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Abstract
Several kinds of algae have high economical value because its nutrition and chemical composition can be used in every social
aspects. One of them is Brown algae, Sargassum crasifolium which contains photosynthesis pigment, that is chlorophyl a and
c. According to Goodwin (1974) and Fitton (2005) this algae is very rich of karotenoid, a kind of fukosantin. According to
Gross (1991), chloropyhl will be easy to have degradation if there is extremely environmental changing, for instances:
temperature, light intensity, and acid. This research is aimed to know the influence of acid on the aggregate and rough extract
spectrum system of Sargassum crasifolium in aseton and metanol by in vitro which has been formed after adding water.

Adding acid either asetat acid or hydrochloric acid forms Feofitin Tang indicated by the changing of rough extract spectrum
system of Sargassum crasifolium in Q,, Q, and Soret. Kinds of solvent and amount of acid do influence the extract
deaggregation process of Sargassum crasifolium. Hydrochloric acid and CH;COOH are able to deaggregate the extract of
Sargassum crasifolium in aseton and metanol which has been formed after adding water. If we compare them, HCL will be

more significant than CH;COOH to deaggregate.
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PENDAHULUAN

Penggalian potensi alam yang berbasis herbal
menjadi  suatu  alternative utama dalam  usaha
pengembangan ilmu pengetahuan dewasa ini. Berbagai
penelitian dilakukan dengan menggali sumber daya alam
yang belum termanfaatkan secara optimal. Berbagai
sampel yang berasal dari tumbuhan tingkat tinggi sampai
ke tingkat rendah dilakukan dengan harapan dapat
menemukan potensi yang sekiranya di dunia kesehatan
dapat memberikan banyak kontribusi. Sumber-sumber
potensi tersebut tidak hanya terbatas di daratan saja tetapi
sudah mulai meluas ke wilayah lautan. Indonesia
merupakan negara maritim yang dua pertiga wilayahnya
merupakan laut yang banyak menyimpan potensi yang
belum dimanfaatkan. Penelitian terhadap rumput laut yang
merupakan tanaman berhabitat asli Indonesia belum
banyak dilakukan.

Jenis rumput laut penghasil alginat antara lain
Laminaria (Norwegia, Perancis, Cina, Jepang, Korea),
Lessonia (Chile), Ascophyllum (Skotlandia, Irlandia),
Ecklonia (Jepang, Korea), Macrocystis (Australia,
Amerika Utara), Sargassum dan Turbinaria (Indonesia,
Filipina). Diantara jenis-jenis rumput laut tersebut yang
dijumpai tumbuh melimpah secara alami di perairan laut
Indonesia adalah Sargassum dan Turbinaria . Akan tetapi
dari kedua jenis tersebut yang sudah dimanfaatkan oleh
industri alginat di Indonsia hanya jenis Sargassum karena
lebih mudah didapat dan mengandung alginat lebih banyak
dibandingkan Turbinaria.

Pigmen dari alga coklat mengandung phloroglucinols
yaitu sebuah gugus kimia yang diturunkan dari unit
phloroglucinols (1,3,5-trihidrobenzene). Senyawa tersebut
dapat terkandung hingga lebih dari 15% berat kering algae,
dimana polifenol menjadi senyawa paling dominan di

dalamnya (Fitton, 2005). Polifenol algae, yang sering
disebut sebagai phlorotannin merupakan senyawa yang
memiliki gugus sangat heterogen (struktur dan
polimerisasinya heterogen) sehingga sifat ini memberikan
jangkauan kemampuan aktifitas biologis yang luas.
Tumbuhan banyak terdapat senyawa polifenol dan fenolik
bersifat antioksidan yang berperan sebagai perangkap
radikal bebas (Shahidi dan Wanasundara, 1992). Beberapa
penelitian menunjukkan adanya sifat antioksidan pada
karotenoid alga dan peran mereka dalam mencegah
berbagai penyakit yang berhubungan dengan tekanan
oksidatif (Okuzumi dkk., 1993 dan Yan dkk., 1999)

Potensi ekonomis dari Sargassum crasifolium adalah
kandungan kimianya yaitu alginat dan iodin. Alginat
banyak dibutuhkan oleh berbagai industri seperti farmasi
(5%), tekstil (50%), makanan dan minuman (30%), kertas
(6%), serta industri lainnya (9%) (Anggadiredja
dkk.,2006). Dalam proses pengolahan alginat, rumput laut
dalam hal ini adalah Sargassum crasifolium mengalami
proses perendaman dengan menggunakan pelarut asam
dengan tujuan untuk menghilangkan kotoran-kotoran yang
larut dalam asam dan juga untuk merubah garam-garam
alginat dalam rumput laut menjadi asam alginat (Istini
dkk., 2006). Seperti algae cokelat lainnya, Sargassum
crasifolium mengandung senyawa aktif biologis termasuk
antioksidan. Kenyataan ini disebabkan karena sayuran
hijau dan alga mengandung senyawa yang bersifat
antioksidan, sehingga dapat menghambat terjadinya proses
reaksi oksidasi radikal bebas penyebab penyakit (Haila,
1999; Chank dkk, 2002, Youngsson, 2005). Senyawa yang
terdapat dalam sayuran hijau dan alga yang diketahui
sebagai antioksidan, antara lain karoten dan klorofil
(Limantara, 2006; Haila, 1999; Burati dkk., 2001; Chang
dkk., 2002; Rao, 2003; Rahmat dkk., 2003; Shivashankara
dkk., 2004).
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Klorofil merupakan pigmen pemberi warna hijau
pada tumbuhan dan bakteri yang terdapat pada kloroplas
sel tanaman yang berperan penting pada proses
fotosintesis. Pigmen tersebut sangat berperan dalam proses
fotosintesis dengan mengubah energi cahaya menjadi
energi kimia. Proses fotosintesis berperan besar terhadap
ketersediaan kebutuhan gizi bagi makhluk hidup.
Sedangkan karotenoid adalah pigmen yang memberikan
warna kuning, oranye sampai merah pada tumbuhan,
bakteri, alga, hingga pada binatang dan manusia (Gross,
1991). Klorofil dan karotenoid sangat mudah mengalami
degradasi menjadi turunannya karena adanya faktor
internal seperti sifat kimia pigmen, aktivitas enzim dan
beberapa faktor eksternal seperti suhu, intensitas cahaya,
oksigen, air, asam dan kelembapan atau kombinasi faktor-
faktor tersebut (Rahayu dan Limantara, 2005).

Pada prinsipnya ekstrak kasar dari Sargassum
mengandung pigmen klorofil maupun karotenoid. Salah
satu karakteristik dari klorofil cenderung bersifat non
polar, sehingga tidak dapat larut dalam air. Kehadiran air
menyebabkan pigmen klorofil yang ada didalamnya
mudah mengalami aggregasi. Prinsip dasar agregasi pada
klorofil adalah sifat molekulnya yang dapat berfungsi
sebagai donor dan akseptor elektron dalam transfer energi
(Katz dkk, 1978). Secara in-vitro, agregat banyak
dipelajari sebagai bentuk konformasi klorofil dengan
pelarut yang digunakan (Cotton dan Van Duyne, 1979;
Koyama dkk., 1995). Selain itu karakteristik dari klorofil
juga mudah mengalami degradasi menjadi turunannya
apabila mengalami  perubahan lingkungan yang
ekstrim,misalnya suhu, intensitas cahaya serta asam
(Gross, 1991). Produk degradasi klorofil yang umum
terjadi adalah feofitin (Baxter dan Steinberg 1967, Shuman
dan Lorenzen, 1975). Feofitin merupakan klorofil yang
kehilangan inti logam Mg pada cincin makrosikliknya.
Faktor yang menyebabkan terbentuknya feofitin salah
satunya adalah kondisi lingkungan yang bersifat asam.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh asam
terhadap pola spektra ekstrak kasar dan agregat Sargassum
crasifolium secara in vitro dalam pelarut aseton dan
methanol.

METODE

Bahan. Sampel yang digunakan adalah Sargassum
crasifolium J.G.Agardh. Sampel didapatkan dari sampling
di laut wilayah Boalemo Provinsi Gorontalo. Bahan-bahan
kimia yang diperlukan adalah aseton, metanol, akuades,
dietil eter, CaCOj3, Na,SO, anhidrat.

Metode

Ekstraksi Pigmen (Britton dkk, 1982). Sampel dipotong
kecil-kecil, ditambahkan CaCO; sebagai agen penetral.
Sampel diekstraksi dengan pelarut aseton : metanol 3:7
(v/v) dengan perbandingan sampel : pelarut adalah 1:10
(w/v). Filtrat disaring kemudian dipartisi dengan dietil
eter. Lapisan epifase ditampung lalu ditambahkan Na,SO4
anhidrat untuk mengikat H,O kemudian disaring kembali.
Filtrat dipekatkan dengan rotary evaporator lalu
dikeringkan dengan gas N,.

Spektroskopi UV tampak (Jeffrey, 1997). Pigmen kering
dilarutkan dalam aseton 100 %, kemudian dianalisis pola

spektranya menggunakan spektrofotometer berkas rangkap
Varian Cary 50 pada panjang gelombang 350-900 nm.

Deagregasi. Membuat larutan induk dalam pelarut dengan
OD (Optical density) 0,97-1. Deagregasi  dilakukan
dengan menambahkan 100 pl, 200 ul, 300 ul, 400 ul, 500
ul, 600 pl, dan 700 ul HCl maupun asam asetat hingga
volume 3,5 ml. Pengamatan dilakukan dengan mengukur
pola spektrum pada panjang gelombang 350 — 900 nm.
Analisis Data. Data yang diperoleh dari penelitian ini
dianalisis menggunakan program Origin 6.1°

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengaruh Asam terhadap Ekstrak Kasar Sargassum
crasifolium. Pola spektra ekstrak kasar Sargassum
crasifolium dalam pelarut aseton maupun metanol terdiri
atas tiga pita utama yaitu pita B, Q,, dan Q, yang secara
berurutan mempunyai tingkat energi tertinggi hingga
rendah. Pita B merupakan pita Soret, sedangkan pita Q,
dan Q, merupakan transisi untuk eksitasi keadaan singlet
pertama (Sq — S;) dan kedua (Sqg — S,) secara berurutan
(Gouterman dan Wagniere, 1963). Pita B atau Soret
merupakan tumpang tindih serapan antara pita Q, dan pita
Q, (Hoff dan Amesz, 1991).

Pada saat ekstrak kasar S. crasifolium ditambahkan
asam, baik CH;COOH maupun HCI, pola spektra ekstrak
kasar S. crasifolium terjadi perubahan baik pada pita Soret,
Qy, maupun Q,. Kehadiran asam akan mempengaruhi
proses deagregasi ekstrak kasar menjadi senyawa
turunannya (Gambar 1). Berdasarkan Gambar 1 secara
umum digambarkan bahwa pola spektra absorbsi
cenderung terjadi penurunan absorbansi (hipokromik) dan
pergeseran spektra kearah hipsokromik baik pada pita Q,,
Qy dan Soret yang terjadi setelah penambahan volume
asam (Tabel 1). Limantara (2006) menyatakan bahwa
pergeseran  hipsokromik =~ menunjukkan  terjadinya
degradasi. Titrasi asam (asam asetat dan HCl) mempunyai
peranan dalam proses terjadinya degradasi klorofil
menjadi turunannya yaitu feofitin.Volume asam yang
diberikan dalam larutan menghasilkan pola spektra ekstrak
S. crasifolium yang berbeda-beda tergantung seberapa kuat
asam yang diberikan selama titrasi. Terbentuknya feofitin
sendiri selama penambahan asam menurut Jeffrey, dkk
(1997) bahwa feofitin mempunyai serapan pada wilayah
sekitar 410 nm, 506 nm dan 535 nm serta 665 nm, masing-
masing pada bagian Soret, daerah Q, dan Q, sedangkan
Gross (1991) mencirikan munculnya feofitin pada panjang
gelombang 504 nm dan 533 nm pada wilayah Q,.

Pita Soret mengalami perubahan yang sangat
signifikan  ketika ekstrak pigmen S. crasifolium
ditambahkan dengan HCI. Penambahan tersebut
menyebabkan pita  Soret ~mengalami  pergeseran
hipsokromik sebesar 8§ nm sampai 13 nm serta peningkatan
absorbansi. Penambahan asam kuat seperti HCI juga
memberikan perubahan serapan pada pita Q, baik pada
pelarut aseton maupun metanol. Pita Q, mengalami
perubahan yaitu pergeseran ke arah hipsokromik (kearah
panjang gelombang yang lebih pendek) sebesar 6 nm
sampai 12 nm.

Penambahan asam asetat pada ekstrak pigmen S.
crasifolium dalam aseton akan menyebabkan pergeseran
kearah yang lebih panjang (batokromik) pada pita Q, yaitu
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sebesar 3 nm dari keadaan awal serta penurunan
absorbansi. Penurunan spektra tersebut mengindikasikan
semakin menurunnya jumlah molekul klorofil (Neto dkk,
2003). Sedangkan pada pelarut metanol pita Q, mengalami
pergeseran hipsokromik sebesar 5 nm.

Pergeseran dan perbedaan intensitas dari pola spektra
yang terbentuk selama proses feofitinisasi ekstrak
S. crasifolium pada asam asetat ataupun HCIl dipengaruhi
oleh jenis gugus fungsional yang terkandung pada masing-
masing asam tersebut (Budiyanto dkk., 2007). William dan
Fleming (1989) menyatakan bahwa gugus —Cl merupakan
gugus yang bersifat auxokrom artinya bahwa gugus jenuh
yang dapat mengubah panjang gelombang dan intensitas
serapan maksimum apabila berikatan dengan kromofor,
meskipun pergeseran dan perubahan intensitas dari spektra
pada proses feofitinisasi juga dipengaruhi oleh pelarut
serta reaksi terbentuknya senyawa lain (feofitin).

Deagregasi Agregat Ekstrak Kasar Sargassum
crasifolium dalam Aseton dan Metanol oleh Asam.
Ekstrak kasar S. crasifolium yang mengandung klorofil
baik dalam pelarut aseton maupun metanol akan
mengalami agregasi ketika dititrasi dengan air. Proses
tersebut terjadi karena air bersifat sebagai donor elektron
sehingga dapat berikatan dengan pusat logam klorofil.
Proses agregasi akan menyebabkan pergeseran batokromik
pada pola spektra absorbsinya. Apabila Ekstrak S.
crasifolium yang telah mengalami agregasi kemudian
ditambahkan dengan asam kuat (HCI) maupun asam lemah
(asam asetat) maka akan terjadi perubahan pola spektra
seperti yang tersajikan pada Gambar 3 dan Gambar 4.
Berdasarkan pola spektranya bahwa penambahan asam
dan jenis pelarut mempunyai kontribusi yang besar
terhadap proses degradasi ektrak S. crasifolium.

Pada Gambar 3, penambahan HCIl dan Ch;COOH
pada agregat ekstrak kasar S. crasifolium memberikan
hasil yang secara kualitatif hampir sama yaitu terjadinya
pergeseran hipsokromik dan hipokromik. Hal tersebut
menandakan bahwa telah terjadi daegregasi pada ekstrak
S. crasifolium. Proses  deagregasi merupakan proses
berubahnya agregat menjadi bentuk monomer atau dimer
(Brody dan Nathanson, 1972). Limantara, dkk (2006)
menyatakan bahwa karakteristik rusaknya agregat pigmen
ditandai dengan terjadinya proses hipsokromik.

Berdasarkan Gambar 3 dan Tabel 1 dapat dinyatakan
bahwa penambahan asam kuat yaitu HCI menyebabkan
pita Q, mengalami pergeseran batokromik dan
hipsokromik. Pada agregat ekstrak S. crasifolium akhir
perlakuan (1500 ml sampel + 1500 ml air) dengan
penambahan asam baik asam asetat maupun HCI terjadi
degradasi yang sangat signifikan dibandingkan dengan

kondisi agregat awal (2750 ml sampel + 250 ml air)
terutama pada pelarut metanol. Hal ini didukung oleh
pernyataan Jeffrey, dkk (1997) bahwa kestabilan klorofil
didalam pelarut metanol lebih rendah daripada klorofil
yang dilarutkan dalam aseton. Pernyataan ini juga
didukung oleh Watanabe dan Kobayashi (1991) serta
Fiedor, dkk (2002) bahwa klorofil yang terlarut dalam
metanol mempunyai nilai potensial oksidasi yang lebih
rendah dibandingkan dengan larutan klorofil dalam aseton,
sehingga proses degradasi klorofil dalam pelarut metanol
menjadi lebih besar.

Pada agregat ekstrak S. crasifolium dengan
penambahan 1500 ml air terlihat jelas pita tambahan
mengalami hiperkromik (kenaikan absorbansi), hal ini
mengindikasikan bahwa pita tambahan tersebut merupakan
pita serapan dari air, karena absorbansinya akan naik
setiap penambahan air dan daerah munculnya pita tersebut
merupakan daerah serapan dari air.

Persentase penurunan absorbansi terbesar terjadi pada
Qy tersaji pada Tabel 2. Penurunan tersebut disebabkan
karena pita Q, yang sangat sensitif terhadap penambahan
air atau proses agregasi. Hal tersebut ditandai dengan
munculnya proses hipokromik dan batokromik yang
terlihat pada pita tersebut. Pita Q, sangat dipengaruhi oleh
pelarut, karena pita Q, sangat bergantung pada keadaan
koordinasi dari atom logam pusat (Eichwurzel,dkk., 2000).
Menurut Katz (1973), pelarut dapat mempengaruhi pusat
atom logam magnesium pada klorofil yang akan
membentuk koordinasi penta dan heksa pada pelarut
aseton dan metanol. Pelarut yang mempunyai nilai taft
parameter (B)<0,5 akan menghasilkan formasi penta
sedangkan pelarut dengan nilai ($)>0,5 akan membentuk
heksa koordinasi (Koyama dkk., 1995). Aseton
mempunyai taft parameter 0,48 sedangkan metanol
mempunyai nilai taft 0,62 sehingga kedua pelarut sudah
mewakili heksa dan penta koordinasi dengan klorofil.

Proses terjadinya agregasi pada klorofil dipengaruhi
adanya interaksi donor elektron dari periferal gugus
karbonil dan aseptor elektron pada atom pusat magnesium
antara molekul dengan pelarut. Interaksi ini dapat terjadi
secara langsung atau jika terdapat kehadiran ligan
multifungsional misalnya air (Katz, dkk., 1978, Gottstein,
dkk., 1993). Agregasi yang mungkin terjadi pada molekul
klorofil selama proses feofitinisasi disebabkan adanya
gugus karbonil pada C-13 (cincin V), adanya interaksi
antar fiti-fitil serta interaksi sistem — m antar tetrapirol
(Oba, dkk., 1996., Sasaki, dkk., 2004) dan interaksi ini
tidak dipengaruhi oleh kehadiran maupun hilangnya inti
logam magnesium (Gottstein, dkk., 1993)).
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Gambar 4. Pola spektra deagregasi 2750 ul + 250 pl air (atas) dan 1500ul + 1500 pl air (bawah) dengan penambahan asam asetat
(kiri) dan HCI (kanan) ekstrak kasar Sargassum crasifolium pada pelarut metanol

Tabel 1.

penambaha n 0-700 pl asam asetat dan HCIL.

Panjang gelombang (nm) Qy, Qx dan Soret deagregasi 3000 ul + 0 air dalam pelarut aseton dan metanol dengan

Penambahan asam Asam Asetat HC
(ml) Aseton Metanol Aseton Metanol
Qy Qx  Soret Qy Qx Soret Qy Qx Soret Qy Qx Soret

0 663 614 411 666 615 415 663 614 429 666 616 433
100 663 614 411 665 613 415 656 606 419 655 607 419
200 663 614 411 665 612 415 657 610 420 655 607 420
300 664 614 411 665 609 415 658 611 420 656 607 420
400 664 613 411 664 609 415 658 610 420 656 609 420
500 664 612 410 664 607 415 658 610 421 657 609 420
600 665 610 410 663 606 416 657 610 421 657 609 420
700 666 610 410 661 607 416 657 610 421 658 612 420
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Tabel 1.

dalam pelarut aseton dan metanol dengan penambahan 0-700 pul asam pada ekstrak kasar Sargassum crasifolium.

34

Panjang gelombang (nm) Qy, Qx dan Soret deagregasi 2750 ul + 250 pl air (atas) dan 1500ul + 1500 pl air (bawah)

P bah Aseton Metanol
enam (f‘nl?“ asam Asam Asetat HCI Asam Asetat HCl
Qy Qx Soret Qy Qx Soret Qy Qx Soret Qy Qx Soret

0 664 615 412 666 609 410 666 616 416 666 616 416
100 664 616 412 656 606 417 665 613 413 656 606 419
200 665 614 412 655 605 418 665 609 412 656 608 419
300 665 614 411 655 605 419 665 609 412 656 608 420
400 665 612 411 656 606 419 665 609 413 656 609 419
500 665 610 410 656 606 419 665 608 413 657 610 419
600 666 608 410 657 610 420 665 608 414 657 612 419
700 666 608 410 658 614 420 665 608 414 658 616 420

0 668 621 432 670 618 419 670 623 435 671 623 434
100 670 618 417 674 616 420 671 622 434 674 617 421
200 673 616 418 675 618 421 671 619 418 675 619 422
300 674 616 419 675 617 421 673 616 417 675 620 423
400 673 615 418 675 617 422 673 616 417 676 619 424
500 673 615 417 675 616 423 673 616 416 676 619 425
600 673 614 417 675 618 423 673 616 417 676 619 426
700 672 613 415 675 617 424 674 618 419 676 621 427

Tabel 2. Persentasi penurunan absorbansi Qy, Qx dan Soret deagregasi 2750 ul + 250 pl air (atas) dan 1500ul + 1500 pl air
(bawah) dalam pelarut aseton dan metanol dengan penambahan 0-700 pl asam pada ekstrak kasar Sargassum
crasifolium.

P bah Aseton Metanol
enam (;Sn asam Asam Asetat HCI Asam Asetat HCI
Qy Qx  Soret Qy Qx Soret Qy Qx Soret Qy Qx Soret
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 536 4,66 4,17 1,81  -47,57 -31,71 1432 16,92 -4,1 12,1  -18,68  -98,52
200 1093 9,87 7,51 -591 -5382 43,15 31,13 32,82 -1097 447 4396 -8441
300 17,35 16,78 7,77 -425 -5498 -39,8 38,28 3847 -1141 856 -42,58  -72,36
400 26,28 26,53 6,06 -096 -54,65 -3392 41,67 41,04 9,3 11,04 -42,81 -64,85
500 30,83 32,75 7,03 1,59  -53,85 -28,18 4473 43,22 7,12 1396 -4247 -5593
600 3536 35778 2,65 389  -54,07 222 4687 4515 -523 1581 43,02 -49,65
700 432 4345 1,08 6,85  -54,38 -14 49,12 46,96  -3,72 1828 -43,02 -4198
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 11,87 -122 -7,04 12,34 -2627 0,18 5,12 5,39 5,99 6,8 -5441 -9,06
200 3229 1036 497 599 -5226 6,62 5,12 21,41 73 -8,49 -104,89 -146
300 3475 5,16 -0,15 74 -58,5 10,12 35779 36,46 9,67 983 -119,13 2.4
400 37,51 5,13 4,54 8,74  -65,73 13,8 41,15 4141 13,55 -421 -11526 8,02
500 40,15 596 8,27 1097 -6558 16,77 4423 43,77 1724 043 -110,88 11,86
600 41,19 497 9,51 14,18 -63,18 19,75 4542 41,77 1858 4,89 -108,24 15,02
700 4422 933 1221 1341 -67,33 2047 47,01 37,81 20,51 10,56 -98,62 18,97
KESIMPULAN UCAPAN TERIMA KASIH

Penambahan asam baik asam lemah maupun asam
kuat dalam hal ini adalah asam asetat dan HCI
menyebabkan terjadinya pembentukan feofitin tang
ditandai adanya perubahan pola spektra ekstrak kasar
Sargassum crasifolium pada bagian pita Q,, Q, dan Soret.
Jenis pelarut dan jumlah asam sangat mempengaruhi
proses deagregasi ekstrak S. crasifolium. HCl dan
CH;COOH mempunyai kemampuan untuk mendeagregasi
agregat ekstrak S.crasifolium dalam pelarut aseton maupun

metanol yang terbentuk setelah penambahan air.
Kemampuan dari deagregasi HCl lebih signifikan
dibandingkan CH;COOH.

Penelitian ini didukung oleh dana penelitian yang
diperoleh Edwin Mahendra dari Program Beasiswa
Unggulan Insan Indonesia Cerdas Departemen Pendidikan
Nasional (Depdiknas) dan Leenawaty Limantara
mengucapkan terima kasih atas dana penelitian Program
Insentif Dasar Kementerian Negara Riset dan Teknologi
No: 27/RD/Insentif/PPK/11/2008.
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