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Abstract

World Health Organization (WHO) in 2010 has recorded around 30% of population in
Indonesian died because of cardiovascular disease. The usage of synthetic blood vessels is
one of the treatments in cardiovascular disease. The purpose of this research to determine the
best glutaraldehyde concentration, characterization and understandable process. The
synthesizing process of Poly-L-Lactid Acid (PLLA) hollow fiber coated with chitosan-
glutaraldehyde as a blood vessel candidate used spinnerets and dip coating method. The result
of the synthesizing process of poly L-Lactid Acid (PLLA) hollow fiber coated by
glutaraldehyde-chitosan is characterized by morphology test, tensile test, cytotoxicity test,
and hemolysis test. Morphology test result showed diameter size of hollow fiber between
3,062 mm — 3,572 mm which is suitable with diameter of synthetic blood vessels that can be
used on heart blood vessels and pore size of Glutaraldehyde 0,01 M (2,101 - 5,973 um) are
close to the application of synthetic blood vessel of around 5 um. The results of tensile test
(14.12 MPa - 24 MPa), the highest value is found in glutaraldehyde 0.1 M which has tensile
strength value of 24 MPa. Cytotoxicity test results showed percentage of live cells between 89.65%
- 95.71%, the value indicates non hemolytic (<5%). Hemolysis test results showed between 0.73% -
2.95%. Based on those characteristics, hollow fiber Poly-L-Lactid Acid (PLLA) coating of chitosan-
glutaraldehyde has potential as a candidate of blood vessels.
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Abstrak

Organisasi kesehatan dunia (WHO) tahun 2010 telah mencatat sekitar 30% jumlah
penduduk di Indonesia meninggal akibat penyakit kardiovaskular. Penggunaan pembuluh
darah sintetis merupakan salah satu penanganan pada penyakit kardiovaskular. Tujuan
penelitian ini adalah mengetahui konsentrasi glutaraldehid terbaik, hasil karakterisasi dan
memahami prosesnya. Proses pembuatan hollow-fiber Poly L-Lactid Acid (PLLA) coating
kitosan-glutaraldehid sebagai kandidat pembuluh darah dengan menggunakan metode
spinneret dan dip coating. Hasil dari pembuatan hollow fiber Poly L-Lactid Acid (PLLA)
coating kitosan-glutaraldehid dilakukan karakterisasi (uji morfologi,  uji tarik, uji
sitotoksisitas, dan uji hemolisis). Hasil dari uji tarik (14,12 MPa — 24 MPa), nilai tertinggi
terdapat pada glutaraldehid 0,1 M yang memiliki nilai kuat tarik 24 MPa. Hasil uji morfologi
didapatkan ukuran diameter antara 3,062 mm — 3,572 mm dimana ukuran ini sesuai dengan
diameter pembuluh darah sintetik yang dapat digunakan pada pembuluh darah jantung, serta
ukuran pori glutaraldehyde 0,01 M (2,101 - 5,973 um) mendekati nilai pembuluh darah
sintetis aplikasi yaitu sekitar 5 pum. Hasil uji sitotoksisitas didapatkan nilai persentase sel
hidup antara 89,65% - 95,71%. Hasil uji hemolisis didapatkan nilai antara 0,73% - 2,95%
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dimana nilai tersebut menunjukkan tidak hemolisis ( <5% ). Berdasarkan hasil karakteristik
pada penelitian ini, hollow-fiber Poly L-Lactid Acid (PLLA) coating kitosan-glutaraldehid
memiliki potensi sebagai kandidat pembuluh darah.

Kata kunci: Poly L — Lactic Acid, hollow-fiber, spinneret, glutaraldehid pembuluh darah

1. PENDAHULUAN

Pada tahun 2010 organisasi kesehatan dunia (WHO) juga telah mencatat sekitar 30%
jumlah penduduk di Indonesia yang meninggal akibat penyakit kardiovaskular, angka
tersebut akan terus bertambah dikarenakan pola hidup yang kurang sehat, yaitu salah satunya
budaya konsumsi junk food atau makanan cepat saji yang banyak mengandung bahan kimia
tidak baik untuk tubuh. Dari beberapa kasus gangguan pada jantung salah satunya pada
pembuluh darahnya. Adapun kelainan pembuluh darah salah satunya ialah penyempitan
pembuluh darah diakibatkan tingginya LDL/kolesterol atau biasa disebut aterosklerosis
(Rosyid, 2009). Aterosklerosis sendiri dalam dunia kesehatan di terapi dengan menggunakan
obat, namun apabila telah parah dapat digunakan teknik rekayasa jaringan.

Berdasarkan data yang ada, penanganan kasus aterosklerosis dengan melalui operasi
baik sten atau pembuluh darah buatan cukup tinggi. Upaya penanganan kasus aterosklerosis
memiliki hasil yang kurang optimal karena banyak terjadi trauma lanjutan setelah
penanganan tersebut. Oleh karena itu dibutuhkan pengembangan material alam atau material
sintetis yang sesuai harapan sebagai pengganti pembuluh darah. Banyak material sintetis
yang dapat digunakan sebagai pembuluh darah, salah satu kandidatnya dari golongan
polimer. Polimer tersebut ialah Poly L-Lactic Acid (PLLA).

Poly L-Lactic Acid (PLLA) merupakan salah satu biomaterial yang cukup baik

sebagai aplikasi biomedis, benang bedah, tissue engineering dan drug delivery systems
(Xiaojing et al, 2012). Pemanfaatan PLLA digunakan untuk mengatur laju biodegradasi pada
vascular graft, serta pada PLLA sesuai dengan tes kultur sel pada aplikasi stem cell pembuluh
darah (Pavia et al, 2010). Penambahan coating kitosan pada kandidat pembuluh darah ini
ditujukan untuk meningkatkan sitokompatibilitas serta meningkatkan proliferasi dan cell
attachment pada kandidat vascular graft. Dalam bidang kesehatan, kitosan memiliki
kemampuan untuk menurunkan jumlah kolesterol, antikoagulan dalam darah serta digunakan
sebagai agen anti bakteri (Wiyarsi, 2007). Penelitian tentang hollow-fiber Poly L-Lactic Acid
(PLLA) menggunakan variasi glutaraldehid di sekitar range 0,01 dan 0,15 M yaitu 0,01 M;
0,05 M; 0,1 M; dan 0,15 M (Prabaharan, et al, 2006) untuk menghasilkan pembuluh darah
yang lebih baik. Penambahan variasi glutaraldehid ini diharapkan berkontribusi pada
perbaikan karakteristik pembuluh darah sintetis. Material kandidat pembuluh darah sintesis
perlu dianalisis melalui uji mekanik dengan mengukur nilai kekuatan tarik, uji sitotoksisitas
dengan uji MTT Assay, uji struktur dari penampang pembuluh darah sintetis dengan
menggunakan SEM (Scanning Electron Microscope), dan uji hemolisis untuk mengetahui
reaksi darah dengan material pembuluh darah ini.

2. METODE PENELITIAN
Bahan

Bahan yang digunakan untuk pembuatan hollow-fiber Poly L-Lactic Acid (PLLA)
coating kitosan sebagai kandidat pembuluh darah dengan pengaruh variasi penambahan



glutaraldehid adalah PLLA produk polysitech, toluena, kloroform, kitosan, asam asetat,
glutaraldehid 25% Merck, aquades

Metode

Pembuatan sediaan untuk sempel hollow-fiber ini pertama diawali membuat
campuran antara PLLA dan pelarutnya. 0,9 gr PLLA dalam larutan kloroform dan toluena
(5:1) dengan memanfaatkan magnetic stirrer sampai PLLA larut dan sedikit kental. Pada
pembuatan kitosan dengan penambahan variasi glutaraldehid sebagai larutan coating,
pertama 1 wt% Kkitosan dilarutkan dalam 1% asam asetat, lalu kitosan dilarutkan hingga
homogen dengan magnetic stirrer selama kurang lebih 3 jam dengan suhu 25 °C. Variasi
konsentrasi glutaraldehid yang digunakan adalah 0,01 M (sampel B), 0,05 M (sampel C), 0,1
M (sampel D) dan 0,15 M (sampel E). PLLA hollow-fiber yang sudah jadi sebelumnya
dicoatingkan dengan kitosan yang telah dicampur dengan glutaraldehid dengan berbagai
variasi persentase konsentrasi 0,01 M (sampel B), 0,05 M (sampel C), 0,1 M (sampel D) dan
0,15 M (sampel E). Metode coating yang digunakan ialah dip coating atau perendaman.
Proses coating sekitar 30 menit, kemudian dikeringkan pada suhu 30° C.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pada penelitian ini, untuk mengetahui kekuatan tarik dari sampel hollow-fiber yang
telah dibuat, maka perlu dilakukan uji tensile strength atau uji tarik.

__30

©

a 25

2 50 | Qe W

£ 7 -

g 4

g 10

@ g

9

.g O T T T T 1

2 OM 001MO0.05M 0.1M 0.15M
Konsentrasi Glutaraldehid (M)

Gambar 1. Grafik hubungan antara variasi konsentrasi glutaraldehid dengan tensile strength
pada hollow- fiber PLLA coating kitosan

Pada sampel A dapat dilihat setelah dilakukan pengujian, gaya tarik yang didapatkan
atau tensile strength yang didapat yaitu 19,53 MPa, kemudian gaya tarik yang didapatkan
pada sampel B, C dan D semakin meningkat yaitu 22,57 MPa, 23,25 MPa, dan 24 MPa. Pada
sampel E gaya tarik didapati menurun yaitu 14,12 MPa. peningkatan variasi konsentrasi
glutaraldehid sebagai crosslinker mempengaruhi kekuatan tarik dari suatu material,
dikarenakan pada proses ikatan kovalen dan ionik pada kitosan - glutaraldehid hampir
semuanya dapat berikatan silang sempurna serta terjadinya ikatan fisik larutan coating
kedalam pori dari PLLA sesuai Prabaharan et al, (2006). Namun pada variasi glutaraldehid
0,15 M hasil dari uji tensile strength menunjukkan nilai yang menurun. Hal ini dikarenakan
pada sampel E telah mengalami ketidaksempurnaan ikatan silang sehingga saat proses uji
tarik nilai yang dihasilkan menurun (Teoh, 2000).



Untuk mengetahui struktur morfologi dari sampel ini dilakukan pengujian scanning
electron microscope (SEM).

Sampsl D Sampel E

Gambar 2. Hasil pengujian SEM dari sampel hollow-fiber PLLA coating kitosan-
glutaraldehid dengan variasi komposisi glutaraldehid (A) 0 M (B) 0,01 M (C) 0,05 M (D) 0,1
M, dan (E) 0,15 M

Berdasarkan hasil SEM didapatkan nilai ukuran diameter sampel A hingga E, pada
diameter sampel A (0 M) tanpa pemberian konsentrasi glutaradehid 3,062 mm. Pada sampel
B dengan perlakuan variasi konsetrasi glutaraldehid 0,01 M hingga sampel E secara
berurutan 0,05 M, 0,1 M dan 0,15 M memiliki hasil sekitar 3 mm. Menurut Zilla and Greisler
tahun 1999, hasil ini sesuai dengan standar diameter pembuluh darah sintetis yang dapat
diaplikasikan untuk pembuluh darah jantung ialah sekitar 3 - 4 mm.

Tabel 1. Hasil Pengukuran diameter sampel, diameter pori, dan ketebalan sampel hollow-
fiber PLLA coating kitosan-glutaraldehid

Sampel | Variasi Konsentrasi Diameter Diameter Pori Ketebalan
Glutaraldehid Sampel (mm) (um) Dinding (pm)
A oM 3,062 8,951 — 13,07 92,05
B 0,00 M 3,148 2,101 - 5,973 80,17
C 0,06 M 3,522 3,128 — 4,522 72,29
D 0,lM 3,198 1.287 — 2.923 88,06
E 0,15M 3,572 1,282 — 2,683 71,28




Menurut Zhang et al (2004), pada pembuluh darah sintetis memiliki ukuran pori
terendah sekitar 5 um, sehingga yang mendekati hasil terdapat pada sampel B yaitu 2,101 —
5,973 um. Hasil dari struktur morfologi kelima sampel yang tersaji pada SEM, dapat terlihat
bahwa morfologi ukuran pori dan diameter sampel sudah sesuai dengan pembuluh darah
arteri yang dapat diaplikasikan

Untuk mengetahui nilai toksisitas terhadap suatu material dilakukan pengujian
sitotoksisitas atau uji MTT assay menggunakan sel fibroblast BHK-21 (baby hamster
kidney).
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Gambar 3. Grafik hubungan antara variasi konsentrasi glutaraldehid dengan % sel hidup pada
hollow-fiber PLLA coating kitosan

Pengujian sitotoksisitas pada sampel A yang hanya dilakukan pemberian coating kitosan
didapatkan persentase sel hidup 95,71%. Pada sampel dengan penambahan glutaraldehid
yaitu sampel B, C, D dan E didapatkan persentase sel fibroblas BHK- 21 hidup sebesar
94,06%, 92,29%, 90,60%, dan 89,65%. Persentase sel yang masih hidup setelah kontak
dengan sampel melebihi 50% dengan range persentase sel hidup 89,65 — 95,71 %. Setelah
proses pengujian sitotoksisitas dari ke lima sampel menunjukkan hasil bahwa sampel tersebut
tidak bersifat toksik, hal ini disimpulkan dari hasil persentase sel hidup lebih dari 50%
(Spielmann, 2007).

Uji hemolisis ini bertujuan mengetahui reaksi hemoglobin apabila berinteraksi dengan
material, apabila hemoglobin tersebut banyak yang lisis melebihi 5% maka material tersebut
tidak baik apabila berinteraksi dengan darah (Hendershot et al, 2007)
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Gambar 4. Grafik hubungan antara variasi konsentrasi glutaraldehid dengan % hemolisis
pada hollow fiber PLLA coating kitosan



Dari kelima sampel pada grafik membuktikan bahwa reaksi terhadap darah sangat
baik, karena dari hasil persentase dapat dilihat sampel memiliki range 0,73 — 2,95. Pada
sampel A tanpa penambahan glutaraldehid didapatkan persentase hemolisis 2,76 %. Sampel
B dengan penambahan variasi glutaraldehid 0,01 M mendapatkan hasil 0,73 % dan sampel C
dengan 0,05 M mendapatkan hasil 2,36 %. Untuk variasi 0,1 M dan 0,15 M pada sampel D
dan E didapatkan, 2,89% dan 2,95 %. Dari hasil uji hemolisis diatas terjadi peningkatan hasil
pada sampel yang diberi variasi konsentrasi glutaraldehid, hal ini dipengaruhi oleh
penambahan glutaraldehid jika penambahan glutaraldehid berlebihan maka akan bersifat
toksik. Dari sifat toksik tersebut dapat menganggu dan merusak fungsi sel-sel didalam tubuh,
salah satunya sel darah merah. Sampel yang digunakan saat berinteraksi dengan darah dapat
dikatakan sangat baik dikarenakan hasil persentase dibawah 5% sehingga dapat diaplikasikan
sebagai pembuluh darah sintetis, hal ini juga membuktikan bahwa dengan variasi
glutaraldehid hingga 0.15 M, sampel masih free hemolytic (Hendershot et al, 2007).

4. KESIMPULAN

Penambahan variasi konsentrasi glutaraldehid terhadap hollow-fiber PLLA coating
kitosan dalam uji tensile strength dapat meningkatkan kekuatan tarik seiring penambahan
variasi konsentrasi glutaraldehid (19,53 — 24,00 MPa) pada pemberian 0 — 0,1 M dan
menurun pada pemberian 0,15 M (14,12 MPa). Pada uji morfologi ukuran pori semakin kecil
dan rapat sesuai dengan penambahan variasi, diameter hollow- fiber yang terbentuk telah
sesuai dengan diameter pembuluh arteri yaitu 3 mm. Uji sitotoksisitas melalui uji MTT
Assay, kelima sampel memiliki hasil di atas 50% dengan range 89,65 — 95,67%, yang
menunjukkan bahwa hollow-fiber PLLA coating kitosan-glutaraldehid ini tidak toksik
sehingga dapat berinteraksi dengan sel didalam tubuh dengan baik. Pada interaksinya dengan
darah melalui uji hemolisis menunjukkan nilai 0,73 — 2,95 %, yang merujuk pada nilai
hemolisis yang sangat baik sebagai kandidat pembuluh darah sintetis karena dibawah 5%.
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