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ABSTRAK 

 

Pada luka diabetes, terjadi peningkatan kadar MMP-9 yang dapat 

mendegradasi matriks ekstraseluler sehingga menghambat proses penyembuhan 

luka. Hal ini menyebabkan 23,5% dari penderita diabetic foot ulcer harus 

mengalami amputasi. Ibuprofen diduga dapat mempercepat penyembuhan luka 

pada penderita diabetes. Penelitian “Optimasi Kadar Ibuprofen dalam Sediaan 

Hidrogel sebagai Diabetic Wound Healing pada Luka Tikus Diabetes” bertujuan 

untuk mengetahui konsentrasi optimal ibuprofen dalam sediaan hidrogel sebagai 

diabetic wound healing yang mampu mempercepat penyembuhan luka pada tikus 

yang menderita diabetes. Kadar glukosa darah tikus yang telah diinduksi dengan 

aloksan sebagai induktor diabetes diukur dengan metode GOD-PAP (Glucose 

Oxidase – Phenol Aminoantipiryn Peroxidase). Zat aktif ibuprofen yang telah 

diformulasikan dalam sediaan hidrogel, diaplikasikan setiap 12 jam pada luka eksisi 

tikus hingga luka menutup dan didapatkan persentase penutupan luka. Tikus yang 

lukanya telah tertutup kemudian dieuthanasia dengan injeksi ketamin dosis 100 

mg/kgBB untuk dilakukan uji histopatologi pada struktur kulit dari bekas luka. 

Hasil analisis statistika menunjukkan tidak ada perbedaan bermakna pada waktu 

penyembuhan antarluka pada kelompok tikus kontrol maupun kelompok tikus 

diabetes. Hasil uji histopatologi menunjukkan konsentrasi optimal ibuprofen yang 

dapat mempercepat penyembuhan luka dengan kualitas terbaik adalah 1,25%. 

Kata kunci: Diabetic wound healing, hidrogel, ibuprofen, luka diabetes 
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ABSTRACT 

 

Increased level of MMP-9 in the diabetic wound can degrade extracellular 

matrix thus inhibiting the wound healing process. This caused 23,5% of patients 

with diabetic foot ulcers should be amputated. Ibuprofen is thought could 

accelerate wound healing in diabetics. The aim of the study "Optimization of 

Ibuprofen’s Level in Hydrogel Preparation as Diabetic Wound Healing on Diabetic 

Rat’s Wound" is to determine the optimal concentration of ibuprofen in the 

preparation of hydrogel as diabetic wound healing that can accelerate wound 

healing in diabetic rats. Blood glucose level of rats induced with alloxan as diabetic 

inductor was measured by GOD-PAP (Glucose Oxidase – Phenol Aminoantipiryn 

Peroxidase) method. The active substance ibuprofen which has been formulated in 

a hydrogel, applied every 12 hours in rats’ excision wounds until the wounds are 

closed and wound closure percentages of rats are obtained. After wound had 

closed, rats will be euthanized by injection of 100 mg/kg ketamine to refer 

histopathological test on the skin structure of the scars. Statictical analysis has 

shown there is no significant difference in wound healing time inter-wounds of 

control group as well as diabetic group. Histology assay has shown that the optimal 

concentration of ibuprofen which can accelerate wound healing with the best 

quality is 1,25%. 

Keywords: Diabetic ulcer, diabetic wound healing, hydrogel, ibuprofen 
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ABSTRACT 

Increased level of MMP-9 in the diabetic wound can degrade extracellular matrix 

thus inhibiting the wound healing process. This caused 23,5% of patients with diabetic foot 

ulcers should be amputated. Ibuprofen is thought could accelerate wound healing in 

diabetics. The aim of the study "Optimization of Ibuprofen’s Level in Hydrogel Preparation 

as Diabetic Wound Healing on Diabetic Rat’s Wound” is to determine the optimal 

concentration of ibuprofen in the preparation of hydrogel as diabetic wound healing that 

can accelerate wound healing in diabetic rats. Blood glucose level of rats induced with 

alloxan as diabetic inductor was measured by GOD-PAP (Glucose Oxidase – Phenol 

Aminoantipiryn Peroxidase) method. The active substance ibuprofen which has been 

formulated in a hydrogel, applied every 12 hours in rats’ excision wounds until the wounds 

are closed and wound closure percentages of rats are obtained. After wound had closed, 

rats will be euthanized by injection of 100 mg/kg ketamine to refer histopathological test on 

the skin structure of the scars. Statictical analysis has shown there is no significant 

difference in wound healing time inter-wounds of control group as well as diabetic group. 

Histology assay has shown that the optimal concentration of ibuprofen which can accelerate 

wound healing with the best quality is 1,25%. 

Keywords: Diabetic ulcer, diabetic wound healing, hydrogel, ibuprofen 

ABSTRAK 

Pada luka diabetes, terjadi peningkatan kadar MMP-9 yang dapat mendegradasi 

matriks ekstraseluler sehingga menghambat proses penyembuhan luka. Hal ini 

menyebabkan 23,5% dari penderita diabetic foot ulcer harus mengalami amputasi. Ibuprofen 

diduga dapat mempercepat penyembuhan luka pada penderita diabetes. Penelitian “Optimasi 

Kadar Ibuprofen dalam Sediaan Hidrogel sebagai Diabetic Wound Healing pada Luka Tikus 

Diabetes” bertujuan untuk mengetahui konsentrasi optimal ibuprofen dalam sediaan 

hidrogel sebagai diabetic wound healing yang mampu mempercepat penyembuhan luka 

pada tikus yang menderita diabetes. Kadar glukosa darah tikus yang telah diinduksi dengan 

aloksan sebagai induktor diabetes diukur dengan metode GOD-PAP (Glucose Oxidase – 

Phenol Aminoantipiryn Peroxidase). Zat aktif ibuprofen yang telah diformulasikan dalam 

sediaan hidrogel, diaplikasikan setiap 12 jam pada luka eksisi tikus hingga luka menutup 

dan didapatkan persentase penutupan luka. Tikus yang lukanya telah tertutup kemudian 

dieuthanasia dengan injeksi ketamin dosis 100 mg/kgBB untuk dilakukan uji histopatologi 

pada struktur kulit dari bekas luka. Hasil analisis statistika menunjukkan tidak ada perbedaan 

bermakna pada waktu penyembuhan antarluka pada kelompok tikus kontrol maupun 

kelompok tikus diabetes. Hasil uji histopatologi menunjukkan konsentrasi optimal ibuprofen 

yang dapat mempercepat penyembuhan luka dengan kualitas terbaik adalah 1,25%. 

Kata kunci: Diabetic wound healing, hidrogel, ibuprofen, luka diabetes
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PENDAHULUAN 

 Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit metabolik yang ditandai oleh 

hiperglikemia akibat kegagalan sekresi insulin, kerja insulin atau keduanya (Artanti et al., 

2015). Pada tahun 2014, prevalensi penderita diabetes melitus pada usia produktif di 

Indonesia mencapai 4,6% yang terdiri dari 1,1% yang telah terdiagnosis dan 3,5% yang tidak 

terdiagnosis (Mihardja et al., 2014). Sekitar 15% dari keseluruhan jumlah penderita diabetes 

di Indonesia mengalami diabetic foot ulcer yang menyebabkan 23,5% dari seluruh penderita 

diabetic foot ulcer mengalami amputasi (Santosa & Nikmah, 2014). 

 Menurut Hamed et al. (2014), proses penyembuhan luka secara normal pada kulit 

terdiri atas 4 fase : fase koagulasi atau fase hemostasis, fase inflamasi, fase proliferasi yang 

ditandai dengan terbentuknya jaringan granulasi, dan yang terakhir fase remodelling. Pada 

luka yang dialami oleh penderita diabetes, beberapa aspek dari proses penyembuhan luka 

dapat mengalami gangguan yakni terjadi disfungsi dari respon inflamasi, berkurangnya 

formasi jaringan granulasi dan terganggunya angiogenesis (Cianfarani et al., 2006). Cairan 

luka pada penderita diabetes mengandung sejumlah besar matriks metalloproteinase (MMP) 

termasuk MMP-9 yang dapat merusak protein matriks ekstraseluler sehingga menghambat 

penyembuhan luka (Falanga, 2004). 

Ibuprofen yang digunakan sebagai zat aktif pada sediaan hidrogel diabetic wound 

healing memiliki aktivitas sebagai antiinflamasi, antipiretik, dan analgesik (Bushra & 

Aslam, 2010). Ibuprofen merupakan derivat asam propionat golongan NSAID yang bekerja 

sebagai inhibitor non-selektif terhadap siklooksigenase-1 (COX-1) dan siklooksigenase-2 

(COX-2) (Swami & Swami, 2015). Pelepasan PGE2 yang dihambat oleh ibuprofen sebagai 

inhibitor COX-1 dan COX-2 dapat mengurangi level MMP-9 (Yen et al., 2008). 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui konsentrasi optimal ibuprofen dalam 

sediaan hidrogel diabetic wound healing yang mampu mempercepat penyembuhan luka 

pada tikus yang menderita diabetes. Hipotesis penelitian ini adalah sediaan hidrogel dengan 

kadar ibuprofen yang optimal diduga dapat mempercepat proses penyembuhan luka pada 

hewan tikus putih galur Wistar yang menderita diabetes. 

METODE PENELITIAN 

 Jenis dan rancangan penelitian ini adalah eksperimental murni sederhana dengan 

rancangan acak lengkap pola searah. Bahan yang digunakan dalam penelitian antara lain 

Ibuprofen (Kalbe Farma), etanol 96% (Aldrich), carbopol (Brataco), CMC-Na (Brataco), 

Ca-alginat (Brataco), gliserol (Aldrich), TEA (Brataco), krim depilatori (Reckitt 

Bensckiser), akuades (Tirta Amarta), aloksan monohidrat (Sigma), etanol 70%, kalium 
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sorbat (Brataco), asam borat (Brataco), ketamin 10% (Kepro), Nutrient Agar (Oxoid), 

formalin 10% (Aldrich), larutan Harris Hematoxylin, larutan acid alkohol, larutan 

ammonium, larutan stok Eosin alkohol 1%, larutan working Eosin, heparin, reagen Glucose 

GOD FS (Diasys, Germany), akuabides, larutan standar glukosa, dan darah subjek uji.  

 Alat dan instrumen yang digunakan pada penelitian ini meliputi gelas beaker, 

hotplate magnetic stirrer, stirrer, skalpel, termometer, gelas ukur, plat stainless steel, 

corong, sentrifugator, aluminium foil, kapas, batang pengaduk, kabinet LAF, jarum ose, labu 

ukur, tabung sentrifugasi, mortir, stamper, spuit injeksi, pinset, gunting, biopsy punch, kaca 

objek dan kaca penutup, pipet tetes, plastic wrap, kaca bundar, mikrolab-200 (Merck), 

mikropipet (Socorex), tabung reaksi, Rheosys Merlyn VR, timbangan analitik (Ohaus), 

vortex (Wilten), dan mikroskop cahaya Olympus tipe BH-2 (Olympus Corp., Jepang). 

 Subjek uji pada penelitian ini adalah 6 ekor tikus putih jantan galur Wistar berusia 

2 bulan dari Laboratorium Imono Universitas Sanata Dharma, Yogyakarta, yang memiliki 

deviasi berat badan 30 g (150-180 g) dan kondisi yang sehat. 

Pembuatan hidrogel diabetic wound healing 

Formula basis hidrogel acuan yang digunakan yakni: 

R/ Carbopol  1 

 CMC-Na  0,5 

Ca-alginat  0,5 

 Trietanolamin  sampai pH 7 

 Gliserol  12,5 

 Asam borat  0,5 

 Kalium sorbat  0,2 

 Etanol   10 

 Akuades  ad 100 

m f. gel             (Yuliani, 2012). 

Sediaan hidrogel yang digunakan penelitian ini terdiri dari 4 formula yakni: basis (Gel), 

hidrogel dengan kadar ibuprofen 1,25% (IBU 1); hidrogel dengan kadar ibuprofen 2,5% 

(IBU 2); hidrogel dengan kadar ibuprofen 5% (IBU 3). 

Uji sterilitas 

Uji sterilitas dilakukan dengan menggoreskan hidrogel ke media Nutrient Agar pada 

cawan petri menggunakan jarum ose secara zig-zag. Tiap petri kemudian dibungkus plastic 

wrap dan diinkubasi terbalik dalam LAF selama 24 jam. 
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Evaluasi sifat fisik  

Uji daya sebar Sediaan sebanyak 0,5 g diletakkan di tengah kaca bundar. Kaca bundar 

lainnya dan pemberat dengan total bobot 125 g diletakkan di atas kaca bundar pertama dan 

didiamkan selama 1 menit. Diameter sediaan yang telah menyebar diukur (dengan 

mengambil nilai rata-rata setelah diukur dari 4 arah berbeda) dan diulangi sebanyak 3 kali. 

Uji homogenitas Sediaan secukupnya diletakkan pada kaca objek lalu letakkan kaca objek 

lain di atas kaca objek pertama, tekan hingga keduanya merapat. Homogenitas sebarannya 

diamati. Diulangi sebanyak 3 kali. 

Uji viskositas Viskositas dan rheologi sediaan hidrogel diukur menggunakan instrumen 

Rheosys Merlin VR dengan sistem cone and plate. Sediaan secukupnya diletakkan di atas 

plate, lalu cone diturunkan hingga menghimpit gel pada plate. Pengukuran viskositas 

dilakukan pada kecepatan putar 100 rpm. 

Perlakuan terhadap hewan uji 

Induksi aloksan pada tikus Larutan aloksan monohidrat 5% diinjeksikan secara 

intraperitonial ke tikus jantan galur Wistar (umur 2 bulan dengan berat 150-180 g) yang telah 

dipuasakan selama 15 jam dengan dosis 150 mg/kgBB selama 2-3 hari berturut-turut. Darah 

diambil dari orbital plexus 24 jam setelah injeksi dan kadar gula darah tikus diukur 

(Pirbalouti et al., 2010). 

Pengukuran kadar gula darah tikus Kadar glukosa darah tikus diukur dengan instrumen 

mikrolab-200 pada panjang gelombang 546 nm. Pengukuran kadar glukosa darah tikus 

dilakukan dengan metode GOD-PAP (Glucose Oxidase - Phenol Aminoantipiryn 

Peroxidase) pada hari ke- 0, 1, dan akhir penelitian. Tiga ekor tikus yang kadar gula 

darahnya di atas 250 mg/dL digunakan untuk penelitian sebagai kelompok perlakuan 

(Pirbalouti et al., 2010). 

Perlakuan pemberian luka dan pemberian hidrogel ibuprofen pada tikus Enam ekor tikus 

yang digunakan dalam penelitian dibagi secara acak menjadi 2 kelompok, yaitu kelompok 

perlakuan terdiri dari 3 ekor tikus diabetes dengan kadar gula darah > 250 mg/dL dan 3 ekor 

tikus tidak diabetes sebagai kelompok kontrol. Setiap tikus dianestesi dengan injeksi ketamin 

pada dosis 80 mg/kgBB secara intramuscular. Pada tiap tikus diberikan 5 luka eksisi 

menggunakan biopsy punch dengan diameter 3 mm. Luka dibuat pada punggung tikus yang 

sudah dicukur 48 jam sebelumnya. Kelima luka eksisi pada 1 ekor tikus diberi perlakuan 

berbeda, yaitu: Gel; IBU 1,25%; IBU 2,5%; IBU 5%; dan kontrol tanpa perlakuan. Hidrogel 

diaplikasikan sebanyak 0,1 mL pada luka eksisi dengan menggunakan spuit tanpa jarum 

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



 
 

5 
 

setiap 12 jam sampai luka menutup. Luka eksisi kemudian dimonitor dan persentase 

penutupan luka dihitung. Setelah luka sembuh, tikus dieuthanasia dengan injeksi ketamin 

dengan dosis 100 mg/kgBB. Kulit punggung diambil dengan ukuran 2x2 cm dan disimpan 

dalam pot berisi formalin 10%.  

Uji histopatologi – pengecatan Hematoxylin-Eosin (HE) Sampel jaringan kulit tikus dari 

perlakuan diambil, dilakukan pengecatan dengan Hematoxylin Eosin, kemudian diamati 

histopatologinya secara mikroskopis dengan mikroskop cahaya Olympus tipe BH-2 yang 

terhubung dengan kamera Optilab v.2.1 (Micronos, Indonesia). Pembuatan preparat sampel 

jaringan kulit dilakukan oleh Bagian Patologi Anatomi, Universitas Gadjah Mada, 

Yogyakarta. 

Tata cara analisis hasil 

Analisis kuantitatif  Pengukuran data kuantitatif yaitu waktu penyembuhan luka pada tikus 

dihitung dengan persamaan:  

% wound closure = 
area luka hari ke−0−area luka hari ke−n

area luka hari ke−0
  X 100 % 

Pengukuran % penutupan luka menggunakan aplikasi Image J dilakukan setiap hari dari 

awal pemberian luka hingga luka menutup. Waktu penyembuhan luka dianalisis secara 

statistik menggunakan software R i.386 3.2.5. 

Analisis kualitatif Pengamatan pada uji histopatologi memberikan perbandingan hasil 

secara mikroskopis antara struktur kulit dari penyembuhan luka eksisi dan struktur kulit 

normal tikus. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Formulasi Sediaan Hidrogel 

Formula gel diabetic wound healing dalam penelitian ini diperoleh dari penelitian 

Formulasi Sediaan Hidrogel Penyembuh Luka Ekstrak Etanol Daun Binahong. Basis gel 

diabetic wound disterilisasi menggunakan autoklaf dengan suhu 121oC dan tekanan 

1kgf/cm2 selama 15 menit karena pada kondisi tersebut mikroorganisme di dalamnya akan 

mati akibat degradasi asam nukleat dan denaturasi enzim (Adji, Zuliyanti, dan Larashanty, 

2007). 

Penambahan zat aktif ibuprofen ke dalam sediaan gel diabetic wound healing  

dilakukan dalam suasana aseptis di dalam LAF yang telah dibersihkan dengan etanol dan 

didiamkan di bawah sinar UV selama 24 jam. Dalam proses pembuatan hidrogel tidak 
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dilakukan sterilisasi terminal karena dikhawatirkan zat aktif ibuprofen akan rusak pada suhu 

tinggi. 

Uji Sterilitas  

                     
(a)              (b) 

                      
(c)                                             (d) 

Gambar 1. Hasil uji sterilitas: IBU 1,25% (a); IBU 2,5% (b); IBU 5% (c); dan Gel (d) (n=1) 

Uji sterilitas dilakukan untuk mengetahui apakah formulasi yang dilakukan secara 

aseptis mampu menghasilkan sediaan hidrogel yang steril. Sediaan gel diabetic wound ini 

harus memenuhi persyaratan sterilitas karena akan diaplikasikan pada luka diabetes yang 

terbuka. Apabila sediaan ini tidak steril, dikhawatirkan dapat menimbulkan infeksi pada luka 

yang dapat menghambat proses penyembuhan luka diabetes bahkan mengakibatkan 

amputasi (Leung, 2007). Sediaan ini juga tidak mengandung antimikroba sehingga uji 

sterilitas ini perlu dilakukan untuk memastikan sediaan steril sehingga tidak mengganggu 

proses penyembuhan luka. 

Hasil uji sterilitas terhadap Gel; IBU 1,25%; IBU 2,5%; dan IBU 5% menunjukkan 

keempat sediaan ini steril dengan tidak ditemukan adanya pertumbuhan mikroorganisme 

pada cawan petri seperti yang ditunjukkan pada Gambar 1. 

Evaluasi Sifat Fisik 

 Evaluasi sifat fisik yang dilakukan meliputi uji viskositas, uji daya sebar, dan uji 

homogenitas. Uji viskositas yang dilakukan dengan instrumen Rheosys Merlin VR pada 100 

rpm, bertujuan untuk mengetahui nilai viskositas dan rheologi sediaan gel yang dibuat pada 

penelitian ini. Uji daya sebar dilakukan untuk mengetahui seberapa besar kemampuan 
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sediaan yang dibuat untuk menyebar ketika diaplikasikan pada luka. Uji homogenitas 

memastikan bahwa sediaan hidrogel yang dibuat homogen. Data hasil evaluasi sifat fisik 

sediaan dapat dilihat pada Tabel I. 

Tabel I. Hasil evaluasi sifat fisik (n=3) 

Sediaan Viskositas ± SD (Pa.s) Daya sebar ± SD (cm) Homogenitas 

Gel 1,830±0,25 4,167±0,17 Homogen 

IBU 1,25% 1,249±0,04 4,708±0,27 Homogen 

IBU 2,5% 1,120±0,12 4,667±0,14 Homogen 

IBU 5% 0,994±0,02 4,675±0,01 Homogen 
  

 

Gambar 2. Grafik rheologi sediaan gel 

 Grafik rheologi yang ditampilkan pada Gambar 2 menunjukkan bahwa hidrogel 

diabetic wound dalam penelitian ini termasuk dalam sifat alir non-Newtonian tipe 

pseudoplastis. Hal ini ditandai dengan bentuk grafik yang berbentuk agak melengkung naik 

ke atas yang menunjukkan shear stress meningkat seiring dengan meningkatnya shear rate. 

Perlakuan Terhadap Hewan Uji  

 Hidrogel yang telah dibuat dan diuji sifat fisisnya kemudian diuji aktivitasnya pada 

luka eksisi yang dibuat pada punggung tikus. Tikus yang digunakan adalah tikus jantan galur 

Wistar, spesies Rattus norvegicus yang berusia 2 bulan dengan deviasi berat badan 30 g 

(150-180 g) dan kondisi fisiologis yang sehat. Tikus jantan dipilih karena kondisi hormonal 

tikus jantan relatif stabil sehingga tidak banyak memengaruhi metabolisme dalam tubuhnya 

(Baroroh, Aznam, dan Susanti, 2011). Penentuan galur, jenis kelamin, berat badan, dan usia 

tikus dilakukan dengan tujuan meminimalisir faktor-faktor pengacau yang dapat 
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memengaruhi hasil penelitian. Enam ekor tikus yang digunakan dalam penelitian dibagi 

secara acak menjadi 2 kelompok yakni kelompok perlakuan dengan kondisi diabetes (kadar 

gula darah > 250 mg/dL) dan kelompok kontrol dengan kondisi fisiologis yang normal. 

 Aloksan berfungsi sebagai induktor diabetes pada tikus dengan mekanisme 

merusak sel beta pankreas secara reversibel sehingga tubuh tidak bisa menghasilkan insulin 

dan menyebabkan kondisi hiperglikemia (Suarsana, Priosoeryanto, Bintang, dan Wresdiyati, 

2010). Sebelum memberikan perlakuan pada tikus yang akan digunakan untuk penelitian, 

dilakukan orientasi untuk mengetahui dosis aloksan yang mampu mempertahankan kadar 

glukosa darah tikus di atas 250 mg/dL selama penelitian (±21 hari). Pada orientasi awal, 

diberikan injeksi aloksan dengan dosis 125 mg/kg BB, tetapi pada hari ke-4 kadar gula darah 

tikus turun hingga di bawah 250 mg/dL, sehingga dosis dinaikkan hingga 150 mg/kg BB. 

Dengan pemberian aloksan dosis 150 mg/kg BB, tikus masih memiliki kadar glukosa darah 

di atas 250 mg/dL pada pengukuran hari ke-21 setelah injeksi, sehingga dosis ini yang 

digunakan untuk menginduksi diabetes pada tikus. 

 Kelompok tikus perlakuan diinjeksi aloksan dengan dosis 150 mg/kgBB secara 

intraperitoneal selama 3 hari kemudian kadar glukosa darah diukur dengan metode GOD-

PAP. Prinsip metode ini adalah reaksi oksidasi glukosa oleh enzim glukosa oksidase (GOD) 

menjadi asam glukonat dan H2O2. H2O2 yang terbentuk dengan adanya enzim peroksidase 

(PAP) akan membebaskan O2 yang selajutnya mengoksidasi akseptor kromogen (4-amino) 

yang mengandung quinonimin (senyawa bewarna merah) yang akan dideteksi pada 

instrumen mikrolab-200 (Baroroh, Aznam, dan Susanti, 2011).  Kadar gula darah semua 

tikus pada hari ke-0 berkisar antara 59-75 mg/dL. Setelah diinjeksi aloksan, kadar gula darah 

pada hari ke-1 menunjukkan rentang 482-783 mg/dL dan pada akhir penelitian kadar gula 

darah berada pada rentang 256-564 mg/dL.  

 Setelah mencukur kulit tikus dengan krim depilatori, tikus didiamkan selama 48 

jam sebelum diberi luka eksisi untuk memastikan tidak ada lagi zat depilatori yang tersisa 

dan dapat memengaruhi hasil penelitian. Sebelum diberi luka eksisi, tikus dianestesi dengan 

ketamin dosis 80 mg/kgBB secara intramuskular untuk menjamin tikus tidak merasakan 

sakit dan memudahkan dalam pemberian luka eksisi. Luka eksisi dibuat dengan 

menggunakan biopsy punch  dengan diameter 3 mm dengan tujuan agar setiap luka memiliki 

ukuran yang seragam sehingga meminimalisir faktor yang dapat mengacaukan hasil 

penelitian. Luka dibuat pada sisi kanan (2 luka) dan sisi kiri (3 luka) pada punggung tikus 

dengan jarak yang cukup antar luka sehingga pengaplikasian gel tidak tumpang tindih.  
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 Tikus dieuthanasia dengan injeksi ketamin dosis 100 mg/kgBB setelah semua luka 

menutup yang ditunjukkan dengan persentase penutupan luka mencapai 100%. Kulit 

punggung tikus diambil dan kemudian disimpan dalam pot berisi 10% formalin untuk 

selanjutnya dibuat menjadi preparat dengan pengecatan HE dan diamati histopatologinya. 

Waktu Penyembuhan Luka 

Tabel II. Rata-rata waktu penyembuhan luka (n=3) 

Perlakuan luka 
Rata-rata waktu penyembuhan luka (hari) 

Tikus normal Tikus diabetes 

Kontrol 12±1,00 16±3,46 

Basis (Gel) 12±1,53 15±3,46 

IBU 1,25% 12±1,00 15±2,65 

IBU 2,5% 12±1,53 19±7,00 

IBU 5% 11±1,53 12±2,08 

 Data berupa jumlah hari yang dibutuhkan untuk mencapai penutupan luka 100% 

(waktu penyembuhan), dianalisis secara statistik untuk melihat apakah ada perbedaan 

bermakna antara waktu penyembuhan pada luka yang diberikan basis, gel ibuprofen, dan 

luka kontrol pada kelompok kontrol (normal) maupun kelompok diabetes. Hasil statistika 

menunjukkan bahwa waktu penyembuhan luka yang diaplikasikan Gel; IBU 1,25%; IBU 

2,5%; IBU 5% maupun luka kontrol tidak berbeda signifikan pada tikus kontrol maupun 

pada tikus diabetes.  
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Uji Histopatologi 

 Uji histopatologi dilakukan saat % wound closure pada luka telah mencapai 100%.  

              
(Tikus normal luka kontrol)             (Tikus normal Gel)    (Tikus normal IBU 1,25%)  

       
(Tikus diabetes luka kontrol)           (Tikus diabetes Gel)     (Tikus diabetes IBU 1,25%) 

        
    (Tikus normal IBU 2,5%)             (Tikus normal IBU 5%)           (Kulit tikus normal) 

   
    (Tikus diabetes IBU 2,5%)             (Tikus diabetes IBU 5%) 

Keterangan :  1 = lapisan epidermis 4 = pembuluh darah  

  2 = jaringan granulasi 5 = inti sel 

  3 = serat kolagen  6 = jaringan ikat 

Gambar 3. Hasil uji histopatologi pengecatan Hematoxylin Eosin perbesaran 4x10 (n=1) 
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Tabel III. Intepretasi hasil histopatologi 

Perlakuan Waktu penyembuhan 

(hari) 

Keterangan 

Tikus normal Tikus 

diabetes 

Tikus normal Tikus diabetes 

Kontrol  12±1,00 16±3,46 Serat kolagen  tidak 

rapat,  jaringan ikat 

sudah terbentuk; 

Terdapat jaringan 

granulasi dan pembuluh 

darah yang 

menunjukkan proses 

penyembuhan luka 

mencapai tahap 

proliferasi 

Serat kolagen  tidak 

rapat dan teratur; 

Terdapat jaringan 

granulasi, jaringan ikat, 

dan pembuluh darah 

menunjukkan proses 

penyembuhan luka 

mencapai awal fase 

proliferasi  

Gel  12±1,53 15±3,46 Serat kolagen  tidak 

rapat dan teratur, lapisan 

epidermis belum 

menutup sempurna; 

Terdapat jaringan 

granulasi dan pembuluh 

darah menunjukkan 

proses penyembuhan 

luka mencapai tahap 

proliferasi 

Serat kolagen  tidak 

rapat dan teratur, masih 

terdapat jaringan 

granulasi, dan jaringan 

ikat belum terbentuk 

sempurna menunjukkan 

proses penyembuhan 

luka mencapai tahap 

proliferasi 

IBU 1,25% 12±1,00 15±2,65 Serat kolagen  teratur 

dan rapat, tidak ada 

jaringan granulasi; 

Jaringan ikat dan 

lapisan epidermis 

terbentuk sempurna 

yang menunjukkan 

proses penyembuhan 

luka mencapai tahap 

remodelling 

Serat kolagen  cukup 

teratur tetapi masih 

sedikit kurang rapat, 

terdapat sedikit jaringan 

granulasi; Lapisan 

epidermis dan jaringan 

ikat sudah terbentuk 

sempurna yang 

menunjukkan proses 

penyembuhan luka 

mencapai tahap 

remodelling 

IBU 2,5% 12±1,53 19±7,00 Serat kolagen  kurang 

rapat dan teratur, masih 

terdapat jaringan 

granulasi; Jaringan ikat 

dan lapisan epidermis 

telah terbentuk. Hal ini 

menunjukkan proses 

penyembuhan luka 

mencapai tahap 

proliferasi akhir 

Serat kolagen  tidak 

teratur dan rapat, 

jaringan granulasi masih 

luas, jaringan ikat belum 

terbentuk sempurna 

menunjukkan proses 

penyembuhan luka 

mencapai tahap 

proliferasi 
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Perlakuan Waktu penyembuhan 

(hari) 

Keterangan 

Tikus normal Tikus 

diabetes 

Tikus normal Tikus diabetes 

IBU 5% 11±1,53 12±2,08 Serat kolagen  kurang 

rapat dan teratur, tidak 

terdapat jaringan 

granulasi; Sudah 

terbentuk jaringan ikat 

dan lapisan epidermis. 

Hal ini menunjukkan 

proses penyembuhan 

luka telah mencapai 

tahap awal remodelling 

Serat kolagen  tidak 

teratur dan kurang rapat; 

Terdapat Jaringan 

granulasi; Jaringan ikat 

dan lapisan epidermis 

telah terbentuk. Hal ini 

menunjukkan proses 

penyembuhan luka 

mencapai tahap 

proliferasi 

Tanpa 

perlakuan  

- Bagian-bagian struktur kulit tikus lengkap 

(tanpa jaringan granulasi) karena tidak 

mengalami proses luka 

 Hasil uji histopatologi di atas menunjukkan bahwa luka pada tikus normal maupun 

tikus diabetes yang diaplikasikan IBU 1,25% memberikan hasil yang lebih baik dan 

mendekati struktur kulit normal tikus dibandingkan dengan luka kontrol dan luka yang 

diaplikasikan Gel, IBU 2,5%, dan IBU 5%. Hal ini terjadi karena pada luka yang 

diaplikasikan IBU 2,5% dan IBU 5%, tingginya kadar ibuprofen menyebabkan fase 

inflamasi terlalu dihambat sehingga menekan beberapa inflammatory agent yang diperlukan 

untuk penyembuhan luka. Pada tahap inflamasi, mediator PGE2 akan mengaktivasi sitokin 

proinflamasi dan sel inflamasi lainnya yang akan terekruit di area luka (Ricciotti & 

FitzGerald, 2011). Growth factor yang teraktivasi pada tahap inflamasi akan menginduksi 

keratinosit dan fibroblas yang penting untuk proliferasi jaringan dan pembentukan kolagen 

(matriks ekstraseluler) (Hamed et al., 2002).  

 Sitokin proinflamasi dan sel-sel inflamasi berperan dalam menginduksi sekresi dan 

ekspresi dari MMPs termasuk MMP-9 yang berperan dalam migrasi seluler, kontraksi, dan 

apoptosis sel yang tidak diperlukan (Lobmann et al., 2002). MMP-9 yang diekspresikan 

berlebih pada penderita diabetes akan menghambat epitelisasi dan pembentukan jaringan 

granulasi pada luka karena dapat mendegradasi matriks ekstraseluler seperti kolagen, secara 

tak terkontrol (Lobmann et al., 2002). Namun, keberadaan MMP-9 dalam jumlah yang 

cukup tetap diperlukan dalam penyembuhan luka karena berperan dalam angiogenesis, 

proliferasi jaringan, dan mengontrol keteraturan dari matriks ekstraseluler pada tahap 

remodelling (Falanga, 2005). Penekanan berlebihan terhadap agen-agen inflamasi, growth 
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factor, dan MMP-9 oleh IBU 2,5% dan IBU 5% menyebabkan proliferasi dan remodelling 

jaringan tidak terjadi secara optimal. 

 Fase penyembuhan luka yang diaplikasikan IBU 1,25% telah mencapai tahap 

remodelling (tahap terakhir penyembuhan luka) yang ditunjukkan oleh sudah terbentuknya 

serat kolagen yang cukup rapat dan teratur. Pada luka IBU 1,25% tikus normal, serat kolagen 

yang terbentuk lebih teratur dan rapat dibandingkan dengan luka IBU 1,25% tikus diabetes.  

Hal ini terjadi karena MMP-9 yang diekspresikan berlebih pada luka tikus diabetes 

menghasilkan proses penyembuhan luka yang lebih lambat dibandingkan tikus yang tidak 

diabetes (tikus normal) sehingga memungkinkan luka IBU 1,25% tikus diabetes masih 

berada pada awal fase remodelling sementara luka IBU 1,25% tikus normal sudah mendekati 

tahap akhir dari fase remodelling. Luka yang diberikan hidrogel ibuprofen menunjukkan 

struktur jaringan yang lebih baik dan serat kolagen yang jauh lebih rapat dibandingkan 

dengan luka kontrol dan luka Gel. Hasil histologi ini menunjukkan bahwa hidrogel ibuprofen 

mampu mempercepat penyembuhan luka pada tikus diabetes dan konsentrasi ibuprofen yang 

mampu menghasilkan penyembuhan luka yang paling baik, dilihat dari struktur jaringan 

kulit tikus adalah hidrogel konsentrasi ibuprofen sebesar 1,25%. 

KESIMPULAN 

 Konsentrasi optimal ibuprofen yang mampu mempercepat penyembuhan luka 

diabetes  adalah 1,25%. Hasil analisis statistika menunjukkan tidak ada perbedaan waktu 

penutupan luka yang bermakna antara luka yang diberikan hidrogel ibuprofen dengan luka 

kontrol tanpa perlakuan pada tikus diabetes maupun tikus kontrol. Uji histopatologi 

menunjukkan jaringan kulit bekas luka yang diberikan hidrogel ibuprofen 1,25% 

menghasilkan struktur kulit yang paling baik secara mikroskopis. Untuk penelitian 

selanjutnya, dapat dikembangkan ibuprofen dalam bentuk sediaan lain yang dapat 

mengoptimalkan penyembuhan luka, serta dapat diteliti perbandingan aktivitas antara 

ibuprofen dan NSAID selektif COX-2 dalam mempercepat penyembuhan luka diabetes. 
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Lampiran 1. Proposal Penelitian 

BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit metabolik yang ditandai oleh 

hiperglikemia akibat kegagalan sekresi insulin, kerja insulin atau keduanya (Artanti et al., 

2015). Penyakit ini bersifat kronis dan jumlah penderitanya terus meningkat di seluruh 

belahan dunia seiring dengan bertambahnya populasi, usia, prevalensi obesitas, dan 

penurunan aktivitas fisik (Artanti et al., 2015). Pada tahun 2014, prevalensi penderita 

diabetes melitus pada usia produktif di Indonesia mencapai 4,6% yang terdiri dari 1,1% yang 

telah terdiagnosis dan 3,5% yang tidak terdiagnosis (Mihardja et al., 2014). Sekitar 15% dari 

keseluruhan jumlah penderita diabetes di Indonesia mengalami diabetic foot ulcer yang 

menyebabkan 23,5% dari seluruh penderita diabetic foot ulcer mengalami amputasi (Santosa 

& Nikmah, 2014). 

Proses penyembuhan luka memerlukan keseimbangan antara akumulasi komponen 

matriks ekstraselular kolagen dan non-kolagen serta remodelling oleh Matrix 

Metalloproteinases (MMPs) (Lobmann et al., 2002). Menurut Hamed et al. (2014), proses 

penyembuhan luka secara normal pada kulit terdiri atas 4 fase : fase koagulasi atau fase 

hemostasis, fase inflamasi, fase proliferasi yang ditandai dengan terbentuknya granulasi 

jaringan, dan yang terakhir fase remodelling. 

Pada luka yang dialami oleh penderita diabetes, beberapa aspek dari proses 

penyembuhan luka dapat mengalami gangguan yakni terjadi disfungsi dari respon inflamasi, 

berkurangnya formasi granulasi jaringan dan terganggunya angiogenesis (Cianfarani et al., 

2006). Diabetes melitus menyebabkan epitelisasi tidak terjadi karena beberapa alasan yaitu 

berkurangnya level fibronectin dalam plasma dan meningkatnya intensitas dan durasi dari 

respon inflamasi (Hamed et al., 2014). Diabetes melitus berasosiasi dengan kerusakan 

seluler menghambat fibroblas untuk membentuk matriks ekstraselular dan keratinosit untuk 

epitelisasi luka (Hamed et al., 2014). Cairan pada luka kronis pada penderita diabetes 

mengandung sejumlah besar matriks metalloproteinase (MMP) termasuk MMP-9 yang 

dapat merusak protein matriks ekstraselular sehingga menghambat penyembuhan luka 

(Falanga, 2004). Pada diabetic ulcer terjadi peningkatan konsentrasi MMP-9 hingga 14 kali 

lipat dari jumlah MMP-9 pada luka normal (Lobmann et al., 2002). 

Sediaan berbasis hidrogel bersifat semiocclusive dan tersusun atas jaringan cross-

linked dari polimer hidrofilik. Sediaan hidrogel didominasi oleh kandungan air dengan 

polimer untuk meningkatkan viskositas dan memfasilitasi zat aktif untuk melekat pada 

permukaan luka. Keuntungan dari sediaan hidrogel yaitu menjaga keseimbangan 

kelembaban dan memberikan efek sejuk yang dapat mengurangi rasa sakit pada luka kronis 

(Okan et al., 2007). 

Ibuprofen yang digunakan sebagai zat aktif pada sediaan hidrogel diabetic wound 

healing memiliki aktivitas sebagai antiinflamasi, antipiretik, dan analgesik (Bushra & 

Aslam, 2010). Ibuprofen merupakan derivat asam propionat golongan NSAID yang bekerja 

sebagai inhibitor non-selektif terhadap siklooksigenase-1 (COX-1) dan siklooksigenase-2 

(COX-2) (Swami & Swami, 2015). Menurut hasil penelitian, penghambatan siklooksigenase 
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diketahui dapat menyebabkan berkurangnya sekresi MMP-9 secara signifikan (Attiga et al., 

2000). 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berapa konsentrasi optimal ibuprofen dalam sediaan hidrogel diabetic wound 

healing yang mampu mempercepat penyembuhan luka pada tikus yang menderita diabetes? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Mengetahui konsentrasi optimal ibuprofen dalam sediaan hidrogel diabetic wound 

healing yang mampu mempercepat penyembuhan luka pada tikus yang menderita diabetes. 

 

1.4 Urgensi Penelitian 

Penelitian ini berguna untuk mengembangkan suatu produk baru yang belum 

beredar di pasaran yakni sediaan hidrogel ibuprofen dengan kadar efektif  yang dapat 

mempercepat proses penyembuhan luka pada penderita diabetes sehingga mengurangi angka 

kejadian amputasi akibat ulkus diabetikum. 

 

1.5 Kontribusi Penelitian 

Penelitian ini diharapkan berkontribusi dalam pengembangan ilmu pengetahuan 

khususnya di bidang kefarmasian terkait dengan kadar optimal ibuprofen dalam sediaan 

hidrogel diabetic wound healing, sehingga dapat pula dijadikan sumber acuan yang dapat 

digunakan untuk penelitian selanjutnya. 

 

1.6 Luaran yang Diharapkan 

Mendapatkan kadar efektif ibuprofen dalam sediaan hidrogel yang mampu 

mempercepat penyembuhan luka pada penderita diabetes. 

 

1.7 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini diharapkan dapat membuktikan secara ilmiah potensi ibuprofen 

dalam mempercepat penyembuhan luka pada penderita diabetes. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Proses Penyembuhan Luka 

Luka didefinisikan sebagai kerusakan atau gangguan pada fungsi dan struktur dari 

anatomi normal. Luka menyebabkan kerusakan pada jaringan dan gangguan pada 

lingkungan di sekitar terjadinya luka (Velnar et al., 2009). Proses penyembuhan luka 

merupakan respon fisiologis normal terhadap luka dan umumnya mengarah pada pemulihan 

struktur dan fungsi normal pada jaringan yang rusak. Penyembuhan luka melibatkan aksi 

gabungan dari sejumlah jenis sel (interaksi dari beberapa jenis sel, termasuk sel inflamasi, 

keratinosit, dan sel endotel, growth factor dan enzim-enzim), matriks ekstraselular, dan 

mediator terlarut termasuk sitokin (Barati et al., 2013).  

 
Gambar 1. Tahap penyembuhan luka normal (Falanga, 2005). 

Proses penyembuhan luka secara normal terdiri atas 4 fase: fase koagulasi atau 

hemostasis yang berlangsung singkat, fase inflamasi, fase proliferasi yang ditandai dengan 

terbentuknya granulasi jaringan, dan fase remodelling. Fase koagulasi dimulai segera setelah 

terjadinya luka, ditandai dengan agregasi platelet pada tempat luka untuk memfasilitasi 

formasi dari gumpalan fibrin, yang kemudian dengan bergabungnya fibronektin 

bertransformasi menjadi matriks sementara. Agregasi platelet menyekresi beberapa 

mediator khusus seperti platelet-derived growth factor (PDGF) dan transforming growth 

factor (TGF)-β1, yang keseluruhannya berkontribusi pada penyembuhan luka dengan 

menginduksi dan mengaktivasi makrofag dan fibroblas pada lokasi luka. Fase inflamasi 

ditandai dengan keluarnya neutrofil dan makrofag dari pembuluh darah menuju lokasi luka 

dan memfagositosis jaringan yang rusak dan mikroorganisme oportunistik (Hamed et al., 

2014).  

Komponen yang esensial pada fase proliferasi meliputi pembentukan protein 

matriks ekstraselular (ECM), angiogenesis, kontraksi, dan migrasi keratinosit (Falanga, 

2005). Fase proliferasi diawali saat fase inflamasi berlangsung dan berakhir ketika granulasi 
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jaringan terbentuk pada luka (Hamed et al., 2014). Angiogenesis pada fase proliferasi 

distimulasi oleh growth factor dengan cara menginduksi pertumbuhan, migrasi, dan 

proliferasi sel endotel yang berdekatan dengan luka (Hamed et al., 2014). Formasi dari 

granulasi jaringan memungkinkan terjadinya epitelisasi dan penutupan kulit yang terluka 

(Hamed et al., 2014). 

Fase remodelling merupakan fase terakhir dari proses penyembuhan luka, ditandai 

dengan berakhirnya inflamasi dan proses pembentukan parut luka, pemulihan morfologi 

normal jaringan, penataan ulang matriks kolagen, dan apoptosis sel yang tidak diperlukan. 

Wound-breaking strength meningkat secara progresif selama 3 minggu pertama dari proses 

penyembuhan luka melalui desposisi kolagen, remodelling, dan kontraksi luka (Hamed et 

al., 2014).  
 

2.2 Proses Penyembuhan Luka Diabetes 

Terhambatnya proses penyembuhan luka pada penderita diabetes dapat disebabkan 

oleh banyak faktor (multifaktorial) seperti terganggunya migrasi normal leukosit ke lokasi 

luka yang mengakibatkan kolonisasi bakteri pada ulkus serta terganggunya formasi dari 

granulasi jaringan dan nekrosis jaringan (Galkowska et al., 2006). Brem & Tomic-Canic 

(2007) menyatakan faktor-faktor yang memengaruhi defisiensi penyembuhan luka pada 

penderita diabetes yaitu berkurangnya atau terganggunya produksi growth factor, respon 

angiogenik, fungsi makrofag, akumulasi kolagen, fungsi barier epidermal, kuantitas dari 

granulasi jaringan, migrasi dan proliferasi keratinosit dan fibroblas, jumlah dari saraf 

epidermal, dan keseimbangan antara akumulasi komponen matriks ekstraselular dan 

remodelling oleh MMPs. Penghambatan penyembuhan luka diabetes juga disebabkan oleh 

meningkatnya apoptosis, berkurangnya angiogenesis, dan berkurangnya formasi dari serat-

serat kolagen (Asai et al., 2012). Kolagen merupakan salah satu komponen matriks 

ekstraselular yang disintesis oleh fibroblas pada fase proliferasi dan remodelling, berfungsi 

untuk memberikan kekuatan dan integritas pada jaringan dan memiliki peran penting pada 

penyembuhan luka (Enoch & Leaper, 2007). 

Cairan pada luka kronis seperti luka pada penderita diabetes dapat menghambat 

proliferasi seluler dan angiogenesis serta mengandung sejumlah besar matriks 

metalloproteinase (MMP) (Falanga, 2004). Komposisi dan keteraturan dari matriks 

ekstraselular (ECM) diatur oleh MMP yang merupakan kumpulan endopeptidase yang 

secara struktural bersifat zinc-dependent yang mampu mendegradasi matriks ekstraselular 

(Chen et al., 2007). MMP-9 atau gelatinase B merupakan salah satu jenis kolagenase tipe IV 

yang dapat mendegradasi kolagen yang terdapat pada membran basal dan memecah 

komponen matriks ekstraselular sehingga menyebabkan terhambatnya penyembuhan luka 

(Chen et al., 2007).  
 

2.3 Ibuprofen 

Ibuprofen merupakan derivat asam propionat golongan NSAID yang bekerja 

sebagai inhibitor non-selektif terhadap siklooksigenase-1 (COX-1) dan siklooksigenase-2 

(COX-2) (Swami & Swami, 2015). COX-1 dan COX-2 mengatalisis sintesis berbagai 

prostanoid salah satunya adalah prostaglandin E2 (PGE2) dari asam arakidonat 

(Mazaleuskaya et al., 2015). Prostaglandin E2 merupakan mediator yang penting bagi 
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berbagai fungsi fisologis dan berperan dalam tahap inflamasi karena memiliki keterkaitan 

dengan tanda-tanda klasik dari inflamasi yaitu kulit kemerahan, bengkak, dan nyeri 

(Ricciotti & FitzGerald, 2011). Produksi PGE2 yang dimediasi COX-2 akan terhambat 

dengan pemberian ibuprofen sebagai inhibitor non-selektif siklooksigenase (Mazaleuskaya 

et al., 2015). 

 

 

 

 

Gambar 2. Struktur kimia ibuprofen (Bushra & Aslam, 2010). 

 
Gambar 3. Skema penghambatan sintesis prostanoid oleh NSAID (Ricciotti 

& FitzGerald, 2011). 

Prostaglandin E2 (PGE2) dapat meningkatkan regulasi dari MMP-9 dengan 

menginduksi ekspresi dan sekresi dari MMP-9. Pelepasan PGE2 yang dihambat oleh 

ibuprofen sebagai inhibitor COX-1 dan COX-2 dapat mengurangi level MMP-9 (Yen et al., 

2008). 

 

2.4 Hidrogel 

Sediaan hidrogel merupakan sediaan semiocclusive dan tersusun atas jaringan 

cross-linked dari polimer hidrofilik. Sediaan ini memperoleh kekuatannya dari interaksi 

nonkovalen dan radikal bebas antara polimernya, serta mampu mengikat air karena memiliki 

rantai samping yang bersifat hidrofil. Sediaan hidrogel didominasi oleh kandungan air 

dengan polimer untuk meningkatkan viskositas dan memfasilitasi zat aktif untuk melekat 

pada permukaan luka. Sifat semiocclusive pada hidrogel mampu mempertahankan 
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kelembaban pada lingkungan luka sehingga dapat mempercepat penyembuhan luka akut 

maupun kronis dan meningkatkan pertumbuhan dari jaringan baru (Okan et al., 2007).  

Keseimbangan kelembaban pada luka dapat memfasilitasi pertumbuhan seluler dan 

proliferasi kolagen (Okan et al., 2007). Sediaan yang menjaga kelembaban jaringan luka 

dapat meningkatkan kecepatan penyembuhan luka, mereduksi rasa sakit, dan mereduksi 

infeksi (Ovington, 2007). Keuntungan lainnya dari sediaan hidrogel yaitu menghidrasi 

jaringan, membantu pelepasan jaringan yang rusak dan material asing dari luka, 

nonadhesive, memberikan efek sejuk saat diaplikasikan, dan jernih secara visual (Johnston 

& Wilson, 2001). 

 

2.5 Landasan Teori 

Luka merupakan manifestasi dari kerusakan atau gangguan yang terjadi pada fungsi 

dan struktur anatomi normal. Proses penyembuhan luka secara normal terdiri dari 4 fase 

yang saling tumpang tindih yaitu fase koagulasi, fase inflamasi, fase proliferasi, dan yang 

terakhir fase remodelling (penataan ulang jaringan). Terhambatnya penyembuhan luka pada 

penderita diabetes salah satunya disebabkan oleh reduksi formasi serat kolagen pada fase 

proliferasi dan remodelling. Hal ini terjadi akibat meningkatnya konsentrasi matriks 

metalloproteinase-9 (MMP-9) pada penderita diabetes yang mampu mendegradasi matriks 

ekstraselular termasuk kolagen yang terdapat pada membran basal sehingga epitelisasi luka 

terhambat. 

Ibuprofen sebagai inhibitor non-selektif terhadap siklooksigenase-1 dan 

siklooksigenase-2 mampu menghambat sintesis prostaglandin E2 (PGE2). PGE2   merupakan 

salah satu mediator inflamasi yang mampu menginduksi sekresi dari enzim MMP-9. 

Pemberian ibuprofen mampu menghambat sekresi dan ekspresi dari MMP-9 melalui reduksi 

sintesis PGE2.  

Penambahan ibuprofen dengan kadar optimal sebagai zat aktif pada sediaan 

hidrogel diabetic wound healing akan mempercepat proses penyembuhan luka pada 

penderita diabetes. 

 

2.6 Hipotesis 

Sediaan hidrogel dengan kadar ibuprofen yang optimal diduga dapat mempercepat 

proses penyembuhan luka pada hewan tikus putih galur Wistar yang menderita diabetes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



 
 

22 
 

BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Penelitian yang berjudul “Optimasi Kadar Ibuprofen dalam Sediaan Hidrogel 

sebagai Diabetic Wound Healing pada Luka Tikus Diabetes” ini termasuk penelitian 

eksperimental murni. Penelitian ini merupakan eksperimental murni sederhana dengan 

rancangan acak lengkap pola searah karena pengambilan sampel penelitian (subjek uji) 

dilakukan secara acak dan menggunakan satu variabel bebas. 

3.2 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional 

1. Variabel penelitian 

a. Variabel bebas: konsentrasi ibuprofen dalam sediaan hidrogel diabetic wound healing. 

b. Variabel tergantung: kecepatan penyembuhan luka pada tikus diabetes. 

c. Variabel pengacau: 

1) Variabel pengacau terkendali: usia tikus, galur tikus, berat badan tikus, asupan makanan 

dan minuman tikus, jenis kelamin tikus, asal perolehan tikus, produsen obat dan bahan 

kimia untuk formula hidrogel ibuprofen, dan produsen bahan kimia aloksan; 

2) Variabel pengacau tak terkendali: kondisi patofisiologis hewan uji (tikus). 

2. Definisi operasional 

a. Uji histopatologi: pengamatan kondisi kulit tikus secara mikroskopik dengan mikroskop 

cahaya dengan bantuan zat pewarna. 

b. Kecepatan penyembuhan luka: kecepatan penyembuhan luka diketahui dengan 

menghitung persentase wound closure pada luka eksisi tikus diabetes setelah 

diaplikasikan hidrogel diabetic wound healing. 

c. Kadar ibuprofen: merupakan zat aktif ibuprofen yang ditambahkan ke dalam sediaan 

hidrogel diabetic wound healing dengan tiga konsentrasi berbeda yakni 1,25; 2,5; dan 5 

%. 

d. Sediaan hidrogel: sediaan yang mengandung carbopol, CMC-Na, Ca-alginat, 

trietanolamin, gliserol, asam borat, kalium sorbat, etanol, dan akuades sebagai basis yang 

kemudian ditambahkan zat aktif ibuprofen. 

e. Tikus diabetes: merupakan tikus putih jantan galur Wistar berumur 2 bulan dengan berat 

badan 150-180 g yang menderita diabetes dengan kadar gula darah > 250 mg/dL akibat 

induksi menggunakan aloksan. 

3.3 Subjek dan Bahan Penelitian 

1. Subjek penelitian 

a. Populasi: populasi pada penelitian ini adalah tikus putih jantan galur Wistar yang 

menderita diabetes dari Laboratorium Imono Universitas Sanata Dharma, Yogyakarta. 

b. Sampel: sampel pada penelitian ini adalah 6 ekor tikus putih jantan galur Wistar berusia 

2 bulan dari Laboratorium Imono Universitas Sanata Dharma, Yogyakarta, yang memiliki 

deviasi berat badan 30 g (150-180 g). 

 

2. Bahan penelitian 

Ibuprofen sebagai zat aktif pada sediaan hidrogel; etanol 96% sebagai kosolven 

pada hidrogel; kalium sorbat dan asam borat sebagai pengawet pada hidrogel; carbopol, 
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CMC-Na, dan Ca-alginat sebagai basis sediaan hidrogel; gliserol sebagai humektan; TEA 

untuk meningkatkan pH sediaan gel; krim Veet® untuk mencukur bulu tikus; akuades; 

aloksan monohidrat untuk induksi diabetes pada tikus; etanol 70% untuk sterilisasi ruangan; 

ketamin untuk anestesi dan euthanasia tikus; Nutrient Agar (Oxoid) untuk uji sterilitas 

sediaan; formalin 10% sebagai pengawet jaringan kulit; larutan Harris Hematoxylin, larutan 

acid alkohol, larutan ammonium, larutan stok Eosin alkohol 1%, dan larutan working Eosin 

digunakan untuk uji histopatologi; heparin sebagai antikoagulan; reagen Glucose GOD FS, 

akuabides, larutan standar glukosa, dan darah subjek uji untuk mengukur kadar gula darah 

tikus. 

 

3.4 Alat Penelitian 

Gelas beker, hotplate magnetic stirrer, stirrer, skalpel, termometer, gelas ukur, plat 

stainless steel, corong, sentrifugator, aluminium foil, kapas, batang pengaduk, kabinet LAF, 

jarum ose, labu ukur, tabung sentrifugasi, mortir, stamper, spuit injeksi, pinset, gunting, 

biopsy punch, kaca objek dan kaca penutup, pipet tetes, plastic wrap, kaca bundar, microlab-

200, mikropipet, tabung reaksi, vortex, dan mikroskop cahaya. 
 

3.5 Bagan Kerja Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Gambar 4. Skema tata cara penelitian 

 

3.6 Tata Cara Penelitian 

1. Pembuatan hidrogel diabetic wound healing 

Formula basis hidrogel acuan yang digunakan yakni: 

R/ Carbopol  1 

 CMC-Na  0,5 

Ca-alginat  0,5 

 Trietanolamin  sampai pH 7 

 Gliserol  12,5 

Pembuatan sediaan 

hidrogel diabetic 

wound Healing 

Uji sterilitas Uji daya sebar 

Pengamatan : 

1. Uji histopatologi-

pengecatan Hematoxylin-

Eosin (HE) 

2. Penutupan luka (%) 

Induksi aloksan 

pada tikus 

Uji homogenitas Pengukuran kadar 

gula darah tikus 

Perlakuan :  

1. Pemberian luka 

pada tikus 

2. Pemberian hidrogel 

ibuprofen 
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 Asam borat  0,5 

 Kalium sorbat  0,2 

 Etanol   10 

 Akuades  ad 100 

m f. gel  

Sediaan yang akan dibuat adalah sediaan hidrogel dengan zat aktif ibuprofen (IBU) 

dengan berbagai konsentrasi, dan basis hidrogel (gel). Formula masing-masing sediaan 

tersebut adalah sebagai berikut: 

Tabel I. Formula sediaan hidrogel diabetic wound healing 

Formula Gel (g) IBU 1 (g) IBU 2 (g) IBU 3 (g) 

Basis 100 98,75 97,5 95 

Ibuprofen - 1,25 2,5 5 

CMC-Na dikembangkan dalam akuades selama 24 jam, kemudian ditambahkan Ca-

alginat dan diaduk hingga homogen (campuran A). Campuran A kemudian ditambahkan ke 

dalam larutan kalium sorbat dan asam borat dalam akuades yang telah ditambahkan carbopol 

4% sebelumnya, aduk hingga homogen. Gliserol dimasukkan dan diaduk hingga homogen. 

Lalu ditambahkan 32 mL akuades kemudian TEA dimasukkan sedikit demi sedikit hingga 

mencapai pH 7 (campuran B). Campuran B disterilisasi dengan menggunakan autoklaf pada 

suhu 121oC selama 30 menit. Campuran B yang telah disterilisasi kemudian ditambahkan 

ibuprofen dengan konsentrasi 1,25; 2,5; dan 5 %.  

2. Uji sterilitas 

Kabinet LAF dibersihkan dengan menggunakan etanol 70% kemudian lampu UV 

dinyalakan selama 24 jam. Proses ini dilakukan selama 24 jam sebelum proses pembuatan 

hidrogel diabetic wound. Peralatan yang digunakan juga disterilkan sebelumnya 

menggunakan autoklaf pada 121oC selama 15 menit. Nutrient Agar (Oxoid) sebanyak 21 

gram ditambah 750 mL akuades diaduk homogen dengan batang pengaduk. Media 

dipanaskan dengan hotplate magnetic stirrer sampai tercampur homogen. Media dituangkan 

ke dalam tabung reaksi masing-masing sebanyak 15 mL, kemudian seluruh media dalam 

tabung reaksi disterilkan dengan autoklaf selama 15 menit dengan tekanan 1 kgf/cm2 dan 

suhu 121oC. Media yang telah steril kemudian dituang ke cawan petri dan dibiarkan 

memadat. Hidrogel yang akan diuji sterilitasnya disiapkan, kemasannya dibersihkan dengan 

menggunakan alkohol 70%. Jarum ose dipanaskan di atas bunsen hingga memijar, kemudian 

didinginkan. Kemasan hidrogel dibuka secara aseptis dekat nyala bunsen, kemudian sedikit 

hidrogel dibuang, setelah itu diambil 1 ose gel dan digoreskan pada permukaan media agar 

secara zig-zag. Ose dipijarkan setiap akan digunakan untuk penggoresan. Tiap petri diberi 

label dan dibungkus plastic wrap, lalu diinkubasi terbalik dalam LAF selama 24 jam. 

3. Uji daya sebar 

Sediaan sebanyak 0,5 gram ditimbang dan diletakkan di tengah kaca bundar. 

Letakkan kaca bundar lainnya (yang telah ditimbang bersama dengan pemberat, sehingga 

total bobotnya 125 gram) di atas kaca bundar pertama dan diamkan selama 1 menit. Diameter 
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sediaan yang telah menyebar diukur (dengan mengambil nilai rata-rata setelah diukur dari 4 

arah berbeda, vertikal, horizontal, dan kedua diagonalnya) dan diulangi sebanyak 3 kali. 

4. Uji homogenitas 

Sediaan secukupnya diletakkan pada kaca objek lalu letakkan kaca objek lain di 

atas kaca objek pertama, tekan hingga keduanya merapat. Homogenitas sebarannya diamati. 

Diulangi sebanyak 3 kali. 

5. Induksi aloksan pada tikus 

Menurut Pirbalouti et al. (2010), metode yang digunakan dalam injeksi aloksan 

yaitu tikus jantan galur Wistar umur 2 bulan dengan berat 150-180 g dipuasakan selama 15 

jam, kemudian diinjeksi aloksan monohidrat yang dilarutkan pada akuades (5%) secara 

intraperitonial dengan dosis 125 mg/kgBB selama 2-3 hari berturut-turut. Darah diambil dari 

orbital plexus 24 jam setelah injeksi dan kadar gula darah tikus diukur.  

6. Pengukuran kadar gula darah tikus 

Larutan standar, sampel dan blanko dibuat dengan komposisi sebagai berikut: 

Tabel II. Komposisi larutan untuk uji gula darah tikus 

Larutan Standar (µL) Blanko (µL) Sampel (µL) 

Akuabides - 10 - 

Reagen Glucose GOD FS 2000 1000 1000 

Serum darah tikus - - 10 

Standar glukosa 20 - - 

Larutan sampel dibuat untuk 3 kali replikasi. Semua larutan yang telah dibuat, 

divortex, dan didiamkan selama operating time (10 menit). Larutan-larutan kemudian diukur 

dengan microlab-200 pada panjang gelombang 546 nm. Pengukuran kadar glukosa darah 

tikus dilakukan pada hari ke- 0, 1, 4, 7, 14, 21. Tiga ekor tikus yang kadar gula darahnya di 

atas 250 mg/dL digunakan untuk penelitian sebagai kelompok perlakuan. 

7. Perlakuan pemberian luka dan pemberian hidrogel ibuprofen pada tikus 

Enam ekor tikus yang digunakan dalam penelitian dibagi menjadi 2 kelompok, 

yaitu kelompok perlakuan terdiri dari 3 ekor tikus diabetes dengan kadar gula darah > 250 

mg/dL dan 3 ekor tikus tidak diabetes sebagai kelompok kontrol. Tiap tikus dioleskan krim 

Veet® pada bagian punggungnya dan didiamkan selama 5 menit. Krim tersebut lalu dibilas 

dengan kapas yang dibasahi air bersih, sehingga tampak kulit punggung tikus tersebut. Tikus 

dibiarkan selama 48 jam sebelum diberi luka eksisi. Tikus jantan dianestesi dengan 

menambahkan ketamin dengan dosis 80 mg/kgBB secara intramuscular pada bagian paha. 

Tiga puluh menit setelah disuntikkan ketamin, kulit punggungnya dibasahi dengan etanol 

70%. Pada tiap tikus diberi 5 luka eksisi menggunakan biopsy punch dengan diameter 3 mm 

ke punggung tikus yang sudah dicukur sebelumnya (hari ke-0). Kelima luka eksisi pada 1 

ekor tikus diberi perlakuan berbeda, yaitu: Gel, IBU 1, IBU 2, IBU 3, dan kontrol tanpa 

perlakuan. Hidrogel diabetic wound healing dioleskan sebanyak 0,1 mL pada luka eksisi 

dengan menggunakan spuit tanpa jarum. Pemberian sediaan dilakukan tiap 12 jam sampai 

luka menutup. Luka eksisi kemudian dimonitor dan area luka dihitung. Setelah luka sembuh, 

tikus dieuthanasia dengan injeksi ketamin dengan dosis 100 mg/kgBB. Kulit punggung 

diambil dengan ukuran 2x2 cm dan disimpan dalam pot berisi formalin 10%.  
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Gambar 5. Pola perlakuan pada punggung tikus diabetes dan non-diabetes 

 

Tabel III. Keterangan pola perlakuan pada punggung tikus diabetes dan non-

diabetes 

Keterangan Tikus 1 Tikus 2 Tikus 3 

a Kontrol IBU 2 Gel 

b Gel IBU 3 IBU 1 

c IBU 1 Kontrol IBU 3 

d IBU 2 IBU 1 Kontrol 

e IBU 3 Gel IBU 2 

 

8. Uji histopatologi – pengecatan Hematoxylin-Eosin (HE) 

Sampel berupa jaringan kulit dari perlakuan diambil, dilakukan pengecatan dengan 

Hematoxylin Eosin, dilihat di bawah mikroskop untuk melihat perubahan histopatologisnya. 

a. Trimming. Pemotongan tipis jaringan dengan pisau skalpel. 

b. Dehidrasi. Dehidrasi dilakukan untuk mengeluarkan air yang terkandung dalam jaringan 

dengan menggunakan reagen pembersih, lalu dilakukan impregnasi (penetrasi parafin ke 

dalam jaringan). 

c. Embedding dan cutting. Jaringan yang sudah di dehidrasi diletakkan di atas sebuah balok 

kayu (embedding) sebagai alas pemotongan jaringan dengan pisau mikrotom (cutting). 

d. Staining. Rangkaian pewarnaannya adalah sebagai berikut: Xylol I (5 menit); Xylol II (5 

menit); Xylol III (5 menit); alkohol absolut I (5 menit); alkohol absolut II (5 menit); 

akuades (1 menit); Harris Hematoxylin (20 menit); akuades (1 menit); acid alkohol (2-3 

celupan); akuades (1 menit); akuades (15 menit); Eosin (2 menit); alkohol 96% I (3 

menit); alkohol 96% II (3 menit); alkohol absolut III (3 menit); alkohol absolut IV (3 

menit); Xylol IV (5 menit); Xylol V (5 menit). 

e. Mounting. Menutup kaca objek dengan kaca penutup 

f. Pembacaan slide dengan mikroskop. Pengamatan histopatologi dilakukan dengan 

menggunakan mikroskop cahaya (Olympus tipe BH-2, Olympus Corp., Jepang). 
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3.7 Tata Cara Analisis Hasil 

1. Analisis kuantitatif 

Pengukuran data kuantitatif yaitu kecepatan penyembuhan luka pada tikus dihitung 

dengan persamaan:  

Wound closure (%)

=  
(area luka pada hari ke − 0 − area luka pada hari ke − n)

(area luka pada hari ke − 0 )
x100% 

Pengukuran % penutupan luka dilakukan setiap 3 hari dari awal pemberian luka hingga 

luka menutup. 

2. Analisis kualitatif 

Pengamatan pada uji histopatologi akan memberikan perbandingan hasil secara 

mikroskopis antara struktur kulit dari penyembuhan luka eksisi dan struktur kulit normal 

tikus. 
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Lampiran 2. Ethical Clearance 
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Lampiran 3. Certificate of Analysis 
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Lampiran 4. Data Sifat Fisis Hidrogel 

Hasil Uji Viskositas 

Keterangan Viskositas (Pa.S) 

Gel IBU 1 IBU 2 IBU 3 

Replikasi 1 1,553 1,217 1,014 1,014 

Replikasi 2 2,039 1,243 1,091 0,990 

Replikasi 3 1,898 1,287 1,254 0,979 

SD 0,250 0,035 0,123 0,018 

Rata-rata 1,830 1,249 1,120 0,994 

 

Hasil Uji Daya Sebar 

Keterangan Daya sebar (cm) 

Gel IBU 1 IBU 2 IBU 3 

Replikasi 1 4,225 4,950 4,800 4,600 

Replikasi 2 4,300 4,750 4,675 4,700 

Replikasi 3 3,975 4,425 4,525 4,725 

SD 0,170 0,265 0,138 0,066 

Rata-rata 4,167 4,708 4,667 4,675 
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Lampiran 5. Data Wound Closure 

 

 

 

 

 

 

 

 

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



 
 

34 
 

 
Keterangan :  tikus 1 = tikus diabetes replikasi 1 

  tikus 2 = tikus diabetes replikasi 2 

  tikus 3 = tikus diabetes replikasi 3 

  tikus 4 = tikus diabetes replikasi 1 

  tikus 5 = tikus diabetes replikasi 2 

  tikus 6 = tikus diabetes replikasi 3 

 

Tikus Replikasi kontrol Gel IBU 1 IBU 2 IBU 3 

 1 18 17 16 14 11 

Diabetes 2 18 17 17 16 14 

 

3 12 11 12 27 10 

Rata-rata 16 15 15 19 12 

SD 3,464 3,464 2,646 7,000 2,082 

 1 12 12 12 11 10 

Normal 2 13 13 13 13 12 

 3 11 10 11 10 9 

 Rata-rata 12 12 12 12 11 

 SD 1,000 1,528 1,000 1,528 1,528 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



 
 

35 
 

Lampiran 6. Uji Statistika 

Data1 = data tikus diabetes 
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Data2 = data tikus normal 
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Data3 = data tikus gabungan 

 

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



 
 

39 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

PLAGIAT MERUPAKAN TINDAKAN TIDAK TERPUJI



 
 

40 
 

Lampiran 7. Gambar Histopatologi 

Tikus normal tanpa pelakuan 

 

Tikus normal luka kontrol 

 

Tikus normal Gel 

 

Tikus normal IBU 1
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Tikus normal IBU 2 

 

Tikus normal IBU 3 

 

Tikus diabetes luka kontrol 

 

Tikus diabetes Gel 
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Tikus diabetes IBU 1 

 

Tikus diabetes IBU 2 

 

Tikus diabetes IBU 3 
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Lampiran 8. Dokumentasi Kegiatan Penelitian 

 
Proses Pembuatan Hidrogel 

 
Proses Uji Sterilitas 

 

 

 

 

 

 
Sediaan Hidrogel Ibuprofen 

 

 

 

 
Uji Daya Sebar 
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Uji Homogenitas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Uji Viskositas 
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