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RINGKASAN

Pengaruh Pemberian Gel Ekstrak Proantosianidin Kulit Buah Kakao
(Theobroma cacao L.) Terhadap Jumlah Sel Fibroblas dan Pembuluh Darah
pada Soket Pasca Pencabutan Gigi Tikus; Nada Ocarina Savitri;
161610101037; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Pencabutan gigi adalah suatu proses pengeluaran gigi dari alveolus,
dimana pada gigi tersebut sudah tidak dapat dilakukan perawatan lagi. Akibat dari
pencabutan gigi ini adalah rusaknya jaringan periodontal dan pembuluh darah di
sekitar gigi yang memicu respon tubuh sehingga menyebabkan terjadinya proses
penyembuhan luka. Pada umumnya, proses penyembuhan luka terdiri dari fase
inflamasi, proliferasi dan remodeling. Namun apabila reaksi inflamasi yang terjadi
berlebihan dapat menghambat proses penyembuhan. Di sinilah antiinflamasi
sangat berperan untuk mempersingkat inflamasi ke tahap selanjutnya. Salah satu
bahan alami yang memiliki potensi untuk mempercepat penyembuhan luka
adalah kulit buah kakao. Di Jember merupakan salah satu produsen biji kakao
terbesar di pulau Jawa. Selama ini pemanfaatan dari kakao hanya diambil
bijinya saja, sedangkan kulit buahnya belum dimanfaatkan secara optimal,
sehingga menjadi limbah yang merugikan. Kulit buah kakao memiliki beberapa
kandungan, diantaranya proantosianidin yang merupakan komponen polifenol
terbanyak pada kakao yaitu sebesar 58%. Proantosianidin memiliki berbagai
macam manfaat, salah satunya adalah sebagai antiinflamasi. Sehingga mampu

mempcepat poses penyembuhan.

Jenis penelitian yang dilakukan adalah experimental laboratories dengan
rancangan penelitian the post test only control group design. Penelitian ini
dilakukan pada bulan Oktober 2019 sampai dengan bulan Desember 2019.
Sampel yang digunakan sebanyak 24 ekor tikus wistar jantan yang dikelompokan
menjadi 3 kelompok yaitu kelompok kontrol positif yaitu dengan diberi gel
oxyfresh, kelompok kontrol negatif yang diberi gel placebo dan kelompok

perlakuan yang diberi gel ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma
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cacao L.) 100 mg/ml. Kemudian masing-masing kelompok dibagi menjadi 2 sub
kelompok yaitu kelompok hari ke 7 dan 14. Hewan coba dianastesi kemudian
dilakukan tindakan pencabutan pada gigi molar satu Kiri rahang bawah. Kemudian
lakukan aplikasi gel sebanyak satu kali sehari selama 7 dan 14 hari sesuai
kelompok hewan. Selanjutnya dilakukan eutanasia dilakukan pada hari ke-7 dan
ke-14 sesuai kelompok perlakuan, lalu lakukan pemotongan rahang bawah tikus
dengan arah bukolingual, dilanjutkan dengan pembuatan jaringan secara
histologis. Pemeriksaan histologi fibroblas dan pembuluh darah dilakukan
pengamatan pada soket dengan pembesaran 400x sebanyak 3 lapang pandang
yaitu pada puncak soket bukal, puncak soket bukal dan apikal soket, yang
dilakukan oleh 3 pengamat pada daerah yang sama. Pada sel fibroblas setelah
dilakukan pengamatan pada 3 lapang pandang kemudian dilakukan pengambilan
gambar dan dimasukan ke dalam aplikasi imageJ untuk mengetahui jumlah sel
fibroblas.

Data dianalisis menggunakan uji normalitas Shapiro-Wilk, uji
homogenitas menggunakan Levene-Test. Data yang diperoleh karena
berdistribusi normal dan homogen, maka dilanjutkan dengan uji parametrik One-
Way Anova dan dilanjutkan uji LSD (Least Significant Difference). Jumlah
fibroblast dan Pembuluh darah paling tinggi yaitu pada kelompok kontrol positif
yang diberi gel Oxyfresh, kemudian pada kelopok perlakuan yang diberi gel
ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) 100 mg/ml, dan
yang terakhir pada kelompok kontrol negatif yang diberi gel Placebo. Pada hasil
uji LSD (Least Significant Difference) menunjukkan tidak adanya perbedaan yang
signifikan pada kelompok kontrol positif yang diberi gel Oxyfresh dan pada
kelopok perlakuan yang diberi gel ekstrak proantosianidin kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.) 100 mg/ml. Sehingga kesimpulannya adalah gel ekstrak
proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) 100 mg/ml mampu
meningkatkan jumlah fibroblas dan pembuluh darah.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Penelitian

Pencabutan gigi merupakan hal yang umum dilakukan dalam praktek
kedokteran gigi. Pencabutan gigi akan meninggalkan soket gigi dan menimbulkan
luka disekitar jaringan lunak (Risa 2017). Tindakan pencabutan gigi akan
menyebabkan keradangan dan perdarahan di sekitar daerah luka. Tubuh
mempunyai kemampuan untuk merespon injuri melalui proses penyembuhan
luka (Hendrik, 2017).

Proses penyembuhan luka terdiri atas fase inflamasi, proliferasi dan
remodeling jaringan. Fase inflamasi yang ditandai dengan adanya leukosit PMN
terutama neutrofil dan makrofag (Risa, 2017). Fase proliferasi ditandai dengan
migrasi sel granulasi seperti sel fibroblas, sel endotel. Peran sel fibroblas yaitu
untuk menghasilkan produk protein yang digunakan untuk biosintesis kolagen
yang akan membentuk kerangka jaringan (Velnar et.al., 2009). Sel endotel akan
membentuk angiogenesis atau pembentukan pembuluh darah baru. Fase
remodeling terjadi proses penyembuhan Iluka berupa maturasi kolagen,
kontaksi dan remodeling jaringan (Risa, 2017).

Bahan terapi tambahan untuk proses penyembuhan dapat menggunakan
Oxyfresh Dental Gel (ODG) vyaitu gel antibakteri dengan Oxygene yang
merupakan salah satu bahan antimikroorganisme yang mengandung chlorine
dioxide yang mampu membunuh hampir semua jenis bakteri, jamur, alga dan
virus. Folic acid yang membantu regenerasi sel tubuh dan Aloevera yang
berfungsi mempercepat penyembuhan luka (Anton et.al, 2015). Namun obat-
obatan kimia memiliki efek samping yaitu perdarahan gastrointestinal, lamanya

waktu perdarahan, serta dapat merusak fungsi ginjal. Sehingga diperlukan suatu
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bahan yang memiliki efek samping seminimal mungkin tetapi memiliki

efektivitas tinggi (Hapsari, 2014).

Salah satu tanaman yang mempunyai potensi sebagai alternatif obat
penyembuhan luka adalah kakao (Theobroma cacao L.). Salah satu perkebunan di
wilayah Il yang menjadi andalan produksi kakao khususnya berada di Kebun
Banjarsari Afdeling Gerengrejo Jember. Produksi kakao yang paling melimpah
adalah jenis bulk (Lindak) (Fadilah, 2017). Jenis Lindak memiliki ciri bijinya
gepeng dan berwarna ungu, kulit buahnya keras dan sulit diiris. Memiliki cita rasa
cokelat yang kuat dan warna yang gelap, karena paling banyak mengandung

polifenol dibandingkan jenis lainnya (Siregar et al., 2002).

Kulit buah kakao merupakan limbah dari industri pengolahan cokelat.
Perkiraan kulit buah kakao yang dihasilkan industri pengolahan cokelat pada
tahun 2012 sebanyak 52.500 ton per tahun dan meningkat menjadi 60.000 ton
pada tahun 2014. Kulit biji kakao berpeluang untuk dimanfaatkan sebagai sumber
antioksidan karena mengandung senyawa polifenol dengan total fenolik sebesar
5,78 %, polifenol pada kulit biji kakao antara lain prosianidin, epikatekin, p-
hydroksibenzoic acid, antosianin, proantosianidin dan clovamid (Ratri,2017).

Kakao mengandung senyawa flavonoid lebih tinggi dibanding dengan
kandungan flavonoid pada tanaman lain seperti pada teh hijau. Kandugan
beberapa senyawa fenolik pada kakao di antaranya kandungan flavonoid (37%),
proanthocyanidins (58%), dan anthocyanin (4%) (Carla, 2017). Sedangkan pada
teh hijau Kandungan polifenol antara lain flavonoid dan asam fenolik (hingga
30% dari berat kering). Flavonoid yang paling penting adalah katekin (kandungan
sekitar 10% dari berat kering) (Cahyani, 2015).

Proantosianidin adalah polimer dari flavonoid. Proantosianidin sebagai
anti-inflamasi mampu mempercepat proses radang ke tahap proliferasi sehingga
proses penyembuhan menjadi lebih cepat (Ardhiana, 2015). Mekanisme kerja
Proantosianidin adalah berupa merangsang sel-sel seperti makrofag untuk
menghasilkan growth factor dan sitokin seperti EGF, TGF-4 dan IL-4. TGF-f dan
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EGF berfungsi untuk induksi angiogenesis dan proliferasi fibroblas sehingga
dapat menginduksi sintesa kolagen mengaktivasi makrofag untuk memulai proses
kemotaksis (Fuadi et al., 2015).

Bentuk sediaan dari ekstrak proantosianidin yang dipilih adalah gel
dengan alasan gel bersifat padat, lunak dan kenyal sehingga dalam pengaplikasian
jaringan luka lebih mudah diletakkan dalam soket bekas pencabutan, dapat
dengan cepat meresap ke dalam jaringan dan dapat bertahan lama dalam soket
sampai pada saatnya masuk ke dalam proses penyembuhan luka (Zulfitri et al.,
2012).

Peneliti ingin mengetahui efek dari ekstrak gel proantosianidin kulit buah
kakao terhadap penurunan proses keradangan yang dilihat dari jumlah sel
fibroblas, dan pembuluh darah pada soket gigi pasca pencabutan pada tikus.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang di atas, maka rumusan masalah penelitian
ini adalah bagaimanakah pengaruh dari pemberian gel ekstrak proantosianidin
kulit buah kakao terhadap jumlah sel fibroblas dan pembuluh darah pada soket

pasca pencabutan gigi tikus?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui seberapa besar pengaruh
pemberian gel ekstrak proantosianidin kulit buah kakao terhadap jumlah sel
fibroblas dan pembuluh darah pada soket pasca pencabutan gigi tikus

1.4 Manfaat Penelitian

Adapun manfaat yang dapat diambil dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Dapat memberikan informasi dan sebagai bahan pertimbangan bagi
masyarakat mengenai peran ekstrak gel proantosianidin kulit buah kakao
terhadap pertumbuhan sel fibroblas dan pembuluh darah pasca pencabutan

gigi pada tikus,


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

2. Dapat memberikan informasi kepada masyarakat dan tenaga
kesehatan khususnya dalam mendukung upaya kesehatan gigi dan mulut
dengan cara memanfaatkan bahan herbal kulit buah kakao yang mudah
didapat,

3. Dapat digunakan sebagai acuan untuk melakukan penelitian lebih lanjut.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Pencabutan Gigi

Pencabutan gigi adalah suatu proses pengeluaran gigi dari alveolus,
dimana pada gigi tersebut sudah tidak dapat dilakukan perawatan lagi. Pencabutan
gigi juga merupakan tindakan bedah minor pada bidang kedokteran gigi yang
melibatkan jaringan keras dan jaringan lunak pada rongga mulut. Pencabutan gigi
adalah pengeluaran suatu gigi yang utuh atau sisa akar tanpa menyebabkan rasa
sakit dan trauma. Pada tindakan pencabutan gigi harus memerhatikan keadaan
lokal maupun keadaan umum dan memastikan penderita dalam keadaan sehat
(Lande et al, 2015).

Teknik pencabutan gigi terdiri atas 2 metode yaitu pencabutan intra
alveolar dan pencabutan trans alveolar. Pencabutan intra alveolar adalah
pencabutan gigi atau akar gigi dengan menggunakan tang atau bein atau
keduanya. Metode ini sering disebut forcep extraction dan merupakan metode
yang bisa dilakukan pada sebagian besar kasus pencabutan gigi. Pencabutan trans
alveolar dilakukan pada beberapa kasus terutama pada gigi impaksi, pencabutan
dengan menggunakan metode intra alveolar sering kali mengalalami kegagalan
sehingga perlu dilakukan metode trans alveolar. Metode ini dilakukan dengan
terlebih dahulu mengambil sebagian tulang penyangga gigi. Metode ini sering

disebut juga metode terbuka atau metode surgical (Rini, 2016)

Tindakan pencabutan gigi akan dijumpai beberapa masalah kesehatan
yang sama dan terdapat pada masing-masing pasien pencabutan gigi. Beberapa
faktor resiko yang biasanya menjadi penyebab komplikasi pencabutan gigi antara
lain penyakit sistemik, umur pasien, keadaan akar gigi, dan adanya gangguan pada
sendi temporomandibula. Komplikasi dapat digolongkan menjadi intraoperatif,

segera sesudah pencabutan dan jauh setelah pencabutan. Komplikasi yang sering
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ditemui pada pencabutan gigi antara lain perdarahan, pembengkakan, rasa sakit,
dry socket, fraktur, dan dislokasi mandibula (Lande et al, 2015).

2.2 Penyembuhan Luka
2.2.1 Pengertian Luka

Luka merupakan suatu bentuk kerusakan jaringan pada kulit yang
disebabkan kontak dengan sumber panas (seperti bahan kimia, air panas, api,
radiasi, dan listrik), hasil tindakan medis, maupun perubahan kondisi fisiologis.
Luka menyebabkan gangguan pada fungsi dan struktur anatomi tubuh.
Berdasarkan waktu dan proses penyembuhannya, luka dapat diklasifikasikan
menjadi luka akut dan kronik. Luka akut merupakan cedera jaringan yang dapat
pulih kembali seperti keadaan normal dengan bekas luka yang minimal dalam
rentang waktu 8-12 minggu. Sementara luka kronik merupakan luka dengan
proses pemulihan yang lambat, dengan waktu penyembuhan lebih dari 12 minggu
dan terkadang dapat menyebabkan kecacatan (Purnama, 2015).

2.2.2 Proses Penyembuhan Luka

Penyembuhan luka merupakan suatu proses yang kompleks karena adanya
kegiatan bioseluler dan biokimia yang berkesinambungan. 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 jaringan yang rusak dengan membentuk
struktur baru dan fungsional. Proses penyembuhan luka tidak hanya terbatas pada
proses regenerasi yang bersifat lokal, tetapi juga dipengaruhi oleh faktor endogen,
seperti umur, nutrisi, imunologi, pemakaian obat-obatan, dan kondisi metabolik
(Purnama, 2015).
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2.2.3 Klasifikasi Penyembuhan Luka

a)

b)

Penyembuhan Primer

Tipe ini, tepi luka akan menyatu sempurna karena tidak ada bagian
yang hilang sehingga penyembuhan akan bergerak dari internal ke
eksternal. Pada luka ekstra oral regio fasialis, penyembuhan primer
diperlukan karena akan menghindarkan terbentuknya scar yang akan
mengganggu estetika wajah (Mardiyantoro, 2018).

Penyembuhan luka secara primer, biasanya hanya menyebabkan
cedera pada membran epitel basalis, kematian jaringan epitel dan
jaringan ikat yang relatif sedikit. Lalu diikuti oleh terbentuknya
jaringan granulasi dan penutupan epitel yang baru (Robbins et al, 2007)
Penyembuhan Sekunder

Tipe ini terdapat Kkehilangan sebagian jaringan, sehingga
penyembuhan akan dimulai dengan terbentuknya granulasi pada dasar
luka hingga ke permukaan. Kasus penyembuhan pasca ekstraksi gigi
akan mengikuti proses penyembuhan tipe ini, dimana terdapat jaringan
gigi yang hilang (Mardiyantoro, 2018).

Proses penyembuhan luka secara sekunder ini lebih kompleks dan
melibatkan regenerasi jaringan parut. Dalam penyembuhan luka ini,
reaksi inflamasi lebih intens dan terdapat pertumbuhan jaringan
granulasi yang luas dan diikuti pembentukan scar (Robbins et al,
2007).

Penyembuhan Tertier

Tipe ini merupakan penyembuhan luka yang terganggu oleh karena
adanya infeksi atau gangguan penyembuhan karena faktor lain,
penyembuhan ini akan berjalan lambat dan lama, bahkan terkadang perlu
adanya intervensi bedah untuk melakukan penutupan luka
(Mardiyantoro, 2018).
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Gambar 2.1 Proses penyembuhan luka primer dan sekunder (Sumber: Mardiyantoro, 2018).

2.2.4 Fase Penyembuhan Luka
Proses penyembuhan luka dapat dikelompokkan menjadi tiga fase, yaitu:

1. Fase Inflamasi

Fase inflamasi merupakan reaksi tubuh terhadap luka yang dimulai
setelah beberapa menit dan berlangsung sekitar 3 hari setelah cedera
(Setyarini EA et.al., 2013). Fase inflamasi merupakan suatu bentuk
pertahan jaringan terhadap adanya jejas yang melibatkan pembuluh darah,
saraf, limfe, cairan intersisial serta sel-sel di sekitar daerah jejas. Tanda
klinis keradangan yaitu berupa tumor, rubor, kalor, dolor dan fungsiolaesa.
Fase ini akan terjadi vasodilatasi yaitu melebarnya pembuluh darah di
sekitar luka (Purnama, 2015). Perubahan struktur sel endotel dan kapiler
menyebabkan protein plasma dan leukosit keluar dari pembuluh darah.
Pelepasan protein yang mengandung eksudat ke dalam luka menyebabkan
vasodilatasi dan pelepasan histamin maupun serotonin. Sitokin
proinflamasi seperti IL-1 (Interleukin-1) , TNF-o (Tumor Necrosis Factor

Alpha) dan IF-y (Interferon gamma) di daerah jejas mengaktifasi neutrofil
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untuk bergerak keluar dari kapiler pembuluh darah. Neutrofil akan masuk
ke daerah luka dan mulai membersinkannya dari bakteri serta sisa-sisa
debris sel. Neutrofil melepaskan enzim proteolitik yang mencerna bakteri
dan jaringan yang tidak berfungsi (Mardiyantoro, 2018).

Setelah 48 jam monosit akan bermigrasi ke area lesi dan
berdiferensiasi menjadi magrofag yang akan berperan melakukan
fagositosis di area jejas. Makrofag yang aktif penting untuk transisi ke
fase proliferatif serta membantu proses angiogenesis (pembentukan
pembuluh darah baru), fibroplasia, dan mensintesis oksida nitrat. Banyak
enzim dan sitokin yang disekresikan oleh makrofag termasuk kolagenase
yang membersihkan luka, interleukin dan TNF yang merangsang fibroblas
(menghasilkan kolagen) dan induksi angiogenesis, serta TGF yang

menstimulasi keratinosit (Broughton et al., 2006).

. Fase Proliferasi

Tahap proliferasi terdiri dari proses pembentukan pembuluh
darah, proliferasi epitel, migrasi fibroblas dan pembentukan jaringan yang
tergranulasi. Perjalanan proliferasi rata-rata berlangsung selama 2 sampai
4 minggu. Jaringan yang tergranulasi terbentuk oleh pembuluh darah
kapiler dan limfatik ke dalam luka (Purnama, 2015).

Tahapan yang berjalan adalah proses pembentukan pembuluh
darah baru berupa tunas-tunas yang terbentuk dari pembuluh darah
dan akan berkembang menjadi percabangan baru pada jaringan luka.
Pada proses ini terjadi proliferasi endotelial selular, pembuluh darah yang
rusak akan digantikan dengan pebuluh darah baru yang diawali
pembentukan darah Kkapiler. Stabilitas pembuluh darah yang baru
terbentuk tergantung juga oleh deposisi matrik pembentuk sel endotelial.
Pembuluh darah memiliki peranan penting dalam perbaikan jaringan
untuk memberikan asupan nutrisi bagi  jaringan  yang  sedang
beregenerasi (Hendrik,2017).

Pada tahap ini terjadi proses granulasi dimana terjadi peningkatan

proliferasi fibroblas dan biosintesis kolagen yang akan membentuk
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kerangka jaringan. Fibroblas tertarik pada daerah luka oleh sejumlah
faktor, seperti PDGF (Platelet Derived Growth Factor) dan TGF-$
(Transforming Growth Factor Beta), dan mendominasi populasi sel pada
luka. Pada daerah luka fibroblas berkembang dan menghasilkan molekul
struktural seperti fibrin, fibronektin, glycosaminoglycans (GAGS),
kemudian diikuti oleh kolagen. Komponen-komponen ini bersama-sama
membangun  matriks, sementara fibrin  berkonstribusi  terhadap
pembentukan jaringan granulasi (Mardiyantoro, 2018).

Fibroblas membentuk  matriks ekstraseluler dan  mulai
memproduksi tropokolagen. Fibroblas menyimpan tropokolagen yang
nantinya digunakan untuk memproduksi kolagen. Keberadaan serabut
kolagen yang cukup diperlukan dalam penyembuhan luka, banyak faktor
pertumbuhan yang mengatur proliferasi fibroblas yang juga berperan
serta dalam sintesis kolagen. Pembentukan kolagen diinduksi oleh
sejumlah molekul meliputi faktor pertumbuhan seperti PDGF maupun
TGF-B1 (Robbins et al., 2007)..

. Fase Remodeling

Fase remodeling merupakan tahap terakhir dari proses
penyembuhan luka. Peran utama pada fase ini adalah pengendapan
kolagen dalam jaringan. Selama fase ini sel-sel makrofag, sel endotel,
fibroblas, dan myofibroblas megalami apoptosis keluar dari daerah luka.
Kolagen selanjutnya berkembang cepat membentuk matriks. Awalnya
serabut kolagen terdistribusi secara acak membentuk persilangan dan
beragregasi membentuk serabut fibrin yang secara perlahan menyebabkan
penyembuhan jaringan dan meningkatkan kekakuan serta kekuatan
ketegangan luka (Mardiyantoro, 2018).

Remodelling kolagen selama fase maturasi tergantung pada
berlangsungnya sintesis kolagen dan adanya degradasi kolagen.
Kolagenase dan metalloproteinase di dalam luka membuang kelebihan
kolagen sementara sintesis kolagen yang baru tetap berlangsug. Selama

remodelling, kolagen menjadi lebih terorganisir. Pada saat ini serabut-
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serabut kolagen menutup bersama, menyebabkan kolagen crosslinking dan
akhirnya mengurangi ketebalan scar. Kolagen mempunyai kemampuan
antara lain homeostasis, interaksi dengan trombosit, interaksi dengan
fibronektin, meningkatkan eksudasi cairan, meningkatkan komponen
seluler, meningkatkan faktor pertumbuhan, mendorong proses fibroplasia
dan terkadang pada proliferasi epidermis (Pramono, 2016)

2.2.5 Penyembuhan Soket Pasca Pencabutan Gigi

Proses penyembuhan luka tersebut terjadi ketika gigi dicabut, soket gigi
yang kosong yang terdiri dari tulang kortikal (secara radiografik terlihat sebagai
lamina dura) ditutupi oleh ligamen periodontal yang terputus, dengan sejumlah
epitel mukosa yang tertinggal di bagian korona. Segera setelah ekstraksi soket gigi
akan diisi dengan darah dari pembuluh darah yang terputus, yang mengandung
protein dan sel-sel yang rusak. Segera setelah pencabutan gigi terjadi perdarahan
pada soket gigi dan diikuti oleh terbentuknya bekuan darah. Jaringan fibrin
yang terbentuk secara perlahan menutup pembuluh darah yang rusak diikuti
terjadinya vasodilatasi yang kemudian terjadi migrasi leukosit dan pembentukan
lapisan fibrin. Pada hari yang sama terjadi proses inflamasi, neutrofil migrasi ke

daerah luka dan memfagosit jaringan nekrotik (Miloro, 2004).

Fase proliferasi dimulai pada hari ke-3 sesudah terjadinya jejas, ditandai
dengan terbentuk jaringan granulasi terdiri dari pembuluh darah baru
(neovascular), fibroblas, dan makrofag. Selanjutnya pada fase pembentukan
jaringan, epitelisasi dan jaringan granulasi akan mengisi dan menutupi daerah
luka guna memperbaiki kepadatan dan kerapatan jaringan. Dua minggu pasca
ekstraksi, epitel berproliferasi melewati permukaan luka tetapi luka biasanya
belum tertutup sempurna. Tepi dari soket alveolar diresorpsi oleh osteoklas. Pada
minggu ketiga akan hampir terisi penuh oleh jaringan granulasi yang matang.
Tulang trabekula muda yang berasal dari osteosid atau tulang yang belum
terkalsifikasi terbentuk di seluruh tepi luka dari dinding soket. Tulang kortikal

dari soket alveolar mengalami remodeling sehingga terdiri dari lapisan yang
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padat. Tepi dari puncak alveolar akan diresorpsi oleh osteoklas. Pada saat ini, luka
akan terepitelisasi secara sempurna (Hendrik, 2017).

Pada minggu keempat, luka mengalami tahap akhir penyembuhan.
Sementara itu deposisi dan resorpsi tulang terjadi pada soket. Antara minggu
keempat dan kedelapan setelah ekstraksi, jaringan osteogenik dan tulang
trabekular dibentuk dan diikuti oleh proses pematangan tulang. Proses remodeling
akan berlanjut selama beberapa minggu. Tulang masih mengalami sedikit
kalsifikasi, sehingga akan terlihat radiolusen pada gambaran radiografik. Pada
gambaran radiografik, proses pembentukan tulang tidak terlihat menonjol hingga

minggu ke enam pasca ekstraksi (Mardiyantoro, 2018).

2.2.6 Penyembuhan Soket Pasca Pencabutan Gigi Tikus

Pada proses penyembuhan soket gigi pasca pencabutan pada tikus
mengalami proses mirip pada manusia. Dimana yang membedakan hanya waktu
terjadinya. Proses penyembuhan luka pada terbagi menjadi 4 fase yaitu koagulasi
atau hemostasis, inflamasi, proliferasi dan remodelling. Tahap inflamasi dan
hemostatis langsung terjadi beberapa saat setelah ekstraksi. Tahap proliferasi
dimulai pada hari ke-3 sampai hari ke-7. Pada proses penyembuhan luka terjadi
migrasi sel fibroblas, deposisi matriks ekstraseluler, sintesis kolagen, angiogenesis
dan pembentukan jaringan granulasi. Proses granulasi paling maksimal yaitu pada
hari ke-7 sampai ke-14 dan mengalami penurunan pada hari ke 21, dimana hal ini
menandakan bahwa fase proliferasi akan berakhir dan mulai berganti dengan

proses remodeling jaringan (Sularsih, 2016).
2.2.7 Faktor yang mempengaruhi Penyembuhan Luka

Gangguan penyembuhan luka dapat meliputi fakor lokal dan faktor
sistemik. Pada faktor lokal terdapat gangguan oksigenasi, terjadi infeksi, adanya
benda asing di daerah luka atau kerusakan vaskuler terutama di daerah perifer.
Sedangkan gangguan luka yang disebabkan oleh faktor sistemik yaitu adanya
iskemia (Luka dengan suplai darah yang buruk akan sembuh dengan lambat),
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sex hormone, stress, diabetes melitus, kegemukan, terapi kortikosteroid, merokok,
kondisi imunokompromis dan kekurangan nutrisi (Mardiyantoro, 2018).

Terdapat beberapa faktor yang mempengaruhi dalam penyembuhan luka,
Faktor yang mempegaruhi penyembuhan luka perineum diantaranya yaitu, status
nutrisi, istirahat, stress, infeksi, merokok, kondisi medis dan pengobatan, dan
obesitas. Faktor yang mempengaruhi proses penyembuhan luka salah satunya
status nutrisi, diperlukan asupan protein, vitamin A dan C. Protein mensuplai
asam amino yang dibutuhkan untuk perbaikan jaringan dan degenarasi. Diet yang
baik juga mempertahankan tubuh terhadap infeksi. Jika faktor-faktor yang
esensial untuk penyembuhan, seperti oksigen, asam amino, vitamin dan mineral,
sangat lambat mencapai luka karena lemahnya vaskularisasi maka

penyembuhan luka tersebut akan terhambat (Darmawati, 2013)

2.3 Sel Fibroblas

Fibroblas merupakan sel yang banyak didapat pada jaringan ikat terutama
pada kulit. Sel fibroblas terlibat secara aktif dalam pembentukan serat-serat
terutama serat kolagen dan matriks amorf ekstraseluler. Selain itu fibroblas
terlibat dalam pertumbuhan normal, proses penyembuhan luka dan aktifitas
fisiologis dari tiap jaringan dan organ dalam tubuh. Fungsi utama fibroblas adalah
menjaga integritas jaringan pendukung dengan cara mengatur perubahan umur
matriks ekstraseluler secara berkesinambungan. Sel fibroblas mensekresikan
sitokin dan beberapa faktor pertumbuhan (growth factors) diantaranya dapat
menstimulasi proliferasi sel dan menghambat proses diferensiasi (Kurniawati,
2015).

2.3.1 Struktur Sel Fibroblas

Fibroblas tersebar luas sebagai sel tetap pada berbagai jaringan ikat,
berasal dari sel mesensim yang belum berdiferensiasi dan berfungsi memroduksi

matriks ekstrasel jaringan ikat. Gambaran histologik fibroblas berupa sel besar
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berbentuk gepeng dengan sitoplasma bercabang langsing, atau berbentuk
gelendong atau fusiformis. Inti lonjong atau memanjang dengan satu atau dua
buah anak inti, batas sel tidak jelas, sitoplasma homogen bersifat basofil karena
terdapat banyak retikulum endoplasma granular (menunjukkan aktifitas sintesis
untuk menghasilkan matriks ekstrasel). Bila aktivitas sintesis fibroblas berkurang,
maka struktur selnya akan berubah. Sitoplasma menjadi basofil lemah dan
mengandung sedikit retikulum endoplasma granuler, tetapi ribosom bebas banyak,
juga inti menjadi lebih padat dan pipih, sel ini dinamakan fibrosit atau fibroblas
inaktif. Kedua jenis sel ini dapat mengalami transisi, yaitu dari fibroblas menjadi
fibrosit atau sebaliknya. Fibroblas dikenal sebagai sel tetap pada jaringan ikat,
tetapi sel ini masih dapat melakukan pergerakan pada jaringan ikat dan berperan
pada regenerasi jaringan yang rusak akibat peradangan atau trauma (contoh: luka

bedah) dengan membentuk jaringan parut (Wangko, 2014).

Fibroblasts Fiomcyles

, i
o @’ ’ ;/,‘a\
5] 93- ‘ &

Gambar 2.2 Perbedaan sel fibroblas aktif dan diam. (a) Sel fibroblas aktif; (b) Sel fibroblas diam
(Sumber: Wangko, 2014).

2.3.2 Metode Pengamatan

Pengamatan sel fibrolas menggunakan Hematoksilin Eosin (HE) akan
tampak inti sel fibroblast dengan jelas dengan satu atau dua inti, sedangkan bagian
sitoplasmanya tidak tampak jelas (Aughey et all, 2001). Pengamatan dapat
dilakukan menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran 400x (Amita,
2017).
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Gambar 2.3 Gambaran proliferasi sel fibroblas pada hari ke 14 setelah pemberian akuades (A),
Sel fibroblas (panah hitam) dan kolagen (panah kuning) (perbesaran 400x). (Sumber: Amita, 2017)

2.3.3 Peran Sel Fibroblas pada Proses Penyembuhan Luka

Proliferasi dari fibroblas menentukan hasil akhir dari penyembuhan luka.
Fibroblas akan menghasilkan kolagen yang akan menautkan luka, dan fibroblas
juga akan mempengaruhi proses reepitelisasi yang akan menutup luka. Peran
fibroblas sangat besar pada proses perbaikan, yaitu bertanggung jawab pada
persiapan menghasilkan produk struktur protein yang akan digunakan selama
proses rekonstruksi jaringan. Proliferasi fibroblast dalam proses penyembuhan
luka secara alami distimulasi oleh Interleukin-lIb (IL-Ib), Platelet Derived Growth
Factor (PDGF), dan Fibroblast Growth Factor (FGF). Migrasi fibroblast pada
area perlukaan distimulasi oleh Transforming Growth Factor (TGF-B), yaitu
faktor pertumbuhan yang dihasilkan oleh jaringan granulasi yang terbentuk
selama proses inflamasi. Proses penyembuhan luka sangat dipengaruhi oleh

peranan migrasi dan proliferasi fibroblas pada area perlukaan (Juwita, 2010).

Proses penyembuhan luka (wound healing) dari awal trauma hingga
tercapainya penyembuhan melalui tahapan yang kompleks. Proses ini terdiri dari
beberapa fase, yaitu fase homeostasis dan inflamasi, fase proliferasi dan fase
maturasi. Pada fase proliferasi, fibroblas memegang peranan yang penting.
Fibroblas berasal dari sel mesenkim yang belum berdiferensiasi. Fibroblas akan
menghasilkan bahan dasar serat kolagen yang akan mempertautkan tepi luka.
Fibroblas juga akan membentuk jaringan ikat yang baru dan memberikan
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kekuatan serta integritas pada semua luka sehingga menghasilkan proses
penyembuhan yang baik. Meningkatnya jumlah sel fibroblas akan meningkatkan
jumlah serat kolagen yang akan mempercepat proses penyembuhan luka
(Schwartz, 2000).

Ketika proses penyembuhan luka mengalami kemajuan atau sembuh,
jumlah sel fibroblas yang berproliferasi dan pembuluh darah baru akan
berkurang. Pada akhirnya, jaringan granulasi yang berkembang menjadi suatu
jaringan parut. Saat jaringan parut menjadi matang, akhirnya regresi
pembuluh darah akan mengubah jaringan granulasi yang kaya akan pembuluh
darah menjadi suatu jaringan parut yang pucat karena vaskularisasi sedikit
(Robbins et al., 2007).

2.4 Pembuluh Darah

Sel endotel yang melapisi bagian dalam pembuluh darah merupakan sel-
sel target regulator angiogenik. Sel endotel yang terangsang akan memproduksi
matrix metalloproteinases yang mendegradasi basement membrane dan
extracellular matrix (ECM), menstimulasi migrasi dan proliferasi sel endotel,
mensekresi dan diferensiasi kolagen yang menghasilkan pembentukan tunas dan
akhirnya terjadilah pembentukan pembuluh darah baru (Nugroho,2016).

2.4.1 Struktur Sel pada Pembuluh Darah

Proses proliferasi sel endotel diawali dengan pembentukan lumen
(kanalisasi) melalui mekanisme intrasel dan intersel termasuk pengerahan dan
proliferasi dari perisit (untuk pembuluh darah) serta otot polos (untuk pembuluh
darah besar) untuk mendukung dinding endotel dan menyediakan fungsi
tambahan, anastomosis dengan sel progenitor endotel lainnya dan pembentukan
simpul, perkembangan sirkulasi dan penyesuaian saluran-saluran dengan segmen-

segmen arteri dan vena (Nofikasari, 2016).
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Pada fase proliferasi rerata pembuluh darah yang terlihat pada preparat
histologis lebih banyak dibandingkan pada hari ke-1 (inflamasi) karena pada saat
itu kuncup pembuluh darah atau sel progenitor endotel menuju sirkulasi darah ke
jaringan granulasi untuk menjadi endotel matur yang akan memulai angiogenesis.
Pada hari ke-14 pembuluh darah yang terbentuk mulai stabil dan berkurang
jumlahnya karena matriks ekstraselular mulai mengisi daerah yang hilang karena
perlukaan, selain itu penurunan aktivitas VEGF (Vascular Endothelial Growth
Factor) juga mempengaruhi penurunan jumlah rerata pembuluh darah
(Nofikasari, 2016).

2.4.2 Metode Pengamatan

Pengamatan gambaran pembuluh darah dilakukan dengan mikroskop
cahaya dengan perbesaran 400x. Menggunakan pewarnaan Hematoxilin Eosin
(Hendrik, 2017). Gambaran mikroskopis pembuluh darah yaitu berupa gambaran
lumen berbentuk bulat/lonjong yang dibatasi oleh dinding sel yang terdiri dari sel-
sel endotel yang tersusun teratur mengelilingi lumen (Robbins&Cotrans, 2007).
Dinding pembuluh darah terdiri atas tiga bagian yaitu tunika intima, tunika media,
dan tunika adventisia. Tunika intima (tunika interna) terdiri atas selapis sel
endotel yang membatasi permukaan dalam pembuluh. Tunika media terdiri dari

sel-sel otot polos yang tersusun melingkar (sirkuler). Tunika adventisia terdiri atas

jaringan penyambung dengan serabut-serabut elastin (Eroschenko, 2010).

Gambar 2.5 HPA neovaskular penyembuhan soket hari ke-3 dan 5. Keterangan: (A) kelompok
HPMC 4% hari ke-3; (B) Kelompok GEGPA 60% hari ke-3; (C ) kelompok gelatin sponge hari
ke-3. Pembesaran 400x. Tanda hitam menunjukkan neovaskular (Sumber: Hendrik, 2017)
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2.4.3 Peran Pembuluh Darah pada Proses Penyembuhan Luka

Pembentukan pembuluh darah baru merupakan suatu proses penting dalam
penyembuhan luka yang melibatkan faktor pertumbuhan terutama PDGF (Platelet
Derived Growth Factor), VEGF (Vascular Endotelial Growth Factors) dan FGF
(Fibroblast Growth Factors), serta sel progenitor endotel. Pembentukan
pembuluh darah baru dimulai dengan degradasi pembuluh darah lama dengan
menyediakan pembentukan sel progenitor pembuluh darah. Sel progenitor
pembuluh darah tersebut kemudian migrasi ke arah distal dari pembuluh darah
kapiler semula untuk menstimulasi angiogenik . Migrasi sel progenitor pembuluh
darah baru ini dipengaruhi oleh VEGF yang dikeluarkan sel makrofag saat
pembuluh darah mengalami kerusakan dan hipoksia. Produksi VEGF juga
diregulasi oleh faktor pertumbuhan lain seperti TGF- dan PDGF. Menurut teori,
produksi VEGF dan aktivitas VEGF yang berperan dalam angiogenesis
meningkat pada fase awal luka yang mengalami hipoksia, kemudian mengalami
penurunan setelah neovaskularisasi telah komplit serta perfusi di area luka telah
kembali normal. Selain VEGF, FGF menginisiasi angiogenesis ketika terjadi
kerusakan diarea luka, FGF akan segera dilepas dan mempengaruhi sel-sel lain.
Banyak sel yang memiliki reseptor FGF maka FGF yang terlarut menstimulasi
beberapa proses seperti proliferasi dan migrasi sel endothelial (Nofikasari, 2016).

Proses proliferasi sel endotel diawali dengan pembentukan lumen
(kanalisasi) melalui mekanisme intrasel yaitu pengerahan dan proliferasi dari
perisit (untuk pembuluh darah) serta otot polos (untuk pembuluh darah besar)
untuk mendukung dinding endotel, menyediakan fungsi tambahan, anastomosis
dengan sel progenitor endotel lain, pembentukan simpul, perkembangan sirkulasi
serta penyesuaian saluran-saluran dengan segmen-segmen arteri dan vena. Proses
ini berperan memberikan suplai oksigen, nutrisi, sel infamasi, dan menghilangkan

jaringan yang mengalami nekrosis (Nofikasari, 2016).
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2.5 Kakao

2.5.1 Taksonomi Kakao

Taksonomi Kakao adalah sebagai berikut:
Kingdom : Plantae

Divisio : Spermatophyta

Subdivisio  : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae

Ordo : Malvales/Columniferae

Famili : Sterculiaceae

Genus : Theobroma

Spesies : Theobroma cacao L (Tjitrosoepomo, 2007)

Dari 22 jenis genus Theobroma familia Sterculiaceae, hanya T. cacao dan
T. grandiflorum yang diusahakan secara komersial. Kakao tumbuh liar di lembah
Amazon dan daerah tropis lainnya di Amerika Tengah dan Selatan. Tanaman
kakao menyebar di beberapa negara, di antaranya Belize, Kolombia, Costa Rika,
Pantai Gading, Republik Demokrasi Kongo, Dominika, Ekuador, Gabon, Ghana,
Guinea, India, Indonesia, Jamaika, Madagaskar, Malaysia, Nigeria, Papua Nugini,
Filipina, Samoa, Sao Tome et Principe, Sierra Leone, Srilanka, Suriname,

Tanzania, Togo, Trinidad, dan Tobago, Uganda, serta Venezuela (Martono, 2016).

Kakao (Theobroma cacao L.) merupakan tumbuhan yang berbentuk pohon
hidup di daerah sub tropis dan berasal dari Amerika Selatan. Di alam aslinya
kakao tumbuh mencapai tinggi 10 m, namun pada budidaya, tinggi tanaman
dibuat tidak lebih dari 5 m. Hal ini dilakukan untuk memperbanyak cabang
produktif. Dari biji tumbuhan kakao ini dihasilkan produk olahan yang dikenal
sebagai cokelat. Sistematika tanaman kakao Divisi Spermatophyta, Sub divisi


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

20

Angiospermae, Kelas Dicotyledoneae, Sub kelas Dialypetaleae, Bangsa Malvales,
Marga Theobroma, Jenis Theobroma cacao L. (Siregar et al., 2006).

Tanaman kakao termasuk golongan tanaman tahunan (perennial) dan
merupakan tanaman dikotil. Theobroma cacao dibagi dalam dua subjenis, yaitu T.
cacao dan T. sphaerocarpum (chev.) Cuatr. Subjenis T. cacao dikelompokkan
menjadi empat forma, yaitu (1) forma cacao: sifat biji bulat, biji berkualitas tinggi,
dan kotiledon berwarna putih, (2) forma pentagonum: berbiji bulat besar, kualitas
biji bagus, dan kotiledon berwarna putih, (3) forma leiocarpum: biji membulat
(plum), kualitas biji bagus, kotiledon berwarna putih atau ungu pucat, dan (4)
forma lacandonense: kakao liar yang berasal dari Meksiko (Martono, 2016).
Tanaman kakao termasuk tanaman caulofloris, yaitu tanaman yang berbunga dan
berbuah pada batang dan cabang. Tanaman ini pada garis besarnya dapat dibagi
atas dua bagian, yaitu bagian vegetatif yang meliputi akar, batang, daun dan

bagian generatif yang meliputi bunga dan buah (Lukito, 2010).

Gambar 2.7 Biji Kakao jenis Lindak, dimana memiliki ciri khas yaitu biji yang berwarna ungu
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Mofologi Kakao
Batang (caulis)

Habitat asli tanaman kakao adalah hutan tropis dengan curah hujan
dan kelembapan yang tinggi sehingga tanaman tumbuh tinggi. Batang
tanaman kakao tumbuh tegak, tinggi tanaman di kebun pada umur 3 tahun
dengan kisaran 1,8-3 m dan pada umur 12 tahun mencapai 4,5-7 m,
sedangkan kakao yang tumbuh liar ketinggiannya mencapai 20 m. Kakao
yang diperbanyak dengan biji akan membentuk batang utama sebelum
tumbuh cabang-cabang primer (Martono, 2016).

Daun (folium)

Warna flush bervariasi dari kecokelatan, cokelat, cokelat
kemerahan, merah kecokelatan, kemerahan, merah, merah muda, merah
cerah, merah tua, dan kuning kemerahan. Daun muda berwarna kuning,
kuning cerah, cokelat, merah kecokelatan, hijau kecokelatan, hijau
kemerahan, dan hijau, panjang daun 10-48 cm dan lebar antara 4-20 cm.
Daun kakao merupakan daun tunggal (folium simplex), pada tangkai daun
hanya terdapat satu helaian daun. Tangkai daun (petiolus) berbentuk
silinder dan bersisik halus (tergantung pada tipenya), pangkal membulat,
ujung runcing sampai meruncing dengan panjang * 25-28 mm dan
diameter + 3-7,4 mm. Susunan tulang daun (nervatio) menyirip
(penninervis), hanya mempunyai satu ibu tulang daun yang berjalan dari
pangkal ke ujung daun dan merupakan terusan dari tangkai daun, alur
tulang daun tampak jelas (Martono, 2016).

Akar (radix)

Di samping untuk memperkuat berdirinya tanaman kakao, akar
tanaman ini berfungsi untuk menyerap air dan zat-zat makanan yang
terlarut di dalam air dari dalam tanah serta mengangkut air dan zat-zat
makanan ke tempat-tempat yang memerlukan. Tanaman kakao
mempunyai akar tunggang yang disertai dengan akar serabut dan
berkembang di sekitar permukaan tanah kurang lebih sampai 30 cm.

Pertumbuhan akar dapat mencapai 8 m ke arah samping dan 15 m ke arah
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bawah. Ketebalan daerah perakarannya 30-50 cm. Pada tanah dengan
permukaan air rendah, akar tumbuh panjang, sedangkan pada kedalaman
air yang tinggi dan tanah liat, akar tidak begitu dalam dan tumbuh lateral
dekat dengan permukaan tanah (Martono, 2016).

Bunga (flos)

Letak sebaran bunga dan buah pada batang dan cabang atau
bersifat cauliflora. Bunga kakao terdapat hanya sampai cabang sekunder.
Bunga kecil dan halus berwarna putih sedikit ungu kemerahan dan tidak
berbau, diameter bunga 1-2 cm. Bunga kakao tergolong bunga sempurna
terdiri dari daun kelopak (calyx) sebanyak 5 helai berwarna merah muda
dan benang sari (androecium) berjumlah 10 helai. Panjang tangkai bunga
2-4 cm. Warna tangkai bunga beragam dari hijau muda, hijau, kemerahan,
merah muda, dan merah. Dalam keadaan normal, tanaman kakao dapat
menghasilkan bunga sebanyak 6000 — 10.000 per tahun dan hanya sekitar
5% yang dapat menjadi buah (Martono, 2016).

Buah (fructus)

Bentuk, ukuran, dan warna buah kakao bervariasi dan merupakan
salah satu karakter penting sebagai penciri perbedaan antar genotipe
kakao. Berdasarkan bentuk buah terbagi menjadi empat golongan, yaitu
Angoleta (buah berbentuk oblong), Cundeamor (buah berbentuk ellips),
Amelonado, dan Calabacil (buah berbentuk bulat). Permukaan buah halus,
agak halus, agak kasar, dan kasar dengan alur dangkal, sedang, dan dalam,
jumlah alur sekitar 10 dengan tebal antara 1-2 cm tergantung jenis
klonnya. Panjang buah 16,2- 20,50 dengan diameter 8-10,07 cm. Buah
muda bervariasi warnanya, yaitu merah muda, merah muda keputihan,
merah muda kecokelatan, merah kecokelatan, merah kehijauan, merah
kusam, merah, merah tua, merah tua mengkilap, hijau muda, hijau muda
keputihan, kehijauan, hijau, dan kecokelatan. Buah masak berwarna merah
kekuningan, kuning kemerahan, kuning cerah, kuning agak
kehijauhijauan, dan orange. Buah kakao terdiri dari 3 komponen utama,

yaitu kulit buah, plasenta, dan biji. Komponen terbesar dari buah kakao
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adalah kulit buah (lebih dari 70% berat buah masak). Persentase biji kakao
dalam buah antara 27-29%, sisanya plasenta yang merupakan pengikat
dari sekitar 30-40 biji yang terdapat dalam buah. Kulit dalam
(endocarpium) tebal, berdaging, keras seperti kayu saat dikeringkan
dengan ketebalan antara 4-8 mm. Buah muda disebut pentil (cherelle)
ukurannya kurang dari 10 cm, seringkali mengalami keguguran (cherelle
wilt) sebagai gejala spesifik dari tanaman kakao (Martono, 2016).
f) Biji (semen)

Biji kakao dapat dibagi menjadi tiga bagian pokok, yaitu kotiledon
(87,10%), kulit (12%), dan lembaga (0,9%). Jumlah biji per buah sekitar
20-60 dengan kandungan lemak biji 40- 59%. Biji berbentuk bulat telur
agak pipih dengan ukuran 2,5 x 1,5 cm. Biji kakao diselimuti oleh lendir
(pulp) berwarna putih. Lapisan yang lunak dan manis rasanya, jika telah
masak lapisan tersebut dinamakan pulp atau micilage (Martono, 2016).

2.5.3 Kulit Buah Kakao

Komponen terbesar dari buah kakao adalah kulit buah (lebih dari 70%
berat buah masak). Persentase biji kakao dalam buah antara 27-29%, sisanya
plasenta yang merupakan pengikat dari sekitar 30-40 biji yang terdapat dalam
buah. Kulit dalam (endocarpium) tebal, berdaging, keras seperti kayu saat

dikeringkan dengan ketebalan antara 4-8 mm (Mulato, 2004).

Kandungan kulit buah kakao adalah berupa campuran flavonoid seperti,
antosianidin 4%, katekin 37 % dan proantosianidin 58% yang kadang-kadang
terikat dengan glukosa dan kuersetin. Tannin yang terikat dengan gula umumnya
mudah larut dalam pelarut hidroalkohol, sedangkan tannin terkondensasi atau
proantosianidin lebih mudah terekstraksi dengan pelarut aseton 70 % (Carla,
2017).
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2.6 Proantosianidin

Proantosianidin adalah nama lain dari tanin yang terkondensasi. Tanin
adalah senyawa fenolik kompleks. Tanin dibagi menjadi dua kelompok atas
dasar tipe struktur dan aktivitasnya terhadap senyawa hidrolitik terutama
asam, tanin terkondensasi (condensed tannin) dan tanin yang dapat
dihidrolisis (hyrolyzable tannin). Proantosianidin berperan sebagai antibakteri

yang dapat menggumpalkan protoplasma bakteri (Ibtisam, 2008).

Proantosianidin adalah polimer dari flavonoid, Senyawa ini merupakan
trimer yang tersusun dari epiccatechin dan catechin. Proantosianidin memiliki
sifat antioksidan dimana dapat menetralkan stres oksidatif dengan penghambatan
pembentukan radikal bebas, sebagai anti-inflamasi dimana proantosianidin
mencegah peroksidasi lipid dan menghambat pembentukan proinflamasi, serta
sebagai antibakteri dengan merusak membrane sel bakteri. Proantosianidin
sebagai anti-inflamasi mampu mempercepat proses radang ke tahap proliferasi
sehingga proses penyembuhan menjadi lebih cepat. Efek antibakteri dapat sebagai
pelindung jaringan dari bakteri dan virus sehingga proses penyembuhan tidak
terganggu. Efek antioksidan dapat mengurangi kerusakan sel akibat radikal bebas
sehingga fase proliferasi dapat lebih cepat (Ardiana, 2015).

Flavonoid terutama proantosianidin (tanin) yang terkandung dalam
ekstrak limbah kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) memiliki kemampuan
sebagai bahan antibakteri. Sebagai agen antibakteri, tannin bekerja dengan cara
mengkoagulasi atau menggumpalkan protoplasma bakteri. Potensi ekstrak
kulit buah kakao sebagai antibakteri ini menyebabkan sel-sel radang dalam
memfagosit bakteri menjadi lebih mudah, sehingga sitokin seperti interleukin-
14 (IL- 1) dan interleukin-2 (IL-2) yang dikeluarkan oleh sel-sel radang lebih
sedikit (Naba’atin, 2014).

Kekuatan aktivitas antioksidan senyawa-senyawa sianidin termasuk
proantosianidin sangat berhubungan erat dengan struktur senyawa tersebut.

Umumnya, penangkapan radikal bebas atau aktivitas antioksidan tergantung pada
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posisi dan jumlah gugus hidoksil (-OH) aromatik yang merupakan penyumbang
proton. Senakin banyak jumlah gugus aromatik-OH pada posisi yang aktif
mendonasi proton, maka makin kuat aktivitasnya dalam mengikat partikel radikal
bebas. Penambahan jumlah gugus hidroksil proantosianidin akan meningkatkan
pengikatan radikal bebas (Muchtaridi, 2006)

Proantosianidin dalam kulit kakao menghambat sitokin proinflammatory
seperti IL-2 dan IL-1p dengan cara PHA (phytohemaglutinin) pada peripheral
blood mononuclear cell (PBMC) akan menghambat sel T untuk mensekresi IL-2
dan IL-1B. Sel T yang beristirahat akan terstimulasi apabila ada injuri pada
jaringan selanjutnya, sel T akan mengaktifkan sinyal faktor transkripsi seperti NF-
kB (Nuclear Factor Kappa B), AP-1 (Activation Protein) dan NF-AT (Nuclear
Factor Activated T-cell), untuk mensekresi IL-2 dan IL-1B. Sehingga proses
inflamasi dapat berlangsung dengan lebih singkat. Selain itu flavonoid dapat
meningkatkan sitokin antiinflamasi seperti TGF-B. TGF-f merupakan sitokin
yang berfungsi meningkatkan migrasi dan proliferasi sel fibroblas pada daerah
luka (Naba’atin, 2014).

2.7 Media Sediaan
a) Salep
Salep merupakan sediaan setengah padat yang ditujukan untuk
pemakaian topikal pada kulit atau selaput lendir. Formulasi salep
dibutuhkan adanya suatu basis salep, basis salep sendiri merupakan zat
pembawa yang bersifat inaktif dari sediaan topikal dapat berupa bentuk
cair atau padat yang membawa bahan aktif untuk berkontak dengan kulit.
Basis salep yang digunakan dalam sebuah formulasi obat harus bersifat
inert tidak merusak ataupun mengurangi efek terapi dari obat yang
dikandungnya (Novita, 2017).
b) Gel
Gel adalah sediaan semipadat yang terdiri dari suspensi yang
dibuat dari partikel anorganik yang kecil atau molekul organik yang besar

terpenetrasi oleh suatu cairan. Sediaan gel dipilih karena mudah
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mengering, membentuk lapisan film yang mudah dicuci dan memberikan
rasa dingin di kulit. Gel mempunyai banyak keuntungan diantaranya
adalah tidak lengket, gel akan berbentuk padat apabila disimpan dan akan
segera mencair bila dikocok, konsentrasi bahan pembentuk gel yang
dibutuhkan hanya sedikit untuk membentuk massa gel yang baik,
viskositas gel tidak mengalami perubahan yang berarti pada suhu
penyimpanan. Selain itu, gel efektif terhadap penyembuhan luka soket
bekas pencabutan gigi karena gel bersifat padat, lunak dan kenyal
sehingga dalam pengaplikasiannya lebih mudah diletakkan dalam soket
bekas pencabutan dan dapat bertahan lama dalam soket sampai pada
saatnya masuk ke dalam proses penyembuhan luka (Zulfitri et al.,
2012).

c) Krim

Krim berupa emulsi yang mengandung bahan dasar yang sesuai

dan mengandung air tidak kurang dari 60%. Krim ada dua tipe, yaitu krim
tipe minyak dalam air (M/A) dan tipe air dalam minyak (A/M). Krim yang
mudah dicuci dengan air adalah tipe krim (M/A) yang ditujukan untuk
penggunaan kosmetik (Hasniar, 2015).

d) Pasta

Pasta merupakan sediaan semipadat yang mengantung satu atau

lebih bahan obat yang ditujukan untuk pemakaian topikal. Pasta biasanya
dibuat dengan mencampurkan bahan obat yang berbentuk serbuk dalam
jumlah besar dengan vaselin atau dengan bahan dasar tidak berlemak yang
dibuat dengan gliserol, digunakan sebagai antiseptikum atau pelindung
kulit (Anggi, 2016).

2.8 Oxyfresh Dental Gel

Oxyfresh Dental Gel mengandung Chlorine dioxide yang memiliki
kemampuan sebagai antimikroorganisme. Kandungan lain dari Oxyfresh
diantaranya adalah Matricaria Extract (Chamomilla recutita) yang membantu

meredakan pembengkakan, Glycerin yang berfungsi membantu mengatasi infeksi
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dan membantu gel saat dioleskan pada permukaan luka, serta mempercepat
penyerapan bahan aktif, folic acid atau vitamin B yang berfungsi membantu
regenerasi sel tubuh, zinc acetate yang memiliki kemampuan menetralisir efek
racun dan bau dari VSC (volatile sulfur compunds) yang biasanya terbentuk pada
luka, serta Aloevera yang memiliki peran besar berfungsi mengurangi rasa sakit
dan mempercepat penyembuhan luka. Efek farmakologis Aloevera yang menonjol
adalah kemampuan anti-inflamasi, anti-mikroba, dan penyembuhan. Kemampuan
Aloevera untuk mengobati beragam penyakit disebabkan karena lapisan dalam
daun Aloevera mengandung berbagai bahan aktif yang memiliki efek
farmakologis yang menguntungkan. Kombinasi chlorine dioxide dan bahan-bahan
inimempunyai beberapa keuntungan, sebagai agen antimikroorganisme sekaligus

mempercepat penyembuhan luka (Anton, 2015)

2.9 Gel Placebo

Gel Pacebo adalah gel yang digunakan sebagai pembanding dari suatu
kandungan zat dimana sifat plasebo adalah netral atau tidak memiliki efek
terhadap jaringan. Kandungan dari gel plasebo yang digunakan adalah CMC-Na.
CMC-Na didefinisikan sebagai garam dari poli-karboksi-metil-eter dari selulosa.
CMC Na memiliki sifat yakni berwarna putih, tidak berbau, tidak berasa dan tidak
memberikan efek terhadap jaringan (Rowe R.C. et.al., 2009). Na-CMC digunakan
sebagai Gelling agent adalah agen pengikat (binder) yang bertanggung jawab
dalam menjaga konsistensi padatan dan cairan dalam suatu bentuk sediaan gel
(Indriyati et al, 2016).

2.10 Aplikasi ImageJ

Aplikasi ImageJ dapat mengukur Jumlah sel fibrolas yang terbentuk, dengan
cara menghitung sel yang ada pada gambar. Jumlah sel fibroblas didapat dari rata-
rata jumlah sel dalam 3 lapang pandang. Kemudian hasil dihitung nilai rata-rata

dari setiap kelompok perlakuan (Aulia, 2014).
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2.12 Penjelasan Kerangka Konsep

Tindakan pencabutan gigi akan menyebabkan terjadinya luka. Respon
adanya luka atau trauma vyaitu berupa proses penyembuhan luka. Proses
penyembuhan luka terdiri atas fase-fase yang saling berhubungan satu dan lainnya
yaitu inflamasi, proliferasi dan remodeling jaringan. Fase inflamasi merupakan
reaksi tubuh terhadap luka yang dimulai setelah beberapa menit dan berlangsung
sekitar 3 hari setelah cedera. Perubahan struktur sel endotel dan kapiler
menyebabkan protein plasma dan leukosit keluar dari pembuluh darah. Protein
plasma akan mengaktifasi neutrofil untuk bergerak keluar dari kapiler pembuluh
darah menuju luka. Monosit akan bermigrasi ke area lesi dan berdiferensiasi
menjadi makrofag yang akan berperan melakukan fagositosis di area jejas. Fase
proliferasi rata-rata berlangsung selama 2 sampai 4 minggu. Tahapan yang
berjalan adalah proses pembentukan pembuluh darah baru. Pada tahap ini terjadi
proses granulasi dimana terjadi peningkatan proliferasi fibroblas yang akan
membentuk kerangka jaringan. Fase remodeling merupakan tahap terakhir dari
proses penyemuhan luka. Peran utama pada fase ini adalah pengendapan kolagen

dalam jaringan.

Kakao memiliki kandugan beberapa senyawa fenolik diantaranya berupa
proantosianidin yang memiliki sifat Efek Anti-inflamasi dimana proantosianidin
mencegah peroksidasi lipid dan menghambat pembentukan proinflamasi dan
mampu mempercepat proses radang ke tahap proliferasi sehingga proses
penyembuhan menjadi lebih cepat, efek anti-inflamasi ini mampu meningkatkan
jumlah sel fibroblas dan pembuluh darah. Efek antibakteri dengan merusak
membrane sel bakteri sebagai pelindung jaringan dari bakteri dan virus sehingga
proses penyembuhan tidak terganggu dan Efek Antioksidan dimana dapat
menetralkan stres oksidatif dengan penghambatan pembentukan radikal bebas,
dapat mengurangi kerusakan sel akibat radikal bebas sehingga fase proliferasi
dapat lebih cepat. Dari ketiga efek tersebut akan menyebabkan percepatan pada

proses penyembuhan jaringan pada soket pasca pencabutan.
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2.13 Hipotesis

1. Pemberian gel ekstrak proantosianidin kulit buah kakao dapat
meningkatkan jumlah sel fibroblas pada proses penyembuhan luka pasca
pencabutan gigi.

2. Pemberian gel ekstrak proantosianidin kulit buah kakao dapat
meningkatkan jumlah pembuluh darah pada proses penyembuhan luka
pasca pencabutan gigi.


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris. Rancangan
penelitian ini adalah post test only control group design vyaitu dilakukan
pengukuran setelah perlakuan diberikan, kemudian hasilnya dibandingkan dengan
kelompok kontrol (Notoatmodjo, 2010).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian
1.  Politeknik Negeri Jember untuk identifikasi tanaman kakao

2. Laboratorium Bioscience Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Jember untuk pemeliharaan dan perlakuan hewan coba
pembuatan  ekstrak  proantosianidin  kulit buah kakao
(Theobroma cacao L.)

3. Laboratorium biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Jember untuk pemeliharaan dan perlakuan hewan coba

4.  Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Jember untuk pembuatan preparat dan pengamatan jaringan.

3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan Oktober - Desember
2019

3.3 Variabel Penelitian

3.3.1 Variabel Bebas

Gel ekstrak proantosianin kulit buah kakao 100mg/ml
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3.3.2 Variabel Terikat
a) Jumlah sel fibroblas pada soket pasca pencabutan gigi tikus wistar
b) Jumlah pembuluh darah pada soket pasca pencabutan gigi tikus
wistar
3.3.3 Variabel Terkendali

a) Kiriteria hewan coba

b) Tempat dan cara pemeliharaan hewan coba

c) Cara dan waktu pemberian ekstrak proantosianidin kulit buah
kakao

d) Teknik pencabutan gigi pada tikus wistar jantan

e) Cara pembuatan sediaan jaringan

f) Pengecatan sediaan

g) Cara pengukuran jumlah sel fibroblast

h) Cara pengukuran jumlah apembuluh darah

3.4 Definisi Operasional Penelitian
3.4.1 Ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.)

Ekstrak proantosianidin kulit buah kakao adalah hasil ekstrak dari kulit
buah kakao varietas Lindak dalam bentuk sediaan gel dengan
konsentrasi 100 mg/ml yang diaplikasikan secara topical pada soket
gigi pasca pencabutan. Kulit buah kako didapatkan dari petani kakao di

desa Pondok Rejo Kabupaten Jember
3.4.2 Pencabutan gigi tikus

Pencabutan gigi tikus adalah pencabutan gigi molar satu rahang bawah
kiri tikus Wistar yang dilakukan dengan menggunakan metode
pencabutan sederhana, yaitu menggunakan ekskavator dan sonde
bengkok. Sebelumnya diberikan anastesi menggunakan Ketamin
sebesar 0,004 — 0,01 ml/ 200 -250 g BB tikus. (Sitanaya, 2016)
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3.4.3 Jumlah sel Fibroblas

Jumlah sel fibroblas adalah jumlah dari sel yang berbentuk pipih
memanjang, memiliki inti lonjong berwarna ungu dan memiliki
sitoplasma yang tidak tampak jelas. Pengamatan dilakukan pada
preparat yang dibuat dari soket atau jaringan granulasi  pasca
pencabutan dengan pewarnaan Haematoksilin Eosin (HE) dengan
perbesaran 400X. Pengamatan dilakukan dengan menggunakan optilab
yang telah tersabung dengan mikroskop. Penghitungan jumlah sel
fibroblas menggunakan aplikasi ImageJ untuk membantu penghitungan
(Wangko, 2014).

3.4.4 Pembuluh Darah

Pembuluh Darah adalah berupa gambaran vaskularisasi dengan lumen
berbentuk bulat/lonjong yang dibatasi oleh dinding sel yang terdiri
dari sel-sel endotel yang tersusun teratur. Pengamatan dilakukan pada
preparat yang dibuat dari soket atau jaringan granulasi pasca
pencabutan yang diberi pewarnaan Hematoxilin Eosin denan
perbesaran 400x. Penghitungan jumlah pembuluh darah dilakukan
secara manual dengan dibantu menggunakan optilab yang telah

tersabung dengan mikroskop (Hendrik, 2017).

3.5 Sampel Penelitian
3.5.1 Subyek Penelitian

Subyek yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus Wistar
dengan jenis kelamin jantan yang dipelihara di Laboratorium
Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

3.5.2 Besar Sampel

Jumlah sampel yang digunakan berdasarkan rumus Daniel (2008)
n=_Z%g"

d2
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Keterangan:

N = Besar sampel minimum

o = Standart deviasi sampel

d = Kesalahan yang masih dapat ditoleransi, diasumsikan d=c

Z = Konstanta pada tingkat kesalahan tertentu, jika 0=0,05 maka
Z=1,96

n = (1,96)*x {0,05)?
(0,05

n=(1,96)*
n=3, 8416
n=4

Sampel minimal yang digunakan dalam penelitian ini berdasarkan
rumus diatas adalah 4.

3.5.3 Kriteria Sampel

Kriteria sampel di dalam penelitian ini adalah:

Tikus putih jantan galur wistar jenis kelamin jantan

T 2

Tikus dengan umur 2-3 bulan
Tikus dengan berat 200-250 gram
Tikus dalam keadaan sehat

o o

3.6 Alat dan Bahan Penelitian

3.6.1 Alat Penelitian
Kandang tikus, Neraca digital (Ohaus), Labu penakar 10 ml, Corong kecil,
Rotavapor, Freeze dryed, Vial kedap udara, Kolom kecil untuk menyaring
ekstrak, Lumpang, Tabung reaksi, Desicator, Spektrofotometer, Masker
(Diapro, Indonesia), Sarung tangan (Evergloves, Indonesia), Ekskavator
kecil, Syringe, Object glass dan deck glass, Mikrotom (Leica RM 2135,
Jerman), Base mole (Daikin, Jepang), Waterbath (Memmert, Jerman), Rak
pengecatan, Gelas ukur, Mikropipet kecil dan besar, Automatic processing

tissue, Pinset dan Slide warmer
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Bahan Penelitian
Kulit buah kakao 5 kg, n heksana 200 ml, Metanol 30 ml, Akuades 100

ml, Aseton 30 m Asam asetat 20 ml, Alas kapas dari glas wool, CMC-Na,
Oxyfresh, Buffer formalin, Alkohol 70%, 80%, 95%, 100%, Xylol,

Paraffin, Meyer egg albumin dan Cat Mayer’s Haematoksilin eosin

3.7 Penghitungan Dosis

3.7.1

Dosis Ketamin

Dosis ketamin yang digunakan untuk anastesi tikus menurut adalah 20 —
40 mg /kg BB (Kusumawati, 2004). Jika dikonversikan untuk tikus coba,
maka dosis ketamin yang digunakan adalah 0,004 — 0,01 ml/ 200 -250 ¢
BB tikus.

3.7.2 Dosis Oxyfresh

Oxyfresh dengan dosis penggunaan 0,2 g untuk penggunaan pada manusia
dengan berat badan 70 kg (Kusumawati, 2004).

Dosis yang digunakan pada tikus (BB: 200g) = Dosis manusia x 0,018
=0,2 gram x 0,018
=0,0036 gram x 1000
=0,36 mg

3.8 Prosedur Penelitian

3.8.1

3.8.2

Ethical Clearance

Prosedur pertama sebelum penelitian pada hewan coba, dilakukan
pengurusan ethical clearance di Komisi Etik Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember.

Persiapan Hewan Coba

Hewan coba di adaptasi terlebih dahulu selama 7 hari dalam kandang
tertutup dan diberi makan standart serta minum. Hal tersebut bertujuan
untuk memperoleh keseragaman sebelum dilakukan penelitian untuk

mengontrol hewan coba.
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Identifikasi Tanaman

Identifikasi tumbuhan merupakan menentukan nama yang benar, tempat
yang tepat dalam klasifikasi suatu jenis tumbuhan. Identifikasi tanaman
dalam penelitian ini dilakukan di Politeknik Negeri Jember.

Pemilihan Kakao

Pemilihan Kakao adalah pada buah yang matang segar dan belum
dilakukan pengolahan atau di fermentasi. Dikarenakan kandungan terbesar
senyawa polifenol yang terdapat pada biji kakao matang yang segar dan
belum dilakukan pengolahan/belum difermentasi yaitu sebesar 12-18%
(Ratri, 2017)

Ekstraksi Proantosianidin Kulit Buah Kakao

Tahap awal adalah buah kakao sebanyak (5) kg dibersihkan dari kotoran
yang menempel, lalu dikupas. Kemudian kulit buah kakao (Theobroma
cacao L.) dipotong dan dioven dengan suhu 50 derajat selama 24 jam,
setelah itu dilakukan penyerutan sampai terbentuk serutan-serutan halus.
Kemudian hasil serutan diblender hingga mendapatkan serbuk halus dan
ditimbang. Selanjunya sebanyak 100 gram dari kulit buah kakao yang
sudah menjadi bubuk ditambahkan dengan aseton 70% sebanyak 700 ml

dan akuades sebanyak 300 ml yang dimasukkan ke dalam erlenmeyer.

Kemudian larutan ekstrak diaduk menggunakan mengaduk kaca dengan
arah berlawanan jarum jam. Setelah itu larutan dimasukkan ke dalam
waterbath shaker dengan suhu 50°C selama 20 menit. Setelah itu larutan
ekstrak disentrifugasi dengan kecepatan 2000 rpm selama 10 menit untuk
memisahkan cairan ekstrak dan supernatannya. Setelah larutan ekstrak
dipisahkan dari supernatan kemudian larutan ekstrak dimasukkan ke dalam
rotavapor. Larutan ekstrak kemudian ditempatkan ke dalam cawan petri,
lalu dimasukkan ke dalam oven. Setelah terdapat bagian yang kental di
dasar cawan petri, lalu cawan petri dikeluarkan dari oven. Kemudian
bagian yang kental yang berada di dasar cawan petri diambil dan

diletakkan di gelas kecil.
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Kemudian dilakukan pengujian menggunakan metode HPLC (High
Performance Liquid Cromatography) yaitu suatu teknik kromatografi
untuk pemisahan molekul berdasarkan perbedaan afinitasnya. Hasilnya
berupa ekstrak  proantosianidin ~ dengan  konstituennya  yaitu
proantosianidin A2 dan B2 (Lampiran E) (Wissam, 2013). Analisis
spektrometri dari ekstrak proantosianidin kulit buah kakao dilakukan
menggunakan Agilent 6460 triple quadrupole yaitu suatu spektrometer
yang dilengkapi dengan sumber ESI dalam mode ionisasi negatif. Tekanan
nebulizer diatur menjadi 45 psi dan laju aliran gas pengeringan sebanyak 5
I/mnt. Laju aliran dan suhu gas selubung masing-masing adalah 11
I/mnt dan 350°C. Sekitar 0,3 ml/menit eluen dimasukkan ke dalam
detektor massa. Selecting ion monitoring (SIM) digunakan untuk memilih
ion  molekuler isomer dari kelompok procyanidins dalam ekstrak
proantosianidin  kulit buah kakao sebagai kuantifikasi. Agilent Mass
Hunter Workstation digunakan untuk akuisisi dan pemrosesan data (Qiang
dkk., 2015).

Pembuatan gel ekstrak proantosianidin kulit buah kakao

Proses pembuatan gel ekstrak proantosianidin kulit buah kakao
(Theobroma cacao L) dimulai dari pengukuran aquades 96 ml dengan labu
ukur dan dituangkan ke dalam lumpang. Kemudian 4 gram CMC-Na
diukur dengan timbangan analitik, lalu ditaburkan ke dalam lumpang yang
berisi aquades. Diamkan sekitar 10-15 menit, aduk hingga mengembang
dan digerus hingga membentuk gel berwarna bening. Lalu masukkan
ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L) ke dalam

lumpang dan digerus sampai homogen
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3.8.7 Pengelompokan Hewan Coba

Hewan coba tikus wistar jantan sebanyak 24 ekor dibagi menjadi tiga
kelompok, yang terdiri dari kelompok kontrol positif yang diberi oxyfresh,
kelompok kontrol negatif yang diberi gel plasebo dan kelompok perlakuan
yang diberi ekstrak proantosianidin kulit buah kakao 100 mg/ml. Setelah
dibagi menjadi 3 kelompok perlakuan dibagi menjadi 2 sub kelompok
yang dilihat dari waktu dekaputasi yaitu pada hari ke 7 dan hari ke 14.

1 Kelompok | merupakan kelompok kontrol negatif.

Kelompok ini terdiri dari 8 ekor tikus wistar jantan. Hewan coba

dilakukan pencabutan setelah dianastesi menggunakan anastesi

ketamin, kemudian soket gigi pasca pencabutan diberi gel plasebo satu
kali sehari. Kelompok ini dibagi menjadi 2 sub kelompok yaitu:

a) Pada hari ke-7, terdapat 4 ekor hewan coba didekaputasi,
kemudian diambil bagian soket bekas pencabutan gigi molar Kiri
rahang bawah, selanjutnya diproses untuk pembuatan sediaan
jaringan.

b) Pada hari ke-14, terdapat 4 ekor hewan coba didekaputasi,
kemudian diambil bagian soket bekas pencabutan gigi molar Kiri
rahang bawah, selanjutnya diproses untuk pembuatan sediaan

jaringan.

2 Kelompok Il merupakan kelompok kontrol positif. Kelompok ini
terdiri dari 8 ekor tikus wistar jantan. Hewan coba dilakukan
pencabutan setelah dianastesi menggunakan anastesi ketamin,
kemudian soket gigi pasca pencabutan diberi oxyfresh satu kali sehari.
Kelompok ini dibagi menjadi 2 sub kelompok yaitu:

a) Pada hari ke-7, terdapat 4 ekor hewan coba didekaputasi,
kemudian diambil bagian soket bekas pencabutan gigi molar Kkiri
rahang bawah, selanjutnya diproses untuk pembuatan sediaan

jaringan.
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b) Pada hari ke-14, terdapat 4 ekor hewan coba didekaputasi,
kemudian diambil bagian soket bekas pencabutan gigi molar Kiri
rahang bawah, selanjutnya diproses untuk pembuatan sediaan
jaringan.

3. Kelompok Il merupakan kelompok perlakuan. Kelompok ini terdiri
dari 8 ekor tikus wistar jantan. Hewan coba dilakukan pencabutan
setelah dianastesi menggunakan anastesi ketamin, kemudian soket gigi
pasca pencabutan diberi ekstrak proantosianidin kulit buah kakao 100
mg/ml sebanyak satu kali sehari. Kelompok ini dibagi menjadi 2 sub
kelompok yaitu:

a) Pada hari ke-7, terdapat 4 ekor hewan coba didekaputasi,
kemudian diambil bagian soket bekas pencabutan gigi molar Kiri
rahang bawah, selanjutnya diproses untuk pembuatan sediaan
jaringan.

b) Pada hari ke-14, terdapat 4 ekor hewan coba didekaputasi,
kemudian diambil bagian soket bekas pencabutan gigi molar Kiri
rahang bawah, selanjutnya diproses untuk pembuatan sediaan

jaringan.

3.8.8 Pencabutan gigi tikus wistar

Pencabutan dilakukan masing-masing kelompok dilakukan pada gigi
molar satu regio kiri rahang bawah, sebelum dilakukan pencabutan tikus
dianestesi secara general terlebih dahulu menggunakan ketamin dengan
dosis 0,04-0,08 ml/ 200-250 g BB tikus. Pencabutan gigi dilakukan
dengan cara sonde setengah lingkaran dimasukkan ke dalam sulkus
gingiva untuk merusak perlekatan gingiva dan gigi, selanjutnya gigi di
goyang dengan menggunakan arteri clam serta diungkit dengan
menggunakan ekskavator kecil.
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3.8.9 Aplikasi gel plasebo, oxyfresh dan ekstrak proantosinidin kulit buah kakao

(Theobroma cacao L)

a)

b)

Aplikasi gel satu kali sehari dilakukan setiap hari pada pagi hari

setelah tikus makan

Cara pengaplikasian secara apikal dengan menggunakan syring yang
telah dimodifikasi dengan dilepaskan dari jarumnya dan dipotong

ujungnya untuk memudahkan pengamplikasian.
Pemberian gel dilakukan selama:

e Kelompok perlakuan selama 7 hari untuk kelompok perlakuan

dengan hewan coba yang akan diamati pada hari ke 7

e Kelompok perlakuan selama 14 hari untuk kelompok perlakuan

dengan hewan coba yang akan diamati pada hari ke 14.

3.8.10 Eutanasia Hewan Coba

a)

b)

Pada hari ke-7 pasca pencabutan gigi, semua subkelompok yang
dilakukan pengamatan pada hari ke-7 dieutanasia dengan
menggunakan metode overdosis inhalasi eter. Hewan coba
dimasukkan ke dalam wadah yang sudah berisi kapas yang sudah
dibasahi larutan eter, kemudian wadah ditutup rapat, lalu ditunggu
sampai hewan coba mati.

Pada hari ke-14 pasca pencabutan gigi, semua subkelompok yang
dilakukan pengamatan pada hari ke-14 dieutanasia dengan
menggunakan metode overdosis inhalasi eter. Hewan coba
dimasukkan ke dalam wadah yang sudah berisi kapas yang sudah
dibasahi larutan eter, kemudian wadah ditutup rapat, lalu ditunggu

sampai hewan coba mati.
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3.8.11 Tahap Pembuatan Sediaan Histologis
Tahap pembuatan sediaan histologis sebagai berikut (Tim Patologi
Anatomi FKG UNEJ, 2007):
1. Pengambilan sampel sediaan

Pengambilan sampel dilakukan dengan cara melakukan pemotongan
rahang bawah kiri bagian posterior yang diambil dengan melebihkan
pemotongan jaringan sepanjang 5 mm pada bagian mesial dan distal dari
soket gigi molar pertama. Untuk pembuatan preparat jaringan diambil
dengan arah buko-lingual agar bentukan soket gigi dapat terlihat dengan
jelas. Setelah itu sampel dimasukkan ke dalam buffer formalin selama 24
jam agar jaringan yang akan diamati tidak rusak, mencegah terjadinya
autolisis, mempertahankan morfologi, dan mencegah pertumbuhan jamur

dan bakteri. Setelah difiksasi jaringan dicuci dengan air mengalir.

2. Pemrosesan jaringan
Pemrosesan jaringan diawali dengan proses dekalsifikasi. Dekalsifikasi
dengan tujuan untuk melepaskan bahan anorganik dalam tulang tanpa
merusak protein yang ada. Dekalsifikasi ini dilakukan dengan memakai
larutan asam formic 10 % selama 7 hari atau hingga jaringan keras
(tulang) dapat ditembus dengan jarum tanpa hambatan. Setelah proses
dekalsifikasi lengkap, maka dilanjutkan dengan pemrosesan jaringan yang
berfungsi untuk mempersiapkan jaringan sebelum dilakukan penyayatan
dengan mikrotom. Pemrosesan jaringan meliputi beberapa prosedur, yaitu:
a. Melakukan proses dehidrasi, clearing dan impregnansi dengan
mencelupkan jaringan kedalam larutan sesuai dengan petunjuk
pada tabel berikut :
e Dehidrasi:

Penarikan air dari dalam jaringan menggunakan konsentrasi

rendah ke tinggi dengan celupkan ke dalam buffer formalin.
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Tahapan Dehidrasi:

1) Alkohol 70% : = 15 menit
2) Alkohol 80% 1 jam
3) Alkohol 95% : 2 jam
4) Alkohol 95% 1 jam
5) Alkohol absolut :1jam
6) Alkohol absolut 1 jam
7) Alkohol absolut 1 jam

e Clearing (Proses Penjernihan)
Menghilangkan alcohol sebelum jaringan ditanam

dalam parafin. Dengan menggunakan bahan Xylol.

1) Xylol :1jam
2) Xylol : 2 jam
3) Xylol ;2 jam

e Impregnasi
Sebagai penyangga sediaan agar dapat dilakukan

penyimpanan. Proses infiltrasi bahan embedding dalam
jaringan pada suhu 56°- 60°. Caranya jaringan dibungkus
dengan kertas saring yang sudah diberi label untuk
menghindari kekeliruan identitas sample, kemungkinan ke
dalam bahan embedding yaitu paraffin TD 56°- 60°C.
Tahapan Impregnasi:

1) Parafin cair (56°C-58°C) ;2 jam

2) Parafin cair (56°C-58°C) ;2 jam

3) Parafin cair (56°C-58°C) : 2 jam

b. Penanaman dalam paraffin (Embedding)

Merupakan proses penanaman jaringan ke dalam suatu bahan
Embedding. Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember menggunakan paraffin sebagai bahan untuk

Embedding. Tahapan Embedding antara lain:
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Base mole yang terbuat dari logam berbentuk siku-siku
disusun diatas permukaan kaca. Base mole diolesi gliserin
untuk mempermudah pemisahan alat cetak dengan blok
paraffin yang sudah beku.

Paraffin dituangkan ke dalam base mole hingga penuh
kemudian jaringan ditanam pada posisi sedemikian rupa
sehingga didapatkan penampang jaringan dengan arah
pemotong secara koronal dan dibiarkan membeku.
Selanjutnya, blok paraffin dapat dikeluarkan dan dapat

dilakukan penyayatan

c. Penyayatan Jaringan

1)

2)
3)

4)

Penyayatan mengguankan alat mikrotom, sebelumnya
bersihkan pisau mikrotom dengan kasa/ kertas saring yang
telah dibasahi dengan xylol dengan arah tegak lurus.
Mengatur ketebalan sayatan mikrotom sebesar 6 mikron
Mengambil sayatan yang telah diperolen dengan kuas
kemudian sayatan diletakkan diatas permukaan air
waterbath dengan temperatur 56°-60°C hingga sayatan

mekar.

Mengambil sayatan yang sudah mekar menggunakan
object glass yang telah diolesi dengan meyer egg albumin.
Selanjutnya dikeringkan dengan slide warmer minimal 12
jam suhu 30°-35°C
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Tabel 3.2 Proses Pengecatan Haematoksilin Eosin (HE)

Proses Larutan Waktu

Deparafinisasi Xylol 2-3 menit

Xylol 2-3 menit

Xylol 2-3 menit
Dehidrasi Alkohol absolut 3 menit

Alkohol absolut 3 menit

Alkohol 95% 3 menit

Alkohol 95% 3 menit

Air mengalir 10 menit
Pewarnaan inti Mayer’s Hematoylin 15 menit

Air mengalir 20 menit
Pewarnaan sitoplasma Eosin 15 detik — 2 menit
Dehidrasi Alkohol 95% 2-3 menit

Alkohol 95% 2-3 menit

Alkohol absolut 2-3 menit

Alkohol absolut 2-3 menit
Clearing Xylol 3 menit

Xylol 3 menit

Xylol 3 menit
Mounting Entelan 5 menit

Sumber: Tim Patologi Anatomi FKG Unej, 2007.
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Tahap Pengamatan dan Perhitungan Jumlah sel Fibroblas

Pengamatan dan penghitungan jumlah sel fibroblas menggunakan Kamera
OptiLab yang tersambung pada mikroskop. Pengambilan gambar diambil
dengan pembesaran 400x dari tiga lapang pandang yaitu pada puncak
soket pada sisi bukal, lingual serta pada bagian apikal soket. Selanjutnya
penghitungan dilakukan dengan menggunakan aplikasi ImageJ. Pertama
membuka gambar dari aplikasi ImagelJ. Setelah itu gambar dibuat kontras
warna menjadi hitam putih dengan ukuran terkecil 8-bit. Lakukan
pengukuran luas area dengan menggunakan fitur threshold. Kemudian
perhitungan jumlah partikel dengan analyze particles dengan memasukan
pilihan outlines. Selanjutnya hasil dari jumlah sel akan muncul. Kemudian
hasil dari penghitungan sel fibroblas dilakukan tabulasi dari tiap lapang
pandang dan diambil rata-ratanya.

Tahap Pengamatan dan Perhitungan Jumlah Pembuluh Darah

Pengamatan dan penghitungan jumlah endotel Pembuluh Darah
menggunakan Kamera OptiLab yang tersambung pada mikroskop.
Penghitungan dilakukan dengan menghitung secara mikroskopis jumlah
endotel sebanyak tiga lapang pandang yaitu pada puncak soket bagian
bukal, lingual dan pada dasar soket. Dilakukan dengan perbesaran
mikrosop 400X dengan 3 orang pengamat pada lapang pandang yang
sama. Kemudian, hasil penghitungan jumlah endotel dilakukan tabulasi
dan diambil rata-ratanya.

3.9 Analisa data

Data yang telah diperoleh dilakukan uji normalitas dengan test
Kolmogorov- Smirnov dan uji homogenitas dengan Levene Test. Jika data
normal dan homogen menggunakan uji paramatrik yaitu One Way ANOVA
dengan tingkat kepercayaan 95% (0=0.05), yang dilanjutkan uji LSD
(Least Significant Difference) untuk mengetahui perbedaan antar
kelompok.
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Tikus Wistar Jantan (24 ekor)
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v

Kelompok Kontrol Negatif
(Gel Plasebo)
8 ekor

Vv

v

Kelompok Kontrol Positif
(oxyfresh gel)

Kelompok Perlakuan

(Gel ekstrak Proantosianidin

v

v

8 ekor

v

Kulit Buah Kakao 100 mg/ml)

8 ekor

v

Sub Kelompok
Hari ke 7

Sub Kelompok
Hari ke 14

Sub Kelompok
Hari ke 7

Sub Kelompok
Hari ke 14

Sub Kelompok
Hari ke 7

Sub Kelompok
Hari ke 14

Pencabutan Gigi

v

Pengambilan Jaringan

v

Pembuatan Preparat

v

Pewarnaan HE

v

v

Penghitungan Jumlah
sel Fibroblas

Penghitungan jumlah
pembuluh darah

v

Pengamatan

v

Analisis Data

v

Kesimpulan
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilaksanakan dapat disimpulkan

bahwa :

1. Ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) 100

mg/ml dapat meningkatkan jumlah sel fibroblas pada soket gigi tikus
wistar pasca pencabutan.

Ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) 100
mg/ml dapat meningkatkan jumlah pembuluh darah pada soket gigi tikus

wistar pasca pencabutan.

5.2 Saran

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat diberikan

penulis adalah sebagai berikut :

1.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek pemberian
ekstrak proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.)
terhadap hari pengamatan yang berbeda sehingga didapatkan gambaran
keseluruhan dari waktu penyembuhan soket.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek ekstrak
proantosianidin kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) terhadap
variabel lain pada proses penyembuhan luka sehingga didapatan
gambaran keseluruhan dari proses penyembuhan soket

Perlu dilakukan pengamatan jumlah sel fibroblas dan pembuluh darah
pada daerah lapang pandang yang berbeda sehingga didapatkan

gambaran keseluruhan dari daerah penyembuhan soket.
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LAMPIRAN

Lampiran A. Surat Keterangan Ethical Clearance

S ONTONTONTON NN TONTONTONTRNTOY,
%]u\‘}\‘}\‘}u\‘}\‘?‘u RN
]
)
Sg KOMISI ETIK PENELITIAN KESEHATAN (KEPK)
Sg FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI UNIVERSITAS JEMBER
> i (THE ETHICAL COMMITTEE OF MEDICAL RESEARCH
§S FACULTYOF DENTISTRY UNIVERSITAS _]EMBER)
2 ><]
3
{2
:? ETHIC COMMITTEE APPROVAL
Q% No0.441/UN25.8/KEPK/DL/2019
S=2
D
gs Title of research protocol  : “Effect Gel Ekstrac Proantosianidin Pod Husk Cacao (Theobroma
QS Cacao L) For Total Cell Fibroblas Colagen Intercity And Argiogenesis
Q§ In Socket Post Ekstraction In Rat”
<
Q’) Document Approved : Research Protocol
Sg Principal investigator : Nada Ocarina Savitri
S2
Qé Member of research : -
S% esponsible Physician : Nada Ocarina Savitri
:5 Date of approval : May-July 27th, 2019
§§ Place of research : Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Qé Jember
§3 The Research Ethic Committee Faculty of Dentistry Universitas Jember States That
g% the above protocol meets the ethical principle outlined and therefore can be carried out.
o3
] Jember, May 28", 2019

culty of Dentistry ;..;- of Research Ethics Committee
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Lampiran B. Surat Keterangan Identifikasi Tanaman

Kode Dokumen : FR-AUK-064
Revisi 10

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
POLITEKNIK NEGERI JEMBER

LABORATORIUM TANAMAN
Jalan Mastrip Kotak Pos 164 Jember - 68101Telp. (0331) 333532 - 333534 Fax.(0331) 333531
E-mail : Polije@polije.ac.id Web Site : http//www.Polije.ac.id

SURAT KETERANGAN IDENTIFIKASI TANAMAN
No: 13/PL17.3.1.02/LL/2019

Menindaklanjuti surat dari Wakil Dekan I Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember No:
2189/UN25.8.TL/2019 perihal Permohonan Identifikasi Tanaman dan berdasarkan hasil
pengamatan pada spesimen tumbuhan yang dikirimkan ke Laboratorium Tanaman, Jurusan

Produksi Pertanian, Politeknik Negeri Jember oleh:

Nama : Nada Ocarina Savitri
NIM 1161610101037
Jur/Fak/PT  : Fakultas Kedokteran Gigi/ Universitas Jember

maka dapat disampaikan hasilnya bahwa spesimen tersebut di bawah ini (terlampir) adalah:
Kingdom:  Plantae;  Devisio.  Spermatophyta;  Sub  Devisio:Magnoliophyta;  Kelas:
Magnoliopsida;, Ordo: Malvales; Famili: Sterculiaceae; Genus: Theobroma; Spesies:

Theobroma cacao, L
Demikian surat keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.

Jember, 23 Mei 2019
S~

N
- Lilik Mastuti, MP
19

5808201987032001

—
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Lampiran C. Surat Keterangan Identifikasi Kandungan Proantosianidin

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI
JI. Kalimantan No. 37 Jember [3(0331) 333536, Fak. 331991

Nomor
Perihal

(€13 /UN25.8.TL/2019

. Identifikasi Kandungan Proantosianidin 0 4 APR 70\9
Kepada Yth e e —

Kepala Laboraturium Teknik Kimia

Politeknik Negeri Malang

Di Malang

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan skripsi, maka
dengan hormat kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk melakukan
identifikasi kandungan proantosianidin yang digunakan sebagai objek
penelitian bagi mahasiswa kami dibawah ini:

1 Nama . Nada Ocarina Savitri

#4 NIM : 161610101037

3 Semester/Tahun 1 2018/2019

4 Fakultas . Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
S Alamat : J1. Mastrip [ no 12

6 Judul Penelitian . Efek gel ekstrak Proantosianidin kulit buah

kakao (Theobroma cacao L.) terhadao
penurunan respon peradangan yang dilihat
dari  jumlah sel fibroblas, proses
angiogenesis dan intensitas kolagen pada
soket pasca pencabutan gigi tikus

7  Lokasi Penelitian . Laboraturium Teknik Kimia Politeknik Negeri

Dosen Pembimbing

Malang
8 Data/alat yg di pinjam A= .
9 Waktu . April 2019 s/d Selesai
10 Tujuan Penelitian . Untuk menganalisis efektifitas gel ekstrak

proantosianisin kulit buah kakao (Theobroma
cacao L.) terhadap penurunan respon
peradangan yang dilihat dari jumlah sel
fibroblas, proses angiogenesis dan intensitas
kolagen pada soket pasca pencabutan gigi
tikus
1. drg. Budi Yuwono, M.Kes

2. drg. Yani Corvianindya Rahayu M.KG.

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih
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Lampiran D. Surat Keterangan Pembuatan Gel Ekstrak Biji Kakao

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI
J1. Kalimantan No. 37 Jember [1(0331) 333536, Fak. 331991

Nomor : /709UN25.8.TL/2019
Perihal : Ekstraksi Kulit Buah Kakao 116 APR 2019
Kepada Yth

Direktur Rumah Sakit Gigi dan Mulut
Universitas Jember
Di Jember

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan skripsi, maka
dengan hormat kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk melakukan ekstraksi
kulit buah kakao yang digunakan sebagai objek penelitian bagi mahasiswa kami
dibawah ini:

1 Nama : Nada Ocarina Savitri

2 NIM 1 161610101037

3 Semester/Tahun 1 2018/2019

4 Fakultas : Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
5 Alamat : J1. Mastrip I no 12

6 Judul Penelitian : Efek Ekstrak Proantosianidin Kulit Buah

Kakao (Theobroma cacao L.) terhadap
penurunan respon peradangan yang dilihat
dari  jumlah sel fibroblas, proses
angiogenesis dan intensitas kolagen pada
soket pasca pencabutan gigi tikus
7/ Lokasi Penelitian : Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi
dan Mulut Universitas Jember

8 Data/alat yg di pinjam : -

9 Waktu : April 2019 s/d Selesai

10 Tujuan Penelitian : Untuk menganalisis cfek ekstrak
proantosianisin kulit buah kakao (7heobroma
cacao L.) terhadap penurunan respon
peradangan yang dilihat dari jumlah sel
fibroblas, proses angiogenesis dan intensitas
kolagen pada soket pasca pencabutan gigi
tikus

11 Dosen Pembimbing : 1. drg. Budi Yuwono, M.Kes

2. drg. Yani Corvianindya Rahayu M.KG.

=

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik di erimakasih
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Lampiran E. Surat ljin Laboratorium Biomedik

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

J1. Kalimantan No. 37 Jember & (0331) 333536, Fak. 331991

Nomor : 6789 /UN25.8.TL/2019 1 2 SEP 2[]‘]9
Perihal : Izin Penelitian Gel Proantosianidin Ekstrak Kulit Buah Kakao
Kepada Yth

Kepala Bagian Laboratorium Histologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
Di Jember

Dalam rangka pengumpnlan data penelitian guna penyusunan skripsi maka, dengan
hormat kami mohon bantuan dan kesediaannya untuk memberikan izin penelitian
menguji senyawa proantosianidin ekstrak kulit buah kakao bagi mahasiswa kami

dibawah ini:

1 Nama : Nada Ocarina Savitri

2 NIM : 161610101037

3 Semester/Tahun . 2019/2020

4 Fakultas . Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

5 Alamat : J1. Mastrip 2 No. 12 Jember

6 Judul Penelitian : Pengaruh Pemberian Gel Ekstrak Proantosianidin
Kulit Buah Kakao (Theobroma cacao L.) terhadap
Jumlah Sel Fibroblas, Intensitas Kolagen dan
Angiogenesis pada Soket Pasca Pencabutan Gigi
pada Tikus

7  Lokasi Penelitian : Laboratorium Histologi Fakutas Kedokteran Gigi
Universitas jember

8 Data/alat yg di pinjam . Mikroskop, alkohol, xylol, haematoxilin, dll.

9 Waktu . September 2019 s/d Selesai

10 Tujuan Penelitian : Untuk menguji senyawa proantosianidin kulit buah

kakao (Theobroma cacao L.) terhadap jumlah sel
fibroblas, intensitas kolagen dan angiogenesis pada
soket pasca pencabutan gigi pada tikus
11 Dosen Pembimbing . 1. drg. Budi Yuwono, M.Kes
: 2. drg.Yani Corvianindya, MKG

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih

an. Dekan

Novita, M.Kes., Sp. OF(K)
6811251999032001 g
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Lampiran F. Interpretasi Hasil Analisis HPLC Ls-Ms Proantosianidin

RT: 225 - B.B0 SM- 35

RT: 5.93 ML TEOE4
oo TH: MS 1ICIES
ProCy_Anya_ T
S0
RT: 569 | p7: 5.07 - 667
RT: 572 L) RT:6.57
c == E3
RT: 6.91 L: 344
1oo 50-287.50 F

S0

o
100

|
RT: 571 MNIL- 2 T2E3
miz= Z70.50-271.50 F:
c ESI SRM ms2

oo

Rolgive Mundnca
0 8
st e b o b b o b pee v povi e ) bt
+

S4T DD MS 1TSS
ProeCw_Anya_ T

RT: 5 E3 ML 2 48E3

mSz= 3M0.50-301.50 F:
+ ¢ ESl1 SR ms2Z
4632000 M5 ICIS
ProCy_anya_T

Hasil identifikasi dan kuantifikasi proantosianidin dalam HPLC menggunakan
ESI-MS

Peak RT m/z ESI MS? Content Tentative
No. identification
(min) ppm

1 6.91 286.50 491.000 3.44 Procyanidins B2
2 6.67 270.50 433.000 1.15 Procyanidins A2
3 6.71 271.50 447.000 2.73 Procyanidins B2
4 6.21 286.50 449.000 7.77 Procyanidins B2
5 6.83 302.00 463.000 6.48 Procyanidins B2
6 5.76 302.00 465.000 1.01 Procyanidins B2
7 6.71 316.00 479.000 5.95 Procyanidins B2



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

78

Lampiran G. Alat dan Bahan Penelitian

a. Alat penelitian untuk pencabutan gigi

Keterangan :

A. Neraca digital M. Pisau malam

B. Dental rat chair N. Pinset

C. Tabung plastik O. Arteri clam

D. Timbangan digital P. Gunting bedah

E. Papan bedah Q. Sonde setengah lingkaran
F. Handscoon R. Eskavator kecil

G. Masker S. Eskavator besar

H. Kain lap T. Blade dan scalpel

I. Cotton roll U. Spidol

J. Baki stainless steel
K. Dispossible syringe 1 ml
L. Dispossible syringe 5 ml
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b. Alat penelitian untuk pemrosesan jaringan dan pembuatan preparat

JU e
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Keterangan :

: Waterbath

: Oven Memert
: Slide warmer

: Automatic processing tissue

m O O W >

: Filling Cabinet

Tn

: Mikrotom

: Histological basket

I o

: Mikroskop Binokuler

: Kamera Optilab
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c. Bahan penelitian untuk pemrosesan jaringan dan pembuatan preparat

Keterangan :
1 : Etanol
2 : Deckglass

3 : Object glass
4 : Alkohol 95 %
5 : Enthelan

6 : Xylol

7 : Hemaktosilin
8 :Eosin2 %

9 : Parafin

10 : Formic Acid 10 %
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Lampiran H. Proses Pembuatan Gel Ekstrak Biji Kakao
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Keterangan :

A : Menimbangan kulit buah kakao yang sudah dijadikan bubuk

B : Ditambahkan dengan aseton 70% dan akuades

C : Dimasukkan ke dalam mesin ultrasonik dengan suhu selama 20 menit
D : Dimasukkan ke dalam valcon tube

E : Disentrifuge dengan kecepatan 200 rpm selama 10 menit

F : Larutan ekstrak dipisahkan dari supernatan

G : Larutan ekstrak dimasukkan ke dalam rotavapor

H : Larutan ekstrak yang sudah dirotavapor ditempatkan ke cawan petri

| : Ekstrak proantosianidin kulit buah kakao

J : Penimbangan ekstrak proantosianidin kulit buah kakao

K : Pembuatan CMC-Na

L :Penimbangan CMC-Na

M : CMC-Na dicampur dengan ekstrak proantosianidin kulit buah kakao

: Ekstrak proantosianidin kulit buah kakao 100mg/ml dalam bentuk gel
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Digital Repository Universitas Jember

Lampiran |. Gambaran Histologis Soket Pasca Pencabutan Gigi Tikus Wistar

Kontrol Positif hari ke 7

e.
Keterangan:

A = Perbesaran 40x

B = Perbesaran 100x

C = Perbesaran 400x puncak soket sisi lingual
D = Perbesaran 400x sisi apikal soket

E = Perbesaran 400x puncak soket sisi bukal
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Digital Repository Universitas Jember

Kontrol Positif hari ke 14

Keterangan:

A = Perbesaran 40x

B = Perbesaran 100x

C = Perbesaran 400x puncak soket sisi lingual
D = Perbesaran 400x sisi apikal soket

E = Perbesaran 400x puncak soket sisi bukal
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Digital Repository Universitas Jember .

Kontrol Negatif hari ke 7

e.
Keterangan:

A = Perbesaran 40x

B = Perbesaran 100x

C = Perbesaran 400x puncak soket sisi lingual
D = Perbesaran 400x sisi apikal soket

E = Perbesaran 400x puncak soket sisi bukal
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Kontrol Negatif hari ke 14

e.
Keterangan:

A = Perbesaran 40x

B = Perbesaran 100x

C = Perbesaran 400x puncak soket sisi lingual
D = Perbesaran 400x sisi apikal soket

E = Perbesaran 400x puncak soket sisi bukal
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Digital Repository Universitas Jember

Perlakuan hari ke 7

e.
Keterangan:

A = Perbesaran 40x

B = Perbesaran 100x

C = Perbesaran 400x puncak soket sisi lingual
D = Perbesaran 400x sisi apikal soket

E = Perbesaran 400x puncak soket sisi bukal
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Repository universitas Jember

Jigital Jembe o

Perlakuan hari ke 14

e.
Keterangan:

A = Perbesaran 40x

B = Perbesaran 100x

C = Perbesaran 400x puncak soket sisi lingual
D = Perbesaran 400x sisi apikal soket

E = Perbesaran 400x puncak soket sisi bukal
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Lampiran J. Data Hasil Penelitian

Tikus Tempat
! - - Rata-rata
Hari-7 Lingual | Apikal Bukal
6525 5643 6250
5420 4613 5102
K (+) 5597
4281 4801 6896
6266 4703 6658
6024 4722 5000
5067 5185 4364
K (-) 4789
3882 4904 3961
5660 4478 4218
5532 6733 4959
5590 4228 6050
p 5466
6812 4625 7073
5749 3819 4423
Rata-rata 5495
Tikus Tempat
) - - Rata-rata
Hari-14 Lingual | Apikal Bukal
6280 6323 6312
5971 6360 7122
K (+) 6333
6353 6649 5556
7041 5243 6787
5028 6034 4732
5900 5077 5670
K (-) 5423
5014 4385 6883
4869 5876 5612
6842 5576 6758
6683 5731 5674
p 6093
4826 6565 6258
6766 4938 6493
Rata-rata 5950



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

B. Pembuluh Darah Hari ke-7
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. Tempat Rata-
Perlakuan | Tikus | Pengamat Labial ApiEaI Bukal Rata-rata Pengamat rata

. Pengamat 1 5 3 10 6

T||1<us Pengamat 2 6 5 11 7 7
Pengamat 3 5 4 11 7
Pengamat 1 6 8 11 8

tikus 2 | Pengamat 2 7 6 11 8 8
K (+) Pengamat 3 7 5 11 8
. Pengamat 1 8 4 11 8

T'gus Pengamat2 | 6 2 10 7 7
Pengamat 3 6 4 10 7
. Pengamat 1 7 7 9 8

T'ZUS Pengamat2 | 7 7 8 7 7
Pengamat 3 7 6 9 7
. Pengamat 1 6 2 5 4

T|l1<us Pengamat 2 5 2 6 4 5
Pengamat 3 6 3 6 5
Pengamat 1 2 1 5 3

tikus 2 | Pengamat 2 3 1 5 3 3
K () Pengamat 3 S 1 6 3
; Pengamat 1 6 0 2 3

T'gus Pengamat2 | 6 0 2 3 2
Pengamat 3 5 0 1 2
: Pengamat 1 0 2 1 1

T|Zus Pengamat 2 0 2 1 1 1
Pengamat 3 0 2 1 1
. Pengamat 1 5 3 7 5

T”IUS Pengamat 2 4 2 S) 4 4
Pengamat 3 6 3 S) 5
Pengamat 1 6 5 9 7

tikus 2 | Pengamat 2 7 5 7 6 6
P Pengamat 3 7 4 7 6
. Pengamat 1 5 4 7 5

T'gus Pengamat2 | 6 5 7 6 6
Pengamat 3 6 3 8 6
. Pengamat 1 6 6 5 6

T'ZUS Pengamat2 | 5 7 6 6 4
Pengamat 3 6 7 6 6

Rata-rata 5
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Pembuluh Darah Hari ke-14
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. Tempat Rata-rata Rata-
Perlakuan | Tikus Pengamat Labial | Apikal | Bukal Pengamat rata

Tik Pengamat 1 9 5 8 7

|lus Pengamat 2 8 4 8 7 7
Pengamat 3 7 4 7 6
Pengamat 1 8 4 5 6

tikus 2 | Pengamat 2 7 4 5 5 5
K (+) Pengamat 3 7 3 5 5)
Tikus Pengamat 1 8 4 10 7

3 Pengamat 2 8 3 9 7 7
Pengamat 3 8 4 8 7
. Pengamat 1 8 6 8 7

TIZUS Pengamat 2 8 6 7 7 7
Pengamat 3 6 6 8 7
. Pengamat 1 2 3 4 3

T"IUS Pengamat 2 2 2 4 3 3
Pengamat 3 3 2 5 3
Pengamat 1 4 I, 2 2

tikus 2 | Pengamat 2 4 0 3 2 2
K () Pengamat 3 4 0 2 2
ik Pengamat 1 4 2 6 4

T'3“S Pengamat 2 5 2 4 4 4
Pengamat 3 4 1 4 3
] Pengamat 1 4 1 3 3

T'Z“S Pengamat 2 3 2 2 2 2
Pengamat 3 3 1 3 2
. Pengamat 1 7 4 3 5

T"IUS Pengamat 2 7 4 3 5 5
Pengamat 3 6 4 3 4
Pengamat 1 3 4 7 5

tikus 2 | Pengamat 2 5 3 6 5 5
P Pengamat 3 9 3 6 5
Tikus Pengamat 1 5 4 5 5

'3 Pengamat 2 6 4 5 5 5)
Pengamat 3 5 4 5 5
. Pengamat 1 8 3 6 6

TIZUS Pengamat 2 7 3 7 6 6
Pengamat 3 8 3 7 6

Rata-rata 5
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Lampiran K. Analisis Data Jumlah Sel Fibroblas

1. Uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk

Tests of Normality

93

Perlakuan Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic df Sig.
Hari ke 7 Kontrol Positif ,182 12 ,200" ,929 12 ,366
Hari ke 7 Kontrol Negatif ,105 12 ,200" ,967 12 ,876
Hari ke 7 Perlakuan ,130 12 ,200" ,953 12 677
Jumlah Fibroblas  Harj ke 14 Kontrol Positif 212 12 144 ,942 12 518
Hari ke 14 Kontrol
Negati ,190 12 ,200" ,952 12 ,670
Hari ke 14 Perlakuan 211 12 ,148 871 12 ,067
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
2. Uji homogenitas menggunakan uji Levene
Test of Homogeneity of Variances
Jumlah Fibroblas
Levene Statistic dfl df2 Sig.
2,345 5 66 ,051
3. Hasil Uji Beda One Way ANOVA
ANOVA
Jumlah Fibroblas
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 17826912,125 5 3565382,425 5,766 ,000
Within Groups 40813118,750 66 618380,587
Total 58640030,875 71
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4. Uji LSD (Least Significant Difference)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Jumlah Fibroblas

94

LSD
(I) Perlakuan (J) Perlakuan Mean Std. Error | Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I- Lower Bound Upper
J) Bound
Hari ke 7 Kontrol Negatif 807,75000" | 321,03494 | ,014 166,7831| 1448,7169
Hari ke 7 Perlakuan 130,41667 | 321,03494 | ,686 -510,5503 771,3836
Hari ke 7 Kontrol
Positif Hari ke 14 Kontrol Positif -736,58333" | 321,03494 | ,025 -1377,5503 -95,6164
ositi
Hari ke 14 Kontrol Negatif 173,16667 | 321,03494 | ,591 -467,8003 814,1336
Hari ke 14 Perlakuan -496,00000 | 321,03494| ,127 -1136,9669 144,9669
Hari ke 7 Kontrol Positif -807,75000" | 321,03494 | ,014 -1448,7169 | -166,7831
Hari ke 7 Perlakuan -677,33333"| 321,03494| ,039 -1318,3003 -36,3664
Hari ke 7 Kontrol
N Hari ke 14 Kontrol Positif -1544,33333" | 321,03494 | ,000 -2185,3003 | -903,3664
egati
g Hari ke 14 Kontrol Negatif -634,58333 | 321,03494| ,052 -1275,5503 6,3836
Hari ke 14 Perlakuan -1303,75000" | 321,03494| ,000 -1944,7169| -662,7831
Hari ke 7 Kontrol Positif -130,41667 | 321,03494 | ,686 -771,3836 510,5503
I Hari ke 7 Kontrol Negatif 677,33333"| 321,03494| ,039 36,3664 | 1318,3003
ari ke
- Hari ke 14 Kontrol Positif -867,00000" | 321,03494| ,009 -1507,9669 | -226,0331
erlakuan
Hari ke 14 Kontrol Negatif 42,75000 | 321,03494| ,894 -598,2169 683,7169
Hari ke 14 Perlakuan -626,41667 | 321,03494| ,055 -1267,3836 14,5503
Hari ke 7 Kontrol Positif 736,58333" | 321,03494| ,025 95,6164 | 1377,5503
Hari ke 7 Kontrol Negatif 1544,33333" | 321,03494 | ,000 903,3664 | 2185,3003
Hari ke 14 Kontrol . .
b\ Hari ke 7 Perlakuan 867,00000°| 321,03494| ,009 226,0331| 1507,9669
ositi
Hari ke 14 Kontrol Negatif 909,75000" | 321,03494 | ,006 268,7831 | 1550,7169
Hari ke 14 Perlakuan 240,58333 | 321,03494 | ,456 -400,3836 881,5503
Hari ke 7 Kontrol Positif -173,16667 | 321,03494| ,591 -814,1336 467,8003
Hari ke 7 Kontrol Negatif 634,58333 | 321,03494 | ,052 -6,3836 | 1275,5503
Hari ke 14 Kontrol
N " Hari ke 7 Perlakuan -42,75000 | 321,03494 ( ,894 -683,7169 598,2169
egati
J Hari ke 14 Kontrol Positif -909,75000" | 321,03494 | ,006 -1550,7169 | -268,7831
Hari ke 14 Perlakuan -669,16667" | 321,03494| ,041 -1310,1336 -28,1997
Hari ke 7 Kontrol Positif 496,00000 | 321,03494| ,127 -144,9669 | 1136,9669
Hari ke 7 Kontrol Negatif 1303,75000" | 321,03494 | ,000 662,7831 | 1944,7169
Hari ke 14
Hari ke 7 Perlakuan 626,41667 | 321,03494 | ,055 -14,5503 | 1267,3836
Perlakuan
Hari ke 14 Kontrol Positif -240,58333 | 321,03494 | ,456 -881,5503 400,3836
Hari ke 14 Kontrol Negatif 669,16667"| 321,03494| ,041 28,1997 | 1310,1336

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran L. Analisis Data Jumlah Pembuluh Darah

1. Uji normalitas menggunakan Shapiro-Wilk

Tests of Normality

95

Perlakuan Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Hari 7 Kontrol Positif ,207 12 ,167 ,915 12 ,246
Hari 7 Kontrol Negatif ,223 12 , 101 ,864 12 ,055
Hari 7 Perlakuan ,214 12 ,135 ,944 12 547
Jumlah Pembuluh Darah Hari 14 Kontrol Positif 159 12 200" ,906 12 191
Hari 14 Kontrol
Negati ,197 12 ,200" ,960 12 ,780
Hari 14 Perlakuan ,179 12 ,200" ,881 12 ,090
* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
2. Uji homogenitas menggunakan Uji Levene
Test of Homogeneity of Variances
Jumlah Pembuluh Darah
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1,919 5 66 ,103
3. Hasil Uji Beda One Way ANOVA
ANOVA
Jumlah Pembuluh Darah
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 226,667 5 45,333 12,321 ,000
Within Groups 242,833 66 3,679
Total 469,500 71
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4. Uji LSD (Least Significant Difference)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Jumlah Pembuluh Darah
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LSD
(1) Perlakuan (J) Perlakuan Mean Std. Error Sig. 95% Confidence Interval
Difference (I- Lower Bound | Upper Bound
J)
Hari 7 Kontrol Negatif 4,41667" ,78308 ,000 2,8532 5,9801
Hari 7 Perlakuan 1,41667 ,78308 ,075 -,1468 2,9801
Hari 7 Kontrol
Posif Hari 14 Kontrol Positif ,91667 ,78308 ,246 -,6468 2,4801
Hari 14 Kontrol Negatif 4,83333" ,78308 ,000 3,2699 6,3968
Hari 14 Perlakuan 2,41667 ,78308 ,003 ,8532 3,9801
Hari 7 Kontrol Positif -4,41667" ,78308 ,000 -5,9801 -2,8532
vari 7 koD Hari 7 Perlakuan -3,00000" ,78308 ,000 -4,5635 -1,4365
. Hari 14 Kontrol Positif -3,50000" ,78308 ,000 -5,0635 -1,9365
Negati Hari 14 Kontrol Negatif 41667 , 78308 ,596 -1,1468 1,9801
Hari 14 Perlakuan -2,00000" , 78308 ,013 -3,5635 -,4365
Hari 7 Kontrol Positif -1,41667 ,78308 ,075 -2,9801 ,1468
Hari 7 Kontrol Negatif 3,00000" ,78308 ,000 1,4365 4,5635
Hari 7 Perlakuan Hari 14 Kontrol Positif -,50000 , 78308 ,525 -2,0635 1,0635
Hari 14 Kontrol Negatif 3,41667" ,78308 ,000 1,8532 4,9801
Hari 14 Perlakuan 1,00000 ,78308 ,206 -,6635 2,5635
Hari 7 Kontrol Positif -,91667 ,78308 ,246 -2,4801 ,6468
eri 14 Kontrol Hari 7 Kontrol Negatif 3,50000° ,78308 ,000 1,9365 5,0635
b e Hari 7 Perlakuan ,50000 ,78308 ,525 -1,0635 2,0635
Hari 14 Kontrol Negatif 3,91667" , 78308 ,000 2,3532 5,4801
Hari 14 Perlakuan 1,50000 ,78308 ,060 -,0635 3,0635
Hari 7 Kontrol Positif -4,83333" ,78308 ,000 -6,3968 -3,2699
Hari Mohirol Hari 7 Kontrol Negatif -,41667 ,78308 ,596 -1,9801 1,1468
Negatit Hari 7 Perlakuan -3,41667" ,78308 ,000 -4,9801 -1,8532
Hari 14 Kontrol Positif -3,91667" ,78308 ,000 -5,4801 -2,3532
Hari 14 Perlakuan -2,41667" ,78308 ,003 -3,9801 -,8532
Hari 7 Kontrol Positif -2,41667" , 78308 ,003 -3,9801 -,8532
Hari 7 Kontrol Negatif 2,00000" ,78308 ,013 ,4365 3,5635
Hari 14 Perlakuan | Hari 7 Perlakuan -1,00000 , 78308 ,206 -2,5635 ,5635
Hari 14 Kontrol Positif -1,50000 ,78308 ,060 -3,0635 ,0635
Hari 14 Kontrol Negatif 2,41667" ,78308 ,003 ,8532 3,9801

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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