Effectiveness Test of Gel Preparations from Ethanol Extract of Gotu Kola Leaves (Centella asiatica L.) for Wound Healing in Mice (Mus musculus)
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Abstract	Comment by Author: Penulisan abstrak disesuaikan dengan template. Jangan menghilangkan bagian dari template.
Pegagan leaves (Centella asiatica L.) are reported to have potential as an anti-oxidant, anti-microbial agent, collagen synthesizing agent, and wound healing agent. Pegagan has components namely triterpenoids and essential oils. Triterpenoids can help wound healing, increase anti-oxidant levels, and increase blood supply to the wound area. The purpose of this study was to determine the difference in the level of wound healing between mice given a gel preparation from ethanol extract of gotu kola leaves, untreated mice and with povidone iodine. Assessment of wound healing was done by macroscopic observation by comparing wound healing between negative control, positive control, 5% formula, 10% for-mula, and 15% formula. The sig value on day 3 was 0.082, day 5 was 0.052, day 7 was 0.240 showing p>0.05 so it can be concluded that there was no significant difference in each group on days 3, 5 and 7. Whereas on day 11 the sig value was 0.011 and day 14 the sig value was 0.006 in the ANOVA test showing p<0.05 so it can be concluded that on days 11 and 14 each group had significant differences.
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						Abstrak	Comment by Author: Abstrak maksimal 150 kata
Daun pegagan (Centella asiatica L.) dilaporkan berpotensi sebagai antioksidan, agen anti mikroba, agen sintesis kolagen, dan berperean sebagai penyembuh luka. Pegagan memiliki komponen yaitu triterpenoid dan minyak esensial. Triterpenoid dapat membantu penyembuhan luka, meningkatkan kadar antioksidan, dan meningkatkan pasokan darah ke area luka. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui perbedaaan tingkat penyembuhan luka sayat antara mencit yang diberi sediaan gel dari ekstrak etanol daun pegagan, mencit yang tidak diberi perlakuan dan dengan povidone iodine. Penilaian kesembuhan luka dilakukan secara penga-matan makroskopis dengan membandingkan kesembuhan Luka antara kontrol negatif, kontrol positif, formula 5%, formula 10%, dan formula 15%. Metode ana-lisis data menggunakan uji One Way ANOVA pada hari ke-3,5,7,11 dan 14. Nilai sig di hari ke-3 yaitu 0,082, hari ke-5 yaitu 0,052, hari ke-7 yaitu 0,240 menunjukkan p>0,05 sehingga dapat disimpulkan bahwa tidak ada perbedaan signifikan pada setiap kelompok di hari ke-3,5 dan 7. Sedangkan pada hari ke-11 nilai sig yaitu 0,011 dan hari ke-14 nilai sig yaitu 0,006 pada uji ANOVA menunjukkan p<0,05 sehingga dapat disimpulkan bahwa pada hari ke 11 dan 14 setiap kelompok memiliki perbedaan yang signifikan.	Comment by Author: Silahkan ditambahkan kata “gap” atau “kebaruan” di abstrak, dan tambahkan pernyataan mengenai kebaruan dari penelitian ini
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PENDAHULUAN
Luka didefinisikan sebagai gangguan struktur anatomi fungsi bagian tubuh. Luka bisa disebabkan oleh trauma mekanik seperti trauma benda tajam maupun tumpul, perubahan suhu, zat kimia, ledakan, sengatan listrik, gigitan hewan. Penyembuhan luka (wound healing) adalah suatu bentuk proses untuk memperbaiki kerusakan yang terjadi pada struktur jaringan kulit. Penggabungan respon vaskuler, aktivitas seluler, dan terbentuknya senyawa kimia sebagai substansi mediator di daerah luka merupakan komponen yang saling terkait pada proses penyembuhan luka. Ketika terjadi luka, tubuh memiliki mekanisme untuk mengembalikan komponen-komponen yang rusak dengan membentuk struktur baru dan fungsional (Wintoko & Yadika, 2020). 
Beberapa tanaman obat yang berpengaruh terhadap penyembuhan luka salah satunya yaitu Centella asiatica L. yang dikenal secara lokal sebagai pegagan. Pegagan memiliki komponen yang bermanfaat bagi kesehatan. Diantara komponen tersebut adalah triterpenoid dan minyak esensial. Kandungan triterpenoidnya terdiri dari Asiatic acid, Madecassic acid, Asiaticoside dan Madecassosid (Sholihatul Amaliya et al., 2013). Bahan kimia yang disebut triterpenoid membantu penyembuhan luka, meningkatkan kadar antioksi-dan, dan meningkatkan pasokan darah ke area luka. Pada pasien dengan varises, suatu kondisi yang menyebabkan darah menggenang di kaki, pega-gan juga dapat membantu melancarkan aliran darah dan mengurangi pembengkakan (Wahjuni, 2012).   
Menurut penelitian lain yang dilakukan oleh Pratiwi Dyah Indriyani et al (2023) yang melakukan pembuatan sediaan gel dari ekstrak herba pegagan (Centella asiatica L.) sebagai obat luka sayat dengan menggunakan konsentrasi 5%, 10% dan 15% tapi belum diujikan pada hewan uji tetapi hanya dilakukan evaluasi sediaan gel dan menunjukan hasil uji yang memenuhi persyaratan gel yang baik. Oleh sebab itu penulis menjadikan penelitian tersebut sebagai acuan penulis dalam melakukan penelitian uji efektivitas gel ekstrak etanol daun pegagan (Centella asiatica L.) untuk aktivitas wound healing pada mencit (Mus musculus), dengan menggunakan konsentrasi yang sama yaitu 5%, 10% dan 15% dan diujikan pada mencit, menggunakan kontrol positif Betadine salep.

METODE 
Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Labortaorium Kimia Bahan Alam, Laboratorium Farmasetika, dan Laboratorium Animal House.

Alat dan Bahan
Alat untuk membuat ekstrak daun pegagan : timbangan analitik, gelas ukur, corong, kertas saring, batang pengaduk, labu Erlenmeyer, rotary evaporator, botol gelap. Alat untuk pembuatan gel : lumpang dan alu, cawan penguap, pH meter, jangka sorong. Alat untuk perlakuan pada mencit : kandang, tempat minum, timbangan untuk menimbang mencit, handscoon. Alat untuk pembuatan dan perawatan luka : pisau bedah, pinset, kassa, spuit, cotton bud, jangka sorong.
Bahan untuk membuat ekstrak etanol daun pegagan : Daun pegagan (Centella asiatica L.), Etanol 96%. Bahan untuk membuat sediaan gel : ekstrak etanol daun pegagan, Karbopol 940, Metil paraben, Propilenglikol, Trietanolamin (TEA), aquades.
Bahan untuk perlakuan pada mencit : Mencit jantan dengan berat 20-50 gram berumur 2-3 bulan sebanyak 35 ekor. Bahan untuk pembuatan dan perawatan luka : alkohol, eter, gel ekstrak etanol daun pegagan, betadine salep.

Jenis dan Rancangan Penelitian
Jenis penelitian yang digunakan dalam penelitian ini adalah penelitian eksperimental dikarenakan peneliti dapat mengontrol variabel bebas baik sebelum maupun selama penelitian, juga dapat mengontrol kondisi kelompok eksperimen dan kelompok kontrol (Akbar et al., 2023).  
Hewan uji dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan yaitu
1. Kelompok 1 : kontrol negatif (tanpa perlakuan)
2. Kelompok 2 : kontrol positif (Betadine salep)
3. Kelompok 3 : sediaan gel ekstrak daun pegagan konsentrasi 5%
4. Kelompok 4 : sediaan gel ekstrak daun pegagan konsentrasi 10%
5. Kelompok 5 : sediaan gel ekstrak daun pegagan konsentrasi 15%

Prosedur Penelitian
1. Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Pegagan
Proses ekstraksi yang digunakan adalah cara maserasi. Simplisia yang telah dihaluskan sebanyak 500 gram dimasukkan kedalam botol kaca gelap. Simplisia daun pegagan direndam dengan pelarut etanol 96% sebanyak 1,5 liter. Proses awal maserasi dengan mencampurkan simplisa daun pegagan dengan pelarut hingga terendam di dalam botol, ditutup dan didiamkan selama 3x24 jam sambil diaduk 1 kali sehari. Selanjutnya lakukan remaserasi selama 3x24 jam dan terlindung dari cahaya. Hasil maserasi yang diperoleh dikumpulkan kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 40°C kurang lebih 1 jam sehingga didapatkan ekstrak kental etanol daun pegagan.  Rendemen hasil ekstraksi dinyatakan dengan persen (%) b/b dengan rumus sebagai berikut:
     

2. Formulasi gel ekstrak daun pegagan
Pada penelitian ini akan dibuat sediaan gel dengan variasi konsentrasi ekstrak yaitu 5%, 10%, dan 15% untuk 2 kali pemakaian dalam sehari selama 14 hari pengamatan. Perhitungan dosis untuk setiap konsentrasi adalah sebagai berikut:

Formulasi gel ekstrak daun pegagan konsentrasi 5%
R/     	Ekstrak 	5 gr
	Karbopol 940 2 gr
	Metil Paraben 0,2 gr
	Propilnglikol 	10 gr
	Aquades ad 	100 ml	

Formulasi gel ekstrak daun pegagan konsentrasi 10%
R/     	Ekstrak 	10 gr
	Karbopol 940 2 gr
	Metil Paraben 0,2 gr
	Propilnglikol 	10 gr
	Aquades ad 	100 ml	

Formulasi gel ekstrak daun pegagan konsentrasi 15%
R/     	Ekstrak 	10 gr
	Karbopol 940 2 gr
	Metil Paraben 0,2 gr
	Propilnglikol 	10 gr
	Aquades ad 	100 ml	

3. Pembuatan Gel Ekstrak Daun Pegagan
Karbopol 940 disdispersikan ke dalam 30 ml air pada suhu 70°C hingga mengembang, kemudian diaduk hingga terbentuk gel. Tambahkan TEA sedikit demi sedikit sambil terus diaduk, kemudian metil paraben dilarutkan di dalam propilenglikol hingga tercampur dan masukkan ke dalam basis gel sedikit demi sedikit sambil terus diaduk, lalu tambahkan ekstrak etanol daun pegagan sesuai konsentrasi variabel dan diaduk hingga homogen. Kemudian tambahkan aquadest hingga sediaan gel mencapai 100 gram sambil diaduk hingga homogen.

4. Uji Evaluasi Sediaan Gel
Uji evaluasi sediaan gel dilakukan sebelum dan setelah penyimpanan. Parameter pengujian yang dilakukan yakni uji organoleptis, uji homogenitas, uji pH, uji daya sebar, dan uji akseptabilitas

5. Perlakuan Hewan Uji
Luka sayat pada mencit akan dibuat di punggung mencit. Sebelum dilakukan penyayatan mencit terlebih dahulu di anestesi menggunakan alkohol. Tandai bagian punggung yang akan dibuat luka, cukur bulu mencit serta olesi dengan alkohol 70%. Buat luka sayat dengan panjang 1 cm dengan kedalaman 0,1 mm menggunakan pisau bedah (scalpel) (Christica Illsana Surbakti et al., 2020). Pengujian ini dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan.

Analisa data
Pengolahan dan analisis data dengan menggunakan uji One Way ANOVA. Jika data tidak homogen dan tidak normal maka diuji non parametik uji Kruskal Wallis dan uji Mann Whitney (Astuti & Hervidea,. 2022).

HASIL DAN PEMBAHASAN	Comment by Author: Pada pembahasan tambahkan penjelasan mengenai kebaruan dari penelitian ini
Hasil Ekstraksi Daun Pegagan (Centella asiatica L.)
Pada penelitian ini simplisia yang digunakan adalah sebanyak 500 gram. Simplisia di maserasi selama 3 hari dengan 2 kali pengulangan menggunakan pelarut etanol 96% sampai dengan simplisia terendam oleh pelarut, selanjutnya diuapkan menggunakan rotary evaporator  dengan suhu 40-45C. Ekstrak kental yang diperoleh pada penelitian ini adalah sebanyak 99,32 g. Sehingga diperoleh rendemen ekstrak daun pegagan yaitu 19,86%.

Hasil Uji Organoleptis
Uji organoleptis dilakukan secara visual dan dilihat secara langsung bau, bentuk dan warnanya. Hasil pengamatan dapat dilihat pada tabel 1.


Tabel 1. Hasil Uji Organoleptis
	Formula
	Warna
	Bau
	Bentuk

	F1
	Hijau
	Bau khas ekstrak
	Semi padat

	F2
	Hijau tua
	Bau khas ekstrak
	Semi padat

	F3
	Hijau pekat
	Bau khas ekstrak
	Semi padat



Hasil Uji Homogenitas
Uji homogenitas dilakukan untuk melihat ada atau tidaknya partikel kasar yang terdapat dalam sediaan gel dengan tujuan apakah sediaan telah tercampur homogen, uji homogenitas dilakukan pengulangan sebanyak tiga kali. Hasil uji homogenitas dapat dilihat pada tabel 2.
Tabel 2.  Hasil Uji Homogenitas
	Formula
	Pengulangan 1
	Pengulangan 2
	Pengulangan 3

	F1
	+
	+
	+

	F2
	+
	+
	+

	F3
	+
	+
	+



Hasil Uji pH
Uji pH dilakukan menggunakan pH meter untuk menyesuaikan pH sediaan dengan pH kulit yaitu dalam interval 4,5-6,5 agar tidak terjadi iritasi pada kulit. Hasil uji ph dapat dilihat pada tabel 3.
Tabel 3. Hasil Uji pH
	Formula
	Pengulangan 1
	Pengulangan 2
	Pengulangan 3
	Rata-rata ±SD

	F1
	4,94
	4,99
	4,91
	4,94

	F2
	4,36
	4,33
	4,20
	4,29

	F3
	4,15
	4,33
	4,39
	4,29



Hasil Uji Daya Sebar
Uji daya sebar dilakukan untuk mengetahui diameter dari sediaan gel apakah sudah sesuai dengan persyaratan atau tidak, diameter sediaan gel yang baik adalah antara 5-7 cm, dilakukan tiga kali pengulangan. Hasil dari uji daya sebar dpat dilihat pada tabel 4.
Tabel 4. Hasil Uji Daya Sebar
	Formula
	Pengulangan 1
	Pengulangan 2
	Pengulangan 3
	Rata-rata±SD

	F1
	5,4
	5,6
	5,4
	5,4

	F2
	5,1
	5,1
	5,2
	5,1

	F3
	6,3
	5,5
	5,6
	5,3



Hasil Uji Akseptabilitas
Uji akseptabilitas dilakukan untuk mengetahui seberapa suka konsumen terhadap produk dan menilainya secara organoleptik, dengan meminta 10 orang sukarelawan untuk mengisi form yang telah di sediakan. Hasil dari uji akseptabilitas dapat dilihat pada tabel 5.
Tabel 5. Hasil Uji Akseptabilitas
	
Formula
	
Indikator
	Panelis

	
	
	SS
	S
	KS
	TS

	F1	Comment by Author: Pengisian dan penulisan tabel silahkan disesuaikan dengan template
	Warna
Bau
Bentuk
Konsistensi
	10%
-
10%
20%
	60%
20%
90%
80%
	30%
70%
-
-
	-
10%
-
-

	F2
	Warna
Bau
Bentuk
Konsistensi
	10%
-
10%
20%
	60%
20%
80%
80%
	30%
70%
10%
-
	-
10%
-
-

	F3
	Warna
Bau
Bentuk
Konsistensi
	10%
-
10%
20%
	60%
30%
80%
80%
	30%
60%
10%
-
	-
10%
-
-



Keterangan : SS= Sangat suka	Comment by Author: Keterangan dibuat di bawah tabel
	          S= Suka
	          KS= Kurang suka
	          TS= Tidak suka
Hasil Pengukuran Panjang Luka Sayat pada Mencit
Hasil pengamatan luka dilakukan dari hari ke pertama setelah pembuatan luka sampai hari ke 14. Penilaian proses penyembuhan luka dilakukan dengan pengamatan makroskopis dengan menggunakan jangka sorong digital. Hasil perubahan luka dapat dilihat pada tabel berikut.	Comment by Author: Berikan no dan nama tabel 
	
	
	
	Panjang Luka (mm)
	
	
	

	Hari
	Mencit
	Kontrol (-)
	Kontrol  (+)
	F1
	F2
	F3

	1
	1
2
3
4
5
	10
10
10
10
10
	10
10
10
10
10
	10
10
10
10
10
	10
10
10
10
10
	10
10
10
10
10

	3
	1
2
3
4
5
	9,6
9,9
8,1
9,5
10,0
	9,8
8,0
9,2
8,7
8,8
	9,1
7,0
7,4
9,3
7,9
	9,5
10,0
7,8
9,8
9,2
	5,6
9,0
8,5
8,7
8,0

	5
	1
2
3
4
5
	9,1
8,6
6,8
8,1
9,9
	9,2
7,4
9,1
7,4
8,0
	8,1
5,5
6,1
7,1
6,3
	8,1
8,8
6,2
9,4
8,2
	4,7
7,5
6,6
7,1
7,4

	7
	1
2
3
4
5
	6,6
7,3
5,7
6,5
8,8
	8,8
6,3
7,3
6,5
4,7
	7,5
3,3
5,6
6,2
5,2
	7,5
8,3
5,8
8,3
5,4
	3,5
5,8
5,4
5,6
6,8

	11
	1
2
3
4
5
	5,3
5,5
4,2
4,0
6,3
	3,5
2,9
6,9
1,8
2,3
	2,9
2,1
4,2
5,5
4,0
	0
2,9
0
5,3
1,9
	2,8
0
0
0
1,5

	14
	1
2
3
4
5
	3,5
2,9
2,3
4,0
4,2
	1,1
0
0
0
0
	0
0
0
4,2
0
	0
2,7
0
5,1
0
	1,2
0
0
0
0









Hasil Analisa Data
	ANOVA	Comment by Author: Sebaiknya tabel analisis data tidak dibuat seperti ini. Tampilkan tabel hasil yang sudah dilakukan analisis statistik nya

	Luka Sayat  

	
	Sum of Squares
	df
	Mean Square
	F
	Sig.

	Between Groups
	34,410
	4
	8,603
	4,319
	,011

	Within Groups
	39,832
	20
	1,992
	
	

	Total
	74,242
	24
	
	
	



	Luka_Sayat

	Tukey HSDa  

	Formula
	N
	Subset for alpha = 0.05

	
	
	1
	2

	formula 3
	5
	,220
	

	kontrol positif
	5
	,240
	

	formula 1
	5
	,840
	,840

	formula 2
	5
	1,560
	1,560

	kontrol negatif
	5
	
	3,380

	Sig.
	
	,573
	,067



Penelitian ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui efektivitas sediaan gel ekstrak etanol daun pegagan (Centella asiatica L.) terhadap proses penyembuhan luka sayat pada mencit.
Hasil rendemen ekstrak etanol daun pegagan yaitu 19,86% yang dapat dilihat padda tabel 2. Hasil dari rendemen ini memenuhi persyaratan Farmakope Herbal Indonesia, yaitu rendemen tidak kurang dari 7,2% (Djoko et al., 2020). Setelah itu ekstrak dibuat dalam bentuk sediaan gel. Sediaan gel yang telah dibuat harus melewati beberapa uji evaluasi diantaranya meliputi uji organoleptis, uji homogenitas, uji pH, uji daya sebar, dan uji akseptabilitas.
Sediaan gel yang telah di evaluasi selanjutnya diujikan pada hewan uji mencit yang berada di Laboratorium Animal House Universitas Abdurrab Pekanbaru. Penelitian ini menggunakan hewan uji mencit jantan dengan umur 2-3 bulan dengan berat badan 20-50 gram, menggunakan mencit jantan karena memiliki tingkat hormon yang lebih konsisten dari mencit betina dan kemampuan regenerasinya pun lebih baik dalam penyembuhan luka.
Sehari Sebelum pembuatan luka, punggung mencit dibersihkan dari bulu dengan cara di cukur, area yang telah di cukur dibersihkan dengan alkohol 70% lalu di istirahatkan selama 24 jam untuk mencegah bakteri yang berasal dari pencukuran dan udara dapat berkembangbiak. Mencit yang punggungnya telah dicukur dan dibersihkan kemudian mencit dianastesi dengan inhalasi menggunakan eter untuk anastesi singkat, tujuan anastesi adalah untuk membuat hewan tidak sadarkan diri dan meminimalkan rasa sakit saat melakukan perlakuan pada hewan. Setelah mencit setengah sadar kemudian dibuat luka sayat menggunakan pisau bedah (scalpel) dengan panjang 1 cm dan kedalaman hingga lapisan epidermis yang ditandai dengan keluarnya darah (0,1 mm). Perlakuan dilakukan selama 14 hari, dan kondisi luka diamati setiap hari pada tiap area pengolesan, luka sayat diukur di hari ke 3,5,7,11 dan 14. Selama perawatan dengan sediaan gel ekstrak daun pegagan dan betadine, luka dirawat secara terbuka agar proses penyembuhannya tidak terganggu selama pergantian plester, dan hari kesembuhan ditandai dengan merapat dan tertutupnya luka (Christica Illsana Surbakti et al., 2020).
Pengukuran panjang luka dilakukan untuk mengetahui formulasi mana yang lebih efektif dalam penyembuhan luka, panjang luka diukur menggunakan jangka sorong. Pengukuran panjang luka sayat mencit pada hari ke-3 pasca pengobatan masing-masing kelompok perlakuan sudah mengalami perubahan, pada kelompok yang diberi Betadine salep luka sudah mulai mengering begitu juga dengan kelompok yang diberi formula 5 % dan 10 %. Luka mengecil efektif pada sediaan gel ekstrak daun pegagan dengan konsentrasi 15%, sedangkan pada kelompok kontrol negatif yang tidak diberi perlakuan tidak mengalami perubahan yang signifikan. Pada hari ke-5 dan 7 pengobatan luka pada kelompok yang diberi betadine salep sudah mengering tetapi panjang lukanya tidak berubah banyak, pada kelompok yang di beri formula 5% dan 10% luka sudah mulai mengecil dari sebelumnya, dan pada kelompok dengan konsentrasi 15% panjang luka berkurang dari sebelumnya, sedangkan pada kelompok kontrol negatif yang tidak diberi perlakuan masih tidak mengalami perubahan yang signifikan.
Proses penyembuhan luka sayat menggunakan formulasi 15% memberikan efek penyembuhan paling optimal dibandingkan dengan menggunakan formula 5% dan 10%. Hal ini dikarenakan penggunaan ekstrak daun pegagan pada formulasi ini lebih banyak dan memiliki pengaruh terhadap kecepatan penyembuhan luka, dan juga pegagan mengandung senyawa seperti flavonoid, alkaloid, tanin, saponin, dan asiatikosida.
Hasil dari pengukuran luka kemudian di ujikan menggunakan SPSS One Way ANOVA untuk membandingkan tiga atau lebih kelompok untuk menentukan apakah terdapat perbedaan yang signifikan diantara rata-rata keolompok tersebut.
SIMPULAN
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa. 
Penyembuhan luka menggunakan sediaan gel dengan formulasi 5%, 10% dan 15% memiliki perbedaan yang signifikan dengan luka yang tidak diberi perlakuan tetapi betadine salep dengan sediaan gel 15% hampir tidak ada perbedaaan. Konsentrasi formula yang optimal digunakan dalam penyembuhan luka sayat yaitu formulasi dengan konsentrasi 15%. Hal ini disebabkan oleh tingginya kandungan senyawa aktif yang dapat meningkatkan proliferasi sel, mempercepat regenerasi jaringan, dan memperbaiki kerusakan kulit.	
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