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ABSTRACT 

 
Three-dimensional scaffolds play a crucial role in supporting cell growth and tissue regeneration, especially in bone 

regenerative applications. Their utilization in dentistry demands effective cytotoxicity assessment, particularly for sponge-

shaped scaffolds with a unique porous structure fostering a complex environment for cell growth. Therefore, the imperative 

lies in selecting cytotoxicity testing methods suitable for these characteristics. Relevant methods for such scaffolds include 

MTS, Alamar Blue, ATP, CCK-8, and MTT assays. MTS assay efficiently measures cell viability in a three-dimensional setting, 
while Alamar Blue and CCK-8 assays, with their water-soluble nature and high reproducibility, prove advantageous. ATP 

assay provides direct insights into cellular metabolic activity, and MTT assay assesses cell viability based on enzymatic 

capabilities. Due to their water-soluble characteristics, minimizing additional extraction steps, and ensuring high 

reproducibility, Alamar Blue and CCK-8 emerge as the most fitting options for cytotoxicity assessment in dentistry's sponge-

shaped scaffolds. 
 

Keywords: Biomaterial Scaffold, Porous Sponge Biomaterial, Cytotoxicity Testing Methods. 

 

PENDAHULUAN 
Scaffolds merupakan struktur biomaterial 3 dimensi 

yang digunakan sebagai media penyangga yang 

mendukung pertumbuhan sel, regenerasi jaringan atau 

organ, bahkan perbaikan jaringan tulang destruktif.1  

Biomaterial scaffolds memiliki peran krusial dalam 
membentuk lingkungan yang mendukung pertumbuhan 

dan diferensiasi sel dalam berbagai aplikasinya, termasuk 

regenerasi tulang, kartilago, dan pembuatan organ 

buatan.2 Scaffold yang digunakan dalam dunia medis 

umumnya memiliki karakteristik seperti mampu 
memfasilitasi adhesi sel, membantu pertumbuhan sel serta 

memungkinkan terjadinya pembelahan sel, 

biokompatibel, biodegradable, porositas harus cukup 

tinggi untuk tempat adhesi sel dan regenerasi matriks  

ekstraseluler serta struktur yang berpori memungkinkan 
terjadinya pembentukan jaringan yang homogen, 

memiliki sifat mekanik yang sesuai dengan jaringan 

gingiva yang diperbaiki, template 3D membantu 

pembentukan jaringan baru, serta permukaan sesuai untuk 

penempelan sel, proliferasi dan differensiasi.3 
Scaffold  dalam bidang kedokteran gigi saat ini 

banyak digunakan dalam rongga mulut pasien untuk 

penyembuhan jaringan lunak maupuin keras. Scaffold ini 

diaplikasikan dalam rongga mulut dan ditinggalkan agar 

terserap dengan sendirinya. Sebelum diterapkan secara 
luas dalam konteks kedokteran gigi, setiap biomaterial 

medis diwajibkan menjalani sejumlah tahap pengujian, 

salah satunya melibatkan pengujian sitotoksitas in vitro. 

Tujuannya adalah untuk menjamin aspek keamanan dan 

kompatibilitas biologisnya.4 Meskipun terdapat beragam 
jenis uji sitotoksisitas yang dapat digunakan, namun tidak 

semuanya cocok untuk semua jenis bentuk biomaterial.  

Pada biomaterial berbentuk spons, perlu diperhatikan 

bagaimana adaptasi jenis uji sitotoksisitas tersebut 

terhadap karakteristik struktur berporus.5 Oleh karena itu, 
artikel ini bertujuan untuk membahas jenis uji 

sitotoksisitas yang efektif dan sering digunakan untuk 

biomaterial scaffold berbentuk spons, yang bertujuan  

 

memberikan panduan kepada peneliti dalam melakukan 
penelitian yang akurat dan terfokus. 

Beberapa metode uji sitotoksisitas yang sesuai untuk 

scaffolds biomaterial berbentuk spons antara lain adalah 

MTS Assay, Alamar blue Assay, ATP Assay, CCK-8 

Assay, dan MTT Assay. MTS Assay adalah metode uji 
keberlangsungan sel, mengukur viabilitas dengan 

mengubah senyawa MTS menjadi bentuk berwarna yang 

diukur spektrofotometri.6 Alamar Blue Assay adalah 

metode uji keberlangsungan sel yang menggunakan 

senyawa resazurin, diubah oleh sel hidup menjadi 
resorufin, memberikan perubahan warna yang diukur 

spektrofotometri.7 ATP Assay merupakan metode 

mengukur kadar ATP, memberikan informasi langsung 

tentang aktivitas metabolik dan keberlangsungan sel.8 

CCK-8 Assay merupakan Uji keberlangsungan sel dengan 
senyawa WST-8, memberikan hasil sensitif tentang 

viabilitas sel.9 MTT Assay merupakan metode uji 

viabilitas sel, menggunakan senyawa MTT yang diubah 

menjadi kristal berwarna oleh sel hidup, mengukur 

aktivitas metabolik dan keberlangsungan sel.10  
 

METODE UJI SITOTOKSISITAS 

Pengujian sitotoksisitas adalah metode evaluasi yang 

digunakan untuk mengukur sejauh mana biomaterial dapat 

memengaruhi reaksi sel hidup ketika digunakan sebagai 
implant atau dalam konteks kultur sel. Pengujian ini 

mencakup pengamatan terhadap keberlangsungan hidup 

sel serta kemampuan sel untuk berkembang dalam 

kehadiran bahan biomaterial tersebut.  

Uji sitotoksisitas yang efektif digunakan untuk menguji 
biomaterial berbentuk spons scaffold antara lain 

a. MTS Assay 

Uji MTS (Metode Kolorimetri 5-(3-

karboksimetoksifenil)-2-(4,5-dimetil-tiazolil)-3-(4-

sulfophenil) inner salt) adalah metode kolorimetri yang 
mengukur viabilitas sel dengan mengubah garam 

tetrazolium menjadi formazan berwarna melalui aktivitas  

mitokondria sel hidup.11 Kuantitas formazan yang 
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dihasilkan berkaitan dengan jumlah sel hidup dalam kultur 

dan dapat diukur pada panjang gelombang 492 nm 
menggunakan spektrofotometer.12 

Sejumlah penelitian terdahulu telah mengonfirmasi 

bahwa uji MTS memiliki karakteristik yang sesuai sebagai 

sistem pengukuran yang efisien, akurat, dan mampu 

memberikan indikasi toksisitas secara cepat.13 Dalam 
konteks pengujian biomaterial berbentuk spons, uji MTS 

dapat menjadi pilihan yang sesuai untuk mengukur 

viabilitas sel dalam sistem kultur tiga dimensi (3D), 

seperti yang ditemukan pada bahan berbentuk spons. Hal 

ini karena uji MTS memiliki keunggulan dalam 
pengukuran sel hidup dalam lingkungan kultur sel yang 

lebih kompleks dibandingkan dengan kultur sel dua 

dimensi (2D).14 

Uji MTS memiliki potensi kekurangan yang perlu 

dipertimbangkan, termasuk pengaruh waktu inkubasi, 
jenis sel, jumlah sel, dan proporsi reagen MTS terhadap 

sel. Penelitian terdahulu menunjukkan hubungan linear 

antara waktu inkubasi dan absorbansi selama waktu 

inkubasi singkat hingga 5 jam, yang menyarankan bahwa 

uji ini mungkin kurang sesuai untuk pengukuran yang 
memerlukan hasil segera.15 Variabilitas respons sel 

berdasarkan jenis dan jumlah sel juga memengaruhi hasil, 

sehingga perhatian khusus terhadap kondisi eksperimental 

sangat penting. Pengaturan yang tepat terhadap proporsi 

reagen MTS juga menjadi faktor kunci untuk memastikan 
hasil yang konsisten. Oleh karena itu, dalam pemilihan 

metode pengukuran sitotoksisitas, aspek karakteristik 

bahan dan jenis sel serta kebutuhan eksperimental harus 

diperhitungkan.16  

b. Alamar Blue Assay 
Metode Alamar Blue, yang juga dikenal sebagai uji 

reduksi resazurin, merupakan teknik yang mengevaluas i 

viabilitas dan proliferasi sel dalam berbagai jenis sel 

manusia dan hewan, termasuk bakteri dan fungi.17 Teknik 

ini memanfaatkan perubahan warna dari pewarna biru 
resazurin yang awalnya nonfluorescent menjadi warna 

merah muda yang sangat berfluoresensi, resorufin. 

Transformasi ini dipacu oleh berbagai enzim seluler, 

seperti diaphorases dan enzim mitokondria. Perubahan ini 

menjadi indikator yang berkorelasi dengan jumlah sel 
hidup.18 Resazurin berperan sebagai penerima elektron 

perantara dalam rantai transportasi elektron seluler, 

menggantikan peran oksigen molekuler. Pewarna ini aman 

digunakan dan mudah meresap ke dalam sel tanpa 

mengganggu proses seluler dari sel tersebut. Pada saat 
resazurin memasuki sel, ia mengalami reduksi menjadi 

resorufin, yang mengakibatkan perubahan warna yang 

mencolok dan dapat diukur.19 Kuantitas resorufin yang 

dihasilkan menjadi tolok ukur untuk menentukan jumlah 

sel yang hidup. Pengukuran ini dapat dilakukan dengan 
menggunakan pembaca mikro yang dilengkapi dengan 

filter eksitasi 560 nm dan emisi 590 nm.20 Keunggulan 

dari Alamar Blue adalah kemampuannya yang sangat 

sensitif, serta sifat non radioaktifnya, larut dalam air (yang 

menghilangkan kebutuhan akan langkah-langkah 
pencucian tambahan), dan kemampuannya untuk 

dideteksi melalui spektroskopi absorbansi atau 

fluoresensi.21  

Berkaitan dengan konteks pengujian biomaterial 

berbentuk spons, Alamar Blue merupakan solusi yang 
efisien dikarenakan memiliki karakteristik watersoluble. 

Hal ini berarti pengujian biomaterial tersebut tidak 

memerlukan langkah ekstraksi atau pemrosesan 

tambahan, yang biasanya diperlukan dalam metode lain. 

Keunggulan ini sangat bermanfaat dalam mengatasi 

kompleksitas struktur biomaterial spons yang seringkali 

dihadapi dalam penelitian dengan uji lain.22 Sama seperti 
jenis pengujian yang lainnya, Alamar Blue assay ini tetap 

memiliki kekurangan, bahwa metodenya bergantung pada 

jalur metabolisme sel yang rentan dipengaruhi oleh 

kemampuan sel individu dalam melakukan reduksi dan 

oleh agen-agennya yang mempengaruhi aktivitas  
mitokondria atau memiliki efek langsung dalam 

mereduksi resazurin. Berkaitan dengan konteks ini, 

perubahan dalam aktivitas seluler atau pengaruh substansi 

tertentu pada kemampuan sel dalam mereduksi resazurin 

dapat memengaruhi hasil uji sitotoksisitas.23 
c. ATP Assay  

ATP adalah metode yang digunakan untuk 

menentukan konsentrasi adenosine tri-phosphate (ATP) 

dalam sel atau sampel biologis.24 Prinsip dasar dari 

metode ini melibatkan reaksi luciferin menjadi 
oksiluciferin yang dikatalisis oleh enzim luciferase, 

dengan kehadiran ion Mg2+ dan ATP, menghasilkan 

sinyal luminensens.25 Tingkat konsentrasi ATP dalam 

sampel dapat dihitung berdasarkan intensitas sinyal 

luminensens yang terdeteksi. Metode ATP assay sering 
digunakan sebagai alat untuk mengevaluas i 

keberlangsungan hidup sel.26 Ketika sel mengalami 

kerusakan yang parah dan kehilangan integritas membran, 

mereka cenderung memiliki kadar ATP yang lebih rendah, 

yang tercermin dalam hasil luminensens yang lebih rendah 
dalam metode ini.27 

Uji ATP memiliki beberapa keunggulan yang 

signifikan. Pertama, metode ini sangat cepat, dengan 

sinyal luminensens yang stabil dalam waktu singkat, yaitu 

hanya 10 menit setelah penambahan reagen. Selain itu, Uji 
ATP sangat sensitif, mampu mendeteksi perubahan kecil 

dalam viabilitas sel.28 Sifat cepat dan sangat sensitif ini 

menjadikan ATP sebagai pilihan yang tepat untuk 

mengevaluasi viabilitas sel dalam struktur 3D seperti 

spons. Keunggulan lainnya adalah minimasi risiko 
kesalahan dalam pengujian, sehingga hasil pengukuran 

menjadi lebih dapat diandalkan. Metode ini juga tidak 

memerlukan langkah inkubasi tambahan, menghemat 

waktu dan langkah dalam proses pengujian.29 

Kekurangan utama dalam uji ATP biasanya berasal dari 
masalah reproduktibilitas dalam mengambil sampel ulang, 

bukan disebabkan oleh masalah kimia atau metode uji itu 

sendiri. Artinya, sensitivitas uji ATP sering terbatas oleh 

ketidakpastian dalam pengambilan sampel ulang, yang 

dapat menghasilkan hasil yang kurang konsisten.30  
d. CCK-8 (WST-8) 

Uji WST-8 merupakan metode kolorimetri yang 

digunakan untuk menghitung jumlah sel hidup dalam 

viabilitas sel dan dapat diterapkan dalam penelitian 

proliferasi sel maupun uji sitotoksisitas. WST-8 (2-(2-
metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4 

disulfophenil)-2H tetrazolium, garam monosodium) yang 

sangat stabil dan larut dalam air, digunakan dalam Cell 

Counting Kit-8 (CCK-8). CCK-8 memiliki tingkat 

sensitivitas yang lebih tinggi dibandingkan dengan WST-
1, terutama pada pH netral.31 Prinsip dasar dari WST-8 

dalam uji sitotoksisitas melibatkan metabolisme garam ini 

oleh enzim suksinat dehidrogenase yang terletak di 

mitokondria sel, menghasilkan kristal formazan berwarna 

ungu. Intensitas warna ungu kemudian diukur 
menggunakan pembaca mikroplat pada panjang 

gelombang 450 nm. Intensitas warna ini berbanding lurus 

dengan jumlah sel yang aktif melakukan metabolisme, 

yang mencerminkan tingkat viabilitas sel.32 
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Keunggulan WST-8 dalam penggunaannya di uji 

CCK-8 adalah ketidakmampuannya menembus sel, 
sehingga memiliki tingkat sitotoksisitas yang rendah. 

Dengan demikian, eksperimen lebih lanjut dapat 

dilakukan dengan menggunakan sel yang sama setelah uji 

selesai.33 Selain itu, WST-8 menghasilkan formazan yang 

larut dalam air setelah mengalami reduksi seluler, yang 
mengakibatkan prosedur uji yang lebih sederhana dan 

tidak memerlukan langkah tambahan untuk melarutkan 

formazan.34 Pada konteks pengujian pada biomaterial 

berbentuk spons, seperti spons atau struktur berpori, 

WST-8 cocok digunakan karena karakteristiknya yang 
sejalan dengan struktur berpori bahan sponge. Struktur 

berpori ini memungkinkan sel-sel tumbuh di dalam pori-

pori dan ruang-ruang bahan tersebut. Dengan rendahnya 

permeabilitas sel oleh WST-8, struktur berpori bahan 

sponge tetap dapat berfungsi tanpa gangguan. Hal ini 
berarti bahwa uji dengan WST-8 pada sel yang tumbuh 

dalam struktur berpori tidak akan mengganggu integritas  

sel dan tidak akan menghasilkan tingkat sitotoksisitas  

yang tinggi.35 CCK-8 memiliki kekurangan juga berkaitan 

dengan perubahan dalam pengurangan substrat uji 
dipengaruhi oleh perubahan dalam aktivitas metabolik 

intraseluler yang tidak berdampak langsung pada 

viabilitas sel secara keseluruhan. Hal Ini berarti bahwa 

perubahan dalam aktivitas metabolisme sel dalam inti 

dapat memengaruhi hasil uji, namun hasil ini tidak selalu 
mencerminkan secara tepat kondisi keseluruhan viabilitas  

sel. Hal ini dapat mengakibatkan potensi interpretasi yang 

lebih rumit terhadap hasil uji dan memerlukan 

pemahaman yang lebih mendalam dalam menganalisis  

data sitotoksisitas.36 
e. MTT Assay 

Uji MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolium bromida) adalah salah satu metode 

kolorimetri yang umum digunakan dalam evaluasi 

sitotoksisitas sel. Metode ini difokuskan pada penentuan 
viabilitas sel dengan mengukur aktivitas enzim 

mitokondria, seperti suksinat dehidrogenase, yang 

mencerminkan fungsi mitokondria sel.37 Dalam 

pengujian ini, senyawa MTT mengalami reduksi menjadi 

bentuk formazan berwarna ungu, yang disebabkan oleh 
kemampuan enzim oksidoreduktase seluler yang 

bergantung pada nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate (NADPH) untuk mengurangi pewarna 

tetrazolium MTT menjadi bentuk formazan yang tidak 

larut. Absorbansi larutan berwarna ungu ini dapat diukur 
pada panjang gelombang tertentu (biasanya antara 500 

hingga 600 nm) menggunakan spektrofotometer.38 

Metode uji ini memiliki keunggulan dalam hal 

kemudahan penggunaan, keamanan, reproduktibilitas  

yang tinggi, serta aplikasi yang luas dalam menilai 
viabilitas sel dan uji sitotoksisitas.39 Berkaitan dengan 

biomaterial berbentuk sponge, metode ini merupakan 

salah satu jenis uji sitotoksisitas yang sering digunakan 

untuk pengujian sponge. Namun, ada beberapa 

kekurangan yang perlu diperhatikan. Salah satunya adalah 
ketidaklarutan kristal formazan MTT dalam air, sehingga 

memerlukan penggunaan pelarut organik, yang dapat 

meningkatkan kompleksitas prosedur.40 Selain itu, 

formazan MTT memiliki sifat sitotoksik yang dapat 

berdampak pada kesehatan sel, menyebabkan potensi 
kesalahan dalam uji sitotoksisitas. Kesulitan dalam 

menghilangkan media kultur sel juga merupakan 

tantangan, karena formazan MTT membentuk kristal 

dalam sel yang sulit dihilangkan, dapat menyebabkan 

kesalahan dalam pengukuran absorbansi.41  

KESIMPULAN 

Biomaterial scaffolds, termasuk yang berbentuk 
spons, memegang peran penting dalam rekayasa jaringan 

dan regenerasi tulang. Uji sitotoksisitas merupakan 

langkah kritis dalam memastikan keamanan dan 

kompatibilitas biologisnya sebelum diterapkan dalam 

konteks kedokteran gigi atau aplikasi medis lainnya. 
Pemilihan metode uji sitotoksisitas yang sesuai sangat 

tergantung pada karakteristik struktural biomaterial.  

Berkaitan dengan konteks biomaterial berbentuk spons 

atau berstruktur pori, metode uji MTS, Alamar Blue, ATP, 

CCK-8, dan MTT memiliki relevansi yang signifikan. 
Masing-masing metode memiliki keunggulan dan 

kelemahan dalam aplikasinya untuk menguji biomaterial 

dalam bentuk ini. Alamar Blue dan CCK-8 muncul 

sebagai opsi yang paling sesuai untuk biomaterial  

scaffolds berbentuk spons. Alamar Blue, dengan sifat 
watersoluble-nya, tidak memerlukan langkah ekstraksi 

tambahan, sehingga dapat efisien digunakan pada 

biomaterial berpori, mengatasi kompleksitas struktur yang 

dimilikinya. Di sisi lain, CCK-8, menggunakan WST-8, 

cocok untuk biomaterial berpori dan memberikan 
keuntungan minimnya risiko kesalahan dalam pengujian, 

sehingga hasil pengukuran menjadi lebih dapat 

diandalkan. Sifat non-permeabilitas sel oleh WST-8 juga 

memungkinkan pengujian tanpa mengganggu integritas  

sel. 
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