs (ppm) %EE
P1 1,999 717,74 92,82%
P2 1,989 713,80 92,86%
P3 1,989 713,80 92,86%
P4 1,977 709,50 92,91%
P5 1,963 704,48 92,96%
P6 1,976 709,14 92,91%
Rata-ratatSD 92,88%+0,050

Hasil perhitungan menunjukkan bahwa nilai absorbansi supernatan berada pada kisaran 1,963-1,999,
yang setelah dikonversi menggunakan persamaan regresi linear menghasilkan nilai konsentrasi asam salisilat
tidak terjerap (Qs) sebesar 704,48-717,74 ppm. Berdasarkan nilai Qs tersebut, diperoleh persentase efisiensi
penjerapan (%EE) yang berkisar antara 92,82% hingga 92,96% pada masing-masing pengulangan. Nilai
efisiensi penjerapan rata-rata dari enam pengulangan adalah 92,88%, menunjukkan bahwa sebagian besar
asam salisilat berhasil terjerap dalam sistem nanogel. Efisiensi penjerapan yang tinggi dan konsisten ini
menunjukkan bahwa sistem nanogel asam salisilat memiliki kemampuan yang baik dalam menahan zat aktif
di dalam matriksnya, sehingga hanya sebagian kecil asam salisilat yang berada dalam bentuk bebas di
supernatan. Hal ini sesuai dengan prinsip desain sistem penghantaran obat berbasis nanoteknologi, di mana
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ukuran partikel nano dan luas permukaan yang besar memungkinkan peningkatan muatan obat serta
meminimalkan kehilangan zat aktif selama proses formulasi [19]. Selain itu, penggunaan metode
spektrofotometri UV dalam pengujian efisiensi penjerapan terbukti efektif sebagai teknik yang sensitif, akurat,
dan ekonomis dalam menentukan kadar zat aktif yang tidak terjerap. Metode ini banyak digunakan dalam
penelitian nanopartikel dan nanogel karena kemampuannya dalam mengukur zat aktif secara langsung pada
supernatan setelah proses sentrifugasi, sehingga memberikan hasil kuantitatif yang reliabel [19].

Kesimpulan

Nanogel asam salisilat memiliki ukuran partikel rata-rata 46,8 nm dan efisiensi penjerapan sebesar
92,86% + 0,049%, yang menunjukkan keberhasilan pembentukan sistem nanogel dengan kemampuan
enkapsulasi yang tinggi. Uji pelepasan in vitro menunjukkan pelepasan asam salisilat yang terkontrol melalui
membran sintesis. Hasil ini menunjukkan potensi nanogel sebagai sistem penghantaran obat topikal yang
efektif. Namun, diperlukan pengujian in vivo lebih lanjut untuk mengonfirmasi kinerjanya dalam kondisi
biologis yang sebenarnya.
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