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MOTO

Tidakkah kamu tahu bahwa Allah Mahakuasa atas segala sesuatu? Tidakkah kamu
tahu bahwa Allah memiliki kerajaan langit dan bumi? Dan tidak ada bagimu
pelindung dan penolong selain Allah.

(terjemahan Surat Al-Bagarah ayat 106-107)"

When you want something, all the universe conspires to help you achieve it.”

“) Departemen Agama Republik Indonesia. 2002. A/ Qur’an dan Terjemahannya.
Jakarta: CV Darus Sunnah.
™) Coelho, Paulo. 2017. The Alchemist. London: HarperCollins Publishers.
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RINGKASAN

Efek Pemberian Ekstrak Kitosan Limbah Kulit Udang Vannamei
(Litopenaeus vannamei) Secara Oral Terhadap Densitas Tulang Alveolar
Pasca Ekstraksi Gigi pada Tikus Wistar Jantan; Aulia Rahma Elnisa;
141610101074; 2018: 60 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Ekstraksi gigi merupakan salah satu prosedur terapi di bidang kedokteran
gigi yang bertujuan untuk mengeluarkan gigi yang tidak dapat dipertahankan lagi
di rongga mulut. Soket gigi pasca ekstraksi yang dibiarkan tanpa diberi perawatan
dapat mengalami mineralisasi yang buruk, yang akan menyebabkan bekurangnya
kekuatan tulang dan meningkatkan resiko kegagalan perawatan rehabilitatif pasca
ekstraksi dengan penggunaan protesa atau implan. Kitosan hasil deasetiliasi Kkitin
pada limbah kulit kepala dan kulit badan udang vannamei merupakan bahan yang
berpotensi dalam regenerasi dan perbaikan jaringan tulang karena memiliki sifat
osteoinduktif dan mampu mempercepat penyembuhan luka. Penelitian yang
dilakukan bertujuan untuk mengetahui efek pemberian ekstrak kitosan limbah
kulit udang vannamei secara oral terhadap densitas tulang alveolar pasca ekstraksi
pada tikus Wistar jantan.

Penelitian eksperimental laboratoris pada tikus Wistar jantan ini
menggunakan rancangan the post test only control group design. Sampel
berjumlah 20 ekor, berat 180-250 gram, terbagi menjadi 4 kelompok, yaitu dua
kelompok kontrol dengan pemberian larutan saline secara oral selama 21 hari
pasca ekstraksi gigi (kelompok Saline 21) dan 28 hari pasca ekstraksi gigi
(kelompok Saline 28), serta dua kelompok perlakuan dengan pemberian larutan
kitosan 5% dosis 100 mg/200 gram BB selama 21 hari pasca ekstraksi gigi
(kelompok Kitosan 21) dan 28 hari pasca ekstraksi gigi (kelompok Kitosan 28).
Sampel dieutanasia pada hari ke-21 pasca ekstraksi gigi untuk kelompok Saline 21
dan kelompok Kitosan 21, dan hari ke-28 pasca ekstraksi gigi untuk kelompok
Saline 28 dan kelompok Kitosan 28. Dilanjutkan dengan pengambilan tulang
sampel, pembuatan foto rontgen sampel tulang, dan pengukuran densitas tulang
alveolar pasca ekstraksi gigi menggunakan software Adobe Photoshop CC 2018.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai densitas tulang alveolar pada
kelompok kontrol dan perlakuan semakin meningkat dari penghitungan hari ke-21
hingga hari ke-28. Nilai densitas tulang alveolar terbesar terdapat pada kelompok
Kitosan 28, dan nilai terkecil terdapat pada kelompok Saline 21. Kelompok
perlakuan memiliki nilai densitas tulang alveolar yang lebih besar dibandingkan
dengan kelompok kontrol. Hasil analisis statistik parametrik uji One Way
ANOVA dan uji LSD menunjukkan bahwa terdapat perbedaan signifikan
(p<0,05) di antara beberapa kelompok penelitian. Kesimpulan dari penelitian ini
adalah pemberian ekstrak kitosan limbah kulit udang vannamei secara oral
memiliki efek berupa peningkatan densitas tulang alveolar pasca ekstraksi pada
tikus Wistar jantan.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Ekstraksi gigi merupakan salah satu prosedur terapi di bidang kedokteran
gigi yang bertujuan untuk mengeluarkan gigi yang tidak dapat dipertahankan lagi
di rongga mulut. Ekstraksi juga dapat dilakukan untuk mempersiapkan rongga
mulut sebelum dilakukan perawatan ortodontik dan prostodontik. Prosedur ini
meliputi luksasi gigi di dalam soketnya kemudian gigi dikeluarkan dari tulang
alveolar (Taub et al., 2015). Gigi yang telah diekstraksi akan meninggalkan soket
yang terbuka dalam rongga mulut hingga terjadi proses penyembuhan luka
(Steiner et al., 2008). Proses penyembuhan luka merupakan respon fisiologis
tubuh dengan menggantikan dan mengembalikan struktur anatomi atau fungsi
jaringan yang rusak (Flanagan, 2000).

Steiner et al. (2008) melaporkan bahwa saat proses penyembuhan luka
terjadi resopsi osteoklastik pada dinding soket dan alveolar crest sebagai bentuk
respon tulang setelah mengalami trauma. Cohen dan Levy (2014) juga
menyatakan bahwa ekstraksi dapat menyebabkan resopsi tulang, terutama pada
daerah bukal. Hal tersebut mengakibatkan reduksi dari ketinggian alveolar ridge
dan penurunan volume tulang baik secara transversal maupun vertikal. Selain itu,
soket gigi pasca ekstraksi yang dibiarkan tanpa diberi perawatan dapat mengalami
mineralisasi yang buruk, yang akan menyebabkan bekurangnya kekuatan tulang
(UDHHS, 2004) dan meningkatkan resiko kegagalan perawatan rehabilitatif pasca
ekstraksi dengan penggunaan protesa atau implan (Van Steenberghe et al., 2002).
Penyembuhan tulang yang substansial sangat dibutuhkan untuk mendukung
keberhasilan perawatan rehabilitatif tersebut (Manrique et al., 2011). Oleh karena
hal itu, maka dibutuhkan suatu bahan yang dapat mempercepat proses
penyembuhan luka pada tulang.

Salah satu bahan alami yang berpotensi dalam regenerasi dan perbaikan
jaringan tulang adalah kitosan. Kitosan merupakan derivat dari kitin, sebuah
elemen struktural yang ditemukan pada eksoskeleton krustasea dan antropoda

(Levengood dan Zhang, 2015). Kitosan memiliki sifat osteoinduktif, mampu
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meningkatkan aktivitas dan proliferasi osteoblas, membantu pembentukan tulang
dan dapat meningkatkan mineralisasi tulang pada defek tulang (Senel dan
McClure, 2004; Kmiec et al., 2017). Kitosan telah terbukti sebagai bahan yang
potensial dan menjanjikan dalam terapi di bidang kedokteran gigi karena memiliki
sifat biokompatibilitas yang tinggi, biodegradibilitas, bioadhesi, antibakteri, anti
inflamasi, dan mempercepat penyembuhan luka (Kmiec et al., 2017). Penelitian
Hanifah dan Darmawan (2011) menunjukkan bahwa pemberian kitosan secara
oral dengan dosis 100 mg/200 gram BB memiliki efek anti inflamasi pada tikus
model rheumatoid arthritis. Hal ini berarti bahwa kitosan memiliki efek secara
sistemik dan aman diberikan secara oral pada hewan coba. Salah satu krustasea
yang mengandung Kkitosan pada kulit kepala dan kulit badan adalah udang
vannamei (Litopenaeus vannamei) atau whiteleg shrimp (Antonino et al., 2017).

Udang vannamei merupakan salah satu komoditas utama budidaya
perikanan yang berkontribusi besar dalam kegiatan ekspor Indonesia. Produksi
udang vannamei di Indonesia mengalami peningkatan signifikan dari 256.578 ton
pada tahun 2010 menjadi 411.729 ton pada tahun 2014 (KKP, 2014). Sebanyak
80-90% ekspor udang dilakukan dalam bentuk beku tanpa kepala dan kulit,
sehingga limbah yang dihasilkan mencapai 50-60% dari bobot udang utuh.
Hingga saat ini limbah kulit udang hanya digunakan untuk pakan ternak,
hidrolisat protein, bahan baku kerupuk, terasi, dan petis udang (Sugita et al.,
2009). Padahal limbah tersebut mengandung senyawa kimia seperti protein,
mineral CaCO3, dan kitosan (Srijanto, 2003) yang berpotensi dijadikan bahan
yang bernilai tinggi. Limbah kulit kepala dan kulit badan udang vannamei harus
diproses melalui tahap deproteinasi, demineralisasi dan deasetilasi hingga
didapatkan kitosan sebagai bahan yang dapat mempercepat penyembuhan luka
(Antonino et al., 2017).

Proses penyembuhan tulang pasca ekstraksi gigi telah dipelajari secara
ekstensif secara histologis dan radiografis baik pada manusia maupun hewan.
Metode radiografis paling umum digunakan dalam evaluasi klinis karena tidak
invasif, murah, serta cepat dalam mengumpulkan dan menginterpretasikan

hasilnya. Proses penyembuhan tulang dapat dievaluasi melalui peningkatan
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radiopasitas, yang dapat diukur dengan analisis optical density melalui nilai mean
gray level pada software Adobe Photoshop (Barbosa et al., 2014). Optical density
dapat menunjukkan besarnya densitas tulang atau bone mineral density (BMD),
yaitu banyaknya massa tulang yang terbentuk yang diinterpretasikan melalui
radiopasitas pada radiograf digital. Metode ini membantu dalam visualisasi,
penilaian dan pengukuran kepadatan optik tulang pada seluruh daerah soket pasca
ekstraksi gigi secara dua dimensi. Hal tersebut memungkinkan evaluasi terhadap
pembentukan tulang pasca ekstraksi serta efek dari pemberian bahan terhadap
regenerasi jaringan tulang dalam jangka waktu tertentu (Martins et al., 2005; Filho
etal., 2011).

Hingga saat ini, belum terdapat penelitian tentang efek pemberian kitosan
limbah kulit udang vannamei secara oral terhadap densitas tulang alveolar pasca
ekstraksi gigi pada tikus Wistar. Berdasarkan hal tersebut, peneliti tertarik untuk

menelitinya.

1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang yang telah diuraikan didapatkan permasalahan
apakah terdapat efek pemberian ekstrak kitosan limbah kulit udang vannamei
(Litopenaeus vannamei) secara oral terhadap densitas tulang alveolar pasca
ekstraksi gigi pada tikus Wistar jantan?

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek pemberian ekstrak kitosan
limbah kulit udang vannamei (Litopenaeus vannamei) secara oral terhadap

densitas tulang alveolar pasca ekstraksi gigi pada tikus Wistar jantan.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Bagi Peneliti
Mengetahui efek pemberian ekstrak kitosan limbah kulit udang vannamei

(Litopenaeus vannamei) secara oral terhadap densitas tulang alveolar pasca
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ekstraksi gigi pada tikus Wistar jantan.

1.4.2 Bagi Masyarakat

Memberi informasi ilmiah tentang manfaat dari kitosan limbah kulit udang
vannamei (Litopenaeus vannamei) sehingga pemanfaatan limbah kulit udang
vannamei dapat dioptimalkan untuk mengurangi pencemaran lingkungan dan

diolah sebagai bahan yang bernilai jual tinggi khususnya dalam bidang medis.

1.4.3 Bagi Institusi

Memberi sumbangan pemikiran dan bukti ilmiah tentang efek pemberian
ekstrak kitosan limbah kulit udang vannamei (Litopenaeus vannamei) secara oral
terhadap densitas tulang alveolar pasca ekstraksi gigi, sehingga dapat digunakan

sebagai landasan pengembangan riset lebih lanjut.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Udang Vannamei (Litopenaeus vannamei)

Udang Vannamei (Litopenaeus vannamei) merupakan krustasea dekapoda
yang berasal dari daerah subtropis pantai Pasifik timur dari Teluk California di
Meksiko bagian utara sampai Amerika Tengah, hingga ke Peru di Amerika
Selatan. Udang ini telah diperkenalkan secara luas di seluruh dunia sejak tahun
1970an dan menjadi budidaya spesies udang yang penting di Asia sejak tahun
2000. Udang vannamei resmi diizinkan masuk ke Indonesia melalui SK Menteri
Kelautan dan Perikanan RI. No. 41/2001, saat produksi udang windu menurun
sejak 1996 akibat serangan penyakit dan penurunan kualitas lingkungan (WWF-
Indonesia, 2014). Ciri khas dari udang vannamei adalah tubuhnya yang berwarna
putih kemerahan karena pigmen karotenoid, dengan kaki yang berwarna putih
sehingga sering disebut dengan whiteleg shrimp (Haliman dan Adijaya, 2005)
(Gambar 2.1).

Gambar 2.1 Udang vannamei (Litopenaeus vannamei) (Dokumentasi pribadi)

Udang vannamei banyak dibudidayakan karena memiliki banyak
keunggulan seperti dapat mencapai ukuran besar, tumbuh secepat udang windu (3
gram/minggu), dapat dibudidayakan pada salinitas yang tinggi (0,5-45 ppt) dan
memiliki kebutuhan protein yang lebih rendah (20-35%) dibanding udang windu.
Selain itu, udang ini memiliki toleransi terhadap penurunan salinitas dan resisten
terhadap penyakit sehingga cocok untuk dibudidayakan di tambak. Harga jual
udang vannamei yang cukup mahal membuat produksi udang vannamei
meningkat setiap tahunnya (Briggs et al., 2004).
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Data produksi dan ekspor udang dari tahun 2010 hingga bulan September
2014 ditunjukkan pada Tabel 2.1.

Tabel 2.1 Data volume produksi dan ekspor udang tahun 2010 hingga bulan September

2014
Kenaikan
Komoditas Jumlah per Tahun (ton) Rata- rata
(%)
Volume Produksi 2010 2011 2012 2013 2014 2010-2014
Udang Windu 125.157  126.157  117.888  171.583  126.595 3.32
Udang Vannamei 206.578  246.420 251.763  390.278  411.729 20.49
Udang Lainnya 48.875 28.577 46.052 77.094 53.895 14.23
Volume Ekspor
Udang 145.092  158.062 162.068  162.410 141.042 -0.37

Sumber: Kementrian Kelautan dan Perikanan, 2014

Meningkatnya angka produksi juga diiringi dengan peningkatan jumlah
limbah udang. Udang di ekspor dalam bentuk udang beku segar, yang telah
mengalami cold storage setelah melalui pemisahan kepala dan kulit. Industri
udang beku segar mengakibatkan adanya limbah berupa kepala (carapace) dan
kulit (peeled) yang menimbulkan masalah pencermaran lingkungan (Dompeipen
et al., 2016). Limbah ini selanjutnya disebut bio-waste dengan perolehan rata-rata
45-55% dari bobot udang keseluruhan. Daya jual dan pemanfaatan limbah
tersebut sangat rendah, padahal limbah kulit udang tersebut mengandung protein,
karotenoid dan kitin yang dapat diolah menjadi bahan yang bernilai tinggi
(Lertsutthiwong et al., 2002). Sampai saat ini bio-waste tersebut hanya
dimanfaatkan sebesar 30% dari jumlah limbah yang ada sebagai bahan baku

industri kerupuk, petis, terasi, pupuk, dan pakan ternak (Dompeipen et al., 2016).

2.1.1 Morfologi Udang Vannamei (Litopenaeus vannamei)

Ditinjau dari morfologinya, tubuh udang vannamei (Litopenaeus vannamei)
terbagi menjadi dua bagian, yaitu bagian kepala hingga dada yang disebut
cephalothorax dan abdomen yang meliputi bagian perut dan ekor. Seluruh bagian
tubuh udang dibungkus oleh kerangka luar yang tersusun dari Kitin, disebut
dengan eksoskeleton. Cephalothorax tertutup kulit kitin yang tebal disebut
carapace. Bagian cephalothorax terdiri dari tiga belas ruas, yaitu lima ruas pada


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

kepala dan delapan ruas pada bagian dada. Bagian abdomen terdiri dari enam ruas

dengan ekor pada bagian belakangnya (Gambar 2.2) (Murtidjo, 2003).

Cephalothorax Ahdomen

Gambar 2.2 Morfologi udang Litopenaeus vannamei (Haliman dan Adijaya, 2005)

Keterangan:
1 = cangkang kepala (carapace) 7 = alat pembantu rahang (maxilliped)
2 = kerucut kepala (rostrum) 8 = kaki jalan (periopods)
3 = mata majemuk 9 = kaki renang (pleopods)
4 = sungut kecil (antennules) 10 = ekor kipas (uropods)
5 = prosartema 11 = ujung ekor (telson)

6 = sungut besar (antenna)

Udang vannamei memiliki tubuh berbuku-buku dan aktivitas berganti kulit
luar atau eksoskeleton secara periodik (moulting). Bagian tubuh digunakan untuk
makan, bergerak, membenamkan diri ke dalam lumpur, menopang insang, dan
organ sensor. Kepala udang vannamei terdiri dari antenna dan antenulla yang
berfungsi sebagai indra penciuman dan keseimbangan, mandibula untuk
mengunyah, serta maxillula dan maxilla untuk membantu makan dan bernafas.
Selain itu kepala udang juga memiliki tiga pasang maxilliped yang berfungsi
untuk berenang dan mengkonsumsi makanan, serta lima pasang kaki berjalan
(periopods) atau disebut kaki sepuluh (decapods). Pada ujung periopods terdapat
ruas-ruas yang berbentuk capit (dactylus). Dactylus ada pada kaki ke-1, ke-2, dan
ke-3 (Murtidjo, 2003; Haliman dan Adijaya, 2005).
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Abdomen udang vannamei terdiri dari enam ruas. Pada bagian abdomen
terdapat lima pasang kaki renang yang berfungsi untuk berenang dan sepasang
ekor (uropods) yang membentuk kipas bersama-sama ujung ekor (telson) untuk
membantu melakukan gerakan melompat dan naik turun. Genus Penaeus ditandai
dengan adanya gigi pada bagian atas dan bawah rostrum serta hilangnya bulu
cambuk (setae) pada tubuhnya. Secara khusus udang ini memiliki dua gigi pada
tepi rostrum bagian ventral dan delapan sampai sembilan gigi pada tepi rostrum
bagian dorsal (Murtidjo, 2003; Haliman dan Adijaya, 2005).

2.1.2 Kandungan dalam Kulit Udang Vannamei (Litopenaeus vannamei)

Eksoskeleton atau kerangka luar udang tersusun oleh Kitin, yang diperkuat
oleh mineral kalsium karbonat. Kandungan Kitin dari limbah udang (kepala, kulit,
dan ekor) mencapai sekitar 50% dari berat udang utuh, sehingga limbah udang ini
dapat digunakan sebagai bahan baku penghasil kitin, kitosan, dan turunannya
yang bernilai tinggi (Purwanti, 2014).

Sejak tahun 1894 beberapa peneliti memiliki ketertarikan yang tinggi dalam
mengaplikasikan kitin dan mempelajari relasi struktural dan sifat dari polisakarida
tersebut dan derivatnya. Kitin dan kitosan menunjukkan suatu sifat biologis yang
sangat baik seperti biokompatibilitas, biodegradabilitas, antibakteri, pengemulsi
dan kemampuan khelasi. Karena sifat-sifat tersebut, kitosan dapat digunakan
dalam sejumlah besar aplikasi industri diantaranya di bidang perairan, pertanian,
tekstil, kosmetik, industri makanan, farmasi dan di bidang medis (Kmiec et al.,
2017).

Aplikasi kitosan dalam bidang medis diantaranya adalah sebagai akselerator
penyembuhan luka, regenerasi jaringan, kultur sel, penyembuhan tulang,
penghambat tumor, antivirus, hemostatik, analgesik, anti inflamasi, antibakteri,
penghambat dental plak, mengontrol kolesterol darah dan menurunkan berat
badan. Oleh karena banyaknya potensi yang dimiliki kitosan, dibutuhkan adanya
penelitian lebih lanjut untuk mengembangkan dan mengoptimalkan sifat yang
dimiliki oleh kitosan (Senel dan McClure, 2004).
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2.2. Kitosan

Kitosan tidak secara ekstensif tersedia di alam, namun dapat dengan mudah
diperoleh dari deasetilisasi alkalin dari kitin. Kitin merupakan biopolimer
terbanyak yang tersedia di alam setelah selulosa, dimana terdistribusi di alam
sebagai komponen eksoskeleton pada krustasea, kutikula serangga, dinding sel
beberapa bakteri dan jamur. Kitosan merupakan polisakarida yang terbentuk dari
unit (1 — 4)-2-acetamido-2-deoxy-5-D-glucan  (N-acetyl glucosamine) dan
(1 — 4)-2-amino-2-deoxy-4-D-glucan (glucosamine). Biasanya produk kitosan
dapat diambil 60% dari derajat deasetilisasi, yang dihasilkan dari hidrolisis kimia
dibawah kondisi basa saat deasetilisasi kitin (Croisier dan Jérébme, 2013). Struktur

kimia senyawa ini tergambar pada Gambar 2.3.

HO

NH-

Gambar 2.3 Struktur kimia kitosan (Croisier dan Jéréme, 2013)

Struktur kimia dalam kitosan, yang serupa dengan asam hialuronat diduga
mampu bertindak sebagai agen penyembuh luka. Produk kitin dan kitosan mampu
mempercepat penyembuhan luka, mengurangi frekuensi perawatan, memberikan
proteksi permukaan luka yang nyaman dan tanpa rasa sakit. Selain itu, kitosan
mampu mengaktifkan pertahanan jaringan tubuh untuk mencegah infeksi, dengan
demikian dapat dijadikan sebagai alternatif penggunaan antibiotik (Senel dan
McClure, 2004).

Mekanisme kitosan sebagai akselerator penyembuhan luka adalah dengan
mengaktifasi dan memodulasi fungsi sel-sel inflamasi seperti neutrofil, makrofag,
fibroblas dan sel endotel, serta meningkatkan pembentukan dan organisasi dari
jaringan granulasi (Levengood dan Zhang, 2014). Bumgardner et al. (2003)
menyatakan bahwa kitosan adalah biopolimer yang mempercepat pembentukan

tulang, mempermudah penyembuhan luka dan memiliki sifat antimikroba.
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Pembentukan tulang yang lebih cepat tersebut mampu mempermudah prosedur
ortopedik dan implan kraniofasial.

Studi in vitro menunjukkan bahwa kitosan meningkatkan adhesi dan
proliferasi dari sel- sel osteogenik dan mesenchymal stem cells (MSCs) (Seol et
al., 2004). Sel mesenkim yang berdiferensiasi menjadi osteoblas mesenkimal
(mesenchymal osteoblast) memainkan peranan penting dalam proses pembentukan
jaringan tulang melalui intramembranous ossification. Sel osteoblas mesenkimal
akan mensekresikan kolagen yang membentuk jaringan tulang muda atau woven
bone. Jaringan tersebut berfungsi sebagai scaffold (kerangka awal) untuk deposisi
kolagen lanjutan untuk membentuk jaringan tulang yang lebih matur (Shapiro,
2008; Vieira et al., 2015).

Ardakani et al. (2011) melakukan sebuah studi in vivo untuk melihat efek
pemberian kitosan secara topikal terhadap regenerasi tulang. Bubuk kitosan yang
telah dicampur dengan darah pasien dimasukkan ke dalam soket gigi premolar
pasca ekstraksi. Setelah 10 minggu, pasien melakukan foto rontgen periapikal dan
diukur densitas tulangnya menggunakan software Adobe Photoshop. Ditemukan
bahwa regenerasi jaringan tulang lebih cepat terjadi pada soket yang diisi oleh
kitosan dibandingkan dengan soket yang tidak dirawat. Pada daerah apikal soket
yang dirawat dengan kitosan memiliki 98.2% densitas maksimal tulang
mandibula, yang mana 29.3% lebih besar dibandingkan dengan soket yang
dibiarkan tanpa perawatan.

Dosis dan konsentrasi kitosan yang digunakan untuk memicu efek terapi
pada hewan coba merupakan dosis dan konsentrasi yang aman. Hanifah dan
Darmawan (2011) melaporkan bahwa pemberian kitosan secara oral dengan dosis
100 mg/200 gram BB memiliki efek anti inflamasi terhadap tikus model
rheumatoid arthritis. Dosis letal median dari kitosan adalah >10.000 mg/kg. Hal
tersebut menunjukkan bahwa kitosan tidak menyebabkan toksisitas akut dan aman
diberikan secara oral pada hewan coba. Bargly (2016) menyatakan bahwa pada
konsentrasi diatas 10% kitosan akan membentuk gel, karena semakin tinggi
konsentrasi maka viskositas kitosan juga akan semakin tinggi. Oleh karena itu,
disarankan penggunaan konsentrasi dibawah 10% agar larutan kitosan memiliki
daya alir yang baik saat diberikan pada hewan coba. Zhang et al. (2012)
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menggunakan kitosan konsentrasi 5% dengan pemberian secara oral sekali sehari
selama empat minggu untuk melihat efeknya terhadap kadar trigliserida dan
kolesterol dalam darah tikus obesitas.

Kitosan pada umumnya tidak larut dalam air tetapi larut dalam pelarut asam
dengan pH di bawah 6 seperti asam asetat, asam format dan asam laktat. Pelarut
yang sering digunakan sebagai pelarut kitosan adalah pelarut asam asetat 1%
(Nadarajah, 2005).

2.3 Penyembuhan Luka Soket Pasca Ekstraksi Gigi

Ekstraksi gigi merupakan prosedur mengeluarkan gigi dari soket tulang
alveolar (Taub et al., 2015). Tindakan ini diindikasikan salah satunya pada gigi
yang tidak dapat direstorasi serta pada gigi dengan penyakit periodontal yang
sudah tidak dapat dipertahankan (Koerner, 2006). Gigi dengan penyakit
periodontal adalah indikasi paling sering untuk tindakan ekstraksi. Dalam survei
epidemiologi oleh Chrysanthakopoulos (2011), 34,4% dari 1231 gigi yang telah
diekstraksi disebabkan oleh penyakit periodontal, 32,2% karena karies, dan 33,4%
karena alasan lain.

Penyembuhan luka melibatkan interaksi yang kompleks dan
berkesinambungan antara sistem imunologis dan biologis. Proses penyembuhan
luka pasca ekstraksi diawali dengan reaksi hemostasis dan inflamasi yang
dilanjutkan dengan fase proliferasi dan fase remodeling (Vieira et al., 2015) (lihat
Gambar 2.4). Hemostasis terjadi segera setelah cedera, ditandai dengan agregasi
platelet dan vasokonstriksi ujung pembuluh darah yang rusak hingga terbentuk
bekuan darah (blood clot). Inflamasi terjadi 0-3 hari dimana sel radang
menginfiltrasi daerah luka untuk mencegah infeksi serta mensekresi sitokin pro-
inflamasi dan faktor pertumbuhan (growth factor) yang berguna untuk aktivasi
dan regulasi berbagai sel. Fase proliferasi terjadi mulai hari ke- 3 hingga 21 hari,
ditandai dengan migrasi dan proliferasi mesenchymal stem cell (MSCs) dan sel
fibroblas, angiogenesis, sintesis kolagen dan pembentukan tulang. Tahap terakhir
adalah fase remodeling yang terjadi setelah hari ke- 21 hingga 1-2 tahun, dimana
terjadi perkembangan epitelium baru, maturasi kolagen dan siklus resopsi tulang
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oleh osteoklas yang diikuti dengan pembentukan dan remineralisasi tulang oleh
osteoblas (Velnar et al., 2009; Orsted et al., 2011; Vieira et al., 2015).

Gambar 2.4 Fase-fase penyembuhan luka soket gigi yang diawali pembentukan blood clot
dan diakhiri pembentukan tulang yang diikuti proses remodeling (Vieira et
al., 2015)
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2.3.1 Penyembuhan Luka Jaringan Lunak Soket Gigi Pasca Ekstraksi

Pasca dilakukan ekstraksi gigi, pemulihan dari soket akan segera dimulai.
Fase penyembuhan diawali dengan reaksi hemostasis, saat adenosine diphosphate
(ADP) dari jaringan yang rusak mengaktivasi platelet untuk melekat pada jaringan
ikat kolagen, sementara darah mengisi soket yang kosong. Hal tersebut
menyebabkan agregasi platelet dan terbentuk blood clot atau bekuan darah, yaitu
eritrosit dan leukosit yang tertanam dan gel fibrin. Bekuan darah tersebut
berfungsi untuk mengontrol perdarahan, melindungi soket, dan mendukung
keberhasilan dari fase penyembuhan selanjutnya (Cohen dan Levy, 2014; Orsted
et al.,, 2011). Platelet juga memproduksi thrombin yang akan mengubah
fibrinogen menjadi fibrin, yang berfungsi untuk memperkuat agregasi platelet
sehingga tertentuk bekuan darah yang stabil atau disebut koagulum (Kumar et al.,
2004; Orsted et al., 2011). Koagulum mengisi soket gigi sampai batas tepi
jaringan lunak (mukosa oral) (Larjava, 2012).
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Setelah koagulum terbentuk, platelet akan memproduksi growth factors
yang berperan dalam fase peyembuhan luka selanjutnya yaitu platelet-derived
growth factor (PDGF) dan transforming growth factor beta (TGF-p). PDGF
berperan dalam mempengaruhi aktivitas otot halus dan sifat mitogentik dari
fibroblas, serta memicu kemotaksis sel radang akut seperti neutrofil dan makrofag
dari sirkulasi darah menuju daerah luka. Sel ini akan melakukan marginasi,
rolling, dan ekstravasasi dan menginfiltrasi daerah luka. Selanjutnya sel tersebut
akan memfagositosis bakteri dan debris jaringan sehingga area luka menjadi steril.
Fungsi fagositosis ini sangat penting karena fase proliferasi tidak akan terjadi
sampai daerah luka menjadi steril dari debris, bakteri, maupun sel radang (Cohen
dan Levy, 2014; Orsted et al., 2011). TGF-p berperan dalam merangsang
makrofag untuk mensekresi sitokin yang mengatur aktivitas seluler dalam fase
inflamasi seperti tumor necrosis factor-alfa (TNF-z), dan interleukin-1 (IL-1)
(Tabel 2.3) (Cohen dan Levy, 2014).

Tabel 2.2 Efek sitokin pro-inflamasi pada proses penyembuhan luka

Sitokin (kg Efek leukosit Efek endotel Efek fibroblas
inflamasi
Agregasi dan Induksi aktivasi Enzim kolagenase dan
aktivasi neutrofil endotel protease meningkat
Peningkatan Peningkatan Aktivasi fibroblas
sekresi sitokin pro- proliferasi dan jaringan (peningkatan
inflamasi lain (IL-  produksi matriks  proliferasi dan sintesis
IL-1 dan TNE-o 8, IL-6, PDGF) ekstraselular kolagen)
Peningkatan Perlekatan leukosit
sintesis PGE, meningkat
Neutrofilia Aktivitas
prokoagulan
meningkat

Sumber: Kumar et al., 2004; Pratama, 2016

Pada hari ke-2 sampai ke-4 pasca ekstraksi, eritrosit dan fibrin dalam
koagulum mulai mengalami lisis dimulai dari daerah pusat (center) dan
dilanjutkan di daerah tepi (marginal) soket (Larjava, 2012). Kondisi ini disertai
proliferasi aktif sel-sel mesenkim akan menyababkan soket terkolonisasi oleh

jaringan granulasi. Jaringan granulasi yang terdiri dari jaringan pembuluh darah
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baru, sel radang, dan eritrosit akan menggantikan seluruh bekuan darah dalam
waktu seminggu. Jaringan ini akan digantikan oleh provisional matrix (PM), yang
kaya sel mesenkim, serabut kolagen, serta pembuluh darah yang akan membentuk
finger-like formation dari jaringan tulang muda yang berfungsi sebagai scaffold
(rangka awal) pada proses re-epitelisasi, angiogenesis, dan osteogenesis (Cohen
dan Levy, 2014; Pratama, 2016).

2.3.2 Penyembuhan Luka Jaringan Keras Soket Gigi Pasca Ekstraksi

Penyembuhan jaringan keras soket dimulai bersamaan dengan pergantian
koagulum menjadi jaringan granulasi (Vieira et al., 2015). Proses pembentukan
tulang baru atau osteogenesis sangat dipengaruhi oleh peran sel osteoblas. Sel ini
dapat berasal dari tiga sumber, yaitu periosteum, endosteum, dan sel mesenkim
yang bersirkulasi (Hupp et al., 2014). Faktor pertumbuhan yang dihasilkan pada
fase inflamasi yaitu TGF-B dan bone morphogenetic protein (BMP), akan memicu
proliferasi dan diferensiasi sel-sel tersebut menjadi osteoblas (Sykaras dan
Opperman, 2003).

Proses pembentukan tulang pada soket gigi diawali oleh pembentukan PM
yang kaya akan sel mesenkim. Sel mesenkim akan berdiferensiasi menjadi sel
osteoblas mesenkimal (mesenchymal osteoblast atau MOBL) yaitu sel yang
mononuklear, sitoplasmanya basofil dan berbentuk kuboid atau oval (Gorustovich
et al., 2008). Proses pembentukan jaringan tulang yang diperantarai oleh sel
mesenkim yang berdiferensiasi ini disebut proses intramembranous ossification
(Shapiro et al., 2008; Vieira et al., 2015) (lihat Tabel 2.2).

Proses intramembranous ossification diawali oleh berdiferensiasinya sel
mesenkim dalam PM menjadi sel MOBL pada hari ke-3 pasca ekstraksi (Dong-Ju

et al., 2012). Sel MOBL mensekresikan kolagen tipe 1 secara sirkumferensial
(3600) pada matriks ekstraselular di sekelilingnya. Selanjutnya kolagen akan

beragregasi secara acak dan membentuk jaringan tulang muda atau immature bone
yang disebut woven bone (WB). Jaringan ini hiperselular dengan sel MOBL dan
terbentuk dari anyaman serabut kolagen yang tersusun secara acak. Anyaman

tulang ini berfungsi sebagai scaffold (kerangka awal) untuk deposisi kolagen
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lanjutan untuk membentuk jaringan tulang yang lebih matur (Shapiro, 2008;
Vieira et al., 2015).

Tabel 2.3 Tahapan pembentukan jaringan tulang baru dalam proses intramembranous

ossification
Hari ke- Tahapan proses intramembranous ossification
(pasca ekstraksi)

1-2 Pembentukan blood clot (BC) dan koagulum, fase inflamasi

2-4 e Perubahan koagulum menjadi jaringan granulasi
e Pembentukan provisional matrix (PM)
o Proliferasi sel mesenkim menjadi sel MOBL

7 ¢ Bentukan woven bone (anyaman tulang) (WB) terlihat di

dinding perifer dan dasar soket
e Sel MOBL menuju permukaan woven bone dan menjadi sel
SOBL

8-9 Sel SOBL mendeposisikan kolagen pada woven bone yang
menghasilkan bentukan lamellar bone (LB) yang seperti pulau-
pulau (spicules)

10 Bentukan lamellar bone di perifer dan dasar soket bertemu di
pusat (center) soket

14 Peningkatan massa tulang dan ketebalan tulang trabekula

21 Pembentukan tulang selesai. Soket terisi penuh dengan lamellar
bone yang membentuk jaringan tulang trabekula yang padat.

>21 Fase remodeling oleh osteoblas dan osteoklas

Sumber : Shapiro, 2008; Dong-Ju et al., 2012; Vieira et al., 2015

Pada hari ke-7 pasca ekstraksi, WB mulai terlihat di tepi dan dasar soket.
Bentukan WB akan meluas dengan pola sentripetal, yang bermula dari tulang
lama di tepi soket menuju pusat soket yang memicu pertemuan antar WB yang
baru terbentuk dan membentuk pola trabekula (Larjava, 2012). Ketika
pembentukan WB sebagai scaffold telah mencukupi, sel MOBL mulai bergerak ke
permukaan WB yang selanjutnya disebut osteoblas permukaan (surface osteoblast
atau SOBL). Sel ini juga mensekresikan kolagen tipe 1 dan melanjutkan deposisi
kolagen secara paralel hanya pada permukaan WB (Shapiro, 2008). Sel SOBL
yang aktif mensekresikan kolagen berbentuk kuboid, sedangkan yang tidak aktif
berbentuk pipih atau sering disebut lining cells (Gorustuvich et al., 2008).
Deposisi kolagen secara paralel oleh SOBL ini akan menghasilkan jaringan tulang
yang lebih matur yang disebut lamellar bone (LB) (Shapiro, 2008). LB adalah
bentukan jaringan tulang sekunder (mature bone) yang sel MOBL-nya lebih

sedikit, ada sel osteoblas permukaan (surface osteoblast atau SOBL) di sepanjang
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permukaannya, serta osteosit (osteoblas berbentuk pipih) di dalam matriksnya
(Shapiro, 2008). Remodeling dari WB menjadi LB merupakan tahapan yang
esensial untuk membentuk jaringan tulang baru yang kuat (Shapiro, 2008).

Pada hari ke-10 pasca ekstraksi, bentukan LB seperti pulau-pulau atau
spicule sudah terlihat, dan menunjukkan jaringan tulang baru semakin matur
(Dong-Ju et al.,, 2012). Pada hari ke-14 pasca ekstraksi, terjadi peningkatan
volume tulang dan ketebalan tulang trabekula diakibatkan oleh meningkatnya
jumlah trabekula secara progresif dan terdapat reduksi dari pelepasan trabekula
(Vieira et al., 2015).

Pembentukan jaringan tulang dikatakan selesai ketika soket gigi terisi penuh
oleh bentukan LB yang membentuk jaringan tulang trabekula yang padat. Hal
tersebut terjadi pada hari ke-21 pasca ekstraksi. Ketika jaringan tulang baru telah
selesai dibentuk, tahapan selanjutnya adalah remodeling oleh sel osteoblas dan
osteoklas. Peningkatan jumlah osteoklas akan diiringi dengan stabilisasi dari
densitas osteoblas yang berlangsung secara berkesinambungan (Vieira et al.,
2015).

2.4 Densitas Tulang Alveolar

Densitas adalah ukuran yang menunjukkan kepadatan tulang. Densitas
tulang adalah marker yang dapat digunakan sebagai parameter besarnya resiko
terjadinya fraktur tulang serta progresifitas penyembuhan tulang (Tahir, 2009).
Kemampuan tulang untuk melawan resiko terjadinya fraktur disebut dengan
kekuatan tulang. Kekuatan tulang ditentukan oleh integrasi dari kuantitas, kualitas
dan pergantian tulang (Unnanuntana et al., 2011). Kuantitas tulang erat kaitannya
dengan densitas tulang atau disebut bone mineral density (BMD), yaitu
banyaknya massa tulang (gram) yang terkandung per unit volum tulang (cm®).
BMD memberikan sumbangan terbesar pada kekuatan tulang yaitu lebih dari tiga
kuartil dari kekuatan tulang total (Kyrgidis et al., 2011).

Densitas tulang terbentuk dari ikatan serabut-serabut kolagen dengan kristal
hidroksiapatit. Serabut kolagen adalah salah satu penyusun matriks organik

tulang. Matriks organik tulang terdiri atas serat kolagen sebesar 90-95%, dan
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sisanya dibentuk oleh medium gelatinosa homogen yang disebut dengan substansi
dasar (Guyton dan Hall, 2007).

Densitas tulang dipengaruhi oleh keseimbangan dinamik antara proses
pembentukan dan penyerapan tulang. Bila pertumbuhan linear dan volume massa
tulang maksimal telah tercapai, proses remodeling bertujuan untuk
mempertahankan massa tulang (Setyorini et al., 2009). Proses remodeling
merupakan proses yang seimbang antara penyerapan tulang dan pengisian kembali
celah penyerapan tersebut, hal itu dapat menyebabkan meningkatnya kepadatan
tulang (Ganong, 2003).

Densitas tulang dapat digunakan dalam evaluasi progresifitas penyembuhan
tulang. Selama ini penyembuhan tulang diukur melalui pemeriksaan secara
histologis dan radiologis. Meskipun evaluasi secara histologis dianggap sebagai
standar yang sangat baik dalam mengukur pertumbuhan tulang di dalam kavitas
atau defek tulang, metode ini memiliki beberapa kelemahan. Keterbatasan dari
potongan jaringan histologis adalah hanya mampu menunjukkan area yang
spesifik pada suatu daerah tertentu, tidak pada keseluruhan daerah defek, sehingga
dapat menghambat perbandingan hasil dari pengukuran. Selain itu, pertumbuhan
tulang di dalam kavitas dapat menunjukkan pola yang tidak teratur, sehingga
analisis histologis menggunakan potongan dari satu area belum tentu dapat
mewakili pertumbuhan tulang di daerah lainnya (Filho et al., 2011).

Pemeriksaan secara radiografis, khususnya dengan teknik radiografi digital,
telah banyak digunakan dalam penelitian yang menyelidiki kerusakan tulang,
evaluasi dari perbaikan tulang serta pembentukan jaringan tulang. Metode ini
efisien dalam mendeteksi lesi tulang, menghitung nilai densitas tulang, serta dapat
diolah menggunakan alat perangkat lunak yang akan membantu dalam visualisasi,
pembatasan dan pengukuran dari lesi atau defek tulang (Martins et al., 2005).
Densitas tulang dapat dihitung melalui analisis tingkat radiopasitas tulang dalam
radiograf digital, yang dinyatakan sebagai optical density. Nilai optical density
didapatkan dari nilai mean gray level pada kotak histogram dalam software Adobe
Photoshop setelah diaplikasikan pada radiograf digital tulang (Barbosa et al.,
2014). Daerah yang paling radiopak atau paling besar densitas tulangnya akan

mengeluarkan nilai mean gray level sebesar 256, sementara daerah yang paling
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radiolusen atau paling rendah densitas tulangnya akan mengeluarkan nilai mean 0
(Yustiawan, 2015).

2.5 Hipotesis

Berdasarkan tinjauan pustaka, hipotesis penelitian ini adalah pemberian
ekstrak kitosan limbah kulit udang vannamei (Litopenaeus vannamei) secara oral
dapat meningkatkan densitas tulang alveolar pasca ekstraksi pada tikus Wistar

jantan.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratoris, dengan
rancangan penelitian the post test only control group design yaitu melakukan
pengukuran sesudah perlakuan diberikan, kemudian membandingkan hasilnya
dengan kelompok kontrol (Notoatmodjo, 2005).

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Teknologi Pangan Politeknik
Negeri Jember untuk pembuatan ekstrak limbah kulit udang vannamei
(Litopenaeus vannamei), Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember bagian Farmakologi dan Hewan Coba untuk proses
perlakukan hewan coba, dan Laboratorium Klinik Parahita Jember untuk

pembuatan foto rontgen sampel tulang hewan coba.

3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan November 2017 — Januari 2018.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah pemberian ekstrak limbah kulit

udang vannamei secara oral dengan konsentrasi 5%.

3.3.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah densitas tulang alveolar pasca
ekstraksi gigi.

3.3.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah:
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Pembuatan ekstrak kitosan limbah kulit udang vannamei.

S

Dosis ekstrak kitosan limbah kulit udang vannamei.

Kriteria hewan coba.

o o

Tahap perlakuan hewan coba.

@

Teknik pembuatan foto radiografi tulang alveolar.

f. Teknik pengukuran densitas tulang alveolar.

3.4 Definisi Operasional Penelitian
3.4.1 Ekstrak Kitosan Limbah Kulit Udang Vannamei (Litopenaeus vannamei)
Ekstrak kitosan limbah kulit udang vannamei (Litopenaeus vannamei)
adalah ekstrak berbentuk bubuk yang dihasilkan dari ekstraksi limbah kulit kepala
dan kulit badan udang vannamei yang didapatkan dari Tambak Anugrah Makmur
di Desa Tanjung Demung, Kecamatan Besuki, Kabupaten Situbondo. Ekstrak
kitosan limbah kulit udang vannamei diberikan pada tikus secara oral dalam
bentuk larutan kitosan 5% dengan dosis 100 mg/200 gram BB. Larutan kitosan
5% setara dengan bubuk kitosan sebanyak 0.5 gr yang dilarutkan dengan asam
asetat 1% sebanyak 10 ml.

3.4.2 Densitas Tulang Alveolar

Densitas tulang atau disebut bone mineral density (BMD) dalam penelitian
ini adalah banyaknya massa tulang yang terbentuk yang diinterpretasikan melalui
radiopasitas jaringan tulang pada radiograf digital secara dua dimensi. Densitas
tulang yang diukur secara radiografis dinyatakan dalam optical density. Nilai
optical density didapatkan dari penghitungan mean gray level pada tool histogram
software Adobe Photoshop CC 2018 yang diaplikasikan pada radiograf digital
tulang alveolar pasca ekstraksi gigi tikus Wistar jantan. Penghitungan dilakukan
secara vertikal pada tiga daerah yaitu apikal, medial, dan koronal soket gigi molar
satu kiri bawah pada hari ke-21 dan ke-28 pasca ekstraksi gigi. Semakin besar

nilai mean gray level menunjukkan nilai optical density yang semakin besar.
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3.4.3 Ekstraksi Gigi

Ekstraksi gigi dilakukan pada molar satu kiri rahang bawah tikus
menggunakan sonde setengah lingkaran, ekskavator, artery clamp dan pinset.
Sebelum dilakukan ekstraksi, tikus dianastesi dengan ketamin secara

intraperitoneal.

3.5 Sampel Penelitian
3.5.1 Kriteria Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih galur Wistar

(Rattus norvegicus) dengan kriteria sebagai berikut:

a. Tikus putih galur Wistar jenis kelamin jantan

b. Tikus berumur 2-3 bulan

c. Tikus dengan berat 180-250 gram

d. Tikus dalam keadaan sehat dan tidak memiliki kelainan atau cacat

3.5.2 Besar Sampel
Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah berdasarkan

rumus (Daniel, 2005), yaitu:

72 .2
n= 7
n = jumlah sampel minimum
o = standar deviasi sampel
d = kesalahan yang masih dapat ditolerir, diasumsikan d = ¢

Z = konstanta pada tingkat kesalahan tertentu, jika & = 0.05 maka Z = 1,96

Pada penelitian ini, nilai 6 diasumsikan sama dengan nilai d, hal ini karena

nilai 02 sangat jarang diketahui, maka penghitungan besar sampel adalah sebagai

berikut : . (1,96)2.(52

o2

= (1,96)?
= 3,84 (dibulatkan menjadi 4)
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Berdasarkan perhitungan rumus, jumlah sampel minimal adalah 4 pada
setiap kelompok. Pada penelitian ini digunakan 5 sampel pada setiap kelompok

penelitian.

3.6 Penghitungan Dosis
3.6.1 Dosis Ekstrak Kitosan Limbah Kulit Udang Vannamei (Litopenaeus
vannamei)

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Hanifah dan Darmawan (2015),
dosis efektif kitosan pada hewan coba tikus adalah 100 mg/200 gram BB per hari.
Jika dikonversikan untuk tikus pada penelitian ini, maka dosis ekstrak Kkitosan
limbah kulit udang vannamei yang digunakan adalah 90-125 mg/180-250 gram
BB tikus per hari (Lampiran E. Penghitungan Dosis).

3.6.2 Dosis Ketamin

Menurut Pusat Penelitian dan Pengembangan Peternakan (2016), dosis
ketamin intraperitoneal yang digunakan untuk anestesi tikus adalah 40-100 mg/kg
BB. Ketamin yang digunakan dalam penelitian ini mempunyai konsentrasi 1000
mg/10 ml. Jika dikonversikan untuk tikus pada penelitian ini, maka dosis ketamin
yang digunakan adalah 0,72-0,1 ml/180-250 gram BB tikus (Lampiran E.

Penghitungan Dosis).

3.7 Alat dan Bahan Penelitian
3.7.1 Alat Penelitian

Kandang tikus (Citra Plastics, Indonesia)

o &

Tempat makan dan minum tikus
Timbangan digital (Camry EK 3650, China)
Sonde lambung (FKG UNEJ, Indonesia)

Ekskavator besar dan kecil (Schezer, Germany)

o o

Sonde setengah lingkaran (Dentica, Pakistan)

Artery clamp (Onemed, Indonesia)

o Q —H @

Pinset (Dentica, Pakistan)
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. Disposable syringe (Onemed, Indonesia)

Dental rat chair (FKG UNEJ, Indonesia)
Blender (National, Indonesia)

Neraca digital (Pioneer, Ohaus Corp., USA)

. Gelas ukur (Iwaki Pyrex, Japan)

Tabung reaksi (Iwaki Pyrex, Japan)

Mortar dan pastle (RRC, China)

Oven (Binder, Germany)

Blade dan Scalpel (Meiden Stainless, Japan)
Gunting bedah (Dentica, Pakistan) dan pisau malam
Toples kedap udara (Lion Star, Indonesia)

Pot jaringan (Aneka Kimia, Indonesia)

. Sarung tangan dan masker (Onemed, Indonesia)
. Papan bedah
. Baki stainless steel

. Spidol, kertas label, dan kertas saring

Foto rontgen thorax (Toshiba Rotanode DRX-1603B, Japan). Digunakan
foto rontgen thorax FCR dengan computed radiography agar semua
sampel tulang dapat difoto secara bersamaan dalam 1 film sehingga
mengurangi resiko bias.

Software Adobe Photoshop CC 2018 (Adobe System, California, USA)

3.7.2 Bahan Penelitian

a.

o

o o

@

Kulit kepala dan kulit badan udang vannamei yang didapatkan dari
Tambak Anugrah Makmur, Desa Tanjung Demung, Kecamatan Besuki,
Kabupaten Situbondo.

Larutan NaOH 8% dan 50% (Makmur Sejati, Indonesia)

Larutan HCI 1.25 N (Fakultas Farmasi UNEJ, Indonesia)

Aquades (Widatra Bhakti, Indonesia)

Larutan asam asetat 1% (Makmur Sejati, Indonesia)

Larutan saline 3% (Otsuka, Indonesia)
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Ketamin HCI (KTM-100, Indonesia)
h. Eter (Merck KgA, Jerman)
i.  Larutan buffer formalin 10% (FKG UNEJ, Indonesia)
J.  Cotton pellete
k. Pakan standar hewan coba (Turbo 521, Indonesia)
I.  Air minum hewan coba

m. Serbuk kayu

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Ethical Clearence

Sebelum dilakukan penelitian, mengurus perizinan pelaksanaan penelitian
berupa ethical clearance ke Komisi Etik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas
Jember, dengan Ethic Committee Approval No. 037/UN25.8/KEPK/DL/2018.

3.8.2 Persiapan Hewan Coba

20 ekor tikus Wistar jantan yang berumur 2-3 bulan dengan berat badan
awal berkisar 200 gram diadaptasikan dalam kandang selama 7 hari dan diberi
makanan standar tikus dan minum setiap hari secara ad libitum. Setiap 1 kandang
maksimal diisi oleh 3 tikus. Proses adaptasi dilakukan untuk memperoleh
keseragaman (homogenesitas), mengurangi stres hewan coba sebelum dilakukan

penelitian serta untuk memenuhi kriteria penelitian.

3.8.3 Pembuatan Ekstrak Kitosan Limbah Kulit Udang VVannamei (Litopenaeus
vannamei)

Pembuatan ekstrak kitosan dilakukan melalui isolasi senyawa Kitin dan
kitosan dengan menggunakan metode yang dikembangkan olen No dan Meyers
(1997) dengan cara sebagai berikut:

a. Limbah kulit kepala dan kulit badan udang vannamei dicuci dan dibersihkan
dengan air kemudian dikeringkan di bawah sinar matahari selama +30-60
menit. Limbah kulit udang kering sebanyak +450 gram dihaluskan dengan
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menggunakan blender tanpa air hingga didapatkan bubuk limbah kulit
sebanyak 400 gram.

. Tindakan Deproteinasi (penghilangan protein) dilakukan agar limbah kulit
udang tidak cepat mengalami pembusukan. Deproteinasi membutuhkan
larutan basa (NaOH). Dilakukan dengan cara mencampurkan bubuk limbah
kulit udang vannamei ke dalam NaOH 8% rasio 1:6 (b/v) pada suhu 80-85°C
selama 1 jam. Setelah itu padatan dinetralkan dengan aquades dan disaring
dengan kertas saring, kemudian dimasukkan oven hingga kering (Akbar et al.,
2015).

Tindakan Demineralisasi (penghilangan mineral) pada bubuk hasil

deproteinasi. Tahap ini membutuhkan larutan asam (HCI). Ketika HCI

dicampurkan pada bubuk hasil deproteinasi (CaCO3) akan mengeluarkan

gelembung CO; dan air (H20) sehingga menyisakan CaCly hasil proses ini

disebut kitin. Demineralisasi dilakukan dengan cara mencampurkan bubuk
hasil deproteinasi ke dalam HCI 1,25 N rasio 1:10 (b/v) pada suhu 100°C
selama 2 jam. Setelah itu padatan dinetralkan dengan aquades dan disaring
dengan kertas saring, kemudian dikeringkan dengan oven pada suhu 80°C
selama 24 jam (Akbar et al., 2015; Bargly, 2016).

. Tindakan Deasetilisai (penghilangan gugus asetil) untuk pembuatan kitosan.
Tindakan ini membutuhkan larutan basa (NaOH). Ketika terjadi pencampuran

ekstrak kitin dengan NaOH, terjadi adisi OH pada amida kemudian terjadi
eliminasi gugus COCHg3, sehingga terbentuklah NHj» yang berikatan dengan

polimer kitin. Hasil proses ini merupakan senyawa yang disebut dengan
kitosan. Deasetilasi dilakukan dengan cara mencampurkan Kkitin ke dalam
NaOH 50% rasio 1:20 (b/v) pada suhu 120°C selama 1 jam. Setelah itu
padatan dinetralkan dengan aquades dan disaring dengan kertas saring,
kemudian dikeringkan dengan oven pada suhu 100°C selama 24 jam (Barqly,
2016).
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3.8.4 Persiapan Ekstrak Kitosan Limbah Kulit Udang Vannamei (Litopenaeus
vannamei)
a. Pembuatan larutan menggunakan rumus sebagai berikut (Puriwiyanto,
2013): M1xV1=M2xV2
M = konsentrasi
V2 =V1 + pelarut
b. Pembuatan larutan asam asetat 1%.
Berdasarkan hasil perhitungan diperlukan asam asetat 100% sebanyak 1 ml
untuk dicampurkan kedalam aquades 100 ml sehingga didapatkan asam
asetat 1%.
c. Pembuatan larutan kitosan 5%.
Berdasarkan hasil perhitungan diperlukan bubuk kitosan sebanyak 0.5 gr
untuk dicampurkan ke dalam asam asetat 1% sebanyak 10 ml sehingga
didapatkan kitosan 5%. Bubuk kitosan dan asam asetat dicampur dengan
mortar dan pastle hingga homogen kemudian dimasukkan didalam
disposable syringe. Untuk penentuan pemberian larutan kitosan 5% pada
tikus sesuai dosis digunakan konversi rumus perbandingan yang dapat
dilihat pada Lampiran E.

3.8.5 Pengelompokan dan Perlakuan Hewan Coba
Hewan coba sebanyak 20 ekor tikus Wistar jantan dibagi secara acak
menjadi 2 kelompok, yaitu:

1) Kelompok I adalah kelompok kontrol yang terdiri dari 10 ekor tikus Wistar.
Kelompok ini dibagi menjadi 2 sub kelompok, dengan 5 ekor tikus pada setiap
sub kelompok. Perlakuan hewan coba dijabarkan sebagai berikut: melakukan
anastesi hewan coba dengan ketamin secara intraperitoneal, kemudian gigi
molar satu Kiri bawah hewan coba diekstraksi. Pasca ekstraksi gigi, tikus diberi
larutan saline secara oral sekali dalam sehari. Tikus diberi pakan standar dan
air minum secara ad libitum.

a. Pada hari ke-21 hewan coba dieutanasia dan dilakukan pengambilan sampel

tulang hewan coba (kelompok Saline 21).
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b. Pada hari ke-28 hewan coba dieutanasia dan dilakukan pengambilan sampel
tulang hewan coba (kelompok Saline 28).

2) Kelompok Il adalah kelompok perlakuan yang terdiri dari 10 ekor tikus Wistar.
Kelompok ini dibagi menjadi 2 sub kelompok, dengan 5 ekor tikus pada setiap
sub kelompok. Perlakuan hewan coba dijabarkan sebagai berikut: melakukan
anastesi hewan coba dengan ketamin secara intraperitoneal, kemudian gigi
molar satu kiri bawah hewan coba diekstraksi. Pasca ekstraksi gigi, tikus diberi
larutan ekstrak kitosan limbah kulit udang vannamei dengan dosis 100 mg/200
gram BB secara oral sekali dalam sehari. Tikus diberi pakan standar dan air
minum secara ad libitum.

a. Pada hari ke-21 hewan coba dieutanasia dan dilakukan pengambilan sampel
tulang hewan coba (kelompok Kitosan 21).

b. Pada hari ke-28 hewan coba dieutanasia dan dilakukan pengambilan sampel
tulang hewan coba (Kelompok Kitosan 28).

3.8.6 Ekstraksi Gigi Hewan Coba

Ekstraksi molar satu kiri bawah tikus dilakukan pada masing- masing
kelompok yang sebelumnya telah dianastesi dengan ketamin dengan dosis
terendah untuk injeksi intraperitoneal yaitu 40 ml/kg BB (Pusat Penelitian dan
Pengembangan Peternakan, 2016), dosis yang digunakan pada tikus adalah 0,72-
0,1 ml/180-250 gram BB tikus. Anastesi dilakukan dengan cara menginjeksi
ketamin menggunakan disposable syringe pada bagian kuadran posterior abdomen
tikus. Ekstraksi gigi dilakukan dengan cara memasukkan sonde setengah
lingkaran ke dalam sulkus gingiva untuk merusak perlekatan gingiva dan gigi.
Lalu gigi digoyang dengan menggunakan artery clamp serta diungkit dengan
menggunakan ekskavator kecil. Dilakukan secara hati-hati dengan arah dan
gerakan yang menimbulkan trauma minimal. Darah yang tersisa pada soket pasca

ekstraksi dibersihkan dengan cotton pellete.
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3.8.7 Pengambilan Sampel Tulang Hewan Coba

Setelah seluruh perlakuan selesai selama 21 hari dan 28 hari, tikus pada
seluruh kelompok dieutanasia dengan cara over inhalasi eter hingga tidak
terdeteksi denyut jantung dan pernafasannya. Pengambilan sampel tulang alveolar
tikus dilakukan dengan cara memotong mandibula Kiri tikus dari regio molar satu
sampai molar tiga, kemudian mandibula difiksasi dalam larutan buffer formalin
10% minimal selama 24 jam. Fiksasi bertujuan untuk mencegah terjadinya proses
autolisis, mempertahankan morfologi sel, serta mencegah pertumbuhan jamur dan
bakteri.

3.8.8 Pembuatan Foto Rontgen Sampel Tulang Hewan Coba

Pembuatan foto rontgen tulang sampel tikus dilakukan di Laboratorium
Parahita, Jember. Penentuan kepadatan tulang diukur melalui analisis digital
optical density dari radiopasitas pada radiograf digital tulang. Digunakan foto
rontgen thorax agar semua sampel tulang dapat difoto secara bersamaan dalam 1
film sehingga mengurangi resiko bias. 20 sampel tulang mandibula Kiri tikus
diletakan berjejer pada imaging plate, kemudian sampel tulang difoto. Pengolahan
foto rontgen dilakukan dengan cara digital (computed radiography). Hasil foto
pada imaging plate diubah menjadi sinyal digital yang selanjutnya ditampilkan

pada monitor komputer kemudian file disimpan dalam flash disk.

3.8.9 Pengukuran Densitas Tulang Alveolar Pasca Ekstraksi Gigi

Penghitungan densitas tulang alveolar pasca ekstraksi gigi dilakukan secara
manual pada hasil digital radiograf. Pengukuran dibagi secara vertikal pada tiga
daerah, yaitu koronal, medial, dan apikal dari soket molar satu kiri rahang bawah
pasca esktraksi menggunakan bantuan tool grid pada Adobe Photoshop CC 2018.
Grid membagi tiga daerah secara vertikal dengan ketinggian masing-masing
sebesar 0,056 inci atau sekitar 1,42 mm. Untuk lebar grid disesuaikan dengan
lebar soket tiap sampel. Lebar soket berkisar antara 0,167 inci (4,24 mm) sampai
dengan 0,361 inci (9,17 mm).
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Setiap gambar dianalisis melalui nilai gray level pada kotak histogram pada
software Adobe Photoshop CC 2018, dengan tahapan sebagai berikut:
a. Memasukkan softfile hasil foto rontgen pada software Adobe Photoshop CC

2018 dengan cara klik File — Open, kemudian akan muncul gambar seperti di

bawah ini:

Gambar 3.1 Tampilan foto rontgen digital yang memuat 20 sampel tulang setelah
dimasukkan kedalam Adobe Photoshop CC 2018

b. Untuk memudahkan penghitungan densitas, gambaran radiograf dari setiap

sampel pada kelompok kontrol dan kelompok perlakuan perlu diberbesar.

(©) (D)

Gambar 3.2 Tampilan foto rontgen tiap sampel saat diperbesar. (A) Sampel foto
kelompok Saline 21. (B) Sampel foto kelompok Saline 28. (C) Sampel
foto kelompok Kitosan 21. (D) Sampel foto kelompok Kitosan 28.
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c. Untuk perbesaran sampel dapat diatur hingga perbesaran 400%. Kemudian
memunculkan kotak histogram yang akan menunjukkan nilai mean gray level

dengan cara klik Window — Histogram. Lalu akan tampak seperti ini:
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Gambar 3.3 Tampilan foto rontgen tiap sampel pada ukuran 400% dengan kotak
histogram yang akan memunculkan nilai mean gray level

d. Untuk memunculkan grid atau garis yang berfungsi untuk membagi tiga daerah
pada tulang alveolar secara vertikal (apikal, medial dan koronal) yaitu dengan
cara klik View — Show — Grid. Lalu akan tampak gambar seperti di bawah:
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Gambar 3.4 Tampilan foto rontgen tiap sampel tulang dengan grid
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e. Nilai densitas tulang alveolar atau digital optical density didapatkan dari nilai
mean gray level pada kotak histogram. Untuk mendapatkan nilai tersebut,
block area yang akan dihitung densitasnya sesuai dengan tinggi dan lebar soket.
Nilai mean akan muncul secara otomatis pada kotak histogram. Penghitungan
dimulai dari daerah apikal, lalu ke medial, dan terakhir pada daerah koronal.

Gambar 3.7 Penghitungan densitas tulang alveolar pada daerah koronal
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Meszin: Lewvel:
Std Dev: Count:
Median: Percentile:
Picels: 76 Cache Leval: 1

Gambar 3.8 Tampilan kotak histogram yang menunjukkan nilai mean gray level

Tulang alveolar dengan densitas (optical density) paling besar atau memiliki
radiopasitas tertinggi akan mengeluarkan nilai mean gray level sebesar 256,
sementara tulang dengan densitas paling rendah atau paling radiolusen akan

mengeluarkan nilai mean gray level sebesar 0 (Yustiawan, 2015).

3.9 Analisis Data

Data penelitian yang diperoleh ditabulasikan, kemudian dilakukan uji
normalitas dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk dan uji homogenitas dengan
menggunakan uji Levene dengan nilai signifikansi 95% (p=0,05). Jika data
berdistribusi normal dan homogen, dilanjutkan dengan uji statistik parametrik
menggunakan uji One Way ANOVA untuk menguji hipotesis komparatif dengan
cara membandingkan subyek yang berjumlah lebih dari dua dengan data berskala
rasio dengan nilai signifikansi 95% (p<0,05). Selanjutnya, dilakukan uji lanjut
LSD (Least Significance Different) untuk mengetahui perbedaan secara
signifikan.
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Sampel 20 ekor tikus Wistar jantan

v

Kelompok Kontrol
(10 ekor tikus)

!

Ekstraksi gigi molar satu
Kiri bawah

}

Pemberian larutan saline
secara oral 1x1/ hari

I

Eutanasia dengan cara
over-inhalasi eter

.

5 ekor hari 5 ekor hari
ke-21 ke-28

v

Kelompok Perlakuan
(10 ekor tikus)

}

Ekstraksi gigi molar satu
Kiri bawah

I

Pemberian larutan kitosan
5% dosis 100 mg/200 gr BB
secara oral 1x1/ hari

A 4

Eutanasia dengan cara
over-inhalasi eter

a

5 ekor hari 5 ekor hari
ke-21 ke-28

}

Pengambilan tulang sampel

A 4

Foto Rontgen

A 4

Pengukuran densitas tulang alveolar dengan software
Adobe Photoshop CC 2018

A 4

Analisis Data
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Pemberian ekstrak kitosan limbah kulit udang vannamei (Litopenaeus

vannamei) secara oral memiliki efek berupa peningkatan densitas tulang alveolar

pasca ekstraksi gigi pada tikus Wistar jantan.

5.2.

Saran

Berdasarkan hasil penelitian tersebut, penulis dapat memberikan saran

sebagai berikut.

a.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan waktu yang lebih lama untuk
menganalisis pengaruh pemberian kitosan terhadap stabilitas nilai densitas
tulang pada proses regenerasi tulang pasca ekstraksi gigi.

Dapat dilakukan penelitian dengan sampel tulang pada organ tubuh yang
berbeda untuk mengetahui efek pemberian kitosan terhadap jaringan tulang
pada tubuh secara keseluruhan.

Melakukan modifikasi sehingga ekstrak yang dihasilkan berbentuk mikro-
kitosan atau nano-kitosan untuk meningkatkan efektivitas pemberian dan
metabolisme kitosan dalam tubuh.

Dapat dilakukan metode pemeriksaan radiografi dengan alat microcomputed
tomography (micro-CT) yang dapat memberikan gambaran tulang alveolar
pasca ekstraksi gigi secara tiga dimensi dalam resolusi tinggi.

Dapat dilakukan penelitian lebih lanjut dengan kriteria umur atau tingkat
kesegaran dari limbah kulit udang vannamei yang berbeda untuk menganalisis
dan membandingkan kualitas ekstrak kitosan yang dihasilkan dari limbah kulit

udang tersebut.
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Lampiran A. Surat Keterangan Ethical Clearance
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= The Research Ethic Committee Faculty of Dentistry Universitas Jember states that

K= the above protocol meets the ethical principle outlined and therefore can be carried out.

Jember, February 10%, 2018
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Lampiran B. Surat Ijin Penelitian Laboratorium Biomedik

KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI

UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS KEDOKTERAN GIGI

JI Kalimantan No. 37 Jember ®(0331) 333536, Fak. 331991

Nomor

Perihal

1 423| /UN25.8.TL/2017
: Ijin Penelitian

Kepada Yth

Kepala Laboraturium Biomedik

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

Di

Jember

Dalam rangka pengumpulan data penelitian guna penyusunan skripsi maka. dengan
hormat kami mohon bantuan dan kesedizannya untuk memberikan ijin penelitian bagi
mahasiswa kami dibawah ini :
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NIM
Semester/Tahun
Fakultas
Alamat

Judul Penelitian

Lokasi Penelitian
Data/alat yang dipinjam

Waktu
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Dosen Pembimbing

: Aulia Rahma Elnisa

: 141610101074

1 2017/2018

: Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

: JI. Danau Toba VI1/No.223 Jember

: Efek Ekstrak Kitosan Limbah Kulit Udang

Vannamei (Litopenaeus Vannamei) Terhadap
Densitas Tulang Alveolar Pasca Ekstraksi Pada
Tikus Wistar Jantan

: Laboraturium Farmakologi Fakultas Kedokteran

Gigi Universitas Jember

¢ Neraca, gelas ukur, dental rat chair, dlI
: November 2017 s/d Selesai
: Untuk Mengetahui Efek Ekstrak Kitosan Limbah

Kulit Udang Vannamei (Litopenaeus Vannamei)
Terhadap Densitas Tulang Alveolar Pasca
Ekstraksi Pada Tikus Wistar Jantan

¢ 1. drg, Zainul Cholid, Sp.BM

2. drg. Abdul Rochim, M.Kes, M.MR

Demikian atas perkenan dan kerja sama yang baik disampaikan terimakasih
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Lampiran C. Alat dan Bahan Penelitian

Keterangan:

A. Timbangan digital Disposable syringe 5 ml

. Dental rat chair . Pisau malam
. Toples kedap udara Pinset
. Timbangan digital Artery clamp

Gunting bedah
. Sarung tangan Sonde setengah lingkaran
. Masker Ekskavator kecil

B

C

D

E. Papan bedah
F

G

H. Kain lap

Ekskavator besar
Blade dan scalpel
Spidol

I. Cotton pallete

cHd4» 3O0T Oz

J. Baki stainless steel

K. Disposable syringe 1 ml
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Sonde lambung

T —

#52is s amaaE

Kandang tikus beserta serbuk kayu, tempat makan + pakan standart dan
tempat minum + air minum

53
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Kulit kepala dan kulit badan udang vannamei Larutan saline 3%

Aquades Larutan NaOH dan Larutan HCI Buffer formalin 10%

Larutan asam asetat 1% Ketamin HCI Eter
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Foto Thorax FCR dengan sampel tulang Pengolahan foto rontgen secara
kelompok kontrol dan kelompok computed radiography
perlakuan pada imaging plate

Hasil foto rontgen sampel tulang tikus yang akan dihitung densitasnya
menggunakan software Adobe Photoshop CC 2018
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Lampiran D. Penghitungan Besar Sampel
Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah berdasarkan
rumus (Daniel, 2005), yaitu:

Z2% .62
n= d2

n = jumlah sampel minimum
o = standar deviasi sampel

d
Z = konstanta pada tingkat kesalahan tertentu, jika & = 0.05 maka Z = 1,96

kesalahan yang masih dapat ditolerir, diasumsikan d = ¢

Pada penelitian ini, nilai 6 diasumsikan sama dengan nilai d, hal ini karena
nilai 02 sangat jarang diketahui, maka penghitungan besar sampel adalah sebagai

berikut :
! (1,96)2.62

2
= (1,96)°
= 3,84 (dibulatkan menjadi 4)
Berdasarkan perhitungan rumus, jumlah sampel minimal adalah 4 pada

setiap kelompok.


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

S7

Lampiran E. Penghitungan Dosis
E.1 Dosis Ekstrak Kitosan Limbah Kulit Udang Vannamei

Menurut Hanifah dan Darmawan (2012), dosis efektif ektrak kitosan limbah
kulit udang vannamei pada hewan coba tikus adalah 100 mg/200 gram BB per
hari.

Berat rata- rata setiap tikus berdasarkan kriteria = 180-250 gram
Dosis ekstrak pada tikus =100 mg/kg BB x 180-250 gr
200 gr
=90 mg-125 mg/ 180-250 gr BB

Konsentrasi kitosan yang digunakan adalah 5%, didapatkan dengan cara
mencampurkan 0,5 gram kitosan kedalam pelarut asam asetat 1% sebanyak 10 ml.
Volume sediaan kitosan 5% yang diberikan pada tikus berdasarkan konversi dosis

tikus, menggunakan perbandingan:
mp _m2

V2 V2
Sebagai contoh untuk tikus dengan berat 180 gram, dosis kitosan yang diberikan

adalah 90 mg (0,09 gr). Volume pelarut yang dibutuhkan adalah:

0,5gr _ 0,09 gr
10 ml Vs
V, = 1,80 ml.

E. 2 Dosis Ketamin

Menurut Pusat Penelitian dan Pengembangan Peternakan (2015), dosis
ketamin intraperitoneal yang digunakan untuk anestesi tikus adalah 40-100 mg/kg
BB. Pada penelitian ini dosis yang digunakan menggunakan dosis terendah yaitu
40 mg/ kg BB.

Dosis yang digunakan =40 mg x 180-250 gr
1000 gr
=7,2-10 mg
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Ketamin yang digunakan dalam penelitian ini mempunyai konsentrasi 1000
mg/10 ml. Dosis ketamin yang dibutuhkan adalah:

1000 mg _ 7,2-10 mg

10 ml X mi
X = 7,2-10 mg
100 ml
= 0,072-0,1ml

Dosis ketamin yang digunakan berdasarkan penghitungan adalah 0,72- 0,1 ml.
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Lampiran F. Hasil Penghitungan Densitas Tulang Alveolar Pasca Ekstraksi

pada Tikus Wistar Jantan

Kelompok Saline 21

Apikal Medial Koronal Mean
1 108.88 90.76 57.21 85.62
2 107 92.04 55.89 84.98
3 103.79 87.78 56.23 82.60
4 101.64 87.07 54.18 80.96
S 103.16 80.54 54.18 79.29
Kelompok Kitosan 21
Apikal Medial Koronal Mean
1 119.41 90.86 67.01 92.43
2 118.9 81.42 67.35 89.22
3 117.92 83.67 57.54 86.38
4 114.8 87.07 56.97 86.28
5 110.72 90.76 57.2 86.23
Kelompok Saline 28
Apikal Medial Koronal Mean
1 117.69 86.72 69.16 91.19
2 115.26 99.01 62.12 92.13
3 111.36 98.01 63.74 91.04
4 109.19 80.26 62.58 84.01
5 111.83 89.07 66.17 89.02
Kelompok Kitosan 28
Apikal Medial Koronal Mean
1 131.52 103.57 78.65 104.58
2 127.69 107.08 76.15 103.64
3 132.65 94.75 71.40 99.60
4 116.98 80.37 67.40 88.25
5 129.52 97.74 70.37 99.21
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Lampiran G. Hasil Analisis Data

G.1 Uji Normalitas Shapiro-Wilk

Tests of Normality

60

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

Kelompok | Statistic df Sig. | Statistic df Sig.
Densitas Kitosan 28 .309 5 133 .843 5 174
Tulang Saline 28 284 5 200  .825 5| 127
Alveolar

Kitosan 21 =327 5 .065 784 5 .060

Saline 21 .205 5 200" 944 5 .696
a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.
G.2 Uji Homogenitas Levene-Test

Test of Homogeneity of Variances
Densitas Tulang Alveolar
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
.883 3 16 471
G.3 Uji One Way ANOVA
ANOVA
Densitas Tulang Alveolar
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 695.962 3 231.987 13.788 .000
Within Groups 269.211 16 16.826
Total 965.173 19
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G.4 Uji Least Significant Difference (LSD)

Densitas Tulang Alveolar

Multiple Comparisons

61

LSD
95% Confidence
Mean Interval
Q) ) Difference Lower Upper
Kelompok Kelompok (1-J) Std. Error Sig. Bound Bound
Kitosan 28 Saline 28 9.57800°| 2.59428 .002 4.0784 15.0776
Kitosan 21 10.94933°(  2.59428 .001 5.4497 16.4490
Saline 21 16.36600"| 2.59428 .000 10.8664 21.8656
Saline 28  Kitosan 28 -9.57800°| 2.59428 .002] -15.0776 -4.0784
Kitosan 21 1.37133] 2.59428 .604 -4.1283 6.8710
Saline 21 6.78800°| 2.59428 .019 1.2884 12.2876
Kitosan 21  Kitosan 28 -10.94933°| 259428 .001] -16.4490 -5.4497
Saline 28 -1.37133| 2.59428 .604 -6.8710 4.1283
Saline 21 5.41667| 2.59428 .053 -.0830 10.9163
Saline 21 Kitosan 28 -16.366007| 2.59428 .000] -21.8656 -10.8664
Saline 28 -6.78800°| 2.59428 .019| -12.2876 -1.2884
Kitosan 21 -5.41667 2.59428 .053| -10.9163 .0830

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