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RINGKASAN 

SCAFFOLD GELATIN-CfIITOSAN SEBAGAI SISTEM l'ENGHANTAllAN 

DIKLOFENAK DAN I'ENGGANTI KARTILAGO I'ADA OSTEOAIHRITIS 

Allie!;. Sc tiya Budi:lt'in, Suhal'jono. S:unir:lh, WenDy Pu1ri 

Osleoartrili s letjadi karena lapisan kartilago hilang alau nlsak, secarn nonna! lapisan 

ini akan mcnahan beban tubuh dan gesekan gerakan sendi, ak ibatnya sendi bila digernkkan 

nkan menimbulkan rnS11 nycri. Hal lersebul perlu segem dilakukan perbaikan dengan cara 

implant3si scaffold dari lapisan ch ilos3n·gelatin dan analgcsik yaitll dik lofenak. Chilasan dan 

gelatin mempakan bahan biokompatibel biodegradable akan mcngaJami degradasi dan 

dcgradan yang dihasilkan dapat bersatu dcnga n sci di sekitarnya, membentuk karlill1go bam. 

Scaj)old lersebul aklln Illcngembang dcngan mengisap air 10 kali beratllya, mcngaJami erosi 

di bagian luamya scdikit dcmi sedikit sambi I mclcpaskan diklofcnak. Chilosan Illcnlpakan 

polimcr biokompalibcl yang mampll mcningkarkan fungsi polimorfonuklcar (PMN) dan 

makrofag dengan dcmikian memiliki sifat anlibaktcri. Za l aktif diklofenak mcmpunyai 

aktivitas scbagai innamasi/ antinycri akan mcndukung fonnula dalam mcmpcrcepm 

pcnycmbuhan oateoanritis dan mcnecgah ICljadi nya innamasi/ nycl; berlanjllt. 

Tujuan dari penclitian ini mernbuat formula berbcntuk lapisan tipis, bcrfungsi untuk 

mcmbentuk lapisan kanilago dengan mcmpereepat tcrbenluknya lapisan kanilago yang hilang 

akibat osteoartritis.Pcnclilian mcnghasiJkan produk yang scsuai dcngan rcnstra pcnelitian PT 

tentang Penanggulallgan Pcnyakit Tropis. 

Mctodc: Pembuatan scaffold dari beberapa macam pcrbandingan anIma gelatin 

dcngan chitosan dan masing masing dilambah diklofcnak scbagai antiinf1amasi dan analgcsik: 

( I )Scaffold dari Gelatin 2% , 5 1111 larutan GEL 1% dituang dalam tabling freeze drying 

bcrdiamcter 3,5 em. difreezer 24 jam. sclanjlltnya di freeze drycr pada sullll -GOoC sclama 24 

jam dipcrolch Japisan tipis. (2) Chitosan 2% daJam asmn aselat 1%, (3) Lannan CI-I 2% + 

GEL 2% (C I-I :GEL= I: I); selanjulnya dibuat dengan perb,mdingan 1:2; 2 :2 dan 2 : I.Lapisan 

tipis direndam dengan NaOH 10%, dicuci dengan air sampai netraJ , dikeringkan kcmbali 

dengan freeze dryer. 

Evaluasi kanlkteristik fisik fonnula yang dilakukan pada tahlill pcnama alllara lain: 

FTIR. ketebalan: kekenyalan: kemampuan menyerap air; tensile strength .. Tahun ke dua: 

bioevaillasi fomlllia dengan stem cell 

Hasil: Karakteri stik fisikokimia darifonnula Gelatin dan Chitos11 n: FTIR ada 

pcrsamaan gugus anlara gelatin dan cil ilosan (-C=O; -C-O-: NH2; 01-1; CI-I2). Karena freeze 
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dtying sering ngadat hasil pengeringan scaffold tidak begitu baik seperti yang diharapkan 

yaitu ketebalan tidak merata. 

Karakterisasi fisikokimiafonnula bam yaitu dari fonnula Gelatin dan Chitosan dengan 

penambahan Polietilen g1ikol (PEG 400) sebagai pelenturl plastisizer fonnula agar nyaman 

digunakan sebagai implant di lutut. Freeze drying yang digunakan pinjam di Metalorgi 

Fakultas Industri ITS, begitujuga SEM untuk menguji Porositas. 

Hasil dari FTIR fonnula barn mirip dengan formula lama terdapat gugus -C=O; -C-O

; NH2; OH dan CH2. Diuji pada biJangan gelombang 4000 - 400 Cm-I. Sampel hasil freeze 

drying lebih bagus, lentur dengan analisis secara morfologi. Pengamatan SEM berhasil 

melihat porositasnya cukup baik untuk pertumbuhan sel kondrosit 
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PRAKATA 

Puji syukur kepada Tuhan Yang Maha Kuasa, berkat hidayah dan pertolonganNya 

maka, peneliti dapat menyelesaikan penelitian kami. 

Terima kasih yang setinggi-tingginya peneliti sampaikan kepada Pemerintah Republik 

Indonesia melalui Kementerian Pendidikan dan Kebudayaan RI yang telah memberikan 

bantuan pendanaan atas penelitian ini. 

Terima kasih juga peneliti sampaikan kepada Rektor Universitas Airlangga, Ketua 

Lembaga Penelitian dan Pengabdian pada Masyarakat Universitas Airlangga, serta Dekan 

Fakultas Fannasi Universitas Airlangga yang telah memberi kesempatan uotuk mendapatkan 

hibah penelitian Unggulan Universitas ini. 

Terima kasih juga peneliti sampaikan kepada Dr. Suhaljono,M.S.,Apt . atas keljasama 

dan masukannya yang sangat berguna untuk memperbaiki substansi dan metode penelitian ini. 

Terima kasih secara khusus peneliti sampaikan kepada Samirah, S.Si, Apt. Dan Wenny 

Putri Nilam Sari, S.Farm.,Sp.FRS.,Apt yang telah membantu dalam melaksanakan penelitian 

ini. T anpa bantuannya peneJitian ini tidak akan dapat diselesaikan. Demikian juga kepada 

Yusuf,dr.,Sp.OT yang telah membantu terlaksananya penelitian ini. 

Demikianlah, semoga hasil penelitian ini dapat bennanfaat dan dapat menjadi modal 

awal serta inspirasi uotuk penelitian selanjutnya. 

Surabaya, November 2018 

Penulis, 
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1.1. Lahlr bclakang 

BAB I 

PENDAII ULUAN 

- - .ILI~ 
IIU.P\JST ALVJ< 

WEYJUl~ AS AlIlUJ'IlGA 

IUItA. AYA .--

Karti lago mcntpakan jaringan yang avaskular dengan kemampUlIll lInlllk memperbaiki 

diri seeara Icrbatas (Medrado el 01..2006). Arthriri s mcntpakan pcnyakil degenerative yang 

biasa didcrita alch orang orang lanjut lIsia yang mcnycbabkan kcmsakkan tenlS mcncrus 

lapisan kanilago yang mengarah pada nyeri kronik dan berkurangnya aktivitas IlIbuh (lang el 

a!, 20 II ). Osteoarthritis (OA) mcmpengaruhi laki laki dan perempu<ln dari sClllua etn ik dan 

Tllcllurul WHO diperk irakan 10% penduduk dengan usia lcbih dari 60 lahull mClldcrila OA 

(Puttini el a/.,2005). Osteoarthrit is kronik akan menycbabkan kompl ikasi autam lain 

pcmbengkakan (in flamasi) dan nycri scndi schingga slisah untllk digerakkan. Terapi OA yang 

biasa diberikan adalah analgesik NSAIDs, opioids, sleroid dan lokal anastesi secara lenlS 

IllCnClllS sccara oral alau intra anikular dan hyaluronal sebagai suplemcn (Dyondi ef al. , 

2012). Telapi terapi tcrsebultidak mcnllnjukkan kebcrhasi lan yang baik dan pemakaian tems 

IllCnCIlIS obat·obatan sepcrti di alas akan memberikan bebernpa efek smnping sepeni 

pendarahan saluran cerna, gagal ginja l alau ganggllan jalHlIng, osteoporosis, dan 

kctcrgantungan. Untuk mcngatasi masalah tersebul dilakukan terap i sccara lokal dcngan 

implan scaffold biodegradabcl, biokompatibel yang membawa analges ik (Aniek el 01 .• 20 14) . 

Biomaterial yang mcmpakan polimcr natural dan bersifat 

biodegradabel,biokompatibel digunakan untuk regenerasi jaringan, materia l impianlahcl, 

konlrol pclepasan obat dan scbagai sca.O"old ullIuk pcrbaikan jaringan (Reis, 2008). 

Biomaterial dibllal dalam benlllk scaffold bersifat biodegradabel, terdiri dari biomaterial 

organik yang ITIudah terdegradasi dan biokompatibel, seh ingga dapat bersatu dengan sel sci di 

sckilnmya untuk membenlllk lapisan kartilago baru (Bindu 1.'1 01. ,2010). Scaffold sebagai 

kcrangka yang porns tcmpa! sci sci sckitamya bcnnigrasi, Illcllcmpel, berplorifcrasi dan 

berdifcrcnsiasi membentuk lapisan barn ya it u kartil ago (Aniek ., 20 14 ). Komposis i Ulama dari 

scqUlod adalah memiliki komposisi Illirip kartilago (komponen organik sepert i kolagcn dan 

hyaluronat) alami dan mampu mclcpas analgesik yang dibawa secara perlahan dalam jangka 

waklu panjang. SC(JjJold mcmiliki 2 rungsi ya ilu scbagai pcngisi/pengganti lapisan kartilago 

sendi dan pembawa obal (SiSICIll pembawa/penghalliaran obal=SPOI dnlg deJH'ery 

.\yslem=DDS). Sellulose, chilin, chitosan, kolagen dan gelalin mel1lpakan polimer natural 

yang sering digunakan secara 11Ias.Keuntungan polimer natura l adalah bersifat biodegradable, 

biokolllpntibcl schingga lidak I11cmcrlukan opcrasi ulang 1I1l11lk pengambilan kcmbali (Anick, 
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2014 ).Chitin merupakan homopolimer dari I,4P-linked N-acetyl-D-glukosamin, sedangkan 

chitosan merupakan deasetilasi dari chitin.Chitosan dan chitin banyak digunakan sebagai 

bahan biomedikal di industri karena memiliki aktivitas biologi seperti antimikroba (Murakami 

el al., 2010) mirip dengan komponen kartilago yaitu glukosaminoglikan.Gelatin merupakan 

hasil hidrolisis kolagen yang merupakan komponen utama kulit maupun tulang. Gelatin 

(kolagen tipe 1) bersifat biokompatibel dan biodegradabel, dapat membentuk film! lapisan 

yang baik dan diketahui mempercepat terjadinya jaringan lunak (soflcallus) (Tanaka el al., 

2005; Bindu et al., 2011). Diharapkan sca.ffold chitosan dan gelatin dapat berfungsi sebagai 

sistem penghantaran obat (SPO) secara lokal dan juga berfungsi sebagai pembentuk jaringan 

lunak yaitu lapisan kartilago. 

Diklofenak merupakan obat Non Steroid antiinflamasi (NSAID) yang berfungsi 

sebagai analgesik dan antiinflamasi yang digunakan dalam keadaan osteoartritis.Penggunaan 

obat NSAID yaitu diklofenak sering menimbulkan efek samping yaitu gangguan saluran 

pencemaaan. Salah satu cara untuk mengatasi terjadinya efek samping secara sistemik maka 

dibuat scaffold agar diklofenak dapat terlepas lokal secara bertahap dalam jangka waktu lama. 

Selain itu scaffold juga berfungsi sebagai pengganti kartilago yang hilang pada kondisi 

osteoartritis. Agar scaffold sebagai pembawa obat degradasinya dapat dikontrol dengan baik 

maka dilakukan cross-linking dengan cross-link agent glutaraldehid (Aniek el al., 2014). 

8 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Scaffold gelaltin-chitosan .. Aniek Setya Budiatin (et al)



2.1. Sis. em Pcngh1l11tllr:tn O bllt 

BAB II 

T INJAUAN PUSTAKA 

II Itl I: 
ftUUST AKAAI' 

WJII'BUIfM A11lLANUQO. 

SUaABAYA 

Benluk sislem penghantaran cbat (S PO) yang ideal yuill! setelah matriks di tamull 

maka akan mcJepas suall! dosis tcrapcli k awal yang discbut scbagai dosis muatan yang akan 

diikuti o lch suatu pelepas8n obat yang lamba! dan konslan yang disebul sebagai dosis 

penjagaan. Oasis !nualan diberikan ulltuk menctapalkan konsentrasi oba t di target dian tara 

kOllscntrasi efektifminimal dan konsenlrasi aman maksi lllai. sehingga dapa! mcmberi kan erek 

Icrapctik yang cepal dan diikuti olch pclcpasan ebat seearn konslan smnpai cbat yang ada 

dalam matriks habis. 

Tujuan pcmakaian sediaan dalam bentuk SPO ada lah dirancang untuk mcnycd iakan 

kOll scI1Irasi cbat ditarget kOIlSl'a1l atau mendekati kOll slan sehingga mengtlrangi Ouktuasi 

yailll dcngan mcngelldalikan pelcpasan abat dalam jangka waklll yang dikchcndaki, 

mcnghindari erek samping sistemik aba!. 

Pemakaian belll uk rmmula kanvensianal sepel1i lablel , kapsul alau krim yang 

digunakan secara oral , lopikal dimana abat (bahan akt il) akan lerlepas. diabsarpsi dan Illasuk 

sirkulasi sistemik dengan cepal, terjadi pada penggunaan abat dalam wakt ll singkat, 

ka llsc11lrasi maksim u11l dari abat akan cepal tercapai dan diikllii secara ekspollclisial 

pellunman karena adanya proses climinasi abat. Tulang dan karlilaga mempakan bagian ya ng 

sukar ditembus obat dan cclah (defect) tulang menyebabkan terjadinya devaskularisasi ya ng 

menyebabkan abat sampai kela rgel dibawah konscilirasi crek ti r, dcngan mcningkatkan dasis 

maka dapal menimbulkan bcrbaglli crck sam ping yang Illcmgikan pasien. 

Perkembangan obat di bidang fanllas i untuk pemakaian abat dalamjangka \Vakili lama 

digunak,lIl si5tem penghantanm abat (SPO) yang berrullgsi untuk mellgatur pclCpaSi.IIl abat 

sccara terkantrol, I11cndckati konstan pada dosis terapi . Tiga parameter pcnting yang hams 

dipcrhati kan dalam SPO yang yai ttl sirat abat, keadaan pCllyak it dan lokasi sakit llya di tubuh 

(Nandi,2009). 

8eberapa kcuntungan dan manfaa.t dari sistem penghan laran abat dibanding dcngan 

sistcm konvensianal alllara lain: 

I. Mcmpertahankall kadar obat terapetik dalam lingkungan yang diruju dengan rcspoll 

kl in ik yang dikehendaki da lam \Vaki li lama dan kOllsistcn pada pasicn. 

2. Menjaga kansclltrasi abat tidak fluktuasi sehingga dapa! mcminimalkan erek 

sam ping yang tidak diinginkannya, dasis terkantrol sccam fannakokincti k. 
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3. Dapat mengurangi frekuensi pemberian obat sehiogga meningkatkan kepatuhan 

pasien dalam penggunaan obat dan memudahkan pemberian obat 

4. Dari segi fannakoekonomi, akan mengurangi biaya dari penggunaan obat; yang 

seharusnya diberikan 3 kali sehari, dapat diberikan sekali dalam waktu lama, 

memperpendek waktu tinggal di rumah sakit. 

Selain keuntungan ada kerugiannya adalah jika terjadi efek samping pada pasien sukar 

untuk segera diatasi; sukar menghilangkan obat yang sudah beredar dalam tubuh, serta 

pengaturan dosis juga sukar untuk pasien tertentu. 

2.2. Sistem penghantaran obat dengan matriks Hidrogel (Saltzman, 2001; Ranade VV, 

2004). 

Matrlks hidrogel dibuat dari polimer yang semula larut dalam air di disambung silang 

(cross-link) secara fisik dan kimia untuk membentuk material 3 demensi, dari sifat polimer 

yang semula larut air menjadi tidak larut air tetapi menyerap air kemudian mengembang 

(sweeling). Keeepatan difusi obat melalui matriks hidrogel tergantung pada besamya cross

link. Cross-link atau interkoneksi antar rantai polimer merubah sifat rantai polimer seeara 

individual menjadi jaringan makromolekul dengan ikatan kovaIen secara fisika membentuk 

jaringan yang berbelit-belit. Matriks yang mengembang (swelling) disebabkan oleh difusi air 

kedalam celah-celah jaringan (network) matriks dan besarnya swelling dibatasi oleh gaya 

osmosis serta keutuhan fisik dari jaringan itu sendiri. Bila ada molekul lain seperti obat yang 

terjebak didaIamnya juga ikut berdifusi keluar jaringan dan keeepatan difusi tergantung pada 

pelepasan interrantai serta ukuran dari obat yang berdifusi. Adapun karakter pelepasan obat 

dari hidrogeI dikontroI oleh kopolirner dari monomer kompatibel, dengan demikian material 

ini mempunyai potensi digunakan sebagai SPO. Beberapa polimer lamt air yang digunakan 

sebagai basis hidrogel bersifat biodegradabel, bioerodibeI, biokompatibel. Sistem 

penghantaran obat dari matriks hidrogel berbentuk hidrat atau kering, dan pada waktu 

dipergunakan akan mengabsorpsi air atau eairan dari Iingkungan ekstemal yang menyebabkan 

matriks tersebut mengembang (swelling). 

Ada 3 tahapan mekanisme pelepasan obat dari matriks hidrogel yang berasal dari 

bahan biodegradabel atau bioerodibeI yaitu (1) erosi permukaan matriks bersamaan dengan 

pelepasan obat yang secara fisika teradsorpsi dipermukaan, (2) matriks mengembang 

(swelling) sehingga menyebabkan obat yang terikat secara kovalen lepas diikuti proses difusi 

obat, (3) kontrol pelepasan obat secara difusi dari obat yang terjebak. Pelepasan obat dari 

dalam matriks melalui proses bioabsorpsi polimer dan berJangsung terus menerus sampai 
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semua obat yang terjebak habis. Keuntungan penggunaan polimer dalarn sistem penghantaran 

obat adalah dapat dibuat dalam berbagai bentuk dan ukuran dengan mengatur porositas 

matriks, sifat mekaniknya dan kecepatan degradasi sesuai dengan tujuan penggunaannya. 

Dengan memilih tipe polimer yang sesuai , berat molekul dan rasio campuran polimer 

kecepatan degradasi/ erosi dari matriks dapat dikontrol sehingga efek terapi yang diinginkan 

tercapai. 

Pelepasan obat dari matriks ditentukan oleh difusi obat keluar matriks. yang mengikuti 

hukum Ficks dalarn prosesnya . Berdasarkan konsentrasi obat yang dibawa sistem 

penghantaran obat dibagi menjadi 3 kategori yaitu: 

I. Bila jumlah obat yang ada sarna atau kurang dari keadaan jenuh, maka kecepatan 

pelepasan tergantung pada koefisien difusi obat dalarn polimer dan jumlah awal obat 

yang ada dalarn matriks. Sebaliknya koefisien difusi tergantung pada sifat obat dan 

polimer 

2. Bila jumlah awal obat lebih besar dari titik jenuh tetapi relatif lebih kecil dibanding 

volume total polimer (10% bib), kecepatan pelepasan obat tergantung pada kaefisien 

difusi dari abat dalarn matriks polimer. 

3. Bila jumlah abat > 10% bib, dengan jumlah lebih dari 10% maka obat akan membentuk 

partikel yang menyebabkan terbentuknya kanal atau pori-pori, sehingga kecepatan 

pelepasan obat tergantung pada difusi cairan dalam kanal dan ditentukan oleh elusi 

media. Sistem ini terjadi pada matriks yang porus atau bempa granul. 

2.3 Gelatin - chitosan sebagai Sistem Penghantaran Obat 

Matriks komposit arganik-anorganik mempakan campuran dua atau lebih dari 

biomaterial dari bahan organik dan anorganik. Matriks ini dipergunakan untuk memperbaiki 

tulang sehingga hams mempunyai potensi sebagai pengisi atau pengganti tulang yang hilang 

dan mampu membawa bahan aktif seperti obat, harmon. Matriks yang diisi obat atau 

sebagai sistem penghantaran obat dirancang dapat melepaskan bahan aktif secara bertahap 

dengan kecepatan, waktu serta kansentrasi seperti yang diharapkan, dan menstimulir 

angioneogenesis serta praliferasi osteoblas (Belcarz A, 2009). 

Ada beberapa macam sifat komponen matriks polimer antara lain: nondegradabel 

(nonresorpabel/ stabil), biodegradabel, organik. anorganik, berasal dari sintesis atau natural. 

Polimer biodegradabeJ yang umum digunakan dalam sistem penghantaran obat adalah (i) 

polierster: laktida dan kopolimer glikolida, polikaprolakton, poli (P-hidroksibutirat), (ii) 

poliamida: (a) polimer natural contolmya kolagen, gelatin dan albumin, (b) semi sintetik: 
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pseudo-poly(amino acid) contohnya poly(N-palmitoyl bydroxyporline ester), (iii) 

polyurethanes, (iv) polypbosphazenes, (v) polyorthoester, (vi) polyanhydirides, (vii) 

poly(alkyl cyanoacrylates). Syarat material biodegradabel adalah mudah ditempatkan, 

diambil, diganti, ramah terbadap Iingkungan, tidak toksik dan tidak mahal serta bersifat 

biokompatibel yaitu bahan dapat bersatu dengan sel disekitamya (Nelson, 2004). 

Gelatin merupakankomponen protein dari tulang yang sudah dipergunakan di ldinik 

sebagai pengisi cidera tuiang, pelapis luka bersifat biodegradabel dan biokompatibel serta 

sebagai penghantaran obat karen a cukup plastis dan hidrogel, Gelatin adalah protein yang 

diperoleh dari hidrolisis kolagen hewan yang terdapat di kulit, tulang dan jaringan ikat. 

Gelatin memiliki gugus asam amino mirip dengan kolagen tipe I antam lain g1isin, prolin, 

dan hidroksiprolin yang tioggi. Gambar 2.1 adalah struktur kimia dari gelatin (kolagen tipe 

I). 

c· I", 
.<,.11--",,--1 " -t. --I~ I,,;:~ 

,;.tl, " 
<) 

'''1. 

Gambar 2.1. Stmktur kimia gelatin (Chaplin, 2012) 

Gelatin memiliki kemampllall reversible dari fase sol ke gel atau sebaliknya, 

mengembang dalam air, membentuk film, mempengaruhi viskositas suatu bahan dan 

melindungi sistem koloid (Parker dalam Hajmwati, 2006).Gelatin lebih murah harganya dan 

banyak diperdagangkan serta sudah digunakan dalam berbagai produk farmasi. 

2.4. Tinjauan tentang Cross-link ( Ginalska et al., 2005) 

Cross-link atau disambung silang adalah ikatan kimia dari atom atall gugus yang 

disambung dari dua rantai sehingga membentuk molekul yang lebih besar seperti polimer atau 

protein dengan jaringan tiga demensi yang mengakibatkan perubahan sifat dari sellyawa yang 

di cross-link, seperti polimer cair yang mudah mengalir menjadi kental atall padat, perubahan 

sifat ini tergantung dari kekuatan (konsentrasi) dan lama waktu kontak dengan cross-link 

agent. Kedua bahan dapat membentuk ikatan kovalen atau ionik. Biasanya cross-
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linkdilakukan dengan tujuan Wltuk membuat sintetik polimer (karet, PMMA), atau natural 

polimer seperti protein. 

Cross-link agents adalah sekelompok reagen yang mempWlyai homo atau hetero

bifungsional dengan identik atau non identik gugus reaktif yang dapat menstabilkan. Salah 

satu contoh Cross-link agents yang sering dipergwtakan adalah glutaraldehid, turwtan etilen 

glikol di(meth) akrilat, divinilbenzenena. 

Strategi cross-link Wltuk membentuk ikatan kovalen dipergwtakan pada beberapa 

tehnologi perdagangan dan ilmu pengetahuan yang menarik adalah untuk mengontrol dan 

memperbaiki sifat dari sistem polimer yang dihasilkan atau sifat permukaan seperti tahan 

panas (thermosets), penyalutan (coaling). 

Aplikasi cross-link telah dilakukan pada sintesis resin pertukaran ion (ion exchange 

re:~ins) dan hidrogel yang terbuat dari molekul polimer, terdiri dari gugus polar. TeIjadinya 

perubahan sifat dasar polimer yang semula larot air menjadi tidak larot tetapi dapat menyerap 

air dan bahan menjadi mengembang (swelling). 
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BAB III 

- - - -'-
- - .ILI J:. 

rDPUST~ 

W&i .""A.! "J~ 
SURABAYA 

TUJUAN DAN MANFAAT I)ENEITIAN 

3. I.T ujuan Kh usus Pcnclitian 

Ik llt serta dalam renstra Penelitian Pergunlall Tinggi ulltuk mcmbual produk 

kcschalan , yang bcrfungsi untuk Illcllccgah kcmsakan berlanjut dari lapis.11l kanilago (ulang 

sendi dan membanlU I1lcngatasi Ilycri dan osleoanhrilis dcngan mcmbual scaffi)/d diklofenak 

dari chilosan dan gelatin ylmS berfullgsi sebagai: 

( 1) Pembawa diklofenak dan pcnggantikanilago yang rusak tulang akib,1t osteoartriti s. 

(2) Sistclll pcnghantamll abat langsung ke target dad diklolcnak dcngan pcmbawa chilosan -

gelatin, schingga pc lepnsan abat lerkamra] sceara (ems lIlCn CIlLS ulltuk Illcnghindari efek 

samping sislemik. 

3.2.M:mfaat Pencli tian 

Dcngan ITlcningkatnya jumlah pcnderita osteoanriti s schingga mcnycbabkan pcningkaLan 

kebutuhan biomateria l untuk rehabil itasi kanilago. Targeted terapi bcrupa Scaffold dik lofenak 

5.;1at ini sangal dibutuhkan karena sediaan serupa hingga saat ini masih belum diproduksi di 

Indonesia. Scdiaan terscb ut 1I1lluk membantu Illengelllbangkan produk lokal sehingga akan 

meringankan beban pelllcrintah maka peril! diproduksi scaffolddari bahan 10kal yaitu chilosan 

dari klilit udang dan gelatin dan kulil sapi, untuk mcngisi dcrek ka nilago akibat osteoanntis 

di samping mcmbawa obat diklofcnak yang dapat mempcrccpat pcnycmbuhan kcrusakan 

berI anj ut dari lapisan kartilago lUlang scndi , menghilangkun nyeri dan innamasipenderita 

ostcomtritis, schingga IIlcllurunkan morbiditas dan Illortalitas penderita osteomtrilis dan 

akhimya dapat mcnurunkan bcban pcmerintah dalam Era JKN 
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No 
I 

2 

BAB IV 

METODE PEN"ELITIAN 

.ILII:. 
ru.PU ST AK.AAl" 

~~.u~ 
IUItA. AWA 

TabcllV. TAl-JA PAN SASARAN DAN METODOLOGI 

TnhOlpnn Sas"!":ln L uan," Mctodoloe i 
Tahap I Memperoleh Sediaan scaffold yang di Pcmbualan dan evaluasi 

infonnasi cross lillkdengan secaro fisik scdiaan scaffold 
Fonnulasi sediaan sediaan glutaraldehid berbellluk melipuli llJ I organoleptis 
sc«!fold yang di .H:afjhld yang mcmbrandengan bahan aJ...1if (SEM) pemekaran 
cross link dcngan optimal dan diklofenakuntuk tcrapi secara (swelling), UJI toksisitas, 
glutaraldehid dan malriks yang loka! dan pengganti kal1ilago elasli si tas, lIJl slabi lila5, 
karaktcrisasi 111 beqlcran pada plida osleoal1ri tis serta. FTIR 
vi tro proses Luaran yang dipcro lch 

rOl'luuiasi bClllpa produk scaffold 
Talt')I} II Memperoieh Sediaan scaffold yang di Pernbuatan dall evaluasi 

informasi cross linkdengan secara fisik sediaan scaJlold 
Fonlllllasi baw scdiaan glutara ldchid berbenlllk melipllti tlJI organoleptis 
scdimm sc(!ffo1d sc(!ffvfJ yang Illembran dengan bahan aklif (SEM) , pemekaran 
yang di cross fink optimal dan diklofenak untuk tempi (swellillg). UJ I toksisitas. 
dengan ma lriks yang secam lokal dan pengganli elastisitas, UJI stabilitas, 
glutaraldehid d~n I berpcran pada kanilago pada ostcoartritis FTIR 
kamkterisasi 111 proses serta. Luaran yang diperoleh 
vitro fonllu lasi bel1Jpa produk scaffold 

2.1 Ahlt dan B:lhan I'cnclitian 

2.1. 1Alat I)cnclitian Gelatin (150 bloom) diperoleh dari Guadhong Cilla ; dik lofcnak (PT 

Bernofonn Indonesia); Chi tosan (kulit udang) dari Fakultas Sai ll Tchnologi Unair. 

Bahan bahan kimia katagori pro anal isis dari Sigma Aldrich: NaCI; NaOH; Asam 

Asetat; Na2HP04; NaH2P04: Hel, Aqua Bidestilata Steril dari PT lknphanni ndo 

Plitfamas 

2.2 Proses Penclitian 

A. I'cmbu:.ltan Chitos;m 

2.1.2 Ku lit udang dicuci bersih , dikeringkan dalam freezer. setelah kering ditumbuk 

ha llls.KlIlil yang slldah kering ditimbang 10 g dan dimasukkan ke dalmn beker glass 

250011 yang berisi NaOH 4% dididi11kan selama I jam.Selanjulnya didinginkan pada 

sullll ruang selama 30 menit dan hasilnya diblender. Ku lit udang yang sudah bebas 

protein, ditimbang 25 gram didemineralisasi dengan 100 ml Hel 1,0% dibiarkan 

selama 24 jam. Selanjutnya dicuci dan direndam dalam NaOH 2% sclama 1 jam, 

kemudian dicuci dengan aquadem, dikeringkan hasilnya disebu t chilin . Untuk 
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membuat chitin menjadi chitosan dilakukan deasetilisasi dengan cara memasukkan 

chitin ke dalam 100 ml NaOH 5 

Peralatan yang digunakan pada penelitian ini antara lain timbangan digital, 

gelas heaker, pipet, gelas ukur, pencetak pelet, Magnetic stirrer, pHmeter, stopwatch, 

Viscotester VT-04F RlON CO. LID (Laboratorium Fisika Material Univeristas 

Airlangga), Spektrofotometer fourier trans/om, Infrared (FTIR) (Laboratoriwn 

Material dan Metalurgi Institut Sepuluh Nopember), seperangkat alat uji resuspensi 

(Laboratorium Fisika Material Universitas Airlangga), seperangkat alat uji 

sitotoksisitas (Mrr assay) (Pusat Veterinaria Farma) dan Scanning Electron 

Microscope(SEM) (Laboratorium Sentral FMIP A Universitas Negeri Malang). Freser 

homogenizer, peralatan disolusi, ELISA, spektrofotometer Uv-Vis, Autograft 

(Fakultas Farmasi Universitas Airlangga Surabaya) 

2.1.3 Baban Penelitian 

0% dan dipanaskan selama 2 jam 100°C. Selanjutnya dikeringkan pada suhu 

120° C selama 24 jam hasilnya disebut chitosan (Felicity et al .• 2007). 

B. Pembuatan Scaffold 

Pembuatan scaffold chitosan: Chitosan ditimbang 1 gram dilarutkan dalam asam 

asetat 1% sampai 10 mI, diaduk sampai larut, tuang ke dalam cetakan plastik dan selanjutnya 

dikeringkan dengan freeze drying selama 24 jam. 

Pembuatan scaffold gelatin: Gelatin ditimbang I gram dilarutkan dalam air hangat 

sampai 10 ml. diaduk sampai larnt, tuang ke dalam cetakan plastik dan selanjutnya 

dikeringkan dengan freeze drying selama 24 jam 

Pembuatan scaffold komposit Chitosan-Gelatin: Chitosan 10 % dan Gelatin 10% 

dibuat secara terpisah. Untuk memperoleh komposisi maksimal dibuat chitosan 10% tetap 

dan Gelatin dibuat 20%; 30% dan 40%. Pembuatan sesuai seperti scajJold chitosan atau 

scaJJold gelatin. Agar obat dilepas secara bertahap dalam waktu lama dan degradable dapat 

dikontrol maka dilakukan cross-linking dengan cross-link agentGlutaraldehid (0,5%) (Aniek. 

2014), tambahkan etilen glikol (0,2%) agar scajfoldbersifat lentur. 

Pembuatan scaffold chitosan-gelatin-diklofenak: Komposisi formula sca.ffold 

komposit yang optimal dipilih melalui evaluasi sifat fisiko-kimia. Selanjutnya komposisi 

terpilih ditambah beberapa konsentrasi diklofenak ke dalamnya yaitu I; 2; 3; dan 4% 
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berat/volume. Sesudah homogen dicetak dalam nampan plastik, dikeringkan pada suhu kamar 

24 jam. 

Model Scaffold pengganti kartilago lutut dengan fonnula gelatin-chitosan dan analgesik 

diklofenak yang akan dihasilkan 

l\Icodial 
c:ondylt' 

Gambar 3.2. Bentuk lapisan kartilago tulang sendi lutut (Yoshioka et al., 1996) 

C. Karakterisasi sampeJ 

Uji Fourier Trallsform Infra Red (FTIR): Pengujian ini dilakukan untuk masing

masing komponenyaitu chitosan, gelatin,diklofenak dan glutaraldehid campuran dari 

komponen tersebut. Uji FTIR untuk mengetahui adanya ikatan baru yang terbentuk pada 

sampel komposit chitosan-gelatin-glutaraldehid dengan penambahan diklofenak. Sampel 

tersebut akan diambil dalam jumlah sedikit, ditamballbubuk KBr terlebih dahulu dan 

dikompaksi. Sampel yang telah kompaksi kemlldian diletakkan dalam holder alat 

spektrofotometer FTIR dan akan disinari oleh it1frared. Hasilnya berupa grafik daerah serapan 

biJangan gelombang terhadap intensitas dari sampel dan siap dianalisis. 

Pemeriksaan SEM:Untuk melihat morfologi permukaan suatu bahan yang dalam 

hal ini adalall sampel chitosan-gelatin-glutaraldehid dengan penamballan diklofenak selama 

satu jam dan dikeringkan selama semalam. Analisis yang dapat dilakukan dari hasil uji 

Scanning Electron Microscopes (SEM) yaitll untuk diketahui ukuran pori yang terbentuk 

sebelum dan setelah adanya proses perendaman. Selain itu, akan terlihat bagian dari sampel 

chitosan -gelatin yang tertutup oleh komposit tersebut.Sampel yang telah kering dilapisi 

terlebih dahulu dan diletakkan dalam stake holder yang telah dilapisi carbon tip. Uji 
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morfologi ini dapat diketahui porositas chitosan, perubahan pennukaan antara chitosan

Gelatin; chitosan-Gelatin-diklofenak; chitosan-Gelatin-diklofenak yang ter cross-link dengan 

Glutaraldehid maupun tidak. 

Uji pemekaran dan degradasi invitro komposit (Lei et ai, 2009). Dilakukan uji 

pemekaran (:,welling) dengan metode gravimetri sebagai berikut pelet direndam dalam 20 ml 

PBS (pH 7,4) pada subu 37°C. Sampel dipindah dalam beberapa titik waktu dan keringkan 

dengan kertas saring untuk membersihkan sisa cairan, segera ditimbang (W,). Sampel dicuci 

dengan air dan dikeringkan pada subu konstan 40°C secara vakum (W2). Selisih berat antara 

berat mula-mula CWo) dan setelah direndam (WI) dinyatakan dalam % air yang mere sap 

dalam sampel melalui persamaan 1 dan persen berat yang hilang dinyatakan dalam persamaan 

2. 

W,-Wo 
Air yang meresap (%) = 

Wo 

WO-W2 

X 100 ......... (Persamaan I) 

Berat yang hilang (%) = ----X 100 ......... {Persamaan 2) 
Wo 

Uji Sitotoksisitas (MTT assay): Uji sitotoksisitas yang dilakukan menggunakan 

pereaksi 3-{ 4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium bromida (MIT). Uji sitotoksisitas 

ini dilakukan dengan tiga tahap mulai dari pembiakan atau kultur sel fibroblastBHK-21. 

peletakan sampel dan pembacaan hasil. Penjelasan setiap tahapan tersebut adalah sebagai 

berikut: 

a. Pembiakan atau Kultur Sel FlbroblastBHK-21 

Proses pembiakan dilakukan di bawab laminar air flow untuk menjaga keadaannya tetap 

steril. SelfibroblastBHK-2 J yang sudah ada dalam botol kulturroux dalam media Eagle ~'; 

dicuci terlebih dabulu dengan membuang media Eagle's tersebut. Sel tersebut menempel 

pada dinding botol kultur dan dicuci dengan menggunakan PBS- sebanyak lima kali 

dengan tujuan menghilangkan media yang tersisa. Setelah itu, ditambabkan Versene 

Tripsin(VT)dengan tujuan untuk memisahkan sel-sel yang menggerombol. Ketika dilihat 

di bawab mikroskop akan terlihat perbedaan sel fibroblast awal sebelum dan sesudah 

diberi VT. Sebelum diberi VT sel-sel tersebut berbentuk seperti lonjoran-Ionjoran dan 

menggerombol, namlm setelah diberi VT maka sel tersebut akan terpisah-pisah dan 

berbentuk lingkaran-Iingkaran ketika dilihat di bawah mikroskop. 
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Sel tersebut diberi media Eagle's lagi dan dipindahkan ke dalam 96-microwell plate 

sesuai dengan jumlah sampel yang dibutuhkan sebanyak 100 J.lI untuk setiap sumur atau 

well. Setelah itu, 96-microwell plate tersebut diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C 

untuk pembiakannya. 

b. Peletakan Sampel 

Sampel suspensi yang akan diuji sitotoksisitas diencerkan terlebih dahulll dengan 

menggunakan aquabides lmtuk menghindari kematian sel akibat terlalu asam. 

Pengenceran dilakukan sebanyak dua dan empat kali dengan cara mengambil 1 ml 

smnpel sllspensi komposit Chitosan-gelatin dengan penambahan Na diklofenak yang 

dilarutkan dengan aquabidest sampai 10 m1 dan dikocok sampai merata dan diambiI 1 mI. 

Hal ini dilakukan sebanyak jumlah pengenceran untuk setiap sampel. 96-microwell plate 

yang telah diinkubasi disiapkan untuk peletakan sampel. Setiap sampeI diambiI 1 J.ll untuk 

setiap sumur dan dilakukan perulangan sesuai dengan jumlah sampel. Setelah semua well 

terisi dengan sampel yang diinginkan, 96-microwell plate tersebut diinkubasi kembali 

selama 24 jam pada suhu 37°C untuk melihat reaksi sel Jibroblast BHK-21 terhadap 

sampel yang telah diletakkan. 

c. Pembacaan Hasil 

Proses inkubasi 96-microwell plate pada sel JibroblastBHK-21 yang terpapar sampel 

selesai dan siap untuk dilihat jumlah sel yang masih hidllp. Proses pencucian dilakukan 

terlebih dahulu dengan membuang isi 96-microwell plate dan dicuci dengan 

mengglmakan PBS-. Untuk bisa menentukan jumlah sel yang hidup digunakan pereaksi 

MIT 5 mg/ml sebanyak 10 J.lI untuk setiap sumur dan diinkubasi selama 2-4 jam pada 

suhu 37°C untuk mereaksikan MIT dengan sel yang masih hidllp. Setelah itu, 

ditambahkan Dimetil Sulfoksida (DMSO) untuk menghentikan reaksi MTT dengan sel 

yang masih hidup sebanyak lOJ.ll untuk setiap sumur. 96-microwell plate yang telah 

ditambahi DMSO kemudian digetarkan dengan menggunakan shaker selama 5 menit 

lmtuk meratakan DMSO, dan siap dibaca dengan menggunakan ELISA reader. 

Uji ketebalan: ketebalan dari scaffold mempengaruhi kekuatan untuk menyemp 

cairan danjumlah obat yang terlepas. Ketebalan diukur menggunakanjangka sorong. 

Elatisitas Scaffold:ScafJold di bentuk lebar 2 cm panjang 6 em, dijepit bagian 

ujungnya dengan alat autograft, ditarik sampai scaffoldmencapai maksimum memanjang dan 

bisa memendek kembali ke semula. 
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Aktivitas antibakteri: Scaffold dibuat lingkaran dengan diameter I cm, diletakkan 

pada gelas petri yang berisi agar dan bakteri Gram negatif atau Gram positif. Diinkubasi 

selama 24 jam, selanjutnya diukur zona hambatnya yang menunjukkan kekuatan daya 

hambatnya. 

Tensile strength: mengukur kekuatan film, untuk menaban tekanan hingga robek. 

Menggunakan autograft, bagian ujung scaffold dijepit sampai sobek. 

Uji disolusi: Untuk mengetahui pelepasan diklofenakyang terjebak dalam scaffold. 

Scaffold dimasukkan dalam 5 ml air dalam gelas beker 50 ml . Diambil 0,5 ml tiap 10 menit 

dan volume yang terambil diganti lagi sehingga volume tetap sampai waktu 180 menit. Hasil 

sampling diamati secara spektrofotometri. 

Persiapan alat dan bahan 

I I I 

[ Chitosan J Gelatin dalam aquadest 40°C l diklofenak ] 
selama 1 jam 

[ Aduk hingga homogen buat granul J 

H Cross link glutaraldehid J 

[ Scaffold diklofenak ) 
I 

I" "I 
Proses Karakterisasi in vitro (Tabun 1) 

Uji FTIR - Uji Pemekaran - Uji Sitotoksisitas -Uji Morfologi (SEM) 
- Uji Disolusi - uji swelling-ketebalan-elastisitas-kekuatan scaffold 

I" "I 
Proses uji in vivo (TailUn 2) 

Model Osteoartritis - Uji histopatologi - Uji imunohistokimia (M1T 
Assay) -Uji radiologi 

'- ./ 

Gambar 3.2 Diagram Alir Penelitian Tahun Pertama dan Kedua 

20 

IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Scaffold gelaltin-chitosan .. Aniek Setya Budiatin (et al)



Homogenitas: untuk melibat kesemgaman konsentrasi diklofenakdalamscaffold di 

beberapa bagian scaffold, seeara spektrofotometri . 

Seeara keseluruhan kerangka kerja selama 2 tabun terlihat seperti Gambar 3.2 di 

bawah ini, tahun pertama untuk fonnulasi dan evaluasi sifat fisiko-kimia fonnula seeara in 

vitro, sedang tabun ke 2 evaluasi scaffold seeara in vivo. 
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BAB V 

HASIL PENELlTlAN 

YILlr: 
ruPUSTA~ 

IJlBi 'USlf'AS Al~ 
SUR ABAYA 

I. Pcmbuatan Chitosan dari ku lit udang (dipero leh dari pabrik Udang ,PT Surya Alam 

Tunggal. Sidoarjo). Diperoleh hasil chitosan rendcmen 95%. (Gamba I' 5. 1) karaktcrisasi 

menggunakan FTIR lerlihat pada Gambar 5.4 

2. Scaffold dibua! dengan berbagai perbandingan dari Gelatin dan Chitosan. dibual duri 5 ml 

larutan dituangkan ke dalam tabung dcngan bcrdiamcler 3,5 em, menghasitkan preparal 

dcngan tebal awn l 1,0 elll. Hasi l dari freeze drying (Gamba!" 5.2), dircndam da lam NaOH 

lJ lltuk netra li sas i asama aselat (Gam bar 5.3C), di cross-link dcnga n Glutara ldchid 0,5% 

(Gambar 5.3F) dan dikeringkan lagi Icrsaji sepcl1i Tabe] I . 

Gambar 5.1. Pembuatan Chitosan dmi kulit udang, da lam lemari pemana Rak alas 
dan tengah kulit udang dikeringkan setelah direbus.Rak bawah Chitin, dari serbuk 

kulil udang setclah diprotcinasi (NaOH 4%)didemineraiisasi dengan 
Hel 0, I N, direndam dalam NaOH 2% 
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Ga mbar 5.2. Proses pemhuatan sC<JfTold gelatin - chitos<ln, dimluk dengan pengadllk magnetik 
pada suhu 40 - 50°C, selama 2 jam 

Gambar 5.3. Campuran Gelalin- Chilos<Jn cair dicetak dcngan gelas petri , lTla stik freezcr 
sampai beku. lems di freeze dryer 
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Gambar 5.4. Proses pengeringall scaffold menggullakan rreeze dryer 

Tabel V.l. Tebal SCAFFOLD dari Gelatin, Gelalin-Chilos'H1 (GEL:CH) 

NlIIlla Tcbal (mOl) 

Chitosan AWll1 FrcC'le dryingl Dircndnm Cross- link Kering 
(kering) NaOH 10% Glu 0,5% 

(I jam) 

Gelatin 10 0,4 0,6 

Gel: 0-1 

I 0,6 0,8 : 1,2 10 0,4 0,6 0,5 

1,5 : 3,0 10 1,15 1,25 1,24 1,16 

1,05 1,20 1,20 1,06 

1,10 1,30 1,28 1,08 
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Gambar 5.5. Proses Pembualan Scaffold: A. Larutan Gclatin-Chitosan (GEL-Cl-I): B. Larutan 
sctelah di freezer: C. Hasi l fTeeze drying dinetralkan dengan NaD1-I ; D. Scaffold 
setelah freeze drying. E. Sctelah di nctmlkan dcngan NaOl-l ; F. Scaffold sClclah di 
cross-lillkill!!. dengan glutara ldehid 0,5% . Ilasil jclck, dibuat fonnula bn lll sepel1i 
table V.2 

Hnsil oricnWsi Tallllp II d:ui bebcl"lllla formula bal'u deng:1Il pcmlmbah:1Il polictilcli 
glikol (pEG) scbug'l i pclentur sc:lffold (T:lbel V.2) 

Tllbc l V.2. Formuillsi baru dari Scaffold dengan I}Cnambaha PEG 

Konsenlrasi dalalll scd iaan 
Bahan Fungsi 

I II III IV V Blanko 

~~tosan Basis 4% 4% 4% 4% 4% 4% 
Gelatin Basis 4% 4% 4% 4% 4O/~ 4% 
PEG-400 Plaslisizcr - 0,50% 1% 3% 5% -
Na-Diklofcnak Bahan aktif 1% 1% 1% 1% 1% -
NaOI-1 Pcnclral 1% 1% 1% 1% 1% 1% 
Asam asclal Pclamt chitosan 1% 1% 1% 1% 1% 1% 
Glutaraldchid Crosslink agent 0.25% 0.25% 0,25% 0,25% 0,25% 0,25% 
Aq uadcll1 Pelarllt qs qs qs as as as 
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Gambllr 5.6.Hasi l Tiga Macam Fonllula dengan berbagai tahapan proses percampuran yang 
bcrbeda, untuk mcngatasi suasana asam dan asam asctat (pclann chitosan), yang 
menyebabkan ball an aktif( natrium diklofena k) mengendap (menjadi Kri sta!) 

Proses penambahanl pencampuran bahan mempengamhi hasi l ya ng dipcro leh, 

ditemukan beberapa kendala dalam pcnambahan natrium diklo fenak ya ilu terjad i kri stal 

diklofenak sam dilambahkan ke da lam campuran gelatin ch ilosan da lam suasana asam. 

Sunsana 8salll Icrsebut bemsal dari asam ascI lit 1% sebaga i pelarut chitosan. Na trium 

hidroksida dapat digunakan unluk mcnctmlkan 85am asela! selclah pencampuran ch it osan dan 

gelatin, Ilamlin perlakuan ini akan hcrakibat pemakaian freeze dryer bemlang kali, yai tu saal 

peneri ngan scafTold setelah pcncucian. Selanjulnya setelah perendnman dcngan diklofenak , di 

cross-link dengan glutamldchid . Pennmbahan polictilcn glikol dulam fonnu la dupat mcngatasi 

masalah kclarutan diklofcnak karcna suasana mcnjadi (idak tcrlalu asam, diklo fcnak 

di lamtkan dalam PEG bam dicampurkan dalam campumn ChiIOS<lIl -Gclmi n 
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3. Pengamatan dengan FTIR 

HasH karakteristik bahan bahan dari scaffold Gelatin - Chitosan,polietilen glikol dan 

diklofenak terlihat seperti Gambar 5.7 sampai Gambar 5.10. Dan bilangan gelombang 

berbagai gugus fimgsi dirangkum dalam TabeIV.3. 

Tabel V.3. Besaran bilangan gelombang dari berbagai gugus fungsi 

Nama GUGUSCCm) 

-OH -CH-
I 

-NH2 -CH2-HC- O-C=O 

-CHr I 0- C=N;HO-C=N 

Chitosan 3450-3100 2990-2850 i 1220-1020, C2 1424- 1649 (Asetilasi 

(CH) I glukosamin 1384 gugus amino) 

Gelatin 3418 2959 11240 1450- 1649 dan 1546 

(GEL) 1334 amida 

Polietilen 3450 2990-2850 1600 

glikol (PEG) 1467 

Na 3585 2970 dan gugus! 1305-1283 1470- 1574-1507 
Diklofenak (bentuk aromatis 3080- 3387-3257 1454 

asam) 3037 

6~.0 

60 --
55 

50 

%T 
45 

40 

35 
3415.35 

-C-N 
1654.35 

30.0 

4000.0 3000 2000 1500 1000 4~O.0 
em-I 

Gambar 5.7. HasH spektra FTIR dari Chitosan 
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II 

! 
~.~-

-c=o ~~::;'.A. 

:" 
• .. t. 

i , 

2000 1~(lO 1000 
ml·1 

Gambar 5.8. Hasil FTIT dari Gelatin 

65.0 

so 

40 

35 
OH/NH2 c=O 

30.0+-______ ..-______ .--_____ --. ______ --.. ______ -..-. 

4000.0 3000 2000 ISOO 1000 450.0 
a11-\ 

Gambar 5.9. Campuran Gelatin dan Chitosan 
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Kanlkterisasi dcngll n SEM 

St ruktur pennukaan dari berbagai perbandingan dari gelatin dan chilosan diamati 

dengan menggunakan SEM (Scanning Electron lvl icroscophy). Gambar 5. 13 mCnipakan 

hasil SEM untuk fonnula awa l tanpa PEG, hasi l kaku dan keras sena freeze dryer 

bekcrja tidak optimal. hasill idak scsuai dengan kcinginan. 

Selanjutllya dibuat fOnlwla banI dengan mcnambahkan policli lcn glikol sebagai 

pelumas dan mcnambah suasana basa schingga meningkatkan kclarlilan natriulll 

diklofenak dalam fannula yang mengandung asam asetal. Scaffold Icbih lemur, porus, 

tidak kaku dan porositas Icbill bcsar sepcrt l Icrliha! pada Gambar 5.14 

Gambar 5. 13. Hasil SEM dari : A Gelatin 1,2%; B.Gelatin :Chitosan; 2: 1 cross-link; 
C.Oelatin:ChiIOS.111 =2: I; D. Gelatin 1,2% Chross-link; E. Chitosan 2%. 

Fonnula lama dipcriksa di UNM Mal,lJlg 
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Gambar 5. 14. Hasil SEM dari : A. Chitosan-Gcialin; 8.Fonnula I; C.FOnllU la 2: 
D. Fonnula 3; E. Fonnula 4 dan F. Fonllula 5 (Perbesaran 150 X). 
Dilakukan di Dep. Material dan Metalurgi rak Tehnik Industri ITS 
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BAil V I 

IIILII. 
.L&I'USTA~ 

~UI Alr.LA!i'
'UltAIIAYA 

RENCANA TAUAPAN Il ERIK UTNYA 

RENCANA MELo\NJUTKAN UJ I KARAKTERISASI FORMULA IlAIW 

Karakteristik scaffold dcngan: elatisitas; disoiusi , MIT dan Stem Cell 

IlAIl VII 

KESIMI'ULAN 

Bcrdasarkan hasil peneiitian dapa! disimpulkan sebagai berik ut: 

I. FT1R: gelatin dan chitosan memiliki gugus fungsi yang mirip yailu: OH; CI-I ; -e-o- ; 
C""O dan NH2• Polictilcli g1 iko1 gugus -OH dan -CHz sel1a -e-o-

2. Scm akin meningkal kOllsentrnsi dari Gelatin dan Chitosan mcmpcngaruhi kClcbalan 

dan mcmbran yang Icrbcnluk dan elaslisiHlS sena kelenturan scajfoJd(organolcpti s) 

3. KOlisclltrasi glutaraldehid mClllpcngaruhi : uk limn porosilas (SEM); kecepatan 

terdegradasi, kcpactamn scaffold 

.J, Pcnambahan polietilcn glikol mcmpemmdah bcrcampumya (mcn ingkatkan kelarulan) 

natrium diklofcnnk kc dalam fonnula 
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A bstr:lct 
World Health Organi zati on mentioned that there were 200 million people in the worl d 

suffered from osteoporosis in 20 13 and half of them has bone frac tures. Hydroxyapatite as a 
bioactive material was explored as a substitute for bone defect or osteoporosis. The 
conveOlionil l bone filler Wll S Inck o f the ability 10 letl he fi ller to fi ll the irregular defect due to 
osteoporosis. Thus, a new method was introd uced ca lled an injectable bone substitute. While 
the bone fil ler perfo rms it s function to stabilize the mechanica l property of til e defected bone, 
the addition of a drug, sitch as an alendronate. would be benefic ial. The injecl<lblc bone 
substitutc (I8S) based on hydroxyapatite-gelatin was synthesized with the ndd ition of 
a lell dronate. TIle Fourier Trnnsfonn Infra red (FflR) result showed a bond fonnat ion of 
hydroxya pati te and gelat in by shifting of carboxyl group wavenumber from 1332,72 cm-l to 
1 559~ 1543 Clll-

l fTOm gelatin wi th Ca2+ from hydroxyapa tite. The (8S viscosity was 
(38.7±0.53) dPa.s nnd was able to be extruded from th e syringe. The IBS could become 
suspension again after sedimentation and did 110t change the pi-I o f SBF so lution. 111e ISS 
was precipita ted with a suitable substrate. The cylotoxicity test showed that the So:1.mples were 
non~lox ic . The results of IS S characteri 7.ations demonstrated thnt it has potcilliallo be used as 
a bone fi ller as well as dntg deli very system to th e bone defect due to osteoporosis. 

Kcywonls: Injectable Ba ll e Substitute, l-Iydroxyapatite~Gel atin Composite, Alcndronate, 
Osteoporosis, Bone Defect 
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INTRODUCTION 
Bone defects caused by traumatic accident, tumor and total joint reconstruction often 

occurred and needed bone substitute materials. There were some implanted synthetic 
materials in the bone defect and still encapsulated by fibrous tissue and did not attach to 
bone l

. Osteoporosis was bone defonnation marked by bone strength reduction and 
influenced by increasing of bone fracture ris~. World Health Organization (WHO) in 2013 
reported that around 200 million people in the world suffer from osteoporosis, and 50% of 
them had a bone fracture, especially in the upper leg3

• Bone defect was caused by external 
factor and osteoporosis was caused by an internal factor, such as reduction of bone ability to 
do bone remodeling process because of an unbalanced process of osteoblast and osteoclast. 
This case could be handled by increasing the bone density or filling the bone defect with a 
suitable material. Hydroxyapatite as a bioactive material was explored as a substitute for bone 
defect or osteoporosis4

. Hydroxyapatite is brittle. So, in its application, it needs another 
material from polymer group, like gelatin to support it. The addition of gelatin was aimed to 
increase osteoblast adhesion, migration, and mineralization. The hydroxyapatite-gelatin 
composite was already studied and proved that this composite was suitable to use as a bone 
substitute material with high biocompatibility and non-toxicitys. 

The application of bone filler nowadays was not effective for the defect caused by the 
osteoporosis since the defect was in an irregular shape. The bone filler should fill the 
irregular defect while maintaining its mechanical function. Because of that, a new method 
called injectable bone substitute was introduced. Injectable bone substitute (lBS) was bone 
substitute material in an injectable form. There were two kinds of IBS, IBS in ready-to-use 
suspension form and IBS with ionic hydraulic cement that could harden in vivo after 
injection6

• Weiss et at. (2007) already conducted research about calcium phosphate-based 
IBS paste that could harden after injection6

. The results showed that the paste could form 
suspension or paste by using bydroxypropyl methylcellulose (HPMC) polymer 2% w/v as a 
suspending agent. Another study from Warastuti and Abbas (2012) already succeeded to 
synthesize IBS from hydroxyapatite and chitosan with HPMC 2% w/v as suspending agent. 
That research showed the effect of irradiation in physics characterization of IBS. The results 
showed that irradiation 25 kGy did not affect the I8S7

. The function ofIBS could be added as 
drug delivery to help bone defect healing by using a bisphosphonate drug, like alendronate. 
Alendronate has high-affinity electron to Ca2

+ ion that could improve the interaction with 
bone calcium and inhibit the osteoclast in the bone remodeling process8

. Thus, there is a need 
to investigate the potential of hydroxyapatite-gelatin-based injectable bone substitute with the 
addition of alendronate for application in bone defect due to osteoporosis. 

MATERIALS AND METHODS 
Materials 

Materials used in this research were hydroxyapatite powder from cow bone (Tissue 
Bank dr. Soetomo General Hospital, Surabaya, Indonesia), Gelatin (150 bloom Rousselot, 
Guangdong, China) from cow skin, A1endronate (Arshine Technology Co., Limited. 
Wanchai, China), Hydroxypropylmelhylcellulose (HPMC)(Sigma Aldrich H7509, Singapore), 
distilled water, and Simulated Body Fluid (SBF) solution. 
Methods 

The samples were synthesized by dissolving 2% w/v HPMC in distilled water at 90-
1000e and dissolving 5% w/v gelatin in distilled water at 40°C. The hydroxyapatite (HA) 
powder was added to the gelatin solution with a variation of 45:55, 50:50 and 55:45. The 
alendronate was added to that solution with a ratio of 1 to 10 compared to the mass of 
hydroxyapatite9

• The final step was added HPMC solution to hydroxyapatite-gelatin
a1endronate solution gradually until that solution became a white suspension. 
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Fourier Transform Infrared (FTIR) Analysis. The samples were characterized by Fourier 
Transfonn Infrared (FTIR) in Faculty of Mathematics and Natural Science, Institute of 
Sepuluh November, Surabaya, Indonesia. The sample was freeze-dried fIrst at -200 for 4 
hours. KBr was added to the sample and compacted into a pellet. The FfIR test was 
perfonned in the wavenumber range of 4000 - 400 cm-I. 
Viscosity Test.This test was perfonned in the Material Physics Laboratory Faculty of 
Science and Technology, Universitas Airlangga, Indonesia by using Viscotester VT-04F 
RION Co. Ltd. The composite suspension of hydroxyapatite-gelatin poured to the 300 ml 
Becker glass. The test used Rotor Number 1. The motor would stir the solution and the reader 
would read the viscosity of the solution corresponding to the second scale due to the use of 
rotor no. I. The test was replicated 5 times. 
Resuspension Test. This test aimed to observe the ability of the solution to fonn suspension 
again after sedimentation in tenn of time to refonn a suspension again and the pH of the 
solution. The test was perfonned by adding PBS to the suspension and shacked them. The 
time and pH after shaking until fonning suspension again were recorded. The pH was 
measured by using pH-indicator strips (Merck©). 
Cytotoxicity Test This test used MTT assay method to evaluate the cytotoxicity properties of 
materials. The test was perfonned at PUSVETMA, Surabaya by using fibroblast cell from 
Baby Hamster Kidney (BHK)-21. The living cell would react by changing the tetrazolium 
salt to fonnazan. The fibroblast cell of BHK-2 1 in Eagle's media was incubated for 48 hours 
and cleaned by using Phosphate Buffer Saline (PBS). 86% Eagle's media, 1% Penicillin 
streptomycin and 100 unitsof Fungizone/ml was prepared for 100 III and the cultured cell was 
inserted to it. The cell culture was moved to 96-microwell plate. The suspension sample was 
diluted four times to be neutral. 1 ml of that suspension was dissolved in 10 ml aquabidest. I 
III of that sample was placed in each well and was incubated for 24 hours at 37°C. The micro 
well plate was rinsed with PBS and was added 10 III of 5mglm1 MTT solution ineach well. 
Every wen was added with 50 III of DMSO and then centrifuged for 5 minutes with30 rpm. 
The measurement process was perfonned by Elisa reader showing the violet level as Optical 
Density (00) which represents the cell viability of the material based on Eq. 210. The test was 
replicated four times. 
% cell viability = (00 treatment + 00 media control)/(OD cell control + 00 media control) 
(2) 
Setting Time and Morphology Test.The setting time and morphology test was perfonned 
aimed to obtain the time which the suspension needed to set in the application. Two types of 
substrate were used, glass and hydroxyapatite-collagen scaffold. After that. the substrate that 
was treated with the suspension was observed in its physical appearance and furthennore, 
characterized by Scanning Electron Microscope (SEM) Inspect S20 with magnification of 
1000. 
The Statistical Test. The data was analyzed by using statistical test which was one-way 
ANOVA test with p-value of 0.05 and presented as its average and standard deviation. 
RESULTS 
FTIR Test 

The sample was freeze-dried and characterized by Fourier Transfonn Infrared (FTIR) 
first. The result showed the spectra of the functional bond in the sample as shown in Figure 1. 

Based on spectra in Figure 1, there were some absorbance peaks that represented 
specific functional groups of the material, such as 3262.65 em-I which represented the 
hydroxyl O-H group (intennolecular hydrogen bond) that came from HPMC, gelatinr hydroxyapatite, and alendronatell

. The absorbance at a wave number of 1332.72 em
represented the carboxyl (COO-) bond from proline of the gelatin which was the specific 
characteristic of type I collagen II. Besides that, the absorbance at a wave number of 1627.82 
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cm-l represented the amine (NH2) group from gelatin and alendronate. The most important 
part was the presence of a new bond shiftiny' from 1332.72 em-I to 1558.65 cm-I which was 
an absorbance peak of the interaction of Ca + from hydroxyapatite and carboxyl group from 
gelatinll,12. The P-O-C and phosphate group from hrcdroxyapatite and alendronate was also 
present at 1042.24 em-I and 547.13 cm- I , respectively 0. 

Viscosity Test 
The viscosity of IBS is essential as the injectability property is defined by the 

viscosity. The viscosity IBS suspension was characterized by Viscotester VT -04F Rion Co. 
Ltd. The results of viscosity test showed in Figure 2. 

It showed the viscosity of IBS suspension from different hydroxyapatite-gelatin 
composition variation in five replications. The results of hydroxyapatite-gelatin composition 
variation viscosity 45:55, 50:50 and 55:45 were (38.7 ± 0.53) dPa.s, (49.6 ± 1.02) dPa.s, and 
(66 ± 1) dPa.s, respectively. The One-way ANOVA test showed that the result were 
significantly different with p value < 0.05. 
Resuspension Test 

There were two parameters observed in the resuspension test, which were time and 
pH to show that the IBS suspension was able to reform and the sediment part could disperse 
again, did not harden and did not change the pH of Simulated Body Fluid (SBF). The test was 
performed by applying SBF solution to the suspension samples and measuring the pH and 
time to form suspension again after mixing or shaking the suspension. The result of 
resuspension test showed in Figure 3, 4 and 5. 

Figure 4 showed the results of res us pension test based on pH. The pH was around 7 to 
7.9. All samples indicated a stable result and above 7. Besides that, it did not show any 
abnormality and did not change pH of SBF solution drastically which had pH around 7.4. 
Figure 5 showed the resuspension test result based on IBS suspension time of forming 
suspension again. In the first to second day, the time of res us pension was not stable because 
of the particles in the suspension was still spread in the suspension. After the third to seventh 
day, the result showed the stable line of res us pension time. 
Cytotoxicity Test 

The cytotoxicity test in this study was using MIT assay method to observe the 
viability of Baby Hamster Kidney-21 (BHK-21) fibroblast cells towards the IBS suspension. 
This method was evaluating the change from the tetrazolium rings from MIT due to the 
activity of mitochondria of the living cells. The amOlmt of the change could be measured by 
using Elisa reader to obtain the optical density which indicated the viability of the cells. The 
result showed in Figure 6 and in indicated that all samples were non-toxic since the cell 
viabililj exceeded 50%. The sample with a hydroxyapatite-gelatin ratio of 55:45 exceeded 
100%1 . Based on the One-way ANOVA test, the result was significantly different with p 
value < 0.05. 
Morpbology Test 

The setting time test was performed to obtain the time of hardening process of IBS 
suspension. This test was conducted in a petri dish. The result showed that the suspension 
could not harden until seven days. This IBS suspension needed a suitable substrate for 
hardening process with a similar component to the human bone. Because of that, a freeze
dried hydroxyapatite-collagen scaffold was used in this research as a substrate media. That 
scaffold was immersed in IBS suspension for an hour and was dried at room temperature. The 
scaffold needed 5-6 hours for setting and hardening process. 

The change in scaffold mass was measured before and after the immersion in IBS 
suspension. The result showed that the mass increased from 0.12 gram to 0.26 gram in wet 
condition and 0.21 gram in dry condition. The height and diameter of the scaffold also 
changed from 9.2 mm and 4.2 mm to (9.178 ± 0.053) mm and(3.824 ± 0.156) mm. This result 
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showed that the IBS suspension was able to set in the suitable substrate. Hydroxyapatite
collagen that was synthesized in the freeze-dried process produced some pores that facilitated 
the IBS suspension to infiltrate the scaffold. The dried scaffold after immersion was 
characterized by Scanning Electron Microscope (SEM). The SEM image of dried 
hydroxyapatite-collagen scaffold after immersion was shown in Fig. 7. The average of pore 
size was (19.125 ± 0.201) J,lm. This size was bigger than scaffold pore size before immersion. 
This size indicated that alendronate in this IBS suspension could bind the calcium ion of 
hydroxyapatite and formed some pores with increasing its size. This could occur because 
alendronate had high electron affinity to Ca2

+ ionS. 
Discussions 

In this study, an Injectable Bone Substitute (ISS) based on hydroxyapatite and gelatin 
with the addition of alendronate was developed. The presence of HPMC aimed to form the 
composite as a suspension. The Fourier Transform Infrared (FTIR) study of Injectable Bone 
Substitute (lBS) showed that there was a new bond between Ca2

+ ion from hydroxyapatite 
and carboxyl group (COO-) from gelatin, as mentioned by Narbat et al. (2006) and Wang et 
al. (2010) in their studiesll

,12. This bond was a covalent bond which presented in the 
composite. The presence of HPMC would provide more interaction between the Ca2

+ ion 
from hydroxyapatite and the carboxyl group from gelatin. The alendronate was also still 
present in the composite as shown in absorbance peak at 1627.82 cm-I in the FTIR test 
resultl4. 

The standard viscosity for IBS application based on Bourges et 01. (2001) study was 
40 dPa.sls. The IBS composition that has viscosity value around the standard was the 
combination of hydroxyapatite and gelatin at 45:55 which was 38.7 dPa.s. The viscosity of 
lBS suspension had an important role in its application because it determined the 
injectability. The sample in suspension form was able to sediment and need a mixing or 
shaking to make it in homogeneous state again6. The samples that were characterized by 
viscosity test were also tried in 10 ml syringe with 2 mm inner diameter tipl6. All the ISS 
suspensions can be injected from that syringe easily. It showed that the samples had good 
injectability . 

The resuspension test observed the change in pH and time to form suspension again. 
It indicated that the alendronate addition in the IBS suspension could not change the pH of 
the body when it applied in the bone fracture. Alendronate had low pH or prominent acidity 
around 4 - 4.5, and it could affect human body when it applied to the body directly. The pH 
of IBS solution also affected the material ability in setting time when applied to the bone. The 
average pH of hydroxyapatite for an application that could set in the bone was 616. The 
amount of hydroxyapatite used in ISS solution increased the resuspension time because 
hydroxyapatite powder was affected by gravitation although there were still hydroxyapatite 
powders that flew around in the IBS suspension6

. Its characteristic as suspension caused its 
particle sediment less than an hour and could form suspension again after shaking and did not 
harden at the bottom of the glass vial. 

The setting time test result indicated that the ISS suspension needs a suitable substrate 
to set. In the application case, the bone is the most ideal substrate. Thus, the ISS suspension 
would set in the bone. The use of hydroxyapatite-collagen scaffold with the application of 
ISS suspension showed that it could set and also infiltrate the scaffold which represented the 
bone. The dimensional change of the scaffold also emphasized the result of the FfIR test 
which showed that there was an interaction between the hydroxyapatite and gelatin. 

All of the results mentioned above was also strengthened by the result of the 
cytotoxicity test that all the samples were non-toxic with the celJ viability of around 100% 
and even stimulate the proliferation of the fibroblast cells 10. The other studies need to be 
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conducted to investigate the behavior of this IBS suspension thoroughly, especially in the 
injectability, alendronate release, the stability, and also in vivo study. 
Conclusion 

The hydroxyapatite-gelatin based injectable bone substitute with addition of 
alendronate can be synthesized and showed good characteristics in FTIR, viscosity. 
resuspension and setting time. 
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Figure 1. The Hydroxyapatite-Gelatin Based IBS Suspension with Addition of Alendronate 

FTIR Spectra 
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Figure 2. The Average Viscosity of Hydroxyapatite-Gelatin Based IBS Suspension with 
Addition of Alendronate 
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(a) (b) (e) 

Figure 3. The Resuspension Test of Hydroxyapat ite-Gela tin Based ISS Suspension with 
Additi on o f Alcndronalc (a) Before Mixi ng wit h SSF (b) After Mi xing (c) Afier 
Sedimentation 

• 

, 

, 

05 10 15~25~~~ 45~~oo~ro 75~~~ 

Tim e (ho urs) 

Figure 4. Reslispension Test Result o f Hyd roxyapatite-Gelatin Based IBS Suspension with 
Addi tion o f A lendronate l3ased 0 11 pH 
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Figure S.Thc Resllspcnsion Test Result of l-lydroxyapalilc-Geialin Based IBS Suspension 
wi th Additi on of Alcndronate I3ased on Time 
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Figure 6. The Cytotoxicity Test Result of Hydroxyaptllilc-Gelatin Based IBS Suspcnsion with 
Addi tion of Alendronate 

Figure 7.SEM Image of Dried Hydroxyapatite-Collagen Scaffold after Immersion III 

Hydroxyapa tite-Gelat in Based IBS Suspension with Add ition of Alend ronate 
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