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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Piper betle linn atau lebih dikenal sebagai tanaman sirih merupakan
tanaman yang banyak dijumpai di Indonesia (Haldin Pacific Semesta, 2004).
Tanaman Piper betle linn yang termasuk ke dalam famili piperaceae ini memiliki
banyak manfaat. Tanaman Piper befle linn dapat digunakan untuk mengobati
penyakit seperti: sakit mata, eksim, bau mulut, kulit gatal, menghilangkan jerawat;
menghilangkan perdarahan gusi, mimisan, bronkhitis, batuk, sariawan, luka,
menghilangkan keputihan, sakit jantliﬁg, sifilis, alergi/biduren, diare, dan sakit
gigi (Ipteknet, 2002). Banyaknya manfaat yang terdapat pada tanaman Piper betle
linn ini, maka tanaman Piper betle linn dipercaya memiliki peran yang cukup
berarti dalam perawatan gigi dan mulut.

Perawatan saluran akar merupakan salah satu bentuk perawatan yang
ditujukan untuk mempertahankan gigi selama mungkin di dalam mulut bila gigi
telah mengalami infeksi. Perawatan saluran akar meliputi beberapa tahap,
diantaranya adalah: pembersihan dinding dan ruang saluran akar dari jaringan
nekrotik serta bakteri, kemudian dilanjutkan dengan tahap sterilisasi saluran akar
(Walton & Torabinejad, 1998).

Setelah pembersihan saluran akar secara mekanis selesai dilakukan, sangat
penting melakukan irigasi untuk membersihkan saluran akar dari debris, baik

debris organik maupun debris dari pembersihan gigi secara mekanis. Secara teori,

- b 3L A
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instrumen melepaskan material dan mengikis dentin dari dinding saluran akar
dengan diberikannya irigasi, seluruh kotoran kemudian mengalir ke luar bersama
larutan irigasi (Walton & Trobinejad, 1994). Apabila terdapat kotoran, terutama
mikroba di dalam saluran akar tidak dibersihkan, dan gigi langsung mendapatkan
perawatan (diisi gutap saluran akar), mikroba yang tersisa dalam saluran akar
tersebut masih dapat melakukan penyebaran di dalam saluran akar, hingga terjadi
infeksi yang lebih parah atau infeksi periapikal gigi pada infeksi yang sebelumnya
dialami oleh gigi tersebut yaitu pulpitis irreversible.

Menurut penelitian Nugrohowati (2005) rebusan daun sirih 25% dapat
digunakan sebagai alternatif larutan irigasi saluran akar dilihat dari sisi
kebersihannya. Menurut penelitian tersebut, irigasi saluran akar dengan
menggunakan rebusan daun sirih 25% dan NaOCL 2,5% tidak memiliki
perbedaan yang berarti dalam hal pembersihan debris.

Menurut hasil penelitian Indah (1990), air daun sirih konsentrasi 25%
mampu menghambat akumulasi plak, dan dari hasil uji in vitro mampu
membunuh bakten1 Streptococcus sanguis.

Menurut hasil penelitian Harsono (2006), rebusan daun sirih sebagai
larutan irigasi saluran akar gigi mempunyai sifat toksik yang cukup rendah
terhadap sel fibroblas pada konsentrasi rebusan daun sirih 10% dan akan menjadi
sangat toksik pada rebusan daun sirih dengan konsentrasi 20%.

Larutan rebusan daun Piper betle linn merupakan salah satu larutan irigasi

yang ingin dikembangkan sebagai larutan irigasi alternatif Dengan kenyataan
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yang dihasilkan dari penelitian sebelumnya, maka rebusan daun Piper betle linn
diperkirakan dapat dipakai sebagai bahan alternatif larutan irigasi saluran akar
gigi.

Bertolak dari hal tersebut, berdasarkan penelitian Rakhmawati (2005),
didapatkan bahwa pembuatan dengan cara ekstraksi memiliki efek yang lebih baik
dibandingkan menggunakan infusa, dan melalui skrining fitokimia yang dilakukan
terhadap hasil ekstrak didapatkan kandungan zat-zat lebih dominan dibandingkan
dengan menggunakan infusa. Maka, peneliti ingin memaksimalkan efek
kandungan dari daun Piper betle linn yang memiliki berperan utama sebagai inti
bahan larutan irigasi saluran akar gigi. Dipilihlah cara pembuatan sediaan dengan
metode ekstraksi.

Uji sitotoksisitas dilakukan untuk mengetahui efek suatu bahan secara
langsung terhadap jaringaq_ dalam kultur sel (Siregar & Hadijono, 2000).
Beberapa metode untuk menilai sitotoksisitas suatu bahan diantaranya adalah esei
MTT, agar overlay, filter molekul, pembebasan isotop kromium, dan metode
pewarnaan eksklusi dengan tryptan blue.

Esei MTT didasarkan pada kemampuan sel hidup untuk mereduksi garam
MTT. Prinsip esei ini adalah pemecahan cincin tetrazolium MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)—2,S-di-phenyl-tetrazélium bromide) oleh adanya
dehidrogenase pada mitokondria yang aktif, menghasilkan produk formazan ungu
yang tidak larut. Keunggulan uji ini sensitif, cepat, semi otomatis, dan tidak

menggunakan radioisotop (Siregar & Hadijono, 2000). Penggunaan sel hidup
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yang dimaksud adalah melalui kultur sel fibroblas yakni kultur sel BHK-21 yang
berasal dari fibroblas ginjal hamster, oleh karena sel fibroblas merupakan sel
penting dan komponen terbesar dari pulpa, ligamen periodontal dan gingiva
(Soenartyo & Rianti, 2003).

Daun Piper betle linn merupakan salah satu tanaman obat yang banyak
terdapat di alam Indonesia. Peran serta manfaat Piper betle linn sangat banyak
bagi kesehatan, maka tanaman Piper betle linn diharapkan dapat dibudidayakan
sebagai larutan irigasi saluran akar alternatif terutama bagi daerah-daerah yang
terpencil. Untuk itu, perlu dilakukan penelitian secara in vitro untuk menemukan
efek toksisitas yang optimal dari ekstrak daun Piper betle linn sebagai bahan
alternatif larutan irigasi saluran akar.

Hal-hal tersebut di atas maka timbul permasalahan bagaimanakah
sitotoksisitas ekstrak daun Piper betle linn pada beberapa konsentrasi tertentu

terhadap sel fibroblas dengan menggunakan metode esei MTT.
1.2 Rumusan Masalah

Apakah ekstrak daun Piper betle linn sebagai larutan irigasi saluran akar

memiliki sifat sitotoksik terhadap sel fibroblas?
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1.3 Tujuan Penelitian
Untuk menentukan ekstrak daun Piper betle linn dengan konsentrasi 7,5%, 10%,
15%, 20%, 25% sebagai larutan irigasi saluran akar yang tidak mempunyai

sifat toksik.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat teoritis
1. Dapat mengungkap sifat sitotoksik ekstrak daun Piper betle linn sebagai
larutan irigasi saluran akar.
1.42 Manfaat praktis
1. Apabila setelah diteliti ekstrak daun Piper betle linn memiliki sifat
toksisitas yang rendah, dapat dipakai sebagai alternatif larutan irigasi
saluran akar.
2. Menambah pengetahuan masyarakat mengenai peran bahan-bahan alami
kekayaan alam Indonesia terutama daun Piper betle linn dalam bidang

kedokteran gigi.
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BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Anatomi Gigi dan Jaringan Periapikal

Gigi secara anatomi terbagi menjadi dua bagian, yaitu mahkota dan akar.
Serviks adalah tempat pertemuan mahkota dan akar. Pulpa gigi adalah suatu
jaringan ikat yang lunak, halus, dan peka serta mudah rusak oleh iritasi yang
menimpa dentin. Pulpa gigi terletak di daerah tengah gigi yang dikelilingi oleh
dentin, dan secara anatomi terbagi menjadi dua, yaitu kamar pulpa dan saluran
akar.

Menurut Walton dan Torabinejad (1998), anatomi saluran akar dapat
bervariasi tidak hanya antara gigi yang berbeda tipe namun juga pada gigi yang
sama tipenya. Pada setiap akar gigi dapat memiliki lebih dari satu saluran akar
utama (saluran akar tambahan). Saluran akar tambahan merupakan penghubung
antara pulpa dengan periodontium yang mana dapat juga sebagai jalan masuk
penyakit baik yang berasal dari pulpa menuju ke periodontium maupun
sebaliknya. Saluran ini berisi jaringan ikat dan pembuluh darah dimana sering
terdapat di daerah apeks.

Menurut Harty (1991), selama perkembangan akar, bagian apikal pulpa
dalam keadaan terbuka, bila gigi makin sempurna, foramen berbentuk saluran
menutup dan menyempit ke bentuk akar normal dengan foramen apikal yang

kecil. Apeks adalah ujung akar dan mencerminkan kematangan gigi. Pada dewasa
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muda berbentuk lurus dan belum menutup sedangkan seiring bertambahnya usia,
apeks akan cenderug melengkung ke distal. Foramen apikalis yang terdapat di
daerah apeks memiliki ukuran dan konfigurasi yang bervariasi sesuai dengan
kematangannya. Sebelum terbentuk sempurna, foramen apikalis ini terbuka dan
foramen ini akan mengecil dan membentuk saluran seiring dengan deposisi dentin
dan sementum (Walton & Torabinejad, 1998).

Tahap perkembangan gigi mempengaruhi metode perawatan saluran akar.
Cedera pada pulpa sebagian dapat bersifat alamiah, dapat pula terjadi karena
peristiwa kompleks yang meliputi dentin-pulpa seperti karies, trauma, penyakit

periodontium atau prosedur restorasi gigi (Walton & Torabinejad, 1998).

TANCUK PILPA —~

PULPA MAHKOTA

4

\

PULPA AKAR ﬁ
P

SALURAN AKAR
LATERAL  ~_-

-

LIGAMEN
PERMODONTIUM

Gambar 2.1 Gambar anatomis gigi

2.2 Perawatan Saluran Akar
Perawatan endodonti dapat didefinisikan sebagai perawatan atau tindakan
yang diambil untuk mempertahankan gigi vital, gigi mati atau gigi nonvital, dalam

keadaan berfungsi di lengkung gigi (Harty, 1991).
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Terdapat dua macam perawatan saluran akar yang menggunakan metode
preparasi saluran akar (root canal treatment), yaitu perawatan pulpektomi dan
perawatan endodontik intra kanal. Pada perawatan pulpektomi, setelah
pengangkatan pulpa, rasa sakit akan timbul kembali atau bahkan bisa diikuti
periodontitis ringan. Hal ini mungkin disebabkan oleh tekanan paper point
terhadap permukaan luka, akumulasi darah dari pendarahan ringan setelah
menutupi saluran akar, akumulasi dari eksudat pada permukaan luka, atau iritasi
yang terjadi dari larutan irigasi. Pada banyak kasus ketika jaringan periapikal
tidak terlalu banyak mengalami trauma dan perawatan dilakukan secara aseptik,
gigi akan mengalami proses eksudasi yang normal, yang di ikuti dengan bentukan
fibrin, proliferasi sel, dan pembentukan jaringan parut. Setelah jaringan pulpa
dalam saluran akar diambil, terjadi pendarahan, benang-benang fibrin akan
menutup dinding pulpa dan sisa-sisa jaringan masih melekat pada dinding saluran
jika tidak dibersihkan. Reaksi inflamasi terjadi setelah pengambilan jaringan
pulpa dengan pergerakan sel polimorfonuklear (sel PMN) yang cepat dengan
membentuk dinding pelindung. Secara singkat, makrofag muncul dan memakan
benda asing selama perawatan yaitu jaringan yang telah mati dan mikroorganisme.
Selama pembentukan fibrin, fibroblas mengalami proliferasi menjadi jaringan
parut. Pada permukaan saluran akar yang dekat dengan foramen apikal, jaringan
ikat yang tidak tumbuh dari ligamen periodontal bisa di ikuti resorpsi dentin dan
deposisi sementum sekunder. Reaksi inflamasi bisa menjadi akut dan meluas

sampai jaringan periapikal bilamana jaringan pulpa mengalami iritasi kimia atau
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iritasi mekanik. Keadaan ini termasuk periodontitis yang terkadang menyertai
pulpektomi. Pada kasus tersebut, resorpsi bisa terjadi pada jaringan periapikal dan
bahkan permukaan dentin yang dekat dengan foramen apikal. Perbaikan baru akan
terjadi setelah reaksi inflamasi berkurang. Namun, dapat pula sementoblast masuk
pada saluran akar dan menjadi sementum sekunder di mana terjadi di tempat
resorpsi tersebut. Pada waktu yang sama, jaringan fibrosa akan terbentuk pada
jaringan periodontal yang menunjukkan akhir dari pengisian saluran akar (Walton

& Torabinejad, 1998).

2.3 Larutan Irigasi yang Ideal

Salah satu tahap yang penting dalam melakukan perawatan saluran akar
adalah membuang sisa-sisa debris organik dan potongan-potongan dentin yang
terbentuk dalam tahap preparasi saluran akar secara mekanik. Dentin nekrotik
menjadi tempat tinggal bagi bakteri untuk hidup, dan jaringan pulpa menjadi
hidangan bagi bakteri. Maka, irigasi saluran akar harus dilakukan untuk
membuang sisa-sisa debris organik dan potongan-potongan dentin yang
terakumulasi di saluran akar dari pembuatan saluran akar secara mekanik (Walton
& Torabinejad, 1996; Estrela dkk, 2002; Stock C. Dkk, 2004). Adapun sifat-sifat

irigan yang ideal menurut Walton & Torabinejad (1998) dan Becker & Woollard

(2001) adalah :
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Pelarut jaringan atau debris terutama pada daerah yang tidak terjangkau
instrumen untuk melarutkan sisa-sisa jaringan lunak maupun jaringan
keras.

Memiliki toksisitas yang rendah agar tidak mencederai jaringan
periradikuler.

Memiliki tegangan permukaan yang rendah agar larutan irigasi dapat
mengalir ke daerah yang tidak terjangkau

Sebagai pelumas untuk membantu alat meluncur di dalam saluran akar
gigi (Semua cairan irigasi mempunyai kemampuan ini).

Sterilisasi (minimal dapat melakukan desinfeksi).

Membuang smear layer yang terdiri atas kristal mikro dan partikel debris
organik yang menyebar di seluruh lapisan saluran akar gigi.

Faktor lain seperti mudah diperoleh, harga yang murah, mudah digunakan,
dapat disimpan fcukup lama, dan mudah disimpan, serta tidak mudah

dinetralisir agar efektivitasnya dapat dipertahankan.

2.4 Piper betle linn (Sirih)

2.4.1

Tinjauan Botani

Klasifikasi (Heyne, 1987)

Divisi . Spermatophyta
Subdivisi : Angiospermae
Kelas : Dycotylanae
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Menurut Brummit (1992) Piper betle L. memiliki beberapa sinonim, yaitu :

= Piper siriboa L., Sp. P1.

= Piper malamiris L, Sp. Pl

= Chavica betle (L.) Miq., Syst. piperac.

= Chavica siriboa (L.) Miq., Syst. piperac.

= Chavica chuvya Miq., Syst. piperac.

= Chavica densa Miq., Syst. piperac.

= Chavica auriculata Miq., Syst. piperac.

= Piper pinguispicum C.

= Artanthe hixagona

Nama yang umu
Malaysia
Belanda
Inggris

Perancis

m dipakai di beberapa negara adalah:

. sireh, sirih, suruh
. sirth
: betel nut, betel pepper, betelvine

- bétel
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Portugal - betel, betelhe, vitele
Jerman . betelpfeffer

Hindi ] tambuli]
Sansekerta  :tambula

Nama yang umum dipakai di daerah-daerah di Indonesia adalah (Hembing, 1992):
Jawa : seureuh (Sunda), suruh (Jawa), sere (Madura)
Sumatra : ranub (Aceh), sereh (Bayo), sirih (Palembang)

Kalimantan  : uwit (Dayak), sirih (sampit)

Sulawesi : ganjang, gapura (Bugis)
Maluku - ani-ani (Hok), amu (Ambon)
Irian : ruman (Wendeb), ato (Setani), wangi (Sawa)

Gambar 2.2 Daun Sirih

e i 4o vt s 2

k

( W

Skripsi Uji Sitotoksisitas Ekstrak Piper Betle Linn Sebagai ... Stephen Adiguna Quadinata



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

13

2.4.2 Ciri Fisik

Sirth merupakan tanaman yang tumbuh memanjat atau menjalar dan
bersandar pada batang pohon lain. Tinggi tanaman sirih bisa mencapai 5-15 meter
tergantung kesuburan media tanam dan rendahnya media untuk merambat.
Tanaman sirih tidak tahan terhadap tanah yang terlalu basah, tetapi untuk
pertumbuhan daun-daunnya perlu cukup air. Helaian daun tunggal lebat, letak
alternet, bentuk bundar bulat telur oval, sedang ujung daun meruncing, pangkal
daun bentuk jantung atau agak bundar asimetri, bila daun diremas mengeluarkan
bau aromatik, terkandung minyak atsiri yang dapat menguap. Daunnya tumbuh
berselang-seling, bertangkai, teksturnya agak kasar jika diraba dan mengeluarkan
bau aromatis jika diremas. Panjang daun 6 — 17,5 cm dan lebar 3,5 — 10 cm.
Warna daun sirih bervariasi dari kuning, hijau, sampai hijau tua. Bunga tersusun
dalam bentuk bulir, rﬁemnduk, diujung cabang dan ketiak daun. Batang berwarna
coklat kehijauan, berbentuk bulat, berkerut, dan beruas yang merupakan tempat
keluarnya akar (Heyne, 1987; Hembing, 1992; Moeljanto dkk, 2005).

Menurut Hembing (1992), dikenal beberapa macam sirih, yaitu:
1. Daun sirih yang berwarna hijau tua dengan rasa pedas merangsang
2. Daun sirih yang berwarna kuning
3. Sirih kaki merpati, daunnya berwarna kuning dengan tulang daun berwarna

merah

4. Sirih hitam, biasa digunakan untuk campuran obat
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2.4.3 Kandungan Kimia

Sirih (Piper betle) secara umum dapat digunakan untuk berkumur kalau
mulut bengkak, untuk mengobati bau napas tidak sedap yang disebabkan oleh
karies, dan sakit gusi (Heyne, 1987, Hembing, 1992). Sirih apabila dipakai
sebagai obat kumur, dapat menghilangkan segala kotoran karena mengandung
minyak atsiri, sehingga memberantas kuman-kuman dalam mulut.

Sirth memiliki banyak khasiat. Hal ini didukung oleh bahan-bahan yang
terkandung di daun sirih tersebut. Menurut Hembing (1992), kandungan yang

terdapat dalam daun sirih adalah :

Minyak atsiri :1-42%
Hidroksikavicol, kavicol :7,2-16,7%
Kavibetol :2,7-6,2%
Allypyrokatekol :0-9,6%
Karvakarol 0 2,2-5,6%
Eugenol 026,8 —42 5%
Methyl ether :4,2-15,8%
P-cynene 02,2-5,6%
Cineole :2,4-438%
Caryophylene :3,0-9.8%
Cadynene :2,4-15,8%
Estragol, terpenana, seskuiterpena, fenil propana  : 0,8 — 1,8%

Beberapa penelitian ilmiah menyatakan bahwa daun sirih juga mengandung enzim
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diatase, gula, tanin, pati, Vitamin C, dan alkaloid arakene. Biasanya daun sirih
muda mengandung diatase, gula, dan minyak atsiri lebih banyak dibandingkan

dengan daun sirih tua sementara kandungan taninnya relatif sama.

2.4.4 Efek Farmakologis

Zat berkhasiat dari daun sirih adalah minyak atsiri yang terdiri dari fenol,
sebagian besar kavikol, dan eugenol. Fenol mempunyai daya antiseptik yang kuat
sedangkan kavikol memberikan aroma yang khas dari daun sirih. Senyawa
kavikol ini memiliki daya antiseptik yang kuat dan daya bunuh bakteri mencapai
5 kali lipat fenol biasa. Keberadaan fenol yang merupakan senyawa toksik
mengakibatkan struktur tiga dimensi protein terganggu dan terbuka menjadi
struktur acak tanpa adanya kerusakan pada struktur kerangka kovalen. Hal ini
menyebabkan protein mengalami denaturasi. Deret asam amino protein tersebut
tetap utuh setelah denaturasi, namun aktivitas biologisnya menjadi rusak sehingga
protein tidak dapat melakukan fungsi normalnya (Heyne, 1987).

Menurut Moeljanto dkk (2005) disebutkan daun yang merupakan bahan
utama menginang ini memiliki sifat styptic (mengerutkan jaringan) dalam hal ini
sirth memiliki sifat astringen (mengerutkan jaringan untuk menghentikan
perdarahan), vulnerary (menyembuhkan luka kulit), stomachic (obat saluran
pencernaan), dan membersihkan tenggorokan. Daun sirih selain memiliki
kemampuan antiseptik, juga mempunyai kekuatan sebagai antioksidasi dan

fungisida. Minyak atsiri dan ekstrak daun sirih mampu melawan beberapa bakteri
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Gram positif dan Gram negatif.

Menurut hasil penelitian Arifin (1990), diketahui bahwa berbagai khasiat
daun sirth yang telah dibuktikan secara ilmiah antara lain memiliki efek
antimikroba terhadap Haemophilus influenza, Staphylococcus aureus,
Streptococcus haemoloticus beta seiring dengan naiknya konsentrasi infusa daun
sirth. Menurut Suprihati  (1990), efek antimikroba daun sirih terhadap
Streptococcus sanguis pada akumulasi plak melalui kumur infusa sirih. Menurut
hasil penelitian Syafei (1990), daun sirih dapat dipakai sebagai antimikroba di
dalam perawatan abses dengan tindakan bedah periodontal melalui irigasi air daun
sirih 15%. Daun sirth memiliki daya antijamur terhadap Candida albicans dengan
rebusan daun sirih 10%. Menurut hasil penelitian Laksminingsih (1990), daun
sirih memiliki khasiat sebagai astrigen dan styptic secara lokal melalui kandungan

tanin di dalamnya.

2.5 Uji Sitotoksisitas

Uji sitotoksisitas dilakukan untuk mengetahui efek suatu bahan secara
langsung terhadap jaringan dalam kultur sel (Siregar & Hadijono, 2000).
Beberapa metode untuk menilai sitotoksisitas suatu bahan diantaranya adalah esei
MTT, agar overlay, filter molekul, pembebasan isotop kromium, dan metode

pewarnaan eksklusi dengan tryptan blue.
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2.5.1 Esei MTT

Esei MTT didasarkan pada kemampuan sel hidup untuk mereduksi garam
MTT. Prinsip esei ini adalah pemecahan cincin tetrazolium MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-phenyl-tetrazolium bromide) oleh adanya
dehidrogenase pada mitokondria yang aktif, menghasilkan produk formazan ungu
yang tidak larut. Garam tetrazolium berwarna ungu akan direduksi di dalam sel
yang mempunyai aktivitas metabolik, yang mempunyai peranan penting dalam hal
ini adalah mitokondria dari sel hidup yang menghasilkan dehidrogenase. Bila
dehidrogenase tidak aktif karena efek sitotoksik, maka formazan tidak terserap.
Produksi formazan dapat dihitung dengan melarutkannya dan mengukur densitas
optik dari larutan yang dihasilkan. Reaksi warna ungu digunakan sebagai ukuran
dari sel hidup, jumlah sel hidup dapat diukur sebagai hasil produk MTT dengan
spektrofotometer pada panjang gelombang 540-570 nm, sehingga prosentasi
densitas optik yang semakin rendah berarti menunjukkan sel yang metabolik aktif
dapat mereduksi MTT juga semakin rendah (Siregar & Hadijono, 2000 dan

Soenartyo & Rianti, 2003).

2.6 Sel

Terdapat ratusan jenis sel dalam tubuh yang secara mikroskopis dapat
dibedakan, namun semuanya memiliki ciri struktur tertentu yang sama. Sel dibagi
dalam 2 kompartmen utama, yaitu nukleus dan sitoplasma. Komponen berbentuk

dalam kompartmen ini termasuk dalam salah 1 dari 2 kategori, yaitu organel dan
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inklusi. Organel adalah komponenyang ditemukan di dalam senua sel dan
dipandang sebagai organ intern yang secara metabolik aktif melakukan fungsi
spesifik penting. Inklusi adalah akumulasi produk sel yang secara metabolik
inaktif, seperti endapan pigmen, atau metabolik simpanan, seperti lipid dan
karbohidrat (Fawcett, 2002).

Organel yang tampak dalam mikroskop cahaya diantaranya adalah

mitokondria, golgi kompleks, granul sekresi, sentriol.

Membran
GRANUL
GOLG! KOMPLEKS @»Pmﬂuk cRanuL
vak“:r‘o‘;::‘;:k‘::l 3 N g Potongan Melintang

) T
:
,\{ SENTRIOL

Membran Agranuiat

AETIKULUM
ENDOPLASMA

Sisterna

Aibosom ﬂ

SELAPUT
NUKLEUS

Sisterna Perinukiaus

PRenLEY } MEMBRAN
d_ Gikoze®  “pLASMA
NUKLEOLUS 3 ﬁ ;
C4f Filamen (- 50 A)

TETES LIPID . Ribosom  pARTIKEL
MATRIKS

Nukieolonema

Gambar 2.3 Panampang sel dibawah mikroskop cahaya beserta organcl-crganelnya
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2.6.1 Nukleus

Nukleus merupakan organel terbesar dari sel, terletak di pusat dan
umumnya berbentuk bulat atau lonjong, tetapi dalam sel-sel tertentu, nukleus
mungkin berlipat-lipat dalam atau berlobus. Nukleus adalah “arsip”nya sel, tempat

penyimpanan materi genetiknya (Fawcett, 2002).

2.6.2 Sitoplasma

Aktivitas metabolik utama dan berbagai fungsi sel dilaksanakan di bagian
ekstranukleus, yaitu di sitoplasma, yang mengandung berbagai jenis organel sel
yang penting untuk metabolisme sel. Kebanyakan organel adalah unsur
bermembran dengan bentuk dan struktur intern khas. Organel ini terbenam dalam
matriks sitoplasma semi cair yang disebut sitosol. Anyaman kasar, terdiri atas
berkas filamen halus yang melintasi sitoplasma dan melekat pada membran sel,
memberi kekuatan intern dan membantu mempertahankan bentuk normal sel.

Semua ini dikenal sebagai sitoskelet (Fawcett, 2002).

2.6.3 Mitokondria

Batang-batang langsing berdiameter 0,4-0,8 um dan panjang 4-9 um
tampak dalam sel hidup tipis di bawah mikroskop kontras. Fungsinya adalah
menyediakan energi yang dibutuhkan untuk biosintesis dan aktivitas motorik sel.
Mitokondria ini mungkin tersebar secara acak dalam sitoplasma atau berkumpul

pada tempat pemakai energi tinggi. Jumlah bervariasi dari beberapa sampai
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ratusan, tergantung besar dan kebutuhan energi berbagai jenis sel (Fawcett, 2002).

ATP synthase particles
A

inter membrane space
Matrix
|

Ribosome S1513€

Granules'

"\, " Inner membrane
Quter membrane

Gambar 2.4 Penampang Mitokondria

Aktivitas biokimia utama dari mitokondria adalah fosforilasi oksidatif —
oksidasi, oleh oksigen molekuler dari metabolit nutrient (glukosa dan asam lemak)
yang diperoleh sel dari darah. Enrgi yang timbul dipakai untuk mensintesis
adenosin irifosfat (ATP) dari adenosin difosfat (ADP) dan fosfat anorganik. ATP
yang dibebaskan dari mitokondria, masuk sitoplasma merupakan cadangan energi
yang dibutuhkan untuk transpor melalui membran bagi semua proses sintesis dan
untuk kerja mekanik dalam aktivitas motorik sel. Atas permintaan, ikatan fosfat
berenergi tinggi dalam ATP dipecah, segera melepaskan energi dan mengkonversi
ATP menjadi ADP. ATP kemudian dibentuk kembali dari ADP oleh mitokondria.
Memakai asam fosfor dan energi dari nutrisi sel. Mitokondria dapat dipandang

sebagai gudang tenaga sel (Fawcett, 2002).
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2.7  Fibroblas

Fibroblas merupakan salah satu tipe sel yang digunakan untuk uji
sitotoksisitas. Sel fibroblast merupakan sel mesenkim dasar pada jaringan dewasa
yang berfungsi untuk mensintesa komponen-komponen jaringan pengikat yaitu
kolagen dan mukopolisakarida. Ciri sel fibroblast adalah sel-nya besar, agak pipih,
berbentuk bulat panjang atau ovoid. Intinya yang lonjong, dapat diperlihatkan
dengan dengan beberapa cara pewarnaan, misalnya dengan pembuatan sediaan
jaringan ikat yang diwarnai dengan cat seperti methylene blue kemudian inti sel
fibroblast dapat dilihat dengan mikroskop cahaya, sitoplasma fibroblas pucat.
Sitoplasmanya mengandung banyak mitokondria, retikulum endoplasmik yang

kasar, serta badan golgi (Spector ,1993; Leeson, 1996).

Fibroblasts

Blood vessel

Collagen fibers

Gambar 2.5 Sel fibroblas
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Fibroblas adalah sel pembentuk kolagen dan badan interseluler. Selain
merupakan kesatuan hidup dari jaringan ikat, fibroblas berperan aktif dalam
sintesa protein yang menjadi materi dasar untuk pembentukan bahan antar sel
yang berbentuk maupun amorf (Leeson, 1996).

Pembentukan kolagen oleh sel fibroblas dari protein yang didahului
dengan pembentukan prokolagen yang dihasilkan oleh retikulum endoplasma,
dibentuk dicelah ekstra sel dari molekul kolagen berupa serabut kolagen yang
menyusun sesuai dengan susunan molekul (Bloom, 2002).

Fibroblas mampu tumbuh dan berregenerasi seumur hidup apabila ada
rangsangan. Misalnya, penyembuhan luka pada jaringan yang beradang. Fibroblas
dapat melakukan gerakan merambat secara perlahan. Peningkatan jumlah
fibroblas pada daerah luka disebabkan karena fibroblas berfungsi sebagai sel
(Leeson, 1996).

Secara umum, fibroblas berperan dalam penyembuhan luka. Pada luka
terbuka, fibroblas melakukan proliferasi dan migrasi ke tempat luka, kemudian
fibroblas mensekresi matriks ekstraselular, dan akhirnya terbentuknya jaringan
parut yang menutup luka (Gage, 2002).

Ada 2 jenis sel fibroblast yang biasa dipakai dalam kultur cell lines, yaitu
sel L-29 yang berasal dari fibroblas paru tikus dan sel BHK-21 yang berasal dari
fibroblas ginjal hamster. Tetapi sel BHK-21 lebih banyak digunakan untuk
menguji sitotoksisitas bahan dan obat-obatan di kedokteran gigi (Freshney, 1987).

Hal ini disebabkan oleh karena sel fibroblas Baby Hamster Kidney (BHK-21)
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merupakan bahan kultur terbaik yang berasal dari sel-sel jaringan embrionik
sehingga mudah tumbuh dan mudah dilakukan subkultur ulang (Freshney, 1987).

Sel fibroblas merupakan komponen utama dan terpenting yang terdapat di
pulpa, ligamen periodontal, dan gingiva (Grossman, 1995). Pada jaringan
periodontal, fibroblas mensintesa kolagen dan matriks ekstraseluler yang
berfungsi untuk memelihara ligamen periodontal yang sehat (Walton &

Torabinejad, 1998).
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BAB 3

KERANGKA KONSEPTUAL

Ekstrak Piper betle linn
v

Perawatan saluran akar Konsentrasi tertentu

A 4 A 4

Pembentukan Membunuh bakteri

saluran akar
secara mekanis /

Irigasi larutan ekstrak Piper betle linn

2 v v 4
eugenol | |fenol methyl ether | |lain-lain

: v
avicol hidroksikavicol
: ]

A
Membunuh mikroba dalam saluran akar

Mencegah infeksi
periapikal

Mengganggu permeabilitas jaringan /

Membran sel
|—> Sel mati » Toksik terhadap

jaringan

o

Uji sitotoksisitas pada sel fibroblas
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Pada gigi yang sudah mengalami infeksi diberikan perawatan saluran akar
untuk mempertahankan gigi tersebut selama mungkin berada di dalam mulut.
Dalam melakukan perawatan saluran akar dilakukan pembersihan dinding saluran
akar dari jaringan nekrosisi dan bakteri. Pembersihan ini dilakukan secara
mekanik dengan menggunakan bur dan file. Kemudian dilakukan pembersihan
debris organik maupun debris sisa dari pembersihan secara mekanik tersebut
dengan menggunakan irigasi saluran akar.

Ekstrak daun Piper betle linn pada konsentrasi tertentu dapat membunuh
bakteri, sehingga ekstrak ini dapat dipakai sebagai bahan irigan saluran akar.
Daun Piper betle linn memiliki kandungan seperti eugenol, fenol, methy ether,
dan lain-lain. Pada kandungan fenol, memiliki 2 bahan kandungan pokok yaitu
hidroksikavicol dan kavicol yang memiliki kemampuan membunuh mikroba
dalam saluran akar sehingga berperan dalam mencegah infeksi periapikal. Selain
itu, bahan hidroksikavicol dan kavicol tersebut juga mengganggu permeabilitas
jaringan/membran sel yang mengakibatkan kematian sel. Hal ini berarti ekstrak
daun Piper betle linn toksik terhadap jaringan dan perlu dilakuka uji sitotoksisitas

pada fibroblas.
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BAB 4

METODOLOGI PENELITIAN

4.1 Jenis Penelitian
Penelitian ini merupakan eksperimental laboratoris dengan rancangan post

test only control group design.

4.2 Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di Pusat Veterinaria Farma (PUSVETMA) Surabaya.

4.3 Obyek Sampel dan Jumlah Sampel Penelitian
Populasi dalam penelitian ini adalah kultur sel fibroblas.
Untuk sampel setiap perlakuan akan dipilih secara random dengan besar

sampel yang telah ditentukan menurut rumus (Lemeshow S, dkk, 1990):

. _20’1Z(-a)+Z(-B)F
(u1-p2)°

n=2(0,110294)2 (1,96 + 0.85)2
(0,30675 — 0,08725)2

n=4118
Keterangan :
n = jumlah sampel

o = standar deviasi

Z,..= harga standard normal pada o. = 0.05
Zl-n = 80%

Hi-p2 = beda rerata masing-masing kelompok
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Melalui rumus di atas dan melalui penelitian pendahuluan, maka
besar n yang didapatkan adalah 4,118, sehingga penelitian ini paling sedikit
dilakukan pengulangan/replikasi sebanyak 4 kali untuk masing-masing
percobaan. Peneliti melakukan replikasi sebanyak 8 kali, sehingga

diharapkan data yang diperoleh lebih akurat.

4.4 Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel bebas

- Konsentrasi daun Piper betle linn.

4.4.2 Variabel tak bebas

- Jumlah sel hidup pada kultur sel.

4.4.3 Variabel terkendali

- Volume, suhu, waktu perbenihan, konsentrasi MTT, sel fibroblas, plate 96-well.

4.4 4 Unit analisis

- Sel fibroblas.

4.5 Definisi Operasional
4.5.1 Ekstrak daun Piper betle linn dengan konsentrasi tertentu.
Yang dimaksud dengan ekstrak daun Piper betle linn dengan konsentrasi

tertentu adalah hasil ekstraksi masa 10% bahan kering daun Piper berle
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linn yang kemudian diencerkan dengan bahan pelarut air bidestilasi hingga
tercapai konsentrasi daun Piper betle linn 25%, 20%, 15%, 12,5%, 10%,
7,5%.

Konsentrasi yang digunakan dalam penelitian ini (dalam % m/v) adalah

25%, 20%, 15%, 12,5%, 10%, 7,5%.

4.5.2 Derajat sitotoksisitas

Yang dimaksud dengan derajat sitotoksisitas adalah derajat sel hidup yang
terjadi karena paparan suatu bahan yang toksik terhadap sel. Persentase sel
hidup diukur melalui perbandingan intensitas warna jumlah formazan yang
dihasilkan oleh sel yang hidup setelah mendapat paparan suatu bahan yang
toksik terhadap sel dengan intensitas warna jumlah formazan yang

dihasilkan oleh sel yang hidup yang tidak mendapat paparan suatu bahan

yang toksik terhadap sel.

4.5.3 Sel hidup

Sel dikatakan hidup apabila sel mampu mereduksi garam MTT yang
berwarna ungu dan larut menjadi formazan yang berwarna ungu.

Untuk mengetahui persentase jumlah sel hidup dilakukan dengan

memakai rumus:

% sel hidup = perlakuan + media_x 100%
sel + media

Keterangan:

% sel hidup = persentase jumlah sel hidup setelah pengujian
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Perlakuan = nilai densitas optik formazan pada setiap sampel setelah
pengujian
Media = nilai densitas optik formazan pada kontrol media
Sel = nilai densitas optik formazan pada kontrol

4.5.4 Sel mati
Sel dikatakan mati apabila sel tidak mampu mereduksi garam MTT yang
berwarna ungu dan tidak larut menjadi formazan yang berwarna ungu.

Untuk mengetahui persentase jumlah sel mati dilakukan dengan

memakai rumus:

% sel mati = 100% - % sel hidup

4.6 Alat dan Bahan
1. Inkubator untuk kultur sel
2. Pembaca mikroplat (micro-plate reader)
3. Mikro pipet multichannel
4. Botol roux
5. Tip kuning (yellow ‘tips)
6. Reagen MTT (sigma)
7. Air saline
8. Pelarut dimetil sulfoksid (DMSO)
9. Kultur cell line Baby Hamster Kidney (BHK-21)

10. Media kultur Rosewell Park Memorial Institute-1640 (RPMI-1640)

89%
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11. Penstrep 1%

12. Fetal Bovine Serum (FBS) 10%

13. Fungizone 100 unit/ml

14. Phosphat Buffer Saline (PBS)

15. Ekstrak daun Piper betle linn 100%
16. Akuades steril

17. Autoclave

4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Sterilisasi
Sebelum bekerja, semua alat dan bahan disterilisasi dengan autoclave
(121°C, selama 15 menit).
4.7.2 Persiapan Ekstrak Daun Piper betle linn
Dalam penelitian ini, konsentrasi yang dipakai adalah 25%, 20%, 15%,
12,5%, 10%, 7,5%. Proses pembuatan ekstrak daun Piper betle linn dilakukan di
Laboratorium Ilmu Bahan Alam, Fakultas Farmasi, Universitas Airlangga
Surabaya. Prosedur pembuatan ekstrak daun Piper betle linn adalah sebagai
berikut :
1. Ambil daun Piper betle linn segar dengan ketentuan panjang rata-rata
12 cm dan lebar rata-rata 8 cm yang berwarna hijau terang dan dicuci.
2. Daun tersebut ditimbang sehingga terkumpul daun Piper betle linn

seberat 100 gram.

Skripsi : Uji Sitotoksisitas Ekstrak Piper Betle Linn Sebagai ... Stephen Adiguna Quadinata



ADLN - Perpustakaan Universitas Airlangga

3]

3. Keringkan dengan bantuan sinar matahari atau oven pada suhu yang
optimum.

4. Pemrosesan selanjutnya yaitu melarutkan ekstrak tersebut dalam
rebusan menggunakan aquades steril 1200 cc dengan suhu kurang
lebih 90°C selama 15 menit.

5. Maka akan diperoleh rebusan ekstrak daun Piper betle linn yang 100%
bebas etanol dengan konsentrasi 100% dan volume 1000 cc.

6. Untuk membuat ekstrak daun sirih dengan konsentrasi 25%, 20%,
15%, 12,5%, 10%, 7,5%, digunakan ekstrak daun sirih dengan
konsentrasi 50%, 40% dan 30%.

a. Ekstrak daun sirth dengan konsentrasi 25 %, 12,5 % :

1) Menambahkan pada 50cc ekstrak daun sirih dengan
konsentrasi 100% sebanyak SOcc aquades steril untuk
memperoleh ekstrak daun sirih dengan konsentrasi 50%.

2) Menambahkan pada 50cc ekstrak daun sirih dengan
konsentrasi 50% sebanyak S50cc aquades steril untuk
memperoleh ekstrak daun sirih dengan konsentrasi 25%.

3) Menambahkan pada 50cc ekstrak daun sirih dengan
konsentrasi 25% sebanyak 50cc aquades steril untuk
memperoleh ekstrak daun sirth dengan konsentrasi 12,5%.

b. Ekstrak daun sirth dengan konsentrasi 20 %, 10 % :

1) Menambahkan pada 40cc ekstrak daun sirih dengan
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konsentrasi 100% sebanyak 60cc aquades steril untuk
memperoleh ekstrak daun sirih dengan konsentrasi 40%.

2) Menambahkan pada 50cc ekstrak daun sirth dengan
konsentrasi 40% sebanyak 50cc aquades steril untuk
memperoleh ekstrak daun sirih dengan konsentrasi 20%.

3) Menambahkan pada 50cc ekstrak daun sirih dengan
konsentrasi 20% sebanyak 50cc aquades steril untuk
memperoleh ekstrak daun sirth dengan konsentrasi 10%.

c. Ekstrak daun sirih dengan konsentrasi 15%, 7,5% :

1) Menambahkan pada 30cc ekstrak daun sirih dengan
konsentrasi 100% sebanyak 70cc aquades steril untuk
memperoleh ekstrak daun sirih dengan konsentrasi 30%.

2) Menambahkan pada 50cc ekstrak daun sirih dengan
konsentrasi 30% sebanyak 50cc aquades steril untuk
memperoleh ekstrak daun sirih dengan konsentrasi 15%.

3) Menambahkan pada S50cc ekstrak daun sirih dengan
konsentrasi 15% sebanyak 50cc aquades stenl untuk

memperoleh ekstrak daun sirth dengan konsentrasi 7,5%.

473 CaraKerja
1. Kultur sel BHK-21 dalam bentuk cell-line ditanam dalam botol roux.

2. Setelah konfluen, kultur dipanen dengan menggunakan larutan trypsine
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versene. Hasil panen ditanam dalam media rosewellpark memorial
institute-1640 (RPMI-1640) yang mengandung 10% fetal bovine serum
albumin diinkubasi selama 24 jam suhu 37°C.

3. Kemudian sel dipindahkan dalam botol kecil (roux) dan dibuat dengan
kepadatan 2 x 105 sel/ml. Sel dikultur dalam setiap sumur mikroplat 96-
sumur sampai konfluen. Setiap sumuran berisi sel dan media RPMI
dengan kepadatan 2 x 105 sel/ml.

4. Sebanyak 50 pl, sampel penelitian ekstrak daun sirih masing-masing
kelompok sebelum diuji, disterilkan dahula dengan UV selama 15 menit,
selanjutnya masing-masing dimasukkan dalam lempeng sumuran sebanyak
50 pl.

5. Kemudian lempeng sumuran diinkubasi selama 20 jam pada suhu 37°C.
Disiapkan pula kontrol sel sebagai kontrol positif berisi sel dalam media
kultur, dianggap persentase sel hidup 100% dan kontrol media sebagai
kontrol negatif berisi media kultur saja, dianggap sel hidup 0%.

6. Setelah i1tu setiap sumuran ditambahkan pereaksi MTT 5 mg/ml dalam
PBS sebanyak 20 pl untuk setiap sumuran, diinkubasi kembali selama 4
Jam pada suhu 37°C.

7. Selanjutnya setiap sumuran ditambah 50 pl dimetil sulfoksid (DMSO)
(yang berfungsi untuk menghentikan proses penyerapan MTT oleh
mitokondra). Lempeng sumuran diinkubasi kembali selama 5 menit pada

suhu 37°C. Kemudian lempeng sumuran dibaca pada spektrofotometer
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dengan panjang gelombang 595nm.

8. Hasil yang diperoleh dinyatakan dalam optikal densitas/absorben. Besar
absorben setiap sumuran menunjukkan jumlah sel hidup dalam kultur
media.

9. Untuk mengetahui persentase jumlah sel hidup dilakukan dengan memakai

rumus:

% sel hidup = perlakuan + media x 100%

sel + media
Keterangan:
% sel hidup = persentase jumlah sel hidup setelah pengujian
Perlakuan = nilai densitas optik formazan pada setiap sampel setelah
pengujian
Media = nilai densitas optik formazan pada kontrol media
Sel = nilai densitas optik formazan pada kontrol
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4.8.1 Ekstrak Daun Piper betle linn
Ekstrak daun Piper betle linn 100%
2 L 2 K /
50ml Ekstrak daun 40ml Ekstrak daun 30ml Ekstrak daun
Piper betle linn 100% Piper betle linn 100% Piper betle linn 100%
L 2 L 2 v
+ Aqua bidest + Aqua bidest + Aqua bidest
50ml 60ml 70ml
y L 2 v
Ekstrak daun Ekstrak daun Ekstrak daun
Piper* betle linn 50% Piper bftle linn 40% Piper betle linn 30%
50ml Ekstrak daun 50ml Ekstrak daun 50ml Ekstrak daun
Piper betle linn 50% Piper betle linn 40% Piper betle linn 30%
v v v
+ Aqua bidest + Aqua bidest + Aqua bidest
S0ml 50ml S0ml
A A
Ekstrak daun Ekstrak daun Ekstrak daun
Piper betle linn 25% Piper betle linn 20% Piper betle linn 15%
v 2 v
50ml Ekstrak daun 50ml Ekstrak daun 50ml Ekstrak daun
Piper betle linn 25% Piper betle linn 20% Piper betle linn 15%
v 2 v
+ Aqua bidest + Aqua bidest + Aqua bidest
50ml 50ml S0ml
Ekstr‘ak daun Ekstrak daun Ekstrall'daun

Piper betle linn 12,5%

Piper betle linn 10%

Piper betle linn 7 5%
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4.8.2 Esei MTT

Sel BHK-21

\4
Kultur dalam bentuk cell-line (dalam botol roux)

\4
Konfluen
v
Panen (dengan larutan trypsine versene)
\4

Hasil ditanam dalam media rosewellpark memorial institute 1640
(vang mengandung 10% fetal bovine serum albumin)

v
Inkubasi selama 24 jam suhu 37°C

\ 4
Sel dipindahkan dalam botol kecil (roux)

(dengan kepadatan 2 x 105 sel/ml)

v
Sel dikultur dalam setiap sumur mikroplat 96-sumur
sampai konfluen (Setiap sumuran berisi sel dan media RPMI
dengan kepadatan 2 x 105 sel/ml)
\4

+ 50 pl perlakuan (konsentrasi ekstrak Kontrol sel: kontrol positif (sel
masing-masing kelompok) ke dalam media kultur)[sel hidup =
lempeng sumuran (yang sebelumnya 100%)], kontrol negatif (media
disterilkan dengan UV 15 menit) kultur saja)[sel hidw

Inkubasi selama 20 jam pada suhu 37°C.

\d
Masing-masing sumuran + MTT 5 mg/ml
dalam PBS sebanyak 20 pl
Inkubasi kembali séama 4 jam pada suhu 37°C

Setiap sumuran ditambah 50 pl DMSO

Inkubasi kembali selama 5 menit pada suhu 37°C

\4
Lempeng sumuran dibaca pada spektrofotometer

\4
Hasil
(optikal densitas/absorben - jumlah sel hidup dalam kultur media)
v
KESIMPULAN
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4.9 Analisis Data

Data yang sudah dikumpulkan dilakukan penghitungan persentase.
Rencana analisis data disajikan dalam bentuk tabel dan dideskripsikan untuk
mendapatkan gambaran hasil penelitian. Kemudian dilakukan ANALISIS

STATISTIK one-way ANOVA untuk melihat perbedaan yang ada pada kelompok

data tersebut.
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BAB S

HASIL PENELITIAN DAN ANALISA DATA

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan pada bulan Juni 2007 di Pusat

Veterinaria Farma (PUSVETMA) Surabaya dengan menggunakan esei MTT pada

kultur sel fibroblas dan dilakukan penghitungan jumlah sel fibroblas terhadap

kelompok kontrol, yaitu kelompok yang tidak mendapat perlakuan dan kelompok

perlakuan yang mendapat aplikasi ekstrak daun Piper betle linn, yang terbagi atas

eksrak daun Piper betle linn 75%, 10%, 12,5%, 15%, 20%, dan 25%, kemudian

didapatkan hasil sebagai berikut :

Tabel 5.1 Distribusi rata-rata dan standar deviasi sel hidup yang terbaca dengan spektrofotometer

Uji Sitotoksisitas Ekstrak Piper Betle Linn Sebagai ...

Konsentrasi Sediaan Rata-rata Standar Deviasi
7,5% 8 0,30675 0,112094
10% 8 0,35488 0,046008
12,5% 8 0,21712 0,112011
15% 8 0,10838 0,034920
20% 8 0,08725 0,027820
25% 8 0,12850 0,115864
Kontroi + 8 0,16888 0,087341
Kontrol - 8 0,04862 0,001923
Total 64 0,19258 0,015018
39
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Gambar 5.1 Grafik % sel hidup setelah perlakuan
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Tabel 5.2 ANOVA
Jumlah sel
Jumlah Derajad Rerata Jumlah

Sumber variasi | kuadrat bebas kuadrat hitung | Probabilitas
antar kelompok 0.654 7 0.093 | 14.865 0.0001
dalam
kelompok 0.352 56 0.006

Pada tabel dapat dilihat kelompok kontrol mempunyai rata-rata persentase

sel fibroblas hidup sebesar 100% dan pada kelompok perlakuan eksrak daun

Piper betle linn 7,5%, 10%, 12,5% memiliki rata-rata 99,9%, pada kelompok

perlakuan eksrak daun Piper betle linn 15% memiliki rata-rata 72,18391%, pada

kelompok perlakuan eksrak daun Piper betle linn 20% memiliki rata-rata

62,46897%, pada kelompok perlakuan eksrak daun Piper betle linn 25% memiliki

rata-rata 81,43448%.
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Dari hasil penghitungan persentase kematian sel fibroblas tersebut,
terlihat kelompok perlakuan yang mendapat aplikasi eksrak daun Piper betle linn
mempunyai persentase kematian sel fibroblas lebih besar dari kelompok kontrol
yang berisikan sel fibroblas tanpa mendapatkan perlakuan. Hasil pengujian
toksisitas eksrak daun Piper betle linn menunjukkan rata-rata persentase sel
fibroblas yang mengalami kematian terendah pada kelompok dengan perlakuan
pemberian eksrak daun Piper betle linn 7,5%, 10% dan 12,5% dan terdapat
peningkatan kematian sel fibroblas seiring dengan kenaikkan kandungan eksrak
daun Piper betle linn. Peningkatan kematian sel fibroblas tampak nyata pada
kelompok dengan perlakuan pemberian ekstrak daun Piper betle linn dengan
konsentrasi antara 15%, 20%, dan 25%.

Melalui analisa data dengan menggunakan one-way ANOVA didapatkan
signifikansi 0,0001 (p<0,05), yang berarti tidak terdapat perbedaan untuk masing-

masing kelompok, baik kelompok kontrol maupun kelompok perlakuan.
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Tabel 5.3 Distribusi tingkat perbedaan persentase kematian sel fibroblas kelompok kontrol dan

perlakuan
Kontrol + Kontrol - Ekstrak Piper | Ekstrak Piper | Ekstrak Piper | Ekstrak Piper | Ekstrak Piper Ekstrak
betle linn betle linn betle linn betle linn betle linn Piper betle
7,5% 10% 12,5% 15% 20% linn 25%
Kontrol + - + + - - - -
Kontroi - - + + + - - -
Ekstrak + + - - + + +
Piper betle
linn 7,5%
Ekstrak + it - + + + +
Piper betle
hnn 10%
Ekstrak - + ’ + - + -
Piper betle
linn 12,5%
Ekstrak S - + + - - -
Piper betle
linn 15%
Ekstrak - - + + + - -
Piper betle
linn 20%
Ekstrak s . " + s A -
Piper betle
linn 25%
Keterangan :
+ : ada perbedaan bermakna
— : tidak ada perbedaan bermakna

Tabel 5.3 merupakan distribusi perbandingan persentase kematian sel

fibroblas antar setiap kelompok terhadap kelompok yang lain, pada tabel ini dapat

dilihat terdapat perbedaan yang bermakna untuk masing-masing kelompok.

Pada gambar berikut (Gambar 5.2) akan ditampilkan gambaran dari sel

fibroblas yang diambil saat penelitian di Pusvetma dengan menggunakan

mokroskop cahaya. Gambaran sel fibroblas yang tampak tersebut adalah

gambaran sel yang diambil sebelum diberi perlakuan. Terlihat pula gambaran sel

fibroblas setelah diberikan perlakuan berupa ekstrak Piper betle linn

(Gambar 5.3).
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Gambar 5.3 Keadaan sel fibroblas setelah diberi ekstrak Piper Betle Linn selama 1 menit

(perbesaran 100x)
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BAB 6

PEMBAHASAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, didapatkan hasil jumlah sel
hidup yang diperoleh setelah mendapatkan perlakuan dengan berbagai konsentrasi
ekstrak Piper betle linn, hasil tersebut dapat dilihat pada tabel 5.1. Pada penelitian
ini, didapat gambaran bahwa ekstrak Piper betle linn dengan konsentrasi hingga
25% tidak memiliki sifat toksik dengan diperolehnya hasil sel hidup sebanyak
81%. Dan pada konsentrasi ekstrak Piper betle linn 7,5%, 10%, 12,5% tidak
ditemukan kematian sel fibroblas.

Menurut Timbrel (1994), intensitas kematian sel tergantung pada kadar
bahan atau obat yang berkontak dengan sel, jaringan, maupun organ sasaran,
sedangkan suatu rangsangan dapat merusak sel organ sasaran melalui berbagai
cara sehingga terjadi jejas yang dapat bersifat reversibel maupun irreversibel.
Apabila sel yang terkena paparan sudah mencapai point of no return maka
terjadilah kematian sel.

Menurut Quinlan (2002) penyebab kematian sel oleh karena terjadi
nekrosis yang bersifat pasif dan patologis, mengakibatkan terjadi respon inflamasi
dan kerusakan sekunder jaringan yang sehat.

Kematian sel fibroblas kemungkinan disebabkan kandungan fenol yang
terdapat di setiap lembar daun sirih terutama adanya kandungan hidroksikavicol

dan kavicol yang cukup tinggi yaitu sebesar 7,2 — 16,7% (Hembing, 1992).

44
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dan kavicol yang cukup tinggi yaitu sebesar 7,2 — 16,7% (Hembing, 1992).

Fenol mempunyai daya antiseptik yang kuat dan bersifat toksik pada
konsentrasi tinggi. Hal ini diperparah dengan adanya senyawa kavikol yang
memberikan aroma yang khas dari daun sirih yang memiliki daya antiseptik kuat
dan daya bunuh bakterinya 5 kali lipat fenol biasa (Heyne, 1987).

Menurut Corvianindya dan Joelijanto (2003) terjadinya kematian sel dapat
diakibatkan respons terhadap faktor dari luar, misalnya keradangan, iskemia atan
bahan beracun. Ciri dari sel yang mengalami nekrosis adalah membran plasma
pecah, kromatin mengalami dispersi dan kerusakan Jdini struktur sel.

Hal ini berarti, sel fibroblas bisa mengalami kematian belum tentu oleh
karena sifat toksik dari bahan perlakuan, melainkan bisa juga disebabkan oleh
kondisi lingkungan yang tidak menguntungkan bagi sel fibroblas, yaitu sifat asam
pada fenol.

Mekanisme kerja fenol yang bersifat asam dengan polaritas tinggi
mengakibatkan ikatan senyawa polar dengan lipoprotein sel sehingga terjadi
penimbunan senyawa tersebut disertai pemecahan lemak yang mengganggu
permeabilitas membran sel yang mengakibatkan sel pecah (Schlegel, 1994).

Menurut Robbins (1995), permeabilitas membran diperlukan untuk
menjaga keutuhan sel dengan volume yang normal. Apabila permeabilitias
berubah, maka akan menyebabkan peningkatan perpindahan molekul (translokasi)
dar intrasel ke ekstrasel sehingga sel kehilangan unsur metabolit yang diperlukan

untuk menjaga kelangsungan hidupnya.
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konsentrasi ekstrak daun Piper betle linn 15% — 20% yang mengalami penurunan
jumlah sel hidup, kemudian mengalami peningkatan pada konsentrasi ekstrak
daun Piper betle linn 25%, hal ini bisa terjadi oleh karena kandungan fenol yang
memiliki sifat asam.

Berdasarkan hasil penelitian, ekstrak Piper betle linn pada konsentrasi
12,5% dan konsentrasi yang lebih rendah memiliki persentase jumlah sel hidup
yang tidak berbeda dengan kelompok kontrol, tetapi persentase jumlah sel hidup
mengalami peningkatan pada konsentrasi 15% ke atas.

Menurut hasil penelitian Harsono (2006), rebusan daun sirih sebagai
larutan irigasi saluran akar gigi mempunyai sifat toksik yang cukup rendah
terhadap sel fibroblas pada konsentrasi rebusan daun sirih 10% dan akan menjadi
sangat toksik pada rebusan daun sirih dengan konsentrasi 20%. Sedangkan
melalui hasil penelitian ini didapatkan hasil konsentrasi ekstrak daun Piper betle
linn 7,5% — 25% tidak toksik, hal ini bisa terjadi oleh karena penelitian
menggunakan MTT memiliki tingkat sensitifitas yang tinggi selain itu pada
penelitian ini digunakan metode ekstraksi yang berbeda dengan penelitian
sebelumnya yang menggunakan infusa atau rebusan. Di samping itu, menurut

Rakhmawati (2005) ekstraksi memiliki efek lebih baik dibandingkan infusa.
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BAB 7

PENUTUP

7.1 Kesimpulan
Dari penelitian eksperimental laboratoris yang telah dilakukan dapat
disimpulkan bahwa :
Uji sitotoksisitas menggunakan esei MTT menunjukkan ekstrak daun
Piper betle linn sebagai larutan irigasi saluran akar gigi tidak toksis dan

aman digunakan.

7.2 Saran

1. Perlu diadakan penelitian serupa menggunakan MTT untuk
membandingkan ekstrak daun Piper betle linn yang dibuat dengan rebusan
atau ekstrak daun Piper betle linn yang dibuat dengan pengenceran dengan
menggunakan etanol sebagai pelarut.

2. Perlu dilakukan penelitian serupa menggunakan esei MTT pada ekstrak
daun Piper betle linn dengan konsentrasi lebih dari 25%.

3. Ekstrak daun Piper betle linn dengan konsentrasi 7,5% - 25% aman
dikonsumsi dan dapat digunakan sebagai alternatif pengganti bahan irigasi
saluran akar.
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LAMPIRAN

Daun Piper betle linn yang digunakan dalam penelitian

Kultur sel fibroblas di dalam tabung Roux dapat dilihat langsung melalui mikroskop cahaya
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Mikroplat 96-sumur di atas shaker setelah ditambahkan MTT dan pelarut DMSO
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steven03
sel tritmen

1 .321 1

2 .386 1

3 .296 1

4 .447 1

5 441 1

6 .215 1

7 174 1

8 .174 1

9 - .350 2
10 434 2
11 405 2
12 .353 2
13 .340 2
14 .346 2
15 .285 2
16 .326 2
17 476 3
18 .190 3
19 .137 3
20 .158 3
21 .161 3
22 - 2.1 3
23 .176 3
24 .168 8’
25 .168 4
26 .113 4
27 067 4
28 ¥1'1% 4
29 .087 4
30 .130 4
31 .064 4
32 127 4
33 .135 5
34 .099 5
35 .057 5
36 .091 5
37 .057 5
38 .060 5
39 .092 5
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steven03
set tritmen
40 .107 5
41 .401 6
42 .057 6
43 .120 6
44 .039 6
45 .125 6
46 .052 6
47 -.131 6
48 .103 6
49 .108 7
50 .151 7
51 .04 7
52 .181 7
53 .098 7
54 .365 7
55 .l 7
56 e\i7 7
S 132 8
58 .101 8
59 .351 8
60 172 8
61 .163 8
62 .078 8
63 .140 8
64 .214 8
5/16/2007 9:02:25 AM 2/2
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Oneway
Descriptives
jumlah sel
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound { Upper Bound
7.5% 8 30675 112094 .039631 21304 40046
10% 8 .35488 .046008 .016266 .31641 .39334
12.5% 8 21712 112011 039602 12348 31077
15% 8 .10838 .034920 .012346 .07918 13757
20% 8 .08725 .027820 .009836 06399 .11051
25% 8 .12850 .115864 .040964 .03183 22537
kontrol + 8 .16888 .087341 .030880 .09586 24189
kontrol - 8 .04862 .001923 .000680 .04702 .05023
Total 64 147755 .126360 .015795 .14598 20911
Descriptives
jumiah sel
Minimum Maximum
7.5% A74 447
10% 285 434
12.5% 137 476
15% .064 .168
20% .057 135
25% .039 401
kontrol + 094 .365
kontrof - 047 052
Total .039 476
ANOVA
jumiah sel
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .654 7 .093 14.865 .000
Within Groups .352 56 .006
Total 1.006 63
Post Hoc Tests
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Multiple Comparisons
Dependent Variable: jumlah sel
Tukey HSD
Mean
Difference

(1) konsentrasi daun sirlh  (J) konsentrasi daun sirih (I-J) Std. Error Sig.

7.5% 10% -.04813 .039638 .924
12.5% .08963 .039638 333
15% .19838* .039638 .000
20% .21950* .039638 .000
25% .17825* .039638 .001
kontrol + .13788* .039638 .021
kontrol - .25813* .039638 .000

10% 7.5% .04813 039638 .924
12.5% .13775* .039638 .021
15% .24650° .039638 .000
20% .26763* 039638 .000
25% .22638" .039638 .000
kontrot + .18600" .039638 .000
kontrol - .30625° .039638 .000

12.5% 7.5% -.08963 .039638 .333
10% -.13775" .039638 .021
15% .10875 .039638 131
20% .12987* .039638 .036
25% .08862 .039638 .347
kontrol + .04825 .039638 .923
kontrol - .16850* .039638 .002

15% 7.5% -.19838* .039638 .000
10% -.24650* .039638 .000
12.5% -.10875 .039638 131
20% .02113 .039638 .999
25% -.02013 .039638 1.000
kontrol + -.06050 .039638 .790
kontrol - 05975 039638 .800

20% 7.5% -.21950* 039638 .000
10% -.26763* 039638 .000
12.5% -.12987* 1039638 .036
15% -.02113 .039638 .999
25% -.04125 .039638 .966
kontrol + -.08163 .039638 453
kontrol - .03863 039638 .976

25% 7.5% -.17825° .039638 .001
10% -.22638* .039638 .000
12.5% -.08862 .039638 .347
15% .02013 .039638 1.000
20% .04125 .039638 .966
kontrol + -.04037 .039638 .970
kontrol - .07988 .039638 .481
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Multiple Comparisons
Dependent Variable: jumlah sel
Tukey HSD
Mean
Difterence

(1) konsentrasi daun sirih (J) konsentrasi daun sirih (1-J) Std. Error Sig.

kontrol + 7.5% -.13788" 039638 .021
10% -.18600" .039638 .000
12.5% -.04825 .039638 923
15% .06050 .039638 .790
20% .08163 .039638 453
25% .04037 .039638 .970
kontrol - .12025 .039638 .067

kontrol - 7.5% -.25813* .039638 .000
10% -.30625* .039638 .000
12.5% -.16850* .039638 .002
15% -.05975 .039638 .800
20% -.03863 .039638 976
25% -.07988 .039638 481
kontrol + -.12025 .039638 .067
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: jumlah sel

Tukey HSD
95% Confidence interval
1) konsentrasi daun sirih (J) konsentrasi daun sirih Lower Bound | Upper Bound
7.5% 10% -.17292 07667
12.5% -.03517 21442
15% .07358 32317
20% 09471 .34429
25% 05346 .30304
kontrol + .01308 .26267
kontrol - 13333 38292
10% 7.5% -.07667 17292
12.5% 01296 .26254
15% 12171 37129
20% .14283 .39242
25% .10158 35117
kontrol + .06121 .31079
kontrol - .18146 43104
12.5% 7.5% -.21442 .03517
10% -.26254 -.01296
15% -.01604 .23354
20% .00508 .25467
25% -.03617 21342
kontrol + -.07654 17304
kontrol - .04371 .29329
15% 7.5% -.32317 -.07358
10% -.37129 -.12171
12.5% -.23354 .01604
20% -.10367 14592
25% -.14492 10467
kontrol + -.18529 .06429
kontrol - -.06504 18454
20% 7.5% -.34429 -.09471
10% -.39242 -.14283
12.5% -.25467 -.00508
15% -.14592 .10367
25% -.16604 .08354
kontrol + -.20642 04317
kontrol - -.08617 .16342
25% 7.5% -.30304 -.05346
10% -.35117 -.10158
12.5% -.21342 .03617
15% -.10467 14492
20% -.08354 .16604
kontrol + -.16517 .08442
kontrol - -.04492 .20467
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Multiple Comparisons
Dependent Variable: jumiah sel
Tukey HSD
95% Confidence Interval
(1) konsentrasi daun sirih (J) konsentrasi daun sirih Lower Bound | Upper Bound
kontrol + 7.5% -.26267 -.01308
10% -.31079 -.06121
12.5% -.17304 .07654
15% -.08429 .18529
20% -.04317 20642
25% -.08442 16517
kontrol - -.00454 24504
kontrol - 7.5% -.38292 -.13333
10% -43104 -.18146
12.5% -.29329 -.04371
15% -.18454 .06504
20% -.16342 .08617
25% -.20467 04492
kontrol + -.24504 .00454

*. The mean difference is significant at the .05 level.

iomogeneous Subsets

jumtah sel
Tukey HSD?
Subset for alpha = .05

konsentrasi daun sirih N 1 2 4

kontrol - 8 .04862

20% 8 .08725

15% 8 .10838 .10838

25% 8 .12850 .12850

kontrol + 8 .16888 .16888

12.5% 8 21712 21712

7.5% 8 30675 .30675

10% 8 .35488
| Sig. .067 131 .333 .924

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 8.000.
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jumiah sel
N 8
Normal Parametersa.b Mean 30675
Sid. Deviation 1112094
Most Extreme Absolute .168
Differences Positive 168
Negative -.135
Kolmogorov-Smimov £ 476
Asymp. Sig. (2-tailed) 877
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
NPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smimov Test
jumiah sel
N 8
Normal Parameters2b Mean .35487
Std. Deviation .046008
Most Extreme Absolute .266
Differences Positive .266
Negative -.140
Kolmogorov-Smimov Z 53
Asymp. Sig. (2-tailed) 622
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
NPar Tests
One-Sample Koimogorov-Smirnov Test
jumiah sel
N 8
Normal Parametersa® Mean 21712
Std. Deviation 112011
Most Extreme Absolute .346
Differences Positive 346
Negative -.237
Kolmogorov-Smimov Z .978
Asymp. Sig. (2-tailed) 295
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
NPar Tests
Page
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One-Sample Kolmogorov-Smimov Test

jumiah sel
N 8
Normal Parametersa®  Mean .10837
' Std. Deviation .034920
Most Extreme Absolute 155
Differences Positive 143
Negative -.155
Kolmogorov-Smimov Z 438
Asymp. Sig. (2-tailed) 991
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
{Par Tests
One-Sample Kolmogorov-Smimov Test
jumiah sel
N 8
Normal Parametersa.b Mean .08725
Std. Deviation .027820
Most Extreme Absolute 211
Differences Positive 211
Negative -.179
Kolmogorov-Smirmov Z .598
Asymp. Sig. (2-tailed) .867
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
IPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
jumiah sel
N 8
Normal Parametersa? Mean .12850
Std. Deviation 115864
Most Extreme Absolute .366
Differences Positive 366
Negative -.220
Kolmogorov-Smirnov Z 1.038
Asymp. Sig. (2-tailed) .233

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

IPar Tests
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One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

jumiah sel

N 8

Normal Parametersa.b Mean .16887

Std. Deviation .087341

Most Extreme Absolute .320

Differences Positive 320

Negative -.196

Kolmogorov-Smirmov Z .905

Asymp. Sig. {2-tailed) .387
a. Test distribution is Mormal.

b. Calculated from data.
\NPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smimov Test

jumlah sel

N 8

Normal Parameters@.b Mean .04862

Std. Deviation .001923

Most Extreme Absolute 252

Differences Positive 252

Negative -.199

Kolmogorov-Smirnov Z 714

Asymp. Sig. (2-tailed) .688
a. Test distribution is Normal.

b. Calcutated from data.
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