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ABSTRAK

Karies merupakan suatu penyakit yang banyak didapati mulai dari anak-anak
hingga lansia. Hal tersebut disebabkan karena adanya suasana asam yang
menyebabkan terdemineralisasinya mineral pada email seperti hidroksiapatit (kalsium
dan fosfat) dan fosfor sehingga gigi mengalami porositas. Porositas dapat diperbaiki
menggunakan bahan tinggi kalsium seperti cangkang telur bebek. Penelitian ini
bertujuan untuk mengetahui pengaruh dari pasta dan gel hidroksiapatit dari cangkang
telur bebek (Anas platyrhynchos domesticus) terhadap mikroporositas email pada gigi
tikus wistar (Rattus norvegicus).

Penelitian ini merupakan penelitian true experimental dengan post test only
control group design. Jumlah sampel yang digunakan adalah 18 sampel gigi incisivus
bawah tikus wistar yang dibagi menjadi 3 kelompok yaitu pasta dan gel hidroksiapatit
dari cangkang telur bebek serta CPP-ACP (kontrol). Pengamatan mikroporositas
menggunakan SEM dan pengukuran diameter menggunakan aplikasi ImageJ.

Hasil penelitian didapatkan gambaran permukaan email dan rata-rata diameter
mikroporositas dari kelompok gel hidroksiapatit (cenderung halus dan sedikit
mikroporositas, d = 0,1093 upm), pasta hidroksiapatit (agak kasar dan terdapat
mikroporositas, d = 0,1231 pm) dan CPP-ACP (halus dan hampir tidak terlihat
adanya mikroporositas, d = 0,0763 pm). Data tidak berdistribusi normal dan
berdistribusi dengan homogen (p 0.814). Didapatkan hasil analisis data diameter
mikroporositas dengan Kruskal Wallis Test yaitu tidak signifikan (p 0.885).

Kesimpulannya terdapat pengaruh dari pasta dan gel hidroksiapatit dari
cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos domesticus) terhadap mikroporositas
email pada gigi tikus wistar (Rattus norvegicus). Kedua sediaan tersebut memiliki
potensi yang setara dengan CPP-ACP dalam remineralisasi, dimana sediaan gel
hidroksiapatit memiliki kemampuan remineralisasi yang lebih baik dibandingkan
pasta hidroksiapatit dari cangkang telur bebek.

Kata kunci: Email, Hidroksiapatit, Mikroporositas, Cangkang Telur Bebek (Anas
platyrhynchos domesticus), Pasta, Gel, CPP-ACP
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ABSTRACT

Caries is a disease that is often found in children to the elderly. This is due to
the presence of an acidic environment that causes demineralization of minerals in the
enamel such as hydroxyapatite (calcium and phosphate) and phosphorus so that the
teeth experience porosity. Porosity can be improved by using high-calcium materials
such as duck egg shells. This study aimed to determine the effect of hydroxyapatite
paste and gel from duck eggshell (Anas platyrhynchos domesticus) on the enamel
microporosity of the teeth of wistar rats (Rattus norvegicus).

This research is a true experimental research with post test only control
group design. The number of samples used were 18 samples of the lower incisors of
wistar rats which were divided into 3 groups, namely hydroxyapatite paste and gel
from duck egg shells and CPP-ACP (control). Microporosity observation using SEM
and diameter measurement using imageJ application.

The results showed that the enamel surface and the average diameter of the
microporosity of the hydroxyapatite gel group (tends to be smooth and slightly
microporosity, d = 0.1093 m), hydroxyapatite paste (a bit rough and there is
microporosity, d = 0.1231 m) and CPP- ACP (smooth and almost no visible
microporosity, d = 0.0763 m). The data were not normally distributed and
homogeneously distributed (p 0.814). The results of the analysis of microporosity
diameter data using the Kruskal Wallis Test were not significant (p 0.885).

The conclusion is that there is an effect of hydroxyapatite paste and gel from
duck eggshell (Anas platyrhynchos domesticus) on enamel microporosity on teeth of
wistar rats (Rattus norvegicus). Both preparations have the same potential as CPP-
ACP in remineralization, where the hydroxyapatite gel preparation has a better
remineralization ability than the hydroxyapatite paste from duck eggshell.

Keywords: Email, Hydroxyapatite, Microporosity, Duck Egg Shell (Anas
platyrhynchos domesticus), Paste, Gel, CPP-ACP

XVi



BAB I
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

The Global Burden of Disease Study (2016) menyatakan bahwa, masalah
kesehatan gigi dan mulut khususnya karies gigi merupakan penyakit yang dialami
hampir dari setengah populasi penduduk dunia (3,58 milyar jiwa). Hasil Riset
Kesehatan Dasar (Riskesdas) tahun 2018 menyatakan bahwa prevalensi penyakit
gigi dan mulut sebesar 57,6% dengan proporsi terbesar adalah karies gigi. Pada
tahun 2018 prevalensi karies gigi di Indonesia sebesar 45,3% (Kementerian
Kesehatan Republik Indonesia, 2018). Karies gigi dapat terjadi disemua usia
termasuk anak-anak (Kathleen H et al., 2017).

Karies disebabkan karena adanya interaksi dari mikroorganisme, saliva,
dan karbohidrat pada makanan manis yang menyebabkan menurunnya pH saliva
menjadi asam sehingga dapat terjadi ketidakseimbangan antara remineralisasi dan
demineralisasi gigi yang mengakibatkan rusaknya struktur mineral pada email
gigi (Dianawati et al., 2020). Demineralisasi merupakan proses larutnya mineral
seperti kalsium, fosfor, dan fosfat pada email gigi yang dapat disebabkan oleh
bakteri secara langsung maupun interaksi dari bakteri, saliva, dan makanan manis
yang menyebabkan suasana asam (Setyawati et al.,, 2019). Sedangkan,
remineralisasi merupakan proses pemulihan ion mineral yang terlarut akibat

demineralisasi pada email gigi. Aktivitas demineralisasi yang lebih tinggi



dibandingkan remineralisasi menyebabkan terjadinya porositas pada email gigi
(Kathleen H et al., 2017).

Email merupakan struktur terluar gigi yang sebagian besar disusun oleh
kristal hidroksiapatit (HAp) yang terdiri dari kalsium (Ca) dan fosfat (P). HAp
(Ca1o(PO4)s(OH),) memiliki struktur kristal padat heksagonal dengan rasio
perbandingan kalsium terhadap fosfat (Ca/P) sama dengan 1,67 (Setyawati and
Waladiyah, 2019). Salah satu biomaterial yang dapat menjadi sumber kalsium dan
fosfat adalah Casein Phosphopeptide-Amorphous Calcium Phosphate (CPP-
ACP). CPP-ACP merupakan salah satu bahan dalam bidang kedokteran gigi yang
mengandung kasein berupa fosfoprotein kasein (CPP), kalsium dan fosfat yang
tinggi  sehingga - mampu menghambat demineralisasi dan meningkatkan
remineralisasi. Selain CPP-ACP, pemberian fluor merupakan alternatif lain untuk
meningkatkan remineralisasi (Annisa and Ahmad, 2018). Namun, disisi lain
pemberian fluor yang berlebihan dapat menyebabkan fluorosis (Shita, 2015).

Seiring dengan perkembangan teknologi di dunia kedokteran, terdapat
alternatif lain yang dapat membantu meningkatkan proses remineralisasi email
gigi untuk menghambat porositas. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan
Setyawati dan Waladiyah (2019), porositas akibat berkurangnya HAp dapat
diperbaiki menggunakan bahan yang mengandung kalsium tinggi. Salah satu
bahan alami yang tinggi kalsium adalah cangkang telur unggas. Cangkang telur
unggas adalah bahan yang mengandung sumber kalsium dan berpotensi

dimanfaatkan dalam pengobatan dan terapi gigi.



Cangkang telur unggas merupakan salah satu limbah perternakan dan
biasanya dibuang begitu saja. Pengelolaan limbah perternakan dan pertanian
dengan benar akan membantu melindungi lingkungan dan kualitas kesehatan.
Selain itu harganya pun sangat murah karena ketersediaan yang melimpah.
Cangkang telur unggas telah terbukti menjadi pilihan pengganti yang baik yang
dapat digunakan sebagai biomaterial dalam terapi remineralisasi untuk
pertumbuhan osteoblast pada email (Abdulrahman et al., 2014). Cangkang telur
unggas mengandung 94-97 % kalsium karbonat (CaCOy3), air (1,6%) dan protein
(3,3%). Komponen CaCO3 dalam cangkang dapat dimanfaatkan sebagai sumber
kalsium bagi manusia melalui metode perendaman menggunakan pelarut kimia

maupun presipitasi (Yonata, Aminah dan Hersoelistyorini, 2017).

Pada penelitian yang telah dilakukan oleh Yonata, Aminah and
Hersoelistyorini (2017) yang membandingkan kadar kalsium pada cangkang telur
ayam, bebek dan puyuh menunjukkan bahwa rerata kadar kalsium tertinggi
dimiliki oleh cangkang telur bebek yaitu 10,11% (tanpa perendaman larutan
CH3COOH) dan 8,11% (dengan perendaman larutan CH3;COOH). Dewi, Dahlan
dan Soejoko (2014) telah melakukan analisis mengenai kemurnian kalsium oksida
(CaO) dari hasil kalsinasi cangkang telur bebek dan ayam. Hasil analisis yang
didapatkan yaitu cangkang telur bebek memiliki kemurnian CaO lebih tinggi dari
cangkang telur ayam sehingga dapat dikatakan bahwa hasil kalsinasi cangkang
telur bebek dapat merubah hampir semua kalsium karbonat (CaCO3) menjadi

kalsium oksida (CaO).



Cangkang telur bebek dapat dibuat dalam berbagai bentuk sediaan seperti
pasta dan gel. Pasta merupakan sediaan semisolid dimana bahan padatnya lebih
dari 50% yang ditujukan untuk pemakaian topikal (Kementerian Kesehatan
Republik Indonesia, 2014). Kelebihan sediaan pasta cangkang telur bebek adalah
tidak mudah larut oleh air maupun saliva (Setyawati dan Silviana, 2019). Gel
kadang-kadang disebut Jeli, merupakan sistem semipadat terdiri dari suspensi
yang dibuat dari partikel anorganik yang kecil atau molekul organik yang besar,
terpenetrasi oleh suatu cairan (Kementerian Kesehatan Republik Indonesia,
2014). Kelebihan dari sediaan gel adalah mudah dibilas karena komposisinya

mengandung banyak air (Novitasari, Indraswary and Pratiwi, 2017).

Pada penelitian sebelumnya dilakukan oleh Setyawati dan Waladiyah
(2019) mengenai porositas enamel gigi yang dilakukan menggunakan cangkang
telur ayam negeri-secara in vitro yang menunjukkan bahwa cangkang telur ayam
dapat menutup mikroporositas serta meningkatkan kadar kalsium dan fosfor pada
gigi. Maka dari itu berdasarkan uraian di atas penulis tertarik untuk melakukan
penelitian secara in vivo yaitu membandingkan efektifitas sediaan pasta dan gel
dari cangkang telur  bebek (Anas Platyrhynchos Domesticus) terhadap
mikroporositas pada gigi. Penelitian in vivo ini akan menggunakan tikus wistar
(Rattus norvegicus) sebagai subjek penelitian dan diamati menggunakan Scanning

Electron Microscope (SEM).



1.2 Rumusan Masalah

Bagaimana pengaruh gel dan pasta hidroksiapatit dari cangkang telur
bebek (Anas Platyrhynchos Domesticus) terhadap mikroporositas email pada

gigi tikus wistar (Rattus Norvegicus)?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh gel dan pasta
hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas Platyrhynchos Domesticus)

terhadap mikroporositas email pada gigi tikus wistar (Rattus Norvegicus).

1.3.2 Tujuan Khusus

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui :

a. Pengaruh pasta hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas
Platyrhynchos Domesticus) terhadap mikroporositas email pada
gigi tikus wistar (Rattus Norvegicus).

b. Pengaruh gel hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas
Platyrhynchos Domesticus) terhadap mikroporositas email pada
gigi tikus wistar (Rattus Norvegicus).

c. Pengaruh pasta CPP-ACP terhadap mikroporositas email pada gigi

tikus wistar (Rattus Norvegicus).



1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat Teoritis
a. Dapat menambah wawasan ilmu tentang pengaruh gel dan pasta
hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas Platyrhynchos
Domesticus) terhadap porositas pada gigi.
b. Dapat menjadi landasan dalam pengembangan pasta hidroksiapatit
dari cangkang telur bebek (Anas Platyrhynchos Domesticus).
1.42 Manfaat Praktis
Penggunaan gel dan pasta hidroksiapatit dari cangkang telur
bebek (Anas Platyrhynchos Domesticus) dapat digunakan sebagai
bahan preventif dan terapi penyakit karies gigi.

1.5 Orisinalitas Penelitian
1.5.1 Tabel Orisinalitas

No Peneliti Judul Penelitian Perbedaan

1.| Setyawati dan Porositas Email Gigi Pada penelitian ini
Waladiyah (2019) | Sebelum dan Sesudah menggunakan pasta
Aplikasi Pasta Cangkang | hidroksiapatit dari hasil
Telur Ayam Negeri. kalsinasi cangkang telur
ayam negeri dan
penelitian dilakukan
secara in vitro yaitu
menggunakan 5 buah gigi
premolar yang telah
diekstraksi dan dipotong
pada bagian
cementoenamel junction
(CEJ) dengan ukuran
maksimal 1 x 1 cm.

2. Mony et al. (2015) | Effect of Chicken Egg Pada penelitian ini
Shell Powder Solution on | menguji mengenai




Early Enamel Carious
Lesions: An Invitro
Preliminary Study

microhardness yang
dilakukan secara in vitro
yaitu menggunakan
sepuluh gigi molar ketiga
yang belum erupsi yang
baru diekstraksi yang
telah dibersihkan
menggunakan air suling.

. Khoirudin,
Yelmida and
Zultiniar (2015)

Sintesis Dan
Karakterisasi
Hidroksiapatit (Hap) dari
Kulit Kerang Darah
(Anadara Granosa)
dengan Proses
Hidrotermal.

Pada penelitian ini
mensintesis hidroksiapatit
dari cangkang kerang
darah (Anadara Granosa)
dengan metode
hidrotermal.

.| Wiana Puspita and
Edi Cahyaningrum
(2017)

Sintesis dan Karakterisasi
Hidroksiapatit dari
Cangkang Telur Ayam
Ras (Gallus Gallus)
Menggunakan Metode
Pengendapan Basah.

Pada penelitian ini
mensintesis hidrokdiapatit
dari cangkang telur ayam
ras (Gallus Gallus)
dengan metode
pengendapan basah.

.| Asmawati (2017)

Identification of
Inorganic Compound in
Eggshell as a Dental
Remineralization
Material

Dalam penelitian ini
untuk mengetahui efek
remineralisasi
menggunakan gel dari
ekstrak cangkang telur
ayam.

.| Dewi, Dahlan and
Soejoko (2014)

Pemanfaatan Limbah
Cangkang Telur Ayam
dan Bebek Sebagai
Sumber Kalsium Untuk
Mineral Tulang

Dalam penelitian ini
mengamati kemurnian
kalsium dari hasil
kalsinasi cangkang telur
bebek lebih tinggi
daripada telur ayam.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Email

Email atau enamel merupakan salah satu struktur gigi yang paling
penting, baik dari segi fungsional maupun estetik bertanggung jawab atas
warna, estetika, tekstur, dan transparansi gigi (Garg and Garg, 2015). Email
dikenal sebagai jaringan yang paling termineralisasi dalam tubuh manusia
(Sabel, 2016). Email adalah jaringan yang terluar gigi yang paling keras
namun rapuh (jika tidak didukung) yang menutupi dan berada tepat diatas
dentin gigi yang terdiri dari kalsifikasi prisma padat dan rods (Liebgott,
2017). Email merupakan lapisan inorganik yang sebagian besar disusun oleh
kristal hidroksiapatit yang tersusun oleh kalsium dan fosfat. Berfungsi sebagai
lapisan luar mahkota gigi yang tahan aus. Email mampu menjadi pelindung
gigi dari kekuatan fisik, termal, dan kimiawi yang dapat merusak jaringan

vital di pulpa gigi. (Kathleen H, G.J.Lunardhi dan Subiyanto, 2017)

Pada mamalia, email gigi adalah satu-satunya jaringan yang
diturunkan dari epitel yang termineralisasi dalam situasi nonpatologis (tulang
dan dentin, jaringan termineralisasi utama lainnya, berasal dari sel mesenkim).
Bentuk email dalam matriks organik terdiri dari protein matriks ekstraseluler
(EMP) yang menunjukkan sedikit homologi untuk protein yang ditemukan di
jaringan lain. Organ enamel dibentuk oleh populasi sel yang bercampur. Di

antaranya adalah ameloblas, yang terutama bertanggung jawab atas



pembentukan dan mineralisasi email, dan membentuk lapisan tunggal yang
bersentuhan tidak langsung dengan permukaan email pembentuk (Lacruz et

al., 2017).

Proses pembentukan email disebut sebagai amelogenesis. Protein
matriks enamel disekresikan oleh ameloblas ke dalam ruang email, dan
kemudian terdegradasi dan dihilangkan secara proteolitik, juga oleh
ameloblas. Dengan tingkat presisi yang tinggi ameloblas mengatur
pembentukan bahan anorganik berbasis hidroksiapatit di dalam ruang email.
Email yang terbentuk memiliki ciri tampilan prismatik yang terdiri dari
batang-batang, masing-masing dibentuk oleh satu ameloblas dan memanjang
dari dentino-enamel junction (DEJ) ke permukaan email, dan enamel interrod
yang terletak di sekitar batang email. Jejak peptida EMP termasuk dalam
email yang terbentuk sempurna dan diyakini berkontribusi pada struktur akhir,
sehingga email yang terbentuk sempurna (matang) memiliki sifat morfologi

dan biomekanik yang unik (Lacruz et al., 2017).
1/:!—— Enamel
1
i 3 I‘ : N.\-_‘-
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Fityous pemiodorea
lgament

Gambar 2.1 Anatomi gigi kaninus rahang bawah manusia (Liebgott, 2017).



10

Gambar 2.2 Lapisan pada email gigi (Lacruz et al., 2017).

2.11 Komposisi Email

Komposisi unsur-unsur email gigi terdiri dari sel-sel ameloblast,
matriks organik, dan matriks anorganik (Asmawati, 2018). Komposisi
anorganic enamel berdasarkan volume yaitu hidroksiapatit 90 - 92 % dan
Mineral lain 3 - 5 %. Sedangkan untuk komposisi organik email gigi
berdasarkan volume yaitu protein dan lipid 1 —2 % dan air 4% (Garg dan
Garg, 2015). Bahanan anorganik terdiri dari kristal hidroksiapatit yang
mempunyal rumus kimia Ca;o(PO4)s(OH),. Kandungan unsur yang
terkandung dalam email gigi yaitu karbonat (4%), sodium (0,6%),
magnesium (1,2%), klorida (0,2%) dan sejumlah kecil fluorida (0,01%).
Garam- garam mineral dalam bentuk jaringan-jaringan kecil terdiri
atasbahan  seperti  keratin  (pseudokeratin), kolagen,  pepton,

glikoprotein, polisakarida, dan asam amino (Asmawati, 2018).

2.1.2 Struktur Email
Secara struktural email terdiri dari jutaan enamel rod atau prisma

email, rod sheath, dan cementing inter-rod substance (Setyawati dan
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Waladiyah, 2019). Email memiliki jaringan seluler inert dan ketebalan
sekitar 1-2 mm pada gigi permanen dan 0,5-1 mm pada gigi sulung. Email
dibangun dari kristal hidroksiapatit yang dikemas dan diatur dalam
prisma. Orientasi kristal sehingga menciptakan penampilan prisma.
Prisma yang tersusun rapat memanjang dari dentin-enamel junction ke
permukaan email. Pada tingkat makroskopik, Kkristal hidroksiapatit sangat
rapat, meskipun setiap kristal dipisahkan oleh ruang antar kristal kecil

yang berisi air dan bahan organik (Sabel, 2016).

Gambar 2.3 Gambaran mikroskopis tipe prisma email gigi dengan
mikroporositas. (Perbesaran 3000x) (Akasapu, Hegde dan Murthy, 2018).

Gambar 2.4 Gambaran mikroskopis dengan Scanning Electron

Microscope (SEM) dari email normal (kiri) dan email yang
terhipomineralisasi (kanan) dengan perbesaran yang sama, yaitu 5000x
(Sabel, 2016).
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Setiap rod memiliki kepala dan ekor, kepala diarahkan ke oklusal
dan ekor diarahkan ke servikal. Pada bagian melintang, batang enamel
muncul sebagai heksagonal, bulat atau oval. Ini mungkin menyerupai sisik
ikan. Rod atau prisma berjalan dalam arah putaran searah jarum jam dan
berlawanan arah jarum jam (memutar). Mulanya ada bergelombang kasar
di sepertiga dari ketebalan email yang berdekatan dengan DEJ, kemudian
kasar menjadi lebih lurus di sisa ketebalan. Rod berorientasi tegak lurus
terhadap dentinoenamel junction. Menuju tepi insisal ini menjadi semakin
miring dan hampir vertikal di ujung cusp. Pada regio servikal terdapat
perbedaan arah rod email gigi sulung dan gigi permanen (Garg and Garg,

2015).

2.1.3 Remineralisasi

Remineralisasi adalah proses pemulihan mineral atau proses
pengembalian ion mineral seperti kalsium dan fosfat di dalam saliva dan
kemampuannya akan meningkat dan tergantung pada kemampuan buffer
saliva yang dapat mengontrol pH yang asam (Asmawati, 2018). Gigi akan
mengembalikan mineralnya dengan bantuan saliva yang mengandung
mineral yang dibutuhkan untuk pembentukan email. Proses remineralisasi
ini dapat berlangsung optimal jika saliva cukup kalsium dan fosfor serta

kondisi pH dalam mulut yang mendukung (Moelyaningrum, 2016).
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2.1.4 Demineralisasi

Demineralisasi adalah proses ketika ion asam dapat berpenetrasi
kedalam prisma email, sehingga dapat menyebabkan larutnya ion mineral
yang berada dibawah permukaan gigi (Setyawati and Silviana, 2019).
Demineralisasi gigi adalah larutnya mineral email gigi akibat konsentrasi
asam yang mempunyai pH di bawah 5,5 lebih tinggi pada permukaan
email dari pada di dalam email. Demineralisasi gigi adalah keadaaan
dimana permukaan gigi (email) kehilangan mineral (Moelyaningrum,
2016). Demineralisasi yang terjadi terus menerus akan membentuk
porositas pada permukaan email dan larutnya mineral kalsium serta
berpotensi - terjadinya erosi gigi yang akhirnya akan menyebabkan
penurunan kekerasan permukaan email (Anastasia, Octaviani and Yulianti,

2019).

2.15 Porositas Email

Porus terbentuk dari proses demineralisasi pada struktur email gigi
dimana keadaan ini merupakan permulaan dari demineralisasi pada
struktur email gigi (Setyawati dan Silviana, 2019). Adanya produk asam
mikrobial dapat menyebabkan hidroksiapatit berkurang yang ditandai
dengan terbentuknya porositas pada email gigi. Porositas ini dapat
diperbaiki menggunakan bahan yang mengandung kalsium dan fosfat.
Hasil produk asam dari bakteri akan berpenetrasi lebih dalam ke prisma

email sehingga mengalami destruksi. Hal tersebut dapat menyebabkan
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terbentuknya Porositas pada struktur prisma dimulai dari permukaan email

(Setyawati dan Waladiyah, 2019).

Gambar 2.5 Gambar penampakan mikroporostas permukaan email gigi
dengan SEM yang berbentuk seperti sarang lebah (honeycomb) yang
merupakan permukaan email gigi setelah etsa asam. (Perbesaran 2000x)
(Setyawati dan Silviana, 2019).

2t Hidroksiapatit

Hidroksiapatit  (HAp) adalah salah satu senyawa anorganik yang
menyusun jaringan keras manusia seperti tulang dan gigi. Hidroksiapatit
memiliki rumus kimia Caio(PO4)s(OH), (Bariyah, Pascawinata and
Firdaus, 2016). Hidroksiapatit merupakan salah satu jenis garam CaP yang
paling mirip dengan bagian mineral pada tulang dan gigi. Hidroksiapatit
memiliki struktur kristal berupa monoklinik atau heksagonal (Mozartha,
2015). Hidroksiapatit merupakan senyawa yang tersusun dari kalsium,

fosfat, oksigen dan hidrogen (Mahreni et al., 2012).

Hidroksiapatit memiliki sifat biokompatibel yang sangat baik bagi
jaringan rongga mulut manusia dan memiliki kemampuan osteokonduktif
yang mampu merangsang diferensiasi dari osteblas serta pembentukan

tulang (Mozartha, 2015). Hidroksiapatit (Caio(PO4)s(OH),) dapat
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meremineralisasi jaringan tulang yang hilang atau rusak tanpa
menyebabkan reaksi penolakan oleh tubuh. Sifat bioaktif hidroksiapatit
dapat membantu perlekatan ke jaringan tulang dan memberikan respons
biologis spesifik sehingga dapat merangsang sel osteoblas untuk
menghasilkan jaringan tulang baru dan dapat membantu proses regenerasi

tulang (Rahmawati, Sunarso dan Irawan, 2020).

Gambar 2.6 Gambar struktur kristal hidroksiapatit (Rahmawati, Sunarso dan
Irawan, 2020)

2.1.7 Casein Phosphopeptide - Amorphous Calcium Phosphate

(CPP-ACP)

Casein Phosphopeptide — Amorphous Casein Phosphate (CPP-ACP)
merupakan bahan anti-karies yang biasanya dapat ditemukan di susu.
CPP-ACP berperan dalam menekan demineralisasi dan meningkatkan
proses remineralisasi pada email gigi. Multiphosphoseryl merupakan

bahan dalam susu yang mengeluarkan kasien fosfopeptida saat dicerna
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enzimatik sehingga menimbulkan efek anti-karies. Kasein fosfopeptida
memiliki kemampuan besar untuk menstabilkan kalsium fosfat dalam
bentuk larutan menjadi amorphous calcium phosphate nanocomplex, yang
menghasilkan serpihan CPP-ACP (Kathleen H, G.J.Lunardhi dan

Subiyanto, 2017).

Sejak 1990 para Klinisi tertarik dengan CPP-ACP sebagai bahan anti-
karies yang terkandung dalam susu. CPP-ACP disajikan sebagai agen
remineralisasi alternatif, yang mampu menstabilkan kalsium fosfat,
mempertahankan keadaan jenuh ‘ion-ion ini di lingkungan mulut.
Akibatnya, struktur gigi akan mendapat manfaat dari tingginya kadar
kalsium fosfat dalam biofilm, dan remineralisasi akan terjadi (Oliveira et
al., 2014). Menurut penelitian Wiryani et al., (2016) waktu pengaplikasian
selama 30 menit merupakan waktu yang paling efektif untuk menutup
mikroporositas email yang terdemineralisasi. CPP-ACP merk GC Tooth

Mousse pada penelitian ini akan digunakan sebagai kontrol positif.

2.1.8 Etsa Asam 37%

Etsa asam merupakan bahan kimia yang bersifat asam. Etsa asam
berfungsi membuat permukaan yang tidak rata di email dan porus atau
rongga-rongga seperti sarang lebah dengan mendemineralisasi Kristal
hidroksiapatit yang ada pada email gigi (Sintawati et al,. 2008).

Konsentrasi gel asam fosfat yang digunakan berkisar antara 34-37%,
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namun konsentrasi yang umum digunakan adalah 37% (Febriyanto, 2020).

Pada penelitian ini etsa asam akan digunakan sebagai kontrol negatif.

2.1.9 Cangkang Telur Bebek (Anas Platyrhyncos Domesticus)
Cangkang telur merupakan bagian dari struktur telur yang
memiliki peran untuk melindungi isi telur. Cangkang telur tersusun dari
94% kalsium karbonat, 1% magnesium karbonat, 1% kalsium fosfat, dan
4% bahan organic terutama protein (Yonata, Aminah and Hersoelistyorini,
2017). Kalsium karbonat yang terdapat pada cangkang telur dapat diubah
menjadi hidroksiapatit atau senyawa kalsium, sehingga dapat digunakan
sebagai pembentukan tulang dan gigi yang rusak (Setyawati dan Silviana,

2019).

Kadar kalsium tertinggi terdapat pada tepung cangkang telur bebek
dengan kadar kalsium mencapai 10.11%, dibandingkan tepung cangkang
telur puyuh 9.46%, ayam ras 6.41%, dan buras 5.22% (‘Yonata, Aminah
and Hersoelistyorini, 2017). Selain itu komposisi utama dari cangkang
telur yaitu calcite yang merupakan crystallin dari CaCO3 (kalsium
karbonat). Cangkang telur memiliki berat sebesar 5 gram dan 40% nya
mengandung kalsium. Semakin tinggi kalsium maka akan semakin tinggi
juga berat ataupun tebal dari cangkang telur (Asmawati, Bahruddin

Thalib, Rafikah Hasyim, 2016).

Selain itu cangkang telur juga memiliki manfaat dalam kehidupan

yang sudah banyak diteliti dan dibuktikan oleh pakar ilmiah, mulai dari
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bidang pertanian, pangan hingga bidang kesehatan. Yonata, Aminah dan
Hersoelistyorini (2017) mengatakan bahwa cangkang telur unggas yang
telah diolah menjadi bentuk tepung dapat dikonsumsi sebagai bahan
pangan karena tinggi akan kalsium. Pada bidang kesehatan hasil dari
sintesis telur juga dapat dijadikan sebagai bahan biomaterial untuk sintesis
tulang dan gigi, alasannya karena cangkang telur kaya akan kalsium
karbonat yang dapat disintesis menjadi kalsium hidroksiapatit sehingga
bermanfaat dalam bidang kesehatan. Para peneliti meyakini bahwa
penggunaan bahan alami dalam pembuatan biomaterial substitusi tulang
maupun email gigi lebih dapat diterima oleh tubuh, karena kesamaan sifat
fisiko kimia dengan tulang maupun email gigi sebenarnya (Dewi, Dahlan

dan Soejoko, 2014).

Konsentrasi - hidroksiapatit pada cangkang telur bebek dalam
sebuah sediaan juga perlu diperhatikan. Pada sediaan pasta konsentrasi
yang digunakan adalah 20%, dimana berdasarkan penelitian sebelumnya
konsentrasi ini merupakan konsentrasi yang efektif bagi sediaan pasta.
Sedangkan untuk sediaan gel konsentrasi yang digunakan adalah 31,26%,
dimana berdasarkan penelitian sebelumnya konsetrasi ini merupakan
konsentrasi yang efektif bagi sediaan gel (Dana, 2020). Menurut penelitian
Setyawati dan Silviana (2019) menunjukkan bahwa waktu pengaplikasian

30 menit yang dilakukan 1 kali sehari selama 14 hari merupakan waktu
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yang cukup efektif untuk menutup mikroporositas dari email yang

terdemineralisasi.

Gambar 2.7 Gambar penampakan telur bebek (Anas plaptyrhynchos
domesticus).

2.1.10 Tikus Wistar (Rattus Norvegicus)

Tikus putih (Rattus norvegicus) banyak digunakan sebagai hewan
percobaan pada berbagai penelitian. Penggunanaan hewan percobaan pada
penelitian kesehatan banyak dilakukan untuk uji kelayakan atau keamanan
suatu bahan obat dan juga untuk penelitian yang berkaitan dengan suatu
penyakit. Tikus putih tersertifikasi diharapkan lebih mempermudah para
peneliti dalam mendapatkan hewan percobaan yang sesuai dengan kriteria
yang dibutuhkan (Frianto, Fajriaty dan Riza, 2015). Kriteria yang
dibutuhkan oleh peneliti dalam menentukan tikus putih sebagai hewan

percobaan, antara lain: kontrol pakan, kontrol kesehatan, perkawinan,
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jenis (strain), umur, bobot badan, jenis kelamin, silsilah genetik (Widiartini

etal., 2015).

Tikus wistar memiliki 12 buah gigi molar dalam satu rahang. 3
gigi molar terdapat pada bagian belakang rahang bawah kanan, 3 molar
pada rahang bawah Kiri, 3 molar pada belakang rahang atas kanan dan 3
molar pada rahang atas kiri. Lebar pemukaan mesio-distal masing-masing
gigi molar dibagi dalam beberapa unit, sesuai dengan lebar dari gigi
tersebut. Molar satu dibagi dalam 4 unit, molar dua dalam 4 unit dan
molar tiga dibagi dalam 6 unit (Rusdiana et al., 2017). Pada gigi incisivus
rahang bawah memiliki panjang 3 kali lipat dibanding gigi incisivus
rahang atas dan juga pada gigi incsivus rahang bawah memiliki mahkota
lebih panjang dibanding akar gigi (Struillou et al., 2010). Sedangkan pada
gigi molar memiliki kemiripan dengan gigi molar manusia secara anatomi,
histologi, biologi dan fisiologis. Gigi molar tikus wistar juga memiliki
struktur ruang pulpa, saluran akar, jaringan pulpa dan foramen apical

(Sietho et al., 2017).

Gambar 2.8 Gambar tikus wistar (Rattus norvegicus).
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Gambar 2.9 Gambar permukaan gigi tikus wistar (Rattus norvegicus)

yang dibagi dalam beberapa unit berdasarkan lebar mesio-distalnya
(Rusdiana et al., 2017).

Gambar 2.10 Permukaan normal email gigi tikus wistar (Rattus
norvegicus) dibawah SEM tampak halus (Ozbek et al., 2009).

2.1.11 Scanning Electron Microscope (SEM)

Scanning Electron Microscope (SEM) adalah salah satu jenis
mikroskop elektron yang menggambar spesimen dengan memindainya
menggunakan sinar elektron berenergi tinggi dalam scan pola raster.
Elektron memiliki resolusi yang lebih tinggi daripada cahaya. Cahaya

hanya mampu mencapai 200 nm sedangkan elektron bisa mencapai
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resolusi sampai 0,1 — 0,2 nm (Wijayanto dan Bayuseno, 2014). Komponen
utama alat SEM ini pertama adalah tiga pasang lensa-lensa
elektromagnetik yang berfungsi memfokuskan berkas elektron menjadi
sebuah titik kecil, lalu oleh dua pasang scan coil discan-kan dengan
frekuensi variabel pada permukaan sampel. Semakin kecil berkas
difokuskan semakin besar resolusi lateral yang dicapai (Sujatno et al.,
2015). Dengan alat ini permukaan mikroskopis email gigi dapat kita lihat

dengan baik.
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Gambar 2.11 Gambar blok diagram SEM (Sujatno et al., 2015).
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Gel dan Pasta Ekstrak
cangkang Telur Bebek
(Anas platyrhynchos
domesticus)
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Kristal hidroksiapatit yang terdapat
pada gel dan pasta ekstrak cangkang
telur bebek (Anas platyrhynchos
domesticus) berpenetrasi ke dalam
permukaan email
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Gambar 2.12 Gambar Kerangka Teori
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2.3 Kerangka Konsep

Gel dan Pasta
Hidroksiapatit dari Mikroporositas permukaan
Cangkang Telur Bebek email gigi / remineralisasi
(Anas platyrhynchos
domesticus)

\4

Gambar 2.13 Gambar Kerangka Konsep

2.4 Hipotesis

Hipotesis dalam penelitian ini yaitu terdapat pengaruh pemberian
hidroksiapatit dari ekstrak cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos domesticus)
dalam sediaan gel dan pasta terhadap penutupan mikroporositas permukaan email

gigi tikus wistar (Rattus norvegicus).



BAB Il
METODE PENELITIAN
3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan adalah true experimental.

3.2 Rancangan Penelitian
Rancangan penelitian yang dilakukan adalah Post Test Only Control Group

Design.

3.3 Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Terikat
Variabel terikat pada penelitian ini adalah mikroporositas pada email
gigi.
3.3.2 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian-ini adalah gel dan pasta hidroksiapatit

dari cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos domesticus).

3.3.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah

- Sediaan dan konsentrasi hidroksiapatit dari cangkang telur bebek
(Anas platyrhynchos domesticus).
- Prosedur cara aplikasi adalah gel dan pasta hidroksiapatit dari

cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos domesticus).

25
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3.3.4 Variabel Tak Terkendali

Variabel tak terkendali pada penelitian ini adalah variasi komposisi

dan struktur gigi.

3.4 Definisi Operasional

34.1

3.4.2

Gel Hidroksiapatit dari Cangkang Telur Bebek (Anas platyrhynchos
domesticus)

Gel, kadang-kadang disebut jeli, merupakan sistem semipadat terdiri
dari suspensi yang dibuat dari partikel anorganik yang kecil atau molekul
organic yang besar, terpenetrasi oleh suatu cairan (Kementerian
Kesehatan Republik Indonesia, 2014). Didalam gel ekstrak cangkang
telur bebek (Anas platyrhynchos domesticus) terdapat kandungan serbuk
hidroksiapatit dengan konsentrasi 31,26% dan juga basis sediaan gel. Gel
ekstrak cangkang telur bebek - (Anas platyrhynchos domesticus)
mengandung kalsium dan fosfor yang akan menutup mikroporositas
dengan membentuk hidroksiapatit dengan cara berpenetrasi ke dalam
porus email gigi sehingga terjadi proses remineralisasi. Skala yang

digunakan adalah skala rasio (Setyawati dan Silviana, 2019).

Pasta Hidroksiapatit dari Cangkang Telur Bebek (Anas
platyrhynchos domesticus)
Pasta merupakan sediaan semipadat yang mengandung satu atau lebih

bahan obat yang ditujukan untuk pemakaian topikal (Kementerian
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Kesehatan Republik Indonesia, 2014). Pasta ekstrak cangkang telur bebek
(Anas platyrhynchos domesticus) terbuat dari cangkang telur bebek (Anas
platyrhynchos domesticus) dengan konsentrasi 20% dan basis sediaan
pasta. Dalam pasta ekstrak cangkang telur bebek mengandung kalsium
dan fosfat mengandung Kkalsium dan fosfor yang akan menutup
mikroporositas dengan membentuk hidroksiapatit dengan cara
berpenetrasi ke dalam porus email gigi sehingga terjadi proses
remineralisasi. Skala yang digunakan adalah skala rasio (Daysa, 2019;
Fahmy, 2020).
3.4.3 Mikroporositas Email

Mikroporositas email merupakan lapisan terluar dari gigi berupa ruang
— ruang kosong. Pada penelitian ini akan dilihat dari struktur dan lebar
ruang kosong yang terbentuk akibat proses demineralisasi pada
permukaan email gigi tikus wistar (Rattus norvegicus) yang diamati
menggunakan Scanning Electron Microscope (SEM) dengan perbesaran
10.000x dan diameter porus dihitung menggunakan software ImageJ
(Suresh et al., 2020). Hasil pengamatan dinyatakan dalam bentuk skala
rasio.

3.5 Sampel Penelitian
3.5.1 Teknik Sampel

Pengambilan sampel menggunakan metode simple random sampling
dimana tiap anggota populasi memiliki peluang sama untuk masuk ke dalam

penelitian.
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3.5.2 Pengelompokkan Sampel
Tikus dibagi menjadi tiga kelompok yang terdiri dari kelompok kontrol
dan kelompok perlakuan.

1. Kelompok 1: Gigi insisivus bawah bagian labial tikus wistar
didemineralisasi dengan etsa asam 37% lalu diaplikasikan gel
hidroksiapatit ekstrak cangkang telur bebek 30 menit 1 kali sehari
selama 14 hari sebanyak 0,25 ml sebagai kelompok perlakuan
(Setyawati dan Silviana, 2019).

2. Kelompok 2: Gigi insisivus bawah bagian labial tikus wistar Gigi tikus
wistar didemineralisasi dengan etsa asam 37% diaplikasikan pasta
hidroksiapatit ekstrak cangkang telur bebek 30 menit 1 kali sehari
selama 14 bhari sebanyak 0,25 ml sebagali kelompok perlakuan
(Setyawati dan Silviana, 2019).

3. Kelompok 3: Gigi insisivus bawah bagian labial tikus wistar Gigi tikus
wistar didemineralisasi dengan etsa asam 37% diaplikasikan Casein
Phosphopeptide-Amorphous Calcium Phosphate (CPP-ACP) 30 menit 1
kali sehari selama 14 hari sebanyak 0,25 ml sebagai kelompok kontrol
(Wiryani, Sujatmiko dan Bikarindrasari, 2016).

3.5.3 Besar Sampel

Sampel merupakan gigi tikus wistar (Rattus norvegicus) yang dihitung

dengan rumus Daniel dan Cross 2013, yaitu :
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z%0?
n= d2
Keterangan :

n = Jumlah sampel minimum

o = Standart deviasi sampel

d = Kesalahan yang masih dapat ditoleransi, diasumsikan d = ¢
z = Kontanta, jika a = 0,05 maka z = 1,96

Berdasarkan rumus diatas dapat dilakukan pengambilan sampel sebesar :

2202
n= d2
n = (1,96)
n=384->4

Dari perhitungan rumus diatas, maka didapatkan besar sampel
sebanyak 4 buah gigi untuk setiap kelompok uji coba. Subyek penelitian
dibagi menjadi 3 kelompok yang terdiri dari dua kelompok perlakuan dan satu
kelompok control, untuk sampel cadangan setiap kelompok ditambahkan 2

sampel gigi. Sehingga total akhir sampel menjadi 18 gigi tikus wistar.

3.6 Kriteria Inklusi dan Kriteria Ekslusi
3.6.1 Kriteria Inklusi
e Gigi anterior tikus wistar (Rattus norvegicus)

e Berjenis kelamin jantan
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Mahkota gigi incisivus rahang bawah yang baik dan utuh (tidak atrisi,
tidak abrasi dan tidak erosi)

Berusia 10 — 12 minggu

Berat 150 — 250 gram

Tidak tampak kelainan anatomis

Dalam keadaan sehat

3.6.2 Kriteria Eksklusi

Gigi tikus mengalami fraktur ataupun patah.
Terdapat kelainan pada struktur gigi.
Tikus wistar tampak sakit sebelum perlakuan (gerakan tidak aktif)

Tampak kelainan anatomi

3.7 Instrumen dan Bahan Penelitian

3.7.1

a.

Instrumen Penelitian

Scanning Electron Microscope (SEM)
Masker

Sarung tangan (handscoon)
Mikromotor

Handpiece

Microbrush

Mortar

Stopwatch

Wadah plastik



Air blower (Three Way Syring)
Jangka sorong

Spidol hitam

. Pinset

Etanol 96%

Saline

Nipagin

Karbopol

Kertas whatmann no. 42
Magnetic stirer

Blender

Bahan Penelitian

Gigi tikus wistar (Rattus novergicus)
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Gel dan pasta hidroksiapatit dari ekstrak cangkang telur bebek (Anas

platyrhyncos domesticus)

Casein Phosphopeptide Amorphous Calcium Phosphate (CPP-ACP)

merk GC Tooth Mousse
Aquades

Aquabides

Gliserin

NaOH 10%

Asam nitrat 65%

Saline



p.

g.

Alkohol

Kalsium oksida

Buffer

Kristal diammonium hydrogen fosfat
Serbuk NaCMC 2,8gr

Etsa asam 37%

Air suling 9,82 ml

Ketamine

3.8 Cara Penelitian

3.8.1.

Penelitian Fakultas Kedokteran Gigi

Ethical Clearance
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Mengajukan permohonan izin penelitian/uji coba kepada Komite Etik

Semarang.

3.8.2.

Sterilisasi Alat

Universitas Islam Sultan Agung

Sterilisasi alat dan bahan yang akan digunakan pada penelitian untuk

menghindari adanya kontaminasi dari senyawa atau mikroorganisme yang

dapat mempengaruhi hasil dari penelitian.

3.8.3. Sintesis Hidroksiapatit (Cag(PO4)s(OH),) dari Cangkang Telur

Bebek

a.
mengalir ataupun air panas

memisahkan selaput lendir putih yang berada di

cangkang telur.

Cangkang telur terlebih dahulu dibersihkan dibawah air
bersih  kemudian

dalam
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Cangkang telur yang sudah bersih dikeringkan dengan suhu
110°C selama 2 jam, lalu dihancurkan dengan blender hingga
halus. Kemudian disaring.

Setelah itu dilakukan kalsinasi dengan suhu 1000°C selama 5
jam.

Pembuatan larutan kalsium dengan cara menggabungkan 2,6 g
CaO dengan 100 ml asam nitrat 65% dan 100 ml aquabides.
Larutan yang dihasilkan diatur hingga menjadi pH 10 dengan
menambahkan ammonium hidroksida dan buffer.

Setelah larutan kalsium dibuat, kemudian dilakukan pembuatan
larutan fosfat dengan cara menggabungkan 3,96 ¢ kristal
diamonium hydrogen fosfat dan 10 ml aquabides. Setelah itu
ditambahkan lagi aquabides hingga 100 ml.

Selanjutnya - dilakukan - sintesis hidroksiapatit dengan cara
memasukkan 100 ml larutan fosfat ke dalam larutan kalsium
setetes demi setetes' dengan pemanasan 40°C dan dengan
kecepatan pengadukan 300 rpm. Pengadukan tetap dilanjutkan
tanpa pemanasan selama 30 menit setelah larutan fosfat habis
direaksikan.

Lalu dilakukan presipitasi atau penyaringan selama 24 jam.
Hasil presipitasi disaring menggunakan kertas whatman no. 42

lalu dicuci dengan aquabides.
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I. Setelah itu dikeringkan pada suhu 110°C selama 5 jam untuk
mendapatkan  hasil  serbuk putih  halus mengandung

hidroksiapatit (Setyawati dan Silviana, 2019).

3.8.4. Cara Pembuatan Gel Hidroksiapatit dari Cangkang Telur Bebek
a. Pembuatan gel cangkang telur bebek diawali dengan memasukkan

0,4 gram karbopol kedalam mortar dan 9,82 ml air suling,
kemudian diaduk secara cepat sampai terbentuk larutan jernih.

b. Selanjutnya ditambahkan larutan NaOH 10% sebanyak 0,56 ml
diaduk secara pelan-pelan sehingga akan terbentuk massa seperti
gel.

c. Kemudian nipagin 0,02 gr dilarutkan dalam etanol 96% sebanyak
0,1 ml dan selanjutnya dimasukkan ke dalam basis gel.

d. Serbuk hidroksiapatit (serbuk cangkang telur bebek) konsentrasi
31,26% ditambahkan ke dalam basis gel dan diaduk hingga
homogen. (Asmawati, Bahruddin Thalib, Rafikah Hasyim, 2016).

Untuk membuat gel ekstrak cangkang telur bebek 400gram
dengan konsentrasi ekstrak cangkang telur bebek 31,26%, maka :
Ekstrak cangkang telur 31,26% = 0,3126 x 400

= 125,04 gram ekstrak cangkang
telur
Basis gel =400 - 125,04

= 274,96 gram basis gel
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3.8.5. Cara Pembuatan Pasta Hidroksiapatit dari Cangkang Telur
Bebek

a.

Serbuk putih yang mengandung hidroksiapatit dalam sediaan pasta
dengan dibuat dengan diawali menimbang 1 gram NaCMC, dan
ditambahkan aquadest didalam cawan lalu dimasukkan dalam
mortar,

Kalsium karbonat sebanyak 7 gram ditambahkan sedikit-sedikit
kedalam NaCMC sambil diaduk sampai homogen kemudian
ditambahkan gliserin 5,4 ml diaduk sampai homogen.

Masukkan propilen glikol 1 ml kemudian aduk sampai homogen.
Bubuk  hidroksitapatit cangkang bebek dengan konsentrasi 20%
ditambahkan.

Sisa Aquades ditambahkan, diaduk dengan stamper sampai
terbentuk pasta (Mahreni et al. (2012); Daysa (2019)).

Untuk membuat pasta ekstrak cangkang telur bebek 400gram
dengan konsentrasi ekstrak cangkang telur bebek 20%, maka :
Ekstrak cangkang telur 20% =0,2 x 400

= 80 gram ekstrak cangkang telur

Basis pasta =400 - 80

= 320 gram basis pasta
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3.8.6. Pengaplikasian Gel dan Pasta Hidroksiapatit dari Cangkang Telur

Bebek
Sampel diaplikasikan gel ekstrak cangkang telur bebek pada

kelompok satu, kemudian aplikasi pasta ekstrak cangkang telur bebek
pada kelompok kedua dan kelompok ketiga diaplikasikan CPP-ACP
merk GC Tooth Mousse. Pada kelompok pertama gigi diolesi gel
ekstrak cangkang telur bebek dan kelompok kedua diolesi pasta
ekstrak cangkang telur bebek masing-masing sebanyak 0,25 ml selama
14 hari dimana dilakukan setiap 1 kali sehari selama 30 menit dan
dibilas. Pada kelompok ketiga gigi diolesi CPP-ACP merk GC Tooth
Mousse sebanyak 0,25 ml selama 14 hari dimana dilakukan setiap 1
kali sehari selama 30 menit dan dibilas (Setyawati and Silviana

(2019); Wiryani, Sujatmiko dan Bikarindrasari (2016)).

3.8.7. Persiapan Sampel

a.

Persiapan hewan percobaan dimulai dengan melakukan aklimatisasi atau
penyesuaian hewan percobaan.

Pada saat tikus wistar (Rattus novergicus) dilakukan aklimatisasi, tikus
diberi makanan berupa pellet sebanyak 20% dari BB tikus dan air 45
ml/hari.

Tikus ditempatkan pada 2 kandang persegi yang terbuat dari plastic dan
kawat, kandang dipartisi atau dibagi menjadi 9 bagian dan diisi masing-

masing 1 ekor tikus wistar (Rattus novergicus).
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d. Menggunakan gigi tikus wistar (Rattus novergicus) sebanyak 18 buah
dan dibagi menjadi 3 kelompok. Pembagian kelompok sampel dilakukan
menggunakan metode simple random sampling (Rusdiana et al., 2017).

3.8.8. Perlakuan Sampel
a. Anestesi tikus wistar dengan injeksi IM kombinasi ketamine (0,2 ml/200

gram berat badan) (Fatimatuzzahro et al., 2013).

b. Membersihkan permukaan mahkota gigi incisivus rahang bawah tikus
wistar dari debris, kalkulus dan kotoran lainnya dengan cara memegang
tikus dan menjepit bagian tekuk menggunakan ibu jari dan ibu telunjuk,
serta ekornya dijepit antara jari manis dan  kelingking, kemudian
membersihkan mahkota gigi incisivus rahang bawah tikus wistar (Rattus
novergicus) menggunakan micro brush dan pumice.

c. Setelah itu gigi incisivus rahang bawah tikus wistar (Rattus novergicus)
dibilas menggunakan three way syringe yang berisi air dan dikeringkan
menggunakan tissue dan dental three way syringe.

d. Sebelum mengaplikasikan asam fosfat 37%, gel dan pasta hidroksiapatit
dari ekstrak cangkang telur bebek pada gigi tikus wistar, posisi kepala
dan keadaan mulut tikus wistar harus diperhatikan, ketika hewan
dipegang dengan posisi terbalik pastikan posisi kepala menengadah atau
posisi dagu sejajar dengan tubuh dan mulut terbuka sedikit.

e. Sampel diberi perlakuan dengan pengolesan asam fosfat 37% pada
permukaan bukal gigi selama 20 detik. Lalu bilas dengan akuades dan

keringkan dengan cotton pellet (Fatimatuzzahro et al., 2013)
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f. Selanjutnya diaplikasikan gel dan pasta hidroksiapatit dari ekstrak
cangkang telur bebek dengan cara mengoleskan menggunakan
microbrush ke bagian labial gigi tikus wistar (Rattus novergicus).

g. Pengaplikasian gel hidroksiapatit dari ekstrak cangkang telur bebek dan
pasta hidroksiapatit dari ekstrak cangkang telur bebek sebanyak 0,25 ml
dan dilakukan selama 1 kali sehari selama 30 menit selama 14 hari, dan
juga pengaplikasian CPP-ACP merk GC Tooth Mousse sebanyak 0,25
ml 1 kali sehari selama 30 menit selama 14 hari.

h. Pada hari ke 14 tikus wistar dilakukan prosedur dekaputasi. Sebelum
dilakukan dekaputasi, dilakukan sedasi dengan kioroform.

i.  Selanjutnya dilakukan pengamatan menggunakan SEM pada gigi tikus
wistar pada hari ke 15 (Stevani (2016); Widyawati et al. (2014);
Djaubhari NS et al. (2011); Hendrik et al. (2017); Setyawati dan Silviana
(2019)).

3.8.9. Pengamatan Mikroporositas pada Email Gigi
Sampel yang telah dietsa diamati sebelum diaplikasikan gel dan pasta
ekstrak cangkang telur dan CPP-ACP dengan Scanning Electron Microscope

(SEM) dan setelah setelah diaplikasikan gel dan pasta ekstrak cangkang telur

dan CPP-ACP juga diamati dengan Scanning Electron Microscope (SEM)

dengan perbesaran 10.000x kemudian catat hasil yang telah diamati (Suresh
et al., 2020). Untuk proses pengambilan gambar (image) dengan alat SEM

dan data diameter rongga porus dengan software ImageJ. Pengamatan



39

dengan SEM dilakukan dengan langkah-langkah sampel diletakkan dan
ditempel di atas SEM specimen holder dengan menggunakan carbon double
tape dengan bagian penampang lintang (cross section) mengarah vertikal ke
atas atau lensa obyektif. Agar susunan lapisan matriks bahan dengan lapisan
oksida terlihat dengan jelas. Double tape ini terbuat dari bahan karbon yang
konduktif di dua sisi yang berfungsi menghantarkan semua elektron yang
masuk ke dalam sampel keluar melalui grounding (Sujatno et al., 2015).

3.9 Tempat dan Waktu

3.9.1 Tempat Penelitian
a. Pembuatan Gel dan Pasta . Laboratorium Kimia Fakultas

Kedokteran Universitas Islam
Sultan Agung (UNISSULA)

b. Perlakuan Tikus : Laboratorium Hewan Coba
Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Sultan Agung

c. Pengamatan porositas enamel : Laboratorium Mesin Fakultas

Teknologi Industri dan
Rekayasa Sistem Departemen
Teknik Mesin Institut
Teknologi Sepuluh Nopember
(ITS) Surabaya.

d. Peminjaman alat : Laboratorium Mikrobiologi
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Fakultas Kedokteran
Universitas Islam Sultan Agung
(UNISSULA)

e. Waktu Penelitian

Penelitian dilakukan pada bulan Maret 2022 — Mei 2022.

3.10 Analisis Hasil

Analisis hasil terhadap pengamatan pada sampel penelitian porositas
enamel gigi tikus wistar (Rattus norvegicus) diperoleh dari pengamatan dan
pengukuran pada subjek penelitian yaitu data kuantitatif ratio dan data
kualitatif berupa narasi, gambar (image) perbandingan hasil yang didapatkan
dari pengamatan menggunakan SEM dengan perbesaran 10.000x, dan
diameter porus dengan software Imaged. Dilakukan uji normalitas data dengan
uji Saphiro Wilk karena jumlah sampel kurang dari 50 dan uji homogenitas
dengan Levene Test. Setelah di ketauhi uji tersebut terdistribusi normal dan
homogen lalu dilanjutkan uji Oneway Anova Yyaitu Post Hoc Test LSD karena
penelitian yang dilakukan post test only dan terdapat 3 tiga kelompok. Apabila
data tidak normal dan tidak homogen maka dapat dilanjutkan dengan uji

Kruskal Wallis.



3.11 Alur Penelitian

Pembuatan Ethical
Clearence dan sterilisasi alat

A 4

Pembuatan gel dan pasta
hidroksiapatit ekstrak
cangkang telur bebek (Anas
Platyrhynchos Domesticus)

A 4

Persiapan Gigi tikus wistar

41

y

Kelompok I:

Dengan pemberian gel
ekstrak cangkang telur
bebek (Anas
Platyrhynchos
Domesticus) selama 14
hari dalam 1x1 Hari
selama 30 menit

\ 4

Kelompok I1:

Dengan pemberian pasta
ekstrak cangkang telur
bebek (Anas
Platyrhynchos
Domesticus) selama 14
hari dalam 1x1 Hari
selama 30 menit

|

Kelompok I11:

Dengan pemberian
CCP-ACP selama 14
hari dalam 1x1 selama

30 menit

v

Dekaputasi gigi tikus di hari
ke-14

v

Dilakukan pengamatan akhir
menggunakan alat Scanning Electron
Microscope Setelah Hari ke-14

\ 4
Analisa Data

Gambar 3.1 Alur Penelitian




BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Penelitian ini dilakukan secara eksperimental in vivo dengan
rancangan penelitian post test control group design yang bertujuan untuk
mengetahui pengaruh gel hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas
platyrhynchos domesticus) dan pasta hidroksiapatit dari cangkang telur bebek
(Anas platyrhynchos domesticus) terhadap mikroporositas email pada gigi
tikus wistar (Rattus norvegicus). Penelitian dilakukan selama 14 hari yaitu 1 x
sehari selama 30 menit sebanyak 0,25 ml. Data dari hasil penelitian ini
merupakan gambaran morfologi permukaan email setelah aplikasi gel dan
pasta hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos
domesticus). Sampel diamati secara visual menggunakan Scanning Electron
Microscope (SEM) dengan perbesaran 10.000 kali dan diameter dihitung
menggunakan aplikasi ImageJ. Data dianalisa dengan membandingkan
permukaan setiap sampel berupa kekasaran permukaan email gigi, dengan

hasil sebagai berikut :
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Gambar 4.1 Penampakan permukaan email gigi tikus wistar (Rattus
norvegicus) dengan SEM yang merupakan permukaan email gigi setelah
diaplikasikan (a) gel hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas
platyrhynchos domesticus) dan (b) pasta hidroksiapatit dari cangkang telur
bebek (Anas platyrhynchos domesticus), (¢) CPP-ACP. (Perbesaran 10.000x)

Gambar permukaan email gigi tikus wistar (Rattus norvegicus) setelah
perlakuan dengan gel hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas
platyrhynchos domesticus) Gambar 4.1(a) memiliki permukaan yang cukup halus
karena adanya proses remineralisasi pada email gigi tikus wistar (Rattus
norvegicus), tetapi masih terlihat adanya sedikit mikroporositas berupa porus

porus kecil yang disebabkan karena proses demineralisasi oleh etsa 37%. Pada
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gambar permukaan email gigi tikus wistar (Rattus norvegicus) setelah perlakuan
dengan pasta hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos
domesticus) Gambar 4.1(b) dapat dilihat permukaan email dari sampel terlihat
agak kasar dan terlihat beberapa mikroporositas. Kelompok perlakuan dengan
CPP-ACP pada Gambar 4.1(c) menunjukkan permukaan yang cukup halus, serta
remineralisasi yang hampir menutupi seluruh permukaan email gigi tikus wistar
(Rattus norvegicus), tetapi masih terlihat adanya sedikit kerusakan email gigi

tikus wistar (Rattus norvegicus) yang ditandai dengan permukaan yang tidak rata.

Hasil dari pengukuran rata-rata diameter mikroporositas terhadap masing-

masing kelompok diperoleh hasil sebagai berikut:

Tabel 4.1 Rata-rata diameter mikroporositas pada ketiga kelompok

Diameter Mikroporositas (itm)

Kelompok f
Mean + Std.Deviasi
Kelompok Gel e 0,1093 + 0,07336
Kelompok Pasta .. . - -1 " ° ~ 0,1231 + 0,08112
Kelompok CPP-ACP 0,0763+0,07630

Berdasarkan dari table 4.1 hasil perhitungan diameter mikroporositas
email gigi tikus wistar (Rattus norvegicus) diketahui pada kelompok
perlakuan dengan CPP-ACP memiliki diameter terkecil dengan nilai 0,0763

pm, dan diameter terbesar yaitu 0,1231 um didapatkan pada kelompok
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perlakuan dengan pasta hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas

platyrhynchos domesticus).

Data hasil diameter mikroporositas email kemudian dilakukan uji
normalitas. Uji normalitas menggunakan Shapiro Wilk karena sampel yang
digunakan kurang dari 50 sampel. Hasil pengujian normalitas data sebagai

berikut:

Tabel 4.2 Hasil uji normalitas data Saphiro-Wilk

Kelompok Shapiro-Wilk
Sig.
2 | /R Gel ~0.007
Diameter N i 7
Pasta 0.007
Mikroporositas (um) [ .
CPP-ACP 0.000

Berdasarkan hasil dari tabel 4.2, hasil dari uji normalitas pada ketiga
kelompok diperoleh data berdistribusi tidak normal dengan p (sig < 0.05). Jadi
dapat disimpulkan bahwa semua data dari ketiga kelompok berdistribusi tidak
normal. Selanjutnya dilakukan uji homogenitas dengan Levene Test, dengan

hasil sebagai berikut:
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Tabel 4.3 Hasil uji homogenitas dengan Levene Test

Levene Test Nilai P Keterangan

Diameter
0.814 Data Homogen
Mikroporositas
Berdasarkan hasil tabel 4.3, hasil uji homogenitas dengan nilai p 0.814

bahwa p > 0.05, maka varian data dapat dikatakan homogen.

Tabel 4.4 Kruskal Wallis Test

Kruskal Wallis Test ~ NilaiP Keterangan
Diameter 0.885 Perbedaan Tidak
Mikroporositas 1 Signifikan

Berdasarkan tabel Kruskal Wallis Test diatas didapatkan hasil p 0.885
yang dimana dapat p > 0.05. Jadi dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat
perbedaan yang signifikan antar kelompok perlakuan sehingga tidak perlu

dilakukan uji Post Hoc.

4.2 Pembahasan

Berdasarkan penelitian ini, terdapat pengaruh dari gel dan pasta
hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas platyrhychos domesticus)
terhadap mikroporositas email gigi tikus yang disebabkan oleh etsa asam
37%. Demineralisasi yang disebabkan oleh etsa asam 37% menyebabkan
porositas pada email gigi tikus wistar meningkat. Terbukanya prisma email
atau porositas tersebut akan meningkatkan kontak dengan penetrasi sediaan
pada permukaan email gigi yang akan menyebakan peningkatan kadar kristal

hidroksiapatit. Kristal hidroksiapatit ini akan mengendap pada prisma email
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dan sulit dilepas karena bentuk prisma email yang sempit serta adanya adhesi
polar. Akibatnya diperlukan kekuatan yang besar untuk memisahkan semua
atom yang telah Menyusun hidroksiapatit pada email gigi. Hal tersebut akan
mengakibatkan porositas email tertutup, permukaan email lebih halus, serta
kepadatan kristal hidroksiapatit meningkat, sehingga kekasaran pada email
yang telah terdemineralisasi akan menurun dan kekerasan pun juga meningkat

(Makmur dan Utomo, 2019).

Selisih diameter antar kelompok perlakuan tidak memiliki perbedaan
hasil ukuran  diameter. mikroporositas yang signifikan. Diameter
mikroporositas yang terkecil dimiliki oleh kelompok aplikasi menggunakan
CPP-ACP (0,0763 pm) yang dimana merupakan kelompok kontrol positif.
Jika dilihat dari gambaran permukaan ‘email gigi tikus wistar (Rattus
norvegicus) terlihat permukaan yang lebih halus dan remineralisasi yang
hampir menutupi seluruh permukaan email Gambar 4.1(c) dibandingkan
dengan gambaran permukaan email gigi tikus wistar (Rattus norvegicus) yang
diaplikasikan gel hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas
platyrhynchos domesticus) Gambar 4.1(a) dan pasta hidroksiapatit dari
cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos domesticus) Gambar 4.1(b).
Diameter mikroporositas tertinggi didapati pada kelompok perlakuan dengan
pasta hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos

domesticus) (0,1231 pm) Gambar 4.1(b) yang jika dilihat pada gambaran
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permukaan email tikus wistar (Rattus norvegicus) terlihat agak kasar dan

terlihat beberapa mikroporositas.

Ketiga kelompok tersebut memiliki kemampuan remineralisasi yang
setara, dimana pada gel hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas
platyrhynchos domesticus) dan pasta hidroksiapatit dari cangkang telur bebek
(Anas platyrhynchos domesticus) mengandung kalsium dan fosfor yang
merupakan mineral penting yang dapat meremineralisasi email gigi. CPP-
ACP merupakan bahan anti-karies yang dapat menekan proses demineralisasi
dan meningkatkan proses remineralisasi pada email gigi (Asmawati (2017);
Kathleen H et al. (2017)). Pada penelitian Dana (2020) juga menjelaskan
bahwa adanya pengaruh gel ekstrak cangkang telur bebek terhadap kadar
kalsium dan fosfor pada gigi dalam meningkatkan remineralisasi. Diperkuat
dengan penelitian Setyawati dan Silviana (2019) mengenai pengaruh pasta
cangkang telur yang mengandung kalsium dan fosfor terhadap email gigi.
Didapatkan hasil gambaran permukaan email setelah aplikasi pasta cangkang
telur yaitu terlihat berkurangnya kekasaran dan porositas, serta beberapa
porositas yang menutup dengan terlihatnya permukaan yang halus

dikarenakan adanya proses remineralisasi oleh pasta cangkang telur.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada kelompok perlakuan
dengan gel hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos
domesticus) Gambar 4.1(a) menunjukkan bahwa gambaran permukaan email

gigi tikus wistar (Rattus norvegicus) lebih halus dan tingkat porositas lebih
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sedikit dibandingkan dengan pasta hidroksiapatit dari cangkang telur bebek
(Anas platyrhynchos domesticus) Gambar 4.1(b). Hal tersebut disebabkan
karena gel memiliki daya lekat yang tinggi sehingga daya serap pada suatu
permukaan email gigi akan semakin maksimal. Gel juga merupakan sediaan
semipadat yang memiliki penetrasi paling baik dan meningkatkan
bioavailabilitas obat atau ekstrak. Gel juga bersifat hidrofilik sehingga lebih
mampu bertahan dan tidak mudah larut di rongga mulut (Rathod and Mehta,
2015). Selain itu, gel memiliki sifat dimana jika gel dapat melekat lebih dari
10 detik maka daya lekat gel dapat dikatakan baik (Putri dan Anung Anindhita,
2022). Jadi dapat dikatakan bahwa semakin tinggi daya lekat maka semakin

baik juga sediaan gel (Husnani dan al Muazham, 2017).

Hasil penelitian pada kelompok perlakuan pasta hidroksiapatit dari
cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos domesticus) pada Gambar 4.1(b)
terlihat bahwa permukaan email dari sampel terlihat agak lebih kasar dan
terlihat adanya mikroporositas dibandingkan dengan kelompok perlakuan
dengan gel hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos

domesticus) Gambar 4.1(a).

Pada kelompok perlakuan dengan CPP-ACP memiliki gambaran
permukaan email yang halus serta sangat sedikit terlihat mikroporositasnya
dimana remineralisasi terjadi sudah hampir menutupi seluruh permukaan
email gigi tikus wistar (Rattus norvegicus). Hal ini sejalan dengan teori yang

dipaparkan oleh Thierens et al. (2019) bahwa Casein Phosphopeptide dapat
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mengikat ion kalsium dan fosfat yang membentuk partikel nano dengan
Amorphous Calcium Phosphate yang nantinya akan dilepaskan saat CPP ACP
telah masuk ke prisma email, nantinya ion kalsium dan fosfat akan
mengendap di dalam prisma email. Selain melepaskan ion kalsium dan fosfat,
CPP ACP juga memiliki kemampuan mengikat kristal apatit sehingga

meningkatkan proses remineralisasi pada email gigi.

Ada beberapa faktor yang mempengaruhi aplikasi kelompok gel dan
pasta hidroksiapatit dari cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos
domesticus) adalah sebagai berikut, faktor pertama bisa dikarenakan tingkat
penetrasi dari ion kalsium kedalam mikroporositas, dimana tergantung pada
banyaknya sediaan saat pengaplikasian pada sampel dan besarnya porositas
pada lesi di permukaan email. Faktor kedua bisa dipengaruhi oleh lapang
pandang SEM saat pengambilan gambar permukaan email pada gigi tikus.
Selain itu juga dapat dipengaruhi oleh proses dari remineralisasinya itu
sendiri, seperti waktu pengaplikasian agen remineralisasi, supersaturasi
larutan terhadap gigi, laju endapan reaktan dan pH larutan. Jika faktor tersebut
tidak terpenuhi maka proses remineralisasi email akan terhambat

(Widyaningtyas et al., 2014).



BAB V

KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Dari hasil penelitian dan pembahasan diatas dapat disimpulkan bahwa:

Terdapat pengaruh pemberian gel dan pasta hidroksiapatit dari ekstrak
cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos domesticus) terhadap
mikroporositas email pada gigi tikus wistar (Rattus norvegicus). Sediaan
gel dan pasta hidroksiapatit dari ekstrak cangkang telur bebek (Anas
platyrhynchos ' domesticus) ~memiliki potensi atau kemampuan
remineralisasi yang setara dengan CPP-ACP merk GC Tooth Mousse
dalam menutup mikroporositas dan menghaluskan permukaan email gigi
yang terdemineralisasi, dimana sediaan gel hidroksiapatit dari cangkang
telur bebek (Anas platyrnynchos domesticus) memiliki kemampuan
remineralisasi yang lebih baik dibandingkan pasta hidroksiapatit dari

cangkang telur bebek (Anas platyrhynchos domesticus).

5.2 Saran

1.

Penelitian — selanjutnya  perlu  diperhatikan lapang pandang saat
pengambilan gambar SEM.
Penelitian selanjutnya disarankan perlu melakukan uji stabilitas dan

efektifitas pada sediaan.
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