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ABSTRAK 

 

Aryanti, Seffrina Putri, 155070400111013, Program Studi Sarjana 

Kedokteran Gigi, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Brawijaya 
Malang, 16 Januari 2019, “Uji Toksisitas Membran Komposit Nano 

Hydroxyapatite-Magnesium Oxide (nHA/MgO)  dengan 

Hydroxyapatite-Magnesium Oxide (HA/MgO) pada Human Gingival 

Fibroblast (HGF) melalui Metode Microculture Tetrazolium Test 
Assay (MTT Assay)”. Pembimbing: Dr.drg. Nur Permatasari, M.S 

 

Hydroxyapatite (HA) memiliki sifat biokompatibilitas yang 
baik dan kemampuan untuk berikatan secara kimia dengan jaringan 

tulang, osteokonduksi. Nanohydroxyapatite (nHA) memiliki 

karakteristik yang menyerupai sifat fisik, kimia, mekanik dan sifat 

biologis dari tulang manusia, kontak yang terjadi dengan jaringan 
sekitarnya lebih rapat, dan ukuran partikel yang lebih kecil dan luas 

permukaan yang besar, sehingga dapat mempengaruhi adhesi dan 

proliferasi. Magnesium Oxide (MgO) merupakan salah satu 
komponen yang terdapat di dalam tulang sekitar 1% dan bersifat 

biokompatibilitas, mampu meningkatkan perlekatan, serta proliferasi 

fibroblas. Tujuan penelitian ini yaitu untuk menentukan toksisitas 
membran komposit nHA/MgO dan HA/MgO terhadap kultur sel 

Human Gingival Fibroblast. Konsentrasi pada membran yang 

digunakan yaitu 0.5%, 2%, 4% sebagai perlakuan, complete medium 

+ sel HGF sebagai kontrol positif, dan media DMEM F12 sebagai 
kontrol negatif. Hasil analisis data menggunakan Independent T-Test 

dengan signifikansi 0.896 (membran nHA/MgO dan HA/MgO 

0.5%), 0.070 (membran nHA/MgO dan HA/MgO 2%), 0.080 
(membran nHA/MgO dan HA/MgO 4%) menunjukkan tidak terdapat 

perbedan signifikan. Uji Korelasi Pearson penambahan MgO pada 

membran HA menunjukkan nilai koefisien korelasi sebesar -0.473 

yang berarti cukup kuat, sedangkan penambahan MgO pada 
membran nHA menunjukkan menunjukkan nilai koefisien korelasi 
sebesar -0.648 yang berarti kuat. 

Kata kunci: Hydroxyapatite, NanoHydroxyapatite, 
Magnesium Oxide, Kultur Sel HGF 



ABSTRACT 

  

Aryanti, Seffrina Putri, 155070400111013, Bachelor of Dentistry 
Study Program, Faculty of Dentistry, Brawijaya University Malang, 

January 16, 2019, "Toxicity Test of Nano Hydroxyapatite-

Magnesium Oxide (nHA / MgO) Composite with Hydroxyapatite-

Magnesium Oxide ( HA / MgO) on Human Gingival 
Fibroblasts (HGF) through the Microculture Tetrazolium Test 

Assay (MTT Assay ) Method. Supervisor: Dr. drg. Nur Permatasari, 

MS 
  

Hydroxyapatite (HA) has good biocompatibility properties 

and the ability to bond chemically with bone tissue, 
osteoconduction. Nano hydroxyapatite (nHA) has characteristics that 

resemble the physical, chemical, mechanical and biological 

properties of human bones, contact that occurs with the surrounding 

tissue is denser, and smaller particle size and large surface area, so 
that it can affect adhesion and proliferation. Magnesium 

Oxide (MgO) is one component that is found in the bones of about 

1% and is biocompatible, capable of increasing 
attachment, and proliferation of fibroblasts. The purpose of this study 

was to determine the toxicity of nHA / MgO and HA / MgO 

composite membranes against Human Gingival Fibroblast cell 

cultures. The concentration on the membrane used is 0.5%, 2%, 4% 
as a treatment, complete medium + HGF cells as a positive control, 

and DMEM F12 as a negative control. The results of data analysis 

using Independent T-Test t with a significance of 0.896 (nHA / MgO 
membrane and HA / MgO 0.5%), 0.070 (nHA / MgO and HA / MgO 

2% membrane), 0.080 (nHA / MgO membrane and HA / MgO 4%) 

showed no significant difference. The Pearson Correlation Test for 
the addition of MgO to the HA membrane showed a coefficient 

correlation -0.473, which means strong enough, while the addition of 

MgO to the nHA membrane showed a coefficient correlation -0.648, 
which means strong. 

Keywords: Hydroxyapatite, Nano Hydroxyapatite, Magnesiu
m Oxide, HGF Cell Culture 



 

 

1 
 

BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

 

1.1. Latar Belakang 

Prevalensi penduduk Indonesia yang memiliki masalah pada 

gigi dan mulut adalah 23,4% dan terdapat 1,6% penduduk yang 

kehilangan seluruh gigi asli. Namun hanya 29,6% yang menerima 

perawatan atau pengobatan dari tenaga kesehatan di bidang 

kedokteran gigi. Jenis perawatan yang paling banyak diterima 

penduduk Indonesia yaitu penambalan atau pencabutan atau bedah 

gigi sebesar 38,5% (Riskesdas, 2008). Dalam kasus pencabutan gigi, 

terdapat komplikasi yang dapat terjadi pasca tindakan pencabutan 

gigi yaitu resorbsi tulang yang menyebabkan ketinggian  penurunan 

ketinggian dan ketebalan tulang alveolar (Maryani., dkk 2018). 

Untuk itu perlu diupayakan adanya bahan yang dapat memperbaiki 

atau mempercepat proses perbaikan tulang yang rusak seperti 

biomaterial pengganti tulang salah satunya yaitu Hydroxyapatite 

(HA) agar prognosis dari perawatan dan kondisi gigi selanjutnya 

lebih baik (Selvia dkk, 2012). 

Hydroxyapatite (HA) merupakan bahan yang sering 

digunakan untuk menggantikan mineral jaringan tulang karena 

memiliki komposisi dan kristalin yang serupa dengan jaringan tulang 

manusia yaitu terdiri dari mineral kalsium (Ca) dan fosfat (P) (Erizal 

dkk.,2013). Hydroxyapatite (HA) memiliki sifat biokompatibilitas 



yang baik dan kemampuan untuk berikatan secara kimia dengan 

jaringan tulang (Pascawinata dkk., 2013). Hydroxyapatite (HA) 

memiliki sifat osteokonduksi yang berfungsi menjadi tempat untuk 

pertumbuhan sel tulang baru dan bersifat osteoinduksi yang akan 

menstimulasi proses osteogenesis (Suryadi., 2011).  

Seiring berkembangnya teknologi, beberapa penelitian telah 

mengembangkan berbagai bentuk dari hydroxyapatite, salah satunya 

dalam bentuk nano. Nanohydroxyapatite (nHA) memiliki 

karakteristik yang menyerupai sifat fisik, kimia, mekanik dan sifat 

biologis dari tulang manusia. Menurut Kasaj dkk (2008) dalam 

Pascawinata dkk (2013) kelebihan nanohydroxyapatite adalah kontak 

yang terjadi dengan jaringan sekitarnya lebih rapat. Menurut Pepla 

dkk (2014) NanoHydroxyapatite (nHA) memiliki mikrostruktur tiga 

dimensi untuk mempercepat pertumbuhan jaringan tulang, kolonisasi 

fibrovaskular, dan saraf. Menurut Kattimani dkk (2016), HA 

mengandung ion kalsium dan fosfat yang tidak memiliki efek 

toksisitas lokal maupun sistemik. Bahan HA yang berstruktur nano 

memiliki ukuran partikel yang lebih kecil dan luas permukaan yang 

besar, sehingga dapat mempengaruhi adhesi dan proliferasi. Namun 

nanoHydroxyapatite dapat bersifat toksik bila dibandingkan dengan 

hydroxyapatite konvensional pada ukuran nanopartikel yang lebih 

kecil seperti ukuran kurang dari 50 nm dan pemberian dosis tertentu 

(Ajdary,2018). 

Disamping dibutuhkan bahan material pengganti tulang 

dalam proses regenerasi tulang khususnya setelah pencabutan gigi, 

dibutuhkan juga bahan yang memiliki efek antimikrobial untuk 

mencegah daerah bekas pencabutan gigi tidak terkena infeksi yang 



lebih parah dan mampu meningkatkan proses osteogenesis untuk 

proses regenerasi tulang. Menurut Sharma dkk (2017) Magnesium 

Oxide (MgO) merupakan bahan material yang memiliki aktivitas 

antimikrobial terhadap bakteri gram positif maupun gram negatif. 

MgO merupakan salah satu komponen yang terdapat di dalam tulang 

sekitar 1% dan bahan material MgO  bersifat biokompatibilitas, 

mampu meningkatkan perlekatan, dan proliferasi fibroblas (Hickey 

dkk, 2014). 

Pada penelitian ini akan dilakukan sintesis dari nano 

Hydroxyapatite (nHA) dan Hydroxyapatite (HA) yang 

dikombinasikan menggunakan Magnesium Oxide (MgO), 

selanjutnya dihasilkan membran komposit nano 

Hydroxyapatite/Magnesium Oxide (nHA/MgO) dan membran 

komposit Hydroxyapatite/Magnesium Oxide (HA/MgO) yang akan 

dilakukan uji toksisitas menggunakan MTT assay pada kultur sel 

human gingival fibroblast (hgf) untuk dapat memenuhi sebagai 

kandidat bahan nanomaterial baru dalam terapi bidang kedokteran 

gigi. 

1.2. Rumusan Masalah 

Apakah terdapat perbedaan toksisitas membran komposit 

nHA/MgO dengan membran komposit HA/MgO? 

 

 



1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum  

Menentukan toksisitas  membran komposit nHA/MgO 

dengan membran komposit HA/MgO menggunakan uji MTT assay.  

1.3.2. Tujuan Khusus 

1. Mengetahui perbedaan toksisitas antara membran 

komposit nHA/MgO dan HA/MgO secara in vitro pada 

kultur sel human gingival fibroblast (hgf). 

2. Mengetahui hubungan penambahan konsentrasi MgO 

terhadap toksisitas membran nHA/MgO dan HA/MgO. 

1.4. Manfaat Penelitian 

1.4.1. Manfaat Akademik 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah wawasan 

dan pengetahuan mengenai komposit nano 

Hydroxyapatite/Magnesium Oxyde (nHA/MgO) yang berpotensi 

sebagai kandidat nanomaterial baru dalam mendukung rekayasa 

jaringan sebagai terapi bidang kedokteran gigi. 

1.4.2. Manfaat Praktis 

Pemanfaatan komposit nano Hydroxyapatite/Magnesium 

Oxyde (nHA/MgO) sebagai nanomaterial baru yang berperan sebagai 

dasar terapi bidang kedokteran gigi. 

 

 

 

 



1.4.3. Manfaat Bagi Peneliti 

1. Sebagai wadah untuk mengaplikasikan ilmu serta melatih 

untuk berfikir kritis. 

2. Menghitung perbedaan toksisitas membran komposit 

nHA/MgO dan membran komposit HA/MgO melalui uji 

MTT assay. 

 



BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1. Biomaterial 

Menurut American National Institute of Health dalam 

Warastuti dkk (2015) biomaterial merupakan zat atau kombinasi zat 

baik yang berasal dari sumber sintetik atau alami yang dapat 

digunakan untuk menambah atau menggantikan sebagian atau 

seluruh jaringan, organ atau fungsi tubuh, yang bertujuan untuk 

meningkatkan kualitas hidup seseorang. Biomaterial memiliki 

kemampuan untuk bertahan di lingkungan biologis tanpa 

merusaknya. Terdapat empat kategori utama biomaterial yaitu : 

1) Toxic material 

Biomaterial yang akan ditolak jaringan tubuh saat 

dipasangkan di dalam jaringan dan memiliki efek kurang baik 

terhadap jaringan sekitarnya. 

2) Bioinert material 

Biomaterial yang sifatnya tidak beracun dan tidak aktif 

secara biologis, dapat menyebabkan sedikit atau tidak ada respon 

dari jaringan tubuh. 

3) Bioresorbable material 

Biomaterial yang sifatnya tidak beracun dan tidak menyatu 

dengan jaringan sekitarnya dan tidak larut seluruhnya setelah periode 

waktu tertentu. 

 

 

 



4) Bioactive material 

Biomaterial yang sifatnya aktif secara biologis. Bahan 

material ini akan mendukung ikatan implan dengan jaringan tubuh di 

sekitarnya. 

 

2.2. Hydroxyapatite (HA)   

Menurut Kurniasari (2015) Hydroxyapatite (HA) dengan 

rumus kimia Ca10(PO4)6(OH)2 merupakan material keramik dan 

senyawa anorganik penyusun jaringan keras (hard tissue) tubuh 

manusia yang bersifat biokompatibel. Selain itu, HA bersifat bioaktif 

dan osteokonduktif yang dapat merangsang sel tulang di daerah 

sekitar material implan agar dapat berinfiltrasi sehingga proses 

mineralisasi tulang baru dapat lebih cepat terbentuk. Menurut 

Istifarah (2012) HA mampu melakukan ikatan osteogenesis, menjalin 

ikatan langsung dengan tulang host, tidak menunjukkan respon 

peradangan, toksisitas, dan respon pirogenetik.  Secara 

termodinamik, temperatur, pH, dan komposisi fisiologi fluida pada 

hidroksiapatit sangat stabil (Ardhiyanto, 2011).  

Mekanisme dari HA dalam mempercepat penyembuhan 

tulang yaitu pada saat diimplantasikan ke defek tulang maka HA 

akan mensekresikan kalsium fosfat yang berguna meningkatkan 

saturasi cairan tubuh dan mempresipitasi apatit biologis dari jaringan 

sekitarnya. Apatit biologis yang didalamnya terkandung protein 

endogenous dan dapat berfungsi sebagai matrix untuk menjadi 

perlekatan dan pertumbuhan sel osteogenik (Pascawinata dkk, 2013). 

Namun, hydroxyapatite memiliki kelemahan diantaranya memiliki 

sifat mekanik rendah sehingga bersifat rapuh dan ketidakstabilan 



struktur pada saat bercampur dengan cairan tubuh (Darwis dan 

Yessy, 2008). Untuk memperbaiki kelemahan yang ada pada HA 

dapat dilakukan dengan melapisi menggunaka logam, komposit 

dengan polimer, dan komposit dengan keramik (Swain dan 

Herliansyah, 2009 dalam Ardhiyanto, 2011).  

Hydroxyapatite memiliki dua struktur kristal yang berbeda, 

yaitu heksagonal dan monoklinik. HA memiliki struktur kristal 

heksagonal dengan space group symmetry P63/m dengan parameter 

kisi a = b = 9,42 Å, c = 6,881 Å, dan γ = 120° (Gambar 1).  

 

 

 

 

Menurut Ferraz, dkk (2004) dalam Kurniasari (2015) 

Hydroxyapatite dengan struktur monoklinik didapatkan jika kondisi 

stoikiometrik dengan rasio Ca/P 1.67 dan densitas 3.19 g/ml. 

Struktur monoklinik memiliki stabilitas suhu yang baik dan memiliki 

struktur yang teratur. Hydroxyapatite dengan struktur kristal 

monoklinik ini memiliki space group symmetry P21/b dengan 

parameter kisi a = 9,421 Å, b = 2a, c = 6,881 Å, dan γ = 120°. 

(Gambar 2). 
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Menurut Kasaj dkk (2008) dalam Pascawinata (2013) 

Hydroxyapatite dengan partikel nano sangat bermanfaat sebagai 

substitusi tulang karena tersusun atas komponen inorganik dengan 

struktur nano yang memiliki kerapatan kontak yang lebih baik 

dengan jaringan sekitarnya, kekuatan dan sifat bioaktif lebih baik, 

serta akan lebih mudah diserap tubuh karena mempunyai luas 

permukaan yang besar. Fase nano dari HA memiliki ukuran yang 

menyerupai dengan jaringan tulang normal sehingga akan 

menyebabkan aktivitas fibroblast (yang akan menstimulasi menjadi 

osteoblas) menjadi lebih baik dan dapat memperbaiki fungsi sel 

endotelial yang bekerja pada proses angiogenesis, serta dapat 

digunakan sebagai bahan proangiogenik (Pezzatini dkk, 2007 dalam 

Pascawinata dkk, 2013). 

Penggunaan partikel nano hydroxyapatite dapat 

meningkatkan karakteristik mekanik, area kontak lebih besar, dan 

kelarutan lebih tinggi, sehingga nano hydroxyapatite dapat 

digunakan untuk meningkatkan osseointegrasi, dan peningkatan 

regenerasi tulang. Namun ukuran partikel nano yang kecil dapat 

menimbulkan gangguan seperti masuknya ke dalam jaringan 

manusia yang dapat mempengaruhi lingkungan biokimia alami sel, 

Gambar 2. Struktur Monoklinik HA 

 

Sumber : Suryadi, 2011 

 



reaksi peradangan dan kematian sel, serta menimbulkan interaksi 

dengan permukaan membran sel semakin tinggi dan efek 

toksisitasnya akan meningkat Nano hydroxyapatite juga dapat 

menimbulkan efek toksik dalam beberapa konsentrasi yaitu 2 dan 5 

mg/ml pada sel fibroblas gingiva manusia (Ajdary, 2018).  

 

2.3. Nano Material  

Menurut Widyawati dan Didin (2016) nanomaterial 

merupakan teknik memanipulasi bahan yang menggunakan skala 

kurang dari 100 nm yang berfungsi untuk memperbaiki bentuk dan 

fungsi, serta diharapkan dapat mempengaruhi karakteristik dari suatu 

bahan. Bahan nano material memiliki ukuran partikel yang kecil, 

luas permukaan yang lebih besar, oleh karena itu, bahan yang 

berukuran nano memiliki beberapa sifat yang berbeda seperti efek 

ukuran kecil, efek ukuran kuantum, efek tunneling kuantum, dan 

efek permukaan (Aueran dkk, 2015). 

Terdapat beberapa cara untuk dapat memanipulasi suatu 

bahan menjadi ukuran nano seperti cara top-down (fisika) dan 

bottom-up (kimia). Metode bottom-up (kimia) didasarkan pada 

sintesis kimia dan pertumbuhan bahan yang sangat teratur, serta 

metode bottom-up (kimia) banyak digunakan pada pembuatan bahan 

nanokomposit, nano-solution, serta bahan untuk memperbaiki defek 

tulang (Harahap dan Sastrodihardjo, 2014). Kelebihan dari metode 

bottom-up (kimia) yaitu metode ini lebih murah dibandingkan 

dengan metode top-down (fisika). 

Penggunaan nanomaterial dalam memperbaiki defek tulang 

memiliki tujuan agar tercapainya osseointegrasi. Hal ini dapat 



dipengaruhi oleh komposisi kimia dan topografi permukaan yang 

dihasilkan, serta degradasi dari lapisan permukaan untuk 

memperbaiki defek tulang dapat menstimulasi pembentukan tulang 

baru karena peningkatan osteokonduktivitas yang diakibatkan 

perubahan topografi permukaan maupun peningkatan osteogenesis. 

Selain itu, modifikasi dari permukaan menjadi ukuran nano dapat 

meningkatkan migrasi sel-sel mesenkim, meningkatkan perlekatan 

dan proliferasi sel, dan menstimulasi diferensiasi osteoblas (Harahap 

dan Sastrodihardjo, 2014). 

Nanomaterial memiliki sifat permukaan yaitu hidrofobisitas dan 

hidrofilisitas yang mempengaruhi respon lingkungan biologis seperti 

interaksi dengan protein plasma, fagositosis, dan stimulasi sistem 

kekebalan tubuh, serta dapat mempengaruhi adhesi, pertumbuhan 

dan diferensiasi. Ukuran dari nano material akan mempengaruhi laju 

pelepasan ion, jika semakin kecil ukuran partikel nano maka 

interaksi dengan permukaan membran sel semakin tinggi dan efek 

toksisitasnya akan meningkat (Ajdary, 2018). 

 

2.4. Magnesium Oxide 

Magnesium oxide (MgO) merupakan bahan keramik yang 

potensial karena memiliki titik lebur yang tinggi, sehingga MgO 

bersifat tahan air, tahan api, dan memiliki permukaan yang kuat. 

MgO juga menjadi salah satu elemen yang berkaitan dengan apatit 

biologis dan sebagai pengganti kationik untuk kalsium (Ca) dalam 

struktur kisi HA (Farzadi dkk, 2014). MgO memiliki karakteristik 

biokompatibel, murah, biodegradable, ramah lingkungan dan bahan 

yang secara alami ada di tubuh manusia karena pada tulang bahan 



MgO memiliki konsentrasi yang cukup tinggi (kurang lebih sampai 

1% dari komposisi tulang). Selain itu, MgO berperan untuk 

memediasi fungsi sel yang ada di dalam tubuh melalui aktivasi 

integrin sehingga akan fungsi sel seperti proliferasi, perlekatan dan 

migrasi dapat tercapai, serta secara tidak langsung dapat 

mempengaruhi metabolisme mineral melalui aktivasi alkali fosfatase 

(Hickey dkk, 2014).  

Menurut Farzadi dkk (2014) MgO yang digabungkan dengan 

HA akan berperan seperti faktor pertumbuhan tulang pada tahap 

awal osteogenesis dan akan menstimulasi adanya proliferasi 

osteoblas. Nanopartikel Magnesium Oxide (MgO) juga bersifat anti 

mikrobial dan memiliki prinsip anti mikrobial yaitu dapat dengan 

mudah masuk ke dalam inti bakteri dan dapat  menghambat bakteri 

yang besar terhadap bakteri gram negatif dan gram positif (Sharma 

dkk, 2017).   

 

2.5. Uji Toksisitas  

Menurut Cancer Chemoprevention Research Center Fakultas 

Farmasi UGM, uji toksisitas merupakan evaluasi yang digunakan 

untuk menentukan suatu material mengandung bahan yang 

berbahaya (toksik) atau tidak secara biologis terhadap kultur sel dan 

menjadi salah satu persyaratan yang harus dipenuhi suatu bahan 

sebagai biomaterial. Pengujian ini merupakan bagian dari uji 

biokompatibilitas yang akan melihat kesesuain bahan terhadap 

jaringan tubuh. Uji biokompatibilitas dapat menggunakan metode in 

vitro dengan kultur sel.  

Kelebihan menggunakan metode in vitro adalah : 



1) Sampel lebih homogen. 

2) Dapat diukur secara kuantitatif. 

3) Lingkungan yang ada di sekitar kultur lebih terkontrol seperti 

CO2, O2, suhu dan tekanan osmotik. 

4) Kultur sel akan terpapar langsung oleh bahan uji dan kultur sel 

sensitif terhadap bahan yang bersifat toksik. 

5) Respon terhadap sel hidup dapat langsung diamati. (Marthanti, 

2007) 

Syarat yang dibutuhkan untuk dilakukan sistem uji toksisitas 

yaitu :  

1) Sistem pengujian harus menghasilkan kurva dosis-respon yang 

reprodusibel dengan variabilitas rendah. 

2) Kriteria respon harus menunjukan hubungan linier dengan 

jumlah sel . (Kurniasari, 2015) 

Parameter dari uji toksisitas terhadap sel adalah viabilitas sel. 

Viabilitas adalah kemampuan untuk hidup setelah lahir dan dapat 

dilakukan pengamatan dari beberapa fungsi sel seperti aktivitas 

enzim, permeabilitas sel membran, perlekatan sel, aktivitas 

penyerapan nukleutida, dan produksi ATP (Kurniasari, 2015). 

Terdapat beberapa cara untuk mempelajari viabilitas dan proliferasi 

dalam populasi sel seperti assay dengan format microplate (96-well 

plate) yang akan mempelajari aktivitas metabolik dengan 

menggunakan substrat colorimetric MTT (Istifarah, 2012). 

 

2.6. Fibroblas 

Sel fibroblas ditemukan di sepanjang serat kolagen dengan 

ujung meruncing dan terlihat dalam sediaan sebagai sel fusiform. 



Namun dapat ditemukan dalam bentuk gepeng dengan cabang yang 

ramping, dan inti panjang terlihat jelas diliputi membran inti yang 

halus dengan satu atau dua anak inti jelas, serta sedikit granula 

kromatin halus. Pada sediaan histologi, batas sel tidak nyata 

(Junqueira, 2007).  

Fibroblas merupakan sel induk yang berperan membentuk 

serat dalam matriks, terutama serat kolagen. Kolagen akan 

memberikan integritas dan kekuatan pada luka. Sel fibroblas 

berfungsi untuk mensitesis elastin, glikosaminoglikan, proteoglikan 

dan glikoprotein multi-adhesif (Junquiera, 2007). Sel ini digunakan 

untuk uji toksisitas karena memiliki fungsi untuk mensintesis 

komponen jaringan pengikat seperti kolagen dan mukopolisakarida. 

Selain itu, fibroblas mudah untuk dilakukan kultur karena memiliki 

kemampuan regenerasi dan pertumbuhan yang cepat. Fibroblas yang 

berada pada gingiva manusia paling banyak ditemukan pada jaringan 

periodontal (Septania, 2018). Sitoplasma fibroblas mengandung 

banyak mitokondria,  badan golgi, dan retikulum endoplasmik yang 

kasar (Fawcett, 2002 dalam Cahyani, 2017).  

Sel fibroblas berperan dalam proses penyembuhan luka yang 

terdiri dari fase inflamasi, proliferasi, dan maturasi (remodelling). 

Pada fase proliferasi, sel fibroblas akan mengalami proliferasi yang 

akan berperan penting dalam hasil akhir penyembuhan luka. 

Fibroblas akan mempengaruhi proses reepitalisasi dan akan 

menghasilkan kolagen untuk menyatukan luka (Sumbayak, 2016). 

Pada fase remodelling, fibroblas berperan dalam perbaikan jaringan 

ikat melalui degradasi kolagen dan matriks ECM, dimana fibroblas 

akan melepaskan enim proteolitik seperti MMP (metaproteinase 



matriks). MMP akan disekresikan sebagai prekursor tidak aktif dan 

akan membelah agar menjadi aktif. Degradasi ekstraseluler sering 

terjadi pada lesi inflamasi, inhibitor MMP akan disekresikan oleh 

fibroblas untuk berperan dalam degradasi ekstraseluler (Torabinejad, 

2008 dalam Cahyani, 2017). 

2.7. MTT Assay 

Uji toksisitas dengan uji enzimatik menggunakan pereaksi (3-

(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromide (MTT)) 

adalah  pengukuran daya sel hidup berdasarkan aktivitas mitokondria 

dari kultur sel (Hartono, 2014). Metode MTT Assay memiliki prinsip 

dimana enzim succinate dehydrogenase pada mitokondria sel akan 

mengubah garam tetrazolium MTT berwarna kuning dengan 

membelah cincin tetrazolium dan akan membentuk insoluble kristal 

tetrazolium (formazan) berwarna keunguan. Jika enzim succinate 

dehydrogenase tidak aktif karena efek toksik dari suatu bahan, maka 

kristal tetrazolium (formazan) tidak akan terbentuk.  

Perubahan warna yang terjadi menunjukkan adanya proliferasi 

sel pada mitokondria yang menyerap MTT dan terbentuk adanya 

kristal tetrazolium (formazan) berawarna keunguan yang tidak dapat 

menembus membran sel, sehingga akan berada di dalam sel yang 

masih hidup. Jumlah sel yang hidup akan seimbang dengan jumlah 

pembentukan kristal tetrazolium (formazan) dan dapat dihitung 

dengan menggunakan assay colorimetric, serta dibaca dengan 

microplate reader (Istifarah, 2012).  



Hasil bacaan ini berupa nilai absorbansi (OD) yang 

menandakan presentasi jumlah sel hidup dan dihitung dengan 

menggunakan persamaan sebagai berikut (Hartono, 2014) : 
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BAB 3 

KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS 

 

3.1 Kerangka Konsep Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

 Variabel diteliti 

Hydroxyapatite (HA) 

 Osteoinduksi 

 Osteokonduksi 

 Sifat mekanik lemah 

Nano Hydroxyapatite (nHA) 

 Osteoinduksi  

 Osteokonduksi 

 Sifat mekanik meningkat 

 Luas permukaan lebih besar 

  

Magnesium Oxide (MgO) 

 Anti-mikrobial 

 Mediasi fungsi sel seperti proliferasi, 

adhesi.  

Membran HA/MgO Membran nHA/MgO 

 Ukuran HA lebih dari 1µm, 

sehingga tidak mudah masuk 

ke dalam sel. 

 Antimikrobial meningkat 

 Ukuran partikel nano HA lebih kecil 

(270nm), sehingga memudahkan masuk 

kedalam sel. 

 Antimikrobial meningkat 

 Diharapkan efek toksisitas menurun 

  

Efek Toksisitas 

Perbedaan Viabilitas Sel 

MTT Assay 



Hydroxyapatite (HA) merupakan senyawa anorganik 

penyusun jaringan keras tubuh manusia yang memiliki rumus kimia 

Ca10(PO4)6(OH)2. Hydroxyapatite menjadi salah satu bahan keramik 

bioaktif yang berpotensi untuk dijadikan biomaterial dalam proses 

regeneratif tulang. Kelebihan hydroxyapatite yaitu memiliki 

karakteristik osteoinduksi dan osteokonduktivitas yang baik karena 

struktur kimia yang sama dengan mineral pada tulang asli. Namun, 

kelemahan HA yaitu sifat mekanik yang lemah sehingga bersifat 

rapuh dan struktur menjadi tidak stabil saat bercampur dengan cairan 

tubuh atau darah pasien. 

Kelemahan hydroxyapatite dapat diperbaiki dengan cara 

mengubah ukuran partikel menjadi ukuran nano partikel, sehingga 

dapat meningkatkan sifat mekanis, kimia, serta biologis dari 

hydroxyapatite, kemudian hydroxyapatite dapat lebih mudah diserap 

oleh tubuh. Selain itu dilakukan penambahan MgO untuk 

dikombinasikan menjadi membran komposit. MgO memiliki 

karakteristik biokompatibel, biodegradable, antimikrobial dan 

mampu meningkatkan proliferasi fibroblas. 

Dalam penelitian ini akan di uji toksisitas dari kedua 

membran komposit menggunakan MTT assay. Hasil yang diharapkan 

dari penelitian ini yaitu membran komposit nHA/MgO memiliki 

viabilitas sel lebih tinggi, perlekatan fibroblas yang lebih tinggi dan 

lebih mudah di resorpsi oleh tubuh dibandingkan membran komposit 

HA/MgO sehingga menurunkan toksisitas dari membran komposit 

nHA/MgO. 



3.2 Hipotesis Penelitian 

Hipotesis dari penelitian ini adalah didapatkan perbedaan 

toksisitas membran komposit nHA/MgO dengan membran komposit 

HA/MgO.  

 

 

 



BAB 4 

METODE PENELITIAN 

 

 

4.1. Rancangan Penelitian 

Pada penelitian ini digunakan metode penelitian true-

experimental laboratory design (penelitian eksperimental murni) 

dengan pendekatan post test with control group. Pada penelitian ini 

dilakukan uji laboratorium yang bertujuan untuk mengetahui 

perbedaan toksisitas membran komposit HA/MgO dan membran 

komposit nHA/MgO.  

4.2. Sampel Penelitian 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu membran 

komposit nHA/MgO dan membran komposit HA/MgO.  

4.2.1 Sampel 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini yaitu membran 

komposit nHA/MgO dan membran komposit HA/MgO. 

4.2.2  Besar Sampel 

Dalam penelitian ini terdapat 8 kelompok perlakuan. Untuk 

mengetahui jumlah minimal yang dibutuhkan setiap kelompoknya 

akan dihitung dengan menggunakan rumus yaitu: 

 

 

Keterangan : 

n : jumlah sampel per kelompok perlakuan 

P : jumlah kelompok perlakuan 

(p-1)(n-1) ≥ 15 

 



Sehingga perhitungannya menjadi: 

(p-1) (n-1) ≥ 15 

(8-1) (n-1) ≥ 15 

7n-7 ≥ 15 

7n ≥ 15 + 7 

7n ≥ 22 

n ≥ 3.14 atau dibulatkan menjadi 4 

Berdasarkan hasil perhitungan tersebut, maka jumlah sampel 

yang diperlukan per kelompok perlakuan minimal 4 buah sampel, 

sehingga total sampel yang digunakan adalah 32 buah sampel. 

4.3. Variabel Penelitian 

4.3.1. Variabel Terikat 

Jumlah sel fibroblas dari membran komposit nHA/MgO dan 

membran komposit HA/MgO. 

4.3.2. Variabel Bebas  

Nano Hydroxyapatite/Magnesium Oxide (nHA/MgO) dan 

Hydroxyapatite/Magnesium Oxide (HA/MgO). 

 

4.4. Lokasi dan Waktu Penelitian 

Untuk proses sintesis nHA dan pembuatan membran 

komposit dilakukan di Laboratorium Kimia dan Biofisika 

Universitas Brawijaya Malang. Kemudian untuk uji toksisitas 

menggunakan metode MTT Assay dilakukan di Laboratorium 

Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. 

Penelitian ini berlangsung selama kurang lebih 2 bulan. 
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4.5. Alat dan Bahan Penelitian 

4.5.1. Pembuatan Membran Komposit HA/MgO 

Alat dan bahan yang digunakan dalam pembuatan membran 

komposit dengan teknik freeze-drying yaitu  (Warastuti et al., 2015) : 

a. 0.75 gr serbuk HA (Fluidinova SA)  

b. Serbuk MgO 0.5% (0.125 gr dalam aquadest 25 ml) dari Merck 

KGaA 

c. Serbuk MgO 2% (0.5 gr dalam aquadest 25 ml) dari Merck 

KGaA 

d. Serbuk MgO 4% (1 gr dalam aquadest 25 ml) dari Merck KGaA 

e. 0.75 gr serbuk PVA (Merck KGaA) 

f. 100 ml aquades 

g. Gelas kimia 

h. Petridisk ukuran d= 6 cm 

i. Alumunium foil 

j. Spatula  

k. Termometer air raksa 

l. Neraca digital 

m. Freezer  

n. Lyophilizer 

o. Magnetic Stirrer 

p. Statip 

4.5.2. Pembuatan Membran Komposit nHA/MgO 

Alat dan bahan yang digunakan dalam pembuatan membran 

komposit dengan teknik freeze-drying yaitu  (Warastuti et al., 2015) : 



a. 0.75 gr serbuk nHA sintetik yang telah dibuat dari HA 

konvensional (Fluidinova SA) dengan modifikasi metode 

elektrokimia (Nur dkk, 2012) 

q. Serbuk MgO 0.5 % (0.125 gr dalam aquadest 25 ml) dari Merck 

KGaA 

r. Serbuk MgO 2 % (0.5 gr dalam aquadest 25 ml) dari Merck 

KGaA 

b. Serbuk MgO 4 % (1 gr dalam aquadest 25 ml) dari Merck KGaA 

c. 0.75 gr serbuk PVA (Merck KGaA) 

d. 100 ml aquades 

e. Gelas kimia 

f. Petridisk ukuran d= 6 cm 

g. Alumunium foil 

h. Spatula  

i. Termometer air raksa 

j. Neraca digital 

k. Freezer  

l. Lyophilizer 

m. Magnetic Stirrer 

n. Statip  

4.5.3. Kultur Sel Human Gingival Fibroblast (HGF) 

a. Media DMEM-F12 yang ditambahkan 10% fetal bovine serum 

(FBS), dan antibiotik 1,25% (penisilin 100 IU / ml, streptomisin 

100 μg / ml, dan amphotericin B 100 μg / ml). 

b. 96-microwell plate 

c. Flask kultur 

d. Micropipet 
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e. Pipet elektrik  

f. CO2 inkubator 

g. Falcon ml 

h. Centrifuge 

4.5.4. Panen Sel Human Gingival Fibroblast (HGF) 

a. Conical tube  

b. 96-microwell plate 

c. Pipet 

d. SFM (Serum Free Medium) 

e. Media kultur lengkap (complete medium) 

f. PBS-A 

g. Trypsine-versene (Tripsin-EDTA) 

h. Centrifuge 

4.5.5. Uji Toksisitas  

Alat dan bahan yang digunakan dalam uji toksisitas dengan 

MTT Assay : 

a. Inkubator standar 

b. Inkubator dengan CO2 

c. 96-microwell plate 

d. Botol roux 

e. Cawan petri 

f. Mikroplate 

g. Elisa reader 

h. Multi pippet 

i. Membran komposit HA/MgO dan membran komposit nHA/MgO 

j. Kultur sel fibroblast  



k. Media Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-F12 (DMEM-F12) 

l. Phosphate Buffered Saline-A (PBS-A) 

m. Trypsine-versene (Tripsin-EDTA) 

n. MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-il)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide] 

o. DMSO (Dimethyl sulfoxide) 

4.6. Definisi Operasional  

4.6.1. Nano Hydroxyapatite (nHA) 

Nano Hydroxyapatite (nHA) dibuat dari serbuk 

hydroxyapatite (HA) konvensional bermerk Fluidinova SA dengan 

cara modifikasi metode elektrokimia (Nur dkk, 2012). Didapatkan 

serbuk nano hydroxyapatite dengan skala nano sebesar 270nm. 

4.6.2. Membran Komposit nHA/MgO 

Membran komposit nHA/MgO dibuat dengan cara 

mencampurkan kedua bahan ke dalam PVA yang telah dilarutkan 

dengan aquadest dan menggunakan stirrer agar larutan tidak 

mengendap setelah dicampurkan. Penggunaan stirrer dilakukan 

selama 1 jam 25 menit pada suhu 40
o
C. Setelah itu larutan ditunggu 

hingga suhu ruang dan dimasukkan dalam petridisk, selanjutnya 

dilakukan proses freeze drying selama 24 jam. Didapatkan membran 

nHA/MgO dan dilakukan pemotongan dengan ukuran membran 5 

mm x 5 mm x 1 mm. 

4.6.3. Membran Komposit HA/MgO 

Membran komposit HA/MgO dibuat dengan cara 

mencampurkan kedua bahan ke dalam PVA yang telah dilarutkan 

dengan aquadest dan menggunakan stirrer agar larutan tidak 
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mengendap setelah dicampurkan. Penggunaan stirrer dilakukan 

selama 1 jam 25 menit pada suhu 40
o
C. Setelah itu larutan ditunggu 

hingga suhu ruang dan dimasukkan dalam petridisk, selanjutnya 

dilakukan proses freeze drying selama 24 jam. Didapatkan membran 

HA/MgO dan dilakukan pemotongan dengan ukuran membran 5 mm 

x 5 mm x 1 mm. 

4.6.4. Sel Human Gingival Fibroblast (HGF) 

Sel fibroblas yang digunakan berasal dari gingiva manusia 

pasca dilakukan prosedur odontektomi dan dilakukan kultur sel HGF 

dengan kepadatan 2.10
-5

 sel/ml. 

4.6.5. Uji Toksisitas 

Uji yang digunakan untuk mengukur suatu material bersifat 

toksik atau tidak toksik terhadap jaringan yang menggunakan metode 

Microculture Tetrazolium Test Assay (MTT Assay) setelah diberi 

perlakuan. Suatu bahan bersifat toksik jika sel yang mati lebih dari 

50% yang akan ditunjukkan dengan nilai absorbansi dari viabilitas 

sel dan pembacaan dilakukan dengan menggunakan alat Elisa 

reader. Perhitungan viabilitas sel hidup didapatkan dengan 

menggunakan rumus sebagai berikut :  

Viabilitas sel Hidup = OD perlakuan – OD kontrol media  x 100% 

             OD kontrol sel – OD kontrol media  

4.7. Prosedur Penelitian 

4.7.1. Pembuatan Membran Komposit HA/MgO 

Pada penelitian pembuatan membran komposit 

menggunakan teknik freeze drying yaitu : 



a. Melarutkan 0.75 gr PVA dalam 25 ml aquades menggunakan 

magnetic stirrer dengan suhu 80
0
 C hingga larut dan homogen. 

b. Larutan akan didiamkan hingga sesuai suhu ruang dan magnetic 

stirrer tetap berputar. 

c. Setelah sesuai dengan suhu ruang, mencampurkan sedikit demi 

sedikit 0.75 gr serbuk HA kedalam larutan PVA hingga larutan 

homogen. 

d. Selanjutnya, mencampurkan sedikit demi sedikit serbuk MgO 

kedalam larutan PVA+HA hingga larutan homogen.  

e. Pembuatan konsentrasi 2 % MgO membutuhkan serbuk 0.5gr 

MgO dalam 25 ml aquadest, konsentrasi 4 % MgO membutuhkan 

serbuk 1gr MgO dalam 25 ml aquadest, dan konsentrasi 0.5 % 

MgO membutuhkan serbuk 0.125 gr MgO dalam 25 ml aquadest.  

f. Mengaduk larutan dengan magnetic stirrer selama 1.25  jam pada 

suhu 40
0
C. 

g. Setelah itu larutan ditunggu hingga dingin (sesuai suhu ruang). 

h. Menuangkan larutan ke cetakan petridisk dengan ketinggian 

larutan mencapai 0.1 cm. 

i. Membekukan cetakan pada freezer dengan suhu -40
0
C. 

j. Setelah membeku, memasukkan cetakan ke dalam alat freeze 

drying selama semalaman. 

k. Kemudian membran yang sudah jadi dipotong dengan ukuran 5 

mm x 5 mm 

4.7.2. Pembuatan Membran Komposit nHA/MgO 

Pada penelitian pembuatan membran komposit 

menggunakan teknik freeze drying yaitu : 
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a. Melarutkan 0.75 gr PVA dalam 25 ml aquades menggunakan 

magnetic stirrer dengan suhu 80
0
 C hingga larut dan homogen. 

b. Larutan akan didiamkan hingga sesuai suhu ruang dan magnetic 

stirrer tetap berputar. 

c. Setelah sesuai suhu ruang, mencampurkan sedikit demi sedikit 

0.75 gr serbuk nHA kedalam larutan PVA hingga larutan 

homogen. 

d. Selanjutnya, mencampurkan sedikit demi sedikit serbuk MgO 

kedalam larutan PVA+nHA hingga larutan homogen.  

e. Pembuatan konsentrasi 2 % MgO membutuhkan serbuk 0.5gr 

MgO, konsentrasi 4 % MgO membutuhkan serbuk 1gr MgO, dan 

konsentrasi 0.5 % MgO membutuhkan serbuk 0.125 gr MgO. 

f. Mengaduk larutan dengan menggunakan magnetic stirrer selama 

1.25 jam pada suhu 40
0
C. 

g. Setelah itu menunggu larutan hingga dingin (sesuai suhu ruang). 

h. Menuangkan larutan ke cetakan petridisk dengan ketinggian 

larutan mencapai 0.1 cm. 

i. Membekukan cetakan pada freezer dengan suhu -40
0
C. 

j. Setelah membeku, memasukkan cetakan ke dalam alat freeze 

drying selama semalaman. 

k. Kemudian membran yang sudah jadi dipotong dengan ukuran 5 

mm x 5 mm 

4.7.3 Kultur Sel Human Gingival Fibroblast (HGF) 

Pada penelitian toksisitas diperlukan kultur sel human gingival 

fibroblast (hgf) dengan cara yaitu :  



a. Mencuci jaringan dengan menggunakan transfer medium yang 

terdiri dari HBSS, antibiotic 1,25% dan DI water. 

b. Meletakkan gingiva pada cawan petri yang telah diisi dengan 

complete medium kemudian  dicincang secara mekanis 

menggunakan gunting dan pisau bedah. 

c. Melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 800 rpm selama 8 

menit pada larutan yang mengandung jaringan gingiva dan 

fibroblas. 

d. Membuang supernatan, meresuspensi dan pellet ditempatkan pada 

flask yang berisi media kultur lengkap (complete medium) yang 

terdiri dari DMEM-F12 yang ditambahkan 10% fetal bovine 

serum (FBS), dan antibiotik 1,25% (penisilin 100 IU / ml, 

streptomisin 100 μg / ml, dan amphotericin B 100 μg / ml).  

e. Menginkubasi sel pada inkubator dengan suhu 37
0
C dan kadar 

CO2 5%. 

f. Mengganti medium kultur 2 hari sekali hingga sel human gingival 

fibroblast (hgf) telah attached dan 80% konfluen. 

4.7.4 Panen Sel Human Gingival Fibroblast (HGF) dan Subkultur 

a. Mengambil sel dari inkubator CO2 dan mengamati kondisi sel.  

b. Memanen sel setelah sel 80% konfluen. 

c. Membuang complete medium dengan syringe. 

d. Membilas dengan SFM (Serum Free Medium) sebanyak dua kali. 

e. Mencuci sel dengan PBS-A lalu membuangnya. 

f. Menambahkan tripsin-EDTA (tripsin 0.25%) sebanyak 3cc secara 

merata agar sel dapat terlepas dari flask. 

g. Menginkubasi dalam inkubator CO2 5 % pada suhu 37
0
C selama 

3 menit dan diketuk secara perlahan. 
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h. Melakukan pengamatan dengan mikroskop untuk melihat sel 

human gingival fibroblast (hgf) sudah terlepas atau belum.  

i. Memasukkan media kultur lengkap (complete medium) ke dalam 

conical tube sebanyak 6cc. 

j. Memindahkan sel HGF yang sebelumnya dilakukan pippeting 

hingga sel terlepas ke dalam conical tube yang berisi complete 

medium. 

k. Melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 800 rpm selama 8 

menit. 

l. Membuang media kultur lengkap dan menambahkan SFM (serum 

free medium) sebanyak 3cc. 

m. Melakukan tapping agar sel HGF tidak mengendap. 

n. Melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 800 rpm selama 8 

menit. 

o. Membuang SFM dan menambahkan complete medium sebanyak 

3 cc pada conical tube. Melakukan tapping.  

p. Memasukkan complete medium sebanyak 10 cc ke dalam setiap 

flask baru dan memberi tanda pada tiap flask baru P5.1 P5.2, P5.3 

q. Menambahkan sel HGF dari conical tube ke setiap flask baru 

sebanyak 1 cc untuk dilakukan subkultur. 

r. Menginkubasi dalam inkubator CO2 5 % pada suhu 37
0
C. 

4.7.5 Uji Toksisitas 

4.7.5.1 Menghitung Sel HGF untuk Uji MTT Assay 

a. Mengambil satu flask yang berisikan sel dari dalam inkubator dan 

melakukan pengamatan dibawah mikroskop. 

b. Membilas dengan SFM (Serum Free Medium) sebanyak dua kali. 



c. Mencuci sel dengan PBS-A lalu membuangnya. 

d. Menambahkan tripsin-EDTA (tripsin 0.25%) sebanyak 3cc secara 

merata agar sel dapat terlepas dari flask. 

e. Menginkubasi dalam inkubator CO2 5 % pada suhu 37
0
C selama 

3 menit dan diketuk secara perlahan.  

f. Melakukan pengamatan dengan mikroskop untuk melihat sel 

human gingival fibroblast (hgf) sudah terlepas atau belum. 

s. Memasukkan media kultur lengkap (complete medium) ke dalam 

conical tube sebanyak 3cc.  

t. Memindahkan sel HGF yang sebelumnya dilakukan pippeting 

hingga sel terlepas ke dalam conical tube yang berisi complete 

medium. 

u. Melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 800 rpm selama 8 

menit. 

v. Membuang media kultur lengkap dan menambahkan SFM (serum 

free medium) sebanyak 3cc. 

w. Melakukan tapping agar sel HGF tidak mengendap. 

x. Melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 800 rpm selama 8 

menit. 

y. Menghitung jumlah sel HGF yang dibutuhkan, lalu mengambil 

sebanyak 80 µL sel HGF dari conical tube dan 3320 µL complete 

medium. Memasukkan kedalam conical tube baru untuk 

digunakan uji MTT Assay. 

4.7.5.2 Uji MTT Assay 

a. Memasukkan membran komposit nHA/MgO dan HA/MgO sesuai 

jumlah sampel penelitian dan kontrol ke dalam 96-microwell 

plate. 
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b. Memasukkan 100 µL DMEM-F12 ke 96-microwell plate untuk 

kelompok kontrol negatif. 

c. Memasukkan 100 µL sel HGF ke 96-microwell plate untuk 

kelompok kontrol positif dan kelompok perlakuan. 

d. Melakukan inkubasi dalam inkubator CO2 5% selama 24 jam 

pada suhu 37
O 

C. 

e. Mengeluarkan dari inkubator. 

f. Melakukan pengamatan pada mikroskop untuk melihat sel HGF 

telah konfluen atau belum. Jika belum konfluen, melakukan 

inkubasi 24 jam kembali hingga konfluen. Jika telah konfluen, 

dilanjutkan untuk uji MTT Assay. 

g. Membuang media sel (complete medium) dengan menggunakan 

syringe. 

h. Menambahkan SFM sebanyak 3 tetes kedalam setiap sumuran 

lalu menggoyangkan secara perlahan. 

i. Membuang SFM dengan menggunakan syringe. (melakukan 

washing sebanyak satu kali lagi) 

j. Menambahkan reagen MTT yang telah dilarutkan dengan SFM 

sebanyak 100 µL ke dalam setiap sumuran 96-microwell plate. 

k. Menutupi 96-microwell plate dengan menggunakan alumunium 

foil. 

l. Memasukkan ke dalam inkubator CO2 dan diinkubasi selama 4 

jam pada suhu 37
O 

C. 

m. Melakukan pengamatan untuk melihat terbentuknya kristal 

formazan. 



n. Jika telah terbentuk kristal formazan, menambahkan DMSO 

sebanyak 100 µL. 

o. Memasukkan ke dalam inkubator CO2 dan diinkubasi selama 30 

menit pada suhu 37
O 

C. 

p. Memindahkan kelompok sampel penelitian dan kelompok kontrol 

ke dalam96-microwell plate baru. 

q. Menghitung nilai absorbansi (OD) formazan dengan 

menggunakan alat ELISA reader pada panjang gelombang 570 

nm. 
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4.8 Alur Penelitian 
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4.9 Analisis Data  

Hasil uji toksisitas menggunakan alat MTT Assay pada 

sampel membran komposit nHA/MgO dan sampel membran 

komposit HA/MgO dilakukan uji normalitas untuk mengetahui data 

yang didapat berdistribusi normal atau tidak dengan uji Saphiro Wilk. 

Setelah itu dilakukan uji homogenitas dengan uji Levene’s Test untuk 

mengetahui data yang didapat homogen atau tidak. Selanjutnya 

dilakukan uji Independent T-test untuk mengetahui perbedaan yang 

signifikan antar kelompok perlakuan. Kemudian, dilakukan uji 

Korelasi Pearson untuk mengetahui hubungan antar variabel dan 

melihat kuat atau lemahnya hubungan antar perlakuan tersebut. 
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BAB 5 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

5.1. Hasil Penelitian  

 Penelitian uji toksisitas membran komposit HA/MgO dan 

membran komposit nHA/MgO menggunakan MTT Assay. Hasil 

pengujian dengan MTT Assay  dilakukan menggunakan Elisa reader 

dan didapatkan berupa optical density yang menunjukan tingkat 

absorbansi melalui perubahan warna yang dihasilkan oleh aktivitas 

mitokondria sel hidup dan akan membentuk kristal formazan 

berwarna ungu. Perubahan warna yang semakin pekat akan 

menunjukkan nilai absorbansi tinggi dan menggambarkan jumlah sel 

HGF yang hidup semakin tinggi. Perhitungan jumlah sel HGF yang 

hidup dapat menggunakan rumus presentase sel hidup. 

Sampel penelitian ini dibagi menjadi delapan kelompok, 

yaitu kelompok kontrol negatif (K-) pemberian media DMEM F-12, 

kontrol positif (K+) pemberian sel HGF, perlakuan 1 (membran 

HA/MgO 0.5% dengan pemberian sel HGF), perlakuan 2 (membran 

HA/MgO 2% dengan pemberian sel HGF), perlakuan 3 (membran 

HA/MgO 4% dengan pemberian sel HGF), perlakuan 4 (membran 

nHA/MgO 0.5% dengan pemberian sel HGF), perlakuan 5 (membran 

nHA/MgO 2% dengan pemberian sel HGF), dan perlakuan 6 

(membran nHA/MgO 4% dengan pemberian sel HGF). Hasil 

viabilitas sel hidup yang didapatkan berdasarkan pengamatan dan 

pembacaan nilai absorbansi uji toksisitas membran komposit 

HA/MgO dan membran komposit nHA/MgO terhadap kultur sel 

HGF (Human Gingival Fibroblast) menggunakan rumus :  



Viabilitas sel Hidup = OD perlakuan – OD kontrol media  x 100% 

             OD kontrol sel – OD kontrol media  

 Didapatkan viabilitas sel hidup sebagai berikut : 

 

 

 

Berdasarkan gambar 3 menunjukkan persentase viabilitas sel 

hidup HGF setelah diberikan perlakuan membran HA/MgO 

diperoleh hasil pada kelompok HA/MgO 0.5% sebesar 82.71%, 

kelompok HA/MgO 2% sebesar 0%, dan kelompok HA/MgO 4% 

sebesar 0%. Sedangkan untuk perlakuan membran nHA/MgO 

diperoleh hasil pada kelompok nHA/MgO 0.5% sebesar 92.68%, 

kelompok nHA/MgO 2% sebesar 0%, dan kelompok nHA/MgO 4% 

sebesar 0%. Kelompok dengan persentase viabilitas tertinggi 

didapatkan pada kelompok nHA/MgO 0.5% dan dilanjutkan 

kelompok membran HA/MgO 0.5%. Sedangkan kelompok dengan 

persentase viabilitas terendah didapatkan pada kelompok HA/MgO 

2%, kelompok HA/MgO 4%, kelompok nHA/MgO 2%, dan 

kelompok nHA/MgO 4%. 
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5.2 Analisis Data 

 Untuk mengetahui perbedaan toksisitas membran komposit 

HA/MgO dan nHA/MgO maka akan dianalisis dengan uji normalitas 

dan homogenitas terlebih dahulu. 

5.2.1 Uji Normalitas 

 Uji normalitas menggunakan uji Shapiro Wilk (n<50) dengan 

ketentuan data dikatakan normal apabila signifikansi >0.05. 

Didapatkan hasil uji normalitas Shapiro Wilk diperoleh nilai 

signifikansi pada membran HA/MgO 0.5% sebesar 0.410, HA/MgO 

2% sebesar 0.111, HA/MgO 4% sebesar 0.955, nHA/MgO 0.5% 

sebesar 0.601, nHA/MgO 2% sebesar 0.092, nHA/MgO 4% sebesar 

0.699. Dapat disimpulkan bahwa data penelitian berdistribusi 

normal, sehingga dilanjutkan dengan uji homogenitas. 

5.2.2 Uji Homogenitas 

 Untuk mengetahui data penelitian yang diperoleh homogen 

atau tidak maka digunakan uji Levene’s test dengan ketentuan 

homogen apabila nilai signifikansi > 0.05. Didapatkan dari hasil uji 

homogenitas diperoleh nilai signifikansi sebesar 0.028 (< 0.05), 

dapat disimpulkan data penelitian memiliki ragam tidak homogen.  

 

5.2.3 Uji Independent T-test 

 Uji T digunakan untuk mengetahui perbedaan dua kelompok 

data yang tidak berpasangan dengan syarat bermakna apabila nilai 

signifikansi p<0.05 dan data dalam penelitian bersifat normal. Pada 

penelitian ini, bertujuan untuk mengetahui apakah terdapat 



perbedaan signifikan antar kelompok perlakuan. Hasil uji 

Independent T-test sebagai berikut : 

  

 

 Berdasarkan hasil uji Independent T-test menunjukkan nilai 

signifikansi (2-tailed) pada masing-masing kelompok membran 

HA/MgO dan nHA/MgO 0.5% sebesar 0.896, membran HA/MgO 

dan nHA/MgO 2% sebesar 0.070, HA/MgO dan nHA/MgO 4% 

sebesar 0.080, sehingga dapat diartikan tidak terdapat perbedaan 

yang signifikan antar kelompok perlakuan. 

5.2.4 Uji Korelasi Pearson 

 Uji korelasi Pearson bertujuan untuk mengetahui hubungan 

penambahan konsentrasi MgO dan toksisitas membran HA/MgO dan 

nHA/MgO. Dasar pengambilan keputusan untuk mengetahui 

hubungan bersifat kuat atau tidak dapat dilihat dari nilai koefisien 

korelasi dengan syarat nilai koefisien 0-0.2 (sangat lemah), 0.21-0.4 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

0.5% 2% 4% 

Membran nHA/MgO 

Membran HA/MgO 

Gambar 4. Perbandingan viabilitas   

Membran Komposit HA/MgO dan nHA/MgO 

 

 
P = 0.896 

P = 0.070 P = 0.080 



5 

 
(lemah), 0.41-0.6 (cukup kuat), 0.61-0.8 (kuat), dan 0.81-1 (sangat 

kuat). 

 Hasil uji korelasi Pearson antara penambahan konsentrasi 

MgO terhadap membran HA menunjukkan nilai koefisien korelasi 

sebesar -0.473 yang berarti cukup kuat. Sedangkan hasil uji korelasi 

Pearson antara penambahan konsentrasi MgO terhadap membran 

nHA menunjukkan nilai koefisien korelasi sebesar -0.648 yang 

berarti kuat.  

 Hasil kedua uji memberikan sifat korelasi negatif yang 

menyatakan bahwa semakin tinggi penambahan konsentrasi MgO 

maka viabilitas sel hidup akan menurun. 
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5.3 Pembahasan 

 Perbedaan viabilitas sel hidup pada membran nHA/MgO 

dibandingkan dengan membran HA/MgO berdasarkan uji 

Independent T-Test didapatkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang 

signifikan antara kedua membran. Hasil ini dapat disebabkan oleh 

dosis dan ukuran partikel nanohydroxyapatite yang digunakan, 

dimana dalam penelitian ini menggunakan nanohydroxyapatite 

dengan ukuran 270 nm. Hal ini sesuai dengan penelitian Ajdary 

(2018), yang mengatakan bahwa nanohydroxyapatite dapat memiliki 

efek toksik pada sel fibroblas gingiva manusia dalam beberapa 

konsentrasi yaitu 2 dan 5 mg/ml. Adapun ukuran partikel nano, 

seperti yang dikatakan Na Li dkk. (2019) nanohydroxyapatite 

memiliki luas permukaan yang lebih tinggi dan ukuran partikel yang 

lebih kecil dibandingkan dengan hydroxyapatite konvensional, 

sehingga memudahkan masuk ke dalam sel dan dapat meningkatkan 

proliferasi sel. Penelitian yang dilakukan Martins (2011) didapatkan 

pada periode waktu 2 minggu ditemukan partikel nHA dan 

dikelilingi beberapa sel seperti osteoklas pada defek. Oleh karena itu, 

dapat diartikan bahwa partikel nano dapat meningkatkan viabilitas 

sel hidup lebih baik dibandingkan dengan hydroxyapatite 

konvensional, karena nanohydroxyapatite dapat meningkatkan 

proliferasi sel. 

 Namun ukuran partikel nano yang kecil juga dapat memiliki 

efek toksisitas, seperti yang dikatakan oleh Ajdary (2018) bahwa 
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ukuran nano partikel akan mempengaruhi laju pelepasan ion ke 

dalam sel, dimana semakin kecil ukuran partikel nano maka semakin 

cepat laju pelepasan ion dan meningkatkan interaksi dengan 

permukaan membran sel, sehingga efek toksisitas akan meningkat. 

Ukuran nano partikel kurang dari 1 mm (1000 nm) dapat memasuki 

sel dan berinteaksi dengan sel, tetapi efek toksisitasnya belum 

diketahui. Pada ukuran nano partikel kurang dari 50 nm akan lebih 

cepat masuk ke dalam sel dan memberikan efek toksik yang lebih 

kuat dibandingkan dengan ukuran nano partikel 100-200 nm. Jika 

ukuran nano partikel dikurangi, maka permukaan kontak dengan sel 

akan meningkat, tingkat oksidasi, dan kerusakan DNA juga akan 

meningkat (Chithrani dan Chan, 2007). 

 Pengaruh ukuran nano partikel terhadap efek toksisitas tidak 

hanya berlaku pada nanohydroxyapatite, hal ini sesuai dengan 

Hussain dkk (2005) dalam Liu dkk (2010), menyatakan bahwa 

nanologam seperti Fe3O4, Al, MnO2, MoO3 dan W, SNPs (silver 

nanoparticles) yang memiliki ukuran nanopartikel sebesar 15 nm dan 

100 nm dapat memberikan efek toksik yang lebih signifikan terhadap 

sel hati tikus BRL 3A. Hasil nanopartikel seperti TiO2 dan 

nanopartikel emas yang memiliki ukuran nanopartikel yang lebih 

kecil, dapat mempengaruhi aktivitas biologis yang tinggi sehingga 

menyebabkan meningkatnya efek toksisitas (Chithrani dan Chan 

2007, Pan et al. 2007, Wang et al. 2007, Nan et al. 2008 dalam Liu 

dkk, 2010).  

Berdasarkan hasil uji korelasi Pearson pada penelitian ini 

menunjukkan bahwa terdapat hubungan yang kuat antara 



penambahan konsentrasi MgO dan viabilitas sel hidup (toksisitas 

membran) pada membran nHA/MgO, dimana semakin tinggi 

konsentrasi MgO maka toksisitas membran akan meningkat atau 

viabilitas sel hidup menurun. Hasil ini sesuai dengan penelitian yang 

dilakukan Hickey (2015) bahwa penambahan MgO dalam 

konsentrasi tinggi akan memengaruhi kepadatan sel fibroblas, karena 

akan menimbulkan kenaikan pH yang signifikan dan akan 

melepaskan ion hidroksida pada lingkungan cair, sehingga kepadatan 

sel fibroblas akan menurun. Namun, setelah hari ketiga dan kelima 

kepadatan sel fibroblas akan kembali normal setelah terjadi 

penurunan pada saat awal pemberian MgO yang berkonsentrasi 

tinggi. Bernard, (2005) menunjukkan bahwa jumlah MgO yang dapat 

ditambahkan yaitu sebesar 1%, karena pada konsentrasi ini telah 

menunjukkan biokompatibilitas yang baik tanpa menimbulkan efek 

toksisitas. Menurut Swain, (2016) penambahan magnesium oxide 

dalam HA dengan konsentrasi rendah sebesar 0.5% sampai 1.5%, 

dapat berperan dalam metabolisme tulang selama tahap 

penyembuhan tulang dan penambahan MgO dapat memengaruhi 

sifat mekanik saat ditambahkan pada membran hydroxyapatite 

maupun nanohydroxyapatite.  

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, diperoleh 

kesimpulan bahwa tidak terdapat perbedaan toksisitas antara 

membran komposit HA/MgO dan membran komposit nHA/MgO, 

sehingga hipotesis dalam penelitian ini ditolak. 
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BAB 6 

PENUTUP 

  

 

6.1 Kesimpulan 

 Berdasarkan hasil penelitian, analisa data, dan pembahasan 

mengenai perbedaan toksisitas antara membran komposit nHA/MgO 

dengan membran komposit HA/MgO pada kultur sel Human 

Gingival Fibroblast (HGF), maka dapat disimpulkan bahwa : 

1. Tidak terdapat perbedaan toksisitas antara membran 

nHA/MgO dan HA/MgO. 

2. Membran nHA/MgO 0.5% menunjukkan viabilitas sel hidup 

paling tinggi sebesar 92.68% dan membran HA/MgO 0.5% 

menunjukkan viabilitas sel hidup sebesar 82.71%, hasil 

tersebut menunjukan bahwa kedua membran pada konsentrasi 

0.5% memiliki sifat toksisitas yang rendah. 

3. Hubungan penambahan konsentrasi MgO terhadap toksisitas 

membran nHA/MgO dan HA/MgO adalah negatif, yaitu 

terjadi peningkatan toksisitas membran (viabilitas sel hidup 

menurun) seiring dengan penambahan konsentrasi MgO. 

6.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas 

membran  nHA/MgO dan HA/MgO dengan menambahkan 

MgO pada konsentrasi >0.5 % dan <1.5% sebagai kandidat 

biomaterial pengganti tulang. 



2. Perlu dilakukan pengamatan pada uji MTT Assay setelah hari 

ke tiga dan ke lima untuk melihat kepadatan sel Human 

Gingival Fibroblast (HGF) setelah diberikan MgO 

berkonsentrasi tinggi. 

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk uji toksisitas 

membran dengan ukuran partikel nanohydroxyapatite diantara 

15 – 270 nm yang akan berguna untuk melihat keamanan 

dalam aplikasi terhadap bahan biomaterial pengganti tulang. 

4. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui 

mekanisme penyebab kematian sel pada MgO dengan 

pemberian konsentrasi tinggi. 
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