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Intisari
Kitosan merupakan suatu polisakarida mukoadesif yang telah digunakan dalam bidang farmasi baik sebagai bahan aktif (antimikroba, agen hipokolesterolemia, penurun berat badan) dan sebagai eksipien (pengisi, pengikat dan penghancur). Sifat kitosan yang berinteraksi dengan mukus membentuk suatu lapisan, membuatnya berpotensi dikembangkan sebagai penutup luka lambung. 

Makalah ini melaporkan hasil penelitian tentang (1) formulasi dan evaluasi tablet kitosan yang dibuat secara cetak langsung dan (2) uji efektifitas sifat mukoadesif kitosan secara in vitro dan in vivo sebagai sediaan penutup luka pada tukak lambung tikus yang telah diinduksi dengan etanol absolut 1 mL/200gBB dan dibandingkan terhadap efektifitas tablet sukralfat (Ulsidex®). 

Hasil formulasi menunjukkan bahwa tablet kitosan memenuhi persyaratan Farmakope Indonesia meliputi keseragaman bobot (501,90 + 0,0034 mg), diameter dan tebal tablet (12,18 + 0,0034 mm dan 4,21 + 0,0069 mm) dengan kekerasan (6,17 + 1,04 kg/cm2), kerenyahan 0,98% dan waktu hancur rata-rata tablet (9,23 + 0,7023 menit). Uji mukoadesif in vitro dengan metoda Parodi yang dimodifikasi menunjukkan bahwa daya adhesif tablet kitosan meningkat seiring meningkatnya waktu kontak tablet dengan mukosa lambung tikus. Uji mukoadhesif in vivo menunjukkan bahwa tablet kitosan (18 mg/200gBB) dapat menekan secara bermakna (P<0,05) keparahan tukak lambung tikus yang diinduksi dengan etanol dibanding kontrol positif namun tidak berbeda secara bermakna (P>0,05) jika dibandingkan dengan tablet sukralfat dosis yang sama.
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Abstract

Chitosan has been used in tablet formulation as diluent, disintegrant and binder. Being a mucoadhesive polysaccharide, it covers wound to accelerate wound recovery, thus a potential drug substance for peptic ulcer. The aim of this study was to formulate a direct compression tablet of chitosan and to assay its mucoadhesive effect on aethanolic induced peptic ulcer on mice in comparison to sucralfat. Results showed that chitosan tablet fulfilled the requirements of the  Indonesian Pharmacopeia. The in-vitro mucoadhesive assay using mice’s gastric mucous showed an increase in the adhesion of tablet with time. The in-vivo assay indicated that chitosan tablet significantly decrease the severity of peptic ulcer in mice in comparison to positive control (P<0.05) which was not significantly different with that of sucralfat tablet (P>0.05)
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Pendahuluan
Indonesia kaya akan hewan laut bercangkang kelompok krustacea yang merupakan sumber kitin sebagai prekursor kitosan. Sebagai suatu polimer, kitosan memiliki beberapa keunggulan seperti biokompatibel, biodegradabel dan dapat membentuk lapisan tipis pada mukosa (Deacon dkk, 2000). Karenanya kitosan telah banyak digunakan dalam bidang farmasi, baik sebagai zat aktif (dietary fiber, mempercepat penyembuhan luka bakar), sebagai eksipien (pengisi, pengikat dan penghancur pada formulasi tablet) dan sebagai matriks penghantaran obat (Ben dkk, 1998, Gurusamy, 2006).
Sifat mukoadesif kitosan membuatnya berpotensi digunakan sebagai obat penutup luka lambung (antiulcerogenik). Penelusuran literatur menunjukkan bahwa pemberian kitosan (2%) bersama makanan sebagai pretreatment pada tikus dengan tukak lambung yang diinduksi dengan etanol dapat mencegah efek ulcerogenik etanol (Anandan dkk, 2004). Penggunaan chitosan sebagai eksipien tablet lepas lambat valdecoxib dapat meningkatkan dissolusi seiring bertambahnya konsentrasi kitosan, dan ditambah dengan sifatnya sebagai antiulcerogenik kitosan dapat melindungi lambung dari efek samping obat ini (Gurusamy, 2006). 

Penelitian ini bertujuan memformulasi kitosan menjadi tablet secara cetak langsung dan menguji efek mukoadesif tablet kitosan sebagai senyawa penutup luka lambung secara in vitro dan in vivo pada tikus menggunakan sukralfat sebagai pembanding..

Metodologi

Alat yang digunakan mencakup mesin cetak tablet (Manesty Machines LTD. Liverpool type B3B No. 8C 172), alat ukur kekerasan tablet (Stoke-Monsato), Roche Friabilator, Alat uji waktu hancur (Pharma Test-PTZ-E), Spektrofotometer Infra Merah (FT-IR Perkin Elmer), Tap Volumeter, Fisher Scientific Sub-Sieve sizer Model 95, Infrared Moisture Balance (Kett F-IB), Mikroskop foto Trinocular (Carton), alat uji mukoadhesif in-vitro, seperangkat alat bedah. Bahan yang diunakan adalah kitosan (PT. Araminta Sidhakarya), Aerosil, tablet sukralfat (Ulsidex ® ), natrium CMC, etanol absolut, eter, larutan formalin 0,5%, larutan NaCl fisiologis dan kerosin. Bahan baku yang dipakai adalah pharmaceutical grade.
Pemeriksaan bahan Baku Kitosan

Dilakukan analisa spektrum infra merah kitosan untuk menentukan derajat deasetilasi menurut metoda baseline. Derajat deasetilasi (DD) kitosan dihitung dengan persamaan:
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Keterangan:
(A1655) = absorbansi pita serapan pada     1655 cm-1
(A3450) = absorbansi pita serapan pada 

3450 cm-1
1,33 = nilai (A1655)/ (A3450) untuk deasetilasi 100%

Pemeriksaan sifat fisik partikel kitosan meliputi : densiti benar, densiti nyata, densiti mampat, faktor Housner, kompresibilitas, porositas, sudut angkat, luas permukaan spesifik, distribusi ukuran partikel, daya penyerapan air, dan kandungan air juga dilakukan.

Formulasi tablet cetak langsung kitosan

Tablet (502 mg) yang dibuat mengandung: 

R/ Kitosan 
500 mg

Aerosil®
2 mg

Semua bahan ditimbang sesuai formula untuk 150 tablet. Kitosan dicampur dengan Aerosil® sampai homogen selama 10 menit kemudian langsung dicetak. Tablet kitosan lalu dievaluasi, mencakup: keseragaman bobot, keseragaman ukuran, kekerasan, kerenyahan, dan waktu hancur.

Uji daya mukoadesif in-vitro tablet kitosan

Uji dilakukan menurut metoda Parodi yang dimodifikasi (Argawal, 1999) menggunakan jaringan mukosa lambung tikus. Tikus dianestesi dengan eter, lalu dikorbankan dengan cara dislokasi leher. Jaringan mukosa lambung dibuka sepanjang kurvatura mayor dan dicuci dengan NaCl fisiologis. Jaringan mukosa lambung dipotong berbentuk lingkaran dengan diameter 1,3 cm dan ditempelkan pada tissue holder alat uji yang dikaitkan dengan botol infus yang telah ditimbang sebelumnya. Pada plat tissue holder lainnya ditempelkan tablet kitosan, kemudian keduanya diposisikan secara bersentuhan dengan tekanan konstan selama 5 menit. Setelah 5 menit, botol infus diisi air dengan laju 1 tetes/detik (Gambar I) sampai kontak antara tablet dan jaringan terlepas. Pada saat ini berat air (g) dicatat. Pengujian ini dilakukan untuk waktu kontak 10, 15, 20 dan 30 menit (Chary, 2000). 
Uji daya mukoadesif in-vivo tablet kitosan

Sejumlah 48 ekor tikus putih betina (berat berkisar 150-200 g) yang telah diaklimatisasi selama 7 hari dibagi secara acak ke dalam 4 kelompok :

-Kelompok I (kontrol negatif), diberi larutan NaCMC 1% 

-Kelompok II (kontrol positif), diberi etanol absolute per-oral 1 mL/200g BB untuk menginduksi tukak lambung. Setelah 4 jam diberi larutan NaCMC 1%.

-Kelompok III (kitosan), diberi etanol absolute per-oral 1 mL/200 g BB, lalu setelah 4 jam diberi suspensi kitosan di dalam NaCMC 1%  dengan dosis 18 mg/200 g BB.

-Kelompok IV (sukralfat), diberi etanol absolute per-oral 1 mL/200 g BB, lalu setelah 4 jam diberi suspensi sukralfat NaCMC 1% dengan dosis 18 mg/200 g BB.

Masing-masing kelompok dibagi menjadi 4 sub-kelompok secara acak untuk pengambilan data masing-masing pada waktu ke 1, 12, 24 dan 48 jam setelah pemberian obat atau larutan NaCMC 1%.
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	Gambar  I. Foto peralatan uji daya mukoadesif in-vitro. (A). Tablet kitosan dan mukosa lambung, yang ditempelkan pada tissue holder, (B). Kontak tablet dengan jaringan mukosa dan tabung  berisi air, berat air (g) dinyatakan sebagai daya adhesi.


Masing-masing kelompok dibagi menjadi 4 sub-kelompok secara acak untuk pengambilan data masing-masing pada waktu ke 1, 12, 24 dan 48 jam setelah pemberian obat atau larutan NaCMC 1%.

Untuk setiap waktu pengamatan, tikus dianestesi dengan eter lalu dikorbankan dengan cara dislokasi leher dan dibedah abdominalnya. Lambung dikeluarkan dan direndam di dalam 10 mL larutan formalin 0,5% selama 10 menit. Mukosa lambung dibuka dengan membedah lambung sepanjang kurvatora mayor, dicuci dengan NaCl fisiologis lalu diletakkan pada permukaan datar  kemudian difoto dan diamati tukak lambung yang terjadi (Kaneko dkk, 1998). Jumlah tukak yang terjadi dan besarnya diukur, keparahan tukak lambung dihitung melalui pemberian skor sebagai berikut (Wattimena, 1982): 
- lambung normal


1

- lambung kemerahan


1,5

- tukak berdiameter sampai 0,5 mm
2

- tukak berdiameter 0,6-1,5 mm

3

- tukak berdiameter 1,6-4 mm

4

- tukak berdiameter >4 mm

5

- perforasi



6

Persentase tukak dihitung menggunakan rumus:
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Keterangan: 

%H 
= persentase keparahan tukak

Rn
= skor tukak pada kelompok obat

R0
= skor tukak tanpa pemberian obat

Analisis Data

Data hasil uji mukoadesif in-vivo dianalisis secara ANOVA dua arah dan dilanjutkan dengan uji jarak berganda Duncan.
Hasil dan Pembahasan

Hasil pemeriksaan bahan baku menunjukkan bahwa kitosan memenuhi persyaratan uji mutu kitosan menurut referensi (Tabel I). Daya penyerapan air maksimal adalah 4,51 + 0,075 mL/g tercapai setelah 50 menit, dan distribusi ukuran partikel sesuai kurva distribusi normal. Kitosan memiliki sifat aliran yang baik sebagaimana terlihat dari nilai kompresibilitas, faktor Housner dan sudut angkat telah memenuhi syarat serbuk yang baik. 
Dengan sifat fisika yang memenuhi persyaratan massa cetak tablet maka kitosan dapat diproses secara cetak langsung. Tablet kitosan (Gambar II) selanjutnya dievaluasi, hasilnya dapat dilihat pada Tabel II. 

Tabel I. Hasil pemeriksaan fisika kitosan

	No.
	Parameter uji
	Persyaratan
	Pengamatan

	1.
	Pemerian
	Serbuk granul, putih kekuningan, tidak berbau, tidak berasa 
	Memenuhi syarat



	2.
	Kelarutan
	Praktis tidak larut dalam air, sangat sukar larut dalam alcohol, larut dalam asam asetat
	Memenuhi syarat

	3.
	Susut pengeringan
	Tidak lebih dari 10%
	5,35 %

	4.
	Sisa pemijaran
	Tidak lebih dari 2%
	1,72%

	5.
	pH
	7,0 – 9,0
	8,2

	6.
	Derajat Deasetilasi
	Lebih dari 70% 
	78,05%

	7.
	Densiti benar (g/mL)
	-
	1,40 + 0,0001

	8.
	Densiti nyata (g/mL)
	-
	0,33 + 0,0015

	9.
	Densiti mampat (g/mL)
	-
	0,37

	10.
	Faktor Housner
	Serbuk: <1,25 
	1,12

	11.
	Kompressibilitas (%)
	10-20 
	10,81

	12.
	Porositas (%)
	-
	76,50

	13.
	Sudut angkat 
	<25o (sangat baik), 25o – 30o (baik) 
	28,19 + 0,0150

	14.
	Diameter vol permukaan (m)
	-
	23,00 + 0,5000

	15.
	Luas permukaan spesifik (cm2/g)
	-
	1863,94 +  40,5280

	16.
	Kandungan air
	3 – 5 
	4,33 + 0,1400
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Gambar II. Foto tablet kitosan yang dihasilkan
Uji daya mukoadesif in-vitro pada berbagai variasi waktu kontak (Gambar III) memperlihatkan peningkatan daya adhesi tablet kitosan terhadap jaringan mukosa lambung tikus. Diperoleh rata-rata selisih daya adhesi kitosan dengan mukosa lambung normal pada waktu kontak 5, 10, 15 dan 20 menit sebesar 18,45 g. Jika dibandingkan dengan daya adhesi tablet sukralfat dengan mukosa lambung, terlihat bahwa sifat mukoadesif kitosan tidak terlalu kuat dibandingkan tablet sukralfat. Daya adhesi suatu polimer bioadesif dengan mukus sangat dipengaruhi oleh jenis interaksi yang terjadi dan komposisi mukus (Ahuja dkk, 1997). 

Tabel II. Hasil evaluasi tablet kitosan
	No.
	Parameter uji
	Pengamatan

	1.
	Keseragaman bobot (mg)
	501,90 + 0,0034

	2.
	Diameter (mm)
	12,18 + 0,0034

	3.
	Ketebalan (mm)
	4,21 + 0,0069

	4.
	Kekerasan (kg/cm2)
	6,17 + 1,0400

	5.
	Kerenyahan (%)
	0,98

	6.
	Waktu hancur (menit)
	9,23 + 0,7023
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Gambar III. Diagram batang hubungan waktu kontak (menit) tablet kitosan dan tablet sukralfat dengan daya adhesinya (g) pada mukosa lambung tikus.

Pada uji daya mukoadesif in-vivo, dosis kitosan yang digunakan (18 mg/200gBB) berdasarkan pada dosis tablet sukralfat yang diperoleh dari konversi dosis untuk manusia dewasa (70 kg) ke dosis tikus (200 g). Sukralfat merupakan polimer bioadesif yang mempercepat penutupan luka pada tukak lambung dan tukak duodenum melalui pembentukan kompleks dengan eksudat proteinaceous yang menempel pada tukak. Kompleks ini menutupi tukak dan melindunginya dari serangan asam, pepsin dan garam empedu lebih lanjut (Li dkk, 1993). Pemberian kitosan secara oral pada pengamatan 1, 12, 24 dan 48 jam dapat mengurangi keparahan tukak lambung tikus yang diinduksi dengan etanol dengan nilai log persentase rata-rata tukak sebesar 1,744 + 0,210 %  dibandingkan terhadap kontrol positif (2 + 0 %), tetapi sukralfat memberikan nilai log persentase rata-rata tukak yang lebih kecil (1,632 + 0,169 %) (Tabel III). Terjadi penurunan persentase rata-rata tukak pada pengamatan 1, 12, dan 24 jam pada kelompok yang diberi kitosan bila dibandingkan dengan kontrol positif, namun pada pengamatan 48 jam terjadi kenaikan persentase tukak lambung. Kenaikan yang sangat besar pada pengamatan 48 jam diduga karena berkurangnya jumlah kitosan yang berikatan dengan lubang tukak sehingga efek kitosan sebagai penutup luka lambung menjadi berkurang dan akibatnya memperparah luka.
Pengamatan secara visual pada kelompok kontrol positif (Gambar IV) setelah 12 jam menunjukkan timbulnya perdarahan pada lambung yang setelah 48 jam menimbulkan tukak bernanah, hal ini tidak dijumpai pada kelompok kontrol negatif (Gambar V). Pengamatan mukosa lambung tikus Kelompok III yang diberi kitosan, pada pengamatan 12 jam (gambar VI) memperlihatkan menurunnya keparahan luka, persentase keparahan tukak terkecil terjadi pada pengamatan 24 jam (Tabel III)). Gambar VII menunjukkan efek sukralfat dalam menekan perdarahan lambung setelah 12 jam. Persentase keparahan tukak terkecil pada kelompok IV yang diberi sukralfat adalah pada pengamatan 24 jam (Tabel III).
Secara keseluruhan terlihat kitosan dapat menekan terbentuknya tukak atau mengurangi keparahan tukak sampai pengamatan 24 jam. Mekanisme mukoadesif kitosan dapat disebabkan oleh beberapa interaksi diantaranya karena terjadinya ikatan antara Kitosan yang bersifat basa lemah dengan asam sialat pada mukus. Mekanisme lain yang dapat terjadi adalah terbentuknya ikatan hidrogen antara kitosan dengan komponen lain dari mucin. Disamping itu, adanya asam lambung membuat kitosan mengembang dan membentuk gel yang menempel pada mukus sehingga bisa melindungi mukus dari kerusakan lebih lanjut.

Tabel III. Data logaritma persentase tukak lambung tikus pada pengamatan 1, 12, 2 dan 48 jam setelah perlakuan pada kelompok kontrol positif, kontrol negatif, kelompok kitosan dan kelompok sukralfat
	Kelompok Perlakuan
	Replikasi

(n = 3)
	Log persentase tukak lambung tikus pada jam ke-

	
	
	1
	12
	24
	48

	Kelompok I

Kontrol positif
	1
	2
	2
	2
	2

	
	2
	2
	2
	2
	2

	
	3
	2
	2
	2
	2

	
	Rerata+SD
	2 + 0,0
	2 + 0,0
	2 + 0,0
	2 + 0,0

	
	Rerata log persentase tukak lambung Kelompok I = 2 + 0,0

	Kelompok II

Kontrol negatif
	1
	0,501
	0,688
	0,651
	1,138

	
	2
	0,561
	0,782
	0,910
	1,317

	
	3
	0,782
	0,940
	1,125
	1,556

	
	Rerata+SD
	0,615 + 0,148
	0,803 + 0,127
	0,895 + 0,237
	1,337 + 0,210

	
	Rerata log persentase tukak lambung Kelompok II = 0,913 + 0,306

	Kelompok

III

Kitosan
	1
	1,765
	1,752
	1,277
	1,784

	
	2
	1,792
	1,804
	1,301
	1,909

	
	3
	1,944
	1,906
	1,718
	1,976

	
	Rerata+SD
	1,834 + 0,096
	1,820 + 0,078
	1,432 + 0,248
	1,890 + 0,097

	
	Rerata log persentase tukak lambung Kelompok III = 1,744 + 0,210

	Kelompok

IV

Sukralfat
	1
	1,658
	1,115
	1,277
	1,468

	
	2
	1,851
	1,760
	1,301
	1,738

	
	3
	1,908
	1,850
	1,692
	1,964

	
	Rerata+SD
	1,806 + 0,131
	1,575 + 0,400
	1,423 + 0,233
	1,723 + 0,248

	
	Rerata log persentase tukak lambung Kelompok IV = 1,632 + 0,169
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Gambar IV. Foto tukak lambung tikus yang diinduksi dengan etanol absolut 1 mL/200gBB pada waktu pengamatan 12 jam (Kontrol positif).
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Gambar V.
 Keadaan mukosa lambung tikus tanpa pemberian etanol absolut   (Kontrol negatif) pada waktu 12 jam pengamatan.
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Gambar VI.
Keadaan mukosa lambung tikus setelah pemberian kitosan pada waktu 12 jam pengamatan.

[image: image10.jpg]



Gambar VII.
Keadaan mukosa lambung tikus setelah pemberian sukralfat pada waktu 12 jam pengamatan.
Pengolahan data logaritma persentase keparahan tukak lambung secara ANOVA dua arah menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang sangat nyata (P<0,01) pada kelompok perlakuan (kontrol positif, kontrol negatif, kitosan dan sukralfat) dan waktu pengamatan (pada 1, 12, 24 dan 48 jam) terhadap persentase keparahan tukak. (Tabel IV). 

Tabel IV. Pengolahan data logaritma persentase tukak lambung tikus dengan metoda general linear ANOVA dua arah

	Sumber

Keragaman
	Derajat Bebas
	Jumlah Kuadrat
	Kuadrat Tengah
	F
	P

	Perlakuan

Waktu

Interaksi

Galat

Total
	3

3

9

32

47
	7,814

0,552

0,945

1,037

10,348
	2,605

0,184

0,105

0,032
	80,345

5,676

3,238
	0,0000**

0,0031**

0,0067**


Keterangan : ** = berbeda sangat nyata

Uji lanjut Duncan antara data logaritma persentase tukak lambung terhadap perlakuan terlihat bahwa antara kelompok kontrol positif dengan kelompok kontrol negatif terdapat perbedaan sangat nyata (P<0,01). Terdapat perbedaan nyata (P<0,05) pada efek persentase tukak lambung tikus yang diberi kitosan terhadap kontrol positif (Tabel V),  sedangkan efek sukralfat dibandingkan kontrol positif sangat berbeda nyata (P<0,01). Akan tetapi antara kelompok kitosan dengan sukralfat tidak terdapat perbedaan yang nyata (P>0,05) (Tabel VI). Uji lanjut persentase tukak lambung terhadap waktu pengamatan diperoleh adanya perbedaan yang nyata antara waktu pengamatan 24 jam dengan 48 jam (P<0,05). Sedangkan antara waktu pengamatan 1, 12 dan 48 jam masing-masingnya tidak memperlihatkan perbedaan yang nyata. Data ini memperlihatkan bahwa pada waktu 24 jam obat mencapai efektifitas penekanan tukak yang optimal.
Tabel V. Uji jarak berganda Duncan data logaritma persentase tukak lambung tikus oleh etanol absolut setelah pemberian kitosan dan pembanding sukralfat 
	Perlakuan /

Rerata
	D4
	D3
	D2
	D1

	
	2
	1,744
	1,632
	0,913

	D1
	0,913
	1,087**
	0,831**
	0,719**
	

	D2
	1,632
	0,368**
	0,112ns
	
	

	D3
	1,744
	0,260*
	
	
	

	D4
	2
	
	
	
	


Keterangan: **= sangat berbeda

nyata, * =berbeda nyata dan ns=tidak berbeda nyata 

Tabel VI. Hasil uji lanjut pengolahan data log persentase tukak pada mukosa lambung tikus oleh etanol absolut terhadap waktu pengamatan setelah pemberian kitosan dan sukralfat sebagai pembanding dengan menggunakan uji jarak berganda Duncan (P<0,05) dan (P<0,01)

	Waktu/rata-rata
	T4
	T3
	T2
	T1

	
	1,738
	1,564
	1,550
	1,438

	T1
	1,438
	0,300*
	0,126 ns
	0,112 ns
	

	T2
	1,550
	0,188ns
	0,014 ns
	
	

	T3
	1,564
	0,174 ns
	
	
	

	T4
	1,738
	
	
	
	


Keterangan: **
 = Sangat berbeda nyata, * = Berbeda nyata, ns = Tidak berbeda nyata

Kesimpulan

Kitosan memiliki sifat alir dan kompresibilitas yang baik sehingga dapat di formulasi dalam bentuk tablet cetak langsung. Uji mukoadesif tablet kitosan in-vitro dan in-vivo menunjukkan bahwa daya adhesi tablet terhadap mukosa lambung tikus meningkat dengan bertambahnya waktu kontak tablet dengan jaringan mukosa lambung sehingga dapat menurunkan persentase tukak lambung tikus yang diinduksi dengan etanol absolut (1 mL/200gBB) dengan perbedaan yang nyata (P<0,05). Efektifitas tablet kitosan terhadap pengurangan keparahan tukak lambung tikus tidak berbeda nyata dengan efektifitas tablet sukralfat pada dosis yang sama (P>0,05). 
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