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RINGKASAN

Efektivitas Gel Ekstrak Biji Kakao (Theobroma cacao L.) terhadap Intensitas
Kolagen pada Penyembuhan Luka Jaringan Lunak Soket Pasca Pencabutan
Gigi Tikus Wistar; Nadia Farhatika, 141610101014; 2018: 84 halaman; Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Pencabutan gigi merupakan salah satu tindakan dalam bidang kedokteran
gigi yang merupakan suatu proses pengeluaran gigi dari alveolus, di mana
melibatkan jaringan keras dan jaringan lunak pada rongga mulut dan dapat
menimbulkan luka pada soket gigi. Biji kakao (Theobroma cacao Linn.)
merupakan salah satu tanaman herbal yang dapat membantu proses penyembuhan
luka. Biji kakao kering yang tidak difermentasi memiliki kandungan polifenol dan
asam fenolik sekitar 12-18%. Senyawa polifenol lebih banyak didominasi oleh
gugus flavonoid yang terdiri dari kelompok pronthocyanidin sebanyak +58%,
flavanol +37%, anthocyanidin 4% dan flavonol glikosida +1%. Flavonoid
merupakan salah satu subkelas dari polifenol yang menstimulasi proses
penyembuhan luka dan memiliki aktivitas sebagai antiinflamasi. Berdasarkan latar
belakang di atas penulis akan melakukan penelitian tentang efektivitas gel ekstrak
biji kakao terhadap intensitas kolagen pada penyembuhan luka jaringan lunak
soket pasca pencabutan gigi tikus wistar.

Jenis penelitian adalah experimental laboratories dengan rancangan
penelitian the post test only control group design. Penelitian ini dilakukan pada
bulan Desember 2017 sampai dengan bulan Februari 2018. Sejumlah 32 ekor tikus
Wistar jantan dikelompokan menjadi 4 kelompok yaitu 2 kelompok kontrol dan 2
kelompok perlakuan. Kemudian dilakukan pencabutan gigi molar satu kiri bawah.
Selanjutnya pada kelompok kontrol negatif diberi gel Placebo, kontrol positif diberi
Alvogyl®, sedangkan kelompok perlakuan diberi gel ekstrak biji kakao 8% dan 16%
secara topikal. Dekaputasi dilakukan pada hari ke-3 dan ke-7 pasca pencabutan,

dilanjutkan dengan pembuatan jaringan secara histologis.
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Kepadatan serabut kolagen adalah gambaran mikroskopik serabut kolagen
yang dibuat dari soket pasca pencabutan dengan pewarnaan Trichrome Mallory
dengan perbesaran 400x. Hasil pengamatan kemudian difoto menggunakan kamera
Optilab dan diamati menggunakan software Adobe Photoshop CS 6.0 untuk melihat
jumlah pixel kolagen. Jumlah kepadatan serabut kolagen didapat dari rata-rata
jumlah pixel kolagen dalam 3 lapang pandang. Kemudian hasil dianalisis
menggunakan program SPSS

Berdasarkan hasil pembahasan di atas, terbukti pada hari ke-3 dan ke-7
terdapat perbedaan yang bermakna antara kelompok kontrol negatif (gel Placebo)
dengan kelompok perlakuan baik berdasarkan hasil perhitungan secara histologis
maupun secara statistik. Dengan demikian dapat dikatakan gel ekstrak biji kakao
dengan konsentrasi 8% dan 16% efektif dalam meningkatkan intenstitas kolagen
pada proses penyembuhan luka jaringan lunak soket pasca pencabutan gigi tikus
Wistar.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Salah satu tindakan dalam bidang kedokteran gigi yang sering dijumpai pada
tempat praktek dokter gigi, klinik swasta, poliklinik, puskesmas maupun rumah
sakit adalah tindakan bedah (Pratidina, 2015). Prosedur pencabutan gigi dalam
bidang kedokteran gigi merupakan salah satu tindakan bedah yang paling sering
dilakukan serta dapat menyebabkan luka atau trauma (Arifah, 2012). Hasil Riset
Kesehatan Dasar (RISKESDAS) 2007 yang dilakukan oleh Departemen Kesehatan
menyebutkan prevalensi pencabutan gigi di Indonesia sebesar 79,6% (Hardadi et
al., 2014).

Pada beberapa kasus tindakan pencabutan gigi dijumpai komplikasi pada
proses penyembuhan luka pencabutan gigi. Komplikasi tersebut antara lain
perdarahan, pembengkakan, rasa sakit, dry socket, fraktur dan dislokasi mandibula
(Lande et al., 2015).

Pencabutan gigi dapat menyebabkan suatu kavitas berupa soket gigi dan luka
bekas pencabutan gigi pada jaringan di sekitar soket diikuti oleh respon tubuh
melalui penyembuhan luka. Luka adalah rusaknya kesatuan atau komponen
jaringan, secara spesifik terdapat substansi jaringan yang rusak atau hilang yang
disebabkan trauma benda tajam atau tumpul, perubahan suhu, zat kimia, ledakan,
sengatan listrik, atau gigitan hewan (Ashari et al., 2012; Sari, 2012). Apabila
dibiarkan dan tidak diobati, luka menyebabkan bagian dalam tubuh menjadi
terpapar dengan lingkungan luar dan penyembuhan luka menjadi terhambat
(Christgau, 2004).

Penyembuhan luka merupakan proses dari organisme untuk mengembalikan
struktur dan fungsi suatu jaringan akibat dari cidera atau inflamasi (Christgau,
2004). Sifat penyembuhan pada semua luka adalah sama dengan variasi bergantung

pada lokasi, keparahan, dan luas cidera. Proses penyembuhan luka dibagi menjadi
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tiga fase yaitu: 1) fase infamasi, 2) fase proliferasi dan 3) fase maturasi/remodeling.
Fase inflamasi merupakan reaksi tubuh terhadap luka berupa perdarahan,
hemostasis, pembentukan bekuan, permukaan menjadi kering, dan membentuk
keropeng yang dimulai setelah beberapa menit dan berlangsung sekitar 0-3 hari
setelah cedera. Fase proliferasi ditandai dengan munculnya pembuluh darah baru
sebagai hasil rekonstruksi (pembentukan pucuk kapiler dari angioblas, kolagen dari
fibroblas, dan migrasi sel-sel epitel dari tepi luka di bawah keropeng menuju tengah
luka) yang terjadi dalam waktu 3-21 hari. Fase remodeling merupakan tahap akhir
proses peyembuhan luka berupa maturasi kolagen, kontaksi dan remodeling parut
yang memerlukan waktu 21 hari-2 tahun bergantung pada kedalaman dan keluasan
luka (Zuber et al., 2013; Robbins et al., 2007).

Dalam proses inflamasi dalam penyembuhan luka pada umumnya akan
menimbulkan nyeri, demam, dan kerusakan jaringan. Sehingga masyarakat
cenderung mengkonsumsi obat-obatan. Obat yang sering digunakan adalah
golongan obat AINS (Anti-inflamasi Non steroid) antara lain aspirin, ibuprofen,
asam mefenamat, naproksen, flubiprofen, ketoprofen dan sebagainya. AINS efektif
untuk mengurangi inflamasi dan rasa sakit dengan enzim siklooksigenase sebagai
target utamanya. Pada tindakan pasca pencabutan gigi, obat yang paling umum
diaplikasikan pada soket adalah Alvogyl®. Alvogyl® digunakan sebagai dressing
agent pasca ekstraksi yang terdiri dari eugenol (analgesik, antiinflamasi),
idodoform  (antimikroba), dan butamen (anestesi). Namun obat-obatan
antiinflamasi memiliki efek samping yaitu perdarahan gastrointestinal, lamanya
waktu perdarahan, serta dapat merusak fungsi ginjal, sehingga masih diperlukan
suatu bahan yang memiliki efek samping seminimal mungkin, namun memiliki
efektivitas tinggi (Hapsari, 2014; Kaya et al., 2011). Seiring dengan hal tersebut,
beberapa ahli telah melakukan berbagai penelitian pada obat-obatan herbal sebagai
salah satu alternatif pengobatan dalam mempercepat penyembuhan luka
(Soebiyanto et al., 2014).

Indonesia merupakan salah satu negara produsen kakao di dunia yang berada
di urutan ketiga terbesar setelah Pantai Gading dan Ghana, dengan produksi sebesar
13% kakao dunia (ICCO, 2012). Kabupaten Jember dengan luas wilayah * 3.293,34
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km persegi, mempunyai potensi besar di sektor perkebunan kakao Indonesia.
Komoditi tanaman perkebunan kakao di Jember memiliki total luas area 4.641
hektar. Dalam setiap hektarnya produktivitas tanaman perkebunan kakao yang
dikelola mencapai + 15,87 ton. Perkebunan kakao Kabupaten Jember juga memiliki
kemampuan produksi 2.246.870 ton/tahun yang dikirimkan pada wilayah
pemasaran USA, Belanda, Singapura, Jerman, dan Belgia (Wahyudi, 2008).

Salah satu tanaman yang dikenal dan terbukti memiliki banyak manfaat di
bidang kesehatan adalah tanaman coklat (Theobroma cacao Linn.) yang kaya akan
kandungan polifenol. Kandungan polifenol dan asam fenolik dalam biji kakao
kering yang tidak difermentasi sekitar 12-18% (Tohawa, 2014). Polifenol
merupakan senyawa fitokimia alami yang meliputi flavonoid, katekin, epikatekin,
prosianidin, antosianidin, tannin kompleks, dan flavonol glikosida. Flavonoid dapat
bersifat bakterisidal dan memiliki aktivitas sebagai antiinflamasi (Sartini, 2013).

Flavonoid merupakan salah satu subkelas dari polifenol yang menstimulasi
proses penyembuhan luka melalui perubahan metabolisme matriks ekstraseluler.
Matriks ekstraselular merupakan suatu struktur yang kompleks dan tidak hanya
menyediakan jaringan dengan struktur pendukung tetapi juga pertukaran informasi
dengan sel yang demikian akan memodulasi proses di dalam tubuh termasuk
perkembangan, migrasi sel, perlekatan dan proses perbaikan. Salah satu komponen
matriks ekstraselular yaitu kolagen (Soebiyanto et al., 2014; Raharyani et al.,
2015).

Kolagen merupakan protein struktural fibrosa yang memberikan kekuatan
regang dan berfungsi mengisi matriks ekstraselular yang diperlukan saat
penyembuhan luka. Pada proses penyembuhan luka, kolagen dibentuk sejak hari
ke-3 dan akan tampak nyata jumlahnya di hari ke-7 setelah luka. Selama minggu
kedua, penumpukan kolagen dan proliferasi fibroblas masih berlanjut (Robbins et
al., 2007; Sabirin et al., 2013). Kolagen yang terdapat pada soket adalah kolagen
tipe I, 111, V dan XII. Protein kolagen total mengandung kurang lebih 80% kolagen
tipe 1 dan 15% kolagen tipe I11 (Garant, 2003; Robbins et al., 2007).

Salah satu bentuk sediaan topikal adalah gel. Gel adalah suatu sediaan

setengah padat yang terdiri dari suatu disperse yang tersusun baik dari partikel
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anorganik yang kecil dan molekul organik besar dan saling diresapi cairan (DepKes
RI, 1995). Bentuk gel dipilih dengan alasan gel bersifat padat, lunak dan kenyal
sehingga dalam pengaplikasian jaringan luka 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). Pada penelitian
sebelumnya oleh Fuadi menggunakan gel ekstrak etanol biji kakao 8% dan
didapatkan hasil bahwa jumlah fibroblas kelompok perlakuan gel ekstrak etanol biji
kakao 8% lebih tinggi dari kelompok Normal saline dan kelompok Silver
Sulfadiazine pada penyembuhan luka bakar derajat 11 (Fuadi, 2015).

Penelitian ini menggunakan tikus Wistar sebagai hewan coba karena
memiliki beberapa keuntungan yaitu, lebih ekonomis, ukuran kecil dan dasar
fisiologisnya mendekati manusia yaitu sama-sama mamalia. Tikus Wistar yang
digunakan adalah tikus Wistar jantan dengan alasan tikus Wistar jantan tidak
mengalami siklus etrus sehingga sampel menjadi homogen, mudah dikendalikan
dan hasilnya diharapkan akan lebih akurat (Anggraini, 2014).

Berdasarkan hasil telaah kandungan yang terdapat pada biji kakao, masih
belum ada penelitian tentang efektivitas gel ekstrak biji kakao terhadap intensitas
kolagen pada penyembuhan luka jaringan lunak soket pasca pencabutan gigi tikus
Wistar. Oleh karena itu, penulis ingin mengetahui efektivitas gel ekstrak biji kakao
terhadap intensitas kolagen pada penyembuhan luka jaringan lunak soket pasca

pencabutan gigi tikus Wistar.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian latar belakang di atas, maka rumusan masalah penelitian ini
adalah apakah pemberian gel ekstrak biji kakao efektif meningkatkan kepadatan
serabut kolagen pada penyembuhan luka jaringan lunak soket pasca pencabutan

gigi tikus Wistar?
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1.3 Tujuan
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui efektivitas pemberian gel
ekstrak biji kakao terhadap peningkatan kepadatan serabut kolagen pada

penyembuhan luka jaringan lunak soket pasca pencabutan gigi tikus Wistar.

1.4 Manfaat

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

1. Dapat memberikan informasi dan sebagai bahan pertimbangan bagi
masyarakat mengenai peran ekstrak biji kakao terhadap intensitas kolagen
soket pasca pencabutan gigi pada tikus Wistar jantan,

2. Dapat memberikan informasi kepada masyarakat dan tenaga kesehatan
khususnya dalam mendukung upaya kesehatan gigi dan mulut dengan cara
memanfaatkan bahan herbal biji 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 merupakan tindakan yang dapat menimbulkan luka di soket
gigi. Pencabutan gigi yang ideal adalah pencabutan tanpa rasa sakit (satu gigi utuh
atau akar gigi), dengan trauma minimal pada jaringan pendukung gigi sehingga
bekas pencabutan dapat sembuh sempurna dan tidak terdapat masalah prostetik
pasca operasi (Dani, 2012). Pada dasarnya terdapat dua metode pencabutan gigi
yaitu pencabutan menggunakan tang atau elevator (bein) atau keduanya (forceps
extraction) dan pembedahan (surgical method). Metode pertama, yaitu dengan
menekan instrumen masuk ke dalam membran periodontal antara akar dan soket.
Metode ini cukup memadai dan sering digunakan pada sebagian besar kasus
pencabutan gigi. Sedangkan metode kedua yaitu dengan pembelahan gigi atau akar
gigi dari perlekatan tulangnya. Pemisahan ini dilakukan dengan cara membuang
sebagian tulang yang melekat atau menutupi akar gigi, selanjutnya pengambilan
gigi menggunakan tang atau elevator (Howe, 1995).

Tindakan pencabutan ini akan menimbulkan luka pada soket gigi dan akan
secara otomatis diikuti oleh respon tubuh melalui proses penyembuhan luka
(Coulthard et al., 2003). Proses penyembuhan luka tersebut ditandai dengan
terjadinya respon inflamasi yang diikuti oleh fase epitelisasi, fibroblasik serta

remodeling (Imaniyah, 2013).

2.2 Penyembuhan Luka
2.2.1 Pengertian Luka

Luka merupakan suatu keadaan yang ditandai dengan rusaknya berbagai
jaringan tubuh. Terkoyaknya berbagai jaringan ikat, otot, serta kulit akibat suatu
penyebab yang diikuti dengan rusaknya jaringan syaraf dan robeknya pembuluh
darah yang mengakibatkan perdarahan. Untuk menghindari kerusakan yang lebih

lanjut biasanya diawali dengan peradangan yang merupakan proteksi pertama yang


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

secara otomatis tersedia di dalam tubuh. Proses penyembuhan luka membutuhkan
senyawa Kimiawi guna menjaga daerah luka dari serangan mikroorganisme serta

membangun struktur penutup luka itu sendiri (Abdurrahmat, 2014).

2.2.2 Proses Penyembuhan Luka

Penyembuhan merupakan suatu proses yang kompleks, tetapi umumnya
terjadi secara teratur. Penyembuhan pada insisi luka secara pembedahan dengan
tepi yang didekatkan dikatakan merupakan penyembuhan primer; pembentukan
parut minimal. Sebaliknya luka yang kasar dan bercelah dengan banyak kerusakan
jaringan (misal, ulkus pada kulit) mengakibatkan proses penyembuhan lebih lambat
dengan pembentukan parut yang jauh lebih banyak dan disebut sebagai
penyembuhan sekuder atau penyembuhan disertai granulasi (Robbins et al., 2007).
a. Penyembuhan Luka Primer

Penyembuhan luka primer adalah penyembuhan yang terjadi setelah
diusahakan bertautnya tepi luka, biasanya dengan jahitan, plester, skin graft, atau
flap. Luka-luka yang bersih sembuh dengan cara ini, misalnya luka karena operasi,

dan luka kecil yang bersih.

Wound 7
contraction ’/
{ "
Granulation /’
tissue 75
.41 Collagen
T accumulation
Inflammation +7 Remodeling
-
L
L
’
’,
-
”
1 I 1 | 1 1
0.1 0.3 1 3 10 30 100
Days

Gambar 2.1 Gambaran fase penyembuhan luka. Dari gambar didapatkan bahwa Serabut
kolagen mulai terbentuk pada hari ke-3 dan meningkat drastis setelah minggu
ke-2 (Robbins et al., 2007)
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Penyembuhan luka primer berlangsung dalam tiga fase, yaitu:
1) Fase Inflamasi

Fase ini berlangsung sejak terjadinya luka sampai kira-kira hari ketiga. Dalam
fase ini terjadi akumulasi sel-sel radang pada daerah yang terluka yang disebabkan
oleh respon vaskuler dan seluler. Pada fase vaskuler, pembuluh darah yang
robek akan menyebabkan perdarahan dan tubuh akan mencoba menghentikannya
melalui vasokonstriksi, pengerutan ujung pembuluh darah yang putus, dan reaksi
homeostasis. Pada fase ini terjadi aktivitas seluler yaitu dengan pergerakan leukosit
menembus dinding pembuluh darah (diapedesis) menuju luka karena daya
kemotaksis. Leukosit mengeluarkan enzim hidrolitik yang membantu bakteri dan
debris pada luka (Sugiaman, 2011).

Beberapa jam setelah luka, terjadi invasi sel inflamasi pada jaringan luka. Sel
polimorfonuklear (PMN) bermigrasi menuju daerah luka dan setelah 24-48 jam
terjadi transisi sel PMN menjadi sel mononuklear atau makrofag yang merupakan
sel paling dominan pada fase ini selama lima hari dengan jumlah paling tinggi
pada hari kedua sampai hari ketiga. Makrofag akan mengeluarkan mediator
inflamasi Transforming Growth Factor beta 1 (TGF p1). Adanya TGF B1 akan
mengaktivasi fibroblas untuk mensintesis kolagen (Perdanakusuma, 2007).

Pada fase ini, luka hanya dibentuk oleh jalinan fibrin yang sangat lemah.
Setelah proses inflamasi selesai, maka akan dimulai fase proliferasi pada proses
penyembuhan luka (Sugiaman, 2011).

2) Fase Proliferasi

Fase ini terjadi pada hari ke 3 — 21. Untaian benang fibrin yang berasal dari
koagulasi darah yang bersilang pada luka membentuk anyaman di mana fibroblas
akan menyusun substansi dasar dan tropokolagen. Fibroblas berubah lokalis
membentuk matriks ekstraseluler dan mulai memproduksi tropokolagen pada hari
ke-3 atau ke- 4 setelah perlukaan (Peterson, 2003). 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
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faktor pertumbuhan seperti Platelet Derived Growth Factor (PDGF) maupun TGF
B1. TGF B1 adalah sitokin yang mempunyai multifungsi, yaitu antara lain
menstimulasi pembentukan pembuluh darah, sintesis matriks ekstraseluler,
pertumbuhan sel, dan juga migrasi sel (Robbins et al., 2007).

Proses produksi kolagen dimulai setelah aktifasi sel-sel fibroblas yaitu mulai
minggu perama dan meningkat drastis pada minggu ke-2 sampai ke-3 (Gambar 2.1).
Proses ini banyak bergantung pada vaskularisasi di daerah luka. Terbentuknya
serabut kolagen yang matang akan menyebabkan peningkatan kekuatan luka
tehadap regangan (Lawler et al., 1992). Secara klinis luka pada akhir tahap
fibroplastik akan kaku karena jumlah kolagen yang berlebih, dan kemerahan atau
erythematous karena tingkat vaskularisasi yang tinggi dan mampu menahan
tekanan 70-80% kekuatan jaringan tanpa perlakukan atau jaringan normal.

3) Fase maturasi / remodelling

Fase maturasi dimulai hari ke-21 dan berakhir 1-2 tahun setelah
pembedahan. Fibroblas terus mensintesis kolagen. Kolagen menjalin dirinya,
menyatukan dalam struktur yang lebih kuat. Bekas luka akan terlihat masih besar
sampai benang-benang kolagen membentuk posisi yang lebih ketat yang akan
mereduksi bekas luka tetapi memperkuat luka itu sendiri.

Kekuatan maksimum yang dibentuk kolagen akan terjadi setelah 10 sampai 12
minggu tetapi tidak pernah mencapai kekuatan jaringan semua sebelum terjadinya
luka. Selain itu akibat hadirnya serat-serat kolagen pengganti jaringan yang rusak di
daerah luka, maka penampilan daerah tersebut juga tidak akan bisa seperti semula
sebab arah dan susunan serat kolagen tidak sama dengan jaringan semula. Hal
tersebut akan meninggalkan bekas luka yang dikenal dengan jaringan parut.

b. Penyembuhan Luka Sekunder

Penyembuhan sekunder berbeda dengan penyembuhan primer dalam
beberapa hal:

1) Secara intrinsik, kerusakan jaringan yang luas mempunyai jumlah debris
nekrotik, eksudat dan fibrin yang lebih besar yang harus disingkirkan.
Akibatnya, reaksi radang menjadi lebih hebat dan berpotensi lebih besar

mengalami cedera sekunder yang diperantarai radang.
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2) Jaringan granulasi akan terbentuk dalam jumlah yang jauh lebih besar untuk
mengisi kekosongan dalam stroma dan menyediakan kerangka pertumbuhan
kembali epitel jaringan yang mendasari. Pada umumnya, jaringan granulasi yang
lebih besar akan menghasilkan massa jaringan parut yang lebih besar.

3) Penyembuhan sekunder menunjukkan fenomena kontraksi luka. Fenomena
tersebut dianggap berasal dari adanya miofibroblas, yaitu fibroblas yang diubah
menunjukkan berbagai gambaran ultra-struktural dan fungsional sel otot polos
kontraktil (Robbins et al., 2007).

2.2.3 Penyembuhan Luka Pasca Pencabutan Gigi

Proses penyembuhan luka pencabutan gigi pada dasarnya tidak berbeda
dengan penyembuhan luka pada bagian tubuh lainnya. Adapun tahapan
penyembuhan luka pasca pencabutan gigi menurut Wray et al. (2003) sebagai
berikut:

a. Segera setelah pencabutan gigi terjadi perdarahan pada soket gigi dan diikuti
oleh terbentuknya bekuan darah. Dalam sehari pinggiran bekuan darah nampak
terjadi oedema dan infiltrasi neutrofil PMN.

b. Pada hari ke-2 sampai hari ke-4, aktivitas dimulai dari tepi bekuan darah,
fibroblas, dan endotel masuk ke tengah dari tepi soket gigi. Proses ini diikuti
oleh kegiatan sel-sel neutrofil, makrofag dan osteoklas untuk memusnahkan sel-
sel nekrotik dan fragmen tulang.

c. Pada hari ke-7, epitel akan tumbuh menutup permukaan soket gigi, diikuti
penurunan jumlah sel radang dan disertai peningkatan jumlah jaringan ikat.
Jaringan ikat yang baru terdiri dari sel-sel, kolagen dan serat-serat fiber.

d. Pada hari ke-10 sampai ke-15, tepian soket gigi mulai terbentuk osteoid dan
immature bone. Pada saat tersebut dimulai pembentukan osteoid dan jaringan
tulang primer dari dasar soket menuju ke permukaan koronal luka, dan dari
tepian soket menuju tengah soket.

e. Pada minggu ke-3 hingga ke-6, trabekula tulang pada soket gigi telah terbentuk
kemudian diisi dengan jaringan tulang sekunder dan diikuti pembentukan
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jaringan tulang primer pada keseluruhan soket gigi sebagai parameter
tercapainya kesembuhan luka pasca pencabutan gigi.

2.3 Antiinflamasi

Antiimflamasi adalah sebutan untuk agen atau obat yang bekerja menekan
proses inflamasi dengan cara mengantagonis efek kimia yang dilepaskan oleh sel-
sel imun, mengurangi proses inflamasi dengan melibatkan penghambatan fungsi
imun atau menghambat enzim siklooksigenase (Dorland, 2012).

2.3.1 Mekanisme Kerja Antiinflamasi

Mekanisme kerja obat antiinflamasi dibedakan menjadi dua golongan yaitu:
a. Antiinflamasi Golongan Steroid

Obat antiinflamasi golongan steroid bekerja dengan menghambat kerja enzim
fosfolipase sehingga mencegah pelepasan mediator proses inflamasi seperti asam
arakhidonat yang mengakibatkan terhambatnya sintesis prostaglandin dan
leukotrien. Selain menghambat pelepasan asam arakhidonat obat golongan steroid
juga menghambat tumor nekrosis factor (TNF) dan interleukin-1 (IL-1). Pada
proses inflamasi IL-1 mempunyai peran penting dalam menstimulasi limfosit T,
proliferasi fibroblas dan kemotraktan leukosit.

Dalam bidang medis obat ini digunakan untuk menekan gejala klinis pada
proses inflamasi yang disebabkan aktivitas fagositosis, edema, dilatasi kapiler dan
migrasi leukosit selain itu obat ini juga menyebabkan terjadinya perubahan-
perubahan lanjutan akibat inflamasi seperti proliferasi fibroblas dan kolagen serta
proliferasi kapiler (Mansjoer, 2003).

b. Antiinflamasi Golongan Non-steroid

Mekanisme kerja obat antiinflamasi golongan non-steroid dapat dijelaskan
dengan mengikuti alur biosintesis prostaglandin oleh asam arakhidonat.
Prostaglandin adalah kelompok senyawa turunan asam lemak prostanoat sedangkan
asam arakhidonat adalah prazat terpenting untuk mensintesis prostaglandin. Pada
proses inflamasi terdapat dua jalur utama reaksi-reaksi yang dijalani oleh asam

arakhidonat pada matabolismenya, yaitu jalur siklooksigenase yang bermuara pada
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prostaglandin, prostasiklin, dan tromboksan serta jalur liposgenase yang
menghasilkan leukotrien (Emran, 2002).

Obat antiinflamasi golongan nonstreoid bekerja dengan menghambat enzim
siklooksigenase (COX) sehingga pembentukan asam arakhidonat menjadi
prostaglandin terganggu. Karena prostaglandin berperan penting pada timbulnya
nyeri, demam, dan reaksi peradangan maka obat antiinflamasi nonsteroid melalui
penghambatan aktivitas enzim siklooksigenase, mampu menekan gejala-gejala
tersebut (Emran, 2002).

2.4 Alvogyl®

Alvogyl® digunakan sebagai dressing agent pasca ekstraksi yang terdiri dari
eugenol (analgesik, antiinflamasi), idodoform (antimikroba), dan butamen
(anestesi) (Kaya et al., 2011). Aktivitas eugenol sebagai antiinflamasi memiliki
efek dengan memblokir pelepasan sitokin proinflamatori Nitric Oxide (NO),
interleukin 1- B (IL 1- B), dan tumor necrosis factor yang diproduksi oleh LPS
makrofag dan menghambat COX, enzim yang bertanggung jawab terhadap sintesis
prostaglandin (Pavithra, 2014). Konsistensi dari Alvogyl® adalah pasta sehingga
memudahkan pengisian pada soket dan perlekatannya bagus selama proses

penyembuhan luka (Gambar 2.2).

i .ﬁ“"—"; ?3’

Gambar 2.2 Alvogyl® sebagai dressing agent pasca ekstraksi (punjab-pk.all.biz)
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2.5 Kolagen
2.5.1 Pengertian Kolagen

Serat kolagen (Fibra collageni) adalah protein fibrosa tebal kuat yang tidak
bercabang dan merupakan protein terbesar dalam tubuh manusia, yaitu sebanyak
30% yang berasal dari berat keringnya (Eroschenko, 2010). Kolagen berfungsi
untuk memperkuat dan mendukung jaringan ekstraseluler, tersusun dari asam
amino dan hidroksiprolin yang berperan sebagai unsur biokimia jaringan kolagen
(Robbins et al., 2007). Dalam tubuh manusia, kolagen merupakan sekelompok
protein struktural yang dimodifikasi secara bervariasi dalam hal derajat kekakuan,
kekenyalan, dan kekuatannya, bergantung pada pengaruh lingkungan dan
kebutuhan fungsional organ yang bersangkutan. Kolagen juga merupakan salah
satu komponen matriks jaringan penyambung yang juga berperan dalam pertahanan
organisme sebagai barrier fisik, yaitu mencegah penyebaran mikroorganisme yang
berhasil menembus epitel (Junqueira dan Carneiro, 2007).

2.5.2 Struktur dan Macam Kolagen

Serabut kolagen memiliki struktur tipis panjang dengan berbagai diameter
yang berkisar antara 20-90 nm dan panjangnya dapat mencapai beberapa
mikrometer. Serabut ini bergurat melintang dengan periodisitas khas selebar 64 nm.
Guratan melintang dari serabut kolagen disebabkan oleh susunan tumpeng tindih
dari molekul tropokolagen. Kolagen terbentuk dari beberapa asam amino seperti
glisin (33,5%), prolin (12%), dan hidroksiprolin (10%) (Junqueira dan Carneiro,
2007). Pada sediaan histologi, kolagen terpulas merah muda dengan eosin, biru
dengan Trichrome Mallory, dan hijau dengan pulasan Trichrome Masson (Fawcett,
2002).
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Gambar 2.3 Serat kolagen dengan warna biru dengan pewarnaan Trichrome Mallory

perbesaran 400x (Prihandana, 2014)

Terdapat 12 macam tipe kolagen yang telah ditetapkan menurut Fawcett

(2002), yaitu:

a.

Tipe I, merupakan kolagen yang banyak terdapat di mana-mana, misalnya di
dermis, tulang, tendo, fasia dan sampai organ. Diameter serabut ini antara 50-90
nm, beragregasi membentuk serat dan berkas dengan berbagai ukuran. Seratnya
fleksibel namun tahan terhadap regangan.

Tipe Il, terdapat dalam tulang rawan hialin dan elastis. Kolagen ini berupa
serabut sangat halus terbenam dalam banyak substansi dasar.

Tipe 11, banyak terdapat pada jaringan ikat longgar, dinding pembuluh darah,
stroma bagian kelenjar, limpa, ginjal dan uterus. Kolagen tipe I, Il, dan Il akan
membentuk serat yang tampak pada mikroskop dan disebut dengan kolagen
interstisial.

Tipe IV, terdapat pada lamin basal epitel dengan bentukan khusus. Bersama
laminin dan proteoglikan heparin sulfat membentuk rapat filamen halus yang
menyokong fisik dari epitel dan sawar filtrasi selektif bagi makromolekul.

Tipe V, tersebar luas tetapi hanya dalam jumlah kecil. Berhubungan dengan
lamin sel otot dan pembuluh darah.
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f. Tipe VI, merupakan molekul rantai pendek yang terdiri dari segmen tripel heliks
sepanjang 100 nm dengan endomain globular pada kedua ujungnya. Terdapat
dalam jumlah kecil pada ginjal, hati, dan uterus.

g. Tipe VII, terdapat banyak pada batas dermis dan epidermis dengan molekul
terbesar dari family kolagen yaitu mencapai panjang 800 nm.

h. Tipe VIII, ditemukan pada produk sekresi sel endotel dan kadang-kadang
disebut kolagen endotial. Berhubungan erat dengan permukaan sel namun
manfaatnya masih belum jelas.

I. Tipe IX, terdapat dalam tulang rawan. Kolagen ini mendampingi serat kolagen
tipe 1l dalam matriks yang berfungsi sebagai pengikat pada tempat pertemuan.

J. Tipe X, juga terdapat pada tulang rawan dan ditemukan dalam matriks
mengelilingi kondrosit hipertrofi yang terlibat dalam pembentukan tulang
endokondral serta diduga mengawali klasifikasi matriks.

k. Tipe XI, berhubungan dengan kolagen tipe Il dalam tulang rawan, namun belum
diketahui secara jelas mengenai fungsinya.

I. Tipe XII, tipe ini baru saja ditemukan menyerupai kolagen tipe 1X, namun masih

sedikit diketahui baik lokasi dalam jaringan maupun fungsinya.

2.6 Biji kakao

Tanaman kakao (Theobroma cacao Linn.) merupakan keturunan dari genus
Theobroma, salah satu kelompok kecil tanaman yang berasal dari hulu sungai
Amazon dan daerah-daerah tropikal lain di Amerika Tengah serta Amerika
Selatan (Gambar 2.4). Terdapat lebih dari 20 species dalam genus ini, tetapi hanya
Theobroma Cacao yang dibudidayakan dan memberikan nilai ekonomis (Wood,
1975).
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Gambar 2.4 Tanaman Kakao (http://eol.org/pages/484592/overview)

Taksonomi tanaman kakao adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Division : Magnoliophyta
Class : Magnoliopsida
Sub-class : Dilleniidae

Order : Malvales

Family : Sterculiaceae

Genus : Theobroma

Species : Theobroma cacao L.

2.6.1 Morfologi Tanaman Kakao

Menurut Sunanto (1992), secara umum tanaman kakao terdiri dari beberapa
bagian, yaitu batang, daun, bunga, akar, buah, dan biji. Masing-masing bagian
memiliki karakteristik (morfologi) dan fungsi (fisiologi) tertentu, yaitu:
a. Batang dan cabang

Tanaman kakao memiliki sifat dimorfisme, yaitu memiliki dua bentuk tunas
vegetatif. Tunas yang arah pertumbuhannya ke atas disebut tunas ortotrop,
sedangkan yang arah pertumbuhannya ke samping disebut plagiotrop, cabang kipas
atau fan. Pada pertumbuhannya yang berasal dari biji, akan terbentuk perempatan
(jorket) pada pertumbuhan vertikalnya. Jorket merupakan tempat perubahan pola

percabangan, yakni dari tipe ortotrop ke plagiotrop.
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b. Daun

Bentuk helai daun pohon kakao bulat memanjang, ujung daun meruncing,
dan pangkal daun runcing. Susunan tulang daun menyirip dan tulang daun
menonjol ke permukaan bawah helai daun. Tepi daun rata, daging daun tipis tetapi
kuat. Warna daun dewasa hijau tua. Panjang daun dewasa 30 cm dan lebarnya 10
cm. Permukaan daun licin dan mengkilap
c. Akar

Kakao adalah tanaman dengan surface root feeder, artinya sebagian besar
akar leteralnya mendatar berkembang dekat permukaan tanah, yaitu pada
kedalaman 0-30 cm. Pertumbuhan akar sangat peka pada hambatan baik berupa
batu, lapisan keras, maupun air tanah. Apabila selama pertumbuhan akar
berbenturan dengan batu, akar akan membelah diri menjadi dua dan masing-
masing tumbuh geosentris (mengarah ke dalam tanah). Apabila batu yang
berbenturan terlalu besar, sebagian akar leteral mengambil alih fungsi akar
tunggang dengan tumbuh ke bawah.
d. Bunga

Tanaman kakao bersifat kauliflori. Artinya, bunga tumbuh dan berkembang
dari bekas ketiak daun pada batang dan cabang. Tempat tumbuh bunga tersebut
semakin lama semakin membesar dan menebal atau biasa disebut dengan bantalan
bunga. Pembungaan tanaman kakao sangat dipengaruhi oleh faktor dalam
(internal) dan faktor lingkungan (iklim). Pada lokasi tertentu, pembungaan sangat
terhambat oleh musim kemarau atau musim dingin. Namun, di lokasi yang curah
hujannya merata sepanjang tahun serta fluktuasi suhunya kecil, tanaman akan
berbunga sepanjang tahun.
e. Buah

Warna buah kakao sangat beragam, tetapi pada dasarnya hanya ada dua
macam warna. Buah yang ketika muda berwarna hijau atau hijau agak putih,
apabila sudah masak berwarna kuning. Buah yang ketika muda berwarna merah,
setelah masak berwarna jingga. Di dalam kulit ari mengandung zat penghambat
perkecambahan. Namun terkadang biji berkecambah di dalam buah karena

terlambat dipanen sehingga kulit arinya menjadi terlalu kering. Pada tipe Criollo
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dan Trinitario alur kelihatan jelas. Kulit buahnya tipis dengan permukaannya kasar
dan lunak. Sebaliknya, pada tipe Forasero sering juga disebut sebagai kakao

lindak, permukaan kulit buah pada umumnya halus (rata), kulitnya tebal.

slaty Ungu Upgu Fermentasi Berjamur
Penuh  Sebagian penuh

Gambar 2.5 Biji Kakao (Hutasoit et al., 2017)

f. Biji

Biji tersusun dalam lima baris mengelilingi poros buah (plasenta), dengan
jumlah 20-50 biji. Jika dibelah melintang, biji terlihat tersusun dari dua kotiledon.
Biji dibungkus oleh kulit ari yang berwarna putih dan rasanya pahit. Jenis kakao
lindak merupakan jenis kakao yang banyak diusahakan di Kabupaten Jember.
Adapun ciri dari biji kakao lindak adalah biji buahnya tipis/gepeng dan kotiledon
berwarna ungu pada waktu basah (Gambar 2.5).

2.6.2 Kandungan Kimia dan Khasiat Biji Kakao

Komponen dari biji kakao kebanyakan berupa polifenol mampu bertindak
sebagai antioksidan. Senyawa-senyawa polifenol digunakan sebagai anti-diabetes,
anti-arthritis, anti-viral, anti-fungal, anti-oksidan, antiinflamasi dan penyakit
kardiovaskular. Polifenol melindungi sel-sel tubuh melawan kerusakan yang
diakibatkan oleh radikal bebas, dan mengaktifkan kembali atom-atom
yang berkontribusi pada kerusakan jaringan tubuh.

Kelompok polifenol yang paling penting adalah asam fenol, termasuk
struktur polimeriknya seperti tannin, lignan, silbene, dan flavonoid. Kandungan
polifenol dan asam fenolik dalam biji kakao kering yang tidak difermentasi sekitar

12-18%. Senyawa polifenol lebih banyak didominasi oleh gugus flavonoid yang


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

19

terdiri dari kelompok pronthocyanidin sebanyak £58%, flavanol +37%,
anthocyanidin 4% dan flavonol glikosida +1% (Tohawa, 2014).

Flavonoid merupakan salah satu subkelas dari polifenol dan termasuk dalam
7 kelompok utama. Flavonoid berperan sebagai anti-inflamasi. Flavonoid
diketahui dapat meningkatkan viabilitas kolagen dengan cara meningkatkan
kekuatan kolagen, meningkatkan sirkulasi, mencegah kerusakan sel, serta
meningkatkan sintesis Deoxyribonuclid acid (DNA) (Novriansyah, 2008).

Selain itu tanaman kakao juga mengandung komponen seperti alanin,
alkaloid, alpha-sitosterol, alpha-theosterol, amilase, arginin, asam askorbat, asam
askorbat oksidase, asparaginase, beta karoten, kalsium, dopamin, fruktosa,
glukosa, asam glutamat, leusin, asam linoleat, lipase, lisin,  niasin,
peroksidase, asam fenil asetat, fenilalanin phosporus, riboflavin, rutin, tanin,

teobromin, tiamin, dan masih banyak lagi (Ide, 2008).

2.7 Metode Ekstraksi

Ekstraksi adalah suatu cara untuk menarik satu atau lebih zat dari bahan asal
dengan menggunakan pelarut. Tujuan utama ekstraksi ini adalah untuk
mendapatkan atau memisahkan sebanyak mungkin zat-zat yang yang memiliki
khasiat pengobatan (Syamsuni, 2006).
2.7.1 Caradingin
a. Maserasi

Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan
perlarut dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur
ruangan (kamar). Remaserasi berarti dilakukan pengulangan penambahan pelarut
setelah dilakukan penyaringan maserat pertama, dan seterusnya.
b. Perkolasi

Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai terjadi
penyairan sempurna yang umumnya dilakukan pada temperatur kamar. Proses
perkolasi terdiri dari tahapan pengembangan bahan, tahap maserasi antara, tahap
perkolasi sebenarnya (penetesan/penampungan ekstrak), terus-menerus sampai

diperoleh ekstrak (perkolat).
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2.7.2 Cara panas
a. Refluks

Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temparatur titik didihnya
selama waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dengan
adanya pendingin balik.
b. Digesti

Digesti adalah maserasi dengan pengadukan kontinu pada temperatur yang
lebih tinggi dari temperatur kamar yaitu 40-50 derajat Celsius.
c. Infus

Infus adalah ekstraksi menggunakan pelarut air pada temperatur penangas air
(benjana infus tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 90 derajat
Celsius) selama 15 menit.
d. Dekok

Dekok adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperature 90 derajat
Celsius selama 30 menit.
e. Sokletasi

Sokletasi adalah metode ekstraksi untuk bahan yang tahan pemanasan dengan
cara meletakkan bahan yang akan diekstraksi dalam sebuah kantung ekstraksi

(kertas saring di dalam sebuah alat ekstraksi dari gelas yang bekerja kontinu).

2.8 Metode Sediaan

Sediaan semisolida adalah bentuk sediaan farmasi yang bersifat semipadat
termasuk di dalamnya adalah gel, krim, salep dan pasta.
2.8.1 Gel

Gel adalah suatu sediaan setengah padat yang terdiri dari suatu dispersi yang
tersusun baik dari partikel anorganik yang kecil atau molekul organik yang besar
dan saling diresapi cairan (DepKes RI, 1995). Gel dapat diberikan secara oral,
topical, vaginal, dan rektal. Komponen utama gel terdiri dari basis gel dan
pelembut, surfaktan, zat pengawet, zat aktif, pewarna, dan parfum (Mitsuii, 1997).

Bentuk gel mempunyai beberapa keuntungan diantaranya tidak lengket, gel

mempunyai aliran tiksotropik dan presudoplastik yaitu gel berbentuk padat apabila
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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 (Lieberman,
1989). 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).

2.8.2 Krim

Krim adalah bentuk sediaan setengah padat mengandung satu atau lebih
bahan obat terlarut atau terdispersi dalam bahan dasar yang sesuai. Sediaan ini
terdiri dari emulsi minyak dalam air atau disperse mikrokristal asam-asam lemak
atau alkohol berantai panjang dalam air, yang dapat dicuci dengan air dan lebih

ditujukan untuk penggunaan kosmetika dan estetika (Ditjen POM, 1995).

2.8.3 Salep

Salep adalah sediaan setengah padat ditujukan untuk pemakaian setengah
padat pada kulit atau selaput lendir. Salep pada prinsipnya digunakan untuk terapi
lokal (Ditjen POM, 1995).

2.8.4 Pasta
Pasta merupakan sediaan semipadat yang mengantung satu atau lebih bahan

obat yang ditujukan untuk pemakaian topikal (DepKes RI, 1995).
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2.9 Kerangka Konseptual
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Gambar 2.6 Kerangka Konseptual
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2.9.1 Keterangan Kerangka Konseptual

Pencabutan gigi merupakan salah satu tindakan dalam bidang kedokteran gigi
yang bertujuan untuk melakukan pengambilan jaringan gigi dari rongga mulut dan
merupakan tindakan yang dapat menimbulkan luka pada soket gigi (Rosanto et al.,
2012). Respon dasar terhadap adanya perlukaan atau kehilangan jaringan berupa
penggantian bagian yang hilang tersebut melalui proses penyembuhan luka. Proses
penyembuhan luka diawali dengan fase inflamasi, proliferasi dan remodeling.

Fase inflamasi merupakan reaksi tubuh terhadap luka berupa perdarahan,
hemostasis, pembentukan bekuan, permukaan menjadi kering, dan membentuk
keropeng yang dimulai setelah beberapa menit dan berlangsung sekitar 0-3 hari
setelah cedera. Fase proliferasi ditandai dengan munculnya pembuluh darah baru
sebagai hasil rekonstruksi (pembentukan pucuk kapiler dari angioblas, kolagen dari
fibroblas, dan migrasi sel-sel epitel dari tepi luka di bawah keropeng menuju tengah
luka) yang terjadi dalam waktu 3-21 hari. Fase remodeling merupakan tahap akhir
proses peyembuhan luka berupa maturasi kolagen, kontaksi dan remodeling
jaringan parut yang memerlukan waktu 21 hari-2 tahun bergantung pada kedalaman
dan keluasan luka (Zuber et al., 2013; Robbins et al., 2007).

Gel ekstrak biji kakao diberikan sesaat setelah pencabutan luka. Telah
diketahui bahwa kandungan yang terdapat dalam biji kakao meningkatkan viabilitas
kolagen dengan cara meningkatkan kekuatan kolagen, meningkatkan sirkulasi,
mencegah kerusakan sel, serta meningkatkan sintesis DNA (Novriansyah, 2008).
Sehingga diharapkan gel ekstrak biji kakao dapat meningkatkan kepadatan serabut

kolagen dalam penyembuhan luka jaringan lunak soket pasca pencabutan gigi.

2.10 Hipotesis
Pemberian gel ekstrak biji kakao pada penyebuhan luka jaringan lunak soket
pasca pencabutan gigi tikus Wistar efektif dalam peningkatan kepadatan serabut

kolagen.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah experimental laboratories. Rancangan penelitian
yang digunakan adalah The Post Test Only Control Group Designs yaitu melakukan
pengukuran setelah perlakuan diberikan, kemudian hasilnya dibandingkan dengan
kelompok kontrol (Notoatmodjo, 2002).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian
Penelitian dilakukan di beberapa tempat, yaitu:

a. Kebun Raya Purwodadi LIPI Pasuruan untuk identifikasi spesimen pada
tanaman Kakao.

b. Laboratorium Bioscience Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember untuk
pembuatan ekstrak biji kakao.

c. Laboratorium Farmasetika Fakultas Farmasi Universitas Jember untuk
pembuatan gel ekstrak biji kakao.

d. Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember untuk
perlakuan terhadap hewan coba.

e. Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

untuk pembuatan preparat dan pengamatan jaringan.

3.2.2 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2017-Februari 2018.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas
Ekstrak gel biji kakao.

3.3.2 Variabel Terikat
Kepadatan serabut kolagen pada proses penyembuhan luka pada hari ke-3 dan
hari ke-7.


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

25

3.3.3 Variabel Terkendali
a. Hewan Coba
1) Tikus putih dengan jenis kelamin jantan strain Wistar
2) Tikus Wistar dengan berat 150-200 gram
3) Berusia 2-3 bulan
4) Tikus Wistar dengan keadaan umum baik

i

Tempat dan cara pemeliharaan

Cara pembuatan gel ekstrak biji kakao

o o

Cara pemberian, waktu, dan dosis gel ekstrak biji kakao yang diberikan
Cara pengambilan jaringan luka
Cara pembuatan sediaan jaringan

Pengecatan sediaan

o «Q —Hh o

Cara pengamatan kepadatan serabut kolagen

3.4 Definisi Operasional Penelitian
3.4.1 Gel Ekstrak Biji Kakao

Gel ekstrak biji kakao adalah ekstrak yang terbuat dari biji kakao kering jenis
lindak dengan karakteristik biji buahnya gepeng/tipis dan berwarna ungu penuh
yang dipanen dari perkebunan desa Sidodadi, kecamatan Tempurejo Kabupaten
Jember. Biji kakao Kkering dibuat serbuk, kemudian dimaserasi dengan
menggunakan pelarut etanol 96% hingga diperoleh hasil ekstrak. Selanjutnya
ekstrak biji kakao tersebut dibuat sediaan gel dengan konsentrasi yang berbeda
yaitu konsenstrasi 8% dan 16% yang diberikan secara topikal pada sampel

kelompok perlakuan.

3.4.2 Alvogyl®

Alvogyl® adalah dressing agent pasca ekstraksi dengan konsistensi pasta
yang terdiri dari eugenol (analgesik, antiinflamasi), iodoform (antimikroba), dan
butamen (anestesi) yang diaplikasikan dengan cara pasta dimasukkan ke dalam

soket pasca pencabutan gigi dengan pinset steril.
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3.4.3 Pencabutan Gigi Tikus Wistar

Pencabutan gigi adalah suatu proses pengeluaran gigi dari alveolus, di mana
melibatkan jaringan keras dan jaringan lunak pada rongga mulut. Pencabutan gigi
dilakukan pada gigi molar rahang bawah dengan menggunakan metode pencabutan
sederhana. Tikus dianastesi menggunakan ketamin dengan dosis 0,04-0,08 ml
kemudian selanjutnya difiksasi pada alat khusus untuk memudahkan pencabutan.
Setelah tikus tidak sadar, pencabutan dapat dilaksanakan. Pertama menggunakan
eskavator untuk membantu membuka perlekatan gingiva, kemudian eskavator kecil
digunakan untuk mengungkit gigi dari soketnya dibantu dengan sonde setengah
lingkaran yang digerakkan secara hati-hati untuk mencegah trauma berlebih dan
pinset untuk mengetahui apakah gigi sudah mulai goyang atau belum. Kemudian
setelah dirasa gigi sudah bebas dari perlekatan gingiva dan kegoyangan sudah

maksimal, selanjutnya digunakan arteri clamp untuk mengeluarkan gigi dari soket.

3.4.4 Kepadatan Serabut Kolagen

Kepadatan serabut kolagen adalah gambaran mikroskopik serabut kolagen
dengan warna biru yang terlihat pada sediaan yang dibuat dari soket atau jaringan
granulasi pasca pencabutan dengan pewarnaan Trichrome Mallory perbesaran
400x. Hasil pengamatan kemudian difoto menggunakan kamera Optilab dan
dianalisis menggunakan software Adobe Photoshop CS 6.0 untuk melihat jumlah
pixel kolagen. Adanya titik-titik kecil pada elemen gambar disebut pixel. Jumlah
kepadatan serabut kolagen didapat dari rata-rata jumlah pixel kolagen dalam 3

lapang pandang. Kemudian hasil dianalisis menggunakan program SPSS.

3.5 Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus Wistar dengan jenis

kelamin jantan berumur 2-3 bulan dengan berat badan 150-200 gram.
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3.5.1 Besar Sampel
Besar sampel pada penelitian ini ditentukan berdasarkan rumus sebagai
berikut (Daniel, 2008).

7% .02
n=—07
Keterangan:

n = besar sampel tiap kelompok

Z = nilai pada tingkat kesalahan tertentu, jika oo = 0.05 maka nilai Z= 19,6
o = standar deviasi sampel

d = kesalahan yang dapat ditoleransi

Berdasarkan perhitungan rumus di atas, maka jumlah sampel minimal yang
didapatkan sebanyak 4 (Lampiran H). Sehingga besar sampel yang digunakan
dalam penelitian ini adalah 4 sampel untuk setiap kelompok. Jadi, jumlah

keseluruhan sampel adalah 32 ekor.

3.5.2 Kriteria Sampel
Kriteria sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah:
a. Tikus putih dengan jenis kelamin jantan strain Wistar.
b. Tikus Wistar dengan berat 150-200 gram.
c. Berusia 2-3 bulan.

d. Tikus Wistar dengan keadaan umum baik.

3.6 Alat dan Bahan Penelitian
3.6.1 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini:
Kandang tikus

T

Timbangan/neraca (Ohaus)

Tempat makan dan minum

o o

Sarung tangan/handscone

Masker

Sonde lambung

Pinset berkerat kedokteran gigi (Dentica)
Ekskavator (Dentica)

o Q —H~ o
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~+

u.

Vv
W.
X.
y.

Sonde setengah bulat (Dentica)

. Arteri Clamp (Yamaco)

Disposibble syringe (One Med)

. Gelas Ukur (Pyrex)
. Rotary evaporator (Heppendolf)

Lumpang dan alu
Maserator

Alat cetak paraffin
Mikrotom (Leica)
Slide warmer (Sakura)
Oven

Waterbath

Beaker glass (Pyrex)

. Kaca objek/object glass (Slides)

Deck glass (Maenzel-Glaser)

Mikroskop Binokuler (Olympus photo slide BX51 with Cam DP71 12 mpXx)

Kamera Optilab®

3.6.2 Bahan

S

o o

o Q —H~ o

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah:

Biji kakao

Alvogyl®

Gel Placebo

Makanan standar untuk tikus Wistar
Aquadest steril

Trichrome Mallory

Parafin

Formalin

. Alkohol 80%, 95% , dan 100%
. Xylol

Asam Formiat 10%

28
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I. Air

m. Minyak emersi

n. Larutan buffer

0. Etanol 96 %

p. Meyer egg albumin
g. CMC-Na

3.7 Penghitungan Dosis
3.7.1 Dosis Gel Ekstrak Biji Kakao

Penelitian Fuadi et al. (2015) menyatakan dosis gel ekstrak biji kakao dengan
konsentrasi 8% dan 16% yang dapat diberikan kepada tikus dalam sehari adalah 0,5
gram dan 1 gram. Sebanyak 0,5 gram ekstrak gel biji kakao setara dengan 2,5
mg/200grBB dan 1 gram ekstrak gel biji kakao setara dengan 5 mg/200grBB
(Lampiran 1). Jadi dosis ekstrak gel biji kakao yang diberikan kepada tikus Wistar
jantan adalah 2,5 mg/200grBB dan 5 mg/200grBB sehari sekali.

3.7.2 Dosis Ketamin

Dosis anestesi ketamin yang digunakan pada tikus yaitu 20-40 mg/kg berat
badan (Kusumawati, 2004). Berdasarkan perhitungan dosis ketamin yang
digunakan adalah 0,04 — 0,08 ml (Lampiran I).

3.7.3 Dosis Alvogyl®
Penentuan dosis Alvogyl® berdasarkan perusahaan dagang Septodont pada
manusia adalah 0,20 gram.
Perhitungan:
Konversi dosis manusia (berat badan 70kg) ke tikus (berat badan 200 gram) = 0,018
(Lampiran K)
Dosis Alvogyl® pada manusia= 0,20 gram
Dosis Alvogyl®pada tikus = dosis Alvogyl® pada manusia x 0,018
=0,20 gr x 0,018
=0,0036 gr/ekor =3,6 mg/ekor
Jadi dosis Alvogyl® yang diberikan kepada tikus Wistar jantan adalah 3,6 mg/ekor.
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3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Persiapan Hewan Coba

Hewan coba diadaptasikan selama 7 hari dalam kandang tertutup kawat kassa
dan diberi makanan standar serta diberi minum. Hal ini bertujuan untuk
memperoleh keseragaman sebelum dilakukan penelitian untuk mengontrol hewan

coba.

3.8.2 Pembuatan Ekstrak Biji Kakao

Sampel biji dibersihkan dari pulpa biji, lalu dikeringkan dengan cara diangin-
anginkan selama +24 jam. Tahap selanjutnya, sampel yang telah kering ditumbuk
kasar dan diangin-anginkan lagi sampai kering selama +48 jam, kemudian
dihaluskan dengan blender hingga menjadi serbuk. Serbuk biji kakao tersebut
direndam dalam etanol 96% selama 24 jam. Proses ekstraksi biji kakao ini
menggunakan pelarut etanol karena polifenol dari biji kakao bersifat polar dan
relatif stabil pada kondisi larutan asam sehingga polifenol dalam biji kakao lebih
mudah larut dalam pelarut polar seperti metanol dan etanol. Larutan diaduk secara
konstan dengan mesin maserasi Kinetik selama 1 jam terlindung dari cahaya,
kemudian disaring menggunakan kertas saring hingga diperoleh cairan berwarna
coklat kemerahan yang ebbas dari partikel kasar. Filtrat kemudian dipekatkan
dengan mesin rotary evaporator selama 2 jam untuk memisahkan solven dengan

ekstrak biji kakao hingga diperoleh ekstrak yang pekat (Hafidhah et al., 2017).

3.8.3 Pembuatan Gel Ekstrak Biji Kakao 8% dan 16%

Aquades 96 ml diukur dengan labu ukur dan dituangkan ke dalam lumpang.
Kemudian 4 gram CMC-Na diukur dengan timbangan analitik ditaburkan ke dalam
lumpang yang berisi aquades. Diamkan sekitar 10-15 menit, aduk hingga
mengembang dan digerus hingga membentuk gel berwarna bening. Masukkan
ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L.) ke dalam lumpang dan digerus homogen.
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3.8.4 Pengelompokan dan Perlakuan Hewan Coba

Hewan coba tikus Wistar jantan sebanyak 32 ekor dibagi menjadi 4 kelompok

I (kelompok kontrol negatif), kelompok 11 (kelompok kontrol positif), kelompok 111

(kelompok perlakuan 1) dan kelompok IV (kelompok perlakuan 2). Masing-masing

kelompok terdiri dari 8 ekor tikus Wistar jantan. Pada seluruh kelompok dilakukan

pencabutan gigi molar rahang bawah yang sebelumnya telah dilakukan anastesi.

a. Kelompok I kontrol negatif, setelah dilakukan pencabutan gigi pada hewan coba

diberi gel Placebo yang berisi bahan dasar gel yaitu CMC-Na tanpa diberi

ekstrak sehari sekali sampai tikus Wistar dikorbankan:

1)

2)

Pada hari ke-3, 4 ekor hewan coba didekaputasi, kemudian diambil bagian
soket bekas pencabutan gigi molar rahang bawah, selanjutnya diproses
untuk pembuatan sediaan jaringan.

Pada hari ke-7, 4 ekor hewan coba didekaputasi, kemudian diambil bagian
soket bekas pencabutan gigi molar, selanjutnya diproses untuk pembuatan

sediaan jaringan.

b. Kelompok I1 kontrol positif, setelah dilakukan pencabutan gigi pada hewan coba

diberi Alvogyl® tanpa diberi ekstrak sehari sekali tikus Wistar dikorbankan:

1) Pada hari ke-3, 4 ekor hewan coba didekaputasi, kemudian diambil bagian

2)

soket bekas pencabutan gigi molar rahang bawah, selanjutnya diproses
untuk pembuatan sediaan jaringan.

Pada hari ke-7, 4 ekor hewan coba didekaputasi, kemudian diambil bagian
soket bekas pencabutan gigi molar rahang bawah, selanjutnya diproses

untuk pembuatan sediaan jaringan.

c. Kelompok Il (P1), setelah dilakukan pencabutan gigi pada hewan coba diberi

gel ekstrak biji kakao 8% sehari sekali tikus Wistar dikorbankan:

1)

2)

Pada hari ke-3, 4 ekor hewan coba didekaputasi, kemudian diambil bagian
soket bekas pencabutan gigi molar rahang bawah, selanjutnya diproses
untuk pembuatan sediaan jaringan.

Pada hari ke-7, 4 ekor hewan coba didekaputasi, kemudian diambil bagian
soket bekas pencabutan gigi molar rahang bawah, selanjutnya diproses

untuk pembuatan sediaan jaringan.
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d. Kelompok IV (P1), setelah dilakukan pencabutan gigi pada hewan coba diberi
gel ekstrak biji kakao 16% sehari sekali tikus Wistar dikorbankan:

1) Pada hari ke-3, 4 ekor hewan coba didekaputasi, kemudian diambil bagian
soket bekas pencabutan gigi molar anterior rahang bawah, selanjutnya
diproses untuk pembuatan sediaan jaringan.

2) Pada hari ke-7, 4 ekor hewan coba didekaputasi, kemudian diambil bagian
soket bekas pencabutan gigi molar rahang bawah, selanjutnya diproses

untuk pembuatan sediaan jaringan.

3.8.5 Tahap Pembuatan Sediaan
Tahap pembuatan sediaan sebagai berikut:

a. Pengambilan sampel sediaan.

b. Pemotongan rahang bawah kiri tikus pada region posterior dengan melebihkan
jaringan yang diambil sepanjang 5 mm pada bagian mesial distal dari soket gigi.
Untuk pembuatan preparat jaringan diambil dengan arah sagital agar bentukan
soket dapat terlihat dengan jelas. Jaringan difiksasi dengan menggunakan larutan
formalin 10% selama 12-18 jam untuk mencegah terjadinya autolisis,
mempertahankan morfologi, dan mencegah pertumbuhan jamur dan bakteri.
Setelah difiksasi jaringan dicuci dengan air mengalir.

c. Dekalsifikasi
Dekalsifikasi dengan tujuan untuk melepaskan bahan anorganik dalam tulang
tanpa merusak protein yang ada. Dekalsifikasi dilakukan dengan memakai

larutan asam formiat 10% selama 7 hari.
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d. Pemrosesan jaringan

Tahapan pemrosesan jaringan adalah sebagai berikut:
1) Dehidrasi

Dehidrasi merupakan penarikan air dari dalam jaringan yang telah dimasukkan
pada embedding cassette dengan menggunakan konsentrasi rendah ke tinggi.

Tujuan dari dehidrasi untuk mengubah fase air menjadi minyak. Dehidrasi dimulai

dengan alkohol 70% selama 15 menit, 80% selama 1 jam, 95% selama 2 jam, dan

100% selama 3 jam. Tujuan dari dhidrasi untuk pengubah fase air menjadi minyak.

2) Clearing

Clearing merupakan proses penjernihan jaringan dari alkohol atau dehidran
lain dalam jaringan agar dapat digantikan oleh molekul paraffin. Proses clearing
menggunakan bahan xylol sebanyak 3 kali pada 3 tabung yang berbeda dengan
ketentuan waktu 1 jam pada tabung pertama dan 2 jam pada tabung kedua dan
ketiga.

3) Impregnasi

Impregnasi merupakan proses infiltrasi bahan embedding ke dalam jaringan
pada suhu 56-60 derajat Celsius. Caranya jaringan dibungkus dengan embedding
cassette dimasukkan ke dalam bahan embedding yaitu paraffin TD 56-60 derajat

Celsius selama 2x3 jam.

4) Embedding

Embedding merupakan proses penanaman jaringan ke dalam suatu bahan
embedding yaitu paraffin. Tahapan embedding ini antara lain:

a) Mempersiapkan alat cetak blok paraffin (base mould), letakkan alat di atas
permukaan yang rata. Alat dan alas dioleskan gliserin untuk mempermudah
pemisahan alat cetak dan kaca dengan blok paraffin yang sudah beku.

b) Menuangkan paraffin cair ke dalam alat cetak blok, kemudian masukkan
jaringan yang telah diimpregnasi ditunggu beberapa menit sampai paraffin beku.

c¢) Paraffin blok siap dipotong setelah dilepas dari alat cetakan.
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5) Penyayatan
Penyayatan blok paraffin dengan menggunakan mikrotom. Sebelum

penyayatan jaringan, alat yang perlu dipersiapkan antara lain object glass yang

diolesi dengan meyer egg albumin. Tahapan penyayatan jaringan antara lain:

a) Penyayatan menggunakan mikrotom, sebelumnya dibersihkan pisau mikrotom
dengan kasa atau kertas saring yang dibasahi dengan xylol arah tegak lurus.

b) Mengatur ketebalan sayatan mikrotom setebal 5 pm.

¢) Mengambil sayatan yang telah diperoleh dengan kuas lalu letakkan di atas
permukaan air waterbath dengan temperature tetap 56-58 derajat Celsius hingga
sayatan mekar. Sayatan yang diambil oleh peneliti adalah sayatan yang terbaik
dari potongan ke-5, ke-6 dan ke-7 setelah potongan yang sudah terlihat soket,
gigi molar dua dan molar tiga untuk mendapatkan keseragaman.

d) Mengambil sayatan yang sudah mekar dengan object glass yang diolesi dengan
meyer egg albumin, dikeringkan dengan suhu 30-35 derajat Celsius minimal
selama 12 jam (Syafriadi et al., 2007).

3.8.6 Tahap Pewarnaan Trichrome Mallory
Tahapan pewarnaan dengan Mallory adalah sebagai berikut:

a. Sediaan dilakukan deparafinisasi dengan menggunakan larutan clearing yaitu
sediaan dimasukkan ke dalam xylol dalam 3 wadah masing-masing selama 3
menit.

b. Kemudian dilakukan rehidrasi yaitu sediaan dimasukkan ke dalam alkohol
bertingkat (100%, 90%, 70%) masing-masing selama 3 menit dan kemudian
dicuci dengan air mengalir.

c. Object glass direndam ke dalam larutan Mallory 1 yang berisi acid fuchsine 0,5
gram dan aquades 100 cc selama 3 menit kemudian dicuci dengan air mengalir.

d. Object glass kemudian direndam ke dalam larutan Mallory 2 yang berisi
Phosphomolibdic acid 1 gram dan aquades 100 cc selama 5 menit kemudian

dicuci dengan air mengalir.
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e. Object glass kemudian direndam ke dalam larutan Mallory 3 yang berisi aniline
blue 0,5 gram, orange G 2,0 gram, oxalic acid 1,0 gram dan aquades 100 cc
selama 2 menit kemudian dicuci dengan air mengalir.

f. Irisan jaringan dilakukan dehidrasi dengan alkohol bertingkat 70%, 95%, dan
100%, selanjutnya dikeringkan.

g. Proses clearing pada jaringan dengan cara direndam dalam xylol, tiga kali dalam
wadah yang berbeda masing-masing selama 3 menit.

h. Proses mounting menggunakan Canada balsam dan ditutup dengan gelas
penutup (Ardhiyanto, 2007).

3.8.7 Tahap Pengamatan dan Perhitungan Kepadatan Kolagen

Pengamatan preparat histologis dilakukan dengan mikroskop binokuler oleh
tiga pengamat. Pertama-tama menentukan daerah soket menggunakan perbesaran
40x, selanjutnya menentukan daerah yang diamati yang dilihat pada daerah 1/3
apikal soket dari 3 lapang pandang dengan pola huruf V yaitu pada bagian Kiri,
tengah dan kanan menggunakan perbesaran 400x (Kurnia, 2015).

Hasil pengamatan kemudian difoto menggunakan kamera Optilab. Untuk
menghitung serabut kolagen pada sediaan foto preparat, diamati dengan Adobe
Photoshop CS 6.0. Aplikasi ini dapat mengukur luas serabut kolagen yang
terbentuk, dengan cara membedakan serapan warna RGB (Red, Green, Blue).
Warna serapan untuk serabut kolagen adalah Blue atau warna biru. Ketebalan
serabut kolagen yang diteliti dapat dilihat dari jumlah pixels pada warna biru.
Setelah setiap 3 lapang pandang dari setiap foto dihitung ketebalan serabut
kolagennya, kemudian dihitung nilai rata-rata dari setiap kelompok perlakuan
(Aulia, 2014). Perhitungan dilakukan dengan tujuan membandingkan gambaran
histologis serabut kolagen antara kelompok kontrol dan perlakuan. Gambaran pada
kelompok kontrol digunakan sebagai indikator menentukan ada tidaknya

peningkatan pembentukan serabut kolagen.
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3.8.8 Tahap Penggunaan Software Adobe Photoshop CS 6.0

Tahap pengukuran kepadatan kolagen menggunakan software Adobe

Photoshop CS 6.0 adalah sebagai berikut (Lampiran K):

a.

Preparat difoto dengan kamera Optilab dengan perbesaran 400x. Foto-foto
tersebut kemudian disimpan.

Membuka program Adobe Photoshop CS 6.0.

Buka file foto yang sudah disimpan.

Klik menu image, pilih submenu histogram.

Klik channel Blue, maka nilai mean akan tampak. Nilai mean ini merupakan
jumlah titik atau pixel yang menandakan ketebalan serabut kolagen (warna biru)
(Aini, 2014).

3.9 Analisis Data

Untuk menguji data yang diperolen dari penelitian di atas peneliti

menggunakan software SPSS. Data dianalisis dengan menggunakan metode

statistik parametrik, yaitu uji One-way Anova. Kemudian dilanjutkan dengan uji

post hoc Least Significant Difference untuk mengetahui perbedaan antar kelompok.
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3.10 Alur Penelitian

TIKUS WISTAR
JANTAN

(32 EKOR)
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4
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PENCABUTAN GIGI

A 4 A4
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8%

P1

GEL EKSTRAK
Bl KAKAO

16%

HARIKE -3

PENGAMBILAN SAMPEL JARINGAN LUKA

DAN KE -7

A

4

PEWARNAAN TRICHROME MALLORY

PENGHITUNGAN KE

PADATAN KOLAGEN

A

ANALIS

IS DATA

4

KESIMPULAN

Gambar 3.1 Alur Penelitian



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

BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
pemberian gel ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L.) dengan konsentrasi 8%
dan 16% secara topikal efektif dalam meningkatkan intensitas serabut kolagen
pada proses penyembuhan luka jaringan lunak soket pasca pencabutan gigi tikus
Wistar.

5.2 Saran

5.2.1 Perlu dilakukan penelitian lanjutan tentang hari pengamatan dari pemberian
gel ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L.) selain hari pengamatan yang
digunakan dalam penelitian.

5.2.2 Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kemampuan gel ekstrak biji
kakao (Theobroma cacao L.) dalam membantu penyembuhan luka soket gigi
melalui faktor penyembuhan lainnya seperti angiogenesis dan osteogenesis.

5.2.3 Perlu dilakukan penelitian lanjutan mengenai pemberian aplikasi topikal yang
lain dari pemberian gel ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L.) selain

dengan menggunakan gel seperti yang digunakan dalam penelitian.
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Lampiran H. Perhitungan Besar Sampel
Besar sampel pada penelitian ini ditentukan berdasarkan rumus sebagai
berikut (Daniel, 2008).
Z? .0?
dZ

n =

Keterangan :

n = besar sampel tiap kelompok

Z = nilai pada tingkat kesalahan tertentu, jika oo = 0.05 maka nilai Z= 19,6
o = standar deviasi sampel

d = kesalahan yang dapat ditoleransi

Pada penelitian ini nilai ¢ diasumsikan sama dengan nilai d (¢ = d), hal ini
dikarenakan bahwa nilai o jarang sekali diketahui. Maka hasil perhitungan besar
sampel adalah sebagai berikut:

(1,96)? .02
n=-—
n = (1,96)?
n=384=4
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Lampiran I. Perhitungan Dosis Gel Ekstrak Biji Kakao
Penelitian Fuadi et al. (2015) menyatakan dosis gel ekstrak biji kakao
dengan konsentrasi 8% dan 16% yang dapat diberikan kepada tikus dalam sehari
adalah 0,5 gram dan 1 gram. Perhitungan dosis ekstrak gel biji kakao dalam satuan
mg/grBB adalah sebagai berikut.
a. Dosis dengan konsentrasi 8%
Dosis yang digunakan = 0,5 gram x 1000 / berat badan tikus
= 0,5 gram x 1000 / 200 gram
=500/ 200
= 2,5 mg/ekor
b. Dosis dengan konsentrasi 16%
Dosis yang digunakan = 1 gram x 1000 / berat badan tikus
=1 gram x 1000 / 200 gram
=1000/ 200
= 5 mg/ekor


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

64

Lampiran J. Perhitungan Dosis Ketamin
Dosis anestesi ketamin yang digunakan pada tikus yaitu 20-40 mg/kg berat
badan (Kusumawati, 2004).
Dosis yang digunakan =20 - 40 mg/kg BB
=20 — 40 mg x 200g/1000
=20-40mg x 0,2 kg
=4-8 mg
Ketamin yang digunakan memiliki konsentrasi 100 mg/1 ml. Dosis ketamin
yang dibutuhkan adalah:
1000mg 4 —8mg
ml X ml
x 194
100
= 0,04 — 0,08 ml.
Dosis ketamin yang digunakan berdasarkan perhitungan adalah 0,04 — 0,08

ml.
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Lampiran K. Tabel Konversi

Tabel perbandingan luas permukaan hewan coba untuk konversi dosis (Laurence
and Bacharach, 1964).

Dicari Mencit  Tikus  Marmut  Kelinci Kera Anjing  Manusia
(20g9) (200g) (4009) (1.5kg) (4,0kg) (12,0kg) (70,0kg)

Tikus 0,14 1,0 1,74 i 9,2 17,8 56,0
(200 g)

Kelinci 0,04 0,25 0,44 1,0 2,4 45 14,2
(1,5kg)

Anjing 0,008 0,06 0,10 0,22 0,52 1,0 31
(12,0kg)
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Lampiran L. Pengukuran Intensitas Serabut Kolagen

Tahap pertama adalah membuka gambar histologi hasil dari aplikasi Adobe
Photoshop CS 6.0. Kemudian dalam panel Histogram memilih channel Blue (warna
biru) untuk melihat data histogram berupa mean dari jumlah piksel yang berwarna

biru dengan skala nilai dari 0 sampai 255.

S A EANPN NS NHEAXAQLD T

¥,
Ca
=]
=}

Histogram

Channel: | Blue

Level:
Count:
Media 146 Percentile:
Pixels: 307200 Cache Level: 2
Red
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Lampiran M. Data Hasil Penelitian

Kelompok KN3 (Kontrol Negatif Placebo Hari Ke-3)

67

Tikus Tempat Pengamat Rerata Rerata
P1 P2 P3 Pengamat | Tempat
1/3 Apikal | 146.03 146.03 146.03 146.03
KN3-1 Mesial 145.07 145.07 145.07 145.07 147.57
Distal 151.61 151.61 151.61 151.61
1/3 Apikal | 144.12 144.12 144,12 144.12
KN3-2 Mesial 151.37 151.37 151.37 151.37 147.36
Distal 146.86 146.86 146.86 146.86
1/3 Apikal | 150.30 150.30 150.30 150.30
KN3-3 Mesial 141.71 141.71 141.71 141.71 145.55
Distal 144.65 144.65 144.65 144.65
1/3 Apikal | 145.28 145.28 145.28 145.28
KN3-4 Mesial 151.14 151.14 151.14 151.14 146.78
Distal 143.94 143.94 143.94 143.94
Rerata: 143.37
Kelompok KP3 (Kontrol Positif Alvogyl Hari Ke-3)
Ly Tempat Pengamat Rerata Rerata
P1 P2 P3 Pengamat | Tempat
1/3 Apikal | 140.61 140.61 140.61 140.61
KP3-1 Mesial 140.94 140.94 140.94 140.94 142.75
Distal 149.32 149.32 149.32 149.32
1/3 Apikal | 148.84 148.84 148.84 148.84
KP3-2 Mesial 144.65 144.65 144.65 144.65 147.28
Distal 149.32 149.32 149.32 149.32
KP3.3 1/3 Apikal | 150.34 150.34 150.34 150.34 146.47
Mesial 142.08 142.08 142.08 142.08
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Distal 147.00 147.00 147.00 147.00
1/3 Apikal | 146.51 146.51 146.51 146.51

KP3-4 Mesial 149.56 149.56 149.56 149.56 148.30
Distal 148.82 148.82 148.82 148.82

Rerata: 146.81

Kelompok GK8%3 (Kelompok Perlakuan Gel Ekstrak Biji Kakao 8% Hari Ke-3)

) Pengamat Rerata Rerata
Tikus Tempat
P1 P2 P3 Pengamat | Tempat
1/3 Apikal | 152.92 152.92 152.92 152.92
GK8%3- i
. Mesial 142.24 142.24 142.24 142.24 147.26
Distal 145.90 145.90 145.90 145.90
1/3 Apikal | 149.32 149.32 149.32 149.32
GK8%3- i
. Mesial 148.65 148.65 148.65 148.65 147.81
Distal 145.46 145.46 145.46 145.46
1/3 Apikal | 148.69 148.69 148.69 148.69
GK8%3- i
. Mesial 151.81 151.81 151.81 151.81 147.98
Distal 143.43 143.43 143.43 143.43
1/3 Apikal | 147.24 147.24 147.24 147.24
GK8%3- i
A Mesial 158.42 158.42 158.42 158.42 148.42
Distal 139.61 139.61 139.61 139.61
Rerata: 147.86

Kelompok GK16%3 (Kelompok Perlakuan Gel Ekstrak Biji Kakao 8% Hari Ke-3)

) Pengamat Rerata Rerata
Tikus Tempat
P1 P2 P3 Pengamat | Tempat
GK16%3- | 1/3 Apikal | 151.39 151.39 151.39 151.39 148.48
1 Mesial 151.61 151.61 151.61 151.61 '
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Distal 14243 | 142.43 | 142.43 142.43
1/3 Apikal | 141.97 | 14197 | 141.97 141.97
GK16%3- i
5 Mesial 151.11 | 151.11 | 151.11 151.11 147.47
Distal 149.32 | 149.32 | 149.32 149.32
1/3 Apikal | 151.11 | 151.11 | 151.11 151.11
GK16%3- i
3 Mesial 138.06 | 138.06 | 138.06 138.06 148.08
Distal 155.06 | 155.06 | 155.06 155.06
1/3 Apikal | 148.51 | 14851 | 14851 148.51
GK16%3- i
s Mesial 151.61 | 15161 | 151.61 151.61 149.05
Distal 147.03 | 147.03 | 147.03 147.03
Rerata: 148.27
Kelompok KN7 (Kontrol Negatif Placebo Hari Ke-7)
) Pengamat Rerata Rerata
Tikus Tempat
Rl P2 P3 Pengamat | Tempat
1/3 Apikal | 143.63 143.63 143.63 143.63
KN7-1 Mesial 149.30 149.30 149.30 149.30 146.43
Distal 135.12 135.12 135.12 135.12
1/3 Apikal | 153.13 153.13 153.13 153.13
KN7-2 Mesial 148.37 148.37 148.37 148.37 147.42
Distal 140.75 140.75 140.75 140.75
1/3 Apikal | 144.74 144.74 144.74 144.74
KN7-3 Mesial 147.99 147.99 147.99 147.99 145.83
Distal 144.75 144.75 144.75 144.75
1/3 Apikal | 146.82 146.82 146.82 146.82
KN7-4 Mesial 148.37 148.37 148.37 148.37 147.60
Distal 147.62 147.62 147.62 147.62
Rerata: 146.82
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Tikus Tempat Pengamat Rerata Rerata

P1 P1 P2 Pengamat | Tempat
1/3 Apikal | 148.18 148.18 148.18 148.18

KP7-1 Mesial 148.28 148.28 148.28 148.28 147.81
Distal 146.96 | 146.96 | 146.96 146.96
1/3 Apikal | 143.71 143.71 143.71 143.71

KP7-2 Mesial 144.97 144.97 144.97 144.97 148.21
Distal 155.96 155.96 155.96 155.96
1/3 Apikal | 142.36 142.36 142.36 142.36

KP7-3 Mesial 147.90 147.90 147.90 147.90 146.83
Distal 150.21 150.21 150.21 150.21
1/3 Apikal | 144.20 144.20 144.20 144.20

KP7-4 Mesial 141.81 141.81 141.81 141.81 147.73
Distal 152.18 152.18 152.18 152.18

Rerata: 147.65

Kelompok GK8%7 (Kelompok Perlakuan Gel Ekstrak Biji Kakao 8% Hari Ke-7)

) Pengamat Rerata Rerata
Tikus Tempat
P1 P2 P3 Pengamat | Tempat
1/3 Apikal | 143.31 143.31 143.31 143.31
GK8%7- i
' Mesial 156.60 156.60 156.60 156.60 149.09
Distal 147.35 147.35 147.35 147.35
1/3 Apikal | 145.61 145.61 145.61 145.61
GK8%7- i
5 Mesial 148.03 148.03 148.03 148.03 147.58
Distal 149.09 149.09 149.09 149.09
1/3 Apikal | 143.31 143.31 143.31 143.31
GK8%7- i
3 Mesial 156.60 156.60 156.60 156.60 147.57
Distal 142.80 142.80 142.80 142.80
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1/3 Apikal | 15230 | 152.30 | 152.30 | 152.30
GK8%7- _
. Mesial | 147.15 | 147.15 | 147.15 | 147.15 | 149.71
Distal | 149.68 | 149.68 | 149.68 | 149.68
Rerata: 148.23

Kelompok GK16%7 (Kelompok Perlakuan Gel Ekstrak Biji Kakao 16% Hari Ke-

7)
) Pengamat Rerata Rerata
Tikus Tempat
P1 P2 P3 Pengamat | Tempat
1/3 Apikal | 141.15 141.15 141.15 145.86
GK16%7- i
) Mesial 143.55 143.55 143.55 147.84 148.04
Distal 150.43 150.43 150.43 150.43
1/3 Apikal | 146.31 146.31 146.31 146.31
GK16%7- i
. Mesial 150.20 150.20 150.20 150.20 149.76
Distal 136.15 136.15 136.15 152.78
1/3 Apikal | 142.29 142.29 142.29 142.29
GK16%7- i
. Mesial 148.99 148.99 148.99 148.99 147.02
Distal 143.19 143.19 143.19 149.77
1/3 Apikal | 147.99 147.99 147.99 150.71
GK16%7- i
A Mesial 149.29 149.29 149.29 149.29 148.89
Distal 146.67 146.67 146.67 142.74
Rerata: 148.43

Keterangan: Ketebalan serabut kolagen dalam satuan pixel dihitung menggunakan
aplikasi Adobe Photoshop C.S. 6.0.
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Lampiran N. Analisis Data

N.1 Uji Nomalitas

Tests of Normality
Kelompok Shapiro-Wilk
Statistic df Sig.

KepadatanKolagen Placebo Hari Ke-3 .893 4 .397
Alvogyl Hari Ke-3 .905 4 .456
Kakao 8% Hari Ke-3 916 4 517
Kakao 16% Hari Ke-3 1.000 4 .999
Placebo Hari Ke-7 .908 4 472
Alvogyl Hari Ke-7 .909 4 475
Kakao 8% Hari Ke-7 .842 4 .200
Kakao 16% Hari Ke-7 .995 4 .980

a. Lilliefors Significance Correction

N.2 Uji Homogenitas
Test of Homogeneity of Variances
Kepadatan Kolagen
Levene Statistic dfl df2 Sig.
1.718 7 24 152
N.3 Uji One way Anova
ANOVA
Kepadatan Kolagen
Sum of df Mean Square F Sig.

Squares

Between Groups 13.258 7 1.894 2.659 .035

Within Groups 17.096 24 712

Total 30.353 31



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

N.4 Uji LSD (Least Significant Difference)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Kepadatan Kolagen

73

LSD
95% Confidence
Sampel Mean
Std. Interval
berdasar Sampel berdasar kelompok Difference Sig.
Error Lower Upper
kelompok (1-9)
Bound Bound
Placebo Hari | Alvogyl Hari Ke-3 -.43250 59680 | .476 -1.6642 .7992
Ke-3 Kakao 8% Hari Ke-3 -1.16000 .59680 | .064 -2.3917 0717
Kakao 16% Hari Ke-3 -1.45500" .59680 | .023 -2.6867 -.2233
Placebo Hari Ke-7 -.00500 59680 | .993 -1.2367 1.2267
Alvogyl Hari Ke-7 -.83000 59680 | .177 -2.0617 4017
Kakao 8% Hari Ke-7 -1.67250" .59680| .010 -2.9042 -.4408
Kakao 16% Hari Ke-7 -1.61250" .59680 | .012 -2.8442 -.3808
Alvogyl Hari | Placebo Hari Ke-3 43250 59680 | .476 -.7992 1.6642
Ke-3 Kakao 8% Hari Ke-3 -.72750 59680 | .235 -1.9592 .5042
Kakao 16% Hari Ke-3 -1.02250 59680 | .100 -2.2542 .2092
Placebo Hari Ke-7 42750 59680 | .481 -.8042 1.6592
Alvogyl Hari Ke-7 -.39750 59680 | .512 -1.6292 .8342
Kakao 8% Hari Ke-7 -1.24000" .59680 | .049 -2.4717 -.0083
Kakao 16% Hari Ke-7 -1.18000 .59680 | .060 -2.4117 .0517
Kakao 8% Placebo Hari Ke-3 1.16000 59680 | .064 -.0717 2.3917
Hari Ke-3 Alvogyl Hari Ke-3 712750 59680 | .235 -.5042 1.9592
Kakao 16% Hari Ke-3 -.29500 .59680 | .626 -1.5267 .9367
Placebo Hari Ke-7 1.15500 .59680 | .065 -.0767 2.3867
Alvogyl Hari Ke-7 .33000 .59680 | .585 -.9017 1.5617
Kakao 8% Hari Ke-7 -.51250 59680 | .399 -1.7442 7192
Kakao 16% Hari Ke-7 -.45250 .59680 | .456 -1.6842 1792
Kakao 16% | Placebo Hari Ke-3 1.45500" .59680 | .023 .2233 2.6867
Hari Ke-3 Alvogyl Hari Ke-3 1.02250 .59680 | .100 -.2092 2.2542
Kakao 8% Hari Ke-3 .29500 .59680 | .626 -.9367 1.5267
Placebo Hari Ke-7 1.45000" .59680 | .023 .2183 2.6817
Alvogyl Hari Ke-7 .62500 .59680 | .305 -.6067 1.8567
Kakao 8% Hari Ke-7 -.21750 59680 | .719 -1.4492 1.0142
Kakao 16% Hari Ke-7 -.15750 59680 | .794 -1.3892 1.0742
Placebo Hari | Placebo Hari Ke-3 .00500 59680 | .993 -1.2267 1.2367
Ke-7 Alvogyl Hari Ke-3 -.42750 59680 | .481 -1.6592 .8042
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Kakao 8% Hari Ke-3 -1.15500 .59680 | .065 -2.3867 .0767
Kakao 16% Hari Ke-3 -1.45000" .59680 | .023 -2.6817 -.2183
Alvogyl Hari Ke-7 -.82500 .59680 | .180 -2.0567 4067
Kakao 8% Hari Ke-7 -1.66750" 59680 | .010 -2.8992 -.4358
Kakao 16% Hari Ke-7 -1.60750" .59680 | .013 -2.8392 -.3758
Alvogyl Hari | Placebo Hari Ke-3 .83000 59680 | .177 -.4017 2.0617
Ke-7 Alvogyl Hari Ke-3 .39750 59680 | .512 -.8342 1.6292
Kakao 8% Hari Ke-3 -.33000 59680 | .585 -1.5617 .9017
Kakao 16% Hari Ke-3 -.62500 .59680 | .305 -1.8567 .6067
Placebo Hari Ke-7 .82500 .59680 | .180 -.4067 2.0567
Kakao 8% Hari Ke-7 -.84250 59680 | .171 -2.0742 .3892
Kakao 16% Hari Ke-7 -.78250 .59680 | .202 -2.0142 4492
Kakao 8% Placebo Hari Ke-3 1.67250" 59680 | .010 .4408 2.9042
Hari Ke-7 Alvogyl Hari Ke-3 1.24000" .59680 | .049 .0083 2.4717
Kakao 8% Hari Ke-3 .51250 59680 | .399 -.7192 1.7442
Kakao 16% Hari Ke-3 .21750 59680 | .719 -1.0142 1.4492
Placebo Hari Ke-7 1.66750" .59680 | .010 4358 2.8992
Alvogyl Hari Ke-7 .84250 59680 | .171 -.3892 2.0742
Kakao 16% Hari Ke-7 .06000 59680 | .921 -1.1717 1.2917
Kakao 16% | Placebo Hari Ke-3 1.61250" 59680 | .012 .3808 2.8442
Hari Ke-7 Alvogyl Hari Ke-3 1.18000 .59680 | .060 -.0517 2.4117
Kakao 8% Hari Ke-3 .45250 .59680 | .456 -7792 1.6842
Kakao 16% Hari Ke-3 .15750 59680 | .794 -1.0742 1.3892
Placebo Hari Ke-7 1.60750" .59680 | .013 .3758 2.8392
Alvogyl Hari Ke-7 .78250 59680 | .202 -.4492 2.0142
Kakao 8% Hari Ke-7 -.06000 59680 | .921 -1.2917 1.1717

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran O. Alat dan Bahan Penelitian
0.1 Alat Penelitian

Keterangan :
A. Neraca digital M. Pisau malam
B. Dental rat chair N. Pinset
C. Tabung plastic 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
K. Dispossible syringe 1 ml
L. Dispossible syringe 5 ml
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= i
¢ Lab Aid Ultra &

Keterangan :

. Filling Cabinet F. Mikroskop Binokuler
. Oven Memert G. Histological basket

A

B

C. Mikrotom -
D. Slide Warmer H. Kamera Optilab
E

. Waterbath
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0.2. Bahan Penelitian

Keterangan:

1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
9.

Parafin Pastilles
Formic Acid
Alkohol 80%
Entellan
Alkohol 95%
Alkohol 70%
Mallory 1
Mallory 2
Mallory 3

10. Alkohol 100%
11. Xylol

12. Object glass dan cover

7


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

78

0.3 Proses Pembuatan Gel Ekstrak Biji Kakao

1. Biji kakao yang telah 2. Pengekstrakan dengan 3. Diletakkan pada
mesin dibuat serbuk. etanol 96%. Shaker agar menyatu.

5. Proses evaporasi dengan
rotatory evaporator.

g. CMC-Na sebagai basis 8. Pencampuran CMC-Na 9. Gel ekstrak biji kakao.
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Lampiran P. Gambaran Histologis Serabut Kolagen
P.1 Gambaran histologi kolagen (panah hitam) kelompok kontrol negatif hari ke-3

dengan pewarnaan Trichrome Mallory dan perbesaran 400x menggunakan

mikroskop binokuler.

(a) Sampel 1; (b) Sampel 2; (c) Sampel 3; (d) Sampel 4

P.2 Gambaran histologi kolagen (panah hitam) kelompok kontrol negatif hari ke-7
dengan pewarnaan Trichrome Mallory dan perbesaran 400x menggunakan

mikroskop binokuler.
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(a) Sampel 1; (b) Sampel 2; (c) Sampel 3; (d) Sampel 4

P.3 Gambaran histologi kolagen (panah hitam) kelompok kontrol positif hari ke-3
dengan pewarnaan Trichrome Mallory dan perbesaran 400x menggunakan

mikroskop binokuler.

o

A
e Ll

(©) (d)
(a) Sampel 1; (b) Sampel 2; (c) Sampel 3; (d) Sampel 4
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P.4 Gambaran histologi kolagen (panah hitam) kelompok kontrol positif hari ke-7
dengan pewarnaan Trichrome Mallory dan perbesaran 400x menggunakan
mikroskop binokuler.

(d)
(a) Sampel 1; (b) Sampel 2; (c) Sampel 3; (d) Sampel 4

P.5 Gambaran histologi kolagen (panah hitam) kelompok perlakuan I hari ke-3
dengan pewarnaan Trichrome Mallory dan perbesaran 400x menggunakan
mikroskop binokuler.
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(d)
(a) Sampel 1; (b) Sampel 2; (c) Sampel 3; (d) Sampel 4

P.6 Gambaran histologi kolagen (panah hitam) kelompok perlakuan | hari ke-7
dengan pewarnaan Trichrome Mallory dan perbesaran 400x menggunakan
mikroskop binokuler.

(©) (d)
(a) Sampel 1; (b) Sampel 2; (c) Sampel 3; (d) Sampel 4
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P.7 Gambaran histologi kolagen (panah hitam) kelompok perlakuan Il hari ke-3
dengan pewarnaan Trichrome Mallory dan perbesaran 400x menggunakan
mikroskop binokuler.

(©) (d)
(@) Sampel 1; (b) Sampel 2; (c) Sampel 3; (d) Sampel 4

P.8 Gambaran histologi kolagen (panah hitam) kelompok perlakuan Il hari ke-3
dengan pewarnaan Trichrome Mallory dan perbesaran 400x menggunakan
mikroskop binokuler.
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(d)
(a) Sampel 1; (b) Sampel 2; (c) Sampel 3; (d) Sampel 4

84
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