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ABSTRACT

This study aimed to develop a collagen-chitosan-based scaffold as a medium for wound healing. Collagen-chitosan
scaffolds combined with glycerol were tested on artificial wounds in rat skin (Rattus norvegicus) to evaluate their
effectiveness. Collagen was selected for its biocompatibility, biodegradability, and low antigenicity, while chitosan
is known to accelerate skin cell regeneration. The study used various collagen-chitosan combinations (60:40, 70:30,
80:20) and assessed them through swelling tests, degradation tests, and wound healing effectiveness. The results
showed that the 80:20:20 scaffold combination accelerated wound healing to 100% by day 17, comparable to the
control group treated with binasol ointment. The hydrophilic properties of collagen and the compatibility of chitosan
contributed to the effectiveness of tissue regeneration. Thus, collagen-chitosan scaffolds show potential as an
alternative therapy for wound healing.
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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan scaffold berbasis kolagen-kitosan sebagai media penyembuhan luka.
Scaffold kolagen-kitosan yang dikombinasikan dengan gliserol diuji pada luka buatan pada kulit tikus (Rattus
norvegicus) untuk mengevaluasi efektivitasnya. Kolagen dipilih karena sifat biokompatibilitas, biodegradabilitas,
dan antigenitasnya yang rendah, sedangkan kitosan diketahui mampu mempercepat regenerasi sel kulit. Penelitian
ini menggunakan berbagai kombinasi kolagen-kitosan (60:40, 70:30, 80:20) yang kemudian diuji melalui uji
swelling, degradasi, dan efektivitas penyembuhan luka. Hasil menunjukkan bahwa kombinasi scaffold 80:20
mempercepat penyembuhan luka hingga mencapai 100% pada hari ke-17, sebanding dengan kelompok kontrol
menggunakan salep binasol. Sifat hidrofilik kolagen dan kompatibilitas kitosan berkontribusi pada efektivitas
regenerasi jaringan. Dengan demikian, scaffold kolagen-kitosan potensial digunakan sebagai alternatif dalam terapi
penyembuhan luka.

Kata kunci: Scalffold, kolagen-kitosan, penyembuhan luka, regenerasi sel

Pendahuluan

Proses penyembuhan luka merupakan fenomena biologis yang kompleks dan melibatkan interaksi
antara berbagai jenis sel, matriks ekstraseluler, dan faktor pertumbuhan. Dalam konteks ini, penggunaan
biomaterial yang biokompatibel dan efektif untuk mendukung penyembuhan luka menjadi sangat penting
(Oliveira et al.,, 2023). Salah satu biomaterial yang menjanjikan adalah kolagen-kitosan, yang
menggabungkan sifat-sifat unggul dari kedua komponen tersebut. Kitosan, yang merupakan turunan dari
kitin, dikenal memiliki sifat antimikroba, biokompatibilitas, dan kemampuan untuk meningkatkan
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regenerasi jaringan (Downer et al., 2023). Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa kitosan dapat
mempercepat proses penyembuhan luka dengan meningkatkan proliferasi fibroblas dan migrasi sel (Matica
etal., 2019)

Kitosan memiliki kemampuan untuk membentuk hidrogel yang dapat menyediakan lingkungan
lembab yang ideal untuk penyembuhan luka, serta mencegah akumulasi cairan berlebih di area luka (Matica
et al., 2019). Selain itu, kitosan juga berfungsi sebagai pengantar faktor pertumbuhan yang dapat
meningkatkan regenerasi jaringan (Rodriguez-Vazquez et al., 2015). Penelitian oleh Harkins et al.
menunjukkan bahwa komposit kitosan memiliki aktivitas antimikroba yang signifikan, yang dapat
mengurangi risiko infeksi pada luka (Harkins et al., 2014). Kombinasi kitosan dengan kolagen diharapkan
dapat meningkatkan sifat mekanik dan biologi dari scaffold yang digunakan dalam penyembuhan luka,
sehingga mempercepat proses penyembuhan dan meningkatkan kualitas jaringan yang terbentuk
(Koukaeyan et al., 2022).

Luka mengacu pada kerusakan fungsi pelindung kulit, yang ditandai dengan hilangnya kontinuitas
jaringan epitel, dengan atau tanpa cedera pada jaringan lain seperti otot, tulang, dan saraf. Cedera ini dapat
diakibatkan oleh faktor-faktor seperti tekanan, luka, atau prosedur bedah (Naziyah et al., 2022). Proses
penyembuhan luka melibatkan tiga fase yang saling berhubungan: peradangan, proliferasi, dan pematangan.
Fibroblas memainkan peran penting dalam fase remodeling perbaikan jaringan sebagai komponen seluler
utama jaringan ikat dan produsen utama matriks protein (Cahyono et al., 2021). Scalffold berfungsi sebagai
media atau kerangka kerja yang menyediakan lingkungan yang mendukung sel induk, memfasilitasi adhesi,
proliferasi, dan diferensiasinya untuk membentuk jaringan baru seperti yang dimaksudkan (Herda dan
Puspitasari, 2016). Scalffold adalah biomaterial tiga dimensi (3D) yang dapat berpori, berserat, atau
permeabel. Mereka mendukung pengangkutan cairan tubuh, meningkatkan interaksi sel, kelangsungan
hidup, dan pengendapan matriks ekstraseluler (ECM), sekaligus meminimalkan peradangan dan toksisitas.
Selain itu, Scalffold secara alami terdegradasi dalam lingkungan biologis pada tingkat yang terkontrol dan
spesifik (Sarkhosh-Inanlou et al., 2021)

Dalam penelitian ini, kitosan dan kolagen digunakan sebagai bahan utama untuk fabrikasi Scalffold.
Kitosan adalah turunan dari kitin, diperoleh melalui proses demineralisasi, deproteinisasi, dan deasetilasi
dari sumber seperti kepiting, udang, atau cangkang kerang (Nurmala et al., 2018). Ini adalah kopolimer
dengan berat molekul tinggi yang terdiri dari unit asetilokglukosamin dan glukosamin. Kitosan dapat terurai
secara hayati, polielektrolitik, dan tidak beracun, dan mudah berinteraksi dengan zat organik seperti protein
dan lemak karena gugus amina dan hidroksil aktifnya. Sifat-sifat ini membuat kitosan banyak digunakan
dalam berbagai aplikasi industri dan kesehatan. Kolagen, polimer alami, merupakan sekitar 75% dari berat
kering kulit dan merupakan komponen utama matriks ekstraseluler, tulang, tendon, ligamen, dan tulang
rawan pada jaringan mamalia (Suseno et al., 2018). Dikenal karena biokompatibilitasnya yang sangat baik,
biodegradabilitas, dan antigenisitas yang rendah, kolagen secara luas dianggap sebagai bahan yang
menjanjikan untuk rekayasa jaringan (Chen et al., 2021). Ini sangat ideal untuk memperbaiki kerusakan
jaringan organ dan memiliki sifat unik yang membuatnya cocok sebagai Scalffold untuk regenerasi jaringan.
Bahan berbasis kolagen dapat terurai secara hayati, menunjukkan toksisitas dan antigenisitas yang rendah,
dan memiliki afinitas yang tinggi terhadap air. Mereka digunakan dalam jahitan, implan, pembalut luka,
sistem pengiriman obat (DDS), dan Scalffold, dengan atau tanpa protein dan sel bioaktif, untuk meregenerasi
jaringan lunak dan keras, termasuk kulit dan tulang (Lim et al., 2019).

Mengingat latar belakang ini, penelitian ini bertujuan untuk mengembangkan Scalffold dari
kombinasi polimer kitosan dan kolagen, ditingkatkan dengan gliserol, dan untuk mengevaluasi aktivitas
Scalffold ini dalam mempercepat penyembuhan luka buatan pada kulit tikus (Rattus norvegicus).

Metode Penelitian

Bahan
Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi timbangan digital, gelas laboratorium,
pengaduk magnetik, spatula, batang pengaduk, pengukur pH, aluminium foil, pisau cukur atau pisau bedah,
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jarum suntik, kain kasa, larutan infus NaCl, dan instrumen untuk melakukan uji karakteristik, seperti penguiji
kekuatan tarik (Autograph Imada HV-500NI1)

Bahan yang digunakan dalam penelitian terdiri dari kolagen, kitosan, gliserol 2%, asam asetat,
natrium sitrat, air suling, dan larutan infus NaCl 0,9%.

Metode

Penentuan Bahan Uji

Satwa percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah tikus jantan dengan berat kurang lebih
200 gram, dengan total 25 ekor tikus diperoleh dari peternakan hewan di Brastagi, Kabupaten Karo,
Sumatera Utara. Sebelum percobaan, tikus diaklimatisasi selama dua minggu di kandang yang bersih dan
terawat dengan baik. Selama periode ini, mereka diberi makan biji-bijian untuk membantu mereka
beradaptasi dengan lingkungan penelitian. Pengamatan harian dilakukan pada perilaku dan berat badan
mereka.

Prosedur Pembuatan Scalffold Kolagen-Kitosan
1. Pembuatan Larutan Asam Sitrat 2%

Di timbang sebanyak 2 gram asam sitrat dimasukkan ke dalam beaker glass berisi 25 ml akuades
diencerkan dengan akuades sampai 100 ml.

2. Pembuatan Larutan Asam Asetat 0,2 M
Sebanyak 5 ml asam asetat pekat dimasukkan ke dalam beaker glass berisi 25 ml akuades
diencerkan dengan akuades sampai 100 ml.

3. Pembuatan Larutan Kolagen 1%

Pembuatan larutan kolagen 1% (b/v), tahap pertama menimbang 1 gram kolagen yang berupa
serbuk dengan menggunakan neraca digital, kemudian dilarutkan dalam asam sitrat 2%. Kolagen
dimasukkan sedikit demi sedikit ke dalam beaker glass yang telah berisi asam asetat dengan menggunakan
magnetic stirrer sampai kolagen terlarut secara homogen.

4. Pembuatan Larutan Kitosan 3%

Pembuatan larutan kitosan dengan konsentrasi 3%, kitosan berupa serbuk seberat 3 gram di timbang
di neraca digital, kemudian dimasukkan sedikit demi sedikit kedalam beaker glass yang terisi asam asetat
0,2 M, kitosan dilarutkan dengan magnetic stirrer hingga homogen.

5. Kolagen-Kitosan dengan Penambahan Gliserol

Larutan kolagen dengan konsentrasi 1% dan larutan kitosan dengan konsentrasi 3% diukur
volumenya pada gelas ukur dengan variasi komposisi kolagen-kitosan 6:4, 7:3, 8:2, (v/v) dan dicampurkan
dengan ditambahkan gliserol 2% sebanyak 2 ml hingga homogen. Campuran kolagen-kitosan dengan
penambahan gliserol didiamkan terlebih dahulu sekitar 3 jam hingga tidak ada gelembung udara yang
terperangkap lagi yang mengakibatkan proses pengadukan menggunakan magnetic stirrer dan dicetak pada
plat.

6. Pembuatan Scaffold dengan Penambahan Gliserol

Campuran kolagen-kitosan dengan penambahan gliserol yang telah dicetak dilakukan pembekuan
sebelum di freeze drying. Pembekuan awal dilakukan pada suhu  4°C selama 2 jam, lalu kemudian
disimpan pada suhu -20°C selama 24 jam, disimpan kembali ke dalam suhu -80°C selama 2 jam. Setelah
itu sampel dilakukan liofilisasi dengan freeze dryer selama lebih 48 jam.

Karakterisasi Scalffold Kolagen-Kitosan
1. Swelling Test

Swelling test melibatkan perendaman Scalffold kolagen-kitosan dengan gliserol dalam larutan
garam buffer fosfat (PBS) pada pH 7. Sebelum direndam, Scalffold dipotong menjadi potongan-potongan
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persegi kecil berukuran 1 cm x 1 cm, dan berat keringnya dicatat. Setelah direndam, berat sampel diukur
pada interval satu menit untuk menilai pembengkakan.

2. Uji Degradasi

Uji degradasi dilakukan untuk menentukan waktu yang dibutuhkan Scalffold untuk terdegradasi,
selaras dengan pembentukan jaringan baru. Sampel Scalffold, berukuran 1 ¢cm x 1 cm, direndam dalam 15
ml larutan PBS (pH 7) dalam wadah tertutup dan disimpan pada suhu 37°C selama 7 hingga 14 hari untuk
mengamati proses degradasi (Rosdiani et al., 2017).

3. Uji Ketebalan

Uji ketebalan dilakukan untuk mengukur ketebalan Scalffold dan memastikannya memenuhi
standar yang diinginkan. Mikrometer sekrup, dengan akurasi 0,01 mm atau 0,001 cm, digunakan karena
lebih presisi daripada jangka sorong atau penggaris. Sumbu tetap mikrometer menyediakan skala utama,
sedangkan sumbu sekrup menampilkan skala vernier (lradaty, 2017). Sampel Scalffold kolagen-kitosan
dengan gliserol, berukuran 1 cm x 1 cm, disiapkan untuk pengukuran. Ketebalan dihitung menggunakan
rumus: d = Skala utama + (Skala Vernier x Skala mikrometer terkecil).

Tes Efektivitas Penyembuhan Luka
1. Pengukuran Penyembuhan Luka Persiapan pada Hewan Uji

Tikus percobaan yang disiapkan ditempatkan di kandang masing-masing secara terpisah dengan
tinggi 20 cm, lebar 20 cm dan panjang 30 cm, kemudian dipelihara dan disesuaikan dengan lingkungan
selama 1 minggu. Tikus dibagi menjadi 5 kelompok dan masing-masing kelompok terdiri dari 5 tikus jantan
yang terdiri dari:

Kelompok I: Tidak Diobati

Kelompok II: Diobati dengan komparator salep binasol

Kelompok 1l11: Diobati dengan Scalffold kolagen-kitosan 60:40 (dengan komposisi kolagen 0,6 gram dan
kitosan 0,4 gram)

Kelompok 1V: Diobati dengan Scalffold kolagen-kitosan 70:30 (dengan komposisi kolagen 0,7 gram dan
kitosan 0,3 gram)

Kelompok V: Diobati dengan Scalffold kolagen-kitosan 80:20 (dengan komposisi kolagen 0,8 gram dan
kitosan 0,2 gram)

Prosedur eksperimental melibatkan pembuatan luka di punggung tikus jantan. Bulu di sisi kanan
atau Kiri tulang belakang dicukur, dan lingkaran berdiameter 2 cm ditandai. Di sekitar area ini, 0,7 ml
lidokain disuntikkan secara subkutan dan dibiarkan selama kurang lebih 5 menit. Luka buatan kemudian
dibuat, mencapai lapisan dermis, menggunakan pisau bedah yang disterilkan. Luka dibersihkan dengan
larutan NaCl 0,9% steril, dibiarkan selama 24 jam, dan diamati. Setelah itu, luka dibersihkan lagi, dirawat
dengan bahan uji, ditutup dengan kain kasa steril, dan diikat dengan plester. Pengamatan dan pengukuran,
termasuk diameter luka dan ketebalan edema, dilakukan setiap 24 jam setiap 24 jam sampai luka sembuh.

Analisis Data

Penelitian ini menggunakan metode One-Way ANOVA (Analysis Of Variance), satu arah dengan
tingkat kepercayaan 95% menggunakan SPPS (Startistical Product and Service Solution). Tujuan ANOVA
adalah untuk mengetahui apakah ada perbedaan yang signifikan atau tidak dalam penyembuhan luka antar
kelompok pengobatan. Kemudian dilanjutkan dengan tes Tukey, untuk menentukan apakah ada perbedaan
yang signifikan atau tidak antara kedua kelompok perlakuan yang dibandingkan.
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Hasil dan Pembahasan

Hasil
Hasil Swelling Test scalffold Kolagen-Kitosan dengan Penambahan Gliserol

Swelling Test mengevaluasi kapasitas penyerapan Scalffold dengan merendam sampel dalam
larutan garam buffer fosfat (PBS) dan penambahan Gliserol sebanyak 2 ml. Pengukuran dilakukan pada
interval satu menit. Berat kering Scalffold dicatat sebelum direndam, dan setelah direndam, beratnya diukur
untuk menghitung persentase pembengkakan. Kesetimbangan tercapai setelah 7 menit perendaman, karena
sampel tidak dapat lagi menyerap larutan PBS secara optimal. Kesetimbangan ini menunjukkan fase saturasi
sampel.

Swiling Test
40
l"/“ e

30 o = \._N,
20 %‘M

7"( == Sampel (60:40)
10 | —m— Sampel B (70:30)
0 Sampel C (80:20)
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Gambar 1. Grafik hubungan antara persen pembengkakan dan waktu perendaman Scalffold kolagen-kitosan-gliserol

Hasil Uji Degradasi Scalffold Kolagen-Kitosan dengan Penambahan Gliserol

Uji degradasi mensimulasikan dekomposisi Scalffold dalam tubuh, penting untuk memungkinkan
sel menghasilkan matriks ekstraseluler (Egorikhina et al., 2021). Sampel Scalffold, berukuran 1 cm x 1 cm,
direndam dalam larutan PBS dan disimpan pada suhu 37°C. Pengamatan dilakukan pada hari ke-7 dan ke-
14. Degradasi lebih cepat dalam hasil penelitian ini dikaitkan dengan kandungan kolagen yang tinggi, karena
kolagen mudah terdegradasi dengan adanya cairan tubuh atau media kultur karena sifat hidrofiliknya.
Kolagen mengikat air melalui ikatan hidrogen, membuatnya sangat larut (Rachmawati dan Purwaningtyas,
2024).

Hasil Uji Ketebalan Scalffold Kolagen-Kitosan dengan Penambahan Gliserol

Uji ketebalan dilakukan dengan menggunakan mikrometer sekrup dengan akurasi 0,01 mm.
Hasilnya menunjukkan bahwa semua sampel scalffold meliputi A (60:40), B (70:30), dan C (80:20)
memenuhi standar pembalut luka. Standar ini termasuk menjaga lingkungan luka yang lembab,
memungkinkan pertukaran gas, mencegah masuknya mikroorganisme, dan menyerap eksudat berlebih (Shi
etal., 2023).

Hasil Uji Efektivitas Penyembuhan Luka Buatan pada Kulit Tikus

Hasil pengujian efektivitas scaffold yang mengandung kolagen dan kitosan diperoleh dengan cara
pengukuran diameter luka tikus yang menurun setiap hari setelah diberikan berbagai bahan uji sesuai
kelompok perlakuan dan dihitung persen penurunan diameter luka sebagai parameter persen penyembuhan
luka.
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Tabel 1. Hasil pengukuran diameter luka berbagai konsentrasi scaffold kolagen- kitosan dengan
penambahan gliserol.

Hari Ke Tanpa Scaffold Scaffold Scaffold Salep Binasol
pengobatan 60:40 70:30 80:20

1 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
2 1,98 1,92 1,90 1,88 1,85
3 1,93 1,82 1,77 1,73 1,75
4 1,83 1,72 1,62 1,59 1,53
5 1,78 1,61 1,55 1,53 1,45
6 1,67 1,54 1,45 1,33 1,26
7 1,59 1,43 1,34 1,23 1,10
8 1,50 1,31 1,23 1,10 0,97
9 1,43 1,24 1,07 0,93 0,81
10 1,32 1,14 0,98 0,72 0,62
11 1,17 0,89 0,76 0,53 0,35
12 1,05 0,80 0,57 0,41 0,26
13 0,93 0,70 0,42 0,29 0,11
14 0,85 0,59 0,32 0,21 0,03
15 0,72 0,44 0,22 0,08 0,00
16 0,58 0,32 0,12 0,01
17 0,48 0,24 0,03 0,00
18 0,15 0,13 0,00
19 0,30 0,06
20 0,21 0,00
21 0,14
22 0,06
23 0,00

Tabel 1. di atas menunjukkan bahwa waktu penyembuhan luka untuk kelompok tikus yang tidak
diobati adalah selama 23 hari. Untuk tikus dengan pemberian scaffold kombinasi 60:40 selama 20 hari,
untuk scaffold kombinasi 70:30 selama 18 hari, untuk scaffold kombinasi 80:20 selama 17 hari sedangkan
untuk pembanding salep binasol adalah 15 hari. Dapat disimpulkan bahwa semakin baik konsentrasi antara
kolagen dan kitosan dalam scaffold maka waktu penyembuhan luka semakin cepat dikarenakan besarnya
konsentrasi kolagen yang diberikan pada kitosan dapat meningkatkan regenerasi proses penyembuhan luka.

Penyembuhan luka pada penelitian ini dijelaskan karena scaffold kolagen-kitosan memberikan
dukungan biologis yang ideal untuk regenerasi jaringan. Kolagen dalam scaffold bertindak sebagai
komponen utama yang mendukung adhesi dan proliferasi sel fibroblas, yang penting untuk membentuk
jaringan baru. Kolagen juga memperbaiki matriks ekstraseluler yang rusak dan memfasilitasi pembentukan
jaringan baru karena sifatnya yang biokompatibel dan biodegradable (Hasan et al., 2015). Selain itu, kitosan
berkontribusi dengan sifat antimikrobanya, yang membantu mencegah infeksi pada luka. Selain itu, kitosan
merangsang proliferasi sel dan pembentukan kolagen alami di area luka, mempercepat reepitelisasi kulit
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(Aditya et al., 2012; Abdul et al., 2020). Selain itu juga terdapat gliserol yang berfungsi sebagai plasticizer,
meningkatkan fleksibilitas scaffold dan menjaga kelembapan di area luka, yang penting untuk proses
penyembuhan optimal (Peng et al., 2006).

Penyembuhan tersebut dimulai dengan fase inflamasi, di mana scaffold melindungi luka dari infeksi
dan merangsang aktivitas sel imun. Pada fase proliferasi, scaffold menyediakan kerangka untuk adhesi
fibroblas, yang kemudian memproduksi kolagen baru. Selama fase maturasi, scaffold secara perlahan
terdegradasi dan digantikan oleh jaringan baru, menciptakan luka yang tertutup sempurna dengan jaringan
epitel baru. Dibandingkan dengan kontrol negatif (tanpa pengobatan), scaffold mempercepat penyembuhan
karena menyediakan lingkungan yang mendukung regenerasi jaringan. Luka tanpa pengobatan
membutuhkan waktu 23 hari untuk sembuh, sedangkan scaffold dengan komposisi terbaik (80:20:20) hanya
memerlukan 17 hari. Dibandingkan dengan kontrol positif (salep Binasol), scaffold menunjukkan hasil
mendekati, meskipun salep bekerja lebih cepat (15 hari). Hal ini menunjukkan bahwa scaffold tidak hanya
efektif tetapi juga memiliki manfaat tambahan sebagai kerangka regenerasi jaringan.

Kesimpulan

Penelitian ini menyimpulkan bahwa sediaan scaffold menggunakan kombinasi kolagen-kitosan
dengan rasio 60:40, 70:30, dan 80:20 serta tambahan gliserol berhasil dikembangkan. Hasil pengujian
menunjukkan kesetimbangan swelling test tercapai dalam waktu tujuh menit, degradasi 100% terjadi pada
komposisi 80:20 setelah 14 hari, dan ketebalan sediaan memenuhi standar untuk aplikasi penyembuhan
luka. Scaffold kolagen-kitosan dengan tambahan gliserol terbukti efektif dalam menyembuhkan luka buatan
pada kulit tikus. Komposisi optimal untuk penyembuhan luka adalah 70:30, dengan hasil yang menunjukkan
tidak ada perbedaan signifikan dibandingkan kelompok salep binasol pada hari ke-16, serta kesamaan
efektivitas dengan kelompok salep binasol dan biolas pada hari ke-17.
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