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ABSTRAK

Latar Belakang: Irigasi saluran akar merupakan salah satu tahapan penting untuk menunjang
keberhasilan perawatan. Sodium hipoklorit (NaOCI) merupakan larutan irigasi utama yang sering digunakan
namun memiliki sejumlah kekurangan yakni bersifat toksik jika diirigasi sampai ke jaringan periradikular.
Kakao (Theobroma cacao) merupakan tumbuhan suku Sterculiaeae yang kulit buahnya mengandung senyawa
alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan terpenoid. Senyawa-senyawa tersebut terbukti dapat menghambat
pembentukan biofilm pada bakteri Enterococcus faecalis yang merupakan bakteri paling resisten pada saluran
akar. Ekstrak kulit kakao diharapkan dapat menjadi bahan alternatif irigasi saluran akar yang ideal, sehingga
perlu dilakukan penelitian mengenai efek sitotoksisitasnya terhadap jaringan. Tujuan: Menentukan konsentrasi
dari ekstrak kulit kakao yang memberikan efek sitotoksik pada sel fibroblas BHK-21. Metode: Jenis penelitian
yang dilakukan adalah eksperimental laboratoris dengan menggunakan kultur sel fibroblas BHK-21. Ekstrak
kulit kakao diperoleh melalui maserasi menggunakan etanol 70% dan dilakukan pengenceran dengan
konsentrasi 1,56%, 3,125%, 6,125%, 12,5%, 25%, 50%, dan 100%. Sel BHK-21 dalam microplate 96 well
dipaparkan dengan ekstrak kulit kakao. Uji sitotoksisitas menggunakan MTT assay dan absorbansi warna dibaca
menggunakan Elisa reader. Nilai absorbansi dihitung dengan rumus sehingga didapatkan hasil akhir berupa
persentase kematian sel. Hasil: Peningkatan konsentrasi ekstrak kulit kakao berbanding lurus dengan kenaikan
persentase sel fibroblas BHK-21 yang mati. Kesimpulan: Konsentrasi minimum ekstrak kulit kakao yang dapat
memberikan efek sitotoksik pada sel fibroblas BHK-21 adalah 6,25%.
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LATAR BELAKANG dilakukan dengan benar dan apabila

terdapat satu tahapan yang salah, maka

Perawatan saluran akar merupakan dapat menggagalkan  seluruh  sistem

salah satu tindakan dari perawatan perawatan. Tindakan preparasi harus

endodontik  yang  bertujuan  untuk dilakukan dalam keadaan steril untuk

mengeliminasi serta mencegah bakteri agar mengurangi terjadinya kegagalan

tidak masuk lebih dalam ke sistem saluran 2
perawatan”.

1 s
akar™. Perawatan saluran akar memiliki tiga Irigasi saluran akar merupakan salah

Endodontic”  terdiri  atas  preparasi keberhasilan perawatan karena berfungsi

biomekanik, irigasi dan disinfeksi, serta untuk menghilangkan debris, membantu

obturasi . Keseluruhan dari aspek tersebut .
menghilangkan smear layer, menetralkan

merupakan suatu kesatuan yang harus
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flora normal, dan sebagai pelarut jaringan
serta pelumass. Salah larutan irigasi yang
paling sering digunakan dalam bidang
kedokteran gigi adalah sodium hipoklorit

(NaOCl), yang
membersihkan dan mendisinfeksi saluran

berfungsi untuk

4
akar .

Konsentrasi sodium hipoklorit yang
digunakan pada terapi endodontik berkisar
antara 0,5% sampai 5,25%. Mekanisme
kerja dari sodium hipoklorit adalah dengan
melarutkan jaringan vital dan nekrotik
untuk kemudian merusak protein dan
mengubanya menjadi asam amino. Sodium
hipoklorit telah digunakan secara luas,
namun memiliki sejumlah kekurangan,
yakni bersifat toksik jika diirigasi sampai
ke jaringan

periradikular,  sehingga

menyebabkan rasa sakit, perdarahan, serta
pembengkakan atau oedema yang luas®,

Pada anak-anak, penggunaan sodium
hipoklorit sebagai saluran irigasi dapat
menyebabkan terjadinya kerusakan pada
folikel gigi permanen, jaringan perifer, dan
mukosa rongga mulut®. Hal tersebut

membuat  peneliti  terus  melakukan
pengembangan mengenai larutan irigasi
alternatif berbahan dasar alami sebagai
pengganti sodium hipoklorit. Salah satu
bahan  dasar alami  yang  dapat
dimanfaatkan adalah tanaman kakao.
Kakao atau kokoa (Theobroma cacao)
merupakan satu-satunya dari 22 jenis

marga Theobroma, suku Sterculiaeae yang
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diusahakan secara komersial'. Terbagi dalam
tiga kelompok besar, yaitu Criollo, Forastero
dan Trinitario. Dalam tata niaga, kakao Criollo
termasuk dalam kelompok kakao mulia (fine
flavor cocoa). Sedangkan kakao Forastero
merupakan kelompok kakao lindak (bulk
cocoa) Yyang mendominasi hampir 95%
produksi kakao dunia8.

Berdasarkan penelitian Rachmawaty et al.,
(2017) melalui analisis fitokimia menggunakan
pelarut etanol dan aseton, diketahui bahwa
ekstrak kulit buah kakao mengandung senyawa
alkaloid, flavonoid, tanin dan saponing.
Sedangkan penelitian milik Loppies & Yumnas
(2014) menunjukkan bahwa ekstrak kulit kakao
yang dilarutkan dalam etanol dan diuji secara
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) mengandung
senyawa terpenoid, polifenol atau tanin dan
flavonoidlo. Semua senyawa aktif tersebut

merupakan antimikroba nabati yang memiliki
potensi besar untuk melawan bakteri, jamur,

.11
protozoa, dan virus

Yuanita et al., (2017) dalam penelitiannya
menggunakan ekstrak kulit buah kakao yang
diencerkan secara bertingkat dari konsentrasi
100% hingga 0,19% menyatakan bahwa ekstrak
kulit kakao memiliki kemampuan untuk
menghambat pembentukan biofilm pada bakteri
Enterococcus faecalis yang merupakan bakteri
paling resisten pada saluran akar. Konsentrasi
hambat minimal biofilm berada pada

konsentrasi 3,12%12.

Ekstrak kulit buah kakao yang telah
terbukti memiliki aktivitas antibakteri dan
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antifungi  diharapkan  bisa  menjadi
alternatif bahan irigasi saluran akar yang
ideal. Oleh karena itu, diperlukan suatu uji
sitotoksisitas untuk melihat seberapa besar
efek toksik dari bahan tersebut.

Uji sitotoksisitas merupakan bagian
awal dari evaluasi suatu bahan kedokteran
gigi sebelum digunakan pada manusia13
Media uji yang paling banyak digunakan
adalah sel fibroblas Baby Hamster Kidney-
21 (BHK-21). Kultur ini banyak digunakan
karena memiiki sifat stabil, tidak
mengalami mutasi, mudah tumbuh, dan
mudah dikultur. Sedangkan metode yang
paling sering digunakan adalah dengan
metode Microculture Tetrazolium
Technique Assay (MTT Assay) karena
dapat digunakan untuk mengukur sampel
dalam jumlah besar, waktu relatif cepat,
sensitif, dan akurat 1

Dasar uji enzimatik MTT yaitu dengan

melakukan pengukuran terhadap

kemampuan sel hidup berdasarkan
aktivitas mitokondrianya. Sel yang masih
hidup dan metabolismenya aktif, dapat
mengubah MTT menjadi produk formazan
berwarna ungu. Sedangkan sel yang mati
akan kehilangan kemampuan untuk
mengubah MTT menjadi formazan 1
Hingga saat ini belum ada penelitian

lebih lanjut mengenai sitotoksisitas ekstrak
kulit kakao (Theobroma cacao) terhadap
sel fibroblas BHK-21, sehingga perlu

dilakukanpenelitianmengenai
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sitotoksisitas untuk mengetahui efek toksik
ekstrak kulit kakao pada sel fibroblas BHK-21.
BAHAN DAN METODE
a. Pembuatan Ekstrak Kulit Kakao16

Satu kilogram kulit kakao jenis Forastero
yang berasal dari PT. Perkebunan Nusantara
XI1-Kebun Kaliklatak Banyuwangi dibersihkan,
kemudian dipotong tipis dengan ketebalan
sekitar 1-2 mm, selanjutnya dikeringkan di
udara terbuka selama tiga hari. Kulit kakao
yang telah Kkering digiling hingga menjadi
serbuk. Sebanyak 40 gram serbuk kulit kakao
dimaserasi dengan menggunakan pelarut
dengan cara direndam pada 400 ml etanol 70%
dalam shaker (Shreeji, India) dengan kecepatan
120 rpm secara kontinyu selama 24 jam. Hasil
larutan disaring dengan menggunakan kertas
saring Whatmann no.41, (GE Healthcare Life
Science, USA) sehingga diperoleh maserat.
Pelarut (etanol) dalam maserat diuapkan
menggunakan rotary vacuum evaporator
(Shreeji, India) sampai diperoleh ekstrak
dengan bobot konstan.
b. Pengenceran Ekstrak Kulit Kakao'’

Pengenceran ekstrak kulit kakao dilakukan
di Pusat Veteriner Farma Surabaya
(PUSVETMA). Ekstrak kulit kakao diencerkan
dalam berbagi konsentrasi dengan
menggunakan media Eagles (Gibco, USA).
- Kosentrasi 50% didapatkan dengan
mengencerkan 0,50 ml ekstrak kulit kakao
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100% dan ditambahkan dengan 0,50 ml
media Eagles.

- Kosentrasi 25% didapatkan dengan
mengencerkan 0,25 ml ekstrak kulit kakao
100% dan ditambahkan dengan 0,75 mi
media Eagles.

- Kosentrasi 12,5% didapatkan dengan
mengencerkan 0,125 ml ekstrak kulit
kakao 100% dan ditambahkan dengan
0,875 ml media Eagles.

- Kosentrasi 6,25% didapatkan dengan
mengencerkan 0,0625 ml ekstrak kulit
kakao 100% dan ditambahkan dengan
0,9375 ml media Eagles.

- Kosentrasi 3,125% didapatkan dengan
mengencerkan 0,03125 ml ekstrak kulit
kakao 100% dan ditambahkan dengan
0,96875 ml media Eagles.

- Kosentrasi 1,56% didapatkan dengan
mengencerkan 0,0156 ml ekstrak kulit
kakao 100% dan ditambahkan dengan
0,9844 ml media Eagles.

c. Persiapan Kultur Sel Fibroblas BHK-
271819
Kultur sel induk (seed cells) yang
sebelumnya telah dibekukan, dicairkan

dalam akuades steril suhu 37°C. Kemudian

diputar dengan centrifuge 1500 rpm selama
15 menit. Di dalam laminar flow (Clemco,
Australia), supernatan yang ada dibuang
sehingga tersisa endapan sel di dasar.
Endapan sel tersebut kemudian diambil
dan disuspensikan dengan media
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Eagles dan Fetal Bovine Serum 10%
(SERANA®, Jerman). Media Eagles sebanyak
36 ml ditambahkan ke dalam botol Roux
(Duran®, Jerman) yang berisi serum 4 ml.
Endapan sel yang telah disuspensikan, ditanam
dalam botol Roux steril, kemudian diinkubasi
dalam incubator (Memmert, Jerman) pada suhu
37°C, sampai sel monolayer terbentuk.
Sel fibroblas diambil dari kultur sel BHK-

21 dalam bentuk cell-line ditanam dalam botol
Roux. Media pada botol Roux yang berisi sel
fibroblas BHK-21 dibuang dan dicuci dengan
Phospate Buffer Saline (PBS) (Sigma-Aldrich,
USA) 15 ml sebanyak 3-5 kali. Botol Roux diisi
dengan trypsin versene (LonzaTM, USA) 1 ml.
Sel-sel dalam botol tersebut akan terlihat
menggerombol kemudian dihomogenisasikan
dengan media Eagles sebanyak 10 ml. Sel yang
telah  homogen dimasukkan ke dalam
microplate 96 well (TPP®, Swiss) dengan

kepadatan 2x10° sel/ml sebanyak 50 ul dan

diinkubasi selama 24 jam.
d. Tahapan Perlakuan®*®

Microplate yang berisi sel fibroblas diamati
dibawah mikroskop cahaya (Nikon ECLIPSE
TE2000-U, Jepang) untuk melihat apakah sel
yang ditanam telah cukup banyak untuk
dilakukan perlakuan. Sel fibroblas yang sudah
didistribusikan dalam sumuran dibagi menjadi 9
kelompok perlakuan, yaitu kelompok | sebagai
kontrol negatif berisi media, kelompok
Il sebagai kontrol positif yang berisi kultur sel
fibroblas, kelompok 111 - IX sebagai kelompok
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penelitian yang berisi kultur sel fibroblas
yang dipaparkan ekstrak kulit kakao
dengan konsentrasi  1,56%, 3,125%,
6,125%, 12,5%, 25%, 50%, dan 100%
dimana masing-masing sumuran berisi 25
ul

Setiap perlakuan memiliki 7 replikasi
yang ditanam dalam well. Selanjutnya

microplate diinkubasi selama 24 jam pada

suhu 37°C

e. Pengamatan dan Pembacaan Hasil
perlakuan'®*

Media dan ekstrak kulit kakao yang
berada di dalam microplate dibuang
kemudian dicuci dengan PBS. Garam MTT
(SIGMA, USA) dilarutkan dalam PBS 5
mg/ml, kemudian di teteskan ke setiap well

sebanyak 10 pl. Kemudian diinkubasi
kembali selama 2-4 jam pada suhu 37°C.

Dimethylsulfoxide  (DMSO)
Aldrich, USA) ditambahkan sebanyak 50

ul ke setiap well dan digetarkan dengan

(Sigma-

alat shaker selama 5 menit hingga kristal
formazan terlarut. Pembacaan nilai
densitas optik formazan dengan Elisa
reader (Thermo Fisher Scientific, USA)
pada panjang gelombang 620 nm. Semakin
pekat warna, semakin tinggi nilai
absorbansinya dan semakin banyak jumlah
sel fibroblas yang hidup. Sel fibroblas yang
hidup akan menjadi warna ungu,
sedangkan sel yang mati tidak terbentuk

warna ungu.
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Sel yang mati kemudian dihitung
persentasenya dengan mengunakan rumus®:

% Sel hidup =-9b-perlakuan—0OD media—
0 P OD kontrol sel — OD media

% Sel mati = 100% - % sel hidup

Hasil penghitungan didasarkan pada nilai
ICso. ICs0 ekstrak kulit kakao adalah konsentrasi
dari ekstrak yang menghambat pertumbuhan sel
fibroblas sebesar 50% dari kontrol sel yang
diperoleh dari nilai rerata persentase kehidupan
sel.

Jika sel yang mati > 50% artinya ekstrak
kakao bersifat toksik. Jika sel yang mati < 50%

artinya ekstrak kakao bersifat tidak toksikzo.

HASIL

Hasil pengamatan mengenai sitotoksisitas
ekstrak kulit kakao (Theobroma cacao) dengan
pengenceran pada konsentrasi 1,56%, 3,125%,
6,125%, 12,5%, 25%, 50%, dan 100% terhadap
kultur sel fibroblas BHK-21 yang dilakukan
dengan menggunakan metode MTT Assay dan
dibaca dengan alat ELISA reader dapat dilihat
pada tabel 1.
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Tabel 1. Nilai rata-rata optical density,

persentase sel hidup, dan

persentase sel mati pada setiap

kelompok perlakuan

Kelompok % Sel | % Sel
Perlakuan X+ SD Hidup | Mati N
(1) Kontrol
sel 0,60 + 0,0037 100% 0%
(2) Kontrol _
. 0,07 + 0,032 0% 0%
media -
(3) Ekstrak
45 + 0,01 71,7% 28,3%
1.56% 0,45 _0,0 5 7% 8,3%
(4) Ekstrak
+ 0, 0,
3.125% 0,42 + 0,020 66,4% | 33,6%
(5) Ekstrak
+ 0, 0,
6.25% 0,20 + 0,016 245% | 75,5%
(6) Ekstrak
22 + 0,07 28,3% 71,7%
12.5% 0,22 + 0,076 8,3% 7%
(7) Ekstrak
+ 0, 0,
25% 0,18 + 0,066 20,8% | 79,2%
(8) Ekstrak
17 + 18,9% 1,1%
50% 0,17 + 0,050 8,9% | 81,1%
(9) Ekstrak
0, 0,
100% 0,120,081 9,4% | 90,6%
Keterangan :
X : Nilai rata-rata optical density

SD : Standar deviasi/simpangan baku
N :Jumlah kelompok tiap perlakuan

Sel Mati

—4&— Kematian Sel

\\

o o
@ ~

0O 0 0O O O O
O n s MM N -

(%) 195 uerjemay asejuasiag

o

3,125 6,25 12,5 25 50 100
Konsentrasi Ekstrak (%)

1,56

Grafik rata-rata persentase

Gdilivai

1.

kematian sel fibroblas padamasing-masingkonsentrasi
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Gambar 2. Hasil pada microplate setelah
perlakuan

Keterangan

A: Kontrol sel

B: Kontrol media

C: Perlakuan ekstrak konsentrasi 1,56%
D: Perlakuan ekstrak konsentrasi 3,125%
E: Perlakuan ekstrak konsentrasi 6,25%
F: Perlakuan ekstrak konsentrasi 12,5%
G: Perlakuan ekstrak konsentrasi 25%

H: Perlakuan ekstrak konsentrasi 50%

I: Perlakuan ekstrak konsentrasi 100%

Berdasarkan data tabel 1 dan gambar grafik
1 semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka nilai
optical density semakin rendah. Optical density
yang rendah menunjukkan tingkat sel hidup
yang rendah (sel mati tinggi). Dari gambar 2
juga dapat diketahui bahwa intensitas warna
formazan dari sumuran C (konsentrasi 1,56%)
hingga | (konsentrasi 100%) mengalami
penurunan. Intensitas atau kepekatan warna
formazan berbanding lurus dengan jumlah sel

hidup.

Analisis Data

Pada data hasil pengukuran optical density
menggunakan Elisa reader, dilakukan uji
normalitas menggunakan uji Kolmogorov-
Smirnov untuk melihat apakah data yang

didapat berdistribusi normal. Data dikatakan
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berdistribusi normal apabila p>0,05. Pada

masing-masing  kelompok  perlakuan
diperoleh nilai p>0,05, artinya data yang
didapatkan berdistribusi normal. Kemudian
dilanjutkan dengan Levene’s test untuk
mengetahui  homogenitas data sebagai
syarat uji  signifikansi menggunakan
ANOVA. p=0,000

(p<0,05) yang menunjukkan data bersifat

Diperoleh  hasil

tidak homogen. Oleh karena itu, uji
signifikansi dilakukan menggunakan uji
non parametrik melalui analisis Kruskall
Wallis test dan didapatkan hasil p=0,000
(p<0,05) yang menunjukkan adanya
perbedaan yang signifikan pada kelompok
perlakuan. Selanjutnya untuk mengetahui
adanya perbedaan kemaknaan antar
perlakuan terhadap kelompok kontrol,
maka digunakan uji Post-Hoc comparison
test menggunakan metode Tukey HSD.

signifikan (p<0,05) b. Tanpa tanda = tidak signifikan (p>0,05)

perlakuan menggunakan metode Tukey HSD

Analisis perbedaan antar kelompok

S 2
»5(: ® ® ® X ®
4 olo|lo|leo|lo|lole]|e
gl |2/2|g8|8|2]|g|g|S
S 5 P = = = = [P = =
o v v P [ P
g |8 (BaldeEs dedelE (& ¥
o |8 (BB T B iy B O B
- 9 FARC AT 554 j L et [t | W e
Fl G I I L Sl P I 3y V50 [ 9
AWl V974 (e [Ty (75 (TR (T8 S s i [ vl |75 ) |

* —

Hasil uji Tukey HSD menunjukkan
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bahwa terdapat perbedaan bermakna antara
kelompok kontrol sel dengan semua kelompok
perlakuan. Pada konsentrasi 1,56% didapatkan
perbedaan bermakna dengan semua kelompok
perlakuan kecuali terhadap konsentrasi 3,125%.
Pada konsentrasi 6,25% tidak didapatkan
perbedaan bermakna dengan konsentrasi 12,5%,
25% dan 50%. Pada konsentrasi 25% tidak
didapatkan  perbedaan bermakna dengan
konsentrasi 50% dan 100%. Pada konsentrasi
50% tidak didapatkan perbedaan bermakna
dengan konsentrasi 100%. Berdasarkan hasil uji
tersebut, diketahui ekstrak kulit kakao
konsentrasi 6,25%, 12,5%, 25%, 50%, dan
100% memiliki efek sitotoksik terhadap sel
BHK-21.

DISKUSI
Uji sitotoksisitas merupakan bagian awal
dari evaluasi suatu bahan kedokteran gigi

sebelum digunakan pada manusia’>. Metode

yang paling sering digunakan adalah
Microculture Tetrazolium Technique Assay
(MTT Assay) dengan menggunakan pereaksi
MTT 3-(4,5- dimethylthiazol- 2-yl) 2,5-diphenyl
tetrazolium bromide14.

Metode MTT didasarkan pada pengukuran
terhadap aktivitas mitokondria sel hidup. Sel
yang masih hidup dan metabolismenya aktif,
dapat mengubah garam MTT yang semula
berwarna kuning menjadi produk formazan

. . .15,21
berwarna ungu melalui reaksi reduksi .

Intensitas warna dari kristal formazan
dalam microplate 96 well kemudian dibaca
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menggunakan Elisa reader. Absorbansi
yang dihasilkan akan sebanding dengan
jumlah sel yang hidup. Semakin pekat
warna yang ditunjukkan, maka semakin
tinggi nilai absorbansinya dan semakin
banyak jumlah sel yang hidup22.

Metode MTT Assay memerlukan
inkubasi reagen dengan kultur sel hidupls.
Kultur sel yang paling banyak digunakan
adalah sel fibroblas Baby Hamster Kidney-
21 (BHK-21) yang berasal dari ginjal bayi
hamster. Sel ini paling banyak digunakan
untuk  pengujian  terhadap  tingkat
sitotoksisitas suatu material kedokteran
gigi dikarenakan memiliki bentuk dan
kemampuan yang mirip dengan fibroblas
manusia dalam memproduksi growth
factor serta memiliki karakteristik mudah
dikultur, lebih stabil, lebih sensitif, dan
sulit  untuk mengalami mutasi  jika

dibandingkan dengan sel fibroblas

. 23,22,24,14

manusia . Pada penelitian ini kultur

sel fibroblas diperoleh dari Laboratorium
Peningkatan Mutu dan Pengembangan

Produksi Pusat Veteriner Farma

(PUSVETMA) Surabaya.
Kulit kakao didapatkan dari PT.
Perkebunan Nusantara XI1-Kebun

Kaliklatak Banyuwangi berjenis Forastero.
Pembuatan ekstrak dan uji fitokimia
dilakukan di Balai Penelitian dan
Konsultasi Industri (BPKI) Surabaya untuk
mengetahui isi kandungan senyawa aktif di

dalam ekstrak kulit kakao. Pada hasil uji
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fitokimia didapatkan senyawa aktif berupa
alkaloid sebanyak 5,06%, flavonoid 3,91%,
tanin 6,11%, saponin 4,05% dan terpenoid
2,94% yang dapat berpengaruh pada kematian
sel fibroblas.

Alkaloid merupakan senyawa aktif hasil
metabolisme sekunder yang terkandung dalam
tumbuh-tumbuhan termasuk pada kulit kakao.
Efek sitotoksik yang dihasilkan oleh alkaloid
dapat menyebabkan terjadinya kebocoran pada
membran sel fibroblas BHK-21. Alkaloid juga
dapat mempengaruhi DNA sel, yakni dengan
cara menyisipkan agen interkalasi ke dalam
susunan basa di dalam DNA heliks ganda
sehingga menyebabkan terjadinya pergeseran
kerangka baca dan mengakibatkan
terganggunya proses replikasi, perbaikan, serta
topoimerase yang berakibat pada apoptosis
sel25.

Flavonoid merupakan kelompok metabolit
sekunder yang banyak ditemukan pada
tanaman. Pada konsentrasi yang relatif tinggi,
flavonoid bersifat prooksidan karena dapat
memicu  pembentukan  ROS

menimbulkan efek toksik pada sel. Mekanisme

sehingga

kerja dari flavonoid yakni dengan
menginaktivasi sel, menghambat proliferasi sel,
menghambat peroksidasi lipid, inaktivasi
radikal oksigen dan inaktivasi oksidasi DNA
yang selanjutnya membuat sel mengalami
Sedangkan pada konsentrasi rendah,flavonoid

bersifat sebagai antioksidan27.

Mekanisme kerja dari flavonoid yakni dengan
menangkap radikal bebas
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sehingga mencegah oksidasi sel dan
denaturasi protein28’29.

Tanin  merupakan senyawa aktif
metabolit sekunder turunan polifenol.
Pemberian tanin dalam konsentrasi tinggi
dapat menyebabkan terjadinya
genotoksikso. Ikatan antar senyawa polar
pada tanin dengan lipoprotein sel dapat
menyebabkan terjadinya penimbunan

senyawa  dan pemecahan lemak.

Akibatnya, permeabilitas sel fibroblas
menjadi terganggu sehingga sel menjadi

.31
nekrosis

Saponin merupakan kelompok
glikosida yang banyak ditemukan pada
tanaman, termasuk kulit buah kakao.
Dalam senyawa saponin, terdapat molekul
ampifatik (mengandung regio hidrofilik
dan hidrofobik) yang dapat melarutan
protein membran. Ketika ujung hidrofobik
saponin berikatan dengan regio hidrofobik
protein membran sel, akan menyebabkan
pergeseran pada sebagian besar unsur lipid
yang terikat. Sedangkan ujung hidrofilik
saponin yang merupakan ujung bebas akan
membawa protein ke dalam larutan sebagai
kompleks deterjen-protein.  Akibatnya
membran sel akan pecah dan mengalami
lisis, kemudian  menyebabkan  sel
mengalami nekrosis31 Saponin  juga
memiliki kemampuan untuk menginduksi
apoptosis pada kultur sel fibroblassz.
Terpenoid

merupakan  senyaawa

hidrokarbon alami yang dapat ditemui
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pada tumbuhan. Senyawa ini dapat berinteraksi
dengan protein membran dan biomembran yang
kemudian dapat menyebabkan ketidakstabilan
ion dan metabolit dalam sel. Ketidakstabilan
antara ion dan metabolit sel akan menyebabkan
apoptosis33

Hasil uji statistik pada data penelitian
menunjukkan bahwa data berdistribusi normal
namun memiliki variasi yang tidak homogen,
sehingga analisis statistik selanjutnya dilakukan
dengan uji non parametrik melalui uji Kruskall
Wallis dan didapatkan hasil bahwa terdapat
perbedaan yang signifikan antara jumlah sel
yang hidup dari kelompok perlakuan.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa
semakin tinggi konsentrasi ekstrak, nilai
absorbansi yang didapatkan semakin rendah.
Hal ini menandakan adanya penurunan jumlah
sel hidup atau peningkatan jumlah sel fibroblas
BHK-21 yang mati seiring dengan peningkatan
konsentrasi  ekstrak  kulit kakao. Pada
konsentrasi 1,56% dan 3,125% didapatkan
jumlah rata-rata sel mati kurang dari 50%
sehingga dapat dikatakan bahwa pada
konsentrasi tersebut ekstrak kulit kakao bersifat
tidak toksik. Hal ini dapat dikarenakan adanya
aktivitas flavonoid sebagai zat antioksidan
yang memberikan efek aman terhadap sel
fibroblas, sehinga membuat sel fibroblas
menjadi tetap hidup (viabel). Sedangkan, pada
konsentrasi 6,25%, 12,5%, 25%, 50% dan
100% jumlah rata-rata sel mati lebih dari 50%
sehingga dapat dikatakan bahwa pada
konsentrasi ini ekstrak kulit kakao bersifat
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toksik, yang menandakan bahwa efek
antioksidan senyawa flavonoid mulai
berkurang. Adanya kenaikan konsentrasi
pada ekstrak kulit kakao kemudian
mengubah  sifat  flavonoid  menjadi
prooksidan. Flavonoid, alkaloid, saponin,
tanin dan terpenoid kemudian secara
bersama-sama mempengaruhi sel fibroblas
dengan mengakibatkan apoptosis dan
nekrosis pada sel.

Secara  keseluruhan  penghitungan
persentase jumlah sel fibroblas BHK-21
yang mati setelah dipaparkan ekstrak kulit
kakao  (Theobroma cacao) dengan
konsentrasi  1,56%, 3,125%, 6,125%,
12,5%, 25%, 50%, dan 100% secara
berurutan adalah 28,3%, 33,6%, 75,5%,
71,7%, 79,2%, 81,1%, dan 90,6%.
Berdasarkan parameter 1Cso, ekstrak kulit
kakao dengan konsentrasi 6,25%, 12,5%,
25%, 50%, dan 100% termasuk dalam
kategori toksik karena persentase sel yang
mati  lebih  dari  50%, sedangkan
konsentrasi 1,56% dan 3,125% bersifat
tidak toksik karena persentase sel yang
mati kurang dari 50%.

Pada penelitian ini didapatkan data
bahwa pengaruh penambahan konsentrasi
ekstrak kulit kakao berbanding lurus
dengan peningkatan jumlah sel fibroblas
BHK-21 yang mati. Namun belum
diketahui, apakah ekstrak kulit kakao juga
memberikan efek dengan pola yang sama
terhadap sel fibroblas yang berasal dari
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rongga mulut. Data  penelitian  juga

menunjukkan bahwa pada konsentrasi 6,25%
ekstrak kulit kakao memberikan efek sitotoksik,
sedangkan pada konsentrasi 3,125% bersifat
terapetik. Hasil uji signifikansi antar kelompok
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan
bermakna antara konsentrasi 6,25% dan
3,125%. Namun, belum diketahui secara pasti
bagaimana efek ekstrak kulit kakao pada
rentang antara konsentrasi 6,25% dan 3,125%
terhadap sel fibroblas BHK-21. Maka dari itu,
perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
mengenai sitotoksisitas ekstrak kulit kakao
terhadap kultur sel fibroblas yang berasal dari
rongga mulut manusia dan pengaruh ekstrak
kulit kakao pada konsentrasi antara 3,125% dan
6,25%.
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