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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Anatomi dan Fisiologi Integumen (Kulit)
2.1.1 Gambaran umum kulit

Kulit adalah ‘selimut’ yang menutupi permukaan tubuh dan memiliki
fungsi utama sebagai pelindung dari berbagai macam gangguan dan rangsangan
luar. Luas kulit pada manusia rata-rata + 2 meter persegi, dengan berat 10 kg jika
dengan lemaknya atau 4 kg jika tanpa lemak (Tranggono, 2007). Kulit terbagi atas
dua lapisan utama, yaitu epidermis (kulit ari) sebagai lapisan yang paling luar dan
Dermis (korium, kutis, kulit jangat). Sedangkan subkutis atau jaringan lemak
terletak dibawah dermis.

Ketebalan epidermis berbeda-beda pada berbagai bagian tubuh, yang
paling tebal berukuran 1 milimeter, misalnya pada telapak kaki dan telapak
tangan, dan lapisan yang tipis berukuran 0,1 milimeter terdapat pada kelopak
mata, pipi, dahi, dan perut. Karena ukurannya yang tipis, jika kita terluka biasanya
mengenai bagian setelah epidermis yaitu dermis. Dermis terutama terdiri dari
bahan dasar serabut kolagen dan elastin. Serabut kolagen dapat mencapai 72
persen dari keseluruhan berat kulit manusia bebas lemak (Tranggono, 2007).

Pada bagian dalam dermis terdapat adneksa-adneksa kulit. Adneksa
kulit merupakan struktur yang berasal dari epidermis tetapi berubah bentuk dan
fungsinya, terdiri dari folikel rambut, papila rambut, kelenjar keringat, saluran
keringat, kelenjar sebasea, otot penegak rambut, ujung pembuluh darah dan

serabut saraf, juga sebagian serabut lemak yang terdapat pada lapisan lemak
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bawah kulit (subkutis/hipodermis). Bagian-bagian kulit dapat dilihat pada Gambar

2.1.

Keratin

Epitel gepeng
Epidermis bertingkat

Membran basal

Jaringan ikat kolagen
dan elastin
Dermis |

Gambar 2.1 Kulit dan bagian-bagiannya (Gibson, 2003)

Struktur kimia dari sel-sel epidermis manusia memiliki komposisi
berikut : protein sebesar 27%, Lemak sebesar 2%, Garam mineral sebesar 0,5%,

serta air dan bahan-bahan larut air sebesar 70,5%.

2.1.2 Fisiologi kulit

Sama halnya dengan jaringan pada bagian tubuh lainnya, kulit juga
melakukan respirasi (bernapas), menyerap oksigen dan mengeluarkan
karbondioksida. Namun, respirasi kulit sangat lemah. Kulit lebih banyak

menyerap oksigen yang diambil dari aliran darah, dan hanya sebagian kecil yang
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diambil langsung dari lingkungan luar (udara). Begitu pula dengan
karbondioksida yang dikeluarkan, lebih banyak melalui aliran darah dibandingkan
dengan yang diembuskan langsung ke udara (Tranggono, 2007).

Meskipun pengambilan oksigen oleh kulit hanya 1,5 persen dari yang
dilakukan oleh paru-paru, dan kulit hanya membutuhkan 7 persen dari kebutuhan
oksigen tubuh (4 persen untuk epidermis dan 3 persen untuk dermis), pernapasan
kulit tetap merupakan proses fisiologis kulit yang penting. Pengambilan oksigen
dari udara oleh kulit sangat berguna bagi metabolisme di dalam sel-sel kulit.
Penyerapan oksigen ini penting, namun pengeluaran atau pembuangan
karbondioksida (CO;) tidak kalah pentingnya, karena jika CO, menumpuk di
dalam kulit, ia akan menghambat pembelahan (regenerasi) sel-sel kulit.

Kecepatan penyerapan oksigen ke dalam kulit dan pengeluaran CO,
dari kulit tergantung pada banyak faktor diluar maupun di dalam kulit, seperti
temperatur udara, komposisi gas di sekitar kulit, kelembaban udara, kecepatan
aliran darah ke kulit, usia, keadaan vitamin dan hormon di kulit, perubahan dalam

proses metabolisme sel kulit, pemakaian bahan kimia pada kulit, dan lain-lain.

2.2 Luka dan Eksudat

Kulit yang merupakan lapisan terluar yang menutupi seluruh tubuh
sangat rawan terkena kerusakan. Kulit yang mengalami kerusakan mudah
mengalami regenerasi atau perbaikan, tetapi jika kerusakan lebih dalam dari
lapisan dermis, biasanya tempat yang rusak akan diisi oleh jaringan ikat.

Kerusakan pada kulit ini umumnya disebut dengan luka.
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2.2.1 Luka
Luka dapat diartikan sebagai rusaknya struktur jaringan normal, baik
di dalam atau di luar tubuh (Stevens, 1999). Ada beberapa cara untuk membuat
klasifikasi luka. Namun yang umum, luka dapat diklasifikasikan sebagai berikut :
1. Berdasarkan proses penyembuhan, dapat dikategorikan menjadi tiga, yaitu:
a. Healing by primary intention

Tepi luka bisa menyatu kembali, permukaan bersih, biasanya terjadi
karena suatu insisi, tidak ada jaringan yang hilang. Penyembuhan luka
berlangsung dari bagian internal ke eksternal.

b. Healing by secondary intention.

Terdapat sebagian jaringan yang hilang, proses penyembuhan akan
berlangsung mulai dari pembentukan jaringan granulasi pada dasar luka dan
sekitarnya.

c. Delayed primary healing (tertiary healing)

Penyembuhan luka berlangsung lambat, biasanya sering disertai
dengan infeksi, diperlukan penutupan luka secara manual.

2. Berdasarkan usia luka (wound age) atau lama penyembuhan bisa dibedakan
menjadi dua yaitu :
a. Luka akut

Luka dikatakan akut jika penyembuhan yang terjadi dalam jangka
waktu 2-3 minggu atau luka dengan masa penyembuhan sesuai dengan konsep
penyembuhan yang telah disepakati atau diharapkan. Luka akut biasanya

terjadi pada individu yang normal, sehat, dan dapat dilakukan penutupan luka
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secara primer atau dibiarkan menyembuh secara sekunder. Sebagian besar
luka yang terjadi akibat trauma pada organ atau jaringan dapat dikategorikan
sebagai luka akut.

b. Luka kronik

Luka kronik adalah segala jenis luka yang tidak ada tanda-tanda untuk
sembuh dalam jangka lebih dari 4-6 minggu. Luka kronik adalah luka yang
tidak sembuh dalam waktu yang diharapkan. Hal yang penting adalah pada
luka kronik proses penyembuhan melambat atau berhenti dan luka tidak
bertambah kecil atau tidak bertambah dangkal. Meskipun dasar luka tampak
merah, lembab, dan sehat tetapi bila proses penyembuhan luka tidak
mengalami kemajuan maka dikategorikan sebagai luka kronik.

Pada luka kronik terjadi kegagalan untuk mencapai penyembuhan yang
diharapkan dalam waktu tertentu untuk menghasilkan pemulihan integritas
anatomi dan fungsi. Penyembuhan luka kronik biasanya berkepanjangan dan
tidak lengkap.

Luka kronik terjadi karena kegagalan proses penyembuhan luka akibat
ada kondisi patologis yang mendasarinya. Luka kronik tidak akan sembuh bila
penyebab yang mendasarinya tidak dikoreksi. Seringkali luka kronik
mengalami rekurensi. Beberapa kondisi patologis tersebut adalah penyakit
vaskuler, oedema, diabetes mellitus, malnutrisi, dan tekanan (pressure).

Luka insisi bisa dikategorikan luka akut jika proses penyembuhan

berlangsung sesuai dengan kaidah penyembuhan normal tetapi bisa juga
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dikatakan luka kronis jika mengalami keterlambatan penyembuhan (delayed
healing) atau jika menunjukkan tanda-tanda infeksi.

3. Berdasarkan waktu terjadinya luka
a. Luka kontaminasi

Luka kontaminasi yakni luka yang belum melewati batas waktu
kontaminasi atau golden periode (kurang dari 6 jam). Pembagian luka ini
berdasarkan waktu kontaminasi (golden periode) yaitu 6-8 jam.

b. Luka infeksi

Luka infeksi yakni luka yang sudah melewati batas waktu kontaminasi
atau golden periode (lebih dari 6 jam), dimana setelah waktu 6-8 jam setelah
terjadi luka maka bakteri yang ada telah mencapai koloni tertentu dan
mengadakan invasi ke dalam jaringan sekitar luka atau pembuluh darah. Pada
kondisi ini luka disebut sebagai luka infeksi.

Ketika luka timbul, beberapa efek akan muncul seperti hilangnya
seluruh atau sebagian fungsi organ, respon stres simpatis, perdarahan dan
pembekuan darah, kontaminasi bakteri, dan kematian sel.

Perbaikan jaringan yang mengalami jejas atau mati sangat penting bagi
kelangsungan hidup. Begitu terjadi jejas, hospes meresponnya dengan
mengeliminasi agen penyebab jejas, mengisolasi kerusakan, dan
mempersiapkan sel-sel yang masih hidup untuk mengadakan replikasi. Hal
inilah yang disebut dengan penyembuhan luka.

Penyembuhan (healing) adalah perbaikan yang meliputi kombinasi

regenerasi dan pengendapan jaringan ikat (fibrosis atau parut). Regenerasi adalah

Skripsi Absorbent Dressing Sponge Berbasis Alginat-Kitosan Arindha Reni Pramesti
Berkurkumin Untuk Luka Derajat Eksudat Sedang-Besar



ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

12

pertumbuhan sel atau jaringan yang menggantikan struktur yang hilang; umumnya

regenerasi melibatkan proliferasi jenis sel yang sama kendati sel sel induk (stem

cells) dapat berproliferasi dan berdiferensiasi untuk menggantikan sel-sel yang
mati. Regenerasi memerlukan kerangka jaringan ikat yang utuh.

Penyembuhan luka terdiri dari beberapa fase diantaranya :

a. Fase Inflamasi : Hemostasis dengan menghentikan pendarahan yang
berlebihan, vasodilatasi terjadi migrasi netrofil untuk melawan infeksi, netrofil
menarik makrofag membantu mengeluarkan debris, dan makrofag menarik
fibroblast ke daerah luka untuk mulai sintesa kolagen.

b. Fase Proliferasi : Fibroblast terlihat di daerah luka dan memulai sintesis
kolagen, pembentukan jaringan granulasi terdiri dari lengkung-lengkung
kapiler (angiogenesis) yang membentuk lipatan-lipatan serabut kolagen.

c. Fase Maturasi : Reorganisasi matrik jaringan konektif, fibril-fibril kolagen
konsolidasi menjadi lebih tebal dan serabut yang lebih padat, sel-sel menjadi
lebih kuat dan kencang.

Dalam waktu 24 jam sesudah jejas, sel-sel fibroblast dan sel-sel
endotel pembuluh darah mulai berproliferasi membentuk jaringan granulasi yang
merupakan suatu tanda utama kesembuhan. Istilah jaringan granulasi berasal dari
gambarannya yang lunak, granular, dan berwarna merah muda pada permukaan
luka. Secara histologi, pada jaringan ini terdapat sel-sel fibroblas yang tengah
berproliferasi disertai sejumlah pembuluh darah baru didalam matriks yang
longgar. Tabel 2.1 menunjukkan fase-fase penyembuhan luka beserta sel-sel yang

yang berperan.
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Tabel 2.1 Fase Penyembuhan Luka (Gruendemann, 2005)
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Penyembuhan Luka
Stadium Waktu Kejadian Sel (-sel)
Peradangan/ e 0 sampai 2 jam | Hemostasis Trombosit
Inflamasi Eritrosit
(0-4 hari) Leukosit
e 0 sampai 4 hari | Fagositosis Neutrofil
Makrofag
Proliferasi e 1 sampai 4 hari | Epitelisasi Keratinosit
(2-22 hari) e 2 sampai 7 hari Neuvaskularisasi | Endotel
o2 sampai 22 | Sintesis kolagen | Fibroblast
hari
o2 sampai 20 Kontraksi Miofibroblas
hari
Pematangan Remodeling Fibroblas
(21hari — 2tahun) Kolagen

2.2.2 Eksudat

Cairan yang mengandung sel yang keluar dari pembuluh darah selama
fase inflamasi penyembuhan luka dan menumpuk dijaringan atau permukaan
jaringan dinamakan eksudat (Kozier, 2009). Cairan dari pembuluh darah yang
dapat keluar sampai ke jaringan tubuh bergantung kepada permeabilitas kapiler
dan tekanan antar dinding kapiler. Umumnya, sekitar 90% cairan di reabsorbsi ke
kapiler dan sisanya sekitar 10% kembali ke peredaran utama melalui sistem
limpatik. Sehingga, dalam keadaan normal, cairan yang keluar dari pembuluh
darah seimbang dengan reabsorbsinya. Namun, saat terjadi luka, mediator
inflamasi seperti histamin meningkatkan permeabilitas kapiler sehingga sel darah

putih dapat keluar dan pembuluh darah mengeluarkan banyak cairan. Cairan yang
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berlebih ini masuk ke luka dan membentuk eksudat. Proses terjadinya eksudat

seperti terlihat dalam Gambar 2.2.

About 10% returns to the
circulation via the lymphatic system

Gambar 2.2 Proses Terjadinya Eksudat (4 World Union of Wound Healing
Societies, 2007)

Komposisi eksudat terdiri dari air, elektrolit, nutrisi, mediator
inflamasi, sel darah, protein, dan growth factors (Romanelli et.al, 2010).
Komponen penyusun eksudat beserta fungsinya dapat dilihat pada Tabel 2.2.
Jumlah eksudat tergantung pada luas luka. Luka yang menimbulkan eksudat besar
antara lain jenis luka healing by secondary intention, luka bakar yang berubah
kronik, dan ulcers (Wound Essentials, 2008).

Tabel 2.2 Komposisi Eksudat (White et.al, 2006)

Komponen Fungsi

Fibrin dan Platelet Proses penggumpalan darah

Polymorphonuclearcytes Sistem imun, memproduksi growth

(PMNs) factors

Limfosit Sistem imun

Makrofag Sistem imun, memproduksi growth
factors

Mikroorganisme Faktor penyebab infeksi

Protein plasma, albumin, | Mempertahankan  tekanan  osmotik,

globulin, fibrinogen sistem imun, transpor makromolekul

Asam laktat Memproduksi metabolisme sel

Glukosa Sumber energi sel

Garam anorganik Buffering

Growth factors Protein untuk aktivitas penyembuhan

Sel mati Tidak berfungsi

Enzim proteolitik Enzim yang mengurangi jumlah protein,
termasuk serine, cysteine, aspartic
proteases, dan matrix metalloproteinases
(MMPs)

Skripsi Absorbent Dressing Sponge Berbasis Alginat-Kitosan Arindha Reni Pramesti

Berkurkumin Untuk Luka Derajat Eksudat Sedang-Besar



Skripsi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

15

Sifat dan jumlah eksudat bervariasi sesuai dengan jaringan yang

terlibat, intensitas dan durasi inflamasi, serta adanya mikroorganisme. Ada

beberapa tipe eksudat, antara lain :

serosa, purulen, sanguinosa (hemoragik),

serosanguinosa, dan purosanguinosa yang disajikan dalam Tabel 2.3.

Tabel 2.3 Jenis Drainase (Cairan) Luka (Kozier, 2009)

Jenis Drainase Luka
Tipe Eksudat Deskripsi Unsur Pokok

Serosa Encer, jernih Serum, sedikit sel

Purulen Lebih kental karena ada Leukosit, debris
nanah; warna bervariasi | jaringan mati yang
(misal : sedikit biru, cair, dan bakteri yang
hijau, atau kuning). hidup dan mati.
Warna mungkin
bergantung pada
organisme penyebabnya.

Sanguinosa Merah gelap atau terang. | Sel darah merah

(Hemoragik) Eksudat sanguinosa yang
terang mengindikasikan
perdarahan segar,
sedangkan eksudat
sanguinosa yang gelap
menunjukkan perdarahan
yang sudah lama.

Serosanguinosa Cairan jernih dan ada Sel darah merah dan
sedikit darah. Biasanya Serum.
terlihat pada insisi bedah.

Purosanguinosa Nanah dan darah. Sering | Leukosit, debris
terlihat pada luka baru jaringan mati yang
yang terinfeksi. cair, bakteri, dan sel

darah merah.

Eksudat biasanya terjadi akibat dari infeksi luka. Sekalipun jaringan

nekrotik dan jaringan yang tampak jelas terinfeksi telah diangkat dari bidang luka,

luka dapat terus menghasilkan eksudat dalam jumlah banyak yang dapat

menembus balutan non-oklusif dan meningkatkan resiko infeksi luka. Eksudat

dapat juga mengikis tepi luka jika jaringan sekitarnya menjadi terendam air.
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Volume eksudat berkurang pada waktunya, tetapi sampai stadium tersebut

diperlukan balutan yang bisa menyerap dan tidak melekat.

2.3 Balutan Luka (Wound Dressing)

Jika ada kulit yang rusak maka diperlukan balutan untuk melindungi
jaringan yang berada di bawahnya dari kerusakan lebih lanjut dan untuk
menggantikan sementara beberapa fungsi kulit yang utuh. Karakteristik balutan
yang ideal disajikan pada Tabel 2.4.

Tabel 2.4. Karakteristik Balutan Luka Yang Ideal (Brooker, 2008)

No. Karakteristik Balutan Luka yang Ideal
1. | Tidak melekat
2. | Impermeabel terhadap bakteri
3. | Mampu mempertahankan kelembaban yang tinggi pada tempat luka

sementara juga mengeluarkan eksudat yang berlebihan
Penyekat suhu

Non-toksik dan non-alergenik

Nyaman dan mudah disesuaikan

Mampu melindungi luka dari trauma lebih lanjut
Tidak perlu terlalu sering mengganti balutan

Biaya ringan

Awet

Tersedia baik di rumah sakit maupun di apotek

ORI

— | —
—_ O

Perawatan luka dewasa ini, cenderung menggunakan metode balutan
kasa wet-to-dry, digunakan khusus untuk debridemen pada dasar luka, normal
salin digunakan untuk melembabkan kasa, kemudian dibalut dengan kasa kering.
Ketika kasa lembab menjadi kering, akan menekan permukaan jaringan, yang
berarti harus segera diganti dengan balutan kering berikutnya. Hal ini
mengakibatkan tidak hanya pertumbuhan jaringan sehat yang terganggu, tetapi

juga menimbulkan rasa nyeri yang berlebihan, metode wet to dry dianggap
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sebagai metode debridemen mekanik dan diindikasikan bila ada sejumlah jaringan
nekrotik pada luka.

Pada metode perawatan luka saat ini, banyak prinsip-prinsip yang
terlupakan atau tidak menjadi pertimbangan dalam merawat luka, seperti proses
fisiologis pertumbuhan jaringan luka, bagaimana mengoptimalkan perbaikan
jaringan, meningkatkan aliran darah ke permukaan luka, bagaimana cara balutan
ideal, jenis balutan yang dipakai tanpa merusak jaringan yang sehat, tidak
menimbulkan nyeri/trauma baru serta bagaimana agar dapat mempercepat proses
penyembuhan luka hingga dapat menekan biaya perawatan. Berdasarkan hal
tersebut perlu dilakukan metode perawatan luka yang telah mempertimbangkan
berbagai aspek tersebut demi mencapai perawatan luka yang efektif, proses
penyembuhan yang cepat, outcome yang berkualitas dan biaya yang lebih murah.

Perawatan luka modern menekankan metode moist wound healing atau
menjaga agar luka dalam keadaan lembab (Cahyono, 2007). Luka akan menjadi
cepat sembuh apabila eksudat dapat dikontrol, menjaga agar luka dalam keadaan
lembab, luka tidak lengket dengan bahan kompres, terhindar dari infeksi dan
permeabel terhadap gas. Saat ini ada berbagai macam pembalut luka modern yang
bisa dipakai sesuai kondisi atau kebutuhan luka masing-masing. Di antaranya,
balutan  yang  mengandung alginate,  hydroactive  gel,  hydrocoloid,
nystatin, dan metronidazole. Pemakaian balutan semacam ini memungkinkan luka
tidak perlu dibuka dan dibersihkan setiap hari, cukup beberapa hari sekali.

Jenis-jenis alginate dressing untuk luka derajat eksudat sedang sampai

besar dapat dilihat pada Tabel 2.5.
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Tabel 2.5. Jenis Alginate Dressing (Sussman, 2009).
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Merk Tipe Produksi
Algoderm® Surface sheet {firm gel} | Johnson & Johnson
Cavity Rope {firm gel} | Johnson & Johnson
Kaltostat® Surface sheet {firm gel} | Convatec
Cavity Rope {firm gel} | Convatec
Carboflex (with Surface sheet Convatec
charcoal) ™
Comfeel Alginate™ Cavity Rope {soft gel} Coloplast
Comfeel Seasorb Soft™ | Surface sheet {firm gel} | Coloplast
Curasorb™ Surface sheet {firm gel! | Tyco
Cavity Rope {firm gel}
Sorbsan™ Surface sheet {soft gel} | Unomedical
Cavity Rope {soft gel}
Tegagen HI™ Surface sheet {firm gel} | 3-M
Algisite M™ Surface sheet {firm gel} | Smith & Nephew
Cavity Rope {firm gel}

Prinsip dasar dalam memilih dressing (balutan luka) yang optimal
antara lain jika luka kering maka harus dilembabkan, jika luka memiliki eksudat
yang luas maka cairan harus diserap, jika luka memiliki jaringan nekrotik atau
debris asing maka jaringan tersebut harus dibuang, dan jika luka mengalami
infeksi maka harus diterapi dengan antibiotik (Medika Jurnal Kedokteran
Indonesia, 2010).

Saat ini wound dressing yang banyak digunakan adalah alginat yang
berbentuk pad atau sumbu. Bentuk foam produk impor biasanya dari material
yang bersifat hidrogel. Berdasarkan jurnal Dai, et al. (2009) bahwa foam atau

sponge dapat dibuat dari material alginat-kitosan. Penggunaan material komposit
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alginat-kitosan diharapkan dapat mengoptimalkan daya serapnya karena
terbentuknya polielektrolit komplek (Meng et.al., 2010). Penambahan kurkumin
sebagai agen terapi diharapkan mampu mempercepat proses penyembuhan luka

dengan fungsinya sebagai anti bakteri.

2.4 Kurkumin

Kurkumin merupakan salah satu produk senyawa metabolit sekunder
dari berbagai tanaman pada family Zingiberaceae, khususnya kunyit dan
temulawak, yang telah di manfaatkan dalam industri farmasi, makanan, parfum,
dan lain-lain. Kurkumin merupakan senyawa fenol alami yang berwarna kuning
oranye. Ada banyak data dan literatur yang menunjukkan bahwa kunyit dan
temulawak berpotensi besar dalam aktifitas farmakologi yaitu anti-imflamatori,
anti-imunodefisiensi, anti-virus, anti-bakteri, anti-jamur, anti-oksidan, anti-
karsinogenik dan anti-infeksi (Kristina, 2009).

Kurkumin mempunyai rumus molekul C;;H,¢0O6. Nama lain kurkumin
adalah 1,7-bis(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione atau
Turmeric yellow atau Diferuloylmethane. Struktur kimia kurkumin dapat dilihat

pada Gambar 2.3.

Gambar 2.3 Struktur Kurkumin

Kurkuminoid merupakan komponen yang dapat memberi warna

kuning dan zat ini digunakan sebagai zat warna dalam industri pangan dan
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kosmetik. Kurkumin mempunyai aktivitas anti inflamasi, antiviral, antitumor,
hipokolesterolemik, dan antihepatotoksik. Kurkumin mempunyai sifat tidak dapat

larut dalam air, tetapi larut dalam etanol dan aceton (Kristina, 2009).

2.5 Kitosan

Kitosan (poli [B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-glukopiranosa]) merupakan
salah satu turunan kitin (poli[B-(1,4)-2-asetamido-2-deoksi-D-glukopiranosa]) dan
dapat dihasilkan dengan proses hidrolisis kitin menggunakan basa kuat. Rumus
molekul kitosan adalah (C¢H;1NOy),. Adapun perbedaan antara kitin dan kitosan
adalah pada setiap cincin molekul kitin terdapat gugus asetil (-CH3-CO) pada
atom karbon kedua, sedangkan pada kitosan terdapat gugus amina (-NH). Struktur

kimia kitin dan kitosan dapat dilihat pada Gambar 2.4 dan Gambar 2.5.

H,C .
no, *o
0
b
S N OH
kLp Bt o
=
HO I?TH
fl::ﬂ
— ch —n
Gambar 2.4 Struktur Kitin
CH,OH H,N CH,OH
~0
HO
H>N CH,OH
Gambar 2.5 Struktur Kitosan
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Kitosan diisolasi dari kerangka hewan invertebrata kelompok
Arthopoda sp, Molusca sp, Coelenterata sp, Annelida sp, Nematoda sp, dan
beberapa dari kelompok jamur. Selain dari kerangka hewan invertebrata, juga
banyak ditemukan pada bagian insang ikan, trachea, dinding usus dan pada kulit
cumi-cumi. Sebagai sumber utamanya ialah cangkang Crustaceae sp, yaitu udang,
lobster, kepiting, dan hewan yang bercangkang lainnya, terutama asal hewan laut.
Kandungan kitin pada berbagai jenis hewan dan jamur disajikan pada Tabel 2.6.

Tabel 2.6 Kandungan Kitin Pada Berbagai Jenis Hewan dan Jamur (Knoor, 1984)

No. Sumber Jenis Kandungan Kitin
1. Kepiting 72,1°
Crustaceae Lobster : - Nephos 69,8"
- Homurus (68,8 — 77,0)"
P Kecoa 184°%
Serangga Lebah (27-35)*
Ulat Sutra 449 ¢
B! Mollusca Kulit remis/kijing 6,1°
4. Aspergilus 42,0°
Jamur Penecillum 20,1 b
Saccharomyces 2,9°

Keterangan : a = berat organik dari kutikula
b = berat kering dari dinding sel

Cangkang udang mengandung 20-30% senyawa kitin, 21% protein
dan 40-50% mineral. Dalam cangkang Crustaceae sp., kitin terdapat sebagai
mukopolisakarida yang berikatan dengan garam-garam anorganik, terutama
kalsium karbonat (CaCO3), protein dan lipida termasuk pigmen-pigmen. Oleh
karena itu untuk memperoleh kitin dari cangkang udang melibatkan proses-proses
pemisahan protein (deproteinasi) dan pemisahan mineral (demineralisasi).
Sedangkan untuk mendapatkan kitosan dilanjutkan dengan proses deasetilasi.

Reaksi pembentukan kitosan dari kitin merupakan reaksi hidrolisa suatu amida
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oleh suatu basa. Kitin bertindak sebagai amida dan NaOH sebagai basanya. Mula-
mula terjadi reaksi adisi, dimana gugus OH- masuk ke dalam gugus NHCOCH;3
kemudian terjadi eliminasi gugus CH3;COO- sehingga dihasilkan suatu amida
yaitu kitosan. Gambar 2.6 menunjukkan hasil foto SEM (Scanning Electron
Microscopy) kitosan. Kitosan memiliki pori-pori yang teratur dan memiliki

banyak dinding pembatas dengan ukuran diamater pori 500nm (Erna, 2011).

Gambar 2.6. Foto SEM Kitosan (Dai, 2009)

2.6 Alginat

Alginat adalah salah satu polisakarida alam yang banyak terdapat pada
dinding sel dari spesies alga coklat (Phaeophyceae). Komponen penyusun alginat,
yaitu asam manuronat dan asam guluronat dan alginat merupakan nama umum
untuk garam dari asam alginat. Asam alginat pertama kali ditemukan, diekstraksi,
dan dipatenkan oleh ahli kimia Inggris E.C.C. Stanford. Polisakasida ini diakui
sebagai komponen struktural dari alga laut coklat (Phaeophyceae), dimana
kandungannya hingga 40% dari alga coklat kering dan terjadi terutama di lendir
intercellular dan dinding sel alga sebagai campuran larut dari kalsium,

magnesium, kalium, dan garam natrium (Yulianto, 2007). Kehadiran alginat
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memberikan kekuatan mekanik dan fleksibilitas dari rumput laut serta bertindak
sebagai penampung air untuk mencegah dehidrasi rumput laut yang kontak
dengan udara. Dengan demikian, alginat memiliki morfologi yang sama dengan
selulosa dan pektin pada tanaman darat.

Dalam aplikasi industri, alginat digunakan sebagai penstabil,
viscosifying agent, serta sifat gel dan kemampuannya untuk mempertahankan air.
Alginat juga memenuhi persyaratan untuk digunakan dalam bidang farmasi dan
aplikasi medis. Alginat telah banyak digunakan untuk bahan balutan luka, cetak
gigi, dan formulasi untuk mencegah refluks lambung (gangguan pada lambung
karena lambung terlalu asam atau karena terlalu banyak gas diperut). Dalam
aplikasi bioteknologi dan biomedis, alginat digunakan sebagai hidrogel untuk
imobilisasi sel untuk aplikasi mulai dari produksi etanol dari sel ragi dan
antibiotik atau steroid, dan untuk transplantasi dan terapi sel. Dalam kasus
terakhir, gel alginat digunakan sebagai penghalang kekebalan selektif untuk
melindungi transplantasi sel dari sistem kekebalan tubuh inang (Donati, 2009).

Alginat yang terdapat di alga coklat kebanyakan dalam bentuk asam
karboksilat yang disebut asam alginik serta kebanyakan garam anorganik tidak
larut dalam air, sehingga yang sering digunakan untuk keperluan industri adalah
garam natrium maupun kalium alginat (Situngkir, 2008).

Alginat merupakan kopolimer linear yang mengandung lebih 700
residu asam-asam uronat yaitu f-D asam mannuronat (M) dan a-L asam
guluronat (G) dengan ikatan 1,4. Rantai alginat yang hanya mengandung residu

asam guluronat disebut blok G, rantai alginat yang hanya mengandung residu
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asam mannuronat disebut blok M dan rantai alginat yang hanya mengandung
residu asam guluronat serta asam mannuronat disebut blok G-M (Situngkir, 2008).
Struktur kimia asam alginat dan natrium alginat berturut-turut disajikan dalam
Gambar 2.7 dan Gambar 2.8.

[elele} - coor i )
o H o OH o
[o) [}
O, OH OH
O. 0.
OH OH
G G

coo CoO

G G

00C OH ‘00C  oH

=t T
HO. (o} o HO:x (o T
H
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Gambar 2.7. Struktur kimia asam alginat : Blok G, Blok M, dan Blok
G-M (Lee, 2011)

G G M 1

Gambar 2.8. Struktur kimia natrium alginat (Lee, 2007)

Natrium alginat akan berubah menjadi gel apabila menyerap cairan.
Dalam eksudat luka mengandung elektrolit diantaranya Ca®’. Alginat dapat
membentuk gel dengan adanya kation-kation divalent seperti Ca®". Gel terbentuk
melalui reaksi kimia dimana kalsium menggantikan natrium dalam alginat,

mengikat molekul-molekul alginat yang panjang sehingga membentuk gel.
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Alginat dengan kandungan G (asam guluronat) yang tinggi akan membentuk gel
lebih kuat dibandingkan dengan alginat dengan kandungan M (asam mannuronat)

yang tinggi. Proses pembentukan gel alginat dapat dilihat pada Gambar 2.9.

®

\\/\’ \\/\’ \. _,;\//Sé}:
P Ef\»;” 0N

Ca?* di ikat oleh rantai alginat  Terbentuk gel

Gambar 2.9. Pembentukan Gel Alginat (Nunamaker, 2006)

Hasil foto SEM (Scanning Electron Microscopy) pada Gambar 2.10
menunjukkan alginat memiliki pori-pori yang lebih besar dibandingkan kitosan
dan sedikit dinding pembatas. Ukuran diameter pori alginat berkisar antara 50-

150pm (Sams, 2009).

Gambar 2.10. Foto SEM Alginat (Dai, 2009)
2.7 Pembentukan Ikatan Ionik dan Ikatan Hidrogen
Ikatan ion adalah ikatan yang terjadi karena adanya tarik-menarik
antara dua ion yang berlawanan tanda. lon itu sendiri terbentuk karena salah satu

atom yang akan membentuk ikatan memberikan elektron kepada atom
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pasangannya yang memang memiliki kemampuan menerima elektron. Maka
terjadilah pasangan ion positif dan negatif, dan mereka saling terikat.

Struktur kitosan maupun alginat memiliki kecenderungan untuk
membentuk muatan ionik. Ikatan ionik antara alginat dan kitosan dapat dilihat
pada Gambar 2.11. Alginat yang bersifat polianion (bermuatan negatif) dan
kitosan yang bersifat polikation (bermuatan positif) akan membentuk
polielektrolit komplek ketika dicampur. Polielektrolit komplek ini dapat
mempercepat penyerapan cairan karena sisi ionik dari alginat maupun kitosan
memiliki potensi besar untuk menarik molekul air dengan pembentukan ikatan

hidrogen (Meng et.al., 2010).

syia /
[P
0—-./ “ -
==p lkatan lonik
COO- alginat dan

NHs* kitosan

HO
H,N

Gambar 2.11 Pembentukan Ikatan Ionik Antara Alginat-Kitosan

Ikatan hidrogen adalah ikatan yang terbentuk oleh hidrogen antara dua
atom atau grup atom yang sangat elektronegatif (atom hetero) seperti oksigen,
nitrogen, dan flour. Atom hidrogen menjadi ujung positif dari dipole, dan
membentuk ikatan yang agak kuat dengan ujung negatif dari dipole yang lain.

Dipole adalah molekul di mana titik pusat muatan positif tidak berimpit dengan
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titik pusat muatan negatif. Ikatan hidrogen hanya terbentuk antara atom yang
sangat elektronegatif, karena atom inilah yang dapat membentuk dipole yang kuat.
Ikatan hidrogen umumnya lebih lemah dibandingkan dengan ikatan ionik. Gambar
2.12 menunjukkan ikatan hidrogen antar molekul air sedangkan Gambar 2.13

menunjukkan ikatan hidrogen antara alginat-kitosan dan kurkumin-kitosan.

0

Gambar 2.12 Ikatan hidrogen yang terjadi antar molekul air, dimana muatan
parsial positif berasal dari atom H yang berasal dari salah satu molekul air.
(http://www.chem-is-try.org)

lkatan
hidrogen

- OH
alginat dan
- OH
kitosan
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Gambar 2.13 Pembentukan Ikatan Hidrogen Antara Alginat-Kitosan dan
Kurkumin-Kitosan
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2.8 Karakterisasi Sponge Alginat-Kitosan Berkurkumin

Karakterisasi dari sampel sponge alginate-kitosan berkurkumin dengan
FTIR untuk mengetahui apakah ketiga bahan sudah bercampur dengan sempurna.
Cara mengetahui kemampuan absorb dari sponge digunakan metode menghitung
volume awal dan volume akhir setelah dimasukkan Phosfat Buffer Saline (PBS).
Kadar air yang masih terkandung dalam sponge dihitung dengan metode
automatic menggunakan electronic moisture balance. Proses re-epitelisasi dan
kepadatan kolagen diamati dari preparat histologi kulit mencit yang diberi
perlukaan selama 3 hari. Selanjutnya, sitoktosisitas dari sponge di uji MTT
dengan menggunakan sel fibroblas yang merupakan sel yang banyak terdapat
pada jaringan lunak seperti kulit.

2.8.1 Spektrofotometer FTIR (Fourier Transform Infra Red)

Spektrofotometer fourier transform infra red (FT-IR) merupakan alat
untuk melakukan identifikasi kimia-fisik khususnya pada analisis kualitatif
terhadap gugus fungsional senyawa organik maupun anorganik berdasarkan
absorbsinya terhadap sinar infra merah. Hasil analisisnya yaitu berupa munculnya
puncak-puncak baru atau hilangnya puncak-puncak tertentu. Pada tiap-tiap
senyawa, hasil absorb tersebut akan menghasilkan puncak-puncak spektrum
karakteristik yang digambarkan sebagai kurva transmitansi (%T) vs bilangan
gelombang (cm™). FT-IR dapat digunakan untuk menganalisa hampir semua
senyawa organik termasuk polimer. Daerah spektrum radiasi infra merah yang

sering digunakan dalam analisis adalah angka gelombang 4000-400 cm™.
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Pada FT-IR terjadi 2 macam vibrasi yaitu vibrasi bengkokan dan
vibrasi regangan. Vibrasi bengkokan digunakan untuk mengidentifikasi gugus,
khususnya goyangan (rocking), yaitu yang berada di daerah bilangan gelombang
2000-400 cm™. Daerah antara 4000-2000 cm” merupakan daerah yang khusus
berguna untuk identifikasi gugus fungsional. Daerah ini menunjukkan absorb
yang disebabkan oleh vibrasi regangan.

Daerah antara 2000-400 cm™ seringkali sangat rumit karena vibrasi
regangan maupun bengkokan mengakibatkan absorb pada daerah tersebut. Pada
daerah 2000-400 cm™ tiap senyawa organik mempunyai absorb yang unik,
sehingga daerah tersebut sering juga disebut sebagai daerah sidik jari (fingerprint
region). Meskipun pada daerah 4000-2000 cm™ menunjukkan absorbsi yang
sama, pada daerah 2000-400 cm™ juga harus menunjukkan pola yang sama
sehingga dapat disimpulkan bahwa dua senyawa adalah sama. Contoh hasil

spektra FT-IR natrium alginat disajikan pada Gambar 2.14.

100 .00
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Gambar 2.14 Contoh Spektra FT-IR Natrium Alginat

Absorbent Dressing Sponge Berbasis Alginat-Kitosan Arindha Reni Pramesti

Berkurkumin Untuk Luka Derajat Eksudat Sedang-Besar

1

b



Skripsi

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

30

Berdasarkan Gambar 2.14 spektra FT-IR natrium alginat (C¢B7O¢Na)n
dapat ditunjukkan puncak-puncak serapan berada pada frekuensi 3420, 1618,
1420, 1026, dan 820 cm™. Puncak serapan 3500-3200 cm™ adalah spesifik untuk
kelompok hidroksil (O-H), puncak serapan 1600-1680 cm™ untuk kelompok
karbonil (C=0) dan puncak serapan antara 1000-1300 cm™ untuk kelompok
karboksil (C-O). Sedangkan natrium dalam isomer alginat terletak pada puncak
serapan 1614 cm™ dan 1431 cm” (Yulianto, 2007). Pencocokkan bilangan

gelombang dapat dilihat pada Tabel 2.7 di bawah ini.

Tabel 2.7 Daerah Serapan (http://www.chem-is-try.org)

_gugus jenis senyawa daerah serapan (cm™)
C-H alkana 2850-2960. 1350-1470
C-H alkena 3020-3080, 675-1000
C-H aromatik 3000-3100. 675-870
C-H alkuna 3300
Cc=C alkena 1640-1680
C=C alkuna 2100-2260
Cc=C aromatik (cincin) 1500-1600
C-H alkana 2850-2960, 1350-1470
C-0 alkchol, eter, asam karboksilat, ester 1080-1300
C=0 aldehyda, keton, asam karboksilat, ester 1690-1760
O-H alkchol.fenol(monomer) 3610-3640
O-H alkehol, fenol (ikatan H) 200-3600(lebar)

O-H asam karboksilat 500-3000(lebar)

N-H amina 3300-3500

C-N amina 1180-1360

C=N nitril 2210-2260

-NO, nitro 1515-1560, 1345-1385

2.8.2 Kemampuan absorb sponge

Kemampuan absorb dari sponge ditentukan dengan menginkubasi
sponge pada pH 7,4 di phosphate buffer saline (PBS) pada suhu ruang. PBS
adalah buffer solution yang biasanya digunakan dalam penelitian biologis. PBS
merupakan larutan garam yang terdiri dari sodium chloride (NaCl), sodium
phosphate (Na,HPO,), potassium chloride (KCl), dan potassium phosphate
(KH,PO4). PBS dapat digunakan untuk menganalogikan cairan tubuh (Parirokh,

2009). Berat basah sponge dihitung selama beberapa kali kemudian segera
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ditimbang dengan timbangan digital. Banyaknya air yang terserap pada sponge

dapat dihitung dengan rumus :

_ We—Wo
E=—"2X100% (2.1)

E adalah persentase absorb PBS pada sponge. We menunjukkan berat
sponge yang telah mengabsorb PBS dan Wo adalah berat mula-mula.
Pengambilang data diulang sebanyak 3X dan kemudian dihitung nilai rata-
ratanya.

2.8.3 Kadar air

Kadar air adalah kandungan air yang terdapat dalam sponge, biasanya
dinyatakan dalam persentase. Kadar air dalam suatu bahan tidak dapat ditentukan
dari keadaan fisik bahan tersebut sehingga diperlukan pengujian. Pengujian kadar
air ini untuk mengetahui apakah waktu yang digunakan dalam proses lyophilizer
sudah tepat dan untuk mempengaruhi kualitas dan daya simpan sponge. Selain itu
juga untuk mengukur kelembaban sponge.

Ada dua metode yang dapat digunakan untuk mengukur kadar air antara
lain metode konvensional (menggunakan oven) dan automatic (menggunakan
electronic moisture balance, Shimadzu Libror EB-280 MOC). Dalam penelitian
ini digunakan metode aufomatic untuk pengujian kadar air. Persentase kadar air

dapat dihitung dengan menggunakan rumus :

Wo-W

[

% kadar air = x 100% (2.2)

Dimana Wo adalah berat sponge mula-mula dan W adalah berat sponge konstan.
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Gambar 2.15 Electronic Moisture Balance, Shimadzu Libror EB-280 MOC
2.8.4 Histopatologi anatomi (HPA)

Sel umumnya tidak berwarna dan transparan. Agar sel dapat dilihat
dengan wuji histopatologi anatomi (HPA) maka perlu adanya pewarnaan.
Pewarnaan biasanya dilakukan dengan menggunakan larutan asam dan basa.
Larutan asam bereaksi dengan kation atau komponen basa dari sel. Protein dan
komponen yang lain di sitoplasma adalah komponen basa sel, dan akan di warnai
dengan larutan asam. Komponen sel yang di beri pewarnaan dengan larutan asam
disebut juga dengan istilah acidophilic.

Larutan basa bereaksi dengan anion atau komponen asam dalam sel.
Asam nukleus bersifat asam, dan oleh karena itu akan di warnai dengan larutan
basa. Komponen sel yang di beri pewarnaan dengan larutan basa disebut juga
dengan istilah basophilic.

Sistem pewarnaan yang biasanya digunakan adalah H&E. H&E terdiri
dari 2 larutan yaitu haematoxylin dan eosin. Eosin adalah larutan asam dan
digunakan untuk pewarnaan komponen basa sel (atau acidophilic) dan sktruktur
yang terlihat menjadi berwarna merah atau merah muda. Sitoplasma yang terlihat
pada gambar akan berwarna merah muda oleh pewarnaan H&E. Haematoxylin

adalah larutan basa dan digunakan untuk pewarnaan komponen asam sel (atau
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basophilic) dan struktur yang terlihat menjadi berwarna ungu biru. Sehingga pada
gambar hasil uji H&E nukleusnya terlihat berwarna ungu biru.

Pada penelitian ini, uji histopatologi anatomi (HPA) dilakukan pada
kulit mecit hari ke-3 perlukaan. Parameter penyembuhan luka adalah terjadinya
re-epitelisasi (Ferrell, 2010). Gambar 2.16 dan 2.17 memperlihatkan gambaran
kulit luka dan yang telah mengalami re-epitelisasi. Re-epitelisasi adalah terjadinya
migrasi sel epitel menutupi area terbuka suatu luka, yang terjadi selama tahap

proliferasi. Perhitungan persentase re-epitelisasinya dihitung dengan rumus

Panjang luka yang ditutupi epitel

(Juniantito, 2006) : % Re-epitelisasi = X 100% (2.3)

Panjang luka total

SRS e S e e
Gambar 2. 16tk Gambar 2.17 Luka 'telgh mengalami
re-epitelisasi

Selain % Re-epitelisasi akan dihitung pula kepadatan kolagen. Kolagen
merupakan protein utama yang menyusun komponen matrik ekstraseluler dan
merupakan protein terbanyak yang ditemukan dalam tubuh manusia. Kolagen
berperan penting pada setiap tahap penyembuhan luka. Kolagen memiliki
kemampuan antara lain hemostasis, interaksi dengan trombosit, interaksi dengan
fibronektin, meningkatkan komponen seluler, meningkatkan faktor pertumbuhan,
dan memacu proses fibroplasias dan proliferasi epidermis (Novriansyah, 2008).
Untuk kepadatan kolagen digunakan metode skoring sesuai dengan gambaran

intepretasinya yang dapat dilihat pada Gambar 2.18. Parameter skoring
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histopatologi untuk kepadatan kolagen (berdasarkan perhitungan 1 lapang
pandang, pada objek perbesaran 1000x) disajikan pada Tabel 2.8.

Tabel 2.8 Parameter Skoring (Novriansyah, 2008)
Skor Definisi
+0 Tidak ditemukan adanya serabut kolagen pada daerah luka.
+1 Kepadatan serabut kolagen pada daerah luka rendah.
+2 Kepadatan serabut kolagen pada daerah luka sedang.
+3 Kepadatan serabut kolagen pada daerah luka rapat.
+4 Kepadatan serabut kolagen pada daerah luka sangat rapat.

Sel netrofil

Skor Histopatologi 1
y 7 e 3* '

‘ ‘

Skor Histopatologi 3

Skor Histopatologi 4

Gambar 2.18. Intepretasi Kepadatan Kolagen dengan Parameter Skoring
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2.8.5 MTT assay

Menurut Turner (1985) dalam (Brooker, 2008) mendefinisikan kriteria
produk balutan luka yang ideal antara lain balutan luka harus bebas dari zat
pencemar berbentuk partikel atau toksik. Uji sitotoksisitas adalah bagian dari
evaluasi material yang akan digunakan dalam bidang medis dan diperlukan untuk
prosedur screening standart.

Sel yang digunakan untuk uji sitotoksisitas adalah kultur sel. Kultur sel
adalah sel yang dikondisikan pada suatu lingkungan buatan yang kondusif untuk
pertumbuhannya. Dibutuhkan suatu permukaan padat dan nutrisi agar sel dapat
tumbuh dengan baik. Selain itu, dibutuhkan suatu wadah yang tepat dan medium
yang mengandung faktor pertumbuhan tertentu.

Ada sejumlah Kkarakteristik sel yang dapat digunakan untuk
mengevaluasi kultur sel, yaitu morfologi sel, kecepatan pertumbuhan, efisiensi
pertumbuhan, dan fungsi khusus yang dilakukan sel. Berbagai karakteristik itu
dapat diamati sehingga kultur sel memiliki bermacam-macam kegunaan, antara
lain untuk pengamatan biokimia, uji toksisitas suatu bahan, penelitian kanker,
deteksi dan isolasi suatu virus, serta terapi gen.

Sel yang terisolasi dapat tumbuh pada tissue-culture dish dengan
bantuan suhu yang stabil pada inkubator dan suplemen dari medium yang
mengandung nutrisi sel dan faktor pertumbuhan sel. Penggunaan laminar air flow
dapat menciptakan lingkungan kerja yang meminimalisasi kemungkinan

terjadinya kontaminasi.
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Kultur sel dibagi menjadi dua, yaitu kultur sel primer dan kultur sel
sekunder (cell line). Sel primer adalah sel yang diperoleh secara langsung dari
pemisahan jaringan suatu organism dan merupakan kultur sel tahapan pertama
dari sel yang diambil dari individu. Sel primer umumnya masih bersifat heterogen
dengan umur kultur tak terbatas (masih dapat dikultur berulang-ulang). Sedangkan
cell line adalah keturunan sel yang diperoleh dari kultur sel primer yang telah
dipisahkan baik secara enzimatis maupun mekanis (diisolasi). Kultur cell line
sudah homogen dan biasanya digunakan untuk penelitian.

Cell line yang banyak digunakan untuk menguji toksisitas bahan-bahan
dan obat-obatan antara lain sel Baby Hamster Kidney (BHK-21) yang berasal dari
fibroblas ginjal bayi hamster. Sel ini cocok untuk uji sitotoksisitas balutan luka
karena sel fibroblas juga terdapat pada kulit yang berfungsi membentuk kolagen
dan jaringan elastin. Cell lines BHK-21 paling banyak digunakan karena mudah
ditumbuhkan, cepat pertumbuhannya, dapat disub kultur lebih dari 50 kali dan
relatif mudah didapatkan (Meizarini, 2005).

Salah satu metode untuk menilai sitotoksisitas suatu bahan adalah
dengan uji enzimatik menggunakan pereaksi 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT). Dasar uji enzimatik MTT adalah mengukur
aktivitas seluler berdasarkan aktivitas succinic dehydrogenase mitokondria sel
untuk mereduksi garam methylthiazol tetrazolium (MTT). Uji ini banyak
digunakan untuk mengukur proliferasi seluler secara kuantitatif atau untuk

mengukur jumlah sel yang hidup (Meizarini, 2005).
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Uji MTT didasarkan pada kemampuan sel hidup untuk mereduksi
garam MTT . Garam MTT berwarna kuning dan akan direduksi didalam sel yang
mempunyai aktifitas metabolisme. Saat bermetabolisme, sel-sel yang hidup akan
menghasilkan succini dehydrogenase mitokondria. Enzim ini bereaksi dengan
MTT dan membentuk kristal formazan ungu. Jumlah formazan yang terbentuk,
proporsional dengan aktifitas ensimatik sel hidup (Meizarini, 2005). Efek
sitotoksik dapat menyebabkan dehidrogenase tidak aktif sehingga formazan tidak
akan terbentuk. Reaksi perubahan MTT menjadi kristal formazan dapat dilihat

pada Gambar 2.19.
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Gambar 2.19 Reaksi Perubahan MTT Menjadi Kristal Formazan
(Anggrianti, 2008)

Produksi formazan dapat dihitung dengan melarutkan dan mengukur
densitas optik (optical density) dari larutan yang dihasilkan. Pengukuran OD
(Optical Density) ini menggunakan spektrofotometer dengan panjang gelombang
550-570 nm. Reaksi warna biru keunguan digunakan sebagai ukuran dari jumlah
sel yang hidup. Semakin pekat warna biru-ungunya, semakin tinggi nilai
absorbsinya dan semakin banyak pula jumlah sel yang hidup (Rachadini, 2007).

Prosentase jumlah sel hidup untuk uji MTT dapat dihitung dengan
(Meizarini, 2005):

9% sel hid OD Perlakuan +0D kontrol media X 100% 24
sel hidup = .
0 p OD kontrol sel+0D kontrol media 0 ( )
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Keterangan :
% sel hidup : Persentase jumlah sel hidup setelah pengujian.

OD Perlakuan : Nilai optical density fibroblas pada setiap sampel setelah
pengujian hasil pembacaan dengan Elisa Reader.

OD Media : Nilai optical density fibroblas pada kontrol media

OD Kontrol sel : Nilai optical density fibroblas pada kontrol sel.

Jumlah sel dapat diukur sebagai hasil produk MTT dengan Elisa
Reader. Presentase densitas optik yang semakin tinggi menunjukkan sel yang

metabolik aktif dapat mereduksi MTT juga semakin tinggi (Yuliati, 2005).
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