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BAB III 

METODE PENELITIAN 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian.  

Penelitian ini dilaksanakan selama 6 bulan, dimulai dari bulan Februari 

2012. Tempat penelitian dilakukan di Laboratorium Fisika Material Fakultas 

Sains dan Teknologi Universitas Airlangga, Instalasi Pusat Biomaterial-Bank 

Jaringan RSU dr. Soetomo Surabaya, Fakultas Farmasi Universitas Surabaya, 

PUSVETMA (Pusat Veterarian Farma) Surabaya, Laboratorium Kimia Organik 

Departemen Kimia Universitas Airlangga, Laboratorium Histologi Departemen 

Biologi Universitas Airlangga, dan Laboratorium Dasar Bersama Kampus B 

Universitas Airlangga.  

3.2 Bahan dan Alat Penelitian. 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah natrium alginat dari 

LIPI, kurkumin PureBulk, kitosan yang di beli dari IPB (Institut Pertanian Bogor), 

sel fibroblas BHK-21 untuk uji MTT, phospate buffer saline (PBS) untuk uji 

kemampuan absorb, aquades untuk melarutkan natrium alginat, asam asetat untuk 

melarutkan kitosan, etanol untuk melarutkan kurkumin. 

  Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut : 

a. Pembuatan Sponge Alginat-Kitosan Berkurkumin 

Lyophilizer, freezer, loyang, magnetic stirrer, sentrifuse, neraca digital, beker 

glass, spatula, aluminium foil, pisau, penggaris / pengukur. 
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b. Karakterisasi dan Uji 

Alat karakterisasi FTIR ,uji kemampuan absorb dengan neraca digital, uji 

histopatologi anatomi pada kulit mencit, alat uji MTT, electronic moisture 

balance untuk uji kadar air. 

3.3 Prosedur Penelitian 

Skema pelaksanaan penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 3.1 Skema pelaksanaan kegiatan penelitian 

3.3.1 Persiapan  

 Bahan dasar dari pembuatan sponge alginat-kitosan berkurkumin 

adalah berupa bubuk seperti terlihat pada Gambar 3.2. Bahan-bahan yang 

1. FTIR 
2. Kemampuan Absorb 

Sponge 
3. Kadar Air 
4. Histopatologi anatomi 
5. MTT Assay 

Mempersiapkan alginat, kitosan, 
dan kurkumin yang akan digunakan 

Mempersiapkan alat yang akan 
digunakan 

Melarutkan masing-masing bahan 
dengan pelarutnya 

Melakukan percampuran larutan 
alginat, larutan kitosan, dan larutan 

kurkumin 

Mencetak hasil campuran menjadi 
bentuk sponge 

Melakukan pengujian pada sampel 
sponge alginat-kitosan-kurkumin 

Analisis hasil penelitian 
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diperlukan yaitu natrium alginat, kitosan, dan kurkumin yang kemudian 

dilarutkan dalam pelarutnya sebelum dicampurkan menjadi satu. 

  

 
 

 

 

 

Gambar 3.2. Bahan Dasar Pembuatan Sponge (Alginat, Kitosan, Kurkumin) 
 

3.3.2 Pembuatan sponge 

Sponge dibuat dari percampuran bubuk natrium alginat, kitosan, 

dan kurkumin yang telah dilarutkan dengan pelarut masing-masing yaitu 

natrium alginat dilarutkan dalam aquades, kitosan dilarutkan dengan asam 

asetat, dan kurkumin dilarutkan dengan etanol. Masing-masing larutan 

dicampur dan di aduk dengan magnetic stirrer agar homogen kemudian 

disentrifus untuk memisahkan residu dan supernatan. Residunya diambil 

untuk dijadikan sponge. Residu ini kemudian dituang ke dalam loyang persegi 

panjang dengan tinggi sekitar 0,5 cm. Loyang di simpan dalam freezer dengan 

kisaran suhu -800C sampai -1000C selama ± 24 jam dan setelah 24 jam dalam 

Natrium Alginat Kitosan 

Kurkumin 
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freezer, sampel dikeluarkan dan langsung di lyophilizer selama 24 jam dengan 

suhu sekitar -1050C dan tekanan dalam miliTorr (Dai, et. al, 2009). Bentuk 

fisis sponge sebelum dan sesudah di Lyophilizer terlihat pada Gambar 3.3.  

 

 

Gambar 3.3. Sponge Sebelum dan Sesudah di Lyophilizer 
 
Komposisi percampuran alginat-kitosan-kurkumin dapat dilihat 

pada Tabel 3.1. 

Tabel 3.1. Variasi Sponge 
Sponge Alginat : Kitosan Kurkumin 
A0C4 0 : 4 Tetap 
A1C2 1 : 2 Tetap 
A1C3 1 : 3 Tetap 
A1C4 1 : 4 Tetap 
A2C2 2 : 2 Tetap 
A4C1 4 : 1 Tetap 
A3C1 3 : 1 Tetap 
A2C1 2 : 1 Tetap 
A4C0 4 : 0 Tetap 

 
Penelitian Scharstuhl et.al., 2009 menunjukkan bahwa pada 

konsentrasi kurkumin 5µM fibroblast banyak yang hidup sehingga pada 

penelitian ini juga menggunakan konsentrasi kurkumin sebesar 5µM. 

Konsentrasi tersebut dibuat dengan cara melarutkan 1,84 mg kurkumin dalam 

1 liter etanol. Kemudian dalam masing – masing sampel digunakan 1 ml 

Sponge Sebelum di Lyophilizer Sponge Setelah di Lyophilizer 
(Sponge A0C4-A4C0) 
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kurkumin yang mempunyai konsentrasi 5µM. Jenis dan komposisi sponge 

disajikan pada Tabel 3.2 dan cara melarutkan alginat dengan aquades dan 

kitosan dengan asam asetat dapat dilihat pada Tabel 3.3. 

   Tabel 3.2. Jenis dan Komposisi Sponge 

No. 
Jenis 

Sponge 
Komposisi Bahan 

Alginat (gr) Kitosan (gr) 
1. A0C4 0 2,08 
2. A1C2 0,69 1,39 
3. A1C3 0,52 1,56 
4. A1C4 0,42 1,66 
5. A2C2 1,04 1,04 
6. A4C1 1,66 0,42 
7. A3C1 1,56 0,52 
8. A2C1 1,39 0,69 
9. A4C0 2,08 0 

 
Tabel 3.3.Teknik Pelarutan Alginat-Aquades dan Kitosan-Asam Asetat 

No. Jenis 
Sponge 

Komposisi  No. Jenis 
Sponge 

Komposisi 
Material Pelarut Material Pelarut 

1. A0C4 

Alginat 
(0 gr) 

Aquades 
(0 ml) 2. A1C2 

Alginat 
(0,69gr) 

Aquades 
(69ml) 

Kitosan 
(2,08gr) 

As.asetat 
(208 ml) 

Kitosan 
(1,39gr) 

As.asetat 
(139 ml) 

3. A1C3 

Alginat 
(0,52gr) 

Aquades 
(52 ml) 4. A1C4 

Alginat 
(0,42gr) 

Aquades 
(42ml) 

Kitosan 
(1,56gr) 

As.asetat 
(156 ml) 

Kitosan 
(1,66gr) 

As.asetat 
(166 ml) 

5. A2C2 

Alginat 
(1,04gr) 

Aquades 
(104 ml) 6. A4C1 

Alginat 
(1,66gr) 

Aquades 
(166ml) 

Kitosan 
(1,04gr) 

As.asetat 
(104 ml) 

Kitosan 
(0,42gr) 

As.asetat 
(42 ml) 

7. A4C1 

Alginat 
(1,56gr) 

Aquades 
(156 ml) 8. A2C1 

Alginat 
(1,39gr) 

Aquades 
(139ml) 

Kitosan 
(0,52gr) 

As.asetat 
(52 ml) 

Kitosan 
(0,69gr) 

As.asetat 
(69 ml) 

9. A4C0 

Alginat 
(2,08gr) 

Aquades 
(208 ml) 

 

Kitosan 
(0 gr) 

As.asetat 
(0 ml) 

Berdasarkan Penelitian Dai et.al, 2009 
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Sponge yang sudah jadi kemudian di karakterisasi FTIR (Fourier 

Transform Infra Red), uji kemampuan absorb, uji persentase kadar air, uji 

histologi anatomi kulit mencit, dan uji sitotoksisitas dengan MTT.  

3.3.3 Karakterisasi sponge 

3.3.3.1 Karakterisasi dengan FTIR (Fourier Transform Infra Red) 

Uji FT-IR dilakukan dengan menggunakan alat FT-IR Jasco 

4200 type A pada rentang bilangan gelombang 4000-400 cm-1. Sampel 

yang berbentuk sponge ditumbuk dengan menggunakan mortar terlebih 

dahulu sampai halus. Kemudian sampel yang sudah berbentuk bubuk dan 

serbuk KBr dihaluskan secara bersamaan dalam satu cawan hingga halus 

dan merata kemudian dicetak dengan tekanan tertentu sehingga menjadi 

pelet tipis yang transparan. Data yang diperoleh dari uji FT-IR berupa 

puncak spektrum yang didalamnya ada pita-pita serapan karakteristik 

gugus fungsi yang digambarkan sebagai kurva transmitansi (%T) terhadap 

bilangan gelombang (cm-1).  

 
3.3.3.2 Uji kemampuan absorbs sponge. 

Kemampuan absorb dari sponge ditentukan dengan 

menginkubasi sponge pada pH 7,4  di phosphate buffer saline (PBS) pada 

suhu ruang selama 30 detik (Dai, et. al., 2009). PBS dibuat dengan cara 

menimbang sebanyak 5 gram di-Sodium hydrogen phosphate 

(Na2HPO4.2H2O) Merck yang dilarutkan dalam 100 ml aquades. pH 

awalnya adalah 8,86. Kemudian untuk menurunkan pHnya menjadi 7,4 
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ditambahkan sedikit demi sedikit HCl 0,1 M. di-Sodium hydrogen 

phosphate dan PBS pH 7,4 yang sudah jadi dapat dilihat pada Gambar 3.4. 

 

 
Gambar 3.4.di-Sodium hydrogen phosphate dan PBS pH 7,4 

 
Berat basah sponge dilakukan pengulangan sebanyak 3X dan 

segera ditimbang dengan timbangan digital. Banyaknya air yang terserap 

pada sponge dapat dihitung dengan menggunakan rumus (2.1) 

 
3.3.3.3 Uji kadar air 

Uji kadar air dilakukan dengan metode automatic menggunakan 

electronic moisture balance (Modul Praktikum Lab. Pemuliaan Tanaman 

Universitas Brawijaya, 2012), Shimadzu Libror EB-280 MOC. Langkah-

langkahnya adalah sebagai berikut : 

1. Suhu di set pada 3000C. 

2. Aluminium foil dimasukkan di atas cawan sebagai alas sponge, nol kan 

timbangan. 

3. Sponge ± 0,1 gram dimasukkan ke atas aluminium foil, catat Wo atau 

berat awalnya. 

4. Alat ditutup selama 15 menit dan catat berat akhir sponge saat konstan 

(W). 

Na2HPO4.2H2O PBS pH 7,4 
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Setelah mendapat data berat awal (Wo) dan berat akhir (W) maka 

dihitung dengan persamaan (2.2). Sponge setelah di uji kadar air dapat 

dilihat pada Gambar 3.5. 

 

Gambar 3.5 Sponge setelah di uji kadar air 

3.3.3.4 Uji histopatologi anatomi (HPA) 

Mencit jantan dengan berat 20-30 gram dan berumur 6 minggu 

yang digunakan sebagai hewan coba untuk uji histopatologi anatomi 

(HPA). Sebelum perlukaan seluruh mencit diadaptasikan di kandang yang 

telah disiapkan. Adaptasi dilakukan selama 7 hari. Perlukaan dilakukan 

pada punggung mencit dengan cara membuat sayatan panjang berukuran 1 

cm dengan kedalaman ± 0,5 cm menggunakan pisau skalpel. Sayatan 

dibuat sejajar dengan tulang belakang. Sebelum melakukan perlukaan, 

mencit dibius terlebih dahulu dengan menggunakan klorofom serta 

pencukuran bulu di daerah punggung (daerah yang akan dilukai). 

Penyayatan dilakukan setelah daerah yang akan disayat tersebut dioles 

dengan larutan antiseptik (alkohol 70%). Masing-masing luka selanjutnya 

ditutup sponge seperti pada Gambar 3.6. 

ADLN Perpustakaan Universitas Airlangga

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

Arindha Reni Pramesti



47 
 

 

 
Gambar 3.6 Penyayatan mencit dan penutupan luka dengan sponge 

 
Mencit dipelihara dalam kandang dan diberi pakan berbentuk 

pellet serta air minum. Pada penelitian ini sponge yang diujikan ke mencit 

adalah sponge yang uji absorbnya paling bagus yaitu sponge A1C2, A0C4, 

dan A1C4. Mencit yang digunakan sebanyak 12 mencit jantan, dimana 

dikelompokkan secara random menjadi 4 kelompok yaitu :Kelompok 

kontrol 3 mencit, kelompok sponge A1C2 3 mencit, kelompok sponge 

A0C4 3 mencit, dan kelompok sponge A1C4 3 mencit. Penggunaan 3 

mencit dalam tiap perlakuan bertujuan untuk mengantisipasi apabila ada 

salah satu mencit yang mati. Namun, untuk uji histopatologi anatomi 

hanya di ambil 1 mencit dari tiap perlakuan. 

Kontrol adalah mencit yang dilukai tanpa diberi balutan luka 

dan hanya diberi alkohol 70%. Mencit perlakuan dan mencit kontrol 

diamati pada hari ke 3. Pengamatan dilakukan secara mikroskopis dengan 

HPA (Histopatologi Anatomi). 

Tahapan pewarnaan H&E (Haematoxylin&Eosin) dimulai 

dengan pengambilan kulit mencit. Pengambilan kulit mencit dilakukan 

Penyayatan mencit Penutupan dengan sponge 
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setelah mencit dibunuh dengan menggunakan chloroform dosis berlebih. 

Daerah punggung yang diambil kulitnya dibersihkan dari bulu yang 

menempel dan kulit digunting dengan ukuran ± 1cm x 1cm. Kulit yang 

diperoleh kemudian difiksasi dengan larutan BNF (Buffer Neutral 

Formaline) 10% selama ± 48 jam (Febram, dkk., 2010), kemudian pada 

sampel kulit tersebut dilakukan proses dehidrasi dengan konsentrasi 

alkohol bertingkat, clearing menggunakan xylol, impregnasi dan 

pembuatan blok (embedding) menggunakan parafin. Adapun proses 

pembuatan sediaan histologi jaringan kulit mencit secara lengkap adalah 

sebagai berikut (Febram, dkk., 2010) : 

a. Aspirasi 

Aspirasi bertujuan untuk menghilangkan udara yang ada di 

dalam jaringan kulit yang telah direndam larutan fiksatif (Buffer Neutral 

Formaline 10%). Hal ini bertujuan agar larutan fiksatif benar-benar masuk 

ke dalam jaringan kulit sehingga untuk proses selanjutnya hasilnya lebih 

maksimal. Aspirasi dilakukan selama 2 hari. Proses aspirasi disajikan pada 

Gambar 3.7. 

 

Gambar 3.7. Aspirasi 
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b. Pencucian (Washing) 

Potongan jaringan kulit mencit yang telah dilukai selama 3 hari 

dan telah diawetkan pada larutan fiksatif (Buffer Neutral Formaline 10%), 

dipindahkan pada kaset yang nantinya ditempatkan pada gelas beaker yang 

berisi air. Setelah itu gelas beaker ditempatkan dibawah kran air yang 

airnya dinyalakan kecil dengan waktu 2 jam. Proses ini bertujuan untuk 

menghilangkan cairan fiksatif yang berada pada jaringan kulit. Proses 

pencucian (Washing) dapat dilihat pada Gambar 3.8.  

 

Gambar 3.8 Pencucian (Washing) 

c. Penghilangan air (Dehidrasi) 

 Kaset berisi jaringan kulit yang telah melalui tahap washing 

selama 2 jam selanjutnya dilakukan dehidrasi yang bertujuan untuk 

menarik air yang terdapat di dalam jaringan agar nantinya seluruh ruang-

ruang antar sel dalam jaringan dapat diisi oleh molekul-molekul parafin. 

Proses penghilangan air (Dehidrasi) dapat dilihat pada Gambar 3.9. Waktu 

perendamannya yaitu : 

i. Ethanol 70% sebanyak 4 kali, masing-masing selama 30 menit. 
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ii. Ethanol 80% sebanyak 2 kali, masing-masing selama 30 menit. 

iii. Ethanol 96% selama 30 menit. 

iv. Ethanol absolut selama 30 menit. 

 

Gambar 3.9 Proses Penghilangan Air (Dehidrasi) 
 

d. Penjernihan (Clearing) 

 Kaset berisi jaringan kulit direndam pada xylol I selama 15 

menit, dan pada xylol II selama 24 jam seperti terlihat pada Gambar 3.10. 

Proses tersebut bertujuan untuk menghilangkan kadar ethanol pada 

jaringan kulit. Keberhasilan dari proses clearing dapat dilihat dari jaringan 

yang berubah menjadi jernih (transparan). 

 

Gambar 3.10 Proses Penjernihan (Clearing) 

e. Infiltrasi Parafin 

 Kaset kemudian dipindahkan pada oven parafin. Pada proses 

ini terdapat 4 oven parafin, tetapi sebelumnya tiap oven parafin dicari 

terlebih dahulu suhu minimum dan maksimumnya, dimana suhu 
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maksimum tidak boleh lebih dari 55oC karena dikhawatirkan jaringan akan 

mengalami peleburan. Proses ini bertujuan untuk memasukkan jaringan 

kulit ke dalam lingkungan parafin yang melalui beberapa tahapan seperti 

terlihat pada Gambar 3.11. Tahapan proses infiltrasi parafin yaitu : 

i. Xylol : Parafin = 1 : 1  selama 30 menit. 

ii. Paraffin I   selama 60 menit. 

iii. Paraffin II   selama 60 menit. 

iv. Paraffin III   selama 60 menit. 

 

Gambar 3.11 Infiltrasi Parafin 

f. Penanaman (Embedding) 

 Pada tahap ini disiapkan kotak tempat parafin untuk persiapan 

proses penanaman jaringan kulit. Kemudian tuangkan parafin ke dalam 

kotak tempat parafin dituangkan. Parafin cepat sekali memadat ketika 

parafin cair dituangkan pada kotak parafin. Untuk itu proses penanaman 

jaringan juga membutuhkan waktu yang cepat. Untuk membantu proses 

kelancaran diperlukan 2 jarum pentul yang mana ujungnya digunakan 

untuk menjepit jaringan yang akan ditanamkan pada kotak berisi parafin 

cair. Pada jaringan kulit proses penanaman dilakukan secara tegak. Blok 
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parafin yang sudah membeku kemudian diambil dari kotak dan dengan 

pisau yang dipanaskan pada kompor spirtus dasar blok parafin dipanaskan 

dan diletakkkan pada holder, dimana holder ini membantu dalam proses 

pemotongan pada sop mikrotom. Hasil dari blok paraffin yang beku dan 

yang ditempel pada holder seperti pada Gambar 3.12. 

 

Gambar 3.12 Blok paraffin beku dan blok paraffin yang ditempel pada 
holder 

g. Penyayatan (Sectioning) 

 Pada proses ini dipersiapkan terlebih dahulu pisau mikrotom 

untuk digunakan pada sop mikrotom, waterbath dengan suhu air 55oC, 

kuas kecil yang berbulu halus untuk mengambil potongan jaringan, dan 

kapas yang dibasahi xylol untuk membersihkan pisau mikrotom dari 

parafin dan dari potongan jaringan yang tertinggal. Blok dipotong setebal 

4µm. Setelah melakukan penyayatan beberapa kali kemudian pita 

potongan yang akan diambil ditaruh ke dalam waterbath terlebih dahulu 

sebelum potongan jaringan ditempelkan pada gelas objek. Gambar 3.13 

menunjukkan mikrotom dan pita potongan jaringan yang akan ditempel 

pada gelas objek. 

Blok Parafin Holder 
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 Gambar 3.13 Mikrotom dan pita potongan jaringan 
 

h. Penempelan (Affiksing) 

 Sebelum dilakukan penempelan disiapkan terlebih dahulu gelas 

obyek yang sudah dibeli label nama sampel. Selain itu disiapkan pula 

mayer albumin yang dibuat dari putih telur ayam kampung dengan gliserin 

dengan perbandingan 1:1 sebagai perekat jaringan pada gelas obyek. 

Setelah gelas obyek yang sudah dilapisi meyer albumin disiapkan, 

kemudian potongan jaringan yang berada pada waterbath siap ditempelkan 

pada gelas obyek dengan mengambil potongan jaringan dari bawah 

permukaan air. 

i. Deparafinasi  

 Pada proses ini bertujuan untuk menghilangkan/melarutkan 

parafin yang terdapat di dalam jaringan. Caranya dengan merendam gelas 

obyek yang berisi irisan jaringan ke dalam xylol I dan xylol II masing-

masing selama 10 menit seperti terlihat pada Gambar 3.14. 

Mikrotom Pita Potongan 
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Gambar 3.14 Deparafinasi 

j. Pewarnaan (Staining) 

 Proses pewarnaan merupakan keberlanjutan dari proses 

deparafinasi. Setelah melalui xylol II saat proses deparafinasi sebaiknya 

preparat dikeringkan dulu dengan menggunakan tisu. Hal ini bertujuan 

agar ketika dicelup dalam larutan alkohol , larutan alkohol tidak berubah 

menjadi jenuh. Berikut ini urutan proses pewarnaan pada sediaan histologi 

jaringan kulit seperti pada Gambar 3.15 : 

(i). ethanol absolute, ethanol 96%, ethanol 80%, dan ethanol 70% masing 

masing selama 5 menit. 

(ii). Hematoxylin selama 10 menit. 

(iii). Air mengalir dari kran air sebanyak 6x buang. 

(iv). Ethanol 70%+HCl selama 10 detik. 

(v). Aquades selama 1 menit. 

(vi). Eosin selama 5 menit. 

(vii). Aquades selama 1 menit. 

(viii). ethanol 70%, ethanol 80%, ethanol 96%, dan ethanol absolut masing 

masing selama 5 menit. 

(ix). Preparat dikeringkan dengan tisu agar xylol tidak jenuh. 
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(xi). Xylol I dan xylol II selama 10 menit. 

 

Gambar 3.15 Proses Pewarnaan (Staining) 

k. Penutupan (Mounting) 

 Setelah proses pewarnaan kemudian dilanjutkan dengan proses 

penutupan gelas obyek dengan menggunakan enthelen. Sediaan histologi 

yang telah dibuat kemudian disimpan ke dalam kotak preparat sebelum 

dilakukan pembacaan dengan mikroskop Olympus Optical Japan. 

Parameter HPA yang diamati adalah persentase re-epitelisasi 

dan kepadatan kolagen. Persentase (%) re-epitelisasi dihitung dengan 

menggunakan rumus (2.3) sedangkan untuk kepadatan kolagen digunakan 

metode skoring berdasarkan Tabel 2.8.  

 
3.3.3.5 Uji sitotoksisitas (MTT assay) 

3.3.3.5.1 Persiapan kultur sel 

Persiapan dilakukan di dalam laminar air flow, kultur sel BHK-

21 dalam bentuk monolayer dengan media Eagle’s dan FBS 10% ditanam 

dalam botol kultur roux, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 48 

jam. Kultur sel dicuci dengan PBS sebanyak 5 kali yang bertujuan untuk 

membuang sisa serum yang tersisa. Kemudian ditambahkan tripsine 

versene untuk melepaskan sel dari dinding botol dan memisahkan ikatan 
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antar sel agar tidak menggerombol. Kemudian tahap terakhir yaitu 

memasukkan sel dengan kepadatan 2 x 105 dalam 100 μL media eagle’s 

(media eagle’s86%, penstrep 1%, Bovine Serum 5%, Fungizone 100 

unit/mL) ke dalam mikroplate 96-sumur sesuai dengan jumlah sampel dan 

kontrol, kemudian dilakukan perlakuan (Rachadini, 2007). Gambar 3.16 

menunjukkan mikroplate 96-sumur. 

 

Gambar 3.16 Mikroplate 96-sumur 

 
3.3.3.5.2 Uji MTT pada kultur sel 

Penambahan 25 μL pereaksi MTT 5 mg/mL yang telah 

dilarutkan dalam PBS dalam media untuk setiap sumuran. Selanjutnya 

dilakukan inkubasi dalam inkubator selama 4 jam pada suhu 37 °C. 

Kemudian ditambahkan pelarut DMSO sebanyak 50 μL yang dimasukkan 

ke setiap sumuran. Kemudian di sentrifuse 30 rpm selama 5 menit. 

Selanjutnya nilai optik formazan dihitung dengan Elisa reader pada 

panjang gelombang 630 nm. Makin pekat warnanya, makin tinggi nilai 

absorbansinya semakin banyak jumlah selnya (Rachadini, 2007). Gambar 

3.17 menunjukkan alat Elisa reader. 
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Gambar 3.17 Elisa Reader 

  Untuk menghitung persentase sel hidup dapat digunakan rumus (2.4). 

Jika persentase sel hidup lebih kecil dari 100% maka material dikatakan bersifat 

toksik (Harsas, 2008). 
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