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dengan Hardness Tester dan kandungan kalsium ditentukan dengan metoda XRF. Hasil menunjukkan bahwa
kandungan kalsjum tulang spongiosa menurun dari 20,72% hingga 2,03% setelah perendaman 6 jam di dalam
larutan HCI 0,6N dap kandungan kalsium tulang kompak menurun dari 28,31% menjadi 10,9 setelah 72 jam

proses demineralisasi. Derajat keasaman (pH) selama proses demineralisasi naik dari 0,6 menjadi 2,36.

90,0; 84,373 dan 69,3 vicker, sedangkan kekerasan tulang akibat perlakuan demineralisasi dan iradiasi 30
kGy untuk berbagai perlakuan sebagai berikut: tanpa iradiasi dan tanpa demineralisasi; demineralisasi tanpa
iradiasi; iradiasi tanpa demineralisasi i demineralisasi dan iradiasi adalah berturut turut sebagai berikut 90,
72,5; 70 dan 62 vicker. Kekerasan tulang selama penyimpanan 6 bulan tidak menunjukkan perbedaan yang
bermakna,

Kata Kuncij : Demineralisasi, iradiasi gamma, Kalsium, liofilisasi, tulang bovine, tulang kortikal, tulang
spongiosa, kekerasan tulang,

ABSTRCT

THE EFFECTS OF DEMINERALIZATION PROCESS AND GAMMA IRRADIATION ON
CALCIUM CONTENT AND HARDNESS OF LYOPHILIZED BOVINE BONE. The effects of gamma
irradiation and demineralization process on calcivm contents and hardness of lyophilized bovine bone have
been carried out, Samples of cortical and cancellous bone were retrieved from 2 years old bovine obtained

were 90, 84.3, 73, and 69.3 vickers respectively, and the hardness of combined treatment of irradiation at 30
kGy and demineralization as follows: not irradiation and not denu'neralization, demineralization, irradiation
and not demineralization, and demineralization and irradiation of cortical bovine bone were 90, 72.5, 70 and
62 vickers consecutively. Storage up to 6 months did not give a significant reduction of the hardness,

Key words : Demineralization, gamma irradiation, calcium, lyophilization, bovine bone, cortical, cancellous,
hardness.

PENDAHULUAN osteoconduction. Osteogenesis adalah pembentukan
tulang baru dari sel pembentuk tulang (Osteoblast) yang

Tulang adalah salan satu  jaringan transplan ditransplantasikan sebagai komponen sel hidup pada sel
(graft) yang paling banyak digunakan manusia, dan tulang sendiri (autogenous). Osteoinduction adalah
secara rutin dipakai untuk memperbaiki  kerusakan suatu proses yang terjadi pada tranplan tulang allograf
rangka tulang (skeleton) yang disebabkan oleh trauma, (tulang orang lain) yaitu pembentukan tulang baru oleh
neoplasma, dan infeksi. Ada tiga mekanisme tulang sel mesenchymal resipien yang berdiferensiasi ke dalam
transplan dalam kontribusinya untuk perbaikan tulang sel  pembentuk tulang  dengan rangsangan Bope

setelah grafting yaitu: osteogenesis, osteoinduction, dan Morphogenic  Protein (BMP). BMP adalah suatu
155
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protein yang merangsang pertumbuhan tulang, yang
terdapat  dalam  tulang allograf  demineralisasi.
Osteoconduction adalah suatu proses dimana sel-sel
pembentuk tulang dari resipien, berinfiltrasi dan
berpoliferasi dalam membentuk tulang baru pada
lingkungan yang cocok. Hal ini dapat terjadi pada
transplan  allograf dan autograf,  Osteoinduction
berhubungan  dengan implantasi ~ dari  tulang
demineralisasi karena adanya proteoglycan/ matriks
kolagen dan protein growth factor seperti BMP yang
terdapat di dalam graft tersebut (1-3).

Tulang  demineralisasi  dikenal sebagai
Demineralized Bone Matrix (DBM) atau Demineralized
Fiveeze Dried Bone Allograft (DFDBA) atau Anfigen-
FExtracted Surface-Demineralized Autolysed Allogeneic
(AAA) (4). Menurut Zhang, dkk (1987), potensi
osteoinductive yang terbaik dari DBM untuk
periodontal ~adalah dengan kandungan kalsium 2%
dengan besar matriks 500 — 700 mikron (5).

Biomekanik dari tulang tranplan DBM
bergantung pada derajat demineralisasinya atau

kedalaman dekalsifikasinya. Demineralisasi permukaan
tulang mempunyai keuntungan sebagai pembentukan
fungsi homostruktural dari tulang kompak, sedangkan
demineralisasi total pada tulang yang berbentuk chip
atau bubuk untuk craniofacial defects, berfungsi
sebagai osteoinductive yang mempercepat pertumbuhan
tulang baru. Oleh karena itu DBM dapat disiapkan
untuk indikasi yang berbeda seperti pada bedah mulut
dan gigi (oral) dan bedah tulang serta bedah
maxillofacial (6=7).

Metode pengawetan tulang dapat dilakukan
dengan cara liofilisasi yaitu mengeringkan tulang dalam
keadaan beku dengan suatu tekanan tertentu sehingga
matriks air berubah menjadi uap tanpa melalui fase cair.
Proses ini juga disebut dengan sublimasi. Keuntungan
metode liofilisasi antara lain adalah produknya dapat
disimpan pada suhu kamar tanpa pendingin. Karena
liofilisasi dapat menahan proses enzimatik dan
perubahan kimia dari jaringan biologi, maka apabila
produk liofilisasi tersebut direndam di dalam air, sifat
asli dari jaringan kembali kepada keadaan semula. Di
samping itu liofilisasi ~dapat pula menurunkan
imunogenisitas dari produk biologi schingga reaksi
penolakan dari resipien dapat dihindari. Kelemahannya
adalah kekuatan jaringan dapat menurun (8,9).

Salah satu teknik sterilisasi untuk grafi tulang
adalah dengan cara iradiasi sinar gamma. Di Amerika
Serikat diperkirakan 100.000 — 200.000 graft tulang
disterilkan dengan teknik iradiasi sinar gamma setiap
tahunnya, Walaupun demikian, kelemahan teknik ini
yaitu pada dosis di atas 35 kGy dapat menurunkan
kekuatan tulang secara bermakna (9,10).

Penelitian ini bertujuan untuk mengevaluasi
kandungan kalsium dan  kekuatan dari tulang
demineralisasi baik tulang kompak maupun tulang
spongiosa serta efek iradiasi terhadap kekuatan tulang
kompak demineralisasi. Tujuan lain dari penelitian ini
untuk mendapatkan graft tulang DBM yang cocok
sebagai penyangga atau pengisi kerusakan tulang.
Menurut American Association of Tissue Banks
(AATB) dalam Wolfinbarger (11), kandungan kalsium

dari graft tulang DBM adalah dibawah 8% sedangkan
biomekanik graft tulang DBM sekitar 12%-13% lebih
rendah dari tulang normal (6).

BAHAN DAN METODE

Bahan penelitian. Tulang bovine didapat dari
Rumah Potong Hewan, Cakung, Jakarta Utara. Tulang
diambil dari sapi yang bebas penyakit seperti penyakit
mulut dan kuku, secara aseptis. Kemudian dimasukkan
ke dalam kantong plastik steril yang telah diisi es dan
dibawa ke laboratorium. Tulang dibersihkan dari sisa
daging dan dipotong berbentuk chip yang berukuran
2x2 cm untuk tulang kompak dan 1x1x1 c¢m untuk
tulang spongiosa. Tulang kompak berasal dari tulang
femur sedangkan tulang spongiosa berasal dari ujung
femur. Bahan kimia yang digunakan adalah asam
khlorida (HCI) 0,6 N yang dibuat dari HCL 37%
(MERCK) dan buffer fosfat pH 7,4 (MERCK).

Tata kerja. Chip tulang kompak direndam di
dalam larutan HCI 0,6 N selama 72 jam  dengan
konsentrasi sampel 50, 100, dan 150 g tulang per 400
ml HCI 0,6 N, sedangkan tulang spongiosa direndam
dalam larutan HCl 0,6 N selama 6 jam dengan
konsentrasi 50 g per 400 ml HC1 0,6 N. Demineralisasi
dilakukan pada suhu kamar 26 °C + 2°C. Selama proses
demineralisasi pH larutan HCI di tentukan dengan pH
meter Fischer. Sclanjutnya Tulang dinetralkan dengan
buffer fosfat pH 7,4 dan dicuci dengan air destilasi.
Tulang dikeringkan dengan cara liofilisasi dan
diiradiasi dengan sinar gamma dengan dosis 10, 20, dan
30 kGy. Selanjutnya diukur kandungan kalsium dengan
alat XRF dan kekerasan tulang dengan Micro Hardness
Tester (Vicker). Pengulangan dilakukan sebanyak tiga
kali dari satu sapi (bovine).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Pola kenaikan pH larutan dari chip tulang
kompak dan spongiosa yang direndam di dalam larutan
HC1 0,6 N selama 72 jam dan 6 jam dapat dilihat pada
Gambar la dan 1b. Derajat keasaman (pH) larutan
pada awal proses demineralisasi adalah 0,6 meningkat
dengan cepat pada 30 menit pertama, selanjutnya
meningkat sedikit demi sedikit dan konstan sctelah 4
jam untuk tulang spongiosa dan 48 jam pada tulang
kompak. Menurut Wolfinbarger, etal'', kenaikan pH
larutan demineraliasasi  disebabkan oleh kelarutan
kalsium tulang, sehingga pengukuran pH pada proses

demineralisasi tulang dapat memprediksi waktu
demineralisasi. ~ Derajat  demineralisasi ~ sangat
bergantung pada jenis tulang yang diproses. Proses
demineralisasi pada tulang kompak lebih lama

dibandingkan dengan tulang spongiosa. Hal ini
disebabkan karena pori dari tulang-kompak lebih rapat
dibandingkan dengan tulang spongiosa sehinggga luas
permukaan jaringan yang terendam di dalam larutan
lebih kecil dibandingkan dengan tulang spongiosa.
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Gambar 1b, Hubungan  antara pH  dan
Demineralisasi Tulang Spongiosa

Waktu

Hubungan antara waktu demineralisasi dengan
kandungan sisa kalsium tulang dapat dilihat pada
Gambar 2. Kandungan kalsium tulang spongiosa tanpa
demineralisasi adalah 21,14%. Dalam waktu 30 menit
kandungan kalsium tulang tersebut menjadi 7,03%,
Setelah 5 jam demineralisasi kandungan kalsium
menjadi 2,11% dan stabil setelah 6 jam demineralisasj
vaitu 1,3%. Dari Gambar | dan 2 terlihat bahwa
semakin  (inggj PH larutan  semakin rendah
kemampuannya untuk mendemineralisasi tulang.

Kemampuan  larutan HCl 0,6 N untuk
mendemineralisasi tulang  kompak Juga bergantung
pada perbandingan berat tulang dengan jumlah larutan,
Seperti terlihat pada Gambar 3, kandungan kalsium
tulang  kompak (kontrol)  sebesar 31,4%,  bila
didemineralisasi dengan konsentrasi 50, 100, 150 gram
per 400 ml larutan HCY 0,6 N selama 12 jam, akan

FRisafah Pertemuan Hmiah Fenelitian dan Fengembangan Aplikass fsotop dan Radiasi; 2001

menyisakan kalsium dalam tulang berturut-turyt sebesar
15,0%, 22,4%, dan 22,5% dan selanjutnya  bijg
didemineralisagj hingga 72 jam akan menyisakan
kalsium sebesar 10,9%, 20,9%, dan 21,1%.

Waktu (Jam)

Gambar 2. Hubungan Wakiy Demineralisasi Dengan

Kalsium Tulang Spongiosa.
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Gambar 3. Efek Konsentrasi Tulang Kompak dan
Waktu Demineralisasi terhadap Kalsium

Data tersebut menunjukkan bahwa kemampuan
HCl 0,6 N untuk mendemineralisasj tulang dengan
konsentasi 100 dan 150 gram per 400 ml larutan tidak
berbeda nyata sampai 72 jam demineralisasi yaitu 21%,
sedangkan untuk konsentrasi 50 gram per 400 ml dapat

standar tulang DBM menurut AATB  yaitu kadar
kalsiumnya di bawah 8%. Hal ini disebabkan karena
kerapatan pori tulang kompak, sehingga larutan tidak
dapat menembus ke bagian dalam Jjaringan tulang. Oleh
karena itu Wolfinbarger'! menyarankan demineralisasi
tulang kompak dilakukan pada partikel tulang yang
lebih kecil yaitu 250 - 719 mikron yang diaplikasikan
di  bidang periodontal, Walaupun  demikian
demineralisasi tulang kompak yang ditujukan sebagai
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tulang penyangga di bidang ortopedi, dapat dilakukan
demineralisasi permukaan. Demineralisasi permukaan
tersebut berfungsi sebagai osteoinductive matriks
protein untuk membentuk homostruktural graft tulang
DBM setelah pemakaian (4,6,7).

Dalam persiapan graft tulang, salah satu cara
untuk mensterilkannya yaitu menggunakan iradiasi
sinar gamma. Menurut Hilmy, dkk., dosis minimum
untuk sterilisasi tulang liofilisasi adalah 15 kGy (12).
Walaupun iradiasi merupakan cara yang banyak
digunakan untuk sterilisasi jaringan biologi, tetapi
radiasi juga dapat merusak sifat fisik tulang. Hal ini
disebabkan oleh kondisi pada waktu iradiasi seperti :
suhu dan kadar air. Subu rendah atau beku dapat
mengurangi kerusakan sedangkan iradiasi pada keadaan
kering menyebabkan kerusakan lebih rendah daripada
iradiasi segar (kadar air sekitar 70%) (13). Faktor-faktor
tersebut dapat merusak kolagen atau memutus rantai-
rantai polimer dari protein dan polisakarida yang
terdapat di dalam tulang (14,15). Sejalan dengan hal
tersebut, pada Gambar 4 terlihat bahwa kekerasan
tulang akibat iradiasi dosis 30 kGy menurun dari 90
Vicker menjadi 70 Vicker. Selanjutnya penyimpanan
tulang yang diiradiasi dengan dosis 20 dan 30 kGy
sampai 6 bulan pada suhu kamar tidak menunjukkan
perbedaan yang bermakna terhadap kekerasan tulang
yang belum disimpan (0 bulan). Tulang tanpa iradiasi
yang disimpan hingga 6 bulan menunjukkan kekerasan
yang lebih rendah dibandingkan dengan tulang iradiasi.
Hal ini mungkin disebabkan oleh mikroba yang yang
terdapat di dalam tulang non iradiasi tersebut selama
penyimpanan telah merusak jaringan tulang. Hal
tersebut harus dievaluasi lagi.
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Gambar 4. Efck Iradiasi dan Penyimpanan terhadap
Kekerasan Tulang

Gambar 5 menunjukkan pengaruh demineralisasi
dan iradiasi serta kombinasinya terhadap kekerasan
tulang. Terlihat bahwa iradiasi tulang dengan dosis 30
kGy dapat menurunkan kekerasan tulang dari 90 Vicker
menjadi 70 Vicker. Penurunan sangat terlihat pada

tulang yang didemineralisasi dan diiradiasi yaitu 62
Vicker., Penurunan ini berkaitan dengan kandungan
mineral tulang yang semakin rendah yaitu 10,9%
schingga yang tersisa lebih banyak kandungan organik
tulang seperti kolagen atau polimer dari protein dan
polisakarida.
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Gambar 5. Kekerasan Tulang Iradiasi, Demineralisasi,
[radiasi-Demineralisasi

KESIMPULAN

Dari penelitian ini dapat disimpulkan bahwa:

1. Graft tulang DBM dapat disiapkan sebagai tulang
demineralisasi total untuk pengisi bone cyst pada
bedah mulut dan maxillofacial dan dapat pula
disiapkan sebagai tulang demineralisasi permukaan
untuk graft penyangga di bidang ortopedi.

2. Semakin rendah derajat keasaman (pH) dalam
proses demineralisasi semakin efektif ~proses
penurunan kadar kalsium tulang.

3, Kecepatan proses demineralisasi sangat tergantung
dari jenis tulang. Proses demineralisasi pada tulang
kompak lebih lama dibandingkan dengan tulang
spongiosa.

4. Demineralisasi permukaan tulang kompak dapat
dilakukan selama 24 jam dengan konsentrasi tulang
50 g/400 ml larutan HCI 0,6 N, sedangkan
demineralisasi total dari tulang spongiosa dapat
dilakukan selama 6 jam.

5. Kekerasan tulang sangat dipengaruhi oleh iradiasi
dan demineralisasi serta kombinasinya.
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DISKUSI

MARIA LINA

1. Perlaknan demineralisasi iradiasi menunjukkan
kekerasan tulang bovine paling rendah dibanding
perlakuan lain apakah ada pengaruh sinergis
perlakuan demineralisasi pirodian ?

2. Apakah fungsi iradiasi selain sebagai cara untuk
sterilisasi 7

BASRIL ABBAS

1. Tampaknya ada pengaruh sinergis, ftapi perlu
penelitian lebih lanjut.

2. Dalam penelitian ini iradiasi hanya ditujukan untuk
sterilisasi.

SUDRAIJAT ISKANDAR

Setelah proses demineralisasi dan radiasi terjadi
penurunan kandungan kalsium dan kekerasan, apa
penyebab penurunan kandungan kalsium tersebut
setelah proses demineralisasi maupun iradiasi 7 mohon
penjelasan.

BASRIL ABBAS

Penyebab penurunan kekerasan tulang oleh
proses demineralisasi adalah karena penurunan
kandungan Kkalsium tulang, sedangkan radiasi pada
dosis diatas 25 kGy dapat merusak kolagen atau
memutus rantai-rantai polimer dari protein dan
polisakarida dalam tulang.

KRISNA LUMBAN TOBING

Jadi apa artinya/manfaatnya tulang yang
didemineralisasi dan iradiasi adalah bevicher 7 atau apa
manfaatnya dilakukan (1) dan (2) pada tulang ?

BASRIL ABBAS

Manfaat demineralisasi tulang meningkatkan
bone morphogenic protein yang dapat merangsang
pertumbuhan tulang baru. Iradiasi digunakan untuk
sterilisasi.
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