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ABSTRAK

Telah dilakukan Sintesis Dan Uji Sitotoksisitas Hidroksiapatit Batu Kapur. Penelitian ini
menggunakan metode presipitasi atau metode basah yang bertujuan untuk mendapatkan
hidroksiapatit dengan karakterisasi terbaik berdasarkan hasil uji XRD dan uji sitotoksisitas
dengan metode MTT sehingga layak untuk dijadikan sebagai bahan graft tulang.
Hidroksiapatit yang telah terbentuk dikarakterisasi menggunakan XRD untuk melihat fasa,
sruktur dan ukuran kristal hidroksiapatit, dan uji sitotoksisitas dengan metode MTT assay.
Hasil karakterisasi XRD serbuk hidroksiapatit menunjukkan puncak-puncak difraksi
tertinggi yang terbentuk pada sudut 20 adalah 26,780, 33,140, 34.490 dan 52,970 dengan
struktur kristal adalah struktur hexagonal dan ukuran kristal yang diperoleh sebesar 17,8
nm. Komposit hidroksiapatit tidak toksik berdasarkan hasil uji MTT assay karena
pertumbuhan sel hidup melewati batas toksik yakni 70% (grade 3) berdasarkan standar
ISO 10993-5:2009 (E). Dengan persentase pertumbuhan sel hidup yang paling tinggi pada
konsentrasi HAp 25 pg/ml dengan nilai persentase sel hidup sebesar 114,38%.

Kata Kunci: Hidroksiapatit, Graft Tulang, XRD, Uji MTT

ABSTRACT

Synthesis and Cytotoxicity Test of Limestone Hydroxyapatite has been carried out. This
study uses the precipitation method or the wet method which aims to obtain
hydroxyapatite with the best characterization based on the results of the XRD test and the
cytotoxicity test with the MTT method so that it is feasible to be used as a bone graft
material. The formed hydroxyapatite was characterized using XRD to see the phase,
structure, and crystal size of hydroxyapatite, and cytotoxicity test using the MIT assay
method. The results of XRD characterization of hydroxyapatite powder showed that the
highest diffraction peaks formed at an angle of 20 were 26.780, 33.140, 34.490, and 52.970
with a crystal structure of hexagonal structure and crystal size of 17.8 nm. The
hydroxyapatite composite is not toxic based on the results of the MTT assay because the
growth of living cells exceeds the toxic limit of 70% (grade 3) based on the ISO 10993-
5:2009 (E) standard. With the highest percentage of live cell growth at a concentration of
HAp 25 g/ml with a live cell percentage value of 114.38%.

Keywords: Hydroxyapatite, Bone Graft, XRD, MTT Test
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PENDAHULUAN

Setiap tahun kebutuhan graft tulang terus
bertambah, hal disebabkan  oleh
meningkatnya  jumlah  kecelakaan yang
mengakibatkan patah tulang, penyakit bawaan
dan non bawaan. Kerusakan atau cacat pada
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tulang merupakan suatu masalah kesehatan
yang serius karena dapat mengganggu fungsi
kerja tubuh manusia. Berdasarkan data di Asia,
Indonesia adalah negara yang memiliki jumlah
penderita patah tulang tertinggi diantaranya
sebanyak 300-400 kasus operasi bedah tulang
perbulan di Rumah Sakit Dr. Soetomo Surabaya
(Gunawan dkk, 2010). Untuk mengatasi
kerusakan tulang perlu penanganan dan
penggunaan material yang tepat. Material yang
digunakan dalam pengobatan tersebut harus
bersifat bioaktif, biokompatibel, dan tidak
mengandung toksin/racun (Johansson dkk.
2015; Nayak dkk., 2011).

Graft tulang adalah bahan pengganti
tulang yang dapat digunakan sebagai bahan
penyembuhan kerusakan tulang setelah melalui
tahapan tertentu. Graft tulang dapat digunakan
untuk memperbaiki tulang yang rusak (fraktur)
dan sebagai penyambung untuk mencegah
pergeseran tulang. Graft tulang yang banyak
digunakan adalah jenis autograft, allograft,
xenograft dan synthetic graft (Wirata, . W,
2016). Bahan yang paling sesuai dengan
persyaratan untuk menjadi graft tulang sintetis
adalah hidroksiapatit (Khoiriyah, M., 2018).

Hidroksiapatit (HAp) merupakan salah
satu biomaterial yang bersifat bioaktif untuk
tulang. Biomaterial adalah suatu bahan sintesis
yang dapat diimplan ke dalam sistem hidup
sebagai pengganti fungsi dari jaringan hidup
atau organ. Pada saat ini kebutuhan akan
biomaterial sangat tinggi dan telah memberi
dampak yang cukup besar terutama dalam
bidang kedokteran ortopedi, misalnya saja
untuk perbaikan tulang, baik pada perbaikan
tulang retak maupun tulang patah (Johansson
dkk., 2015; Nayak dkk., 2011).

Hidroksiapatit sendiri dapat dihasilkan
dengan menggunakan bahan alami yang
mengandung banyak kalsium dalam bentuk
kalsium karbonat CaCOs.
dapat ditemukan dengan mudah di sekitar

Kalsium karbonat
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lingkungan hidup kita seperti di dalam batu
kapur, tulang-tulang, cangkang, dan pelindung
hewan lunak (Fitriawan, 2014). Margareta
(2015) mengunakan batu kapur sebagai bahan
pembuatan Hidroksiapatit, alasan peneliti
menggunakan batu kapur karena batu kapur
mengandung kalsium murni yang cukup tinggi
sebesar 98,2 % .

Berdasarkan penelitian sebelumnya yang
dilakukan oleh Ichsan, Z. M, dkk., (2012)
melakukan sintesis makroporus komposit
kolagen-hidroksiapatit sebagai kandidat graft
tulang. Hasil uji sitotoksisitas dengan MTT
assay menunjukkan komposit tidak toksik
dengan persentase sel hidup di atas 100%.

Sintesis hidroksiapatit dari batu kapur
(CaCOs) dilakukan ~ dengan
metode  presipitasi. Metode  presipitasi
dilakukan dengan mereaksikan sumber kalsium
dengan larutan HsPOs yang berfungsi sebagai
fosfat untuk mendapatkan hidroksiapatit (Sirait,
M. 2020).

menggunakan

METODE PENELITIAN
Metode yang digunakan dalam sintesis

hidroksiapatit batu kapur adalah metode
presipitasi.
Sintesis Hidroksiapatit

Dengan mengkalsinasi sebanyak 10 gr
batu kapur menggunakan fizrnance pada suhu
700°C selama 5 jam. Selanjutnya serbuk batu
kapur (CaO) diproses menjadi CaOH dengan
melarutkan sebanyak 5,6 gr serbuk CaO
kedalam 1 L aquades dan larutan di aduk
selama 12 jam lalu difiltrasi dan dikeringkan
selama 12 jam pada suhu 70°C. CaOH yang
telah terbentuk dimasukkan sebanyak 9,6 gr
kedalam larutan HsPOs: (11,05 ml HsPOs
dimasukkan kedalam 100 ml aquades)
kemudian diaduk selama 12 jam, difiltrasi dan
dikeringkan pada suhu 70°C selama 12 jam.
Lalu dikalsinasi pada suhu 700°C selama 12 jam,
HAp dikarakterisasi dengan XRD dan uji
sitotoksisitas dengan metode MTT Assay.
Prosedur Uji Sitotoksisitas

Sel osteoblast dikultur dalam labu kultur
sel 75 cm? yang mengandung media essensial
minimum ditambah dengan 10 % serum janin
sapi dan 1 9%  antibiotik-antimikotik
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dipertahankan pada suhu 30° C dalam
inkubator dengan atmosfer lembab 5% COa.
Untuk menilai efek viabilitas sel, suspensi 500
puL sel MC3T3-E1 disimpan kedalam plat 24
wadah dengan kepadatan 2x10* sel/wadah dan
di inkubasi selama 1 hari agar sel dapat melekat.
Setelah itu, toksisitas sel MC3T3-El diteliti
pada HAp dengan berbagai konsentrasi
(25pg/mL, 50 pg/mL, 100 pg/mL, 150 pg/mLdan
200 pg/mL) larutan ekstrak ditambahkan ke
masing-masing ~ wadah. = Wadah  tanpa
pengenceran ekstrak sampel digunakan sebagai
kontrol. Setelah 3 hari inkubasi, media disedot
dari semua wadah dan larutan MTT 200 pL
tetrazolium bromida biru tiazolil biru
ditambahkan ke masing-masing wadah dan
dinkubasi selama 4 jam lagi untuk membentuk
formazan. Pada akhir masa inkubasi, larutan
MTT dihilangkan dan 300 pL dimetil sulfoksida
ditambahkan ke setiap wadah. Larutan
dipindahkan ke pelat 96-wadah dan absorbansi
diukur pada 570 nm menggunakan pembaca
pelat mikro.
masing-masing konsentrasi dihitung dengan
mengansumsikan viabilitas sel dari kontrol
100%. Seperti tampak pada Gambar 1 dan 2

dibawah ini:

Persentase wviabilitas sel dari

Gambar 1. Wadah Berisi Sel Dan Sampel HAp.

Yo

I

Gambar 2. Pembaca Pelat Mikro ELISA reader

Analisis data dari hasil karakterisasi
komposit hidroksiapatit batu kapur sebagai
bahan graft tulang dilakukan dengan
menggunakan data berupa tabel dan grafik.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil Penelitian

Sintesis hidroksiapatit dilakukan dengan
menggunakan metode presipitasi atau metode
basah. Hidroksiapatit yang dihasilkan berbentuk
serbuk berwarna putih kekuningan seperti
tampak pada Gambar 4.
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Gambar 4. Hasil Sintesis Hidroksiapatit Batu
Kapur

l

1. Hasil Analisa XRD Hidroksiapatit Batu Kapur

Pengujian dengan alat XRD dilakukan
untuk mengetahui fasa dan struktur senyawa
kristal dari sampel yang diuji. Fasa tersebut
kemudian dianalisa berdasarkan hasil grafik
yang terbentuk dengan menyesuaikan masing-
masing puncak dengan Database Jjoint
Commitee On Powder Diffraction Standards
(JCPDS PDF = 090432) dengan fasa sampel hasil
pengujian. Pencocokan hasil uji XRD dengan
database ini dilakukan dengan mendeteksi
sudut 20 dan celah kisi keduanya. Pola difraksi
yang dihasilkan, dibandingkan dengan data
standar untuk memperoleh informasi struktur
(Floriaan, dkk, 2011).

Pada penelitian hidroksiapatit
stokiometri merupakan standar yang dimiliki
alat penelitian bersumber dari data Joint
Committee on Powder Diffrection Standard
(JCPDS). Data standar dari JCPDS merupakan
data yang secara otomatis muncul apabila

ini

senyawa yang di uji memiliki kemiripan
dengan data standar.
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Gambar 5. Grafik Pola Difraksi Sinar X Pada

Hidroksiapatit

Dari grafik pola difraksi sinar X pada

hidroksiapatit batu kapur dengan metode

pengendapan basa, terlihat fasa kristalin

hidroksiapatit (Ca10(PO1)s(OH)2) yang

terbentuk memiliki karakteristik puncak yang

kuat di 26 pada 26,78, 33,14°, 34.49° dan 52,97°
seperti terlihat pada Gambar 5.

Tabel 1. Data Struktur Kristal dan Parameter
Kisi dari Hidroksiapatit.

Hasil ~ Hidroksiap Hidroksiapat ~ HA 200
Analisa  atit Batu it Jepang
Kapur Stokiometri
(JCP DS9-
432)
Struktu Hexagonal  Hexagonal = Hexagonal
r
Kristal
Parame 2a=9,0480 a=9423A a=9,4166A
ter Kisi A =6875A c=6,8745A
c=6,7040
A
Dari Tabel 1 dapat dilihat bahwa

hidroksiapatit batu kapur memiliki struktur
Kristal hexagonal dengan parameter kisi
a=9,0480 A dan c=6,704 berdasarkan hasil data
JCPDS  96-110-0067. hasil
mendekati dengan data stokiometri dari JCPDS
9-432 dengan nilai parameter kisi a=9,432 A
c=6,875 A dan data dari HA 200 Jepang nilai
parameter kisi a=9,4166 A c=6,8745 A dengan
struktur kristal hexagonal dan cukup sesuai

Dimana ni
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dengan hidroksiapatit Firnanelty (Firnanelty,
2016).

Sementara menurut penelitian Putri,
dkk. (2015), yang mensistesis hidroksiapatit
dengan metode hidrotermal diketahui fasa
kristalin hidroksiapatit dicirikan memiliki
karakteristik puncak dengan 20 pada 31,16°.
Diperkuat dengan adanya puncak 20 pada
2591°; 32,03°; dan 34,49 dengan struktur
kristal apatite.

2. Hasil Uji Sitotoksisitas Hidroksiapatit dengan
MTT (Microtetrazolium)

Salah satu parameter penting yang
perlu diperhatikan dalam pemilihan material
dibidang medis adalah  biokompabilitas.
Bikompabilitas didefinisikan sebagai
kemampuan suatu bahan untk memberi respon
biologis yang baik jika diaplikasikan ketubuh
(Anusavice, 2003). Pengujian sitotoksisitas
suatu material merupakan tahap awal dalam
penentuan biokompabilitas material implan.

Uji MTT assay adalah salah satu metode
yang digunakan dalam uji sitotoksisitas dan
merupakan kalorimetrik, dimana
pereaksi MTT ini adalah garam tetrazolium

metode

yang dapat dipecah menjadi kristal formazan
oleh system suksinat tetrazoilum reduktase
yang terdapat dalam jalur respirasi sel pada
mitokondria yang aktil pada sel yang masih
hidup. Kristal formazan ini memberi warna
ungu yang dapat dibaca absorbansinya dengan
menggunakan ELISA reader.

Hasil pengujian tingkat sitotoksisitas
menggunakan MTT assay pada sampel
hidroksiapatit dengan berbagai konsentrasi
sebesar 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml, 150
pug/ml dan 200 pg/ml sementara wadah tanpa
pengenceran ekstrak sampel digunakan sebagai
kontrol seperti pada tabel dibawah ini.
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Tabel 2. Persentase Sel Hidup (%) Hasil Uji

MTT Hidroksiapatit
Kontrol Hidroksiapatit
Persent Standar Konsen Persentase
ase sel deviasi  trasi  sel hidup Stan.da.r
hidup (gml) (e  devisst
200 90,13 8,37
150 91,62 11,69
100,29 6.1 100 91,87 10,91
50 93,51 7,04
25 114,38 14,46
Dari Tabel 2 didapatkan hasil
persentase sel hidup dengan pengujian
sitotoksisitas menggunakan metode MTT

dengan besar persentase sel hidup pada kontrol
sebesar 100,29 % dan standar deviasi 6,19. Besar
persentase sel hidup pada konsentrasi HAp 200
pg/ml sebesar 90,13%, HAp 150 pg/ml sebesar
91,62%, HAp 100 pg/ml sebesar 91,87%, HAp
50 pg/ml sebesar 93,51% dan HAp 25 pg/ml
sebesar 114,38%. Dengan nilai standar deviasi
untuk masing-masing konsentrasi adalah 8,37;
11,69; 10,91; 7,04 dan 14,46.

Grafik hubungan antara persentase sel
hidup dengan konsentrasi volume
hidroksiapatit dapat dilihat pada Gambar 6
sebagai berikut:

150 - = HAp
W Kontrol
~ 125 -+
X
o
:§ 100 -
o
& 75 4
R e e EE
g 50 -
3
~

N
(=) %)}
1 1

200 150 100 50 25
Konsentrasi HAp (pg/ml)
Gambar 6. Grafik Hasil Uji Sitotoksisitas
Dengan Metode MTT

Berdasarkan grafik pada Gambar 6,
pertumbuhan sel hidup sampel hidroksiapatit
batu kapur memiliki besar 90,13% pada
konsentrasi HAp 200 pg/ml, 91,62% pada
konsentrasi HAp 150 pg/ml, 91,87% pada
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konsentrasi HAp 100 pg/ml, 93,51% pada
konsentrasi HAp 50 pg/ml, 114,38% pada
HAp 25 pg/ml
pertumbuhan sel hidup yang paling tinggi
terletak pada konsentrasi HAp 25 pg/ml dengan
nilai persentase sel hidup sebesar 114,38%.
Persentase sel hidup hidroksiapatit
dengan konsentrasi HAp 200 pg/ml, 150 pg/ml,
100 pg/ml, 50 pg/ml mendekati nilai kontrol
dan HAp dengan konsentrasi 25 pg/ml berada
di atas nilai kontrol. Semua sampel berada di
atas batas grade yakni 70 % yang artinya sampel
memiliki tingkat persentase sel hidup yang

konsentrasi Persentase

baik. Kontrol sendiri berasal dari wadah tanpa
pengenceran ekstrak sampel.
hidup yang dihasilkan dari pengujian MTT
membuktikan senyawa HAp tidak bersifat
toksik pada sel fibroblast.

Persentase sel

Pembahasan

Hidroksiapatit (Ca10(PO4)s(OH)2)
merupakan biomaterial yang sering digunakan
dalam bidang ortopedi yaitu penanganan
kerusakan tulang sebagai bone graft, serta dapat
diaplikasikan dalam bidang kedokteran gigi.
Hidroksiapatit memiliki sifat biokompatibel
dan osteokonduktif yang sifatnya sangat mirip
dengan penyusun jaringan keras pada tulang
dan gigi manusia (Cheng, 2001).

Hidroksiapatit (Ca10(PO4)s(OH)2)
disintesis dari sumber kalsium yang berasal dari
kalsium oksida (CaQ). Kalsium oksida (CaO)
dapat diperoleh dari kalsinasi CaCOs yang
terkandung di dalam bahan alami seperti batu
kapur. Serbuk CaO dilarutkan dengan air untuk
diubah menjadi kalsium hidroksida Ca(OH) 2.
Larutan Ca(OH): dicampur dengan larutan
asam fosfat untuk mendapatkan sumber fosfat
sebagai ion utama pembentuk hidroksiapatit
(Sirait, M. 2020).

Hasil sintesis hidroksiapatit batu kapur
memiliki struktur kristal hexagonal, adanya fasa
kristal yang terbentuk ditandai dengan adanya
puncak-puncak difraksi berdasarkan hasil
analisa XRD dan serbuk yang dihasilkan
berukuran nano serta tidak bersifat toksik saat
diaplikasikan sebagai graft tulang. Hasil
pengujian sitotoksisitas menggunakan metode
MTT Assay memiliki nilai persentase sel hidup
diatas 70% dan bersifat biokompatibel sehingga



Jurnal Einstein 9 (3) (2021) : 18 - 25

dapat memenuhi syarat sebagai kandidat bahan
graft tulang manusia.

Identifikasi  pola  difraksi sinar-x
hidroksiapatit yang disintesis dicirikan oleh
puncak difraksi di antara sudut 20 pada 19-80°.
Secara kuantitatif didapatkan informasi tentang
struktur kristal hidroksiapatit batu kapur yang
identik dengan hidroksiapatit stokiometri dan
HA 200 Jepang yaitu berbentuk hexagonal. Hal
ini dikarenakan parameter kisi kristal
hidroksiapatit batu kapur (a= 9,0480 A c=
6,7040 A) identik dengan parameter kisi
hidroksiapatit stokiometri (a= 9,423 A c= 6,875
A) dan HA 200 Jepang (a=9,4166 A =6,8745 A)
(Prabaningtyas, 2015).  Hidroksiapatit batu
kapur yang dihasilkan memilki ukuran partikel
sebesar 17,8 nm yang dihitung dengan
menggunakan persamaan Scherrer.

Biokompabilitas merupakan salah satu
syarat yang harus dipenuhi oleh HAp untuk
aplikasi  graft  tulang  sintetis  dan
menguntungkan bagi proses osteokonduksi,
osteoinduksi dan osteogenesis tulang. Hasil dari
analisa didapatkan persentase pertumbuhan sel
hidup yang paling tinggi terletak pada
konsentrasi 25 pg/ml dengan nilai persentase sel
hidup sebesar 114,38%, tingginya nilai
persentase sel hidup ini disebabkan oleh nilai
densitas optik sampel yang semakin dekat
dengan nilai densitas optik kontrol. Grafik hasil
uji MTT pada Gambar 6 menunjukkan bahwa
HAp tidak toksik sebagai bahan graft tulang
karena pertumbuhan sel hidup melewati batas
toksik yakni 70% (grade 3) berdasarkan standar
ISO 10993-5:2009 (E) dan OD dari perlakuan
masih mendekati OD dari kontrol (Wijayanti,
2010) .

Hidroksiapatit hasil sintetis memiliki
kesamaan struktur kimia dengan tulang mineral
pada jaringan tulang manusia, sehingga
hidroksiapatit sintetik menunjukkan daya
afinitasnya (daya tarik) sangat kuat pada tempat
jaringan keras. Pembentukan ikatan kimia
dengan tempat jaringan yang  bagus
memberikan keuntungan pada hidroksiapatit
dalam aplikasi klinik sebagai material pengganti
tulang (bone graft), seperti allograft atau
sebagai pelapis implant logam (Ardhiyanto,
2011).
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Senyawa hidroksiapatit batu kapur telah
terbentuk cukup baik dan termasuk kedalam
jenis hidroksiapatit nano kristalin yang memiliki
derajat kristalinitas yang rendah dengan sifat
yang lebih mudah resorbsi, bioaktifitas yang
lebih baik dan terbukti lebih cepat untuk
pertumbuhan tulang baru. Bioaktifitas yang
tinggi dari hidroksiapatit dengan kristalinitas
rendah ialah karena release dari ion kalsium dan
phosphat ke dalam lingkungan mikro lokal, hal
menciptakan area yang sesuai untuk
pertumbuhan tulang baru (Pascawinata, 2013).
Ukuran partikel yang lebih kecil akan
meningkatkan luas permukaan kontak HAp
dengan jaringan sekitarnya pada
diaplikasikan. Dengan meluasnya permukaan
kontak maka ikatan antar muka antara jaringan

ini

saat

tulang dengan HAp akan  meningkat
(Purwasasmita, 2008).
KESIMPULAN DAN SARAN

Berdasarkan hasil penelitian dan analisa
dapat diambil kesimpulan sebagai berikut:

Fasa kristalin hidroksiapatit
(Ca10(PO4)s(OH)2) telah terbentuk berdasarkan
hasil uji XRD dan memiliki karakteristik
puncak yang kuat di 20 pada 26,78°, 33,14,
34.49° dan 52,97° dengan struktur kristal adalah
struktur hexagonal. Parameter kisi kristal
hidroksiapatit batu kapur (a= 9,0480 A c=6,7040
A) identik dengan parameter kisi hidroksiapatit
stokiometri (a= 9,423 A c= 6,875 A) dan HA 200
Jepang (a= 9,4166 A c= 6,8745 A). Komposit
hidroksiapatit bersifat biokompabilitas dan tidak
toksik sebagai bahan graft tulang berdasarkan
hasil uji MTT karena pertumbuhan sel hidup
melewati batas toksik yakni 70% (grade 3)
berdasarkan standar ISO 10993-5. Dengan
persentase pertumbuhan sel hidup yang paling
tinggi pada konsentrasi 25 pg/ml HAp dengan
nilai persentase sel hidup sebesar 114,38%.

Saran untuk penelitian selanjutnya
yakni: Penggunaan variasi suhu dan lama waktu
sintering agar mendapatkan hasil hidroksiapatit
sebagai bahan graft dengan karakterisasi terbaik.
Penambahan karakterisasi untuk penelitian
lebih lanjut untuk mengetahui morfologi
permukaan dan ukuran pori dengan pengujian



Makmur Sirait dan Bhinar Mustika Aulia; Sintesis Dan Uji Sitotoksisitas Hidroksiapatit Batu Kapur
Sebagai Bahan Graft Tulang

SEM selanjutnya untuk sifat

biokompabilitas dengan uji in vivo.

Pengujian
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