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Risalal Perlemuan limiah Penelitian dan Pengembangan Teknologi Isotop dan Radiasi, 2000

PENGANTAR

Pusat Penelitian dan Pengembangan Teknologi Isotop dan Radiasi, Badan Tenaga Nuklir
Nasional (P3TIR-BATAN) telah menyelenggarakan Pertemuan Ilmiah Aplikasi Teknologi Isotop dan
Radiasi ke 12, di Jakarta tanggal 23 dan 24 Februari 2000. Pertemuan ilmiah ini bertujuan untuk
menyebarluaskan hasil-hasil penelitian teknologi isotop dan radiasi serta sebagai sarana tukar
menukar informasi diantara para peneliti serta para peneliti dan industriawan guna lebih
mendayagunakan teknologi isotop dalam bidang industri dan untuk lebih memperluas wawasan para
peneliti.

Pertemuan ilmiah ini dibadiri oleh 176 orang peserta (45 orang peserta undangan dan 131
orang peserta lainnya) yang terdiri dari para ilmuan dan peneliti baik dari lingkungan Batan maupun
dari berbagai instansi pemerintah seperti Menteri Negara Riset dan Teknologi, Departemen
Kesehatan, Balai Penelitian Bioteknologi - Bogor (BalitBio), Balai Penclitian Veterinaria - Bogor,
Pusat Veterinaria - Surabaya (Pusvetma); Perguruan tinggi yaitu Universitas Indonesia -Jakarta,
Institut Pertanian Bogor, Universitas Andalas - Padang, Universitas Brawijaya - Malang dan
Universitas Udayana - Bali; serta pihak swasta yaitu PT. Perkasa Sterilindo, PT. Pupuk Sriwijaya, PT.
Indo Farma, PT. Ristra Indolabs, Japan Atomic Industrial Forum (JAIF), Japan Atomic Energi
Research Institute, Japan.

Risalah pertemuan ilmiah ini memuat seluruh makalah yang dipresentasikan dalam pertemuan
tersebut yaitu 6 makalah utama/undangan dan 39 makalah peserta. Sedangkan makalah yang tidak
dipresentasikan, tidak dimuat dalam risalah ini.

Risalah pertemuan ini diharapkan dapat menambah sumber informasi dan ilmu pengetahuan
yang berkaitan dengan tcknologi nuklir bagi pihak yang membutuhkan untuk menunjang

pembangunan nasional dimasa datang.

Penyunting,
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PEMBENTUKAN RADIKAL BEBAS PADA GRAFT TULANG MANUSIA
DAN BOVINE IRADIASI

Basril Abbas, Sutjipto Sudiro, dan Nazly Hilmy

Puslitbang Teknologi Isotop dan Radiasi, BATAN, Jakarta

ABSTRAK

PEMBENTUKAN RADIKAL BEBAS PADA GRAFTS TULANG RAWAN MANUSIA DAN SAPI
IRADIASL Graft tulang rawan manusia dan bovine liofilisasi steril- radiasi sebagai “allograft” dan “xenografl”
telah  diproduksi dan digunakan secara rutin di bidang bedah ortopedi di Indonesia. Dari studi radiobiologi
diketahui bahwa salah satu efek dari radiasi jonisasi pada spesies biologi adalah dihasilkannya radikal bebas
yang mempengaruhi fisiko-kimia dan juga sifat mekanik dari tulang iradiasi. Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui pembentukan radikal bebas dari tulang rawan liofilisasi-radiasi yang diproses dengan metode “Triple
A” (Autolyzed Antigen-Extracted Allograft) produksi oleh Batan Research Tissue Bank, Jakarta. Tulang rawan
disiapkan menurut cara AATB (American Association of Tissu Bank). Grafl tulang diiradiasi dengan dosis 10,
20, dan 30 kGy dengan laju dosis 7,5 kGy/h pada temperatur kamar (30 °C + 2 °C). Pengukuran radikal bebas
dilakukan pada temperatur 24 °C + | °C, 30 menit setelah iradiasi dan pengukuran dilanjutkan hingga
penyimpanan 9 bulan menggunakan JES-RELY ESR Spectrophotometer (JEOL) dengan standar Mn'*. Parameter
yang diukur adalah efek penggilingan tulang sccara mekanik, perendaman tulang iradiasi, dan dosis iradiasi
terhadap pembentukan radikal bebas dalam tulang. Hasilnya menunjukkan bahwa luas spektrum ESR dari tulang
bovine dosis 30 kGy lebih tinggi dari tulang rawan manusia yaitu berturut-turut 14 x 107 dan 6.4 x 10° Au
(arbitiry unit)/ g sampel. Spektrum ESR meningkat secara linear dengan pertambahan dosis iradiasi dalam range
dosis 10 - 30 kgy dan menurun 30% akibat perendaman dalam air. Sinyal ESR menurun dengan tajam setelah dua
hari penyimpanan dan kemudian meluruh perlahan sampai 14 hari dan kemudian konstan hingga 9 bulan
penyimpanan pada temperatur kamar. Penggilingan tulang dengan mesin dapat menghasilkan radikal bebas.

Kata Kunci : radikal bebas, iradiasi, grafi tulang manusia, grafi tulang sapi, penggilingan mekanis

ABSTRACT

FREE RADICALS FORMATION 0F IRRA
AND BOVINE BONE. Radiation sterilization of lyop
have been produced and used in orthopaedic practice ir

DIATED LYOPHILIZED CAN-CELLOUS HUMAN
hlized human and bovine bone as allograft and xenograft
1 Indonesia routinely. It is well known from radiobiologic

studies that one of the most pronounce effects of ionizing radiation on biologic species produced the free radicals
that influence the physico-chemical as well as the mechanical properties of irradiated bone . The aim of our study
is to investigate the free radicals formation of irradiated lyophilzed cancellous triple A bone (Autolyzed Antigen-
Extracted Allograft) produced by Batan Research Tissue Bank in Jakarta. The cancellous triple A were prepared
according to AATB (American Association of Tissue Bank) method. Gamma Irradiation was done at doses of 10,
20, and 30 kGy with a dose rate of 7.5 kGy/h at room temperature (30 °C + 2 °C). Measurement of free radicals
was done at 24 °C + 1 °C within 30 minutes after irradiation and measurement were continued up to 9 months of

sotrage using a JES-REIX ESR Spectrophotometer (JEOL

) with Mn"" standard. Parameters measured, were the

effects of mechanical grinding, water immersion and irradiation dose on free radicals formation in the bone.
Results show that the signal area of ESR spectra from irradiated bovine bone of 30 kGy was higher than those of
human bone i.c. 14 x 10" dan 6,4 x 10° Au (arbitrry unit)/ g samples respectively. The signal of ESR spectra
increased linearly with increasing dose in the range of 10-30 kgy and it will reduce about 30% caused by water
immersion. The ESR signal reduced sharply after 2 days and gradually decreased up to 14 days and then became
constant up to 9 months of storage at room temperature, A certain method of crushing can produce free radicals.

Key Words : free radicals, irradiation, allograft, xenograft, mechanical-grinding

PENDAHULUAN

Penggunaan jaringan manusia untuk tujuan terapi
mempunyai sejarah yang panjang. Konsep penyimpanan
Jaringan untuk memperpanjang masa simpannya sebelum
di transplantasi atau diimplantasi diawali dengan
berdirinya bank jaringan pertama di Bathesda, USA pada
tahun 1950'. Walaupun tulang dan jaringan lunak lainnya
merupakan sesuatu yang biasa digunakan dalam

rekonstruksi - sistem muskuloskeletal, tetapi jaringan
tersebut jarang tersedia,

Di Indonesia, pada tahun 1990 di Pusat Penelitian
dan Pengembangan teknologi Isotop dan Radiasi
(P3TIR - BATAN) ftelah didirikan Bank Jaringan
Surgical pertama yang diberi nam Batan Research Tissuye
Bank (BRTB). Di samping memproduksi amnion graft,
BRTB juga memproduksi graft tulang manusia dan
bovine liofilisasi steril-radiasi scbagai allografi dan
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xenograft. Hingga saat ini graft produksi BRTB telah
dipakai dibeberapa rumah sakit di Indonesia secara rutin
dan dari hasil uji klinik yang dilakukan, xenograft
produksi BRTB tidak menunjukkan reaksi imunologi
pada resipien™’.

Salah satu  misi dari BRTB  adalah
memperkenalkan radiasi untuk tujuan sterilisasi jaringan
biologi, khususnya graft  yang siap  untuk
diimplantasikan. Metoda sterilisasi dengan teknik iradiasi
khususnya sinar gamma mempunyai keunggulan antara
lain: kemampuan penetrasi yang baik, kenaikan suhu
sclama proses sterilisasi relatif kecil sehingga disebut
juga dengan proses dingin, dan sampel jaringan dapat
disterilkan dalam kondisi yang telah dikemas sehingga
kontaminasi  setelah sterilisasi  dapat  dihindari’.
Scbaliknya penggunaan radiasi sebagai metoda sterilisasi
pada grafi mempunyai beberapa kelemahan. Satu di
antaranya ialah meningkatnya radikal bebas di dalam
jaringan yang telah  diiradiasi. Hasil dari beberapa
peneliti menunjukkan bahwa graff tulang yang diiradiasi
pada temperatur kamar menghasilkan konsentrasi radikal
bebas relatif tinggi namun demikian komponen
paramagnetik ESR yang berasal dari kolagen turun dalam
waktu 6-10 hari penyimpmmns. Radikal bebas yang
dihasilkan dari bahan organik tulang atau fase kolagen
berumur pendek dan akan hilang di dalam udara.
Sebaliknya radikal yang stabil berumur panjang yang
diidentifikasi sebagai hidroksiapatit atau fasa mineral.

Diduga bahwa radikal bebas dapat menyebabkan
perubahan kimia dan fisika grafi tulaug”.
Tujuan penclitian adalah untuk mengetahui

pembentukan radikal dari tulang rawan manusia dan
bovine liofilisasi radiasi yang disiapkan sebagai triple A
oleh Batan Research Tissue Bank.

BAHAN DAN METODA

Bahan: Tulang manusia didapatkankan dari
Rumah Sakit Siaga Raya, Jakarta. Tulang caput femur di
ambil dari pasien melalui operasi hip replacement,
kemudian secara aseptis dimasukkan kedalam kantong
plastik poli etilen steril di kamar operasi. Plastik yang
berisi tulang dimasukkan ke dalam kontainer yang berisi
es dan dibawa ke Batan Research Tissue Bank.

Tulang femur dan tibia dari bovine yang berumur
kurang dari 2 tahun didapat dari Rumah Potong Hewan
(RPH) Darma Jaya, Jakarta. Masing-masing tulang
panjang tersebut dimasukkan ke dalam kantong plastik
poli etilen steril, kemudian dengan menggunakan
kontainer yang berisi es tulang tersebut dibawa ke Batan
Research Tissue Bank. Dari kedua jenis tulang tersebut
disiapkan graft tulang sebagai allograft dan xenograft
dengan metode triple A, menurut American Association
of Tissue Bank (AATB)’.

Peralatan: Alat yang digunakan dalam percobaan
ini antara lain: Iradiator IRPASENA dengan swmber
iradiasi Co-60, Band saw model AEW buatan Italia,
Lumpang beserta alunya, mesin penghancur tulang merk
JANKE & KUNKEL buatan Jerman, Freeze-dryer model
Christ Beta 1 buatan Jerman, dan FElectron Spin

Resonance (ESR) Spectrophotometer model JES-REIX
(JEOL) buatan Jepang,

Percobaan: Tulang dipotong dengan ukuran Icm
x lem menggunakan band saw. Untuk meminimalkan
kandungan marrow dan lemak, tulang dicuci dengan air
dan khloroform-metanol (1:1). Chip tulang dikeringkan
dengan cara liofilisasi menggunakan freeze-dryer Christ
Beta-1 selama 72 jam hingga kadar air mencapai 5%.
Tulang liofilisasi di tumbuk di dalam mortar dan
sebagian lagi digiling dengan mesin. Sampel diiradiasi
dengan sinar gamma Co-60 pada temperatur 30 °C £ 2
°C dengan dosis 10, 20, dan 30 kGy dan laju dosisnya
7,5 kGy/jam. Sebagian dari sampel iradiasi direndam
selama 30 menit dan dikeringkan kembali dengan freeze-
dryer. Radikal bebas yang terbentuk diukur dengan
Electron Spin Resonance (ESR) Spektrofotometer model
JES-REIX (JEOL) 30 menit setelah iradiasi hingga
penyimpanan 9 bulan. Kondisi pengukuran sebagai
berikut: Temperatur 24 °C + 1 °C, frequency 9.4350
Ghz, microwive power 1 mW, centre field 335,5, sweep
width 1 x 10 mT, sweep time 1,0 min, modulation width
1,25 x 0,1, time constant 0,03 sec, dan humidity 50%.

Parameter vang diukur adalah efek penggilingan,
perendaman, dan dosis iradiasi terhadap pembentukan
radikal bebas di dalam tulang rawan manusia dan hewan
yang diproses dengan metode triple A. Radikal bebas
yang terbentuk dihitung berdasarkan luas spektrum ESR
per gram sampel.

HASIL DAN DISKUSI

Gambar | menunjukkan spektrum ESR tulang
iradiasi, dosis 0, 10, 20, dan 30 kGy, yang diobservasi
30 menit setelah diiradisi. Garis spektrum yang
ditunjukkan oleh tanda panah adalah spektrum mangan,
yang digunakan sebagai penanda dari ESR. Spektrum
tersbut terlihat sccara konsisten pada semua tingkat dosis
iradiasi dari semua sampel.
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Gambar 1. Spektrum ESR dari tulang bovine iradiasi (a) 0
kGy, (b) 10 kGy, (c) 20 kGy, (d) 30 kGy

Berdasarkan luas spektrum radikal bebas dari
signal ESR setelah 30 menit hingga 9 bulan
penyimpanan scbagaimana yang ditunjukkan pada
Gambar 2, maka dapat dijelaskan bahwa radikal bebas
dari tulang yang diiradiasi menurun dengan cepat sampai
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hari ke dua, dan relatif kecil hingga hari ke 14 dan relatif
stabil hingga penyimpanan 9 bulan. Hal ini discbabkan
karena di dalam tulang terdapat dua komponen kimia
pokok yaitu komponen organik yang disebut dengan
fase kolagen dan komponen anorganik yang disebut
dengan fase hidroksiapatit '*. Radikal yang berasal dari
kolagen merupakan radikal yang tidak stabil sehingga
penurunan jumlah radikal bebas selama penyimpanan
relatif lebih cepat.
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Gambar 2. Luas spektrum ESR (Au) dari tulang iradiasi
pada temperatur 24 C,

Menurut STATCHOWITCZ, dkk (1971)'° radikal
bebas yang berasal dari kolagen menurun selama
penyimpanan 6 - 10 hari, Selanjutnya radikal yang
berasal dari hidroksiapatit adalah radikal yang stabil.
Pada penelitian ini radikal bebas relatif stabil setelah
14 hari hingga 9 bulan penyimpanan.

Luas spektrum ESR dari tulang iradiasi
‘berbanding lurus dengan dosis iradiasi, dan sclama
penyimpanan pada suhu kamar radikal bebas yang tidak
stabil menurun sampai 50% sampai hari ke 14
penyimpanan (Gambar 3). Penurunan radikal bebas
tersebut berlaku untuk ketiga dosis iradiasi (10, 20, dan
30 kGy).
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Gambar 3. Hubungan antara luas spektrum ESR dengan
dosis iradiasi pada 24 °C.
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Gambar 4 menunjukkan spektrum ESR dari
sampel tulang yang digiling menggunakan mesin
penggiling dan  mortar. Tulang  yang digiling
menggunakan mesin dapat menghasilkan radikal bebas
dengan pola yang sama dengan tulang yang diiradiasi
dengan sinar gamma, sedangkan tulang yang ditumbuk
dengan menggunakan mortar, spektrum radikalnya tidak
terdeteksi.
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Gambar 4. Spektrum ESR dari tulang yang digiling
dengan : (a) Mortar (b) Mesin

Gambar 5 menunjukkan radikal bebas yang
terbentuk pada tulang sctelah diiradiasi dan tulang
iradiasi yang direndam di dalam air selama 30 menit.
Jumlah radikal bebas dari tulang iradiasi yang direndam
di dalam air menurun 30% dibandingkan dengan tanpa
perendaman. Hal ini membuktikan bahwa sebahagian
dari radikal bebas yang terbentuk di didalam tulang
iradiasi dapat larut.
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Gambar 5. Spektrum ESR dari tulang yang diiradiasi
dengan dosis 30 kGy :
~——: Direndam di dalam air selama 15 menit
— : Tanpa perendaman

Gambar 6 adalah luas spektrum ESR dari tulang
manusia dan bovine yang diiradiasi 30 kGy. Jumlah
radikal bebas dari tulang bovine terlihat lebih tinggi
dibandingkan dengan tulang manusia yaitu 1.4 x10” dan
6,5 x 10° Au (Arbitrary Unit)lg sampel. Hal ini
membuktikan bahwa kandungan hidroksiapatit (fase
mineral) di  dalam tlang bovine lebih tinggi
dibandingkan dengan tulang manusia, karena menurut
Ostrowski ct. al. (1974)"", semakin tinggi kandungan
mineral di dalam jaringan biologi iradiasi semakin tinggi
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pula radikal bebas yang terbentuk. Baik radikal bebas
yang terdapat pada tulang bovine maupun tulang manusia
iradiasi mempunyai karakteristik yang sama yaitu
menurun dari hari pertama pengukuran hingga hari ke 14
dengan jumlah yang relatif sama, selanjutnya konstan
hingga 6 bulan.
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Gambar 6. Perbandingan luas spektrum ESR dari tulang
manusia dan tulang bovine yang diiradiasi
dengan dosis 30 kGy

Gambar 7 adalah tiga tingkatan kandungan air
didalam tulang yaitu 5, 10 dan 15% yang selanjutnya
diiradiasi dengan 30 kGy. Dari spektrum ESR terlihat
bahwa jumlah radikal bebas berbanding terbalik dengan
konsentrasi air yang terdapat di dalam tulang. Diduga
bahwa air yang terkandung di dalam tulang bereaksi
dengan scbagian dari radikal yang terbentuk di dalam
tulang iradiasi. Pengukuran dilakukan satu jam setelah
iradiasi.

Luas Spektrum ESR (Au/g) E+6
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Gambar 7. Luas spektrum ESR (Au) pada 3 tingkatan
kandungan air tulang manusia liofilisasi yang
diiradiasi dengan dosis 30 kGy

KESIMPULAN

Dari penelitian dapat disimpulkan bahwa:

1. Radikal bebas yang terjadi di dalam tulang bukan saja
disebabkan olch radiasi, tetapi dapat pula disebabkan
oleh penggilingan dengan mesin.

2. Radikal bebas menurun hingga 14 hari dan relatif
stabil hingga 9 bulan

3. Semakin tinggi kandungan air di dalam tulang
semakin turun radikal bebas ang terbentuk

4. Jumlah Radikal bebas dari tulang iradiasi yang di
rendam di dalam air selama 30 menit dapat turun
hingga 30%.

5. Jumlah radikal bebas tulang “bovine” lebih tinggi
dibandingkan dengan tulang manusia.
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