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RINGKASAN

UJI SITOTOKSISITAS LARUTAN KOMBINASI NANO-
HIDROKSIAPATIT TULANG IKAN HARUAN (Channa striata) DAN
HIDROKSIKAVIKOL (Studi in vitro pada Sel Fibroblas NIH3T3)

Early Childhood Caries (ECC) merupakan suatu karies yang ditandai dengan
adanya satu atau lebih kerusakan pada permukaan gigi anak usia 5 tahun atau lebih
muda. Salah satu metode yang dapat dilakukan untuk mencegah terjadinya karies
adalah penggunaan pasta gigi dengan bahan aktif yang dapat bekerja secara
multipel sebagai agen antibakteri dan remineralisasi gigi. Bahan alternatif yang
dapat digunakan sebagai agen antibakteri dan remineralisasi ialah hidroksiapatit.
Pasta gigi yang mengandung 10% nano-hidroksiapatit memiliki kemampuan lebih
besar dalam remineralisasi pada lesi karies artifisial dibandingkan pasta gigi yang
mengandung fluoride dan novamin. Hidroksiapatit sebagai produk pencegah karies
masih memiliki keterbatasan dalam kemampuan antibiofilm sehingga diperlukan
penambahan bahan aktif yang memiliki kemampuan antibiofilm untuk
meningkatkan kerja hidroksiapatit. Bahan aktif yang memiliki mekanisme kerja
sebagai antibiofilm adalah hidroksikavikol yaitu senyawa fenol utama yang
terdapat dalam ekstrak daun sirih. Hidroksikavikol yang diisolasi dari ekstrak air
daun sirih menunjukkan aktivitas penghambatan terhadap patogen rongga mulut.
Nano-hidroksiapatit yang dikombinasikan dengan hidroksikavikol berpotensi
meningkatkan kemampuan antibiofilm yang dimiliki nano-hidroksiapatit sebagai
bisa dijadikan alternatif formulasi pasta gigi, sehingga diperlukan uji toksisitas
secara in vitro untuk mengetahui keamanan dari kombinasi dua bahan ini.

Penelitian ini bersifat true experimental dengan post test only with control group
design menggunakan 33 sampel yang terdiri dari 11 kelompok yang terdiri dari 5
kelompok perlakuan, 5 kontrol negatif, dan 1 kontrol positif. Kelompok perlakuan
meliputi nano-hidroksiapatit (nano-HAp), kombinasi nano-hidroksiapatit (nano-
HAp) 100 mg/ml dengan hidroksikavikol (HC) pada konsentrasi 0,125; 0,25; 0,5;
1 mg/ml. Kelompok kontrol negatif terdiri dari DMSO 1%, 0,75%, 0,625%,
0,5625%, 0,5%, dan kontrol positif terdiri atas sodium flouride 0,5 mg/ml.
Pengamatan absorbansi menggunakan ELISA reader dan dikonversi menggunakan
rumus %viabilitas sel. Hasil penelitian kemudian dilakukan uji normalitas
menggunakan Shapiro-wilk. Hasil menunjukkan p<0,05 yang berarti data tidak
terdistribusi normal. Data kemudian dilakukan uji Kruskal wallis dan menunjukkan
terdapat perbedaan bermakna pada masing-masing kelompok. Uji dilanjutkan
menggunakan uji Post-Hoc Mann-whitney yang menunjukkan terdapat perbedaan
signifikan pada kelompok Nano-HAp+HC 1 dengan Nano-HAp+HC 0,125, Nano-
HAp, DMSO 1%, dan DMSO 1%, kelompok Nano-HAp+HC 0,5 dengan Nano-
HAp, DMSO 1%, DMSO 0,75%, DMSO 0,625%, dan DMSO 0,5%, kelompok
Nano-HAp+HC 0,25 dengan Nano-HAp, DMSO 1%, DMSO 0,75%, DMSO
0,625%, dan DMSO 0,5%, kelompok Nano-HAp+HC 0,125 dengan Nano-HAp,
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DMSO 1%, DMSO 0,75%, DMSO 0,625%, dan DMSO 0,5%, kelompok Nano-
HAp dengan DMSO 1%, DMSO 0,625%, DMSO 0,5625%, dan DMSO 0,5%,
kelompok DMSO 1% dengan DMSO 1%, DMSO 0,75%, DMSO 0,625%, DMSO
0,5625%, dan DMSO 0,5%, kelompok DMSO 1% dengan DMSO 0,625%, DMSO
0,5625%, dan DMSO 0,5%, kelompok DMSO 0,625% dengan DMSO 0,5625%.
Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini adalah larutan kombinasi nano-
HAp dan HC bersifat toksik terhadap sel fibroblas NIH3T3.
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SUMMARY

CYTOTOXICITY TEST OF COMBINATION NANO-
HYDROXYAPATITE HARUAN FISH BONE (Channa striata) AND
HYDROXYCHAVICOL SOLUTIONS
(in vitro study to fibroblast NIH3T3 cell)

Early Childhood Caries (ECC) is a type of dental decay characterized by the
presence one or more lesions on the tooth of children aged 5 years or younger. One
preventive method for ECC is the use of toothpaste containing active ingredients
that function as antibacterial agents and promote remineralization of teeth. An
alternative material that can serve as both an antibacterial and remineralizing agent
is hydroxyapatite. 10% nano-hydroxyapatite toothpaste has a greater ability to
remineralize artificial carious lesions compared to fluoride and novamin-containing
toothpaste. Hydroxyapatite has limitations in its antibiofilm properties,
necessitating the addition of active ingredients with antibiofilm capabilities to
enhance its effectiveness. Hydroxycavicol, a phenolic compound found in betel leaf
extract, is one such active ingredient with biofilm-inhibiting mechanisms.
Hydroxychavicol, isolated from aqueous betel leaf extract has shown inhibitory
activity against oral pathogens. The combination of nano-hydroxyapatite with
hydroxycavicol could potentially enhance the antibiofilm efficacy of nano-
hydroxyapatite and could serve as an alternative toothpaste formulation. Therefore,
in vitro toxicity testing is required to assess the safety of this combination.

This study is a true experimental research with a post-test only with control group
design. It used using 33 samples, divided into 11 groups : 5 treatment groups, 5
negative control groups, and 1 positive control group. The treatment groups include
nano-hydroxyapatite (nano-HAp), a combination of nano-hydroxyapatite (nano-
HAp) 100 mg/ml with hydroxycavicol (HC) at concentrations of 0.125; 0.25; 0.5;
1 mg/ml. The negative control groups consisted of DMSO at concentration of 1%,
0.75%, 0.625%, 0.5625%, and 0.5%, while the positive control group consisted of
sodium fluoride at 0.5 mg/ml. Absorbance was measured using an ELISA reader
and converted using the cell viability percentage formula. The data were then tested
for normality using the Shapiro-Wilk test. The results showed p<0.05, indicating
that the data were not normally distributed. The data were then analyzed using a
Kruskal wallis, which showed significant differences among the groups. The
analysis was followed by a Post-Hoc Mann-Whitney test, which revealed
significant differences between groups Nano-HAp+HC 1 and Nano-HAp+HC
0.125, Nano-HAp, DMSO 1%, and DMSO 1%; between the group Nano-HAp+HC
0.5 and Nano-HAp, DMSO 1%, DMSO 0.75%, DMSO 0.625%, and DMSO 0.5%;
between the group Nano-HAp+HC 0.25 and Nano-HAp, DMSO 1%, DMSO
0.75%, DMSO 0.625%, and DMSO 0.5%; between the group Nano-HAp+HC
0.125 and Nano-HAp, DMSO 1%, DMSO 0.75%, DMSO 0.625%, and DMSO
0.5%; between the group Nano-HAp and DMSO 1%, DMSO 0.625%, DMSO
0.5625%, and DMSO 0.5%; between the group DMSO 1% and DMSO 1%, DMSO
0.75%, DMSO 0.625%, DMSO 0.5625%, and DMSO 0.5%; between the group
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DMSO 1% and DMSO 0.625%, DMSO 0.5625%, and DMSO 0.5%; and between
the group DMSO 0.625% and DMSO 0.5625%. The conclusion drawn from this
study is that the combination of nano-HAp and HC solution is toxic to NIH3T3

fibroblast cells.



ABSTRAK

UJI SITOTOKSISITAS LARUTAN KOMBINASI NANO-
HIDROKSIAPATIT TULANG IKAN HARUAN (Channa striata) DAN
HIDROKSIKAVIKOL (Studi in vitro pada Sel Fibroblas NIH3T3)

Aisyah Nur Zahra, Nurdiana Dewi, | Wayan Arya Krishnawan Firdaus

Latar Belakang: Tingginya prevalensi Early Childhood Caries (ECC)
memerlukan penanganan yang serius. Penanganan yang dapat dilakukan ialah
dengan mengidentifikasi agen pencegahan yang memiliki sifat antibakteri dan
antibiofilm. Kemampuan antibiofilm nano-hidroksiapatit relatif lemah sehingga
diperlukan penambahan hidroksikavikol untuk meningkatkan efektivitas
antibiofilm. Kombinasi bahan ini harus bersifat non-toksik, sehingga diperlukan
penelitian tentang uji toksisitas untuk menguji keamanan bahan-bahan tersebut.
Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis sitotoksisitas kombinasi nano-
hidroksiapatit tulang ikan haruan (Channa striata) dan hidroksikavikol pada sel
fibroblas NIH3T3 menggunakan metode uji CCK-8 (Cell Counting Kit-8) Metode:
Penelitian ini merupakan studi eksperimental murni, yang menggunakan desain
post test only with control group design. Satu kelompok perlakuan menggunakan
nano-hidroksiapatit (nano-HAp) dengan konsentrasi 100 mg/ml. Kelompok
perlakuan lain menggunakan nano-HAp 100 mg/ml yang kemudian
dikombinasikan dengan hidroksichavicol (HC) pada konsentrasi 0,125; 0,25; 0,5; 1
mg/ml dalam pelarut DMSO 1%, 0,75%, 0,625%, 0,5625% dan 0,5%. DMSO 1%,
0,75%, 0,625%, 0,5625% dan 0,5%. digunakan sebagai kontrol negatif dan sodium
fluoride 0,5 mg/ml digunakan sebagai kontrol positif. Absorbansi dibaca
menggunakan ELISA reader dan viabilitas sel dihitung. Hasil: Hasil uji Kruskal-
Wallis dan Post hoc Mann Whitney menunjukkan terdapat perbedaan bermakna
pada kelompok Nano-HAp+HC 1 dengan Nano-HAp+HC 0,125, Nano-HAp,
DMSO 1%, dan DMSO 1%, kelompok Nano-HAp+HC 0,5 dengan Nano-HAp,
DMSO 1%, DMSO 0,75%, DMSO 0,625%, dan DMSO 0,5%, kelompok Nano-
HAp+HC 0,25 dengan Nano-HAp, DMSO 1%, DMSO 0,75%, DMSO 0,625%, dan
DMSO 0,5%, kelompok Nano-HAp+HC 0,125 dengan Nano-HAp, DMSO 1%,
DMSO 0,75%, DMSO 0,625%, dan DMSO 0,5%, kelompok Nano-HAp dengan
DMSO 1%, DMSO 0,625%, DMSO 0,5625%, dan DMSO 0,5%, kelompok DMSO
1% dengan DMSO 1%, DMSO 0,75%, DMSO 0,625%, DMSO 0,5625%, dan
DMSO 0,5%, kelompok DMSO 1% dengan DMSO 0,625%, DMSO 0,5625%, dan
DMSO 0,5%, kelompok DMSO 0,625% dengan DMSO 0,5625%.

Kesimpulan : Larutan kombinasi nano-HAp dan HC bersifat toksik terhadap sel
fibroblas NIH3T3.

Kata kunci : nano-hidroksiapatit, hidroksikavikol, tulang ikan haruan, NIH3T3,
CCK-8 (Cell Counting Kit) assay
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ABSTRACT

CYTOTOXICITY TEST OF COMBINATION NANO-HYDROXYAPATITE
HARUAN FISH BONE (Channa striata) AND HYDROXYCHAVICOL
SOLUTIONS (in vitro study to fibroblast NIH3T3 cell)

Aisyah Nur Zahra, Nurdiana Dewi, | Wayan Arya Krishnawan Firdaus

Background: The high prevalence of Early Childhood Caries (ECC) requires
serious treatment. Research is required to identify natural-based preventative
caries agents which has antibacterial and anti-biofilm properties. The anti-biofilm
capacity of nano-hydroxyapatite (nano-HAp) is relatively weak; thus, the addition
of hydroxychavicol (HC) may enhance its efficacy. This combination of ingredients
must be non-toxic, so it is necessary to carry out research on toxicity tests to test
the safety of the ingredients. Objective: This study aims to analyze the cytotoxicity
of a combination of nano-hydroxyapatite derived from haruan fish (Channa striata)
and hydroxychavicol solutions on NIH3T3 fibroblast cells using the CCK-8 (Cell
counting kit-8) assay method. Methods: This study is a true experimental study,
which using posttest-only with control group design. The group, treated with
hydroxyapatite nanoparticles (nano-HAp) with a concentration of 100 mg/ml.
nano-HAp was then combined with hydroxycavicol (HC) at a concentration of
0.125;0.25; 0,5;1 mg/ml in 1%, 0,75%, 0,625%, 0,5625% dan 0,5% DMSO solvent.
DMSO 1%, 0,75%, 0,625%, 0,5625% dan 0,5% was used as a negative control and
sodium fluoride 0.5mg/ml was used as a positive control. Absorbance was read
using ELISA reader and cell viability was calculated. Results: The Kruskal-Wallis
test and Post hoc Mann Whitney test results show significant differences between
the group Nano-HAp+HC 1 and Nano-HAp+HC 0.125, Nano-HAp, DMSO 1%,
and DMSO 1%; between the group Nano-HAp+HC 0.5 and Nano-HAp, DMSO 1%,
DMSO 0.75%, DMSO 0.625%, and DMSO 0.5%; between the group Nano-
HAp+HC 0.25 and Nano-HAp, DMSO 1%, DMSO 0.75%, DMSO 0.625%, and
DMSO 0.5%; between the group Nano-HAp+HC 0.125 and Nano-HAp, DMSO 1%,
DMSO 0.75%, DMSO 0.625%, and DMSO 0.5%; between the group Nano-HAp
and DMSO 1%, DMSO 0.625%, DMSO 0.5625%, and DMSO 0.5%; between the
group DMSO 1% and DMSO 1%, DMSO 0.75%, DMSO 0.625%, DMSO 0.5625%,
and DMSO 0.5%; between the group DMSO 1% and DMSO 0.625%, DMSO
0.5625%, and DMSO 0.5%; and between the group DMSO 0.625% and DMSO
0.5625%. Conclusion: The combination of nano-HAp and HC solution is toxic to
NIH3T3 fibroblast cells.

Keywords: nano-hydroxyapatite, hydroxychavicol, haruan fish bone, NIH3T3 cell,
CCK-8(Cell Counting Kit) assay
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