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Abstrak — Kanker tulang merupakan penyakit langka
dengan tingkat kelangsungan hidup global sekitar 68%.
Pengobatan konvensional memiliki keterbatasan, termasuk
risiko kekambuhan dan efek samping. Oleh karena itu,
dikembangkan implan berbasis scaffolds yang berpotensi
meningkatkan regenerasi tulang dan mencegah kekambuhan
sel kanker. Kitosan dan gelatin, sebagai bahan utama scaffolds,
memiliki biokompatibilitas dan biodegradabilitas, namun risiko
inflamasi dan infeksi bakteri masih menjadi tantangan. Ekstrak
daun sirih (Piper betle L.) kaya antioksidan ditambahkan ke
scaffolds Kkitosan-gelatin untuk mengurangi inflamasi dan
meningkatkan aktivitas antitumor. Ekstrak diperoleh melalui
maserasi etanol 90% (10% w/v) dan diuji kandungan fenol
(64,36 mg GAE/g) serta flavonoid (37,15 mg QE/g). Scaffolds
difabrikasi menggunakan metode freeze-drying dengan variasi
kitosan (2%, 4%, 6%, 8%w/v), gelatin 2% w/v, glutaraldehyde
0,1% v/v, dan ekstrak Piper betle L. 9% w/v. Analisis FTIR
menunjukkan peningkatan ikatan hidrogen pada 3500-3200
cm™ seiring peningkatan Kitosan. Scaffolds K8G-PB9 (kitosan
8%) memiliki stabilitas struktural terbaik dengan laju
degradasi 5%, swelling ratio 101%, serta zona hambat
antibakteri tertinggi terhadap S. aureus (12,28 mm) dan E. coli
(11,24 mm). K2G-PB9 & KS8G-PB9 menunjukkan pori
heterogen berkisar 100-200 pm. Hasil ini menunjukkan
scaffolds K8G-PB9 memiliki karakteristik optimal sebagai
kandidat implan untuk terapi kanker tulang.

Kata kunci—gelatin, inflamasi, kanker tulang, kitosan, Piper
betle L., scaffolds

L PENDAHULUAN

Kanker kini menjadi penyebab utama kematian secara
global, melampaui penyakit lainnya dalam jumlah kasus
kematian yang terjadi [1]. Menurut World Health
Organization (WHO), kanker menyebabkan 10 juta kematian
pada tahun 2020 dengan 19,3 juta kasus baru terdeteksi pada
tahun yang sama [2]. Kanker tulang, sebagai salah satu jenis
kanker, menyumbang sebagian dari masalah kesehatan global
ini dan membawa beban klinis serta ekonomi yang besar yang
terus meningkat. Kanker tulang merupakan salah satu jenis
kanker yang meskipun relatif jarang terjadi dibandingkan
jenis kanker lainnya, namun memiliki dampak yang
signifikan terhadap kualitas hidup pasien. Di Indonesia,
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kanker tulang mengalami prevalensi sekitar 5% dari semua
jenis kanker yang terjadi, sementara secara global, hanya 1%
dari semua jenis kanker adalah kanker tulang. Karena insiden
kanker tulang yang rendah, diagnosis dan pengobatannya
sering tertunda, mengakibatkan tingkat kematian yang tinggi.
Dari 700.000 kasus, lebih dari 220.000 pasien meninggal,
sehingga tingkat kelangsungan hidup global sekitar 68% [3].

Pendekatan klinis seperti kemoterapi, radioterapi, dan
pembedahan saat ini digunakan untuk mengobati kanker
tulang, tetapi sering kali menimbulkan efek samping
sistemik, risiko inflamasi, serta kerusakan pada jaringan sehat
[2]. Sebagai alternatif, implan klinis berbasis scaffolds yang
dimuat dengan obat dan senyawa bioaktif dikembangkan
untuk meningkatkan penyembuhan tulang, mencegah
kekambuhan sel kanker, dan meningkatkan kualitas hidup
pasien. Hou et al. (2022) melaporkan bahwa scaffolds yang
dikembangkan ~mampu menghambat viabilitas sel
osteosarcoma hingga 93%, menunjukkan potensinya dalam
terapi kanker tulang. Strategi ini tidak hanya mempercepat
pemulihan tetapi juga mengurangi kebutuhan akan operasi
lanjutan [2].

Kitosan, turunan dari kitin, memiliki sifat unggul seperti
biokompatibilitas, biodegradabilitas, aktivitas antimikroba,
serta kemampuannya merangsang makrofag dan osteogenesis
[4]. Jana et al. (2012) melaporkan bahwa scaffolds kitosan
dengan konsentrasi 12 wt% memiliki stabilitas bentuk tinggi
setelah dua minggu perendaman dalam PBS, dengan
kekuatan tekan maksimum 1,74 MPa dan modulus elastisitas
17,99 MPa [5]. Sementara itu, gelatin, protein hasil hidrolisis
kolagen dari tulang dan jaringan ikat hewan, digunakan
sebagai komponen utama dalam fabrikasi scaffolds karena
biokompatibilitas dan biodegradabilitasnya yang tinggi.
Gelatin juga terbukti efektif dalam meningkatkan proliferasi
dan viabilitas osteoblas, sel yang berperan penting dalam
regenerasi tulang, sebagaimana dilaporkan oleh Kadi et al.
(2024) [6].

Namun, inflamasi tetap menjadi tantangan utama pasca
pemasangan implan klinis berbasis scaffolds, terutama
setelah operasi. Proses resorpsi gelatin dapat memicu
perubahan pH dan konsentrasi ion lokal, yang berpotensi
mengganggu penyembuhan luka. Menurut Cao et al. (2024),



ISSN : 2355-9365

meskipun  gelatin  bermanfaat sebagai  biomaterial,
dampaknya terhadap lingkungan mikro pasca-implantasi
perlu diperhatikan untuk mengurangi risiko komplikasi [7].
Selain itu, gelatin dapat menjadi substrat bagi pertumbuhan
bakteri seperti Escherichia coli dan Staphylococcus aureus,
yang meningkatkan risiko inflamasi dan infeksi. Ereth et al.
(2009) menunjukkan bahwa keberadaan gelatin sebagai
matriks dalam lingkungan biologis dapat memicu risiko
infeksi jika tidak disertai strategi antimikroba yang memadai
[8]. Oleh karena itu, meskipun gelatin memiliki potensi besar
dalam regenerasi tulang dan kitosan bersifat antimikroba
serta antiinflamasi, efektivitas scaffolds berbasis kitosan-
gelatin masih perlu ditingkatkan. Penambahan senyawa
bioaktif dengan kemampuan antiinflamasi dan antimikroba
dapat menjadi solusi untuk mengurangi risiko peradangan
dan infeksi pasca-operasi.

Ekstrak daun sirih ~ (Piper  betle L.) diketahui
mengandung antioksidan tinggi, terutama senyawa fenol dan
flavonoid, yang berpotensi mencegah inflamasi pascaoperasi
[9]. Fenol berfungsi sebagai antioksidan yang melawan
radikal bebas, melindungi sel dari kerusakan oksidatif, serta
menghambat terjadinya inflamasi. Sementara itu, flavonoid
memiliki  sifat multifungsi, termasuk antiinflamasi,
antimikroba, dan stimulasi regenerasi sel [9], [10]. Lestari et
al. (2023) mengevaluasi beberapa ekstrak tumbuhan
Indonesia yang dimurnikan, termasuk Piper betle L., dalam
regenerasi jaringan dan perbaikan tulang pada model
periodontitis tikus. Piper betle L. dipilih karena memiliki
kandungan flavonoid dan fenolik tertinggi dibandingkan
dengan a-Mangostin, Usnic Acid, dan Daemonorops draco,
yang juga dikenal kaya senyawa bioaktif [9]. Kandungan
bioaktif ini berperan secbagai antioksidan yang dapat
mempercepat penyembuhan tulang dan mengurangi
inflamasi pascaoperasi.

Penelitian ini bertujuan mengoptimalkan scaffolds
kitosan-gelatin dengan penambahan ekstrak Piper betle L.
melalui variasi konsentrasi kitosan. Formulasi scaffolds
dievaluasi berdasarkan sifat fisik, kimia, dan biologisnya,
termasuk efektivitas antibakteri dan antiinflamasi. Scaffolds
yang dihasilkan diharapkan dapat digunakan sebagai implan
untuk pasien kanker tulang, mendukung regenerasi tulang,
serta mengurangi risiko infeksi dan peradangan pascaoperasi.

IL KAJIAN TEORI

A. Kanker Tulang

Kanker tulang adalah neoplasma ganas yang menyerang
jaringan tulang, ditandai oleh proliferasi sel-sel abnormal
yang dapat merusak struktur tulang normal. Kanker tulang
disebabkan oleh sel kanker yang berasal dari jaringan tulang
(kanker tulang primer) atau bermetastasis dari area tumor
primer lainnya ke jaringan tulang (kanker tulang metastatik)
[11]. Jenis kanker tulang primer yang umum meliputi
osteosarcoma, chondrosarcoma, dan Ewing's sarcoma.
Sedangkan, kanker payudara, prostat, tiroid, dan paru-paru
adalah empat wilayah asal kanker dengan risiko metastasis
tulang tertinggi. Pada Gambar 1, menggambarkan jalur
diferensiasi MSC menjadi osteoblasts atau kondrosit melalui
ekspresi gen kunci seperti Runx2 dan SOX9. Pada kondisi
normal, Runx? mengatur pembentukan tulang melalui
osteoblastogenesis, sedangkan SOX9 berperan dalam
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chondrogenesis melalui produksi aggrecan dan kolagen tipe
II serta X [12].
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GAMBAR 1
ASAL USUL KANKER TULANG PRIMER [12]

B. Osteosarcoma

Osteosarcoma merupakan jenis kanker tulang yang
paling sering terjadi, mencakup hampir dua pertiga dari
seluruh kasus. Di Amerika Serikat, sekitar 1.200 pasien
didiagnosis dengan  osteosarcoma  setiap  tahunnya.
Osteosacoma umumnya terjadi pada masa kanak-kanak,
dengan peningkatan kejadian sedikit pada individu berusia
lebih dari 60 tahun. Osteosarcoma diduga berasal dari sel
mesenkimal primitif ganas yang berdiferensiasi menjadi
osteoblasts, yang kemudian menghasilkan matriks osteoid
ganas. Osteosarcoma dapat muncul di tulang manapun, tetapi
biasanya berkembang di metaphyses tulang panjang. Hampir
60% terjadi di distal femur, proximal tibia, dan proximal
humerus.

GAMBAR 2
METASTASIS OSTEOSARKOMA PADA TULANG PANJANG [13]

Gambar 2 menunjukkan bahwa osteosarcoma dapat
bermetastasis secara regional maupun sistemik. Metastasis
regional terjadi melalui penyebaran intraosseus, di mana
tumor menyebar dalam tulang yang sama tanpa melibatkan
jaringan lain, atau secara transartikular, yaitu melalui sendi
yang menghubungkan dua tulang, seperti antara tibia dan
femur di sendi lutut [13], [14]. Sementara itu, metastasis
sistemik osteosarcoma paling sering terjadi di paru-paru
melalui peredaran darah. Selain itu, tulang ekstremitas
lainnya, seperti lengan atau kaki yang berbeda, merupakan
lokasi metastasis kedua yang paling umum [14].

C. Ewing Sarcoma

Ewing sarcoma adalah jenis kanker tulang kedua yang
paling umum. Perkiraan insidennya adalah satu dalam
100.000 di antara orang berusia 10 hingga 19 tahun. Asal usul
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sel tumor Ewing sarcoma hingga kini belum sepenuhnya
diketahui [13]. Hipotesis yang ada menyatakan bahwa tumor
ini kemungkinan berasal dari sel-sel neuroektodermal
primitif yang belum berdiferensiasi atau dari sel-sel puncak
saraf (neural crest). Ada teori yang menyebutkan bahwa
Ewing sarcoma mungkin berasal dari sel-sel induk primitif,
Secara histologis, Fwing sarcoma termasuk dalam kelompok
tumor yang dikenal sebagai small blue round cell tumors
(tumor sel bulat kecil berwarna biru), yang dinamakan
berdasarkan karakteristik mikroskopisnya [13].

GAMBAR 3
EWING SARCOMA PADA TULANG PANGGUL KANAN [13]

D. Chondrosarcoma

Chondrosarcoma adalah tumor ganas pembentuk tulang
rawan yang jarang ditemukan pada kanker tulang. Berbeda
dengan osteosarcoma dan Ewing sarcoma, chondrosarcoma
lebih sering terjadi pada kerangka sentral tubuh, seperti pada
sabuk panggul, tulang belakang, dan tulang panjang
proksimal. Secara histologis, chondrosarcoma dapat
menunjukkan berbagai pola pembentukan tulang rawan yang
abnormal, dengan adanya proliferasi sel-sel chondroblast
yang tidak terkendali. Secara anatomi, lokasi utama
chondrosarcoma sering ditemukan pada bagian tubuh yang
mengandung tulang rawan, seperti pelvis, vertebra, dan
tulang panjang proksimal, yang menjadi area dengan
prevalensi lebih tinggi.

E. Scaffolds

Scaffolds adalah struktur tiga dimensi yang digunakan
dalam rekayasa jaringan (tissue engineering) untuk
mendukung pertumbuhan dan proliferasi sel. Scaffolds
berfungsi sebagai kerangka yang memungkinkan sel untuk
menempel, bermigrasi, dan berkembang biak, serta
mendukung difusi nutrisi dan pembuangan limbah. Scaffolds,
seperti yang ditunjukkan pada Gambar 4, Scaffolds
dirancang untuk mendukung regenerasi jaringan dengan
menyediakan kerangka sementara untuk pertumbuhan sel dan
pembentukan jaringan baru [15].
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KERUSAKAN TULANG YANG MEMERLUKAN SCAFFOLDS
UNTUK PERBAIKAN [16]

Scaffolds
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Salah satu faktor penting dalam desain scaffolds untuk
perbaikan tulang adalah porositas, yang berperan dalam
mendukung pertumbuhan jaringan tulang, serta memastikan
difusi nutrisi dan suplai oksigen yang optimal [16]. Scaffolds
yang digunakan memungkinkan pertumbuhan osteoblasts
pada pori-pori dengan ukuran optimal, yaitu sekitar 100—300
pum, yang diperlukan untuk regenerasi tulang. Porositas yang
tinggi memungkinkan penetrasi sel osteogenik, pembentukan
pembuluh darah (vaskularisasi), dan transportasi nutrisi serta
limbah metabolik [5]. Namun, peningkatan porositas yang
melebihi 80% dapat menurunkan kekuatan mekanis
scaffolds, sehingga perlu dilakukan optimasi berdasarkan
aplikasi  spesifik. Untuk tulang kortikal, scaffolds
memerlukan modulus elastisitas yang tinggi dengan porositas
rendah (<30-50%) untuk meniru kekuatan mekanis tulang
tersebut. Sebaliknya, scaffolds untuk tulang trabekular
memerlukan porositas tinggi (<50-90%) guna mendukung
difusi nutrisi dan vaskularisasi [17].

F. Chitosan

Chitosan biopolimer alami dengan kelimpahan terbesar
kedua setelah selulosa, yang diperoleh melalui proses
deasetilasi kitin baik secara kimiawi maupun enzimatis.
Senyawa ini dapat ditemukan dalam cangkang udang,
kepiting, moluska, serangga, annelida, serta pada beberapa
jenis dinding sel jamur [18], [19]. Kopolimer glukosamin dan
N-asetilglukosamin yang terdiri dari monomer B-(1,4)-2-
amino-2-deoksi-D-glukopiranosa [20]. Chitosan banyak
digunakan dalam bidang medis karena sifatnya yang
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biokompatibel, biodegradable, dan tidak beracun [18].
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GAMBAR 5
STRUKUTUR KIMIA DARI KITIN DAN CHITOSAN

Gambar 5 memperlihatkan struktur kimia dari kitin dan
kitosan. Kitosan memiliki sifat antibakteri yang berasal dari
gugus amina bebas (-NH:) yang terprotonasi menjadi —-NHs*
dalam larutan asam, memberikan muatan positive yang
memungkinkan interaksi dengan membran sel bakteri
bermuatan negative. Interaksi ini merusak membran sel,
meningkatkan permeabilitas, dan mengganggu fungsi
biologis bakteri, seperti metabolisme dan sintesis protein,
yang dapat menyebabkan lisis sel. Efek ini lebih optimal
terhadap bakteri Gram-positif karena dinding selnya lebih
tipis dan lebih mudah mengalami kerusakan [21].

G. Gelatin

Gelatin adalah protein alami hasil denaturasi kolagen,
komponen utama jaringan ikat yang ditemukan pada kulit,
tulang, dan jaringan hewan lainnya Proses ini menghasilkan
gelatin yang biodegradable dan non-antigenikk [17]. Selain
mendukung hemostasis, gelatin juga memfasilitasi adhesi dan
proliferasi sel selama regenerasi jaringan. Namun, gelatin
memiliki kelemahan, seperti kekuatan mekanik yang rendah,
clastisitas yang terbatas, serta stabilitas bentuk dan ketahanan
termal yang kurang baik. Untuk mengatasinya, gelatin perlu
dimodifikasi melalui crosslinking guna meningkatkan
kekuatan mekanik, stabilitas termal, dan ketahanan
degradasi. Selain itu, gelatin sering dikombinasikan dengan
biopolimer lain, seperti kitosan, untuk meningkatkan
performanya [22].

H. Daun Sirih (Piper betle L.)

Daun sirih (Piper betle L.) telah dikenal sebagai tanaman
obat karena kandungan senyawa bioaktifnya, termasuk
saponin, flavonoid, tanin, dan minyak atsiri, yang memiliki
beragam aktivitas farmakologis. Ekstraknya diketahui
bersifat  antibakteri, antiinflamasi, antioksidan, dan
antikanker, sehingga potensial untuk terapi medis berbasis
bahan alami, termasuk dalam aktivitas antitumor [23].

Selain itu, flavonoid dan senyawa fenolik dalam Piper
betle L. berperan dalam regenerasi tulang. Flavonoid dapat
merangsang osteoblas untuk mempercepat perbaikan
jaringan tulang, sementara senyawa fenolik bertindak sebagai
antioksidan yang melindungi jaringan tulang dari stres
oksidatif yang dapat menghambat pertumbuhan dan
pemulihannya [9].

I. Metode Freeze-Drying

Freeze-drying, atau liofilisasi, adalah metode
pengeringan di mana pelarut dikristalkan pada suhu rendah
dan kemudian disublimasikan langsung dari fase padat ke
uap. Proses ini terdiri dari dua tahap: pembekuan (freezing),
di mana larutan polimer didinginkan hingga suhu tertentu,
dan pengeringan (drying), di mana pelarut dihilangkan
dengan menurunkan tekanan [24]. Metode ini umum
digunakan dalam fabrikasi scaffolds untuk menjaga struktur
pori yang diinginkan.

I11. METODE
A. Alat dan Bahan

Bahan yang digunakan meliputi chitosan, gelatin, ekstrak
Piper betle L., aluminium chloride (AlCls), aquades, asam
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asetat, asam galat, etanol 90%, Folin-Ciocalteu,
glutaraldehyde, nutrient agar (NA), natrium karbonat
(Na2COs), Phosphate Buffer Saline (PBS), quercetin, natrium
nitrat (NaNO2), natrium hidroksida (NaOH), serta bakteri
Staphylococcus aureus  dan Escherichia coli. Alat yang
digunakan mencakup aluminium foil, autoklaf, beaker glass,
cawan petri, cabinet dryer, cawan porselen, corong, digital
caliper, erlenmeyer, Freeze Dryer (BUCHI Lyovapor L-
300), freezer, gelas ukur, grinder, inkubator, kertas saring,
laminar air flow, magnetic bar, magnetic stirrer, mikropipet,
neraca analitik, paraformaldehyde, pipet ukur, rotary
evaporator, sendok spatula, tabung reaksi, toples kaca,
centrifuge tube, dan waterbath shaker. Karakterisasi material
dilakukan  menggunakan  Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR) (Agilent cary 630) dan Scanning
Electron Microscopy (SEM) (JEOL JSM-6390 LV).

B. Ekstraksi Piper betle L. menggunakan Metode Maserasi

Daun sirih  dicincang kecil, lalu dikeringkan
menggunakan cabinet dryer pada suhu 50°C selama 24 jam
hingga mencapai kondisi kering [25]. Setelah itu, daun yang
telah kering digiling menggunakan grinder hingga menjadi
serbuk halus. Serbuk daun ditimbang dengan neraca analitik,
kemudian dimaserasi dalam etanol 90% dengan konsentrasi
10% w/v selama 7 hari. [26]. Setelah proses maserasi selesai,
filtrat disaring menggunakan kertas saring. Selanjutnya,
dikentalkan melalui evaporasi menggunakan water bath
shaker pada suhu 80°C dengan kecepatan 40 rpm, kemudian
diproses dengan rotary evaporator pada suhu 80°C dengan
kecepatan 120 rpm selama 2 jam hingga menghasilkan
ekstrak kental berwarna coklat. Alur lengkap dari proses
ekstraksi ini dapat ditunjukkan pada Gambar 6
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GAMBAR 6
PROSES EKSTRAKSI PIPER BETLE L. DAN UJI FENOL SERTA
FLAVONOID.

C. Uji Fenol dan Flavonoid

Kadar fenol total dianalisis menggunakan metode
Folin-Ciocalteu, dengan larutan standar asam galat (0, 10,
30, 60, 90, 110 mg/L) dan natrium karbonat (Na.COs) 7,5%
w/v. Sebanyak 0,2 mL sampel atau larutan standar dicampur
dengan 1 mL reagen Folin-Ciocalteu, diinkubasi selama 3
menit, lalu ditambahkan 0,8 mL Na.COs. Campuran
dihomogenkan menggunakan vortex mixer [11], Diinkubasi
selama 30 menit dalam kondisi gelap, kemudian
absorbansinya diukur pada panjang gelombang 765 nm
menggunakan spektrofotometer UV-Vis [27].

Kadar flavonoid total dianalisis menggunakan metode
kolorimetri dengan reagen aluminium chloride (AlCls),
menggunakan larutan standar quercetin (0, 20, 40, 60, 80,
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100 mg/L). Sebanyak 0,5 mL sampel atau larutan standar
dicampurkan dengan 1,5 mL etanol 95%, 0,1 mL AlCl: 10%
w/v, 0,1 mL natrium asetat 1 M, dan 2,8 mL aquades [9].
Campuran dihomogenkan, diinkubasi dalam kondisi gelap
selama 30 menit pada suhu kamar, dan absorbansinya diukur
pada 415 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis [28].

D. Fabrikasi Scaffolds Kitosan-Gelatin-Piper betle L
Larutan kitosan dengan konsentrasi bervariasi, yaitu 2%,
4%, 6%, dan 8% (w/v). disiapkan dalam asam asetat 1% v/v
dan dihomogenkan menggunakan magnetic stirrer dengan
hot plate. Larutan gelatin 2% w/v dibuat dengan melarutkan
gelatin dalam akuades pada 50 °C hingga homogen. Kedua
larutan dicampurkan dengan rasio 2:3 v/v (kitosan/gelatin)
dan diaduk selama 2 jam pada 50 °C [29]. Setelah itu,
ditambahkan ekstrak Piper betle L. 9% w/v hingga larutan
kembali  homogen, diikuti  dengan  penambahan
glutaraldehyde 0,1% v/v sebagai crosslinker. Larutan yang
telah tercampur dimasukkan ke dalam centrifuge tube dan
diinkubasi selama 10 menit pada 50 °C hingga terbentuk gel.
Selanjutnya, larutan dibekukan pada -80 °C selama 24 jam,
lalu mengalami liofilisasi menggunakan Freeze Dryer
BUCHI Lyovapor L-300 selama 48 jam pada -100 °C dengan
tekanan 5 atm [5]. Proses fabrikasi scaffolds ditunjukkan
pada Gambar 7.
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GAMBAR 7
PROSES FABRIKASI SCAFFOLDS KITOSAN-GELATIN-EKSTRAK
PIPER BETLE

E. Uji Degradasi dan Swelling pada Scaffolds

Scaffolds direndam dalam larutan PBS (pH 7.4, 10 mL)
dalam tabung reaksi tertutup aluminium foil, lalu disimpan
dalam inkubator pada 37°C selama 21 hari. Setelah
perendaman, scaffolds dibilas dengan air deionisasi,
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dikeringkan dalam oven pada 35°C selama 12 jam, lalu
ditimbang menggunakan timbangan digital (ketelitian 1074).
Nilai degradasi dihitung sebagai persentase selisih berat awal
dan akhir terhadap berat awal yang dapat ditentukan
menggunakan Persamaan (1) [29].

F. Uji Degradasi dan Swelling pada Scaffolds

Scaffolds direndam dalam larutan PBS (pH 7.4, 10 mL)
dalam tabung reaksi tertutup aluminium foil, lalu disimpan
dalam inkubator pada 37°C selama 21 hari. Setelah
perendaman, scaffolds dibilas dengan air deionisasi,
dikeringkan dalam oven pada 35°C selama 12 jam, lalu
ditimbang menggunakan timbangan digital (ketelitian 107#).
Nilai degradasi dihitung sebagai persentase selisih berat awal
dan akhir terhadap berat awal yang dapat ditentukan

menggunakan Persamaan (1) [29].

N
Degradasi (%) = A %x 100% (D)
1

Scaffolds yang telah diliofilisasi dan dikrosslink dengan
glutaraldehyde direndam dalam larutan PBS (pH 7.4, 10 mL)
dalam tabung reaksi tertutup aluminium foil pada suhu ruang
selama 60 menit. Setelah perendaman, kelebihan air
dihilangkan  menggunakan kertas saring sebelum
penimbangan sampel basah dengan timbangan digital
(ketelitian 107%) [29]. Nilai swelling dihitung sebagai
persentase selisih antaraberat basah setelah perendaman dan
berat awal terhadap berat awal sampel, yang dapat ditentukan
menggunakan Persamaan (2).

Ww-W,

Swelling (%) = x 100% (2)

G. Analisis Fourier Transform Infrared (FTIR)

Analisis FTIR dilakukan menggunakan spektrometer
Agilent Cary 630 dalam rentang 4000—400 cm™, dengan
resolusi 4 cm™! dan 32 kali pemindaian untuk akurasi data
[29]. Sampel dengan ketebalan <2 mm ditempatkan pada
kristal ATR berbahan diamond dengan tekanan 5—10 N. Sinar
inframerah pada sudut insidensi 45° menghasilkan
gelombang evanescent yang menembus sampel hingga 0,5-2
pm, Memungkinkan identifikasi gugus fungsi seperti
hidroksil (-OH), karbonil (C=0), dan amina (-NH:) [30].
Spektrum yang diperoleh dianalisis menggunakan sofiware
Origin untuk representasi grafis.

H. Uji Antibakteri

Pengujian antibakteri scaffolds dilakukan dengan metode
inhibition zone menggunakan Escherichia coli (Gram-
negatif) dan Staphylococcus aureus (Gram-positif). Sampel
berbentuk bulat (@ 0,5 cm) terdiri dari kontrol negatif (K2G-
Control: kitosan 2% w/v dan gelatin 2% w/v tanpa ekstrak
Piper betle L.) serta variasi dengan 9% w/v ekstrak Piper
betle L. dan kitosan (2%, 4%, 6%, 8% w/v).

Cawan petri disterilkan pada suhu 200°C selama 2 jam,
sementara media Nutrient Agar (NA) disiapkan dengan
melarutkan 4 g NA dalam 200 mL akuades, lalu disterilisasi
menggunakan autoklaf pada 121°C selama 15-20 menit
sebelum dituangkan secara steril dalam Laminar Air Flow.
Bakteri uji disuspensikan dalam NaCl 0,9% dan disesuaikan
dengan standar McFarland 0,5, kemudian sebanyak 100 pL
suspensi diinokulasikan ke dalam cawan petri (@ 90 mm),
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dicampur dengan 12,5 mL NA cair, dihomogenkan, dan
dibiarkan memadat [31].

Silinder cup steril ditancapkan ke dalam media, kemudian
sampel scaffolds dimasukkan. Setelah itu, dibiarkan selama
30 menit sebelum diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
Zona hambat yang terbentuk di sekitar scaffolds diukur
menggunakan digital caliper [31].

I. Scanning Electron Microscopy (SEM)

Morfologi pori scaffolds diamati menggunakan Scanning
Electron Microscopy (SEM) (JEOL JSM-6390 LV). Sampel
dibilas tiga kali dengan PBS, kemudian difiksasi dalam
larutan 2%  v/v paraformaldehyde  dan 2% v/v
glutaraldehyde selama 15 menit. Dehidrasi dilakukan
bertahap dalam etanol (30%-100% v/v), lalu dikeringkan
menggunakan critical point drier (Baltec CPD 030) untuk
mencegah kerusakan struktur pori. Sampel kemudian dilapisi
emas setebal 20 nm melalui sputter coating (Baltec SCD 050)
agar konduktif sebelum diamati dengan SEM pada tegangan
akselerasi 15 kV.

Iv. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Evaluasi Konsentrasi Fenol dan Flavonoid

Absorbansi kompleks fenol total diukur menggunakan
kurva standar asam galat dan dinyatakan dalam mg GAE/g
(Gallic Acid Equivalent) [9]. sedangkan flavonoid total
dihitung berdasarkan kurva standar quercetin dan dinyatakan
dalam mg QE/g (Quercetin Equivalent) [9]. Seperti yang
ditunjukkan pada Gambar 8.
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GAMBAR 8
KURVA KALIBRASI STANDAR DALAM PENGUIJIAN FENOL DAN
FLAVONOID: (A) ASAM GALAT STANDAR FENOL; (B)
QUERCETIN STANDAR FLAVONOID

Perbedaan antara conc terukur (mg/L) dan conc akhir
(mg/g) terletak pada satuan dan perhitungannya. Conc
terukur (mg/L) diperoleh langsung dari absorbansi larutan
sampel menggunakan kurva standar, sedangkan conc akhir
(mg/g) dinormalisasi terhadap berat sampel kering yang
digunakan dalam ekstraksi.

TABEL 1
FENOL DAN FLAVONOID TOTAL EKSTRAK PIPER BETLE L.
Conc Terukur Cone Akhir
Absorbansi )
(mg/L) (mg/g)
Fenol Flavonoid Fenol Flavonoid Fenol  Flavonoid
1 0172 0,141 111,6 17,60 62,00 36,49
2 0,189 0,144 120,1 17,96 66,72 37,71
Rerata 64,36 37,15

Berdasarkan hasil pada Tabel 1, rerata konsentrasi fenol
yang diperoleh sebesar 64,36 mg GAE/g, lebih tinggi
dibandingkan flavonoid sebesar 37,15 mg QE/g. Fenol
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memiliki stabilitas lebih tinggi terhadap kondisi ekstraksi,
sehingga lebih sedikit mengalami degradasi dibandingkan
flavonoid [32]. Kandungan fenol yang tinggi menunjukkan
aktivitas antioksidan kuat yang dapat mengurangi stress
oksidatif di sekitar implan dan mempercepat regenerasi
jaringan tulang [33].

.Kandungan flavonoid sebesar 37,15 mg QE/g berfungsi
sebagai agen anti-inflamasi yang efektif dalam mencegah
peradangan berlebihan di area implantasi serta memiliki
aktivitas antibakteri yang dapat menghambat pertumbuhan
bakteri patogen, seperti Staphylococcus aureus, yang
merupakan penyebab utama infeksi pasca-operasi. Efek ini
memberikan perlindungan tambahan terhadap komplikasi
akibat infeksi, menjadikan ekstrak daun sirih berperan
penting dalam mendukung penyembuhan luka dan mencegah
inflamasi pada scaffolds [34].

Integrasi ekstrak daun sirih dalam scaffolds berbasis
gelatin dan kitosan memengaruhi karakteristik fisik dan
mekaniknya. Fenol dengan konsentrasi 64,36 mg GAE/g
berperan dalam pembentukan ikatan silang antara kitosan dan
gelatin, menghasilkan struktur matriks yang lebih padat dan
stabil secara mekanik. Struktur ini mengurangi kapasitas
penyerapan air dan swelling ratio scaffolds akibat
berkurangnya situs hidrofilik bebas pada permukaan,
sehingga meningkatkan ketahanan terhadap degradasi dalam
cairan tubuh selama implantasi [35].

B. Analisis spektroskopi FTIR

Rentang  bilangan gelombang 3200-3600 cm™
menunjukkan serapan dari gugus —OH dan —NH yang berasal
dari gelatin dan kitosan [36], sementara puncak sekitar 1650
cm ! mengindikasikan vibrasi C=0 dari gugus amida dalam
gelatin. Selain itu, vibrasi N-H bending pada sekitar 1550
cm™! juga berkaitan dengan struktur gelatin dan kitosan [37].
Adanya puncak di rentang 1000-1200 cm™ menunjukkan
keberadaan gugus C—O—C dan C-O yang tidak hanya berasal
dari kitosan tetapi juga berasal dari komponen aktif dalam
ekstrak Piper betle [38]. Variasi konsentrasi kitosan dalam
sampel K2G-PB9, K4G-PB9, K6G-PB9, dan K8G-PB9
menyebabkan perubahan kecil pada intensitas dan pergeseran
puncak [5]. Sebagaimana ditampilkan pada Gambar 9.
' K2G-PB9 K4G-PB9 —— K6G-PBY K8G-PBY.
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GAMBAR 9
PERBANDINGAN HASIL GRAFIK FTIR K2G-PB9, K4G-PB9, K6G-
PB9, DAN K8G-PB9 YANG DIGABUNGKAN

C. Stabilitas Scaffolds terhadap Degradasi

Uji degradasi mengevaluasi stabilitas scaffolds dalam
cairan fisiologis. Stabilitas degradasi yang terkendali penting
untuk mendukung regenerasi jaringan, memungkinkan
material terurai seiring dengan pertumbuhan jaringan baru.
Degradasi yang optimal juga memastikan integrasi scaffolds
dengan jaringan sekitarnya, meningkatkan efektivitas
penyembuhan [39].

Uji Degradasi
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5 10%
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GAMBAR 10
HASIL UJI DEGRADASI

Gambar 10 menunjukkan bahwa scaffolds K2G-PB9
memiliki rasio degradasi tertinggi (14%), diikuti oleh K4G-
PB9 (11,3%), K6G-PB9 (9,3%), dan K8G-PB9 (4,6%).
Perbedaan ini mencerminkan pengaruh komposisi material
terhadap stabilitas scaffolds. Uji degradasi dilakukan dalam
larutan PBS pH 7,4 untuk mensimulasikan kondisi in vivo
[37].

Material berporositas tinggi, seperti K2G-PB9, lebih
rentan terhadap degradasi karena luas permukaan yang besar
memungkinkan penetrasi PBS lebih dalam. Jana et al. (2018)
menyatakan bahwa material dengan pori besar dan merata
cenderung mengalami degradasi lebih cepat [6]. Sebaliknya,
K8G-PB9, dengan struktur lebih padat, lebih tahan degradasi
karena cairan sulit menembus bagian dalam material

Scaffolds dengan konsentrasi kitosan lebih tinggi, seperti
K6G-PB9 dan K8G-PB9, menunjukkan degradasi lebih
lambat karena kitosan memiliki sifat mekanik baik dan
membentuk struktur stabil melalui cross-linking [39], [40].
Dinding pori yang lebih tebal membatasi penetrasi PBS,
memperlambat degradasi. Sebaliknya, K2G-PB9, dengan
kandungan gelatin lebih dominan, lebih mudah terdegradasi
karena sifat gelatin yang lebih hidrofilik dan kurang stabil
dalam lingkungan cair.

Scaffolds K6G-PB9 (rasio degradasi 9%) dan K8G-PB9
(rasio degradasi 5%) menunjukkan stabilitas tinggi,
menjadikannya cocok untuk implan tulang beban berat
seperti femur, tibia, dan vertebra. Hasil ini sejalan dengan
penelitian Lam et al. (2009), yang melaporkan bahwa rasio
degradasi sebesar 6% setelah 21 hari mendukung laju
pertumbuhan jaringan tulang yang berperan dalam regenerasi
jaringan yang seimbang dan berkelanjutan. Degradasi yang
lambat memungkinkan scaffolds mempertahankan kekuatan
mekaniknya selama osteointegrasi, memberikan dukungan
optimal hingga mineralisasi tulang tercapai. Oleh karena itu,
material ini ideal untuk rekonstruksi tulang pasca-operasi
tumor yang memerlukan stabilitas mekanik jangka panjang.
Sebaliknya, scaffolds K2G-PB9 (rasio degradasi 14%) lebih
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cocok untuk regenerasi cepat, seperti perbaikan fraktur
kompleks pada wajah atau koreksi deformitas kecil [41].

D. Karakterisasi Swelling Scaffolds

Uji swelling dilakukan untuk mengevaluasi kemampuan
scaffolds dalam menyerap cairan, yang berperan dalam
menentukan efektivitasnya dalam mendukung difusi nutrisi
dan faktor pertumbuhan ke dalam jaringan, yang penting
untuk proses penyembuhan tulang. Swelling yang optimal
membantu menciptakan lingkungan mikro yang sesuai bagi
proliferasi sel dan mineralisasi matriks ekstraseluler [42].

Uji Swelling
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GAMBAR 11
HASIL UJI SWELLING

Hasil uji swelling pada Gambar 11 menunjukkan bahwa
K2G-PB9 memiliki swelling ratio tertinggi (201%), diikuti
oleh K4G-PB9 (151%), K6G-PB9 (107%), dan K8G-PB9
(101%). Sesuai dengan penelitian Jana et al. (2018), material
dengan porositas tinggi cenderung memiliki swelling ratio
lebih besar. Penurunan swelling ratio pada K6G-PB9 dan
K8G-PB9 disebabkan oleh konsentrasi kitosan yang lebih
tinggi dan struktur scaffolds yang lebih padat.

Uji swelling menggunakan PBS pH 7,4 bertujuan
mensimulasikan kondisi fisiologis tubuh. K2G-PB9 memiliki
dinding pori lebih tipis yang memungkinkan penyerapan
cairan lebih besar, sementara K6G-PB9 dan K8G-PB9
memiliki dinding lebih tebal yang membatasi kapasitas
swelling [6]. Selain itu, interaksi fenolik dari ekstrak Piper
betle L. dengan gugus hidrofilik kitosan berkontribusi dalam
menurunkan hidrofilisitas scaffolds meskipun porositas
tinggi.

Swelling ratio yang lebih rendah pada K6G-PB9 dan
K8G-PB9 juga dipengaruhi oleh kandungan senyawa
hidrofobik dalam ekstrak Piper betle L., seperti flavonoid dan
fenol, yang mengurangi kemampuan material menyerap air
[43]. Peningkatan cross-linking akibat tingginya konsentrasi
kitosan memperkuat struktur matriks, membatasi penetrasi
air ke dalam scaffolds [35]. Glutaraldehyde sebagai agen
cross-linking juga mengurangi swelling ratio dengan
membentuk ikatan kovalen dengan gugus amina (-NH:) pada
kitosan, sehingga memperkuat jaringan polimer dan
mengurangi fleksibilitas matriks scaffolds [29].

Swelling ratio ideal untuk scaffolds tulang berkisar antara
100-300%, tergantung aplikasi dan lokasi implan, guna
mendukung regenerasi jaringan dan mempercepat
penyembuhan [44]. Zhang et al. (2019) melaporkan bahwa
swelling ratio sekitar 100% optimal untuk stabilisasi implan.
Swelling ratio yang terlalu tinggi dapat menyebabkan
ketidakstabilan  struktural, = degradasi  cepat, dan
meningkatkan  risiko  inflamasi, yang menghambat
osteointegrasi. Sebaliknya, swelling ratio terlalu rendah
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membatasi difusi nutrisi dan pertumbuhan sel dalam
scaffolds, sehingga mengurangi efektivitas regenerasi
jaringan.
E. Hasil Uji Antibakteri

Uji antibakteri dilakukan untuk menilai efektivitas
scaffolds dalam menghambat pertumbuhan bakteri
Escherichia coli (Gram-negatif) dan Staphylococcus aureus
(Gram-positif). Selain itu, uji ini juga mengevaluasi pengaruh
variasi konsentrasi kitosan terhadap peningkatan aktivitas
antibakteri scaffolds.

Hasil Uji Antibakteri |
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GAMBAR 12
HASIL UJI ANTIBAKTERI

Berdasarkan Hasil Uji Antibakteri pada Gambar 12,
scaffolds K2G-Control menunjukkan zona hambat sebesar
5,55 mm. Dengan penambahan ekstrak daun sirih 9%, zona
hambat meningkat signifikan menjadi 7,13 mm pada K2G-
PBY. Variasi K4G-PB9 menghasilkan zona hambat sebesar
9,16 mm, sementara K6G-PB9 mencapai 11,04 mm. Zona
hambat terbesar diamati pada K8G-PB9 dengan ukuran 12,28
mm. Peningkatan konsentrasi kitosan jelas meningkatkan
efektivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus.
Pada Escherichia coli, K2G-Control menghasilkan zona
hambat sebesar 4,66 mm, yang meningkat menjadi 6,29 mm
pada K2G-PB9. K4G-PB9 menghasilkan zona hambat 8,38
mm, sedangkan K6G-PB9 mencatatkan 10,50 mm. Zona
hambat terbesar dicapai oleh K8G-PB9 dengan ukuran 11,24
mm. Meskipun Escherichia coli lebih resisten dibandingkan
Staphylococcus aureus, hasil menunjukkan tren peningkatan
efektivitas  antibakteri seiring dengan peningkatan
konsentrasi kitosan [45].

Peningkatan konsentrasi kitosan dari 2% hingga 8%
menunjukkan peningkatan zona hambat yang signifikan pada
kedua jenis bakteri. Kitosan memiliki sifat antibakteri yang
berasal dari gugus amina bebas (-NH:), yang dalam kondisi
asam terprotonasi menjadi —NHs", Sehingga memiliki muatan
positif dan dapat berinteraksi dengan membran sel bakteri
yang bermuatan negatif [39]. Interaksi ini menyebabkan
gangguan  struktur  membran  sel,  meningkatkan
permeabilitasnya, serta menghambat fungsi biologis bakteri
seperti metabolisme dan sintesis protein, yang pada akhirnya
dapat menyebabkan lisis sel. Efek ini lebih optimal terhadap
bakteri Gram-positif karena dinding selnya didominasi oleh
lapisan peptidoglikan yang tebal, memungkinkan interaksi
lebih kuat dengan kitosan dibandingkan dengan membran
luar bakteri Gram-negatif yang mengandung
lipopolisakarida, yang dapat menghambat penetrasi kitosan
[21], [45]. Selain itu, derajat deasetilasi kitosan yang lebih
tinggi meningkatkan jumlah gugus amina bebas yang
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terprotonasi, schingga meningkatkan aktivitas antibakterinya
[46].
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GAMBAR 13
ZONA HAMBAT E. COLI DAN S. AUREUS OLEH VARIASI
SCAFFOLDS ANTIBAKTERI

Pada Gambar 13 menunjukkan zona hambat Escherichia
coli dan Staphylococcus aureus oleh variasi scaffolds.
Diameter scaffolds tidak berpengaruh signifikan terhadap
ukuran zona hambat, terbukti dari K6G-PB9 dan K8G-PB9
yang memiliki diameter sama (0,50 mm) namun
menghasilkan zona hambat berbeda terhadap S. aureus
(11,04 mm dan 12,28 mm). Hal ini menegaskan bahwa
komposisi bahan aktif lebih berpengaruh dibandingkan
ukuran scaffolds.

Senyawa aktif dalam ekstrak Piper betle L. menghambat
pertumbuhan bakteri melalui mekanisme perusakan
membran sel dan penghambatan enzim metabolik. S. aureus
lebih rentan terhadap agen antibakteri dibandingkan bakteri
Gram-negatif karena tidak memiliki membran luar, meskipun
dinding selnya yang kaya peptidoglikan tetap memberikan
perlindungan parsial. Akibatnya, S. aureus lebih rentan
terhadap efek antimikroba dibandingkan E. coli [47], [48].

F. Analisis Morfologi dengan SEM
Dalam rekayasa jaringan, scaffolds harus memiliki
struktur berpori dan interkonektivitas yang baik untuk
mendukung aliran nutrisi serta pertukaran metabolik yang
optimal bagi proliferasi sel dan pertumbuhan jaringan.
” A ¢ 5 i - T

GAMBAR 14
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MORFOLOGI SCAFFOLDS (A) K2G-PB9 MENUNJUKKAN PORI
LEBIH BESAR, SEMENTARA (B) K8G-PBY9 LEBIH PADAT DENGAN
PORI LEBIH KECIL. PERBESARAN 500%, SKALA 50 MM.

Analisis SEM pada Gambar 14 menunjukkan scaffolds
K2G-PB9 memiliki pori lebih besar dengan struktur lebih
terbuka, sedangkan K8G-PB9 tampak lebih padat dengan
pori lebih kecil. Peningkatan konsentrasi kitosan
meningkatkan densitas material, sehingga mengurangi
ukuran dan konektivitas pori dalam scaffolds [5]. K2G-PB9
dan K8G-PB9 memiliki ukuran pori berkisar antara 100-200
pm, yang berada dalam rentang optimal untuk rekayasa
jaringan tulang. Menurut Abbasi et al. (2020), pori-pori
heterogen dalam kisaran ini dapat meningkatkan viabilitas sel
osteoblasts dan mendukung regenerasi jaringan setelah
implantasi [49].

Struktur pori ini berkorelasi dengan hasil uji swelling
pada Gambar 11, di mana K2G-PB9 memiliki swelling ratio
tertinggi (201%) akibat porositas yang lebih besar dan
dinding pori yang lebih tipis, sehingga memungkinkan
absorpsi cairan lebih tinggi. Sebaliknya, K8G-PB9
menunjukkan swelling ratio terendah (101%) karena
peningkatan densitas scaffolds membatasi kapasitas
penyerapan cairan. Selain itu, konsentrasi kitosan yang lebih
tinggi memperkuat interaksi antar rantai polimer dan efek
cross-linking dengan glutaraldehyde, yang mengurangi
ruang antar molekul dan menurunkan hidrofilisitas material
[29].

Berdasarkan hasil ini, variasi konsentrasi kitosan tidak
hanya memengaruhi morfologi scaffolds tetapi juga sifat
swelling-nya. Scaffolds dengan kitosan lebih rendah (K2G-
PBY) lebih cocok untuk aplikasi yang memerlukan porositas
tinggi dan absorpsi cairan optimal, sedangkan scaffolds
dengan kitosan lebih tinggi (K8G-PB9) lebih sesuai untuk
aplikasi yang membutuhkan stabilitas mekanis lebih tinggi.

V. KESIMPULAN

Variasi konsentrasi kitosan dalam scaffolds kitosan-
gelatin  dengan ekstrak Piper betle L. memengaruhi
karakteristik fisik dan biologisnya. Analisis FTIR
menunjukkan stabilitas interaksi molekuler dengan
penguatan ikatan hidrogen seiring peningkatan kitosan.
Scaffolds dengan porositas tinggi, seperti K2G-PB9 dan
K4G-PB9, mengalami degradasi lebih cepat, sementara
K6G-PB9 dan K8G-PB9 memiliki stabilitas mekanis lebih
baik dan laju degradasi lebih rendah. Swelling ratio lebih
tinggi pada scaffolds berporositas tinggi dibandingkan
dengan struktur yang lebih padat pada K6G-PB9 dan K8G-
PBY. Efektivitas antibakteri meningkat dengan konsentrasi
kitosan, dengan zona hambat tertinggi pada K8G-PB9
terhadap S. aureus dan E. coli. Peningkatan Kkitosan
mengurangi ukuran pori tetapi tetap dalam rentang optimal
untuk regenerasi tulang. Dengan efektivitas antibakteri dan
sifat anti-inflamasi yang baik, scaffolds kitosan-gelatin
dengan ekstrak Piper betle L. berpotensi sebagai implan
kanker tulang yang mampu mencegah infeksi serta
mendukung penyembuhan di area implan.
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