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ABSTRAK 

 

Fibroblas berperan dalam proses penyembuhan luka dengan pembentukan 

pembuluh darah, penggerakan serta proliferasi, deposit matriks ekstraseluler dan 

remodeling jaringan. Pada penyembuhan luka, netrofil dan makrofag akan mengalami 

peningkatan penggunaan oksigen sehingga memproduksi ROS, peningkatan produk ini 

akan menyebabkan stres oksidatif pada fibroblas yang akan mempengaruhi proses 

migrasi dan proliferasi selama proses penyembuhan luka. Kandungan gugus amino (-

NH2) dan gugus hidroksil (-OH) pada nano kitosan mampu mengurangi stres oksidatif  

fibroblas. Penelitian bertujuan untuk mengetahui kemampuan nano kitosan X. gideon 

dalam menurunkan produksi ROS fibroblas. Penelitian terbagi menjadi enam kelompok 

terdiri dari kontrol negatif (H2O2), kontrol pembanding, kontrol asam askorbat, nano 

kitosan konsentrasi 200, 400, dan 600 µg/mL. Produksi ROS dilihat menggunakan probe 

2′,7′-Dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA). Produksi fibroblas 

diperlihatkan dengan intensitas fibroblas terflouresen hijau dihitung menggunakan 

software image J. Rerata produksi ROS pada kelompok nano kitosan 200, 400, dan 600 

µg/mL berbeda signifikan dengan kontrol negatif (p<0,05), sedangkan yang diberikan 

asam askorbat tidak  signifikan (p>0,05) dengan perlakuan 200 dan 600 µg/mL, namun 

signifikan dengan nano kitosan 400 µg/mL. Nano kitosan X. gideon mampu menurunkan 

produksi ROS fibroblas pada konsentrasi 400 µg/mL. 

 

Kata Kunci: Nano Kitosan, X. gideon, ROS, Fibroblas, Fluoresen 
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ABSTRACT 

 

Fibroblasts play a role in wound healing by forming blood vessels, mobilizing and 

proliferation, depositing extracellular matrix and tissue remodelling. In wound healing, 

neutrophils and macrophages will experience an increase in oxygen use, resulting in ROS 

production. An increase in these products will cause oxidative stress in fibroblasts, affecting 

the migration and proliferation processes during the wound healing process. The content of 

amino groups (-NH2) and hydroxyl groups (-OH) in nano chitosan can reduce fibroblast 

oxidative stress. This study aimed to determine the ability of X. gideon nano chitosan to 

reduce fibroblast ROS production. The study was divided into six groups: negative control 

(H2O2), control control, ascorbic acid control, and nano chitosan concentrations of 200, 

400 and 600 µg/mL. ROS production observes using the 2′,7′-Dichlorodihydrofluorescein 

diacetate (H2DCF-DA) probe. The intensity of greenfluorescent fibroblasts calculated using 

Image J software showed the production of fibroblasts. The mean ROS production in the 

200, 400, and 600 µg/mL nano-chitosan groups was significantly different from the negative 

control (p<0.05), whereas those given ascorbic acid were insignificant. (p>0.05) with 200 

and 600 µg/mL treatments, but significant with 400 µg/mL nano chitosan. X. gideon nano 

chitosan reduced fibroblast ROS production at 400 µg/mL concentration. 

 

Keywords: Nano Chitosan, X. gideon, ROS, Fibroblasts, Fluorescent 

 

 

I. PENDAHULUAN 

Fibroblas merupakan sel yang 

umum ditemukan dalam jaringan ikat 

(Gabbott dan Sun, 2018), serta memiliki 

kemampuan untuk memproduksi substansi 

protein serat dan substansi dasar yang 

penting dalam proses penyembuhan luka 

(Kurniawati et al., 2015). Selama 

penyembuhan luka, fibroblas berperan 

dalam proses fibroplasia, yang  melibatkan 

pembentukan pembuluh darah baru, 

migrasi dan proliferasi fibroblas, deposisi 

matriks ekstraseluler, serta organisasi 

jaringan fibrous (Masir et al., 2012). 

Fibroblas bertanggung jawab dalam 

memproduksi matriks ekstraseluler yang 

membentuk jaringan ikat dan berperan 

penting pada proses penyembuhan luka 

(Gabbott dan Sun, 2018). 

Luka terjadi akibat terputusnya 

kontinuitas jaringan baik oleh trauma 

akibat benda, suhu, bahan kimia, ledakan, 

aliran listrik ataupun gigitan hewan 

(Yuslianti et al., 2015; Gonzales et al., 

2016). Pada bidang kedokteran gigi, luka 

dapat terjadi akibat tindakan seperti 

pencabutan, pembedahan, dan 

pembersihan karang gigi (Ekmekcioglu 

dan Unur, 2017). Selain itu, luka dapat pula 

ditimbulkan akibat adanya perubahan 

patologis, seperti ulkus dekubitalis, ulkus 

traumatikus, periodontitis, dan gingivitis 

(Anura, 2014). Sebagai respon terhadap 

luka, tubuh mengalami proses 

penyembuhan (Gonzales et al., 2016). 

Ada empat fase dalam  

penyembuhan luka yaitu, fase hemostasis, 

inflamasi, proliferasi, dan maturation  
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(Patil dan Leipzig, 2018). Fase inflamasi 

terjadi hampir bersamaan dengan fase 

hemostasis, terjadi proses pembekuan 

darah dan infiltrasi sel-sel inflamasi. Fase 

proliferatif ditandai dengan proliferasi dari 

fibroblas, granulasi, kontraksi, dan 

epitelisasi. Fase terakhir adalah fase 

maturasi atau pemulihan jaringan yang 

diakhiri dengan terbentuknya jaringan parut 

(Gonzales et al., 2016). 

Selama proses penyembuhan luka, 

sel-sel inflamasi akan mengalami 

peningkatan pada penggunaan oksigen 

sehingga akan memproduksi ROS yaitu 

superoksida dan hidrogen, yang 

mempunyai peran sebagai bakterisidal 

untuk membantu membunuh patogen serta 

pensinyalan intraseluler seperti 

menginduksi vascular endothelial growth 

factor (VEGF) dalam meningkatkan proses 

angiogenesis peroksida (Arief dan Widodo, 

2018). Pada jumlah yang rendah, ROS 

memiliki efek menguntungkan terhadap 

beberapa proses fisiologis tubuh seperti 

dalam proses penyembuhan luka, 

meregulasi reaksi reduksi-oksidasi, serta 

dapat melawan patogen yang menginvasi 

tubuh (Bhattacharyya et al., 2014). Namun, 

ROS dalam kadar yang terlalu tinggi dapat 

menyebabkan prooksidan meningkat dan 

dapat mengarahkan sel untuk mengalami 

stres oksidatif, yaitu suatu kondisi saat 

terjadinya kelebihan produksi ROS dan 

defisiensi dari antioksidan enzimatik, 

menyebabkan ketidakseimbangan antara 

jumlah prooksidan dan antioksidan pada 

sel (Phaniendra et al., 2015). Keadaan ini, 

dapat mengganggu fungsi komunikasi 

antar sel dan menyebabkan terjadinya 

kerusakan pada jaringan sehingga 

mengganggu proses penyembuhan luka, 

seperti memperpanjang fase inflamasi dan 

juga menghambat proses proliferasi serta 

pembentukan kolagen oleh fibroblas 

(Pisoschi dan Pop, 2015). 

Kitosan merupakan turunan kitin 

yang memiliki aplikasi yang luas (Sudha et 

al., 2015). Kitosan merupakan amina 

polisakarida yang dihasilkan melalui 

proses deasetilasi kitin. Kitosan 

mempunyai sifat non-toksik, 

biodegradable, biokompatibel, dan bioaktif 

sehingga aman untuk diaplikasikan dalam 

berbagai bidang kehidupan (Sudha et al., 

2015), serta aplikasi kitosan secara 

biomedis sangat bermanfaat sebagai 

pengantar obat, agen antibakteri, dan 

antioksidan (Cheung et al., 2015). 

Kitosan dapat diperoleh dari hasil 

pengolahan limbah cangkang udang, 

kepiting, kapang, dan serangga (Komariah 

et al., 2017), seperti kumbang tanduk 

(Xylotrupes gideon), yaitu serangga  

merugikan yang dapat dimanfaatkan 

menjadi produk ekonomis seperti kitosan 

(Komariah dan Astuti, 2012). Tujuan 

penelitian ini untuk mengetahui efek 
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pemberian nano kitosan X. gideon dalam 

menurunkan produksi ROS fibroblas. 

 

II. METODE 

A. Alat dan Bahan  

X. gideon diperoleh dari daerah 

Cangkurawok, Damaga, Balumbang Jaya, 

Bogor Jawa Barat. X. gideon dikeringkan 

dengan dijemur selama lima hari hingga 

kering, setelah X. gideon kering dilakukan 

proses demineralisasi menggunakan HCL 

1N (v/v) (Cat No. 1.00317.2500, Merck, 

Jerman), deproteinisasi dengan NaOH 3N 

(b/v), (Cat No. 106498.0500, Merck®, 

Jerman), dekolorisasi NaOCl 4 % (v/v) (Cat 

No. 105614, Frankfurter®), dan deasetilasi 

NaOH 50% (b/v) (Cat No. 106498.0500, 

Merck®, Jerman) (Komariah, 2013). 

Pembuatan nano kitosan dengan 

menggunkan asam asetat 1-2% v/v (CAS 

64-19-7, Merck®, Jerman), tween 80 0,1% 

v/v (CAS 9005-65-6, Merck®, Prancis), 

sodium tripolifosfat (CAS 7758-29-4, 

Sigma-aldrich®, USA). Pewarnaan 

flourensensi hijau ROS menggunkan 2,7-

Dichlorofluorescin Diacetate (H2DCF-

DA, CAS 4091-99-0, Santa cruz®, USA), 

dulbecco′s Modified Eagle′s Medium-high 

glucose (DMEM, D5796, Sigma-aldrich®, 

Jerman), phosphate Buffer Saline (PBS, 

Gibco™ 10010023, Swedia), fetal bovine 

serum (FBS, Gibco™ 16000044, Swedia), 

hidrogen peroksida (H2O2, CAS 7722-84-1, 

Merck®, Jerman). Penelitian dilakukan di 

Laboratorium Terpadu Yarsi dengan 

standar ISO 17025. 

 

B. Pembuatan Nano Kitosan  

Gelasi ionik merupakan metode 

yang digunakan untuk membuat nano 

kitosan menggunakan magnetic stirrer 

(IKA™ RH Basic 2, Jerman). Kitosan 

berupa serpihan ditimbang sebanyak 1,5 g, 

kemudian dilarutkan dalam asam asetat 

1,5% sebanyak 50-100 ml. Tambahkan 

aqua bidestilata hingga 500 mL dan 

masukkan magnetic bar (3 cm), lakukan 

pengadukan selama 2 jam lalu dimasukkan 

tween 80 (0,1%) sebanyak 0,1 ml, aduk 

kembali selama 30 menit, setelah itu 

dimasukkan STPP 0,1% sebanyak 100 ml 

tetes demi tetes, aduk larutan selama 30 

jam (Komariah, 2020).  

Proses terakhir dilakukan 

netralisasi menggunakan NaOH 10%, 

hingga pH netral. Pengenceran dilakukan 

dari larutan stok serum nano kitosan 

dengan konsentrasi 3000 µg/mL yang 

diencerkan menjadi larutan uji. Pembuatan 

dari kitin hingga menjadi serum nano 

kitosan dapat dilihat pada Gambar 1. 

Fibroblas yang digunakan berasal 

dari kulit manusia yang diperoleh dari 

Biorepositori Pusat Penelitian Sel Punca, 

Universitas Yarsi, Indonesia. Fibroblas dari 

biorepositori ditanam dan diinkubasi pada 

suhu 37°C dengan 5% CO2 selama 24 jam. 

Setelah 24 jam, media pertumbuhan 
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fibroblas digantikan dengan media yang 

mengandung DMEM, 10% FBS, dan 

antibiotik antimikotik.  

 

Gambar 1. Proses pembuatan kitin X. 

gideon menjadi nano kitosan  

 

Pada uji ROS kelompok penelitian 

terbagi menjadi 6 kelompok yaitu, 

kelompok tanpa H2O2 (sebagai kelompok 

pembanding), kelompok dengan H2O2 

tanpa perlakuan (kontrol negatif), 

kelompok dengan antioksidan non 

enzimatik asam askorbat (kontrol positif) 

dan kelompok perlakuan yang diberikan 

nano kitosan X gideon konsentrasi 200, 

400, dan 600µg/mL.  

Uji produksi ROS dilakukan 

dengan penanaman fibroblas sebanyak 

10.000 sel/well dan diinkubasi selama 24 

pada suhu 37℃ serta 5% CO2. Setelah 24 

jam, media pertumbuhan fibroblas 

digantikan dengan media yang 

mengandung DMEM, 10% FBS, dan 1% 

Penicillin. Lima kelompok diberikan stres 

oksidatif menggunakan H2O2 dengan 

konsentrasi 100 𝜇M dan diinkubasi kembali 

selama 1 jam. Kelompok yang telah 

diberikan stressor diberikan asam askorbat 

(vitamin C), kelompok negatif tanpa 

diberikan nano kitosan, sedangkan 

kelompok perlakuan diberikan nano 

kitosan dengan konsentrasi 200, 400, dan 

600 µg/mL, lalu  diinkubasi selama 3 jam. 

Dilakukan pencucian dengan 1X PBS satu 

kali, setelah itu H2DCF-DA ditambahkan 

ke masing-masing media kultur dengan 

konsentrasi 10 μM dilanjutkan dengan 

inkubasi 37℃ selama 30 menit dalam 

gelap. Kemudian pencucian kembali 

dengan 1X PBS dan dilihat dengan 

mikroskop fluoresens (mikroskop 

fluoresens Zeiss Observer Z.1, Jerman). 

Foto hasil pengamtan  dianalisis untuk 

menghitung fraksi keseluruhan dari sel 

terflouresensi hijau menggunakan Image J 

Software (Veronica et al., 2021). 

Persentase sel penghasil ROS adalah sel 

dengan intensitas flouresen warna hijau 

dibagi dengan jumlah total sel dikalikan 

100 (Gouzos et al., 2020). 

 

C.  Analisis Data 

Data pengamatan dengan Image J 

dilakukan uji normalitas, jika p>0,05 

dilanjut dengan uji parametrik ONEWAY 

ANOVA, jika ada perbedaan signifikan 

dilakukan uji post hoc Tukey. 

 

III. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Hasil uji memperlihatkan 

kelompok fibroblas yang diberikan 

stressor sebagai kontrol negatif dengan 
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kelompok pembanding tanpa stressor 

(p<0,05) terjadi peningkatan intensitas sel 

yang terflouresen hijau (produksi ROS) 

sebesar 53,53%. Sel secara alami akan 

membentuk radikal bebas sebagai akibat 

dari reaksi enzimatis dan nonenzimatik 

(Nita dan Grzybowski, 2016). Produksi 

ROS pada kondisi normal, terbentuk 

dalam jumlah sedikit dibandingkan pada 

saat mengalami stres oksidatif, hal ini 

dikarenakan produksi ROS dalam jumlah 

normal hanya digunakan sebagai 

bakterisida dan fungisida serta berperan 

dalam mengatur pertumbuhan sel (Juan et 

al., 2021). 

Hasil induksi H2O2 pada fibroblas 

terbukti mampu meningkatkan 

pembentukan ROS dengan tingkat 

intensitas sel terflouresen hijau yang 

tinggi. H2O2 merupakan molekul 

menembus dinding sel dan bersifat reaktif 

dalam menghasilkan radikal hidroksil 

melalui reaksi Fenton akan mengubah Fe2+ 

atau Cu+ menjadi OH (Tsuneda dan 

Fenton, 2020). Stres oksidatif akibat 

peningkatan produksi ROS memberikan 

efek pada fibroblas seperti terganggunya 

migrasi, proliferasi, dan sintesis dari 

matriks ekstraseluler (Deng et al., 2021). 

Kelompok yang diberikan asam 

askorbat menunjukkan nilai p<0,05 

dengan kelompok yang hanya diberikan  

stressor, pemberian asam askorbat mampu 

menurunkan intensitas sel terflouresen 

hijau  sebesar 39.56%. Asam askorbat 

adalah antioksidan non enzimatik yang 

dapat mendonasi elektron serta mencegah 

suatu senyawa berikatan dengan radikal 

bebas (Wibawaa et al., 2020), sehingga 

mampu menurunkan produksi ROS 

dengan intensitas sel terflouresen hijau 

yang menurun. 

Kelompok yang diberikan nano 

kitosan pada konsentrasi 200, 400, dan 

600 µg/mL berbeda signifikan dengan 

kelompok yang diberikan stressor tanpa 

pemberian nano kitosan, pemberian nano 

kitosan mampu menurunkan intensitas sel 

terflouresen hijau berturut-turut sebesar 

17,41%, 52,59% dan 37,47%. Kelompok 

nano kitosan konsentrasi 400 µg/mL dan 

konsentrasi 600 µg/mL tidak 

memperlihatkan perbedaan signifikan 

p=0,219, namun konsentrasi 400 µg/mL 

mampu menurunkan intensitas sel 

terflouresen hijau sebesar 10,99% 

dibandingkan dengan kelompok nano 

kitosan 600 µg/mL. 

Kelompok kontrol positif yang 

diberikan asam askorbat tidak 

menunjukan tidak ada perbedaan 

signifikan p=1,000 dengan kelompok 

yang diberikan nano kitosan konsentrasi 

400 µg/mL, namun pemberian nano 

kitosan 400 µg/mL menunjukkan 

peningkatan intensitas sel terflouresen 

hijau sebesar 8.44% dibandingkan dengan  

kelompok yang diberikan asam askorbat 
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(Tabel I). 

Kitosan merupakan bahan alam 

yang dapat diperoleh dari beberapa hewan 

laut dan serangga seperti kumbang tanduk. 

Bentuk kitosan dapat dimodifikasi secara 

fisik dengan metode gelasi ionik menjadi 

partikel nano dengan ukuran berkisar 

antara 296.75-302.75 nm (Komariah, 

2020). Pengecilan partikel mempermudah 

kitosan untuk berdifusi dalam mengantar 

suatu bahan aktif ke dalam sel. 

Kemampuan kitosan dalam menurunkan 

produksi ROS melalui dua gugus reaktif 

amino (-NH2) dan hidroksil (-OH) sebagai 

gugus fungsional antioksidan, sehingga 

mampu menurunkan aktivitas H2O2, O2-, 

dan OH- melalui pengikatan ion radikal 

bebas (Ilina dan Varlomov, 2016). Gambar  

2 memperlihatkan hasil pengamatan 

intensitas flouresen hijau pada fibroblas 

menggunakan mikroskop fluoresens Zeiss 

Observer Z.1. 

Peningkatan produksi ROS yang 

terlalu tinggi dapat menyebabkan 

terhambatnya fibroblas dalam membentuk  

matriks ekstraseluler yang mengakibatkan 

proses penyembuhan luka terganggu. 

Fibroblas pada proses penyembuhan luka 

berperan dalam membentuk protein 

berupa serat kolagen, elastin, dan retikulin 

serta beberapa substansi dasar seperti 

glikosaminoglikan dan proteoglikan yang 

menyusun suatu matriks ekstraseluler 

(Irawan, 2018). Ketidakutuhan dari 

matriks yang terbentuk akan menghambat 

terjadinya proses penyembuhan luka 

(Wells dan Nuschke, 2016). 

Hasil penelitian memperlihatkan 

pemberian nano kitosan kumbang tanduk 

dapat menurunkan produksi ROS pada, 

konsentrasi efektif 400 µg/mL 

dibandingan dengan konsentrasi tertinggi 

(600 µg/mL). Konsentrasi zat yang 

terabsorbsi terlalu tinggi maka permukaan 

pori adsorben akan menjadi jenuh 

sehingga zat yang belum terabsorbsi akan 

terus berdifusi keluar pori (Padayatty et 

al., 2022). 

 

Tabel I. Intensitas sel terflouresen hijau 

Kelompok Jumlah sampel (n) Rerata Intensitas sel (%) p value 

Kontrol negatif 7 26.32 ± 1,90 

p < 0,05 

Kontrol pembanding 7 56.64 ± 1,04 

Kontrol positif 7 34.24 ± 4,57 

NK 200 µg/ml 7 46.78 ± 4,39 

NK 400 µg/ml 7 37.12 ± 1,88 

NK 600 µg/ml 7 41.20 ± 3,14 
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Gambar 2. Pengaruh pemberian nano kitosan pada produksi ROS fibroblas, diukur 

menggunakan probe H2DCF-DA (hijau). Panah merah ROS fibroblas dengan 

intensitas flouresensi sel berwarna hijau; A. kelompok tanpa pemberian stressor; 

B. Kelompok yang diberikan stressor; C. Kelompok kontrol positif; D. 

Kelompok dengan nano kitosan 200; E. 400; F 600 µg/mL. Pengamatan pada 

pembesaran 100X 

 

IV. KESIMPULAN 

Nano kitosan X. gideon dapat  

menurunkan produksi ROS fibroblas 

setelah diinduksi stressor hidrogen 

peroksida, pada konsentrasi efektif 400 

µg/ml. Penelitian merupakan penelitian 

mandiri. 
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