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Kerusakan tulang di rongga mulut merupakan hal yang sering terjadi, salah
satunya adalah keadaan pasca pencabutan gigi. Tindakan pencabutan gigi
melibatkan jaringan tulang dan jaringan lunak ronggak mulut. Kerusakan jaringan
keras atau tulang yang terjadi pasca pencabutan dapat berupa fraktur tulang
alveolar. Adanya kerusakan tulang alveolar tersebut memerlukan proses
penyembuhan. Kalsium merupakan salah satu bahan yang digunakan dalam terapi
bone graft yang kemudian disintesiskan menjadi hidroksiapatit. Salah satu metode
untuk mensintesis hidroksiapatit adalah metode wet chemical yang menggunakan
prekursor kalsium dan prekursor fosfat. Cangkang telur ayam memiliki konsentrasi
kalsium yang besar sehingga dapat digunakan sebagai bahan prekursor kalsium
dalam terapi regeneratif tulang.

Jenis penelitian ini adalah observasional analitik. Sampel yang digunakaan
berupa ekstrak kalsium cangkang telur dengan konsentrasi 150 pg/ml, konsentrasi
75 pg/ml, konsentrasi 37,5 pg/ml, konsentrasi 18,75 pg/ml, konsentrasi 9,375
pg/ml, konsentrasi 4,68 pg/ml, dan konsentrasi 2,34 pg/ml. Prosedur penelitian
diawali dengan melakukan kultur sel primer osteoblas, setelah sel osteoblas 80%
konfluen dilakukan prosedur panen dan perhitungan sel. Prosedur selanjutnya
adal ah melakukan uji sitotoksisitasMTT assay terhadap kultur sel primer osteoblas

Hasil penelitian menunjukkan persentase viabilitas tertinggi terdapat pada
sel osteoblas  yang dipapar ekstrak kalslum cangkang telur ayam dengan
konsentrasi 2,34 pg/ml. Viabilitas terendah ditunjukkan oleh sel osteoblas yang
dipapar oleh ekstrak kalsium cangkang telur ayam dengan konsentrasi 150 pg/ml.
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi maka,
viabilitas sel makin rendah. Konsentrasi optimum ditentukan berdasarkan
konsentrasi yang mampu mempertahankan viabilitas sel dengan baik. Hasil
penelitian menunjukkan ekstrak kalsium cangkang telur ayam dengan konsentrasi
37,5 pg/ml, 18,75 pg/ml, 9,375 pg/ml, 4,68 pg/ml, 2,34 pg/ml mampu
mempertahankan viabilitas sel osteoblas dengan baik yaitu diatas 90%. Konsentrasi
2,34 pg/ml dipilih sebagai konsentrasi ekstrak kalsium cangkang telur ayam
optimum digunakan pada sel osteoblas .

Hasil perhitungan ICso menunjukkan adanya aktivitas penghambatan 50%
(ICs0) dari ekstrak kalsilum cangkang telur ayam berada pada konsentras 298
pg/ml. Hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak kalsium cangkang
telur ayam dapat memepertahankan viabilitas sel osteoblas dan peningkatan
konsentrasi paparan menyebabkan penurunan viabilitas sel.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kerusakan tulang di rongga mulut merupakan hal yang sering terjadi, salah
satu satunya adalah keadaan pasca pencabutan gigi. Tindakan pencabutan gigi
melibatkan jaringan tulang dan jaringan lunak rongga mulut (Safriani, 2014).
Kerusakan jaringan keras atau tulang yang terjadi pasca pencabutan gigi dapat
berupa fraktur tulang alveolar (Van der Weijden, 2009). Kondisi ini membutuhkan
proses penyembuhan atau regeneratif.

Salah satu terapi regeneratif tulang yang dapat digunakan adalah bone graft.
Bahan yang dapat digunakan dalam terapi bone graft adalah kalsium yang
kemudian disintesis menjadi hidroksiapatit. Pengembangan terapi bone graft dalam
kedokteran gigi dapat berasal dari penggabungan hidroksiapatit dan polimer yang
kemudian membentuk komposit hidroksiapatit (Amin dan Ulfah, 2017). Salah satu
metode untuk mensintesis hidroksiapatit adalah metode wet chemical yang
menggunakan prekursor kalsium dan prekursor fosfat (Noviyanti, 2017). Selain
sebagai bahan bone graft, kalsium dapat manfaatkan sebagai bahan scaffold dalam
tissue engineering (Herda dan Puspitasari, 2016). Hidroksiapatit yang disintesis
dari bahan alam memiliki osteokonduktivitas lebih baik dibandingkan bahan
sintetik (Amin dan Ulfah, 2017). Bahan alam yang dapat digunakan sebagai sumber
prekursor kalsium dalam sintesis hidroksiapatit adalah cangkang telur ayam.

Cangkang telur ayam memiliki kandungan kalsum mencapai 95%.
Cangkang telur ayam dapat dimanfaatkan untuk terapi kesehatan, seperti
pembuatan biomaterial subtitusi tulang (Nurlaela, 2014). Industri pengolahan
pangan berbahan baku telur saat ini berkembang dalam jumlah besar sehingga
jumlah limbah cangkang telur ayam yang dihasilkan juga besar (Jaso, 2009). Data
Direktorat Jendral Peternakan tahun 2017 menunjukkan bahwa produksi telur ayam
ras dan buras di Indonesia sebesar 1.738.060 ton setiap tahun. Sekitar 10% dari telur
merupakan cangkangnya, sehingga dihasilkan 173.806 ton cangkang telur ayam
setiap tahun. Untuk menjaga kualitas lingkungan dan kesehatan membutuhkan cara
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yang efektif dalam memanfaatkan limbah cangkang telur untuk didaur ulang atau
digunakan kembali menjadi produk yang lebih berguna (Arabhosseini, 2018).
Respon sel dan jaringan merupakan kunci keberhasilan dari desain dan
aplikasi biomaterial. Salah satu metode untuk megetahui respon sel dan jaringan
adalah melalui uji sitotoksisitas in vitro dengan mengukur viabilitas sel dalam
kultur (Freshney, 2005; Craig dan Powers, 2013). Penggunaan kultur sel primer
lebih relevan dalam menilai sitotoksisitas suatu bahan dibandingkan dengan sel
sekunder karena sel primer belum mengaami transformasi yang dapat
menyebabkan perubahan karakteristik sel (Craig dan Powers, 2013). Kultur sel
osteoblas adalah model uji in vitro yang idea untuk uji biokompabilitas dan
osseointegration  (Khrunyk, 2017). Osteoblas merupakan sel  yang
bertanggungjawab dalam proses pembentukan tulang. Proliferass dan
diferensiasinya memainkan peran penting dalam proses osteogenesis (Liu, 2019).
Kultur sel osteoblas pada prosedur ini menggunakan osteoblas yang didapat dari
kalvaria tikus karena osteoblas yang berasal dari kalvaria tikus mudah untuk
diperoleh dan dapat digunakan sebagai model alternatif untuk penelitian in vitro
(Czekanska, 2012). Berdasarkan uraian tersebut, penulis ingin meneliti tentang uji
sitotoksisitas ekstrak kalsium cangkang telur ayam terhadap kultur sel primer

osteoblas .

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian latar belakang di atas, rumusan masalah pada penelitian
ini adalah sebagai berikut:
1. Bagaimanauji sitotoksisitas ekstrak kalsium cangkang telur ayam terhadap
viabilitas sel osteoblas ?
2. Berapa konsentrasi optimal ekstrak kalsium cangkang telur ayam terhadap
viabilitas sel osteoblas ?
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1.3 Tujuan Pendlitian
Penelitian ini memiliki tujuan sebagai berikut:
1. Mengetahui dan mengkaji sitotoksisitas ekstrak kalsium cangkang telur
ayam terhadap viabilitas sel osteoblas.
2. Menetapkan konsentrasi optimal ekstrak kalsium cangkang telur ayam
terhadap viabilitas sel osteoblas.

1.4 Manfaat Penelitian

Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai berikut:

1. Memberikan informasi tentang pemanfaatan kandungan limbah cangkang
telur ayam.

2. Mengembangkan penelitian tentang pemanfaatan kandungan limbah
cangkang telur ayam.

3. Memberikan informasi tentang sitotoksisitas ekstrak kalsium cangkang
telur ayam

4. Memberikan informasi tentang konsentrasi optimum ekstrak kalsium

cangkang telur ayam
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kerusakan Tulang

Kerusakan tulang di kedokteran gigi bisa disebabkan karena proses
pencabutan gigi. Umumnya, soket yang terbentuk karena ekstraksi dapat sembuh
tanpa gangguan. Jika penyembuhan yang tidak kunjung selesai, hanya sebagian
defek alveolar akibat pencabutan gigi yang akan pulih. Prosesresorpsi aveolar juga
dapat terjadi bersamaan dengan pertumbuhan tulang ke dalam soket. Jumlah
kehilangan tulang terbesar dalam dimensi horizontal dan terjadi terutama pada
aspek fasial padaridge. Adajugakehilangan ketinggian vertical ridge, yang banyak
terjadi pada aspek bukal. Proses resoprsi ini menghasilkan ridge yang lebih sempit
dan lebih pendek dan efek dari polaresorptif ini adalah relokasi ridge ke posisi yang
lebih palatal/lingual. Cacat yang dihasilkan dari hilangnya gigi mungkin menjadi
rumit karena keroposnya tulang oleh penyakit periodontal, lesi endodontik, atau
traumatik. Proses penyembuhan menjadi semakin terganggu ketika tulang alveolar
kehilangan ketebalan atau ketinggian (Van der Weijden, 2009).

Menurut Van der Weijden (2009), hilangnya tulang alveolar mungkin telah
terjadi sebelum pencabutan gigi karena penyakit periodontal, patologi periapikal,
atau trauma pada gigi dan tulang. Aktivitas resorpsi tulang di sisa ridge berlanjut
sepanjang hidup padatingkat yang lebih lambat yang mengakibatkan penghilangan
struktur rahang dalam jumlah besar. Kondisi ini memerlukan proses remodeling
tulang

2.2 Remodeling Tulang

Remodeling didefinisikan sebagai perbaikan interna dari tulang. Proses
regeneratif atau bone turnover ditandai dengan pelepasan kalsium dari fase mineral
tulang dan penggabungannya ke dalam kristal tulang dan terjadi dalam jangka
waktu yang lama. Proses ini disebabkan oleh penyerapan osteoklas, yang
menginduks pelepasan kalsium, dan membentuk osteoblas, dan mengambilnya
kembali untuk mempertahankan homeostasis. Penelitian terbaru menunjukkan
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bahwa kalsium ekstrasel uler memainkan peran penting dalam mengatur proliferasi
dan diferensiasi osteoblas (Gabusi, 2012).

Menurut Khullar dkk. (2012), proses penyembuhan tulang setelah
dilakukannya pencabutan gigi hampir sama dengan penyembuhan luka biasa
dengan proses yang berurutan sebagai berikut:

1. The Granulation Stage
Tahap granulasi terjadi selama 5 hari dari waktu ekstraksi. Jaringan
granulasi terlihat di dasar soket dan memanjang pada dinding soket. Bekuan
darah menempati bagian tengah soket. Angiogenesis yang paling awal
diamati adalah ekstensi dari pembuluh darah kapiler sinusoidal yang sudah
ada sebelumnya yang berkembang dari ujung-ujung pembuluh darah yang
pecah di sisa ligamen periodontal pada pelat cribiform. Pembuluh darah
sinusoid adalah pembuluh darah kecil yang merupakan jenis kapiler serupa
endotelium berfenestra. Angiogenesisini dimulai di dasar soket yang tebal,
trabekula yang kuat sudah ada dan bersama dengan pleksus cappiliary. Ini
adalah area di dasar soket yang terluka paling sedikit selama pencabutan
gigi dan mempertahankan pola pembuluh darahnya secara utuh, yang pada
awalnya merupakan area yang paling aktif.
2. Initial Angiogenic/Neurovascularization Sage
Periode ini terjadi selama 1 minggu dari waktu ekstraksi. Bekuan
darah menjadi lebih kecil. Sinusoid baru yang terbentuk di sepanjang
dinding soket. Di dasar soket, tulang trabekula yang baru terbentuk dapat
diamati.
3. New Bone Formation Stage
Faseini terjadi 2 minggu setelah waktu ekstraksi. Seluruh soket diisi
dengan jaringan granulasi yang penuh dengan sinusoid. Dinding dan dasar
soket menunjukkan bentukan trabekula padat. Rangkaian tulang
digambarkan oleh trabekula yang tidak terosifikas dengan sempurna

Pembentukan trabekula tulang diatur oleh ekspansi dan lokasi sinusoid.

Kegiatan ini mencapai puncaknya pada minggu ke-2 setelah pencabutan

gigi dan perkembangan tulang menjadi cepat.
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4. Bone Growth Stage
Fase ini terjadi saat 4-5 minggu setelah pencabutan gigi. Trabekula
yang ada di dasar serta dinding soket menebal lalu menempati sekitar dua
pertiga dari volume soket asli. Spongiosa mulai berkembang.
5. Bone reorganization Stage
Tahap ini terjadi 6 minggu setelah pencabutan gigi. Spongiosa
berkembang menjadi lebih besar dimulai dari area pangkal soket yang

kemudian memanjang ke atas.

2.3 Metode Remodeling Tulang
Menurut Jimi dkk. (2012) ada beberapa metode remodeling tulang di bidang
kedokteran gigi untuk saat ini, diantaranya adalah:
1. Bone Grafts dan Artificial Bone Materials

Bone graft adalah prosedur pembedahan untuk menggantikan tulang
yang hilang dengan bahan dari tubuh pasien sendiri, sintetis, atau aami.
Bone graft berpotensi untuk digunakan karena jaringan tulang memiliki
kemampuan untuk regenerasi sepenuhnya jika disediakan ruang di manaia
harus tumbuh. Saat tulang alami tumbuh, umumnya menggantikan bahan
graft sepenuhnya, menghasilkan daerah yang sepenuhnyaterintegrasi tulang
baru (Kumar, 2013).

Mekanisme biologi yang berperan dalam terapi bone graft antara
lain osteokonduksi, osteoinduksi, osteogenesis. Osteokonduks terjadi
ketika material bone graft menyediakan scaffold yang memadai untuk
deposis tulang baru. Osteoblas memanfaatkan bahan bone graft sebagai
kerangka kerja untuk menyebar dan menghasilkan tulang baru.
Osteoinduksi melibatkan stimulasi sel osteoprogenitor untuk berdiferensiasi
menjadi osteoblas yang kemudian memulai pembentukan tulang baru. Jenis
mediator sel osteoinduktif yang paling banyak dipelgari adalah protein
morfogenetik tulang (bone morfogenetic protein ). Bahan bonegraft yang
bersifat osteokonduktif dan osteoinduktif tidak hanya berfungs sebagai

perancah untuk osteoblas yang ada saat ini namun juga akan memicu
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pembentukan osteoblas baru, yang secara teoritis mendorong proses
integrasi cangkok tulang lebih cepat. Osteogenesis adalah sel tulang yang
hidup dan berkontribusi pada prosesremodelling tulang (maturasi sel
tulang). Osteogenesis adalah pembentukan sel tulang yang hidup dan
berkontribusi pada proses remodelling tulang. Osteogenesis terjadi ketika
osteoblas aktif yang berasal dari bahan bone graft berkontribusi terhadap
pertumbuhan tulang baru bersamaan dengan pertumbuhan tulang yang
dihasilkan melalui dua mekanisme lainnya (osteokonduktif dan
osteoinduksi) (Kumar, 2013).

Terdapat beberapa jenis bone graft yaitu autograft, allograft, dan
material sintetis alloplast (Kumar, 2013). Autograft adalah bone graft yang
berasal dari host itu sendiri. Teknik ini memiliki kerugian seperti prosedur
operas tambahan yang menyebabkan trauma, dan keterbatasan jumlah
material yang tersedia. Allograft adalah bone graft yang berasal dari donor
yang spesiesnya sama. Xenograft adalah bone graft yang berasal dari donor
yang berbeda spesies. Kekurangan dari kedua material ini yaitu rendahnya
vaskularisasi, lemahnya sel, tingginya tingkat resorbsi, reaksi imunologi,
resiko kontaminasi. Alloplast atau alloimplant merupakan material yang
dapat digunakan sebagai bahan regenerasi jaringan. Metarial alloplast harus
memiliki karakterisik sama dengan tulang. Material alloplast dapat berasal
dari bahan sintetik non-logam yang diperoleh dari bahan keramik (kalium
fosfat), komposit dan polimer. Salah satu bahan biokeramik yang sering
digunakan dalam aplikasi biomedis sebagai bahan terapi substitusi tulang
atau bone graft adalah hidroksiapatit sintetik Caio(PO4)s(OH)2. Susunan
kristal hidroksiapatit memiliki gambaran identik dengan hidroksiapatit pada
tulang. Material ini bersifat biokompatibel, osteokonduktif, serta dapat
menyatu dengan tulang sehingga dapat meningkatkan proses regenerasi
tulang (Bowo, 2011).
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2. Guided Bone Regeneration (GBR)

Guided Bone Regeneration (GBR) mendorong pertumbuhan tulang
baru untuk menggantikan area kerusakan pada rahang dan dapat digunakan
bersamaan dengan guided tissue regeneration (GTR) untuk membangun
kembali jaringan lunak di mulut pasien. GBR melibatkan epitel dan eksklusi
jaringan ikat dan penciptaan ruang untuk memungkinkan sel-sel ligamen
periodontal untuk terisi kembali ke permukaan akar dan memungkinkan sel -
sel tulang tumbuh ke daerah yang cacat tersebut. Meskipun metode ini
menginduks regenerasi tulang, dibutuhkan waktu yang lama untuk
mendapatkan volume tulang yang cukup dalam banyak kasus.

Proses penyembuhan dalam guided bone regeneration
menggunakan aplikas mebran barrier. Jenis membran barrier terbagi
menjadi 2, yaitu resorbable dan non-resorbable. ‘Gold standard’ membran
non-resorbable pada prosedur GBR adalah: 1. Expanded Highdensity
polytetrafluoroethylene, Cytoplast, TXT-200, Osteogenics Biomedical,
Lubbock, USA); 2. Titanium-reinforced highdensity polytetrafluroethylene
(misalnya Cythoplast Ti-250, Osteogenics Biomedical, Lubbock, USA); 3.
Titanium-mesh (Ti-mesh). Kerugian dari non-resorbable membrane barrier,
dibutuhkan pembedahan tambahan untuk mengambil membran barrier,
dengan berimplikasi tidak hanya terdapat nyeri tambahan tetapi juga
ketidaknyamanan dan beban ekonomi pada pasien. Untuk mengeliminasi
prosedur bedah kedua, dikembangkan membran yang dapat diresorbsi.

Membrane barrier resorbable merupakan mayoritas membran
sintetis polimer yang dapat diresorbsi untuk regenerasi periodontal yang
beredar di pasaran berbahan dasar poliester atau tissue-derived collagens.
Membran yang berbahan dasar polyester misalnya poly (glycolic acid)
(PGA), poly (lactic acid) (PLA), poly (e-caprolactone) (PCL) dan polimer-
polimernya. Sifat-sifat membran poliester: biokompatibel (dapat diterima
tubuh) biodegradable (dapat didegradasi tubuh), mudah dalam penanganan
secara klinis dan mengijinkan terjadinya tissue integration. Rata-rata

kecepatan resorbsi menjadi penting, setidaknya 4-6 minggu waktu yang
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dibutuhkan untuk berhasil terjadinya regenerasi dari sistem periodontal.
Pada umumnya biodegradasi dari poliester-poliester ini melibatkan proses
perpecahan nonenzimatik dari PGA dan PLA menjadi piruvat dan asam
laktat, yang merupakan produk akhir dari pencernaan karbohidrat.
Walaupun membran-membran ini menunjukkan kekuatan inisial yang
tinggi (~12-14 MPa), membran-membran ini hampir kehilangan sifat-sifat
struktur dan mekaniknya dalam empat minggu setelah inkubasi dalam
medium kultur. Kekuatan maksimum setelah 14 hari terpapar akan menurun
secara signifikan (di bawah 1 MPa). Kerugian utama dari membran yang
dapat diresorbsi ini adalah tidak dapatnya diprediksi waktu resorpsi serta
dergat degradasinya, yang berpengaruh langsung pada pembentukan
tulang. Membran yang ideal harus dapat didegradasi atau diresorpsi dengan
kecepatan yang sama dengan terjadinya pembentukan tulang (Cahaya,
2015).

Menurut Cahaya (2015) menjelaskan bahwa pada penelitian
terdahulu telah dilakukan penelitian mengembangkan membran barrier
guided bone regeneration dengan menggabungkan polimer sintetis dan
alami. Barrier dalam penelitian tersebut dibuat dengan penambahan obat
terapi dan atau faktor pertumbuhan dan atau kalsum. Hasil penelitian
menjelaskan bahwa metode tersebut menghasilkan membran barrier
dengan potensia klinis yang rendah karena densitas yang tinggi sehingga

sulit penanganannya dan heterogen kecepatan degradasinya.

2.4 Cangkang Telur Ayam

Telur merupakan makanan yang banyak di konsumsi di Indonesia sehingga
membuat potens limbah cangkang telur ayam di Indonesia cukup besar. Menurut
data Direktorat Jendral Peternakan tahun 2017, produksi telur ayam ras dan buras
di Indonesia sebesar 1.738.060 ton pertahun. Sekitar 10% dari telur merupakan
cangkangnya, sehingga dihasilkan 173.806 ton cangkang telur ayam pertahunnya.
Sehingga cangkang telur ayam merupakan limbah dapur yang berpotensi untuk

dimanfaatkan karena sgjauh ini belum dimanfaatkan secara optimal.
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Cangkang telur ayam merupakan lapisan luar dari telur yang berfungsi
melindungi semua bagian telur dari luka atau kerusakan. Bila dilihat dengan
mikroskop maka cangkang telur terdiri dari 4 lapisan yaitu: lapisan kutikula
merupakan protein transparan yang melapis permukaan kulit telur. Lapisan ini
melapisi pori-pori pada kulit telur, tetapi sifatnya masih dapat dilalui gas sehingga
keluarnya uap air dan gas CO? masih dapat terjadi. Lapisan busa, lapisan ini
merupakan bagian terbesar dari lapisan kulit telur. Lapisan ini terdiri dari protein
dan lapisan kapur yang terdiri dari kalsium karbonat, kalsium fosfat, magnesium
karbonat dan magnesium fosfat. Lapisan mamilary, lapisan ini merupakan lapisan
ketiga dari kulit telur yang terdiri dari lapisan yang berbentuk kerucut dengan
penampang bulat atau lonjong. Lapisan ini sangat tipis dan terdiri dari anyaman
protein dan mineral. Lapisan membran merupakan bagian lapisan kulit telur yang
terdalam. Terdiri dari dua lapisan selaput yang menyelubungi seluruh isi telur.
Cangkang telur ayam mengandung hampir 95,1% terdiri atas garam — garam
anorganik, 3,3% bahan organik (terutama protein) dan 1,6% air. (Jaso, 2009).

Tabel 2.1. Tabel komposisi cangkang telur ayam

Komposisi Berat (%)
Ka sium karbonat 94
Magnesium karbonat 1
Kalsium fosfat
Bahan organik 4

Sumber: Jaso, 2009

4

Gambar 2.1 Cangkang telur ayam (Sumber: http://style.tribunnews.com, 2017)
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2.5 Peran Kalsum dalam Remodeling Tulang

Selama transformasi tulang, terjadi perubahan konsentrasi kalsium
ekstraseluler. Hampir 20% permukaan tulang mengalami remodeling pada waktu
tertentu, sedangkan sisanya, 80%, diam. Proses regeneratif atau bone turnover
ditandai dengan pelepasan kalsium dari fase minera tulang dan penggabungannya
ke dalam kristal tulang dan terjadi dalam jangka waktu yang lama, dalam hitungan.
Proses-proses ini terutama disebabkan oleh penyerapan osteoklas, yang
menginduksi pelepasan kalsium, dan membentuk osteoblas, dan mengambilnya
kembali untuk mempertahankan homeostasis. Penelitian terbaru menunjukkan
bahwa kalsium ekstrasel uler memainkan peran penting dalam mengatur proliferasi
dan diferensiasi osteoblas (Gabusi, 2012).

Osteoblas merupakan sel pembentuk tulang yang bertanggung jawab
terhadap proses mineralisasi matriks tulang dengan cara mensekresi kolagen tipe |
dan mel epaskan kalsium, magnesium, dan ion fosfat. Osteoblas adal ah sel basofilik,
mononuklear (berdiameter 15-30 pm) dengan nukleus bulat besar, rough
endoplasmic reticulum (RER), apparatus golgi, dan mitokondria. Bila sedang
mensintesis matriks tulang, osteoblas berbentuk kuboid dan mempunyai suatu
sitoplasmayang basofilik. Bilakegiatan sintesis sedang tidak aktif, menjadi gepeng
atau pipih dan sifat basofilik sitoplasmanya berkurang. Osteoblas terletak pada
permukaan jaringan tulang dan secara berdampingan, dalam suatu cara yang
menyerupai epitel sederhana. Osteoblas juga mengandung sgjumlah besar aktin,
myosin, dan protein sitoskeletal yang memungkinkan pemeliharaan bentuk sel dan
memfasilitasi perlekatan sel. Sebagian osteoblas akan berubah menjadi osteosit dan
sebagian yang lainnya akan berada di permukaan periosteal atau endosteal tulang
(lining cell) dengan karakteristik berbentuk pipih dan beberapa osteoblas berbentuk
persegi panjang pada proses pembentukan tulang (Jayakumar, 2010).
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Gambar 2.2 Gambaran histologi sel osteoblast. (M) Jaringan mesenkim, (Ob) Osteoblas,
(Os) Osteoid, (B) Matriks tulang, (Oc) Osteosit. H&E, perbesaran 300x
(Sumber: Junqueira, 2013).

Konsentrasi kalsium ekstraseluler dapat memainkan peran fisiologis dalam
mengatur remodeling tulang secara independen dari hormon calciotropic melalui
aktivasi reseptor calciumsensing (CaSR) di osteoblas. Kalsium ekstraseluler
terionisasi bebas adal ah pengatur kuat perilaku stem cell, mineralisasi, dan molekul
sinyal penting dalam tulang. Telah dilaporkan bahwa konsentrasi kalsium
terionisasi bebas in vivo mencapai 40mM di lokasi resorpsi osteoklastik (Iebih dari
20 kali lipat yang diamati dalam serum) dan konsentrasi kalsium ini secaralangsung
menghambat fungsi osteoklas (Gabusi, 2012).

2.6 Kultur Primer Sel Osteoblas Tulang

Kultur sel merupakan proses penghilangan atau perpindahan sel dari
manusia, hewan, atau tanaman ke dalam medium terkontrol yang sesuai untuk
menumbuhkan sel tersebut. Keuntungan kultur sel adalah dapat dilakukannya
manipulas fisikokimia (seperti suhu, pH, teknik osmotik, kadar O? dan CO?),
manipulasi lingkungan fisiologis (seperti hormon, dan konsentrasi nutrient) sel saat
berkembang biak, dan keuntungan besar lainnya adalah homogenitas sel dan
kontrol penuh myogenesis (Khumairoh dan Puspitasari, 2016).

Terdapat duajeniskultur sel yaitu kultur sel primer dan sel sekunder. Kultur
sel primer merupakan kultur yang dimulai dari sel, jaringan, organ yang diperoleh
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langsung dari organisme asalnya, sedangkan kultur sel sekunder ialah kultur yang
diperoleh dari subkultur pertama dari kultur primer (Ma’at, 2011). Penggunaan
kultur sel primer dalam uji sitotoksisitas|ebih relevan dibanding kultur sel sekunder
karena sel primer belum mengalami transformasi yang menyebabkan perubahan
karakteristik sel (Craig dan Powers, 2013).

Proses pembentukan, penyembuhan tulang melibatkan berbagai jenis sel.
Kemajuan dalam pemahaman biologi sel osteoblas selamaini melalui penggunaan
dari berbagal model kultur in vitro dari asal yang berbeda. Model sdl ini semakin
sering diterapkan karena terbatasnya ketersediaan sel osteoblas manusia primer.
Karena terbatasnya aksesibilitas sel-sel osteoblas manusia dan fenotip yang
heterogen, sel bisadiisolasi dari spesieslain sehingga memberikan aternatif model
penelitian in vitro. Penggunaan model osteoblas ini memberikan kelebihan dan
kekurangan yang perlu dipertimbangkan. Spesimen untuk isolasi sel bisa lebih
mudah diperoleh dari hewan, seperti kalvaria. Kelebihan sel primer osteoblas tikus
adalah mudah tersedianya tikus yang digunakan untuk pengambilan sel,
memudahkan untuk mengontrol pemilihan tikus, ekstraksi sel bisa dari semua
tulang dalam kerangka tulang. Kekurangan sel osteoblas tikus adalah perbedaan
antar spesies, perbedaan genetik, sel fenotip sensitif terhadap usia dan tempat
isolasi. (Czekanska, 2012).

2.7 Uji Sitotoksisitas

Respon sel dan jaringan merupakan faktor kunci keberhasilan dari desain
dan aplikasi suatu biomaterial. Salah satu cara mengetahui respon sel dan jaringan
adalah dengan mengukur sitotoksisitas secarain vitro. Sitotoksisitas in vitro dapat
memberikan gambaran tentang potensi masalah dengan jaringan lokal sebelum
menyelidiki secara in vivo. Uji sitotoksisitas juga bertujuan untuk menentukan
konsentrasi proporsional dari suatu materia sehingga tidak mengurangi
biokompabilitas oleh karena adanya pelepasan komponen yang beracun atau
mengiritasi (Wang dkk., 2013).

Doyle dan Griffiths (2000) menguraikan bahwa uji sitotoksisitas ada dua

macam yaitu:
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1. Kuantitatif, yaitu mencari LCso, 1Cso dan presentase kematian sebagai
parameter ketoksikan yang merupakan gambaran senyawa uji dalam
menyebabkan kematian sel.

2. Kuadlitatif, dilakukan dengan pengamatan morfologi sel di bawah mikroskop
setelah sel diberi perlakuan dengan senyawa uji. Pengamatan meliputi
perubahan bentuk sel pada kontrol dan perlakuan.

Uji sitotoksisitas secarain vitro dapat dilakukan dengan kultur sel baik primer
maupun sekunder. Efek sitotoksik bahan dapat dinilai dengan melakukan
pengukuran terhadap (Craig dan Powers, 2013):

1. Viabilitas sl daam kultur berdasarkan pada perubahan integritas
permeabilitas membran sel.

2. Viabilitas sel berdasarkan aktivitas enzimatik atau biosintesis sel yaitu uji
terhadap metabolisme atau fungsi sel.

3. Jumlah sel atau proliferasi sel ditandai dengan jumlah sel yang bertambah
dan tetap melekat atau adanya daerah hambatan (inhibited zone) setelah
bahan dipaparkan dalam kultur sel.

4. Respons sitotoksik tidak langsung (indirect) yaitu dengan menggunakan
barrier yang ditempatkan antara sel dan bahan yang diuji.

Salah satu metode uji sitotoksisitas bahan kedokteran gigi yang sering
digunakan adalah MTT-assay. Penelitian ini menggunakan uji MTT-assay (3-(4,5-
dimetilltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromide) untuk mengukur viabilitas,
proliferasi, dan aktivas sel. Uji MTT dilakukan berdasarkan kapasitas enzim
suksinat dehidrogenase di dalam mitokondria. Enzim tersebut merupakan ikatan
kompleks enzim yang berperan dalam siklus asam sitrat dengan mentransfer
elektron saat mengkonvers suksinat menjadi fumarat pada proses metabolisme di
dalam sal. Suksinat dehidrogenase inilah yang mengubah garam kuning larut air
methyltiazol tetrazolium (MTT) menjadi kristal formazan berwarna biru tua
keunguan yang tidak larut dalam air pada uji sitotoksisitas dengan MTT-assay
(Duval dkk., 2012; Doyle dan Griffths, 2000).
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Gambar 2.3 Prinéip MTT-Assay () dan; Perubahan struktur kimia dari methyltiazol
tetrazolium (MTT) ke formazan (b) (Sumber: Duval dkk, 2012)

Gambar 2.4. Sel Osteoblas pada kultur (Li, 2016)
Krista formazan yang dihasilkan kemudian dilarutkan dengan stopper
reagent berupa sodium dodesit sulfat (SDS) atau dimetil sulfoksida (DM SO) atau

isopranolol yang diasamkan untuk menghentikan reaksi MTT. Optical density (OD)
atau nilai absorbans kristal formazan yang telah dilarutkan kemudian diukur
menggunakan spektrofotometer (ELISA reader atau microplate reader) dengan
panjang gelombang tertentu (Siregar dan Hadijono, 2000). Intensitaswarnabiru tua
keunguan dari kristal formazan yang terbentuk jumlahnya sebanding dengan
aktivitas sel yang hidup. Jika intensitas warna ungu semakin besar, berarti jumlah
sel hidup semakin banyak (CCRC, 2017).

Sensitivitas uji sitotoksisitas metode M TT-assay tergantung pada tipe sel,
status metabolik serta teknik melarutkan kristal formazan. Kelemahan metode ini
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antara lain nilai absorbans absolut tidak sama pada berbagai galur sel sehingga
sebaiknya dilakukan uji pendahuluan dan perbandingan dengan uji sitotoksisitas
lainnya. Uji sitotoksisitas juga tidak dapat diaplikasikan untuk sampel yang
berwarna pekat, karena akan menyerap sinar visible sehingga absorbansi yang
diperoleh menjadi lebih besar dan hasil pengamatan uji sitotoksisitas menjadi tidak
valid (Siregar dan Hadijono, 2000).

Data absorbans yang didapat dari pembacaan oleh ELISA reader kemudian
dikonversi ke dalam persen viabilitas sel dengan membandingkan nilai absorbans
kelompok perlakuan yang dipgjang dengan bahan uji dengan kelompok kontrol
(sampel tanpa bahan uji) (CCRC, 2017). Berdasarkan SO 10993-5 (2009), suatu
bahan dikatakan mempunyai potensi sitotoksik apabila viabilitas sel berkurang
hingga <70%. Heravi dkk. (2013) mengelompokkan tingkat toksisitas suatu bahan
menurut Klasifikasi jumlah sel yang hidup yaitu:

a  Sel yang hidup lebih dari 90% dapat diklasifikasikan sebagai non-toksik.

b. Sd yang hidup diantara 60% hingga 90% dapat diklasifikasikan sebagai
sedikit toksik.

c. Sel yang hidup diantara 30% hingga 59% dapat diklasifikasikan sebagai
cukup toksik.

d. Se yang hidup kurang dari 30% dapat diklasifikasikan sebagai sangat
toksik.

2.8 Inhibitory Concentration (I Cso)

Evauas yang telah terstandarisasi untuk menentukan apakah suatu material
mengandung bahan yang berbahaya (toksik) secara biologis disebut uji
sitotoksisitas. Syarat yang harus dipenuhi untuk sistem uji sitotoksisitas diantaranya
adalah sistem pengujian harus dapat menghasilkan kurva dosis-respon yang
reprodusibel dengan variabilitas yang rendah, kriteria respon harus menunjukkan
hubungan linier dengan sejumlah sel sertainformas yang didapat dari kurva dosis-
respon harus sejalan dengan efek yang muncul padain vivo (CCRC, 2017).

Sitotoksisitas dinyatakan sebagai rata-rata persentase kenaikan terhadap
kontrol yang tidak dipapar dan nilai toksisitas kontrol ditetapkan pada 0%. Data
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sitotoksisitas dipasang grafik regresi linier yang digunakan untuk menghitung nilai
ICs0, yang merupakan konsentrasi bahan yang menyebabkan penghambatan 50%
dibandingkan dengan kontrol (Sebaugh, 2011). Konsep dari konsentrasi yang dapat
menghambat setengah pertumbuhan sel (I1Cso) secara luas digunakan dalam dunia
farmasi sebagal ukuran efektivitas dalam menghambat fungs biologis atau
biokimia. Nilai 1Csp menunjukkan konsentrasi hambatan yang diperlukan untuk
menghambat fungsi biologis atau biokimia hingga setengahnya (Caldwell, 2012).


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

2.9 Kerangka Konsep
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2.10 Hipotesis

Ekstrak kalsium cangkang telur ayam dapat mempertahankan viabilitas dengan
baik terhadap sel osteoblas .
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian
Jenis penelitian yang dilakukan adalah observasional analitik, yaitu
penelitian melalui pengamatan kemudian dilakukan analisis perbandingan satu

kelompok dengan kelompok lainnya (Swarjana, 2012).

3.2 Tempat Penelitian

Kultur se osteoblas dan uji MTT (3-(4,5-dimetilitiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromide) dilakukan di Laboratorium Parasitologi, Fakultas
Kedokteran, Universitas Gadjah Mada.

3.3 Waktu Pendlitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan September — November 2018

3.4 ldentifikas Variabd pendlitian
3.4.1 Variabel bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak kalsium cangkang
telur ayam konsentrasi 150 pg/ml, dan 75 pg/ml, 37,5 pg/ml, 18,75 pg/mli,
9,375 pg/ml, 4,68 pg/ml, 2,34 pg/ml (Cheng, 2013).

3.4.2 Variabel terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah jumlah sel osteoblas yang
hidup.

3.4.3 Variabel terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah kultur sel osteoblas
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3.5 Definisi Operasional
3.5.1 Ekstrak kalsium
Ekstrak kalssum merupakan stok ekstrak kalsium berupa serbuk
berwarna putih yang dihasilkan dari ekstraksi cangkang telur ayam buras.

3.5.2 Uji sitotoksisitas
Uji sitotoksisitas adalah uji in vitro toksisitas biomaterial dengan
menggunakan kultur sel osteoblas. Uji sitotoksisitas yang dilakukan
menggunakan metode MTT assay yang kemudian dibaca optical density
nya dengan ELISA reader pada A595 nm. Hasil pengukuran
didapatkan nilai absorbansi yang kemudian dikonversikan ke dalam rumus
viabilitas sel.

3.5.3 Sel osteoblas
Sel osteoblas merupakan sel yang berasal dari stok kultur primer sel
osteoblas yang berasal dari jaringan kalvaria tikus sehat yang terdapat di
Laboratorium Parasitologi Fakultas Kedokteran, Universitas Gadjah Mada

Y ogyakarta.

3.5.4 Kultur Sel Primer
Kultur sel primer adalah sel yang diperoleh secara langsung dari
pemisahan jaringan suatu organ melalui pemotongan jaringan normal dan
dikultur. Penggunaan kultur sel primer lebih relevan dalam menilai
sitotoksisitas suatu bahan karena sel primer belum mengalami transformasi

yang dapat menyebabkan perubahan karakteristik sel.

3.6 Pengelompokan Sampel Pendlitian
1) Kelompok | merupakan kelompok perlakuan berisi sel osteoblas yang
dipapar ekstrak kalsium cangkang telur ayam dengan konsentrasi 150

pg/ml.
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

22

Kelompok 11 merupakan kelompok perlakuan berisi sel osteoblas yang
dipapar ekstrak kalsium cangkang telur ayam dengan konsentrasi 75
pg/ml.

Kelompok 111 merupakan kelompok perlakuan berisi sel osteoblas yang
dipapar ekstrak kalsium cangkang telur ayam dengan konsentrasi 37,5
pg/ml

Kelompok IV merupakan kelompok perlakuan berisi sel osteoblas yang
dipapar ekstrak kalsium cangkang telur ayam dengan konsentrasi 18,75
pg/ml

Kelompok V merupakan kelompok perlakuan berisi sel osteoblas yang
dipapar ekstrak kalsium cangkang telur ayam dengan konsentrasi 9,375
pg/ml

Kelompok VI merupakan kelompok perlakuan berisi sel osteoblas yang
dipapar ekstrak kalsium cangkang telur ayam dengan konsentrasi 4,68
pg/ml

Kelompok VII merupakan kelompok perlakuan berisi sel osteoblas yang
dipapar ekstrak kalsium cangkang telur ayam dengan konsentrasi 2,34
pg/ml

Kelompok sel merupakan kelompok yang beriss media kultur dan sel
osteoblas yang tidak dipapar ekstrak kalsium cangkang telur ayam.

3.7 Alat dan Bahan
3.7.1 Alat Pendlitian

1

© N o o~ 0D

Handscoon

M asker

Inkubator

Mikropipet multichannel
Tip kuning

ELISA reader 1595 nm
Tanur

Desikator
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9. Timbangan

3.7.2 Bahan Penelitian:
1. Ekstrak kalsium cangkang telur ayam

© N o o M 0 DN

Air Distilasi

Stopper reagent: Sodium deodesil sulfat (SDS) 10% dalam 0,1N HCI
Kultur sel osteoblas

Mediakultur: DMEM (Dulbecco Minimal Essentials Medium)

MTT (3-(4,5-dimetilitiazol -2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromide)
Tripsin 0,25%

PBS (Phospat Buffer Saline)

3.8 Prosedur Penelitian
3.8.1 Prosedur Kultur Primer Sel Osteoblas

Kultur primer sel osteoblas didapatkan dari stok yang sudah ada di
Laboratorium Parasitologi Fakultas K edokteran, Universitas Gadjah Mada.

3.8.2 Prosedur Panen Sel dan Penghitungan Sel
Prosedur panen sel dilakukan setelah sel 80% konfluen:

a

Media kultur (DMEM) dibuang dengan menggunakan mikropipet, lalu
sel dicuci dengan PBS steril.

Ditambahkan tripsin 0,25% sebanyak 1 ml untuk melepaskan sel yang
bergerombol.

Sdl diinkubasi dalam inkubator pada suhu 37°C selama 3 menit.
DMEM dimasukkan sebanyak 2 ml untuk menginaktifkan tripsin.

Sel diresuspensi dengan pipet sampai semua sel terlepas satu-satu. Sel
ditransfer kedalam conical tube kemudian DMEM ditambahkan
sebanyak 2 ml. sdl diresuspens kembali.

Panenan sel diambil 10 pl dan dipipetkan ke hemacytometer. Sel
dihitung dibawah mikroskop inverted dengan counter. Jumlah sel yang
dihitung/ml didapatkan melalui rumus (CCRC,2017):
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Jumlah sal yang dihitung/ml =Xsel pada kamar A+B+C+D x 10

4

0. Sgumlah sel ditransfer sebanyak yang diperlukan ke dalam conical

tube dan media lengkap ditambahkan sesuai dengan konsentrasi sel
yang dikehendaki.

3.8.3 Prosedur Uji Sitotoksisitas MTT assay
a. Sel dengan konsentrasi 7,5x10° sel/ml didistribusikan sebanyak 1 ml ke
dalam masing-masing sumuran 96 microwell plate.
b. Sel diinkubas dengan incubator CO, 5% pada suhu 37°C selama 24
jam. Inkubasi ini bertujuan agar sel dapat beradaptasi dan menempel

pada dinding maupun dasar sumuran.

c. Microwell plate dibagi menjadi 9 bagian:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Bagian |: kelompok | beris media kultur, sel osteoblas dengan
konsentrasi 150 pm/ml

Bagian 11: kelompok Il beris media kultur, sel osteoblas dengan
konsentrasi 75 pm/m

Bagian I11: kelompok 111 berisi media kultur, sel osteoblas dengan
konsentrasi 37,5 um/ml

Bagian IV: kelompok 1V berisi media kultur, sel osteoblas dengan
konsentrasi 18,75 um/ml

Bagian V: kelompok V berisi media kultur, sel osteoblas dengan
konsentrasi 9,375 pm/ml

Bagian VI: kelompok V1 berisi media kultur, sel osteoblas dengan
konsentrasi 4,68 pm/ml

Bagian VII: kelompok VII beriss media kultur, sel osteoblas
dengan konsentrasi 2,34 um/ml

Kelompok kontrol media yang hanya berisi media kultur.
Kelompok kontrol sel yang hanya berisi media kultur dan sel tanpa
dipapar ekstrak kalsium cangkang telur ayam.


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

25

d. Sel diinkubasi selama 24 jam dengan incubator CO, 5%, pada suhu
37°C.

e. Mediakultur dibuang dan sel dicuci dengan 100 pl PBS.

f. Ditambahkan 100 pl media kultur dan 10 ul larutan MTT 5 mg/ml ke
dalam setigp sumuran dan diinkubasi kembali selama 4 jam dalam
inkubator CO2 5%, pada suhu 37°C.

0. Reaks MTT dihentikan dengan stopper reagent (SDS 10% dalam 0.1
NHCI), lau plate diletakkan diatas plateshaker selama 10 menit agar
kristal formazan terlarut.

h. Plate dibungkus dengan alumuniumfoil dan diinkubasi di tempat gelap
dengan suhu ruangan selama satu malam. Sel osteoblas yang hidup
akan terwarnai dengan formazan menjadi biru tua keunguan sedangkan
yang mati tidak terwarna biru tua keunguan.

i. Hasll berupa pewarnaan sel oleh formazan ini dinyatakan dalam
optical density (absorbansi) yang dibaca ELISA reader pada panjang
gelombang 595 nm.

Pengujian dilakukan dengan triplikasi pada masing-masing senyawa uji,

kontrol sal, dan kontrol media (CCRC, 2017).

3.8.4 Pengamatan Hasil

Data yang dihasilkan dari uji sitotoksisitas menggunakan MTT assay
berupa absorbansi yang kemudian dikonversi ke dalam viabilitas sel. Persentase
viabilitas sel dihitung menggunakan persamaan berikut (CCRC, 2017):

% Viabilitas Sel = Absorbansi tes —Absorbansi media x100%
Absorbansi Sel —Absorbansi media

Keterangan:

% viabilitas sel = persentase jumlah kehidupan sel setelah di uji

Absorbans tes = Nilai Optical Density (OD) formazan setiap sampel setelah tes.
Absorbansi Media= Nilai OD formazan pada rata-rata setiap kontrol media.
Absorbansi Sel = Nilai OD formazan pada rata-rata kontrol sel.
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3.8.5 Perhitungan 1Cso

Datayang dihasilkan dari uji sitotoksisitas menggunakan MTT assay berupa
data absorbansi. Kemudian nilai 1Cso dihitung dengan analisis probit menggunakan
SPSS 22.

39 AnalissData

Data hasil penelitian uji sitotoksisitas ekstrak kalsium cangkang telur ayam
dilakukan uji normalitas menggunakan Kolmogorov Smirnov dan homogenitas
Levene Test. Data yang didapatkan berdistribusi normal dan tidak homogen
kemudian dilakukan analisis data Kruskal Wallis dan uji Mann Whitney untuk
mengetahui perbedaan bermakna setiap kel ompok.
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3.10 Alur Pendlitian

Ekstrak kalsium cangkang

Kultur sel osteoblas kalvariatikus sudah
tersediadi Laboratorium Parasitologi FK
Universitas Gadiah Mada

v

Panen sel dan perhitungan sel

v

Sel osteoblas kalvaria tikus

!

Kelompok kontrol sel

v

Kelompok perlakuan

v

v v ! ! v v
Kelompok 1 Kelompok 2 Kelompok 3 Kelompok 4 Kelompok 5 Kelompok 6 Kelompok 7
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osteoblas osteoblas osteoblas osteoblas osteoblas osteoblas osteoblas
kalvariatikus+ | kalvariatikus+ | kalvariatikus+ | kalvariatikus+ | kalvariatikus+| kalvariatikus+| kalvariatikus +
ekstrak kalsium | ekstrak kalsium | ekstrak kalsium ekstrak ekstrak ekstrak ekstrak
cangkang telur | cangkangtelur | cangkang telur kalsium kalsium kalsium kalsium
konsentrasi 150 | konsentrasi 75 konsentrasi cangkang telur | cangkang telur | cangkang telur | cangkang telur
pg/mi pg/ml 37,5 pg/ml konsentrasi konsentrasi konsentrasi konsentrasi
18,75 pg/ml 9,375 pg/mi 4,68 pg/ml 2,34 pg/ml
I I I I I I I
v

Uji Sitotoksisitas MTT-assay

¥

Pembacaan absorbansi dengan ELISA reader pada A 595 nm

v

Perhitungan 1Cso
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kessmpulan

Ekstrak kalsium cangkang telur ayam pada konsentrasi 150 pg/ml, 75
pg/ml, 37,5 pg/ml, 18,75 pg/ml, 9,375 pg/ml, 4,68 pg/ml, 2,34 pg/ml  tidak toksik
terhadap kultur sel osteoblas dengan rentang persentase viabilitas 76,35% hingga
106,99%. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak kalsium cangkang telur ayam
persentase viabilitas sel osteoblas semakin menurun. Konsentrasi optimum ekstrak
kalsium cangkang telur ayam adalah 2,34 pg/ml. Nilai 1Cso diperoleh konsentrasi
penghambatan 50% adal ah 298 pg/ml.

5.2 Saran
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan saran yang dapat diberikan
adalah sebagai berikut:

1. Perluadanyapenelitian lebih lanjut untuk mengetahui mekanisme viabilitas dan
respon sel osteoblas yang dipapar ekstrak kalsium cangkang telur ayam dengan
menambahkan rentang konsentrasi paparan dan perbedaan waktu

2. Perlu penelitian lebih lanjut meliputi uji biokompabilitas secarain vivo atau uji
klinis untuk mengetahui efek ekstrak kalsium cangkang telur ayam.
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Lampiran B. Data Absorbans dan Viabilitas Sel Osteoblas Setelah Dipapar
Ekstrak Kalsum Cangkang telur ayam

B.1 Data Absorbans Sel Osteoblas

. Absorbansi X
Konsentrasi
1 2 3
150 pg/ml 0.293 0.289 0.293
75 pg/ml 0.313 0.325 0.32
37,5 pg/ml 0.316 0.362 0.312
18,75 pg/m 0.343 0.326 0.329
9,375 pg/mi 0.34 0.364 0.335
4,68 pg/m 0.364 0.342 0.366
2,34 pg/ml 0.387 0.357 0.385
Media 0.082 0.078 0.082 0.080667
Media+ Sl 0.347 0.359 0.365 0.357
% Viabilitas Sel = Absorbansi tes —Absorbansi media x100%
Absorbansi Sel —~Absorbansi media
Keterangan:
% viabilitas sel = persentase jumlah kehidupan sel setelah di uji
Absorbansi tes = Nila Optical Density (OD) formazan setiap sampel setelah

tes.
Absorbansi Media= Nilai OD formazan pada rata-rata setiap kontrol media.
Absorbansi Sel = Nilai OD formazan pada rata-rata kontrol sel.
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B.2 Data Penghitungan Viabilitas Sel Osteoblas

K onsentras Viabilitas %
1 2 3

150 pg/mi 76.84 75.39 76.84

75 pg/ml 84.08 88.42 86.61
37,5 pug/ml 85.16 101.8 83.71
18,75 pg/ml 94.93 88.78 89.86
9,375 pg/ml 93.48 102.53 92.03
4,68 pg/ml 102.53 94,57 103.25
2,34 pg/ml 110.85 100 110.13

Lampiran C. Hasil Uji MTT
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Lampiran D. Perhitungan | Cso

95% Confidence Limits for

konsentrasi
Lower Upper
Probability Estimate Bound Bound
PROBIT .010 551 423
020 544.874
030 540.425
040 533.739
050 498.830
060 476.682
070 460.021
.080 446.468
090 434.932
-100 424.818
-150 415.762
-200 407.526
250 399.944
-300 368.555
-350 343.608
-400 322.205
450 302.985
-500 298.337
-550 219.739
600 203.388
650 186.488
700 168.678
750 149.458
-800 128.055
-850 103.108
-900 71.719
910 64.137
920 55.901
930 46.845
940 36.730
950 25.195
-960 11.642
.970 5.019
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.980 -27.167
990 -62.076

Lampiran E. Uji Statistik

E.1 Hasil Uji Normalitas Kolmogorov-Smirnov

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

standardized

Residual
N 7
Normal Parameters? Mean .0000000
Std. Deviation 4.22412895
Most Extreme Differences Absolute 197
Positive 197
Negative -.111
Test Statistic 197
Asymp. Sig. (2-tailed) .200¢%4

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

E.2 Hasil Uji Homogenitas Levene-Test

Test of Homogeneity of Variances

Viabilitas

Levene Statistic dfl df2 Sig.

4.526 6 14 .009
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E.3 Hasil Uji Kruskal Wallis

Test Statistics?P?

Viabilitas
Chi-Square 15.644
df 6
Asymp. Sig. .016

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable:

Konsentrasi

E.4 Hasil Uji Mann Whitney U

(g/ml) 150 75 375 1875 9375 468 234
150 - 0,046* 0,046* 0,046 0,046* 0,046* 0,046*
75 0,046* - 0,827 0,050* 0,050* 0,050* 0,050*
375 0,046* 0,827 - 0513 0275 0,127 0,127
18,75 0,046* 0,050+ 0,513 - 0,275 0,127 0,050*
9,375 0,046* 0,050* 0,275 0,275 - 0,184 0,127
4,68 0,046 0,050 0,127 0,127 0,184 - 0,275
2,34 0,046* 0,060 0,127 0,050+ 0,127 0,275 -
* : Signifikan (p<0,05)
Lampiran F. Alat dan Bahan Penedlitian
Alat dan bahan K eterangan Alat dan bahan Keterangan
Timbangan - | Tabung

reaksi
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dan masker

Gelaskimia Conical
tube
Pipet tetes Mikropipet
Tabung Mikroskop
eppendorf inverted
Blue tip dan Inkubator
/ yellow tip COzsuhu
" 37°C
Handscoon Botol duran
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96
microwell

plate

Tripsin

Dulbecco
Minimal
Essentials
Medium
(DMEM)
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