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PENGEMBANGAN KOMPOSIT BONE GRAFT BERBASIS KITOSAN - PMMA —
HIDROKSIAPATIT SCAFFOLD PADA PROPERTIES

Nama Mahasiswa / NRP  : Edric Livanrio/02511840000049

Departemen : Teknik Material dan Metalurgi FTIRS-ITS
Dosen Pembimbing : Yuli Setiyorini, S.T., M.Phil., Ph.D Eng.
Ko-Pembimbing : Sungging Pintowantoro, S.T., M.T., Ph.D. Eng.
Abstrak

Bone graft scaffold merupakan salah satu solusi yang digunakan untuk penyembuhan
tulang dari fraktur yang disebabkan kecelakaan ataupun dari osteoporosis. Selain itu, scaffold
sekarang telah menjadi salah satu pemasukan besar pada pasar global dan banyak
dikembangkan dengan bahan-bahan alami. Bahan scaffold yang digunakan berupa
hidroksiapatit tulang sapi yang difabrikasi sendiri menggunakan microwave dengan daya 800
watt selama 70 menit, kitosan dan PMMA, dimana setiap bahan yang memiliki keunggulan
masing — masing. Tujuan dilakukan penelitian ini adalah untuk mengetahui dampak
penambahan dari PMMA serta HAp terhadap sifat dari scaffold. Dari hasil pengujian yang
dilakukan diketahui bahwa teknik solvent casting particulate leaching dapat digunakan dalam
pembuatan scaffold berpori yang dapat dilihat pada hasil pengamatan pada mikroskop
stereotype, yang mana terbentuk pori dengan menggunakan porogen NaCl. Pori — pori yang
terbentuk ini kemudian diukur porositasnya dengan menggunakan metode liquid displacement
test, dimana seiring dengan kenaikan PMMA menyebabkan penurunan pada nilai porositas.
Penurunan nilai porositas ini juga mempengaruhi sifat tekan dari scaffold. Dengan penurunan
nilai porositas ini akan menyebabkan kenaikkan pada nilai kekuatan tekan dari scaffold, yang
secara berurut dengan rasio scaffold HAp:PMMA:kitosan 56:40:4; 61:35:4; 66:30:4
menghasilkan kekuatan tekan sebesar 38,39; 37,61; 35,61 N/mm?. Walaupun sifat mekanik dari
scaffold menurun seiring dengan penurunan Hidroksiapatit, tetapi sifat antibakteri dari scaffold
meningkat seiring dengan kenaikan hidroksiapatit, dan juga dengan penambahan dari HAp ini
dapat memberikan peningkatan nilai viabilitas dari scaffold, yang didapatkan rasio scaffold
HAp:PMMA:kitosan 66:30:4 memiliki nilai viabilitas tertinggi yaitu 64,18%.

Kata Kunci: Hidroksiapatit, kitosan, PMMA, Scaffold, Solvent casting/Particulate Leaching
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DEVELOPMENT OF CHITOSAN - PMMA - HYDROXYAPATITE SCAFFOLD
BASED BONE GRAFT COMPOSITE TO PROPERTIES

Student Name / NRP  : Edric Livanrio/02511840000049

Departement : Material and Metallugy Engineering INDSYS-ITS
Advisor : Yuli Setiyorini, S.T., M.Phil., Ph.D Eng.
Abstract

Bone graft scaffold is one of the solutions used for healing bones from fractures caused by
accidents. In addition, scaffold has now become one of the largest revenues in the global market
and is widely developed with natural materials. The scaffold material used are consist of self-
fabricated bovine hydroxyapatite using a microwave with a power of 800 watts for 70 minutes,
chitosan and PMMA, where each material has its own advantages. The purpose of this research
was to determine the impact of the addition of PMMA and HAp on the nature of the scaffold
From the results of the tests carried out, it is known that the solvent casting particulate leaching
technique can be used in the manufacture of porous scaffolds which can be seen in the results
of observations on stereotype microscopes, which form pores using porogen NaCl. The pores
formed are then measured by porosity using the liquid displacement test method, which along
with the increase in PMMA causes a decrease in the porosity value. This decrease in porosity
value also affects the compressive properties of the scaffold. With a decrease in the value of
porosity this will cause an increase in the value of the compressive strength of the scaffold,
which is in order with the ratio of the scaffold HAp:PMMA:chitosan 56:40:4; 61:35:4; 66:30:4
yielded a compressive density of 38.39; 37,61; 35.61 N/mm?. Although the mechanical
properties of the scaffold decrease along with the decrease in hydroxyapatite, the antibacterial
properties of the scaffold increase along with the increase in hydroxyapatite, and also with the
addition of this HAp can provide an increase in the viability value of the scaffold, which
obtained the ratio of scaffold HAp: PMMA: chitosan 66: 30: 4 has the highest viability value
of 64.18%.

Keywords: Chitosan, Hydroxyapatite, PMMA, Scaffold, Solvent Casting/Particulate
Leaching
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BAB |
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Femur (tulang paha) adalah tulang bagian kaki yang paling dekat dengan badan
(Proksimal) pada manusia yang umumnya digunakan untuk berjalan atau melompat. Femur
merupakan tulang terpanjang dan terbesar tahan pada pembebanan kompresi (Nareliya &
Kumar, 2011). Femur merupakan sambungan dengan acetabulum di atas untuk membentuk
sendi pinggul dan di bawah tibia dan patella untuk membentuk sendi lutut. Bagian ujung atas
dari femur memiliki kepala, leher, dan trochanter yang besar dan lebih rendah, sedangkan untuk
bagian bawah ujung femur memiliki 2 condyles (lateral dan medial) yang dipisahkan posterior
oleh takik intercondylar (Alturki et al., 2019).

Tulang dapat mengalami gangguan. Yang diberi istilah fraktur. Fraktur merupakan suatu
kondisi dimana terjadi diskontinuitas pada jaringan tulang, atau bagian tulang rawan yang
mengalami patah sempurna atau sebagian. Fraktur dapat menggangu aktivitas seseorang, selain
itu, fraktur juga dapat menyebabkan seseorang mendapatkan biaya tambahan untuk merawat
fraktur (Purnaning et al., 2020). Fraktur disebabkan karena adanya faktor luar seperti
kecelakaan yang umumnya terjadi pada orang muda atau kerusakan karena faktor internal
seperti umur pada orang — orang tua yang disebabkan bersamaan dengan osteoporosis (Lu et
al., 2020).

Berdasarkan Badan Pusat Statistik (BPS) dalam kurun waktu 2015 — 2019 terjadi
kenaikan rata — rata pada angka kecelakaan sebesar 4,87% per tahun. Dimana kenaikan angka
kecelakaan termasuk korban yang meninggal sebesar 1,41% dan luka ringan sebesar 6,26%.
Selain itu terdapat juga data dari Kepolisian Republik Indonesia yang merincikan jumlah
kecelakaan pada tahun 2015 hingga 2019 yang dapat dilihat pada Tabel 1.1

Tabel 1.1 Statistik kecelakaan 2015 — 2019 (Badan Pusat Statistik, 2020)
Rincian 2015 2016 2017 0018 2019  pertumbuhan - per
Tahun (%)

Jumlah kecelakaan 96233 1066444 104327 109215 116411 4,87
Korban meninggal 24275 31262 30694 29472 25671 141
Luka berat 22454 20075 14559 13315 12475 -13.67
Luka ringan 107743 120532 121575 130571 137342 6,26
Kerugian materi 215892 229137 217031 213866 254779 4,23

Kecelakaan disebabkan beberapa faktor yaitu hilangnya konsentrasi saat berkendara
(55%), mengantuk dan lelah (45%), dikarenakan alkohol (30%), kecepatan melebihi batas
(30%), cuaca (15%), dan komponen yang rusak (10 — 14%)(Zuraida, 2015). Dan berdasarkan
yang dikutip dari laporan nasional kementrian Kesehatan Republik Indonesia pada 2018
terdapat beberapa bagian tubuh yang cedera yang diantaranya terjadi pada bagian kepala
(11,9%), dada (2,6%), punggung (6,5%), perut (2,2%), anggota gerak atas (32,7%), dan anggota
gerak bawah (67,2%) (Laporan Nasional Riskesdas, 2018)
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Gambar 1.1 Negara yang mengembangkan rekayasa jaringan
(Liu et al, 2013)

Untuk menangani masalah bone defect yang disebabkan oleh kecelakaan lalu lintas,
scaffold dapat digunakan sebagai solusinya. Pada tahun 2012, Amerika Serikat memberikan
kontribusi pemasukan pasar global di bidang rekayasa jaringan sebesar 48.6% dan merupakan
negara yang terkemuka mendedikasikan 60% dari pengeluaran rekayasa jaringan global untuk
penelitian dan pengembangan (Gambar 1.1) (Liu et al., 2013). Untuk sekarang, berdasarkan
yang dikutip dari Grand View Search, pada tahun 2020 pasar teknologi scaffold dalam industri
farmasi dan bioteknologi memberikan pemasukan terbesar yaitu 46.7%. pertumbuhan ini
dikarenakan penggunaan aplikasi scaffold yang terus menerus tumbuh pada rekayasa jaringan
digunakan untuk pembentukan tulang, perbaikan tendon, pertumbuhan tulang rawan, katup
jantung, dan perbaikan malformasi hidung dan auricular

Tulang merupakan bagian yang sering ditransplantasikan setelah darah dengan jumlah
lebih dari 2.2 juta bone graft telah dilakukan. Salah satu bone graft yang paling sering
digunakan adalah scaffold (Varton et al., 2021). Pada tulang femur, tulang cortical merupakan
wilayah bantalan utama, dan tulang cancellous memiliki kekuatan rendah sehingga cocok
menggunakan sifat mekanik yang tinggi porositasnya yang tidak dapat menahan beban yang
kuat, sehingga perbaikan scaffold pada cancellous lebih menekankan pada sifat biologinya.
scaffold merupakan biokeramik, dimana memiliki sifat degradasi dan memiliki aktivitas biologi
yang lebih tinggi dibandingkan material logam (Wang et al., 2021).

Scaffold yang dibuat harus memiliki sifat yang sesuai dengan tulang yang akan diimplan,
dan harus biokompatibel dan tidak menyebabkan respon yang merugikan pada inang secara
fisiologis, serta memiliki porositas yang sesuai dengan tulang, memiliki pori terinterkoneksi
yang mana juga kondusif untuk pertumbuhan sel, serta permukaan kimia yang cocok untuk sel
(Liu et al., 2013). Terdapat beberapa teknik dalam fabrikasi scaffold yang terdiri dari solvent
casting, particle leaching, gas foaming, electrospinning, thermal — induced phase separation,
freeze- drying dan lainnya (Eltom et al., 2019).

Untuk mendapatkan sifat biologi yang diinginkan maka scaffold dapat ditambahkan
material seperti hydroxyapatite (HA) untuk meningkatkan sifat mekanik (Nitti et al., 2021).HA
adalah kalsium fosfat, dimana merupakan komponen pembangun jaringan keras manusia dalam
baik dalam morfologi maupun komposisi kimia (Séziigecer & Bayramgil, 2021). Akan tetapi,
HA akan memberikan sifat getas dan kesusahan dalam memprosesnya (Wei & Ma, 2004). HA
bisa didapatkan dengan mengekstraksinya melalui tulang ternak (Zhu et al., 2018).

Kitosan adalah polimer biomaterial yang serbaguna. Kitosan membangkitkan respon
tubuh terdapat benda asing dan enkapsulasi berserat (Levengood & Zhang, 2014). Kitosan
memiliki sifat yang sesuai untuk aplikasi pada biomedikal seperti biodegradable,
biomcompatible, biomimetic, dan antibakteri. Kitosan didapatkan dari N-deacetylation dari
kitin, dimana kitin umumnya ditemukan pada invertebrate seperti, kulit krustasea atau kutikula
serangga, dan beberapa jamur sperti, sel dinding alga hijau, dan ragi (Jennings, 2017).

Polimer yang dipakai pada aplikasi medis tidak selamanya harus memiliki sifat
biodegradable, salah satunya adalah polymethyl methacrylate atau PMMA, merupakan polimer
yang non-biodegradable yang memiliki tingkat kompatibilitas yang bagus pada jaringan
manusia, dan telah banyak digunakan sebagai material scaffolding (Singh Jessy & Hakimi
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Ibrahim, 2014). PMMA selain memiliki biokompabilitas yang bagus, PMMA juga memiliki
processability dan harga murah dan menjanjikan untuk substitusi tulang. PMMA juga
merupakan bioinert dan hidrofobik, serta merupakan salah satu solusi terbaik dalam pelapisan
permukaan (Matbouei et al., 2019).

Scaffold yang dihasilkan akan dimodifikasi menggunakan cross-linking yaitu
glutaraldehid (GTA). Setelah cross-linking, scaffold akan dilakukan 6 pengujian yaitu uji tekan,
uji FTIR, mikroskop stereotype, uji porositas, uji bakteri dan MTT assay untuk mengetahui
sifat dari scaffold yang dibuat
1.2 Perumusan Masalah

Dari latar belakang yang disampaikan maka terdapat rumusan masalah seperti berikut :

1. Bagaimana efek rasio dari Hidroksiapatit-PMMA-Kitosan terhadap sifat mekanik dari
scaffold bone graft?

2. Bagaimana dampak dari penambahan hidroksiapatit-PMMA-kitosan terhadap
biokompatibilitas dari scaffold bone graft?

1.3 Batasan Masalah
Adapun Batasan masalah yang dibuat dalam percobaan ini agar tidak terjadi
penyimpangan:
1. Temperatur ruangan dianggap konstan
2. Lingkungan penelitian dianggap steril dari kontaminanan
3. pH aquadest dianggap netral
1.4 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan dari penelitian yang dilakukan yaitu sebagai berikut:
1. Menganalisis efek kitosan-PMMA-hidroksiapatit terhadap sifat mekanik pada scaffold
bone graft
2. Menganalisis efek kitosan-PMMA-hidroksiapatit terhadap sifat biokompatibilitas pada
scaffold bone graft.
1.5 Manfaat
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat dalam memberikan informasi
mengenai Pengembangan komposit bone graft serta fabrikasi dari scaffold dengan solvent
casting menggunakan bahan lokal, serta mengetahui dampak dari penambahan konsentrasi
hidroksiapatit terhadap 3D scaffold yang dibuat apakah efektif dan efisien untuk aplikasinya.
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2.1 Tulang Femur

Tulang merupakan jaringan mineral yang kompleks serta tersusun secara teratur. Tulang
merupakan komposit dari hidroksiapatit dengan kolagen tipe I. tulang diproduksi oleh
osteoblast yang mana merupakan sel yang berbeda dari sel induk mesenchymal hadir dalam
sumsum tulang. Terdapat dua jenis tulang dewasa: yaitu cancellous dan cortical. Yang mana
mengandung sumsung tulang kaya sel induk yang penting untuk pertumbuhan jaringan ikat
baru dan memproduksi sel darah. Tulang lunak dikelilingi oleh tulang cancellous dan
membentuk kulit luar, dan memberikan bentuk pada tulang. Pada tulang terutama pada bantalan
beban (load bearing) seperti femur, komponen cortical dari tulang ditandai dengan adanya
penebalan untuk membentuk poros yang kuat (Brydone et al., 2010).

Femur merupakan tulang bagian atas dari kaki pada manusia. Leher pada femur
menghubungkan gagang (shaft) dan kepala pada sudut 125°, yang mana efisien untuk berjalan.
Perkembangan tulang busur yang disebut trabecular disusun secara efisein untuk mengirimkan
tekanan dan menahan stress. Femur pada manusia mempunyai kemampuan untuk menahan
gaya tekan 800 — 1100 kg (1800 — 2500 pound) (Kara Rogers Senior Editor, 2010).

Panjang rata rata dari femur pria dewasa adalah 48 cm dan memiliki diameter yaitu 2,34
cm. Tulang femur pada manusia mengandung mineral inorganik sebesar 66.8% yang terdiri dari
kalsium 39%, kalium 0,2%, natrium 0,7%, magnesium 0,5%, karbonat 9,8%, fosfat 17%., selain
itu tulang juga mengandung zat organik terdiri dari 27,5% yang hampir kebanyakan adalah
kolagen. (Quelch et al., 1983) Femur juga dapat menopang berat badan 30 kali dari berat badan
dari orang dewasa dan bertujuan untuk menahan persentasi terbesar dari berat badan ketika
menahan berat normal. Femur merupakan tulang paling proksimal (paling dekat dengan badan)
dari kaki pada vertebrata yang mampu digunakan untuk berjalan atau lompat dan kebanyakan
dari berat badan bagian atas ditahan oleh femur. (Arun & Jadhav, 2016).

Adductor tubercle

Medial Condyles ———

Gambar 2.1 Tulang femur (Karthik et al, 2018)

Tulang femur terdiri dari 3 bagian yaitu titik terjauh, badan dan batas bawah yang mana
dapat dilihat pada Gambar 2.1. Bagian atas (Proximal) terdiri atas kepala dimana ditutupi oleh
cartilage, dan fovea pada bagian tengah, leher yang memiliki Panjang 5 cm dan
menghubungkan kepala dengan shaft, greater dan lesser trochanters. Badan adalah bagian
terpanjang dan relatif memiliki bentuk tabung. Bagian bawah titik terjauh, memiliki bentuk
sedikit cuboids (Karthik et al., 2018; N & Shaik, 2014)

Adapun sifat mekanik dari tulang femur ini yang ditunjukkan pada Tabel 2.1 (Gautam &
Rao, 2021; S. Lee et al., 2012)
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Tabel 2.1 Sifat mekanik tulang femur (Gautam & Rao, 2021, S. Lee et al, 2012)

Parameter Cortical Bone Cancellous
Porositas (%) 5-10 75 -85
Pore Size (um) 10 - 50 300 - 600
Young’s Modulus (MPa) 18155 3195.3
Kekuatan tekan (MPa) 110 - 150 2-6

Tulang Panjang yang mengalami critical-size bones defects (CSBD) susah untuk
disembuhkan secara spontan, yang mana diperkirakan cacat dapat lebih besar daripada 2 kali
dari diameter diafisis tulang panjang.Sehingga penyembuhan CSBD ini menjadi tantangan
dalam rekonstruksinya. Cacat ini dapat direkonstruksi Kembali dengan menggunakan scaffold
untuk mendukung tulang dari beban bearing, serta mendorong respon penyembuhan pada
tulang aposional yang mengarah ke interface implan tulang yang stabil dan untuk penyembuhan
berikutnya (Kelly et al., 2021).

Pada tulang femur, lebih tepatnya pada femoral head Langka untuk terjadi luka
dibandingkan pada femur proximal. Dimana patah pada femoral head dapat hadir dengan pola
yang bervariasai dengan atau tanpa hadirnya patahan disekitar pinggul. Jumlah kerusakan pada
tulang rawan (articular cartilage) femoral head adalah faktor utama yang mempengaruhi hasil
fraktur femoral head setelah dislokasi pinggul traumatis. Luka pada tulang rawan menjadi suatu
tantangan juga dalam merekonstruksinya, yang mana sekarang ini digunakan scaffold 3D
sebagai penanggulangan yang menjanjikan (Casiraghi et al., 2021)

2.2 Scaffold

Bone grafting adalah prosedur operasi yang mana menggantikan tulang yang menghilang
dengan material dari tubuh pasien itu sendiri, dari sintesis, buatan atau substitusi natural. Bone
grafting dapat dilakukan dikarenakan jaringan tulang memiliki kemampuan regenerasi
sepenuhnya jika disediakan ruang untuk tumbuh (Prasanna Kumar et al., 2013)

Interconnected porous
network

G Surface -
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e ’ growing 5
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Material
Good mechanical \ Biodegradable

strength

/
. /
N -
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Gambar 2.2 Syarat Scaffold (Hutama & Mugroho, 2020)

Bone graft dibagi menjadi beberapa kategori seperti autograft, allograft, dan xenograft
yang masing masing kategori memiliki kekurangan dan kelebihan masing masing. limuan
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melakukan eksperimen untuk menghasilkan bone graft baru dengan hasil regeneratif yang lebih
dapat diprediksi serta komplikasi yang minimal (Asaad et al., 2016)

Kapasitas regenerasi jaringan dari bone graft ini diukur dalam hal potensi osteogenik,
osteokonduktif, dan osteoinduktif (Polo-Corrales et al., 2014). Scaffold yang diimplankan ke
jaringan tulang juga harus memenuhi syarat, seperti kemampuan permukaan dijadikan tempat
adesi sel, biokompatibel dimana scaffold dapat diterima di dalam tubuh dan tidak menyebabkan
efek yang berbahaya, biodegradable, memiliki porositas yang cukup tinggi untuk memberi
ruang yang cukup untuk adhesi sel, regenerasi matriks ekstraselular, dan memiliki struktur pori
yang memungkinkan untuk pemerataan sel melalui scaffold untuk memfasilitasi pembentukan
jaringan yang homogen serta pori yang terinterkoneksi yang memungkinkan semua nutrisi
hingga sel dapat tumbuh secara konsisten, gas, adesi sel, proliferasi sel diferensiasi dan dapat
mengeliminasi zat buangan produk selama proses, serta memiliki sifat mekanik yang kuat
(Gambar 2.2) (Hutama & Nugroho, 2020)

Tabel 2.2 Perbandingan Produk Scaffold (X. Zhang et al, 2019)

Modulu . Ketebalan Rata — )
Rasio rata Porosita
Nama Produse . S . Struktur )
Material Poisso diameter S
Produk n Young rata — rata .
(GPa) n (um) pori (%)
(um)
Titanium  Corticali . 320435, 86,044,
Dioxide S AS TiO> 230 0,29 50,4+4,9 1 5
Bio-Oss
® Geistlich
Spongios Pharma  Tulang sapi 15 0,3 158,5215, 32056, 60,143,
3 7 4
a AG
Granules

Botish Hidroksiapat

Crabone Dental it Tulang 83 0,28 117,4+11, 30043, 69,043,

® . 8 2 8
GmbH sapi

Maxresor [B)OtiShI 60% HA dan 102 0276 623456 140£33, 67,53,

b® oot 40% p-TCP ’ SEb g 6

Adapun perbandingan berbagai produk seperti sifat mekanik dan porositas dengan
material yang berbeda (Tabel 2.2.) (X. Zhang et al., 2019). Scaffold yang dibuat ini dapat
diaplikasikan pada pengimplanan pada tulang manusia salah satunya adalah cancellous bone.
Pada saat dilakukan pengimplanan scaffold dipastikan memiliki sifat yang hampir sama dengan
tempat yang akan diimplankan. Scaffold yang diimplankan diharapkan dapat terdegradasi dari
tubuh pasien secara perlahan setelah dilakukannya operasi. Dimana, dalam jangka waktu 6
bulan scaffold yang telah ditanamkan nantinya akan memiliki kesamaan terhadap lingkungan
di sekitar cancellous, serta tidak menuebabakan adanya dampak negatif pada lingkungan sekitar
tulang (Faour et al., 2011).

Dalam memfabrikasi scaffold terdapat banyak pendekatan dalam pembuatannya yaitu
solvent casting dengan particulate leaching, thermally induced phase separation (TIPS), freeze
drying dan lainnya, yang mana porositasnya dapat dikendalikan (P. Zhao et al., 2018)
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2.2.1 Solvent Casting dan Particle Leaching

Geometri makro dari scaffold ini ditentukan dari rongga cetakan pengecoran, yang mana
struktur porositasnya ini dikendalikan dari kandungan porogen yang ditambahkan serta ukuran
dan bentuk dikendalikan dari porogen (Mi et al., 2014). Pada dasarnya, polimer akan dilarutkan
dalam pelarut yang tepat dan kemudian garam yang tidak larut dicairkan dengan larutan
polimer. Pelarut akan menguap akan menjadi tempat untuk komposit garam-polimer, yang
mana akan dicuci untuk menghilangkan partikel garam. SCPL ini dipilih karena sederhana,
tanpa membutuhkan alat alat mahal (Sola et al., 2019)
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Gambar 2.3 Particulate Leaching (Liao et al, 2002)
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Campuran dari partikel larutan garam dalam larutan polimer biodegradable akan
dituangkan ke dalam cetakan dan pelarut akan dihilangkan degan menggunakan pengering
vacuum (vacuum drying) dan lyophilization, partikel garam yang larut dalam air kemudian
dicuci dengan air untuk meninggalkan struktur berpori, dimana proses dapat dilihat pada
Gambar 2.3 (Liao et al., 2002).

Polimer yang paling umum digunakan adalah poly(lactic acid) (PLA) dikarenakan
memiliki sifat yang baik seperti biokompatibilitasnya, biodegradasi, dan kemudahannya dalam
membentuk struktur berpori. Garam yang digunakan pada campuran berfungsi sebagai
porogen. Porogen yang digunakan juga dapat berupa sodium klorida (NaCl), kristal gula,
gelatin, dan polimer (Bencherif et al., 2013; Sampath et al., 2016) Pada metode ini, ukuran pori,
ketebalan dapat diatur dengan megubah besar partikel dari porogen (Park et al., 2015). Dengan
meningkatkan ukuran partikel dari garam dapat menyebabkan meningkatnya diameter rata —
rata, selain itu fraksi berat dari garam juga dapat meningkatkan porositas (Tessmar et al., 2005).

Kekurangan dari Teknik ini adalah terdapatnya sisa cytotoxic dari pelarut dan partikulat
dan pengendalian yang rendah terhadap geometri spasial, serta rendahnya interconnecticity dari
pori (Peri¢ Kacarevic et al., 2020).

2.2.2 Gas Foaming
Gas foaming merupakan teknik pembuatan scaffold yang menggunakan gas karbon
dioksida bertekanan tinggi untuk mendapatkan pori yang tinggi, yang mana stuktur pori dan
porositas scaffold tergantung dengan jumlah gas yang terlarut di dalam polimer (Subia et al.,
2010). Teknik ini bergantung pada penggabungan blowing agent untuk menghasilkan
gelembung gas dalam sampel polimer padat dan akibatnya dapat pori — pori dapat terbentuk

(Rey & St-Pierre, 2019).
Untuk membuat interconnectivity yang lebih bagus antar pori, maka teknik ini akan
dikombinasikan dengan metode salt-leaching. Teknik hybrid ini pertama membuat komposit
polimer dengan menggunakan porogen, komposit akan diletakkan dengan gas bertekanan tinggi

8
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agar polimer bercampur dengan gas. Setelah itu scaffold akan dicelupkan pada air deionisasi
untuk melarutkan partikel porogen, serta membuat lebih banyak pori dan meningkatkan
interconnectivity pada pori (Carter & Bhattarai, 2013; Delivery & Plga, 2006).

2.2.3 Freeze-Drying

Freeze-drying atau lyophilization adalah teknik pembuatan scaffold 3D, dimana dapat
membuat scaffold dengan geometri yang kompleks dan juga mendapatkan morfologi pori yang
merata (Capuana et al., 2021). Freeze — drying terdiri dari 3 tahap yaitu pembekuan,
pengeringan primer dan pengeringan sekunder yang dapat dilihat pada Gambar 2.4 (Morais et
al., 2016). Pada tahap pertama, senyawa akan diberikan perlakuan agar siap untuk diproses,
yang mana terdiri dari mixing dengan agen tertentu untuk menghasilkan stabilitas yang lebih
bagus pada senyawa dalam freeze — drying, seperti meningkatkan ketahanan pada takanan
rendah, atau meningkatkan sifat dari 3D scaffold baik sifat biologi maupun mekanik
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Gambar 2.4 Siklus Freeze-drying (Morais et al, 2016)

Pada tahap pembekuan, preparasi senyawa akan diletakkan pada cetakan khusus dan
akan didinginkan dengan menggunakan nitrogen, kulkas mekanik atau dengan larutan metanol.
Pada tahap ini temperatur harus dipertahankan dibawah triple point dari pelarut (Fereshteh,
2018) Pada tahap ketiga, es dan air yang tidak membeku akan diekstraksi dengan sublimasi dan
desorpsi. Selain itu dengan menggunakan freeze — drying porositas yang dihasilkan pada
scaffold sekitar 90% dan ukuran dari porinya adalah 20 hingga 200 um, dimana ukuran pori
dikendalikan dari kecepatan pendinginan, konsentrasi polimer serta temperatur. Untuk
memperkuat interconnectivity serta porositas yang tinggi maka diperlukan vacuum(Collins et
al., 2021).

2.3 Hidroksiapatit

Hidroksiapatit (HA) merupakan kalsium apatit biokeramik yang menjadi komponen
utama pada jaringan tulang dan gigi. Hidroksiapatit memiliki rumus kimia Ca10(PO4)s(OH)2
(Fitriawan, 2016) Hidroksiapatit memiliki sifat mekanik dengan kekerasan 500 — 800 vickers,
kekautan tarik 40 — 100 MPa, kekuatan tekan 100 -900 MPa, bend strength sebesar 20 — 80
MPa, dan modulus young sebesar 70 — 120 GPa (Al-Sanabani et al., 2013).Bentuk molecular
dari HAp yang mana dapat dilihat pada Gambar 2.5 (a), merupakan analogi dari apatit
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Gambar 2.5 (a) Struktur Molekul HAp dan (b) Struktur Kristal HAp dalam 1 Menit
(Manuscript, 2020)

Konfigurasi molecular dari HAp mengandung 40% Ca, 18.5% P dan 3.38 % OH radikal
yang memiliki berat dengan rasio 1.67 Ca/P. satu uni dari HAp terdiri dari struktur kristal
hexagonal degan parameter lattice a sebanding dengan 0.942 nm dan ¢ adalah 0.688 nm dengan
kelompok space P63/m yang dapat dilihat pada Gambar 2.5 (b). 1 unit sel particular dari HAp
menggambarkan 14 ion kalsium yang mana terdapat 6 ion didalam unit sel sedangkan 8 sisanya
berada pada tepi, yang berbagi dengan sel unit yang bersebelahanTerdapat juga total 10 unit
ion fosfat, 2 berada di dalam sel unit dan 8 berada di tepi. Untuk 8 ion hidroksida berada pada
tepi dengan berbagi sel 4 unit masing masing. Sehingga jika dihitung 1 unit HAp terdapat 10
ion kalsium, 6 ion fosfat dan 2 ion hidroksida (Gambar 2.5 (b)) (Manuscript, 2020)

Hidroksiapatit dapat disintesis secara kimiawi ataupun dari diekstraksi dari sumber alam.
Hidroksiapatit natural dapat diekstrak dari sumber biologikal atau limbah seperti tulang
mamalia (contoh tulang sapi, unta, dan kuda), sumber biota laut (contoh tulang ikan dan sisik
ikan), kulit (kerrang, kulit telur), tanaman dan/atau alga serta dapat juga dari sumber mineral
(Mohd Pu’ad et al., 2019).

Dalam mengekstraksi hidroksiapatit dari tulang sapi, harus melalui beberapa tahap yaitu
tulang akan dipotong menjadi bagian kecil dan dicuci, kemudian tulang akan direbus dengan
air distilasi selama 5 jam, dimana air akan diubah setiap 1 jam sekali untuk mencegah lemak
jenuh dan protein, kemudian tulang akan dikeringkan setelah itu tulang akan dikalsinasi
menggunakan tungku selama 2 jam (Setiya Budiatin et al., 2020).

Selain dengan menggunakan tungku, dalam waktu dekat ini penggunaan microwave
dalam pembuatan biomaterial sering dilakukan untuk proses pemanasan. Hal ini dikarenakan
sintering dengan menggunakan microwave memberikan keuntungan lebih banyak
dibandingkan metode pemanasan konvensional. Dengan menggunakan pemanasan microwave
energi yang dikeluarkan cukup besar untuk menyelesaikan reaksi dalam menit ataupun detik,
yang mana yang awalnya akan menghabiskan waktu berjam — jam ataupun berhari hari dengan
pemanasan konvensional. Selain itu energi diserap secara langsung oleh molekul, sehingga
pemanasan cepat dan merata didapatkan dan reaksi semakin cepat terjadi (Hassan et al., 2016;
Turk et al., 2017).

Selain itu dengan menggunakan microwave dalam pembuatannya dapat memberikan
dampak pada gugusnya juga. Dimana dengan menggunakan bantuan microwave akan
menghasilakn hidroksiapatit dengan gugus fosfat yang banyak. Hal ini terjadi karena
temperature dari microwave yang tinggi mempercepat proses hidrolisis dari biomolekul (Fu et
al., 2016).

Hidroksiapatit banyak sebagai bahan biokeramik pada aplikasi bone graft, hal ini
dikarenakan memiliki kemiripan pada komposisi kimia dengan tulang. Selain itu, hidroksiapatit
memiliki sifat biokompatibel dan tidak menimbulkan pembengkakan/inflamasi (Rahmawati et
al., 2020).
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2.4 Kitosan

Kitosan merupakan derifatif penting dari Kitin, yang mana dapat diproduksi dengan
menghilangkan asetat dari kitin yang mana dapat dilihat pada Gambar 2.6 (Mohammed et al.,
2017). Kitosan adalah kopolimer yang mengandung B-(1 -> 4)-dihubungkan dengan 2-
acetamido-2-deoxy-D-glucopyranose dan 2-amino-2deoxy-D-glucopyranose (Ahmed & Ikram,
2016).

OH
;', OH
H )>— o = {
~— R i—
[ }.‘HQ e J —~o | / - T
! -~ H . 7 OH -
= |L — 1 ]n
H HPIJ ~J 4— *
: 5 = MH
Chitin o7 ~CH, A'_
O~ CH

Deacetylation| Conc. NaOH

Heat
.'OH v &
('. § H
- _/_"i-—— -0~ " (
[ N " H ‘ OH H { ]
" NH. o P * n
Chitosan 2 s NH

Gambar 2.6 Aksitilisasi Kitin menjadi Kitosan (Mohammed et al, 2017)

Derajat asetilasi (DA) menunjukkan persentase dari M-acetyl-D-glukosamin yang
berhubungan dengan jumlah total dari 2 unit yang menjelaskan dua, Kitin dan kitosan, dan
mempengaruhi kelarutannya terhadap medium asam encer (2<pH<6). Umumnya, derajat
asetilasi (DA) dari kitosan diperkirakan dibawah 50%, sedangkan chitosan larut dalam buffer
asam encer (D. W. Lee et al., 2013). Namun Chitosan oligosakarida biasanya diidentifikasi
dengan memiliki derajat aktilisasi lebih dari 90%, derajat polimerisasi yang urang dari 20 dan
berat molekul rata — rata kurang dari 3900 DA (Naveed et al., 2019).

Dengan nilai berat molekular yang rendah dapat memberikan meningkatkan sifat
antibakteri, serta biokompabilitas dari oligokitosan. Selain itu oligokitosan juga meningkatkan
solubilitasnya, sehingga dapat larut dalam air, sedangkan untuk kitosan dengan berat molekular
yang tinggi hanya dapat larut pada larutan asam (Researcher, 2021). Oligokitosan saat
dilakukan FTIR, dapat ditemukan beberapa gugus yaitu amide | yang terletak pada 1620 cm™
dan amide Il pada 1514 cm?, selain itu juga dapat ditemukan OH dan amine yang telah
mengalami overlapping pada vibrasi yang berbeda yaitu pada 3200 — 3500 cm™. Serta terdapat
pelebaran CH da deformasi dari CH3 yang dapat ditemukan pada 2890 cm™ dan 1380 cm
(Venkatesan et al., 2010).

Berat molekul dari oligokitosan juga memberikan dampak pada sifat biologinya. Dimana
jika berat molekular semakin rendah maka juga dapat membuat proses degradasi dari kitosan
mejadi lebih cepat. Selain itu kitosan dengan berat molekul yang rendah juga memberikan sifat
solubilitas yang tinggi hal ini dikarenakan menurunnya interaksi molekular seperti ikatan
hidrogen ataupun gaya VVan der Waals (Nguyen et al., 2017). Selain itu ada penelitian juga yang
menyatakan bahwa dengan meningkatnya derajat aktilisasi serta menurunnya berat molekular
dapat meningkatkan sifat antibakteri dari oligokitosan.

Efek antibakteri dari oligokitosan ini berasal dari gugus amidenya yang didapatkan dari
hasil hidrolisis parsial.dimana molekul dari oligokitosan akan menyerang permukaan dari sel
bakteri dengan cara membuat membrane polimer untuk mencegah terjadinya transportasi
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nutrisi terhadap sel, sehingga membrane sel dari bakteri s. aereus menjadi rusak dan mati (Lillo
etal., 2008). Sifat antibakteri dapat dikategorikan dalam beberapa, yaitu menjadi lemah, sedang
kuat, dan sangat kuat. Kategori ini dapat dilihat pada Tabel 2.3

Tabel 2.3 Kategori diameter zona hambat (Surjowardojo et al., 2015)

Diameter (mm) Kekuatan daya hambat
<5 Lemah
6-10 Sedang
11-20 Kuat
>21 Sangat kuat

Kitosan yang dilarutkan di dalam larutan asestat menunjukkan penipisan shear dan
peningkatan viskositas dengan meningkatkan konsentrasi. Akan tetapi viskositas dari kitosan
dalam asam asetat dapat berkurang seiring dengan kenaikan dari temperature (El-Hefian et al.,
2010). Viskositas yang telah dihitung dapat dikategorikan menjadi beracun atau tidak yang
dapat dilihat pada Tabel 2.4

Tabel 2.4 Kategori hasil viabilitas (Dahl et al., 2006)

Kategori %Sel Hidup
Non cytotoxic >90%
Slightly cytotoxic 60 — 90%
Moderately cytotoxic 30 - 59%
Strongly cytotoxic <30%

kitin dan kitosan memiliki sifat yaitu biokompatibel, biodegradable, nontoxic, antimicrobial
dan merupakan agen hydrating. Dikarenakan sifat ini, kitin dan kitosan memiliki sifat
biokompabilitas yang bagus serta memiliki efek positif terhadap penyembuhan luka
(Jayakumar et al., 2011) Kitin dapat diproduksi oleh beberapa organisme hidup seperti
tumbuhan dan binatang, contohnya adalah dari krustasea seperti kepiting, udang dan udang
karang ataupun organisme lain seperti fungi (Elieh-Ali-Komi & Hamblin, 2016) Kitosan dapat
diproduksi dengan menggunakan bantuan radiasi dari microwave, dimana jika dengan
menggunakan bantuan radiasi microwave dapat memberikan ekspansi pada kitosan sebagai
absorban untuk menghilangkan logam berat (Yang et al., 2010)

2.5 Polymethyls Methacrylate

Poly(methyl methacrylate) (PMMA) merupakan polimer termoplastik yang memiliki
biokompabilitas yang bagus dengan lingkungan biologi (Radha et al., 2017). PMMA juga
menjadi pilihan utama sebagai modifikasi untuk biopolimer yang mana dapat memberikan sifat
yang diinginkan seperti sifat mekanik, termal yang daapt diterima stabilitas, kompabilitas,
biological inertness dan non-toxicity yang mengarah untuk aplikasi untuk rekayasa jaringan
tulang (Vedhanayagam et al., 2020).

Keuntungan dari penggunaan PMMA tidak mengandung zat — zat berbahaya seperti
bisphenol-A yang dapat ditemukan pada polikarbonat, akan tetapi PMMA memiliki kecepatan
degradasi yang rendah (Manoukian et al., 2019). Selain itu PMMA memiliki beberapa
kelemahan seperti non-bioactive, non-unifiable dengan tulangnya inang, impermeable dengan
faktor pertumbuhan dan merupakan agen kemoterapis, non-osteoconduktif, dan tidak
cocok/kompatibel secara biologi terhadap lingkungan (Komang-Agung et al., 2018)
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Gambar 2.7 Struktur kimia PMMA (Hogabiri et al , 2009)

PMMA memiliki kekuatan tekan sebesar 44,1 MPa dan massa jenis sebesar 2.34 g/cm?®
(Jeffrey et al., 2015). Umumnya PMMA ini dibuat dengan bubuk PMMA yang nanti akan
dicampurkan dengan monomernya yaitu MMA. Dimana MMA ini beracun dan dapat membuat
kulit manusia mengalami iritasi. MMA tidak bewarna serta memiliki bau yang kuat , serta
memiliki sifat mudah terbakar (Kuehn et al., 2005). Bubuk PMMA memiliki bentuk butiran
bulat dengan ukuran partikel sebesar 4 um. untuk monomer MMA dipersiapkan dengan
mencampurkan monomer dengan N,N-dimethyl-p-toluidine yaitu sebagai akselelator
(Kamimura et al., 2002).

PMMA pada saat dilakukan FTIR memiliki peak pada panjang gelombang C —H 729 cm-
1956 cm?, C — O 1145 cm™, CH3 1395 cm™, CH, 1437 cm™®, C=0 1729 cm™, C — H 2935 cm
! Hasil FTIR ini sesuai dengan struktur rantai yang ditampilkan dengan Gambar 2.8 (Hogabri
et al., 2009)

MMA yang memiliki sifat beracun ini dapat diketahui dengan melakukan pengujian MTT
assay, dimana dilakukan perhitungan terhadap jumlah sel yang mati dengan menggunakan
kontrol positive (Priti Kumar et al., 2018). PMMA beracun ini dikarenakan adanya sisa MMA
yang tidak terjadi polimerasi secara sempurna. Dimana monomer MMA ini memiliki sifat
beracun dikarenakan adanya kelompok hidroksil dan metakrilat yang meningkatkan sifat
beracunnya. MMA ini dapat menyebabkan terjadnia pyknosis yang ditandai dengan membrane
sel yang membengkak dan tidak beraturan serta kehilangan kekuatan menempelnya pada
lempeng microtiter (Yuliati, 2005).

2.6 Glutaraldehid
Cross — linking merupakan salah satu cara untuk meningkatkan sifat mekanik dari suatu
material organik. Dimana glutaraldehyde adalah cross-linking paling sering digunakan (H.
Zhao et al., 2021). Crosslinking dapat didefiniskan sebagai induksi kimia atau tautan fisik yang
terjadi antara rantai pilmer, yang mana dapat berguna untuk memodifikasi sifat mekanik,
biologis dan sifat degradasi. Selain meningkatkan sifat mekanik, cross-linking juga harus tidak
memberikan efek beracun. Dalam melakukan cross — linking terdapat beberapa metode yang
dapat dilihat pada Tabel 2.5 (Oryan et al., 2018)
Tabel 2.5 Metode crosslinking
Metode Kelebihan Kekurangan
Fisik 1. Aman 1. lkatan lebih lemah dibandingkan crosslinker
kimia
2. Kurang beracun untuk 2. Dapat merubah sifat dari material
sel daripada metode
kimia
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3. Murah 3. Reaksi kinetik crosslinking yang kurang
terkendali
4. Reaksi jaringan yang 4. Memerlukan durasi yang lebih lama untuk
minimum setelah crosslinking
proses crosslinking 5. Crosslinking dengan derajat rendah
Enzim 1. Lebih aktif pada 1. Crosslinking termahal
kondisi reaksi mild
aqueous

2. Proses dapat dikontrol 2. Spesifisitas substrat
dengan memodifikasi
temperature, pH atau
kekuatan ion

Kimiawi 1. Membentuk ikatan 1. Hampir sangat beracun untuk sel
yang sangat kuat 2. Perlu dilakukan pencucian untuk
membersihkan cross-linker beracun yang
bersisa

3. Lebih mahal dibandingkan cross — linker fisik

Glutaraldehid banyak digunakan karena dapat menigkatkan kekuatan mekanik serta
ketahanan. Glutaraldehid sendiri bereaksi dengan kelompok amino yang terdapat pada molekul
protein. Cross — linking dengan glutaraldehid dapat membuat scaffold menjadi non-resorbable
dan non-amenable untuk kemampuannya menahan matriks metalloproteinase, tetapi tidak dapat
menahan etalase (Ma et al., 2014). Dalam cross — linking, glutaraldehid memiliki gugus fungsi
aldehid bebas, dimana dari gugus aldehid ini dapat berikatan dengan kitosan, sehingga dapat
meningkatkan kekuatan dari scaffold. Walaupun dengan bereaksinya gugus aldehid dengan
rantai polimer pada kitosan, hal ini tidak menginduksi atau menyebabkan efek sitotoksik, hal
ini banyak terjadi pada konsentrasi glutaraldehyde sebesar 0,2% (Pinto et al., 2020)

Glutaraldehide yang tersisa setelah proses cross-linking dapat menyebabkan sitotoksik
yang dapat menginduksi kematian sel endotel. Detoksifikasi dapat dilakukan dengan
menetralkan aldehid bebas dengan menggunakan asam amino. Asam amino karboksil dapat
digunakan sebagai preparasi aldehyde dalam jaringan biologis.

Konsentrasi glutaraldehyde yang digunakan adalah dalam jangkauan 0.2 — 0.6%. yang
mana dengan konsentrasi aldehyde yang rendah tidak efektif dalam sterilisasi terhadap
mycrobacteria, sedangkan untuk konsentrasi tinggi dapat menyebabkan jaringan menjadi kaku
(Ma et al., 2014). konsentrasi glutaraldenyde dengan konsentrasi 0.2%, akan menyebabkan
kelompok fungsi aldehyde akan crosslinking dengan kerangka polimer, yang mana meninduksi
tidak terjadinya efek sitotoksik dan akan meningkatkan fungsional sel (Pinto et al., 2020).

2.7 Penelitian Sebelumnya

Banyak Riset yang telah dilakukan sebelumnya untuk mengkaji pembuatan komposit
bone graft scaffold dengan berbahan hidroksiapatit-kitosan serta pengembangannya yang dapat
dilihat pada Tabel 2.7
Tabel 2.6 Penelitian sebelumnya

No Judul Metode Hasil Pustaka
High- Pembuatan Semua hasil scaffold memiliki
strength scaffold dengan ukuran porositas 100 - 500um. (Jana et al
1 pristine konsentrasi porositas scaffold diukur dengan N
) : : . 2012)
pororus kitosan  berbeda mercury intrusion menunjukan
chitosan yaitu 4,6,8, dan 12 penurunan 94.5+0.91%,
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scaffolds for wt%) dimana 92.7£1.32%, 89.9+1.78% hingga
tissue chitosan akan 86.1+2.13% yang secara berturut
engineering dilarutkan  pada turut untuk 4,6,8 dan 12 wit%.

asam asetat 0.34 sedangkan untuk kekuatan
M (2 vol%) mekanik seperti kekuatan tekan
sampel akan di dan modulus meningkat sebesar
lyophilized dan 0.31+0.02 dan 5.56+0.38MPa
scaffold akan diuji  (4wt%), 0.5+0.01 dan
SEM, in vitro, 10.08+0.87(6wt%),0.96+0.04 dan
XRD, dan uji tarik 15.77+0.98 (8wt%) 1.74+0.01
MPa, dan 17.99+0.11 MPa
(12wt%)
Hasil menunjukan bahwa scaffold
dengan variasi 60 hingga 70
memiliki morfologi pori
interconnected yang cocok untuk
Larutan  dibuat
dengan variasi 50,
60, 70, 80, 90
Developme M%. kemudian
nt of bone dicampurkan
scaffold dengqn PMMA
using dan dl_aduk selama
puntius 6  Jam, dan
. selanjutnya
conchonius dituang ke
fish  scale cetakan (Deb et al.,
derived . 2019)
hydroxyapat Kemudlap sam_pel
ite: physico- akan dileaching
méchanical dan terbentu_k
and scaffold_. ) Hasil
. akan diuji TGA,
bioactivity 1o v D, SEM,
evaluation Porositas, Tekan,
degradasi, water
absorption, dan
bioactivity.
b N
L 4P & Migro'pertSh *‘"»'-?
pertumbuhan tulang dibandingkan
dengan HAp 80. Dengan kenaikan
15

BAB Il TINJAUAN PUSTAKA



©

Institut
Teknalog
Sepuluh Nopember

Fabrication
of
biocompatib
le  porous
scaffold
based on
hydroxyapat
ite/collagen/
chitosan
composite
restoration
of defected
maxillofacia
I mandible
bone

LAPORAN TUGAS AKHIR
TEKNIK MATERIAL DAN METALURGI

Metode yang
digunakan untuk
memfabrikasi

scaffold  adalah
freeze drying,
dimana  dengan
kombinasi  HAp
60%, dan
collagen-chitosan
40%. Scaffold
akan
dicrosslinking

dengan 2 metode
yaitu fisik dan
kimia.  scaffold
akan diuji tarik,
FTIR, SEM,
porositas,
biodegradibilitas,
in vitro dan in
Vivo

dari HAp akan menyebabkan
distribusi dari HAp yang tidak
merata karena adanya aglomerasi
dari hidroksiapatit pada matriks
PMMA. Serta terdapat
peningkatan kekuatan tekan pada
variasi HAp hingga 70 wt%, akan
tetapi porositas akan menurun
dengan meningkatnya konsentrasi
HAp. Kekuatan tekan
menunjukkan 7.26 = 0.45 MPa dan
porositas yang memadai 75 £ 0.8%
pada scaffold 70% HAp, serta
untuk  degradsi dan  water
absorption dari scaffold 70 wt%
adalah 8.0+ 0.68% dan 190 £11%
yang cocok  dengankondisi
pertumbuhan tulang

Hasil dari percobaan ini adalah
scaffold HAp, collagen chitosan
dengan crosslinking GTA
menunjukkan pertumbuhan akan
tetapi gugus fungsi aldehid dari
GTA memiliki dampak beracun ,
untuk tingkat selular komposit
scaffold bertindak sebagai sel
proliferasi hingga jaringan tulang
baru  beregenaris  sempurna.
Kompabilitas in vivo dan utilitas
dari scaffold HAp.Col.Cs- IR dan
HAp.Col.Cs-DHT  memberikan
kontribusi pada penyembuhan
tulang mandible. Berdasarkan
morfologinya scaffold dengan
cross-linking IR memiliki
diameter pori 74,43 — 34,12 ym
(rata rata 164.3 um + 86), untuk
scaffold HAp Col1-Cs-DHT 87,86
— 125,68 um (rata — rata 101 pum +
17), HA coll Cs-GTA 2126 —
376.09 um (rata — rata 273,43 um
+ 49) dan HAp Coll Cs- HEMA
98-204 um (rata — rata 142 um £
40)
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Hasil dari penelitian ini berhasil
membuat scaffold untuk
membantu sel proliferasi dan
diferensiasi. Hal ini dikarenakan
sifat kimia dari kitosan dan sifat
dari hidroksiapatit yaitu bioaktif

Metode yang
digunakan
membuat scaffold
adalah freeze -
drying dengan
berbahan  dasar
kitosan dan
hidroksiapatit
yang hasilnya
diuji dengan SEM
dan biologis

Chitosan/hy
droxyapatit
e
nanocompo
site scaffold
to modulate
osteogenic
and
inflammator
y respone

(Soriente et
al., 2022)

dimana scaffold dengan variasi
Cs/HA (60 dan 70% v/v) memiliki
respon biologi yang baik. Serta Cs-
HA 70% memiliki dampak pada
pertumbuhan sel yang baik. Selain
itu scaffold Cs/HA menunjukkan
adanya penurunan nilai
pembengkakan pada sitokin.
In — vivo Metode yang Hasil dari penelitian ini adalaj
study of digunakan untuk kitosan yang dihasilkan memiliki
nano memproduksi berat molekul 385 DA. Selain itu
chitosan as kitosan adalah Kkitosan ini sukses digunakan

(Setiyorini
et al.,
2022)
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dengan  bantuan
microwave
dengan daya 720
watt dan waktu 90
menit. Produk
kitosan akan diuji
in - Vivo,
pengukuran berat,
radiografi,  dan
pengukuran
konsentrasi
Kromium

sebagai agen terapi  untuk
penyerapan ion Cr®" pada tubuh
serta kitosan ini juga mempercepat
proses penyembuhan. Dengan
berat molekulnya yang rendah,
kitosan ini dapat menjadi bahan
yang menjanjikan pada dunia
kedokteran
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3.1 Diagram Alir
Diagram Alir pembuatan bone graft scaffold dapat dilihat pada Gambar 3.1

Studi Literatur

< Preparasi alat dan Bahan >

v v v

Sintesis HAp PMMA Kitosan
| |

A
Penambahan monomer MMA setiap 1,52 g/ml

|
v v v

Campuran Campuran Campuran
66 wt% HAp 61 wt% HAp 56 wt% HAp
30 wt% PMMA 35 wt% PMMA 40 wt% PMMA
4 wt% kitosan 4 wt% kitosan 4 wt% kitosan

A 4

Pencampuran ketiga bahan dengan penambahan NaCl
dan di-stirring 2 menit

y

Penuangan campuran ke dalam cetakan dan dikeringkan
pada temperature 60°C selama 48 jam

\ 4

Pencucian scaffold dengan
air deionisasi selama 2 hari

A 4

-
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A 4
Pengeringan Sampel

A\ 4
Porous Bone Graft

v

Cross-linking GRA dengan dicelup selama 4 jam

A 4
Pencucian Scaffold dengan air deionisasi selama 2

minggu
Pengujian Pengujian Pengamatan Pengujian Pengujian MTT
Tekan FTIR Mikroskop LDT Bakteri Assay
Stereotype

A\ 4
Analisis dan Pembahasan

A 4

Kesimpulan

Gambar 3.1 Diagram alir penelitian

BAB Il METODOLOGI PENELITIAN



LAPORAN TUGAS AKHIR TS
TEKNIK MATERIAL DAN METALURGI @ Tl

Sepuluh Nopember

3.2 Alat dan BahanPenelitian
3.2.1 Alat Penelitian
Alat yang digunakan untuk penelitian ini yaitu:

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Gelas kimia

Penggunaan gelas kimia berukulan 250 mL pada penelitian ini digunakan sebagai
wadah larutan hidroksiapatit kitosan dan PMMA

Magnetic stirrer

Penggunaan magnetic stirrer pada penelitian ini untuk mengaduk larutan secara
otomatis agar menjadi homogen

Microwave

Penggunaan microwave pada penelitian ini adalah untuk mensitesis hidroksiapatit
dengan daya 800 watt dalam waktu 70 menit

Muffle furnace

Penggunaan muffle furnace pada penelitian ini untuk memanaskan dan mengeringkan
tulang sapi serta scaffold

Mesin crusher centrifugal

Penggunaan mesin crusher centrifugal pada penelitian ini untuk menghancurkan tulang
sapi menjadi granul

Sieve shaker machine dan sieving

Penggunaan alat ini untuk memisahkan bubuk dengan beberapa ukuran

Pipet tetes

Penggunaan pipet tetes pada penelitian ini untuk pengambilan zat kimia dari wadah
gelas ukur

Crucible

Penggunaan crucible pada penelitian ini untuk tempat penampungan bubuk tulang sapi
yang akan dimasukkan ke dalam microwave

Spatula

Penggunaan spatula pada penelitian ini untuk pengambilan bahan padat

Pinset

Penggunaan pinset pada penelitian ini untuk pengambilan bahan scaffold dari cawan
petri setelah dilakukan cross — linking

Timbangan digital

Penggunaan timbangan digital pada penelitian ini untuk dilakukannya penimbangan
berat padatan

Silikon rubber

Penggunaan silikon rubber pada penelitian ini sebagai tempat pencetakan dan terjadinya
solidifikasi dari campuran

Gelas ukur 10 mL

Penggunaan gelas ukur pada penelitian ini untuk dilakukannya pengukuran volume
larutan

Gerinda Tangan

Penggunaan gerinda tangan pada penelitian ini untuk dilakukan pemotongan tulang sapi
menjadi bagian kecil
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3.2.2 Bahan Penelitian

1.

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini yaitu :
Tulang Sapi
Penggunaan tulang sapi pada penelitian ini sebagai bahan dasar untuk pembuatan
hidroksiapatit. Tulang sapi dibeli dari salah satu took jagal sapi di Gresik
Kitosan
Penggunaan kitosan pada penelitian ini sebagai bahan dasar untuk pembuatan scaffold.
Kitosan yang digunakan berjenis oligokitosan yang memiliki berat molekul sebesar
385DA. Kitosan diproduksi di Laboratorium Mineral dan Material ITS. Kitosan
digunakan sebagai reinforce
Hidroksiapatit
Penggunaan hidroksiapatit pada penelitian ini adalah sebagai salah satu bahan dasar
untuk pembuatan scaffold sebagai reinforce
Larutan MMA
Penggunaan larutan MMA pada penelitian ini adalah sebagai matriks dari hidroksiapatit
dan kitosan. Larutan MMA yang digunakan memiliki molekul massa 100,8 g/mol yang
dibeli di Sigmaaldrich.
Bubuk PMMA
Penggunaan bubuk PMMA pada penelitian ini adalah sebagai matriks dari scaffold.
PMMA yang dipakai dibeli di Sigmaaldrich
Glutaraldehid (GTA)
Penggunaan GTA pada penelitian ini adalah sebagai cross — linking pada scaffold
Air Deionisasi
Penggunaan air deionisasi pada penelitian ini adalah untuk dilakukannya pencucian
scaffold yang telah dilakukan cross — linking dengan GTA, juga digunakan untuk
pencucian scaffold saat particulate leaching
NaCl
Penggunaan NACL pada penelitian ini adalah sebagai agen porositas pada scaffold.
NaCl yang digunakan memiliki ukuran butir 200 - 300um. NaCl dibeli pada salah satu
took kimia di Surabaya yaitu toko kimia Rajawali

3.3 Metode Penelitian

1.

Metode yang dilakukan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:
Studi literatur
Pada tahapan ini, pencarian tinjauan dilakukan melalui buku, jurnal, paten, maupun
penelitian serupa mengenai scaffold terbuat dari kitosan — hidroksiapatit — PMMA
dengan metode solvent casting — particulate leaching.
Diskusi
Pada tahapan ini, permasalahan akan diperliat dan dilakukan pencarian solusi pada
penelitian yang akan dirancang. Keberlangsungan diskusi dilakukan bersama dengan
pihak yang bersinggungan dalam penelitian ini
Eksperimental
Penelitian diawali dengan pembuatan bubuk HAp dari tulang sapi yang akan dilanjutkan
dengan pembuatan campuran bubuk HAp, kitosan, PMMA, serta larutan MMA.
Kemudian pengujian dilakukan pada scaffold yang terbentuk, pengujian berupa uji
tekan, FTIR, pengamatan mikroskop stereotype, LDT, Bakteri dan MTT assay
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3.3.1 Preparasi hidroksiapatit
Adapun Langkah — Langkah preparasi yang dilakukan yaitu :

1. Perebusan dilakukan terhadap tulang sapi dengan berat sebanyak 25 kg selama 3 jam

2. Pengeringan dilakukan pada tulang sapi dan dilanjutkan dengan pemanasan tulang
sapi pada furnace elektrik pada temperature 50°C hingga tulang memutih

3. Dilakukan pemotongan tulang sapi menjadi bagian kecil dan penghancuran tulang
dengan centrifugal crush machine hingga menjadi bubuk

4. Penyaringan dilakukan pada bubuk tulang sapi dengan alat vibrating shieving

5. Bubuk yang telah disaring dilakukan pemanasan dengan microwave pada daya dan
waktu tertentu

6. Pengujian FTIR dilakukan pada hidroksiapatit yang terbentuk. Pengujian dilakukan
untuk ditemukan gugus COs%, PO+%, dan OH

3.3.2 Preparasi scaffold
Adapun langkah — langkah preparasi yang dilakukan yaitu :
Persiapan bubuk hidroksiapatit dan bubuk kitosan serta larutan PMMA

2. Pencampuran ketiga bahan serta penambahan NaCl serta pengadukan dengan

magnetic stirrer hingga homogen dengan tiga rasio HAp, PMMA, dan kitosan yang

berbeda yaitu 66:30:4; 61:35:4; dan 56:40:4

Penuangan campuran dilakukan dalam silikon rubber dengan ukuran

4. Setelah dilakukan penuangan dilanjutkan dengan, pemanasan scaffold selama 48 jam
dengan temperature 60°C agar terjadi solidifikasi

5. Pencucian scaffold atau leaching dilakukan dengan menggunakan air deionisasi
selama 48 jam dengan dilakukan pergantian air setiap 12 jam sekali agar NaCl yang
terjebak dapat dikeluarkan

6. Pencelupan dilakukan scaffold pada cross-linking GTA 0,2% selama 4 jam,
dilanjutkan dengan pembersihan scaffold dengan air deionisasi selama 2 minggu.
Serta dilakukan pergantian air selama 12 jam sekali

7. Pengujian dilakukan terhadap scaffold yang terdiri dari uji tekan, FTIR, pengamatan
mikroskop stereotype, LDT, Uji bakteri dan MTT assay

=

.

3.4 Pengujian
3.4.1 Pengujian FTIR

FTIR merupakan salah satu alat analisis yang menggunakan radiasi infra merah, dimana
radiasi ini akan dipancarkan pada sampel. Penyerapan molekul dan transmisi merupakan hasil
dari penyerapan infrared. Setiap molekul yang digambarkan FTIR akan memiliki pola vibrasi
yang berbeda serta pola ikatan antar atom yang berbeda. Infra merah yang dipancarkan berasal
dari interferometer, yang mana radiasi ini akan dipancarkan melalui sampel dan diserap oleh
sampel. Sinar yang melalui dan diserap sampel ini akan dideteksi oleh detektor, yang mana
akan diubah menjadi spektrum oleh interferogram. Pengujian FTIR dilakukan menggunakan
FTIR dengan jangkauan medium, frekuensi getaran yang digunakan adalah 4000 — 400 cm™.
Pengujian ini dilakukan untuk melihat gugus fungsi karbonat pada frekuensi getaran 1450 cm”
! fosfat 560, 602, 1040 cm™ , dan hidroksida 3420 cm™ pada hidroksiapatit, sedangkan untuk
melihat adanya kitosan pada scaffold dilihat pada frekuensi getaran 1658,78; 1635,64 cm™
untuk melihat keberadaan amida, serta 3280; 3448,72 untuk melihat keberadaan N — H. selain
itu juga dilakukan analisis pada frekuensi getaran 2992, 2952 agar melihat adanya gugus C — H
untuk mengetahui adanya ikatan dengan glutaraldehyde
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3.4.2 Pengamatan mikroskop stereotype

Mikroskop stereotype merupakan mikroskop optic yang memberikan pengamatan
specimen secara 3 dimensi. Mikroskop ini terdiri dari 2 lensa yang terbagi jadi 2 yaitu lensa
objek dan lensa okuler. Prinsip kerja dari mikroskop ini adalah mengunakan cahaya yang
nantinya dipantulakan pada specimen yang akan diamati. Cahaya yang dipantulkan ini akan
membantu pengamatan benda yang tebal ataupun tipisPenggunaan mikroskop ini untuk melihat
permukaan dari scaffold yang telah dibuat, serta mengamati bentukan pori dari scaffold secara
3 dimensi.

3.4.3 Liquid Displacement Test (LDT)
Porositas dari scaffold dapat diukur dengan pengujian Liquid Displacement Test (LDT).
LDT merupakan salah satu pengujian NDT, pada pengujian ini digunakan prinsip dari
Archimedes, porositas pada scaffold merupakan void uang berisikan udara ataupun air.
Porositas dapat didefinisikan dengan rasio antara volume rongga dengan volume scaffold
Rumus perhitungan porositas scaffold dapat dilihat pada Persamaan 3.1:

N=(1- i—d) (3.1)
Dimana, N merupakan berapa banyak porositas dalam persen, ps merupakan bulk density

dari scaffold yang dicari dengan menggunakan metode stoikiometri. Sedangkan py densitas
partikel yang dapat dihitung dengan menggunakan Persamaan 3.2

Pu = (L) X Pw 3.2)

my—mg
pw Merupakan densitas dari air, my merupakan massa sampel saat diletakkan pada beaker
glass tanpa ada cairan, ms merupakan massa sampel saat dicelupkan ke dalam cairan

3.4.4 Pengujian Tekan

Pengujian tekan dilakukan untuk mendapatkan kekuatan tekan dari scaffold yang mana
kekuatan tekan menyatakan banyaknya tegangan yang dibutuhkan untuk menghancurkan
scaffold. Pengujian tekan ini dilakukan dengan menggunakan alat universal testing machine di
Laboratorium Inovatif Material ITS. Spesimen dipersiapkan berdasarkan ASTM D 695 serta
dengan ukuran specimen yaitu diameter 12,7 mm dengan Panjang 25,4 mm. Sampel diberikan
pembebanan sebesar 600 kKN dengan kecepatan regangan 5mm/min.

3.4.5 Pengujian Bakteri

Pengujian dilakukan dengan kultur bakteri staphylococcus aerus (Gambar 3.2). Dimana
pengujian ini ditujukan untuk mengetahui antimikroba dari scaffold. Saat dilakukan implan
pada tubuh manusia, terdapat risiko inflamasi, sehingga pertumbuhan tulang digagalkan hingga
kematian dapat terjadi.

Gambar 3.2 Uji antibakteri zona hambat
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Pengujian bakteri dilakukan berdasarkan langkah — langkah berikut :

Dilakukan penanaman bakteri dengan osse steril pada media Bhl broth kemudian
dilakukan inkubasi selama 48 jam

Dilakukan pengamatan pada kekeruhan kuman kemudian distandarkan dengan standar
mcfarland 0,5

Dilakukan penanaman bakteri dengan media agar — agar dengan teknik Muller Hinton
dengan teknik Spreading

Dilakukan pembuatan sumuran pada media agar — agar dan sampel dimasukkan ke dalam
sumuran yang dibuat dan dilakukan inkubasi selama 48 jam

Dilakukan pengamatan dan pengukuran diameter zona jernih yang timbul di sekitar
sampel uji

Setelah dilakukannya perhitungan maka hasil perhitungan zona hambar tersebut dapat

dikategorikan menjadi 4 kategori yang mana dapat dilihat pada Tabel 3.1

3.4.6

MTT Assay
Pengujian ini dilakukan agar diketahui sifat sitotksik dari scaffold yang diuji dengan sel

fibroblast yang nantinya hasil pengujian akan dihitung dengan menggunakan ELISA reader,

yang

memiliki prinsip kerja menerjemahkan tingkat absorbansi tetrazolium sebagai hasil

respirasi sel yang bereaksi dengan reagen MTT. Didapatkan persentase sel yang hidup dimana
menggambarkan tingkat toksisitas dari scaffold

3.4.6.1 Persiapan Sel

1.

2.

&

Adapun langkah langkah dalam menyiapkan sel yaitu sebagai berikut:
Dilakukan penyipanan sel fibroblast BHK 21 pada temperature -80°C yang kemudian
dicairkan dengan cara tabung sel digosokan dengan telapak tangan
Dilakukan pengendapan pada kultur sel dengan diputar pada alat centrifugal pada 1500
rpm selama 5 menit
Dilakukan suspense pada endapan sel dengan media Eagle’s MEM yang di dalamnya
terdapat fetal bovine serum 10% yang nantinya ditanamkan pada botol Roux
Ph media dipertahankan netral pada nilai 7.2 dengan diberikan larutan Hepes.
Dilakukan inkubasi pada kultur sel fibroblast BHK-21 pada temperature 37°C selama
seminggu agar kultur sel menjadi optimal dan terdistribusi secara rata pada media kultur

3.4.6.2 Pembagian Sel

NoakowhE

Langkah langkah yang dilakukan untuk melakukan pembagian sel sebagai berikut:
Kultur sel dibuang dari botol Roux jika sudah penuh
Dilakukan pencucian sebanyak 3 kali pada kultur sel dengan PBS agar sel lepas
Trypsyn versine 0.25% sebanyak 0,04 mL diberukan pada kultur sel
Dilakukan inkubasi pada kultur sel selama 3 menit
Dilakukan penambahan media kultur pada kultur sel sebanyak 10 mL
Dilakukan pembagian kultur sel pada microplate dengan 96 well
Dilakukan inkubasi pada incubator selama 48 jam pada temperature 37°C

3.4.6.3 Perlakuan Kultur Sel

1.

2.

Langkah — langkah yang dilakukan untuk perlakuan kultur sel adalah sebagai berikut:
Microplate pada incubator dikeluarkan dan dilakukan pengujian dengan diletakan pada
laminar flow
Dilakukan pembuangan sel yang ada pada well yang kemudian dicuci dengan PBS
sebanyak 5 kali agar tidak ada sisa metabolism yang lengket pada well
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Well pada microplate dimasukkan bone graft sesuai dengan yang sudah ditentukan
4. Dilakukan inkubasi pada microplate selama 48 jam pada temperatur 37°C agar sel dapat
Kembali ke kondisi semula
Dilakukan pengamatan pada kultur sel setelah dilakukan inkubasi
6. Media sel dibuang dari microplate, dibersihkan dengan kertas tisu agar tidak ada cairan
sisa
7. Well diisi dengan menggunakan 100uL PBS yang memiliki sel, dilakukan pembuangan
sel seperti langkah ke-enam
8. Dilakukan pengujian dengan disiapkan reagen MTT sebanyak 0,5 mg/mL, dengan 1 mL
MTT dan PBS (5 mg/mL) dan reagen diencerkan dengan 10 mL media kultur untuk 1
buah 96-well
9. Dilakukan pembuangan media sel, dan pencucian sebanyak 1 kali dengan PBS, dan 100
ML reagen MTT ditambahkan ke dalam setiap well, termasuk media kontrol tanpa sel.
10. Dilakukan inkubasi terhadap sel selama 4 jam dalam incubator CO, samapi terbentuk
formazan
11. Dilakukan pemeriksaan pada kondisi sel dengan inverted mikroskop, jika terjadi
pembentukan sel, dtambahkan stopper 100uL SDS 10% dalam 1 N HCI
12. Dilakukan persiapan pada ELISA reader, dan plate dimasukkan pada ELISA reader.
Dibaca absorbansi masing — masing well pada A = 550 — 600 nm dan dianalisis
13. Dilakukan perhitungan hasil pengujian dan di analisis
Hasil yang didapatkan dalam bentuk optikal density (OD) yang kemudian akan dihitung nilai

viabilitas dengan menggunakan Persamaan 3.3.
Viabilitas = —2P.sampel=0D kontrol media 00

0D kontrol sel—0D kontorl media (33)
Nilai viabilitas yang didapatkan selanjutnya akan dilakukan pengkategorian dari scaffold yang

dihasilkan. Pengkategorian ini berdasarkan sifat toksisitas dari scaffold yang ditinjau dari
jumlah sel yang masih hidup pada uji MTT assay. Pengkategorian hasil perhitungan viabilitas
dapat dilihat pada Tabel 3.3.

o

3.5 Rancangan Penelitian

Terdapat rancangan pengujian yang dibuat agar penelitian ini dapat mudah untuk
dilakukan. Rancangan penelitian dibuat dalam tabel yang mendata tentang scaffold yang
difabrikasi sendiri dan dilkukan pengujian. Rancangan penelitian dapat dilihat pada Tabel 3.1
sebagai berikut

Tabel 3.1 Rancangan penelitian
Pengujian | Pengujian = Pengujian = Pengujian ' Pengujian & MTT

SEM FTIR Tekan Porositas | Bakteri | Assay
< < ~ < < <
No  Kegiatan S S S S S S
LL LL LL LL LL LL
< < < e e e
o [58] © o [5+] [5+]
o o © © © ©
=] =] > = > >
3 3 3 3 3 3
(9] (9] (92)] (9p] w w
Scaffold HAp
56%, 40%
L BMMA. 4% v \/ v v v v
kitosan
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Scaffold HAp

61%, 35%

2 oM A 4% v v \ v \ \
kitosan
Scaffold HAp

66%), 30%
3| oMM A 4% v v v v \ \
kitosan

3.6 Jadwal Penelitian
Penelitian dilakukan selama 9 minggu dengan pembagian waktu yang ditunjukkan pada
Tabel 3.2.

Tabel 3.2 Jadwal penelitian
. Maret April Mei Juni
No Kegiatan 12 3 4123412341234

Studi literatur

Asistensi kepada dosen l...............
pembimbing

Penyususnan laporan
Persiapan alat dan
bahan
Preparasi scaffold
Pengujian SEM - EDX ]
Pengujian FTIR ]
Pengujian Porositas
Pengujian Bakteri ]
Pengujian Tekan [ ]

11 MTT Assay

O©ooo~NOOYOT B~ W DN PP

(SN
o

Analisa dan
Pembahasan

[EEN
N
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BAB IV
ANALISIS DATA DAN PEMBAHASAN

4.1 Analisis Data
4.1.1 Analisis pengamatan mikroskop stereotype

T~

— Gma.lampilan HAp
Tampak Atas (

i M - (1S 200022,5.3

bawah streoype iroscop () cross ection, ()
tampak Sampin

r

1O GT! SITS.

di bawah stereotype croscope A) Cross sectio
Atas (C) tampak Sampin

i Mate

4. amplla HAp 6
~ Tampak

g

A

a4

ar 4.3 Tampi HA 66 d a stereotype microscope aos section, (b) tampak
atas, (c) tampak samping

Scaffold yang telah diproduksi dilihat permukaannya dengan menggunakan stereotype
mikroskop. Permukaan yang dilihat dari 3 tampak yaitu cross-section, tampak atas dari scaffold,
serta tampak samping dari scaffold (Gambar 4.1, Gambar 4.2, Gambar 4.3). Dari morfologi
yang didapatkan dapat dilihat bahwa scaffold yang dihasilkan memiliki pori yang tersebar pada
bagian cross section. Selain itu juga terdapat pori yang terbentuk di tampak atas dan samping.
Pori yang terbentuk ini disebabkan oleh porogen yang digunakan yaitu NaCl. Kadar dari NaCl
ini dapat memberikan dampak pada interkonektivitas dari pori, porositas, dan ukuran pori (Tran
etal., 2011).

Garam dapat menjadi porogen dikarenakan garam dapat menjadi saran pada scaffold yang
terbentuk sebagai pori, sehingga pada saat sebelum dilakukan leaching garam akan
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terperangkap antara campuran material yang digunakan dan memberikan ruang kosong (Owen
et al., 2020).

Hal ini menyebakan adanya gaya tarik menarik saat pembekuan pada campuran scaffold
sehingga dapat menyebabkan terjadinya retakan. Selain itu penyebab terjadinya crack tersebut
adalah kurang terdistribusinya HAp secara merata dan homogen sehingga dapat menyebabkan
struktur dari scaffold menjadi kurang baik dan menyebabkan ikatan adesi yang kurang baik,
dengan adanya crack ini menyebabkan scaffold pada saat diberi pembebanan tekan akan
memperlebar retak dan menyebabkan mulainya terjadi keretakan pada area sekitarnya sehingga
kekuatan tekan dari scaffold menjadi menurun (Zebarjad et al., 2011).

4.1.2 Analisis Pengujian FTIR

2500 2000 1500 1000 500
—— HAp 66 ' ' ' ' ' '

\
PO, \ PO,*
P-O(H) streching

—— HAp 61

\
/ 2- I:)043_ P-O(H) streching
CO3

Transmittance (%)

\

/ 2. P-O(H) streching
COg
. ] . ] . ] . ]
2500 2000 1500 1000 500

Gambar 4.4 FTIR scaffold pada range 0-2500 cm-1

Karakterisasi Forier Transform Infra Red (FTIR) dilakukan untuk mencari gugus fungsi
yang terdapat pada scaffold yang terdiri tiga variasi yaitu HAp 56, 61, dan 66, beserta dengan
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bahan bahan penyusunnya yang terdiri dari kitosan, glutaraldehid, hidroksiapatit, MMA cair,
bubuk PMMA. Pada HAp digunakan untuk melihat gugus fungsi CO3%, PO4>. Sedangkan pada
bahan kitosan dicari gugus fungsi dari amine, C — H, C — N, dan N — H. Selanjutnya untuk
MMA cair dicari gugus O — H, C — H, dan C — O. Pada bubuk PMMA dilakukan pencarian
pada CHs, C=0, C -H, CHy, C — O — C, C=C, dan O — H. Terakhir pada GTA dilakukan
pencarian pada gugus O — H, C- H, dan C=0.

Pada Gambar 4.4 dapat dilihat bahwa pada scaffold HAp 56, HAp 61 dan HAp 66
memiliki P — O(H) stretching pada bilangan gelombang895 cm™ (Han et al., 2006). Selain itu
juga terdapat gugus PO4* pada range 1000 — 1100 cm™, serta terdapat gugus COs? yang berada
pada range 1460 cm™ yang mana menggambarkan adanya keberadaan dari hidroksiapatit murni
(Gheisari et al., 2015)

Hasil FTIR dari bahan — bahan pembentuk scaffold yang terdiri dari Kitosan,
glutaraldehid, hidroksiapatit, MMA cair, Bubuk PMMA, serta hasil FTIR dari scaffold dengan
variasi HAp 66, HAp 61, dan HAp 56 dapat dilihat pada Gambar 4.5. Dari hasil FTIR dapat
dilihat bahwa gugus gugus yang terdapat dibahan dasar juga terdapat pada scaffold yang telah
dibuat. Pada bilangan gelombang 2958 — 2847 cm™ merupakan bilangan gelombang dari C-H
yang merupakan kelompok alkana, gugus ini terdapat pada MMA cair. Selain itu terdapat juga
gugus C=0 pada 1696 cm™, dimana terdapat pada material bubuk PMMA. Sedangkan untuk
gugus karbonat terdapat pada 1468 — 1413, dan 716 cm™, yang merupakan salah satu gugus
yang terdapat pada hidroksiapatit. Terdapat juga ikatan CHs yang terdapat pada 1299 cm*
dimana terdapat pada ketiga scaffold. Selain itu terdapat juga gugus amine yang terdapat pada
panjang gelombang 1057 cm™ yang didapatkan dari kitosan. Serta terdapat gugus PO4* pada
939 cm™ yang ditemukan pada HAp. Dapat dilihat bahwa pada pembuatan scaffold ini bahan
dari MMA cair yang masih bertahan pada setiap scaffold yaitu gugus alkana C-H

Hidroksiapatit (HAp) terdapat pada jaringan tulang manusia yang merupakan kalsium
fosfat. HAp memiliki gugus fungsi PO4% yang terdapat pada bilangan gelombang sekitar 564 —
603; 962; 1023 — 1090 cm™, terdapat juga gugus COs? yang terdapat pada bilangan gelombang
1460 — 1418 cm™ (Soziigecer & Bayramgil, 2021). Sedangkan pada kitosan, ditemukan gugus
amide pada bilangan gelombang 1651 cm™, 1536 cm™, dan 1399 cm™ untuk gugus fungsi dari
C — N (Kumari et al., 2018). Pada MMA liquid dilakukan pengujian FTIR untuk melihat gugus
dari C- H yang terdapat pada bilangan gelombang sekitar 2956 cm™, 2918 — 2850 cm™, dan
1464 — 1472 cmt, dan dilakukan pencarian gugus pada bilangan gelombang sekitar 1064 cm
yang merupakan bilangan gelombang dari C — O (TézUm et al., 2018).

Selain dilakukan pencarian pada monomer MMA cair juga dilakukan pencarian terhadap
PMMA bubuk yang memiliki bilangan gelombang 1727 cm-1 yang merupakan milik C=0, dan
1450 cm-1 yang merupakan panjang gelombang dari C — O. Serta MMA liquid juga memiliki
CH2 yang terletak pada bilangan gelombang 1240 cm-1 (Ahmad et al., 2007). Pada scaffold
dapat dilihat bahwa intensitas dari HAp yang awalnya memiliki puncak yang tajam pada gugus
fosfat dan karbonat menjadi kurang tajam dan mengalami pelebaran. Penyebab dari kejadian
ini adalah karena adanya interaksi antara kitosan dan hidroksiapatit, yaitu ikatan hidrogen,
dimana terjadi ikatan antara gugus -OH dengan NH> dari kitosan yang berikatan dengan gugus
-OH dari hidroksiapatit (Yessy Warastuti et al., 2015).
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Gambar 4.5 FTIR bahan dan scaffold (a) HAp 56, (b) HAp 61, (c) HAp 66, (d)
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4.1.3 nalisis Pengujian Liquid Displacement Test (LDT)
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Gambar 4.6 Diagram batang porositas scaffold dari tiga variasi

Porositas pada scaffold memiliki peran penting yaitu terhadap sifat struktur dan sifat
mekanik dari scaffold. Berdasarkan Gambar 4.6 dapat dilihat bahwa porositas semakin naik
seiring bertambahnya HAp dan serta saat kurangnya PMMA. Dimana jika porositas dari
scaffold semakin tinggi akan membuat kekuatan mekanik dari scaffold menjadi menurun
(Kazemzadeh-Narbat et al., 2006). Pori pada scaffold dapat memudahkan terjadinya transfer
oksigen dan nutrisi, serta tempat terjadinya proses metabolisme pada sel (Sari et al., 2021).
Berdasarkan yang dilihat pada diagram batang HAp 66 memiliki nilai porositas tertinggi yaitu
83,41011%, HAp 61 memiliki nilai porositas 80,69562% dan diikuti oleh HAp 56 yang
memiliki nilai porositas terendah yaitu HAp 56 77,06646%. Hal ini sesuai dengan teori dimana
semakin meningkatnya konsentrasi dari PMMA akan menurunkan jumlah porositas dari
scaffold (Kane & Roeder, 2012).

Dari hasil yang ada dapat dilihat bahwa kenaikan dari nilai porositas ini tidak signifikan.
Hal ini dapat dapat dilihat nilai dari porositas tiap variasi memiliki perbedaan yang kecil. Hal
ini sama dengan percobaan yang dilakukan oleh milla dkk, dan Lin Hong-Ru yang melakukan
percobaan dengan membuat scaffold berbahan dasar HAp. Dari percobaan mereka ini
didapatkan bahwa perbedaan mereka yaitu nilai porositas yang mendekati (Lin & Yen, 2004;
Milla et al., 2018).

Selain dari konsentrasi dari HAp, yang dapat mempengaruhi porositas dari scaffold
adalah kitosan. Dimana jika kitosan ditambahkan maka menurunkan porositas dari scaffold.
Selain itu kitosan dapat meningkatkan sifat mekanik jika konsentrasi dari kitosan dinaikan.
Kitosan yang berlebihan yaitu lebih dari 10% dapat menyebabkan kitosan mengalami
pengumpulan kitosan sehingga dapat menurunkan porositas (Ikeda et al., 2014). PMMA juga
sebagai polimer dapat mempengaruhi poristas, dimana jika polimer semakin banyak maka
jumlah porositas akan semakin kecil juga (Milla et al., 2018).
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4.1.4 Analisis Uji Tekan

Pada pengujian ini dilakukan pada sampel HAp 56, HAp 61, dan HAp 66. Dan dari data
yang didapat dibuat diagram batang yang dapat dilihat pada Gambar 4.7, dimana disajikan data
yield strength dan maximum strength.
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Gambar 4.7 Hasil pengujian tekan

Dapat dilihat bahwa HAp 56 memiliki kekuatan tekan maximum tertinggi yaitu 38,39
N/mm?, dan sedangkan maximum terendah adalah HAp 66 yaitu sebesar 35,61 N/mm?,
sedangkan untuk HAp 61 memiliki maximum strength sebesar 37,61 N/mm? yang mana
nilainya lebih tinggi dibandingkan dari HAp 66. Dimana secara urutan kekuatan tekan HAp 56
memiliki kekuatan tekan paling tinggi yang diikuti oleh HAp 61 dan terakhir HAp 66. Kekuatan
tekan yang mengalami penurunan ini dikarenakan bubuk HAp yang bercampur kurang
homogen seiring berkurangnya PMMA, sehingga terjadi pengurangan ikatan interfacial yang
ada antara HAp dan PMMA. Selain itu tidak homogennya dapat menyebabkan
penggumpalan/aglomerasi dari HAp serta kurang bagusnya ikatan adesi antara HAp dengan
matriks PMMA. Akan tetapi yang menjadi penyebab berkurangnya kekuatan tekan ini adalah
karena penggumpalan dari HAp, yang mana menyebabkan scaffold menjadi rapuh dan mudah
dihancurkan saat diberi pembebanan, dimana aglomerasi dari HAp ini dapat menyebabkan
microcrack yang menurunkan kemampuan tekan dari scaffold (Deb et al., 2019).

Berdasarkan dari data yang dilihat tidak terjadi penurunan kekuatan yang secara
signifikan dengan penurunan PMMA ini. Hal ini juga dapat dihubungkan dengan hasil
pengujian porositas, dimana hanya terjadi penurunan yang tidak signifikan juga seiring dengan
peningkatan PMMA. Perubahan yang tidak signifikan ini dikarenakan berat dari HA dan
PMMA yang divariasikan tidak terlalu jauh (Kane & Roeder, 2012)

Selain itu HAp memiliki sifat derajat porositas yang tinggi, yang mana dapat menurunkan
densitas dari material, dimana penurunan densitas ini disebabkan oleh porositas ataupun lubang
(void) yang meningkat, sehingga menyebabkan kekuatan mekanik dari scaffold juga menjadi
menurun.adapun penelitian yang dilakukan oleh Kusumawardari yang menyatakan dengan
penambahan HAp ini dapat menyebabkan nilai porositas yang semakin tinggi dikarenakan
dengan melakukan penambahan HAp akan meningkatkan kemungkinannya terjadinya
cacat/defect karena penambahan partikel ini telah melebihi titik jenuh dari matriks dan
menyebabkan diskontinuitas matriks resin (Kusumawardani et al., 2020). Dimana scaffold
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harus memiliki porositas yang tinggi untuk memfasilitasi pertumbuhan tulang, akan tetapi juga
tidak mengurangi sifat mekanik dari scaffold (Hannink & Arts, 2011). PMMA memiliki
kekuatan tekan yang baik, sehingga cocok untuk digunakan sebagai material dari scaffold.
Dengan adanya HAp ditambahkan dengan PMMA dapat meningkatkan kekuatan tekan serta
yield strength dari scaffold (Komang-Agung et al., 2018).

Berdasarkan analisis bedasarkan sifat mekanik kekuatan tekan dari scaffold dapat
disimpulkan bahwa ketiga scaffold dengan variasi berbeda tersebut dapat digunakan sebagai
implan pada manusia. Hal ini dapat dibuktikan sifat kekuatan tekan yang sesuai dengan tempat
yang akan diimplankan yaitu pada tulang bagian cancellous pada manusia, dimana pada
pembebanan uniaxial yaitu 1.5 —45.0 MPa dan untuk kekuatan modulus sebesar 1.4 — 79.0 MPa
(Dunham et al., 2005).

4.1.5 Analisis Uji Bakteri
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Gambar 4.8 Diagram batang dari zona hambat dari ketiga variasi
Dari pengujian zona hambat ini dapat dilihat scaffold membuat suatu zona kosong yang

dapat dilihat pada Gambar 4.9, selain itu, data hasil perhitungan diameter dari zona hambat u
disajikan dalam diagram batang yang dapat dilihat pada Gambar 4.8.

Gambar 4.9 Pengujian antibakteri zona hambat
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Berdasarkan diagram batang yang disajikan dapat dilihat bahwa ketiga variasi memiliki
perbedaan yang tidak terlalu jauh dalam pengujian antibakteri hal ini dikarenakan konsentrasi
dari kitosan yang tidak jauh berbeda. Secara grafik dapat dilihat bahwa HAp 66 memiliki sifat
antibakteri yang terbaik dikarenakan jaraknya yang menunjukkan paling besar sedangkan yang
paling kecil ada pada HAp 56, hal ini dikarenakan walaupun perbedaan dari kitosan yang tidak
jauh berbeda akan tetapi HAp 66 memiliki kandungan kitosan yang lebih banyak dibandingkan
yang lain. Berdasarkan yang data yang ada juga maka dapat dikategorikan juga variasi variasi
tersebut dalam golongan lemah, sedang, kuat ataupun sangat kuat yang dapat dilihat pada Tabel
4.1

Tabel 4.1 Perbandingan kategori zona hambat tiap variasi

Variasi Jarak (mm) Kategori
HAp 66 11,70 Kuat
HAp 61 9,47 Sedang
HAp 56 8,273 Sedang

Scaffold memiliki sifat antibakteri dikarenakan adanya kandungan kitosan. Dimana sifat
antibakteri yang disebabkan oleh kitosan ini dipengaruhi oleh beberapa faktor yaitu berat
molekul (Mw), derajat deaktilisasi (DAD), derajat aktilisasi (AD), konsentrasi serta derajat
keasaman (Ph) dari kitosan. Yang menjadi faktor utama dalam antibakteri adalah faktor berat
molekul, yang mempengaruhi keefektifan kitosan terhadap penyakit ataupun patogen, dimana
kitosan dengan berat molekul yang rendah serta derajat deaktilisasi yang tinggi memiliki sifat
antibakteri yang baik yang dikarenakan tingkat kelarutannya yang tinggi. Pada oligokitosan
yang digunakan yang menjadi fator bukan hanya berat molekul akan tetapi juga komposisi dari
sel dinding yang ada pada bakteri (Researcher, 2021).

Antibakteri dari kitosan ini dapat terjadi dikarenakan adanya gugus amino yang telah
terprotonase menjadi NHs* yang akan menyerang dinding sel/peptidoglikan yang bermuatan
negatif, yang mana gugus positif ini akan menembus lapisan matriks dari bakteri dan
membunuh bakteri dari dalam. Selain itu, kitosan berjenis oligokitosan memiliki sifat yang
dapat mengindikasikan terjadinya osteogenesis serta memiliki sifat anti-inflammatory (S.
Zhang et al., 2022).

Selain dari kitosan, sifat antibakteri ini juga muncul dari hidroksiapatit yang digunakan.
Dimana hidroksiapatit yang difabrikasi dengan menggunakan bantuan microwave akan
memberikan sifat antibakteri. Dimana sekarang banyak metode yang menggunakan bantuan
microwave karena dapat membuat ukuran partikel menjadi lebih kecil yang diakibatkan dari
pemanasan microwave dari dalam (Kalaiselvi et al., 2018).

Dengan pemasan hidroksiapatit dengan bantuan microwave akan membuat persebaran
dari PO4* (fosfat) menjadi lebih banyak, dimana gugus fosfat ini menjadi faktor yang membuat
hidroksiaptit menjadi memiliki sifat antibakteri. Dimana fosfat pada hidroksiapatit yang dibuat
dengan bantuan microwave memiliki permukaan radikal yang menyebabkan adanya sifat
antibakteri (Lamkhao et al., 2019). Selain itu dapat dilihat juga pada hasil FTIR bahwa ikatan
dari PO4* pada HAp 66 dan HAp 61 memiliki jumalh yang lebih banyak yang dapat dilihat
pada Gambar 4.4
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4.1.6 Analisis MTT Assay

Pengujian MTT assay ini menggunkan kultur jaringan sel fibroblast yang terdiri dari 96
well. Pengujian MTT ini digunakan untuk mengetahui scaffold yang dibuat dapat menjadi
tempat untuk terjadinya poliferasi atau memiliki viabilitas. Dimana perhitungan dari MTT assay
ini dilakukan dengan menghitung nilai dari densitas optikal (O.D.) pada panjang gelombang
620nm (Ghasemi et al., 2021). Hasil dari pengujian MTT assay ini menunjukkan bahwa HAp
66 memiliki nilai viability tertinggi, sedangkan untuk yang terendah ditunjukkan oleh HAp 61.
Tiap pengujian dari MTT assay ini dilakukan repitisi sebanyak tiga kali. Hasil dari pengujian
MTT ini disajikan dalam bentuk diagram batang yang dapat dilihat pada Gambar 4.10.

90
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Viability (%)

HAp 56 HAp 61 HAp 66
Gambar 4.10 Diagram batang hasil MTT assay

Diagram batang menunjukkan bahwa nilai dari ketiga variasi scaffold ini masih dalam
range slightly cytotoxic dimana range berawal 60-90%. Dari hasil MTT assay ini dapat kita lihat
bahwa scaffold yang dihasilkan memiliki sifat beracun sehingga menyebabkan adanya
pengurangan sel, dikarenakan sel mati. Hal ini dibuktikan oleh nilai viabilitas yang tidak
mencapai 100% (Van Meerloo et al., 2011).

4.2 Pembahasan
4.2.1 Pengaruh Hidroksiapatit terhadap bone graft

Penggunaan hidroksiapatit yang difabrikasi dengan bantuan microwave memberikan
keuntungan seperti memiliki tingkat homogen yang tinggi pada molekul, memiliki temperatur
kristalisasi yang lebih rendah dan menghasilkan butiran cristal yang lebih halus (Kalaiselvi et
al., 2018). Selain itu dengan bantuan microwave dapat mengurangi waktu fabrikasi menjadi
lebih singkat dibandingkan dengan menggunakan metode yang konvensional (Bose et al.,
2010). Adapun menurut Lamkhao et. al. menyatakan dengan menggunakan bantuan microwave
dalam pembuatan Hidroksiapatit ini juga memberikan sifat tambahan yaitu anti-bakteri. Sifat
antibakteri ini disebabkan oleh karena adanya perbedaan pada gugus fosfat yang terdapat fosfat
radikal yang mempengaruhi sifat antibakterinya (Lamkhao et al., 2019). Sifat antibakteri dari
HAp ini dapat dilihat dengan hasil pengujian antibakteri yang mana HAp 66 memiliki nilai
antibakteri yang tertinggi, dan yang paling rendah adalah HAp 56.

Berdasarkan analisis FTIR juga terdapat perbedaan antara HAp konvensional dan
microwave, yang mana pada HAp konvensional terdapat CaO dan Ca(OH). yang dapat
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mengurangi ataupun mencegah regenerasi jaringan tulang pada saat dilakukan implant
(Pighinelli & Kucharska, 2013). Hidroksiapatit dapat menyebabkan peningkatan pertumbuhan
sel tulang, hal ini dapat dilihat pada pengujian MTT assay pada sel fibroblast yang mana terjadi
peningkatan nilai viabilitas seiring dengan pertumbuhan sel (Bhowmick et al., 2013).

Akan tetapi dengan peningkatan dari HAp ini juga dapat memberikan dampak pada sifat
mekanik, dimana HAp yang digunakan pada scaffold dapat menyebabkan menurunnya
kekuatan tekan dari scaffold, hal ini dikarenakan partikel HAp yang tidak terdistribusi dengan
merata pada PMMA sehingga menyebabkan ikatan adesi menjadi lemah antara HAp dengan
matriks. Yang menyebabkan penurunan yield stress (Serbetci et al., 2004). Selain itu,
penambahan partikel HAp pada campuran dapat menyebabkan cacat pada bahan dikarenakan
adanya partikel partikel HAp yang mengendap di dalam resin PMMA, selain itu penambahan
PMMA yang berlebihan dapat membuat larutan matriks menjadi jenuh dan menyebabkan
adanya diskontinuitas pada matriks (Dahar & Husna, 2018).

4.2.2 Pengaruh PMMA terhadap bone graft

Scaffold yang dibuat umumnya harus memenuhi syarat dimana scaffold akan
diimplankan, seperti sifat mekanik, biokompabilitas sehingga dapat terjadinya poliferasi atau
pertumbuhan sel (Polo-Corrales et al., 2014). Berdasarkan sifat mekanik HAp 56 memiliki
kekuatan tekan terbaik hal ini dikarenakan kandungan PMMA terbanyak. Berdasarkan Komang
Agung 2018, la menyatakan bahwa PMMA memiliki kekuatan tekan yang baik, akan tetapi
PMMA juga memiliki beberapa kekurangan yaitu non-biodegradable, non-osteoconductive,
dan non bioaktif (Komang-Agung et al., 2018).

Untuk menutupi kekurangan tersebut maka digunakan bahan lainnya yaitu hidroksiapatit
dan kitosan. Dimana hidroksiapatit memiliki sifat biokompatibel serta memiliki kesamaan
komposisi pada tulang manusia, selain itu hidroksiapatit dapat memicu terjadinya bertubuhan
sel tulang (Kavasi et al., 2021). Dikarenakan PMMA yang tidak memiliki sifat antibakterial
maka PMMA diberikan tambahan dengan antibiotik lain seperti gentasimin, vancomycin, dan
seterusnya. Akan tetapi dalam penelitian ini digunakan kitosan sebagai antibakteri (Vaishya et
al., 2013).

Dari penambahan PMMA ini memberikan dampak pada sifat mekanik serta morgologi
dari scaffold yang dibuat. Dari scaffold yang dibuat dapat dilihat bahwa scaffold HAp 56
memiliki kekuatan tekan terbaik hal ini dikarenakan dengan penambahan PMMA yang semakin
banyak membuat porositas menjadi semakin mengecil (Milla et al., 2018). Hal ini terbukti
dikarenakan dengan konsentrasi HAp 56 ini memiliki nilai porositas terkecil yaitu 77.,06646%,
akan tetapi memiliki nilai kekuatan tekan yang terbesar yaitu 57,44MPa. Akan tetapi dengan
adanya kenaikan kekuatan mekanik ini terdapat sifat yang mengalami penurunan, yaitu adanya
penurunan pada viabilitasnya.

Alasan PMMA dapat menyebabkan menurunkan viabilitas ini adalah karena PMMA
memiliki kekurangan yaitu sifatnya yang sitotoksik serta terdapatnya resiko terjadinya
kerusakan dikarenakan kenaikan temperatur saat terjadi polimerisasi yang disebabkan oleh
adanya reaksi antara monomer methyl methacrylate (Pikis et al., 2015). Teori PMMA
memberikan sifat yang sitotoksik ini ditunjukkan oleh pengujian MTT assay yang dilakukan
pada sel fibroblast, dimana hasil yang dicapai tidak mencapai 100%, yang mana hasil yang
dibawah <100% menunjukkan adanya sel yang mati karena scaffold yang digunakan. Dari hasil
MTT assay ini, ditunjukkan bahwa scaffold HAp 66 memiliki nilai viabilitas tertinggi yaitu
73,34539%, yang mana berdasarkan Jon E. Dahl et. al. menyatakan hasil ini menunjukkan
HAp 66 termasuk ke dalam kategori slightly cytotoxic (60 — 90% viabilitas sel), sehingga
scaffold dapat dikatakan kurang cocok untuk diimplankan dikarenakan masuk ke dalam
kategori slightly cytototxic (Dahl et al., 2006).
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Selain itu terdapat juga terdapat penelitian yang mengungkapkan bahwa PMMA yang
digunakan yang menyebabkan beracun adalah monomer MMA yang dapat lewat menembus
membran sel tanpa menyebabkan adanya kerusakan akan tetapi beracun terhadap sel (Santin et
al., 2004).MMA yang menembus membran sel ini dikarenakan adanya monomer MMA yang
tidak terpolimerisasi secara sempurna. MMA yang terlepas ini menyebabkan terjadinya
dehidrogenase mitokondria sel (Yuliati, 2005).
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan
Adapun kesimpulan yang didapatkan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut :

Dengan penambahan PMMA dapat membuat kekuatan mekanik dari scaffold menjadi
bertambah hal ini dapat dlihat pada HAp 56 yang memiliki kekuatan meaknik paling
tinggi, yaitu 38,39 N/mm?, yang diikuti oleh HAp 61 37,61 N/mm? dan yang terakhir
adalah HAp 66 yaitu 35,61 N/mm?. Hal ini dikarenakan kandungan PMMA nya yang
terbanyak. Selain itu dengan penambahan PMMA dapat menyebabkan nilai porositas
menurun hal ini dapat dilihat dengan HAp 56 yang memiliki nilai porositas terkecil yaitu
77.06646%. Akan tetapi, dengan meningkatkan kadar PMMA dapat menyebabkan nilai
viabilitas dari scaffold menjadi menurun hal ini dikarenakan monomer MMA memiliki
sifat sitotoksik yang dapat menyebabkan kematian sel. Dan scaffold yang difabrikasi
termasuk dalam golongan slightly toxic untuk HAp 66 yang memiliki nilai viabilitas
rata — rata 64.18324%, HAp 61 memiliki nilai viabilitas rata rata 26,37734% yang
termasuk ke dalam kategori moderately toxic, dan HAp 56 39,05967% yang termasuk
ke dalam kategori moderately toxic.

Hidroksiapatit memberikan dampak pada pada sifat anti-bakteri dari scaffold, dimana
dengan semakin banyak HAp akan meningkatkan sifat antibakteri dari scaffold
ditunjukkan dengan nilai dari HAp 66 memiliki nilai antibakteri tertinggi dengan rata
rata 11,7, diikuti dengan HAp 61dengan rata rata 9,5; dan yang terakhir adalah HAp 56
yang memiliki nilai rata rata sebesar 8,3. Dari nilai rata rata ini dapat dilihat bahwa
nilainya tidak jauh berbeda hal ini dikarenakan penggunaan konsentrasi kitosan yang
sama sehingga tidak terdapat perbedaan yang jauh dari nilai pengujian bakteri. Selain
itu dengan penambahan Hidroksiapatit juga dapat menaikan nilai viabilitas dari
scaffold.

5.2 Saran

1.
2.

Adapun saran yang diberikan untuk penelitian berikutnya :
Melakukan perhitungan pada waktu stirring agar campuran menjadi lebih homogen
Memperhatikan lama pemindahan campuran dari beaker glass ke dalam cetakan untuk
menghindari terjadinya defect seperti crack pada permukaaan yang berpengauh
terhadap kekuatan mekanik
Mempersiapkan alat yang lebih memadai dalam pembuatan scaffold untuk menghindari
pengotor yang masuk
Menggunakan teknik fabrikasi freeze-drying agar persebaran dari pori merata, serta
penggunaan cross-linking agent selain glutaraldehid agar mengurangi sifat beracunnya.
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Shimadzu LabSolutions GPC Analysis Report

- System Administrator
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- Chitosan Rajungan
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: Chitosan Rajungan.lcd
- GPC CALIB ok_160221.Icm
: Batch 160221.Icb

- DEFAULT.Isr

1 16/02/2021 14:31:14
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imS

Institut
Teknologi
Sepuluh Nopember

17/02/2021 8:35:03 1/ 2

Chromatogram and Calibration Curve

Molecular Weight Distribution Curve
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Peak Report
Detector A Channel 1
Peak# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 10.766 3916 117 15.369 6.354
2 11.397 21562 1730 84.631 93.646
Total 25478 1848 100.000 100.000

GPC Calculation Results
Peak#:1 (Detector A Channel 1)

[Peak Information]

Time(min) Volume(mL) Molecular Weight Height

Start 10.000 10.000 3009 81
Top 10.766 10.766 809 117
End 11.000 11.000 531 123
Area: 3916

Area% : 15.3691

[Average Molecular Weight]

Number Average Molecular Weight(Mn) 1047

Weight Average Molecular Weight(Mw) 1160

Z Average Molecular Weight(Mz) 1282

Z+1 Average Molecular Weight(Mz1) 1401

Mw/Mn 1.10791

Mv/Mn 0.00000

Mz/Mw 1.10459

Peak#:2 (Detector A Channel 1)
[Peak Information]

Time(min) Volume(mL) Molecular Weight
Start 11.175 11.175 385

Height
134

C:¥Users¥DELL¥Documents¥Data Analisa¥2021¥160221¥Chitosan Rajungan.lcd
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17/02/2021 8:35:03 2 / 2
Time(min) Volume(mL) Molecular Weight ~ Height
Top 11.397 11.397 254 1730
End 11.758 11.758 126 146
Area : 21562
Area% : 84.6309
[Average Molecular Weight]
Number Average Molecular Weight(Mn) 235
Weight Average Molecular Weight(Mw) 244
Z Average Molecular Weight(Mz) 251
Z+1 Average Molecular Weight(Mz1) 258
Mw/Mn 1.03605
Mv/Mn 0.00000
Mz/Mw 1.03098
Detector A Channel 1
[Average Molecular Weight(Total)]
Number Average Molecular Weight(Mn) 267
Weight Average Molecular Weight(Mw) 385
Z Average Molecular Weight(Mz) 729
Z+1 Average Molecular Weight(Mz1) 1190
Mw/Mn 144044
Mv/Mn 0.00000
Mz/Mw 1.89642
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Information : PMMA/HA/chitosan Date :
Area Max Force | Yield Strength | Compressive Str | Modulus of Elasticity (E) Elongation
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mm N N/mm N/mm N/mm %
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TEST REPORT

Information : PMMA/HA/chitosan Date :
Area Max Force | Yield Strength | Compressive Str | Modulus of Elasticity (E) Elongation
Specimens 2 2 2 2
mm N N/mm N/mm N/mm %
HAP61_1 153.938 5789.5 37.25 37.61 1214.05 6.46
| | ¥
E ................................................................ ’,4‘ ............................
| | | Vo
) | | ] \n’
I | if
R ] Eee. I R L LR SR esseasandicanase ‘,3‘ ....................................
- | \ \ 4
“ | | ’f’
¢ | | /
-2 _!E ....... fsasssiafomssioseysssasassstsastesspasasninn Jeessmasanesas e
: | | ‘
" | | !
- g i /
Y avsans Rasiasossadbme soknsliesdsen sslonasheansbanisssnee  VARAPORRAANy & K uvemnashvaussonsbiansvoshdiesvanath vesnorss
3 ¥ i
- n\ | ,’
. ' b it
LS ) (IR (AR Aot 1 B ey ool Y WOy 4 e o IH i IR
- Y 1 ! /
z 'z |
! f

LAMPIRAN



LAPORAN TUGAS AKHIR
TEKNIK MATERIAL DAN METALURGI

iTs

Institut
Teknologi
Sepuluh Nepember

t LABORATORIUM INOVASI MATERIAL =
Q@ JURUSAN TEKNIK MATERIAL DAN METALURGI (
FAKULTAS TEKNOLOGI INDUSTRI
INSTITUT TEKNOLOG! SEPULUH NOPEMBER WG L aRG

Kampus ITS Sukolilo, Surabaya 60111

TEST REPORT

Information : PMMA/HA/chitosan Date :
Area Max Force | Yield Strength | Compressive Str | Modulus of Elasticity (E) Elongation
Specimens 2 2 2 2
mm N N/mm N/mm N/mm %
HAP 66_2 176.715 6292.9 35.56 35.61 628.98 6.46
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