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Abstrak

Penyembuhan luka dapat mengalami gangguan sehingga perlu pengobatan. Sel fibroblas adalah
salah satu faktor penting pada proses penyembuhan luka. Penggunakan growth factor efektif
meningkatkan fibroblas tetapi memiliki efek samping, dan sulit diperoleh. Ekstrak daun mangrove
avicennia marina dan kombinasinya dengan ascorbic acid memiliki potensi meningkatkan jumlah
sel fibroblas. Tujuan Untuk mengetahui biokompatibilitas dan dampak ekstrak daun mangrove
avicennia marina dan kombinasinya dengan ascorbic acid terhadap proliferasi sel fibroblas.
Metode Uji MTT Assay pada kultur sel yang diberi perlakuan dan dibagi menjadi 7 kelompok
yaitu kelompok Ascorbic Acid 200pg/mL (P1), Ekstrak Etanol Daun Mangrove 100pug/mL (P2),
Ekstrak Etanol Daun Mangrove 200pug/mL (P3), Ekstrak Air Daun Mangrove 100pug/mL (P4),
Ekstrak Air Daun Mangrove 200ug/mL (P5), Kombinasi Ekstrak Etanol Daun Mangrove
100pg/mL dan Ascorbic Acid 200pug/mL (P6), Kombinasi Ekstrak Air Daun Mangrove 100pg/mL
dan Ascorbic Acid 200pg/mL (P7). Kultur sel diperiksa dengan mikroskop, dan dibaca nilai
optical density dengan Elisa Reader dan dihitung persentase sel hidup. Hasil Data nilai optical
density dianalisa statistik. Seluruh kelompok perlakuan (P1-P7) bersifat biokompatibel (sel hidup
> 60%). Semua kelompok perlakuan memiliki persentase sel hidup diatas kontrol sel, dan
kelompok P1, P3, P4, P5, P6, dan P7 memiliki perbedaan signifikan (p<0,05), tetapi kelompok P2
tidak memiliki perbedaan signifikan (p>0,05). Kesimpulan Terapi ekstrak daun mangrove
avicennia marina dan kombinasinya dengan ascorbic acid bersifat biokompatibel dan mampu
menstimuli proliferasi sel fibroblas.

Abstract

Wound healing can be impaired, and it is needs a treatment. Fibroblast cells is an important factor
in the wound healing process. The use of growth factors is effective in increasing fibroblasts but
has side effects, and it is hard to obtain. Avicennia marina mangrove leaf extract and its
combination with ascorbic acid have potential to increase fibroblast cells. Purpose To determine
the biocompatibility and the effect of avicennia marina mangrove leaf extract and its combination
with ascorbic acid on fibroblast cells proliferation. Methods The MTT Assay test on the cell culture
treated and divided into 7 groups, which is the Ascorbic Acid 200ug/mL (P1), Mangrove Leaf
Ethanol Extract 100ug/mL (P2), Mangrove Leaf Ethanol Extract 200ug/mL (P3), Mangrove Leaf
Water Extract 100ug/mL (P4), Water Extract of Mangrove Leaf 200ug/mL (P5), Combination of
Ethanol Extract of Mangrove Leaves 100ug/mL and Ascorbic Acid 200ug/mL (P6), Combination
of Water Extract Mangrove Leaves 100 ug/mL and Ascorbic Acid 200 pug/mL (P7) groups. The
cell culture was examined under a microscope, and the optical density value was read with an
Elisa Reader and the percentage of living cells was calculated. Results The optical density value
of data were analyzed statistically. All treatment groups (P1-P7) were biocompatible (living cells
> 60%). All treatment groups had a percentage of living cells above the control cells and groups
P1, P3, P4, P5, P6, and P7 had significant differences (p<0.05), but group P2 did not have a
significant difference (p> 0.05). Conclusion Avicennia marina mangrove leaf extract therapy and
its combination with ascorbic acid are biocompatible and able to stimulate fibroblast cells
proliferation
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Pendahuluan

Luka kronis merupakan fenomena yang banyak terjadi di dunia. Luka kronis paling banyak
disebabkan oleh adanya penyakit penyerta. Penyakit penyerta seperti penyakit diabetes mellitus pada
tahun 2016 memiliki jumlah penderita 422 juta jiwa populasi dunia (World Health Organization, 2018).
Gangguan lain yang dapat mengganggu fase penyembuhan seperti infeksi dan gangguan nutrisi dapat
menimbulkan komplikasi yang serius. WHO menyebutkan gangguan nutrisi masih menjadi masalah
global dan sebanyak 1.9 miliar dewasa yang obesitas dan 462 juta dewasa yang underweight (Branca,
2019). Suatu nutrisi yang tepat juga diperlukan untuk membantu penyembuhan luka (Arnold dan
Barbul, 2006). Di dalam rongga mulut juga mudah mengalami luka yang dapat mengakibatkan
berkurangnya kualitas hidup penderita. Luka dapat disebabkan oleh gigi tiruan yang tidak sesuali,
permukaan gigi yang tajam yang bisa disebabkan berbagai macam faktor, makanan minuman yang
terlalu panas, bahkan sikat gigi yang terlalu kuat dan mengenai mukosa rongga mulut sehingga
menimbulkan ulkus yang nyeri (Apriasari, 2012; Khairiati et al, 2014).

Fibroblas memiliki peran penting pada proses penyembuhan luka, yaitu sebagai komponen seluler
yang berperan dalam proses koagulasi, kerandangan seperti memproduksi komponen fibril. Fibroblas
juga berperan dalam produksi defensis dan cathelicidins yang merupakan peptida antimicrobial.
Fibroblas juga diketahui memproduksi growth factor FGF, TGF [, dan PDGF. Fibroblas juga
merupakan sumber utama yang memproduksi substitute dermal dengan memproduksi banyak
komponen struktural matriks ekstraseluler (ECM) seperti kolagen, elastin, laminin, dan
licosaminoglikan (Tottoli et al, 2020). Peningkatan jumlah fibroblas dengan menggunakan injeksi
growth factor memiliki efek samping, dan tidak ekonomis (Cai and Han, 2018; Buzina et al, 2015).

Negara Indonesia merupakan negara kepulauan dengan banyak sumber bahan alam yang dapat
berpotensi sebagai tumbuhan obat. Salah satu bahan alam yang memiliki potensi sebagai tumbuhan obat
dan ekonomis adalah daun mangrove. Jenis daun mangrove yang akan digunakan adalah Avicennia
Marina karena banyak tersebar di seluruh Indonesia. Daun mangrove Avicennia Marina memiliki
potensi sebagai antibakteri, antioksidan, dan penyembuhan luka (Renaldi et al, 2018; Ulmursida et al,
2017; Mendrofa et al, 2015; Sharief dan Rao, 2014; Rao et al, 2012). Daun mangrove Avicennia Marina
yang telah dilakukan ekstrasi air memiliki kandungan fitokimia alkaloid, flavonoid, steroid, dan tannin.
Hasil ekstraksi dengan etanol memiliki kandungan flavonoid, alkaloid, steroid, saponin, dan tannin
(Hartono, 2021). Kandungan alkaloid, flavonoid, phenol, saponin, dan terpenoid juga dikenal memiliki
karakter sebagai antioksidan (Sharief dan Rao, 2014). Potensi antioksidan dan antibakteri turut berperan
dalam proses penyembuhan luka. Daun mangrove Avicennia Marina juga dilaporkan memiliki
kandungan asam amino glycine yang berperan dalam penyembuhan luka (Mendrofa et al, 2015). Nutrisi

juga diperlukan untuk proses penyembuhan luka. Salah satu nutrisi yang berperan penting dalam
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penyembuhan luka adalah Ascorbic Acid. Ascorbic Acid juga berperan membantu sintesis kolagen
(Sarpooshi et al, 2017; MacKay dan Miller, 2003).

Hasil ekstraksi daun mangrove Avicennia Marina memiliki kemampuan antioksidan tetapi secara
umum masih lebih rendah dari ascorbic acid (Sharief dan Rao, 2014). Kandungan dari hasil ekstraksi
etanol daun mangrove dengan air memiliki karakter fitokomia dan biaya produksi yang berbeda karena
pada proses ekstraksi air daun mangrove memiliki waktu dan proses produksi jauh lebih singkat dan
ekonomis.

Bahan aktif yang berasal dari alam memiliki potensi bahan obat yang dapat membantu proses
regenerasi maupun rekayasa jaringan. Bahan aktif tersebut dapat dikombinasikan dengan senyawa lain
sehingga bisa memberikan hasil yang lebih maksimal (Bickford et al, 2006). Kombinasi dari daun
mangrove dan ascorbic acid diharapkan dapat saling bersinergi untuk memberikan hasil yang lebih baik
dalam penyembuhan luka serta dapat dikembangkan sebagai alternatif bahan obat yang efisien,
ekonomis dan aman meski pasien memiliki kondisi penyulit seperti diabetes maupun malnutrisi.
Berdasarkan hal yang telah dipaparkan tersebut, maka diperlukan suatu bahan obat yang efisien,
ekonomis, dan efek samping rendah sehingga aman sebagai alternatif untuk membantu proses
penyembuhan luka. Untuk tujuan tersebut, diperlukan penelitian eksperimental laboratorium secara in
vitro untuk mengetahui konsentrasi yang bersifat biokompatibilitas dalam penyembuhan luka dari daun

mangrove Avicennia Marina, Ascorbic Acid, dan kombinasi dari keduanya.

Metode

Penelitian yang dilakukan merupakan jenis penelitian quasi experimental laboratories dengan
rancangan penelitian post test only control group design.

Sampel berupa kultur cell line fibroblas BHK-21 dengan kepadatan 5x10° sel/sampel (Charyadie et
al, 2017). Kultur sel yang digunakan adalah cell line sel fibroblas yang kondisi baik. Kultur sel fibroblas
tersebut diperoleh di Laboratorium Pusvetma, Surabaya. Besar sampel penelitian tiap kelompok
penelitian adalah sebanyak 6 replikasi (Gunawan et al, 2014).

Proses pengambilan daun mangrove dilakukan di wilayah Gunung Anyar, Kota Surabaya. Proses
pengambilan dilakukan saat pagi hari, dan dilakukan proses pemilihan daun yang memiliki kondisi
utuh, baik dan berwarna hijau. Daun mangrove yang digunakan adalah Avicennia marina. Kumpulan
mangrove segar tersebut, dilakukan proses pengeringan dengan media oven dengan suhu 50° C selama
3 hari dan proses penyerbukan menjadi whole avicennia marina dan kemudian dilakukan proses
ekstraksi tergantung kebutuhan. Pada ekstraksi etanol dengan cara serbuk whole daun mangrove
avicennia marina tersebut direndam dengan etanol 96% dengan perbandingan 1:4, kemudian dilakukan
pengadukan dan dibiarkan selama 1 hari. Setelah 1 hari dilakukan penyaringan dan larutan etanol

dievaporasi (Wijayanti et al, 2008). Proses ekstrak air daun mangrove dilakukan dengan metode dekok
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yaitu dengan serbuk daun whole avicennia marina direndam air dengan perbandingan 1:7 sampai
terendam 2 c¢cm dan dipanaskan suhu 90°C selama 30 menit diatas penangas air dan dilakukan
penyaringan (Sulastri et al, 2020). Setelah itu hasil ekstraksi dilakukan freeze drying.

Gambar 1. Daun Manggrove yang telah dikeringkan.
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Gambar 2. Proses ekstraksi etanol daun mangrove avicennia marina.
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Gambar 3. Proses freeze drying hasil ekstak daun mangrove avicennia marina.

Hasil ekstraksi daun mangrove dan ascorbic acid ditimbang dan dilarutkan sesuai dengan
konsentrasi yang diperlukan untuk tiap kelompok perlakuan. Pada penelitian ini, konsentrasi ekstrak air
daun mangrove, ekstrak etanol daun mangrove yang digunakan adalah 100 dan 200 ug/ml. Sedangkan
ascorbic acid digunakan hanya 200 pg/ml (Hartono, 2020). Proses persiapan ekstrak dan bahan
penelitian dilakukan di laboratorium farmasi UKWM Surabaya, dan proses pengujian pada sel fibrobas

dilakukan di laboratorium Pusvetma, Surabaya.
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Gambar 4. MTT Assay Plate dengan 96 sumuran yang telah berisi media sel dan kultur sel.

Persiapan kultur sel fibroblas BHK-21 dengan media kultur RPMI-1640 dengan fetal bovine serum
dalam botol roux dan diinkubasi 37°C dan 5% CO2 selama 2 hari. Setelah terbentuk lapisan sel
monolayer dari fibroblas, sel dipindahkan ke microplate MTT Assay dengan 96 sumuran sesuai
kebutuhan dan diinkubasi kembali. Dari microplate tersebut, dilakukan pembagian sebagai berikut:

. Kelompok Media: Berisi Media Kultur.

. Kelompok Kontrol: Berisi Media Kultur dan Sel Fibroblas.

. Kelompok P1: Berisi media kultur, sel fibroblas, Ascorbic Acid 200pg/mL.

. Kelompok P2: Berisi media kultur, sel fibroblas, Ekstrak etanol Daun Mangrove 100ug/mL.
. Kelompok P3: Berisi media kultur, sel fibroblas, Ekstrak etanol Daun Mangrove 200pg/mL.
. Kelompok P4: Berisi media kultur, sel fibroblas, Ekstrak air Daun Mangrove 100pug/mL.

. Kelompok P5: Berisi media kultur, sel fibroblas, Ekstrak air Daun Mangrove 200pug/mL.
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. Kelompok P6: Berisi media kultur, sel fibroblas, Ekstrak etanol Daun Mangrove 100ug/ mL, dan
Ascorbic Acid 200pg/mL.

9. Kelompok P7: Berisi media kultur, sel fibroblas, Ekstrak air Daun Mangrove 100ug/mL, dan

Ascorbic Acid 200pg/mL.

Volume larutan tiap kelompok untuk tiap sumuran adalah sebanyak 100ul. Setelah perlakuan, sel
diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator 37°C, 5% CO2. Media kultur dibuang, dan diberi cairan
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MTT sebanyak 10ul dan diinkubasi selama 4 jam dan tiap sumuran diberi 50 ul DMSO. Pembacaan
Elisa Reader menggunakan panjang gelombang 620nm. Hasil dari pembacaan tersebut akan diperoleh
Nilai OD (optical density) yang akan diolah dengan rumus Freshney (2010) untuk memperoleh
persentase sel hidup. Bahan uji akan disebut bersifat biokompatibel jika sel yang hidup 60% keatas (>
60%).

Rumus Freshney (2010),

% Sel Hidup = OD Perlakuan - OD Media X 100%
OD Kontrol Sel - OD Media

Data yang diperoleh juga dilakukan pemeriksaan dan analisis secara statistik dengan kemaknaan (a
= 0.05). Uji statistik yang digunakan adalah uji normalitas data untuk mengetahui distribusi data
menggunakan uji Saphiro-Wilk. Selanjutkan dilakukan uji beda dengan dilakukan uji homogenitas data

menggunakan Levene Test. Untuk uji beda akan digunakan Uji analisa t-test dengan Multi Comparison.

Hasil Dan Pembahasan
Hasil pembacaan dengan elisa reader akan diperoleh nilai optical density. Nilai tersebut mewakili
jumlah sel yang hidup sehingga semakin tinggi nilai OD menunjukkan semakin tinggi jumlah sel yang
hidup dan nilai diproses dengan rumus Freshney (2010). Data yang diperoleh dari tiap sampel akan
dirata-rata dan dilakukan proses perhitungan. Berdasarkan hasil perhitungan rumus Freshney (2010),
menunjukkan bahwa seluruh kelompok perlakuan menunjukkan persentase sel hidup adalah > 60%
(Tabel 1).

Gambar 6. Hasil MTT Assay pada kultur sel fibroblas dilakukan pembacaan dengan Elisa Reader.
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Tabel 1. Persentase jumlah sel fibrobas dari kelompok perlakuan dibandingkan dengan kontrol sel (Rumus Freshney, 2010).

No. Kelompok Perlakuan % Sel Hidup

1 Ascorbic Acid konsentrasi 200 pg/mL (P1) 121,1%
2 Ekstrak Etanol Daun Mangrove 100 pg/mL (P2) 116,1%
3 Ekstrak Etanol Daun Mangrove 200 pg/mL (P3) 122,1%
4 Ekstrak Air Daun Mangrove 100 pg/mL (P4) 121.7%
5 Ekstrak Air Daun Mangrove 200 pg/mL (P5) 127,7%
6 Kombinasi Ekstrak Etanol Daun Mangrove 100 pg/mL 128,6%
dan Ascorbic Acid 200 pg/mL (P6)
7 Kombinasi Ekstrak Air Daun Mangrove 100 pg/mL dan Ascorbic Acid 200pug/mL (P7) 127,8%

Pada hasil pemeriksaan MTT Assay terlihat bahwa nilai rata-rata OD yang dimiliki oleh sel fibroblas
pada seluruh kelompok perlakuan memiliki nilai OD yang lebih tinggi daripada kontrol sel (Grafik 1).
Kelompok perlakuan bahan uji yang menunjukkan nilai OD atau persentase sel hidup paling rendah
dibanding kontrol sel adalah kelompok ekstrak etanol daun mangrove 100pug/mL, yaitu sebesar 116,1%.
Kelompok perlakuan bahan uji yang menunjukkan nilai OD atau persentase sel hidup paling tinggi
dibanding kontrol sel adalah kelompok Kombinasi Ekstrak Etanol Daun Mangrove 100ug/mL dan
Ascorbic Acid 200pug/mL (P6).

Sebelum dilakukan analisis data pada setiap kelompok perlakuan, perlu dilakukan proses pengujian
distribusi data menggunakan Shapiro Wilk untuk mengetahui distribusi data hasil penelitian normal atau
tidak. Pada uji menggunakan Shapiro Wilk, dikatakan data berdistribusi normal bila memiliki nilai
signifikansi diatas 0,05 (p > 0,05) dan data berdistribusi tidak normal bila memiliki nilai signifikansi
0,05 atau lebih kecil dari 0,05 (p<0,05). Pada seluruh kelompok perlakuan, dan kontrol sel menunjukkan
distribusi data yang normal (Tabel 2).

Tabel 2. Nilai statistik, signifikansi, dan standar deviasi dari tiap kelompok sampel penelitian.
Kelompok

Statistik Signifik-an SD

[ 1 ] Kontrol sel 0.876 0.250 0.013678
- P1 0.970 0.889 0.010666
- P2 0.964 0.850 0.009854
- P3 0.918 0.494 0.011974
- P4 0.977 0.936 0.017332
n P5 0.908 0.424 0.011860

7 P6 0.923 0.530 0.027946
P7 0.832 0.112 0.012987

Setelah dilakukan uji distribusi data atau uji normalitas data pada seluruh kelompok, selanjutnya
dilakukan pengujian homogenitas varian data dengan menggunakan Levene Test untuk mengetahui
variasi data homogen atau heterogen. Data dikatakan memiliki varian homogen bila memiliki nilai
signifikansi di atas 0,05 (p > 0,05) dan data dikatakan tidak homogen atau nama lain heterogen jika
memiliiki nilai signifikansi 0,05 atau lebih kecil dari 0,05 (p <0,05). Setelah dilakukan pengujian variasi
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data menggunakan Levene Test, diperoleh nilai signifikansi sebesar 0.000 (p < 0,05) sehingga varian
data yang diperoleh adalah heterogen.

Jadi diperoleh kesimpulan jika data berdistribusi normal tetapi karena varian data adalah heterogen
sehingga uji beda yang digunakan adalah uji t-test dengan menggunakan uji multi comparison pada

program SPSS untuk mengetahui apakah ada perbedaan signifikan atau tidak signifikan.

NILAI OPTICAL DENSITY (OD)
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Grafik 1. Grafik nilai mean OD pada kontrol dan kelompok perlakuan Ascorbic Acid 200pug/mL (P1), Ekstrak Etanol Daun
Mangrove 100 ng/mL (P2), Ekstrak Etanol Daun Mangrove 200ug/mL (P3), Ekstrak Air Daun Mangrove 100 pg/mL (P4),
Ekstrak Air Daun Mangrove 200ug/mL (P5), Kombinasi Ekstrak Etanol Daun Mangrove 100pug/mL dan Ascorbic Acid 200
ng/mL (P6), Kombinasi Ekstrak Air Daun Mangrove 100 pg/mL dan Ascorbic Acid 200 pg/mL (P7).
Pengujian hipotesis H1 bahwa ekstrak air maupun etanol daun mangrove beserta kombinasinya
dengan ascorbic acid bersifat biokompatibel dan meningkatkan Proliferasi. Data penelitian dikatakan
signifikan jika nilai signifikansinya 0,05 atau lebih kecil dari 0,05 (p<0,05). Data penelitian dikatakan

tidak ada perbedaan signifikan jika nilai signifikan diatas 0,05 (p> 0,05).
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Tabel 3. Hasil Uji Beda dengan uji-t multi comparison SPSS.

Kel. P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 Kon-trol
P1 0.577 0.909 0.944 0.466 0.403 0.459 0.022*
P2 0.502 0.530 0.201 0.166 0.197 0.078
P3 0.965 0.539 0.470 0.530 0.017*
P4 0.510 0.444 0.502 0.019*
P5 0.914 0.990 0.003*
P6 0.002*
P7

Kontrol

Keterangan Kelompok:

1. Ascorbic Acid 200 pg/mL (P1),

2. Ekstrak Etanol Daun Mangrove 100 pg/mL (P2),
3. Ekstrak Etanol Daun Mangrove 200 pg/mL (P3),
4. Ekstrak Air Daun Mangrove 100 pg/mL (P4),

5. Ekstrak Air Daun Mangrove 200 pg/mL (P5),

6. Kombinasi Ekstrak Etanol Daun Mangrove 100 pg/mL
dan Ascorbic Acid 200 pg/mL (P6),

7. Kombinasi Ekstrak Air Daun Mangrove 100 pg/mL
dan Ascorbic Acid 200 pg/mL (P7),

Keterangan Warna/Tanda:
B - Tidak dibandingkan

=p > 0.05 (tidak ada perbedaan signifikan)

*  =(p<0,05).ada perbedaan signifikan

Berdasarkan uji tersebut, menunjukkan bahwa kelompok ascorbic acid 200ug/mL, ekstrak etanol
daun mangrove 200ug/mL, ekstrak air daun mangrove 100ug/mL, ekstrak air daun mangrove
200ug/mL, kombinasi ekstrak etanol daun mangrove 100ug/mL dengan ascorbic acid 200ug/mL,
kombinasi ekstrak air daun mangrove 100pug/mL dengan ascorbic acid 200pg/mL memiliki perbedaan
signifikan dibandingkan dengan kontrol sel karena menunjukkan hasil uji yang signifikan karena
memiliki nilai signifikansi p <0,05. Pada kelompok ekstrak etanol daun mangrove 100ug/mL meskipun
persentase sel hidup lebih tinggi dari kontrol sel tetapi menunjukkan hasil uji yang tidak signifikan
karena memiliki nilai signifikansi 0,078 yang lebih besar dari 0,05. Untuk hasil komparasi dari tiap
kelompok perlakuan dan kontrol dapat dilihat pada tabel 3.

Faktor intrinsik seperti usia, nutrisi, oksigenasi, sirkulasi, adanya penyakit, dan lainnya. Faktor
ekstrinsik seperti radiasi, infeksi, efek obat, dan lainnya mempengaruhi proses penyembuhan
(Damayanti, 2014). Upaya untuk meningkatkan proliferasi sel fibroblas sebagai usaha untuk
meningkatkan atau mempercepat penyembuhan luka pada pasien normal, terutama pasien yang

memiliki penyakit penyerta seperti malnutrisi, diabetes atau lainnya dengan suatu terapi yang ekonomis,
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mudah, aman, dan efektif masih merupakan fokus utama. Selain itu, proses penyembuhan luka yang
cepat, dan tanpa menimbulkan bekas luka adalah hasil yang ideal (Park et al, 2018).

Fibroblas memiliki banyak peran dalam proses penyembuhan luka, salah satunya adalah sebagai
komponen seluler yang berperan dalam proses koagulasi, dan kerandangan seperti memproduksi
komponen fibril. Fibroblas juga berperan dalam memproduksi defensis dan cathelicidins yang
merupakan amphipathic peptide yang merupakan suatu peptida antimicrobial. Fibroblas juga
memproduksi growth factor FGF, TGF B, dan PDGF. Fibroblas juga merupakan sumber utama yang
memproduksi substitute dermal dengan memproduksi banyak komponen structural matriks
ekstraseluler (ECM) seperti kolagen, elastin, laminin, dan glicosaminoglikan (Tottoli et al, 2020).

Daun mangrove avicennia marina merupakan salah satu bahan alam yang mudah dilakukan
pengolahan, ekonomis, mudah diperoleh karena banyak tersebar di kepulauan Indonesia. Nutrisi juga
diperlukan untuk membantu proses penyembuhan. Salah satu nutrisi yang berperan vital dalam
penyembuhan luka adalah Ascorbic Acid (MacKay dan Miller, 2003). Ascorbic Acid juga mudah
diperoleh dan memiliki nilai ekonomis. Ekstrak daun mangrove Avicennia Marina dilaporkan bersifat
antioksidan tetapi memiliki kemampuan yang lebih rendah dari ascorbic acid (Sharief dan Rao, 2014).
Kombinasi dari daun mangrove dengan ascorbic acid diharapkan saling bersinergi dan berpotensi
sebagai suatu formula yang dapat dikembangkan untuk mempercepat penyembuhan luka.

Pada penelitian ini, telah dipaparkan bahwa kelompok ascorbic acid 200ug/mL (P1), ekstrak etanol
daun mangrove 100pg/mL (P2), ekstrak etanol daun mangrove 200ug/mL (P3), ekstrak air daun
mangrove 100ug/mL (P4), ekstrak air daun mangrove 200pg/mL (P5), kombinasi ekstrak etanol daun
mangrove 100ug/mL dengan ascorbic acid 200ug/mL (P6), kombinasi ekstrak air daun mangrove
100pg/mL dengan ascorbic acid 200ug/mL (P7), kepada kultur sel fibroblas selama 24 jam yang
membuktikan ekstrak air dan etanol daun mangrove avicennia marina dan kombinasinya dengan
ascorbic acid bersifat biokompatibel terhadap sel fibroblas karena telah memenuhi persyaratan untuk
disebut biokompatibel (sel hidup >60%). Hal itu menunjukkan bahwa kandungan bahan aktif maupun
nutrisi yang terdapat dalam ekstrak daun mangrove avicennia marina maupun kombinasinya dengan
ascorbic acid tidak mengganggu fungsi biologis dari sel fibroblas, dan mampu meningkatkan proliferasi
sel fibrobas.

Pada semua kelompok perlakuan P1-P7 menunjukkan hasil uji beda yang signifikan kecuali pada
kelompok P2 yaitu ekstrak etanol daun mangrove avicennia marina 100pug/mL sehingga ekstrak etanol
dengan konsentrasi 100ug/mL tidak terbukti mampu meningkatkan proliferasi sel fibroblas.
Kombinasinya dengan ascorbic acid 200ug/mL pada kelompok P6 menunjukkan hasil sel hidup yang
lebih tinggi daripada kelompok ascorbic acid 200pg/mL (P1) meski pada kelompok P6 tidak ada beda
signifikan jika dibandingkan dengan kelompok P1, tetapi kelompok P6 memiliki beda signifikan dari
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kelompok kontrol. Pada golongan ekstrak etanol daun manggrove yang mulai menunjukkan hasil
peningkatan jumlah fibroblas yang signifikan adalah konsentrasi 200pug/mL (P3).

Pada kelompok kombinasi ekstrak etanol daun mangrove 100ug/mL dengan ascorbic acid
200pg/mL pada kelompok P6, dan kombinasi ekstrak air daun mangrove 100pg/mL dengan ascorbic
acid 200pg/mL pada kelompok P7 menunjukkan hasil yang lebih tinggi daripada kelompok bahan
tunggal dari masing-masing jenis bahan seperti pada kelompok P1, P2, P3, P4, dan P5 yang
membuktikan bahwa ekstrak air dan ekstrak etanol daun mangrove avicennia marina mampu bersinergi
dengan ascorbic acid untuk meningkatkan jumlah proliferasi sel fibroblas pada kultur sel.

Pada data penelitian ini, ekstrak air daun mangrove avicennia marina terlihat memiliki kemampuan
yang berbeda dengan versi ekstraksi etanolnya pada konsentrasi yang sama. Pada konsentrasi 100ug/mL
di kelompok ekstrak etanol daun mangrove (P2) menunjukkan hasil persentase sel hidup yang lebih
rendah dari kelompok ekstrak air daun mangrove (P4). Pada konsentrasi 200pg/mL di kelompok ekstrak
etanol daun mangrove (P3) juga menunjukkan hasil persentase sel hidup yang lebih rendah dari
kelompok ekstrak air (P5). Hal tersebut mungkin disebabkan pada ekstrak air daun mangrove avicennia
marina tidak memiliki kandungan saponin berdasarkan hasil pemeriksaan skrinning fitokimia jika
dibandingkan dengan ekstrak etanol daun mangrove avicennia marina yang memiliki kandungan
saponin (Hartono, 2021).

Saponin masih memiliki sifat toksik terhadap sel fibroblas pada konsentrasi tertentu. Saponin
dilaporkan dapat menyebabkan siklus sel arrest dan menyebabkan kematian sel (Pondolak et al, 2010).
Selain itu juga berpotensi menurunkan viabilitas pada kultur sel fibroblas dengan menurunkan ekspresi
SMAD2/3 (Lee et al, 2019). Berdasarkan laporan tersebut, mungkin menjadi faktor berperan yang
menyebabkan hasil persentase sel hidup atau viabilitas sel fibroblas pada perlakuan ekstrak air daun
mangrove avicennia marina lebih baik daripada ekstrak etanol daun mangrove avicennia marina tetapi
keduanya terbukti mampu meningkatkan proliferasi sel fibroblas pada penelitian ini. Tetapi kelompok
yang memiliki persentase sel hidup paling tinggi di penelitian ini juga adalah kelompok kombinasi
ekstrak etanol daun mangrove 100ug/mL dengan ascorbic acid 200ug/mL (P6) jika dibandingkan
dengan versi ekstrak airnya di kelompok (P7) meskipun jika dibandingkan secara statistik diantara
keduanya satu sama lain tidak terbukti ada beda signifikan. Hal tersebut menunjukkan bahwa pada
konsentrasi 100pug/mL, ekstrak etanol daun mangrove mampu bersinergi lebih baik bersama ascorbic
acid 200ug/mL dibandingkan dengan ekstrak air daun mangrove.

Kemampuan ekstrak daun mangrove avicennia marina untuk meningkatkan proliferasi sel fibroblast
kemungkinan disebabkan oleh kandungan bahan aktifnya seperti flavonoid, alkaloid yang memiliki sifat
antioksidan. Berdasarkan penelitian, ascorbic acid juga terbukti mampu meningkatkan proliferasi sel
fibroblas dan dapat dikombinasikan dengan ekstrak air daun mangrove avicennia marina, maupun

ekstrak etanol daun mangrove avicennia marina dengan hasil yang baik. Antioksidan dapat membantu
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viabilitas sel dengan menahan reactive oxygen species (ROS) sehingga tidak mengganggu siklus sel,
dan antioksidan mampu mempromosi sel masuk ke fase S dalam siklus sel (Sun et al, 2013). Stress
oksidatif mampu menyebabkan cycle arrest pada fase G1 dan menyebabkan apoptosis atau kembali ke
fase berikutnya jika tingkat oksidan sudah terkendali (Sangani et al, 2015).

Daun mangrove Avicennia Marina memiliki kandungan alkaloid, flavonoid, steroid, tannin yang
dikenal bersifat antibakteri (Sharief dan Rao, 2014; Rao et al, 2012; Hartono, 2021). Kandungan
alkaloid, dan flavonoid juga dikenal sebagai antioksidan (Sharief dan Rao, 2014). Flavonoid mampu
mengurangi lipid peroksidasi yang mampu mencegah atau memperlambat onset sel untuk nekrosis
(Ambiga et al, 2007). Flavonoid pada konsentrasi tertentu mampu menstimuli fibroblas dan kolagen
sehingga bisa mengontrol proses penyembuhan luka (Stipcevic et al, 2006). Alkaloid memiliki potensi
penyembuhan luka dengan beperan pada proses kolagenase, pembentukan matriks, dan proliferasi
fibroblas (Mahibalan et al, 2016). Ascorbic acid mampu berperan sebagai antioksidan dan promosi
proliferasi sel fibroblas melalui transporter sodium dependent vitamin C receptor (SVCT) (Sangani et
al, 2015; Fulzele et al, 2013; Luo et al; 2008). Flavonoid juga mampu menginduksi reseptor integrin
dan menstimulasi ERK pathway yang menstimulasi AKT pathway sehingga menginduksi mTOR yang
berperan pada siklus sel (Winter et al, 2011; Lin et al, 2006).

Berdasarkan fakta dari laporan-laporan penelitian tersebut, dan hasil penelitian ini maka telah jelas
dan diketahui bahwa kandungan bahan aktif pada ekstrak air daun mangrove avicennia marina, ekstrak
etanol daun mangrove avicennia marina, dan kombinasinya bersama dengan ascorbic acid mampu
memberikan pengaruh berupa peningkatan dari proliferasi sel fibroblas. Diperlukan penelitian lanjutan
untuk optimalisasi konsentrasi dari kombinasi ekstrak daun mangrove avicennia marina untuk
dikombinasikan dengan ascorbic acid, maupun ekstrak daun mangrove avicennia saja secara in vitro

untuk memperoleh data yang lebih baik sebelum pengujian secara in vivo.

Kesimpulan
Berdasarkan hasil peneitian yang telah dipaparkan, maka dapat diambil kesimpulan:

1. Seluruh kelompok perlakuan yang terdiri dari ekstrak air daun mangrove avicennia marina, ekstrak
etanol daun mangrove avicennia marina dan kombinasinya dengan ascorbic acid (P1, P2, P3, P4,
P5, P6, dan P7) bersifat biokompatibel terhadap kultur sel fibroblas.

2. Kelompok perlakuan P1, P3, P4, P5, P6, P7 memiliki kemampuan untuk meningkatkan proliferasi
sel fibroblas secara signifikan dibandingkan dengan kontrol sel.

3. Kelompok perlakuan pada penelitian ini yang memiliki hasil peningkatan proliferasi sel fibroblas
tertingi adalah kelompok kombinasi ekstrak etanol daun mangrove avicennia marina 100pg/mL

dengan ascorbic acid 200pg/mL (P6).
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4. Kelompok perlakuan ekstrak air daun mangrove avicennia marina, ekstrak etanol daun mangrove
daun avicennia marina bisa bersinergi dengan ascorbic acid untuk meningkatkan proliferasi sel
fibroblast secara signifikan.

5. Kelompok perlakuan ekstrak air daun mangrove avicennia marina (P4, dan P5) menunjukkan hasil
proliferasi sel fibroblas yang lebih baik daripada ekstrak etanol daun mangrove avicennia marina
(P2 dan P3).

6. Konsentrasi paling rendah yang mampu meningkatkan proliferasi sel fibroblas dari kelompok
ekstrak air daun mangrove avicennia marina adalah 100ug/mL, sedangkan dari kelompok ekstrak

etanol daun mangrove avicennia marina adalah 200pg/mL.
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