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MOTTO 

 

 

 

“Life is like riding bicycle. To keep your balance, you must keep moving.” 

(Albert Einstein) 

 

 

 

 

 

“Sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan. Maka apabila kamu telah 

selesai (dari suatu urusan), kerjakanlah dengan sungguh-sungguh (urusan yang 

lain), dan hanya kepada Tuhanmulah hendaknya kamu berharap” 

(Terjemahan Q.S Al-Insyirah, 6-8)* 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*) Mushaf Al Qur‟an dan Terjemahannya Departemen Agama RI. 2010. Al- 

Qur‟an dan Terjemahan Indonesia. Bandung: Diponegoro 
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RINGKASAN 

 

Efektifitas Ekstrak Biji Kopi Robusta (Coffea Canephora) dalam 

Menghambat Efek Toksik Senyawa Nikel pada Sel PBMC; Fadylla Nuansa 

Citra Bening; 141610101046, 94 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas 

Jember. 

 

Nikel diketahui merupakan logam paling reaktif dibandingkan dengan 

logam lain dan dapat menimbulkan sensitisasi di kulit dan mukosa rongga mulut. 

Ion logam nikel dapat merangsang respon sel-sel imun PBMC. Nikel juga dapat 

menginduksi kematian sel melalui aktivitas species oxygen reactive (ROS) yang 

bertindak sebagai faktor penting dalam tahap awal terjadinya apoptosis. Apoptosis 

sel dikarenakan logam nikel dapat dicegah dengan bahan antioksidan yang berasal 

dari sediaan herbal. Sediaan herbal memiliki efek samping yang minimal serta 

tersedia secara melimpah. Salah satu bahan herbal yang dapat berperan sebagai 

antioksidan antara lain adalah biji kopi robusta (Coffea canephora). Ekstrak biji 

kopi robusta mengandung polifenol dan flavonoid yang merupakan antioksidan 

kuat dan dapat melindungi sel imun dari kerusakan biologis akibat radikal bebas. 

Bahan herbal ini dapat diaplikasikan setelah diketahui bioavaibilitasnya melalui 

uji sitotoksisitas. Uji ini bertujuan untuk mengetahui apakah bahan tersebut dapat 

diterima oleh tubuh atau tidak. Uji sitotoksisitas yang digunakan dalam penelitian 

ini adalah uji MTT dan trypan blue. 

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental 

laboratoris in vitro dengan rancangan penelitian the posttest group design. 

Penelitian ini menggunakan isolat PBMC yang diambil dari darah vena perifer 

orang sehat yang kemudian dipapar dengan larutan logam NiCl2.6H2O 

konsentrasi 125 µM dan ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) dengan 

beragam konsentrasi. 

Larutan logam yang digunakan dibuat dengan melarutkan powder dalam 

aquades dan selanjutnya dalam Iscove’s modified Dulbecco’s medium (IMDM) 

untuk mendapatkan konsentrasi 125 µM yang siap untuk dipaparkan langsung 
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pada PBMC. Ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) dibuat menggunakan 

metode maserasi yang selanjutnya diencerkan untuk mendapatkan konsentrasi 

yang diinginkan yaitu 31,25 µg/ml, 62,5 µg/ml dan 125 µg/ml. Konsentrasi 

tersebut didapat setelah dilakukan penelitian pendahuluan, yaitu dengan 

menggunakan konsentrasi 500 µg/ml, 250 µg/ml dan 125 µg/ml. Konsentrasi 

ekstrak kopi 500 µg/ml, 250 µg/ml toksik terhadap sel PBMC. Data yang 

didapatkan kemudian dianalisis menggunakan uji normalitas Shapiro-wilk dan uji 

homogenitas Levene, dilanjutkan uji parametrik One Way Anova dan uji beda 

LSD (Least Significance Difference). Data yang tidak homogen maupun normal 

dianalisis dengan uji non-parametrik Kruskall Wallis dan uji beda Mann Whitney. 

Ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) efektif dalam menghambat 

efek toksik senyawa nikel pada sel PBMC. Ekstrak biji kopi robusta dalam 

konsentrasi paling kecil 31,25 µg/ml yang dipaparkan pada sel PBMC dapat 

menurunkan efek toksik secara signifikan dari paparan logam nikel (NiCl2.6H2O), 

sedangkan pada konsentrasi 125 µg/ml dan 62,5 µg/ml memiliki efek yang tidak 

begitu kuat dalam menurunkan efek toksik dari nikel karena dengan konsentrasi 

ekstrak kopi tersebut diketahui memiliki sifat toksik yang tergolong sebagai 

toksisitas rendah (60-90%). 

 

. 
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BAB I. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Perawatan kedokteran gigi dikenal menggunakan banyak jenis dari 

material logam, salah satunya adalah nikel. Mahkota dan jembatan paduan nikel 

atau biasa disebut alloy nikel di Amerika dibuat sebanyak 15 juta restorasi, 

dengan total penggunaan mencapai 4-5 juta per tahun (Wataha et al., 2013). Alloy 

masih digunakan di kedokteran gigi untuk beberapa alasan, seperti ketahanannya 

terhadap korosi dan harganya yang murah (Rachmawati et al., 2013). Nikel 

diketahui merupakan logam paling reaktif dibandingkan dengan logam lain dan 

dapat menimbulkan sensitisasi di kulit dan mukosa rongga mulut (Hosoki dan 

Nishigawa, 2011). Nickel (II) sulfate memiliki sensitivitas paling tinggi dan 

mempengaruhi kira-kira 15% dari populasi masyarakat Amerika, diikuti cobalt 

chloride dan potassium dichromate, yang mempengaruhi 5% dan 3% dari 

keseluruhan populasi Amerika (Saito et al., 2016).  

Alloy di dalam mulut berinteraksi dengan lingkungan yang kurang 

kondusif menyebabkan peningkatan pelepasan ion logam. Ion logam yang 

dilepaskan berkontak dengan epitel dan mukosa rongga mulut. Ion logam nikel 

tersebut dapat merangsang respon sel-sel imun Peripheral Blood Mononuclear 

Cell (PBMC) (Rachmawati et al., 2013). PBMC merupakan bagian dari sel-sel 

darah yang beinti bulat dan terdiri dari sel monosit, sel T, sel B, sel Natural Killer 

(NK) serta sel dendritik (Končarević et al., 2014). 

Nikel juga dapat menginduksi kematian sel melalui aktivitas Reactive 

Oxygen Species (ROS) yang bertindak sebagai faktor penting dalam tahap awal 

terjadinya apoptosis (Birben et al., 2012). Jumlah antioksidan di dalam tubuh 

yang terbatas belum mampu mengeliminasi ROS. Konsentrasi jumlah ROS yang 

berlebih akan menyebabkan stress oksidatif yang pada akhirnya dapat memicu 

apoptosis (Guo et al., 2016). 
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Kematian sel dikarenakan paparan logam nikel dapat dicegah dengan 

bahan antioksidan yang berasal dari sediaan herbal. Sediaan herbal digunakan 

karena efek sampingnya yang sedikit serta ketersediaannya yang melimpah 

(Khotimah dan Muhtadi, 2008). Sediaan herbal yang dapat berperan sebagai 

antioksidan antara lain adalah biji kopi robusta (Coffea canephora). Kopi 

merupakan tumbuhan yang banyak ditemukan di kota Jember serta merupakan 

sentra produksi terbanyak (Ermawati, 2015). Kopi robusta mendominasi lebih dari 

90% dari areal pertanaman kopi Indonesia (Prastowo et al., 2010). Rata-rata 

konsumsi kopi perorangan mencapai 2,91 kg/tahun dengan rata-rata konsumsi 

kopi laki-laki sebesar 3,83 kg/tahun dan perempuan yaitu sebesar 1,97 kg/tahun 

(Lestari et al., 2009). Ekstrak biji kopi robusta mengandung polifenol dan 

flavonoid yang merupakan antioksidan kuat dan dapat melindungi sel imun dari 

kerusakan biologis akibat radikal bebas (Ermawati, 2015). Sifat tersebut 

diharapkan dapat mengurangi kematian sel setelah pengaplikasiannya.  

Bahan obat herbal memerlukan uji sitotoksisitas sebelum dapat 

diaplikasikan. Uji ini dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui apakah bahan 

tersebut telah memenuhi syarat biokompatibilitas yang dapat diterima oleh tubuh 

atau tidak (Nirwana, 2005). Uji sitotoksisitas yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah dengan uji MTT dan trypan blue. 

Penelitian mengenai potensi ekstrak kopi robusta dalam menghambat 

kematian sel dikarenakan paparan logam nikel, sepengetahuan peneliti belum 

banyak dilakukan. Oleh karena itu, perlu untuk dilakukan penelitian yang lebih 

lanjut tentang hal tersebut. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Rumusan masalah dalam penelitian ini yaitu: 

1. Apakah ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) efektif dalam 

menghambat efek toksik senyawa nikel pada PBMC? 

2. Berapa konsentrasi optimal ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) 

dalam menghambat efek toksik senyawa nikel pada PBMC? 
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1.3 Tujuan Penelitian 

1. Peneliti mengetahui efektifitas ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) 

dalam menghambat efek toksik senyawa nikel pada PBMC. 

2. Peneliti mengetahui konsentrasi optimal ekstrak biji kopi robusta (Coffea 

canephora) dalam menghambat efek toksik senyawa nikel pada PBMC. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1. Peneliti mengetahui manfaat ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) 

dalam menghambat efek toksik senyawa nikel pada PBMC. 

2. Bahan kajian dan panduan untuk penelitian selanjutnya, sehingga diharapkan 

dapat digunakan sebagai dasar menentukan konsentrasi paparan ekstrak biji 

kopi robusta (Coffea canephora) yang tepat terhadap PBMC. Penelitian 

lanjutan tersebut diharapkan dapat mengkaji lebih mendalam manfaat ekstrak 

biji kopi robusta sebagai antioksidan. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) 

Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) merupakan bagian dari sel-

sel darah yang berinti bulat. PBMC terdiri dari sel monosit (10-20%), sel T (50-

70%), sel B (5-15%), sel Natural Killer (NK) (2-10%), dan sel dendritik. PBMC 

memainkan peranan penting dalam sistem kekebalan tubuh dan memicu 

terjadinya respon inflamasi (Končarević et al., 2014). PBMC beredar di dalam 

tubuh untuk mengantisipasi kelainan yang merangsang kerja sistem kekebalan 

tubuh. PBMC ditargetkan untuk menghilangkan patogen potensial yang memicu 

kelainan tersebut. Aktivitas inflamasi dapat menyebabkan efek samping dan 

dalam jangka waktu yang lama dapat menjadi parah. Aktivasi inflamasi 

melibatkan beberapa fungsi biologis seperti migrasi leukosit, proliferasi sel T, 

respons interferon, pensinyalan NF-κB dan regulasi kematian sel (Haudek-Prinz et 

al., 2012). 

Sel-sel tersebut masing-masing memiliki fungsi yang berbeda. Sel T 

merupakan bentuk sel darah putih (limfosit) yang berfungsi mencari jenis 

penyakit patogen dan merusaknya. Sel T penting dalam membantu tipe sel lain 

dalam sistem imun (Fatmah, 2006). Monosit bertindak sebagai regulator penting 

aktivitas sel T. Sel monosit menjadi aktif setelah bertemu dengan patogen 

potensial dan berdiferensiasi menjadi makrofag. Makrofag memfagositosis dan 

menghasilkan protein pada permukaan sel yang dapat menginduksi pengaktifan 

sel T. Sel T yang diaktivasi selanjutnya dapat mengaktifkan sel endotel, fibroblas 

dan monosit/makrofag (Haudek-Prinz et al., 2012).  

PBMC banyak digunakan sebagai indikator beberapa penyakit karena 

adanya respon PBMC saat berkontak dengan sel-sel terinfeksi. PBMC diperoleh 

relatif mudah dari sampel darah pasien. Sel-sel ini dapat berkontak langsung pada 

protein plasma sel yang sesuai (Končarević et al., 2014). PBMC banyak 

digunakan dalam penelitian dan aplikasi klinis seperti dalam bidang mikrobiologi, 

virologi, onkologi, pengembangan vaksin, transplantasi dan biologi regeneratif 

dan toksikologi (Warnasih et al., 2016) 
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2.2 Alloy Logam Nikel 

2.2.1 Pengertian Alloy 

Logam yang digunakan di kedokteran gigi sebagai bahan restorasi tidak 

menggunakan logam tunggal, karena jika digunakan kurang memenuhi syarat 

fisis, mekanis, biologis, kimia dan estetis. Sifat tersebut dapat diperbaiki dengan 

mencampur dua atau lebih logam yang berbeda. Logam campur atau paduan 

tersebut disebut alloy (Rachmawati et al., 2013). Alloy pengganti logam mulia 

harus memenuhi atau mendekati persyaratan American Dental Assosiation 

Spesification (ADAS) nomor 5 yaitu merupakan alloy sederhana, terdiri dari 

campuran tiga macam logam utama (ternary alloy), suhu pengecoran relatif 

rendah dan kemampuan cor yang baik, serta harganya relatif murah (Soesetijo, 

2012). 

2.2.2 Alloy Logam Nikel 

 Nikel merupakan logam transisi berwarna putih keperakan yang berada 

pada periode ke-4, grup 10 dalam sistem periodik unsur (Wataha et al., 2013) 

(Gambar 2.1). Nikel jarang ditemukan dalam bentuk logam murni di alam, tetapi 

nikel banyak ditemukan dalam campuran kimia dan mineral dinamakan bijih. 

Bijih nikel berwarna hijau atau merah (Sparrow, 2015). 

Atom nikel terdiri dari partikel yang lebih kecil, yaitu proton, neutron 

dan elektron. Inti atom terdiri dari proton dan neutron. Proton memiliki muatan 

listrik positif. Neutron tidak memiliki muatan namun memiliki massa atom sama 

dengan proton. Partikel lebih kecil dan mengorbit inti atom dinamakan elektron.  

Elektron tidak memiliki massa tetapi memiliki muatan listrik negatif sama dengan 

muatan positif proton. Atom secara keseluruhan membawa muatan listrik. Jumlah 

dari elektron dan proton pada atom selalu sama. Nikel memiliki 28 proton yang 

ditahan di inti atom dan 28 elektron mengorbit disekitarnya. Setiap elemen 

memiliki jumlah proton dan elektron yang spesifik. Ini dinamakan nomor atom 

(Sparrow, 2015). Nikel memiliki nomor atom 28 dan konfigurasi elektron 

terluarnya adalah 4s1 3d9, sehingga menjadikan nikel sebagai unsur yang cukup 

reaktif (Wataha, et al., 2013). 
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Gambar 2.1 Tabel Periodik Unsur. Nikel berada pada periode 4 grup 10 (Sumber: 

sciencenotes.org) 

 

Nikel merupakan logam transisi seperti besi dan tembaga. Semua logam 

transisi memiliki dua elektron pada kulit terluarnya. Kulit terluar atom nikel dapat 

menampung paling banyak 8 partikel. Atom nikel kehilangan dua elektron 

terluarnya selama terjadinya reaksi nikel. Nikel kemudian berikatan dengan 

elemen lain yang dapat menerima elektron (Sparrow, 2015) (Gambar 2.2). Ion Ni 

(II) kemudian membentuk senyawa kompleks dengan ligan karena ion ini 

mempunyai orbital d yang belum terisi penuh oleh electron (King dalam 

Christianti, 2012). Nikel dalam reaksinya dengan unsur lain dapat menyebabkan 

reaksi oksidasi pada keadaan +2 (Ni(II)Cl2). Konsentrasi ion klorida yang tinggi 

menyebabkan nikel dapat mudah terkorosi di lingkungan rongga mulut (Wataha et 

al., 2013). 
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Gambar 2.2  Setiap atom nikel mengandung 28 elektron yang mengorbit inti proton 

dan neutron yang kecil dan padat. Elektron menempati 4 kulit di sekitar 
nukleus, 2 bagian terluarnya tidak lengkap. Kulit pertama memiliki 2 

elektron dan yang kedua memiliki delapan. Kulit ketiga memiliki 16 dari 

18 ruang yang seharusnya terisi, kulit keempat dan terluar memiliki 2 
dari 8 ruang yang ditempati (Sumber: Sparrow, 2015). 

 

Nikel adalah elemen esensial yang penggunaannya sangat penting dalam 

kedokteran gigi. Nikel dasar (tidak murni) digunakan pada industri kedokteran 

gigi untuk semua perawatan restoratif (fillings, mahkota, jembatan, gigi tiruan 

sebagian) dan perawatan ortodontik (wires, bands, braket dan lain sebagainya) 

(Rachmawati et al., 2013). Berat rata-rata atom nikel adalah 58,69 g/mol, dan 

densitasnya 8,9 g/cm3 menjadikannya lebih ringan dibandingkan logam lain di 

kedokteran gigi. Mahkota dan jembatan paduan nikel dibuat sebanyak 15 juta 

restorasi, dengan penggunaan 4-5 juta pertahun pada tahun 2007 di Amerika 

Serikat (Wataha, et al., 2013). Nikel masih digunakan di kedokteran gigi oleh 

karena ketahanannya terhadap korosi dan harganya yang murah. Restorasi dan 

casting alloy berbahan dasar nikel yang digunakan dalam jangka waktu yang lama 

masih menjadi kontroversi oleh karena beberapa pengaruhnya yang merugikan, 
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seperti sifatnya yang reaktif dan banyak menimbulkan reaksi sensitivitas yang 

dapat berlanjut alergi pada manusia (Rachmawati et al., 2013). 

 

2.3 Respon Sel Rongga Mulut terhadap Paparan Logam 

Ni (II) dapat memediasi terjadinya perubahan seluler. Perubahan seluler 

tersebut diawali dengan lepasnya ion logam Ni (II) dan ion lainnya melalui korosi. 

Korosi alloy nikel terjadi ketika alloy terpapar oleh gaya intraoral rongga mulut, 

seperti pada gaya yang timbul saat menyikat gigi, gaya yang disebabkan kekuatan 

gigi yang berseberangan selama mengunyah atau ketika alloy terpapar dengan 

asam makanan atau biofilm. Korosi terjadi ketika lapisan oksida permukaan alloy 

nikel terganggu. Produk korosi dapat meliputi partikulat atau ion, khususnya ion 

Ni (II). Ion Ni terakumulasi di jaringan yang berkontak dengan nikel dan 

menyebabkan inflamasi gingiva pada jaringan inang tersebut. Ion Ni juga terlepas 

saat terjadi akumulasi ion logam pada biofilm bakteri yang menutupi protesa 

(Wataha et al., 2013). Ion logam yang dilepaskan kemudian berkontak dengan 

epitel dan mukosa rongga mulut dan merangsang respon sistem imun non-spesifik 

(Rachmawati et al., 2013).  

Ion logam nikel dapat merangsang respon sistem imun non-spesifik 

melalui ikatan antigen logam dengan reseptor TLR4 yang selama ini dikenal 

merupakan reseptor untuk lipopolisakarida (LPS) (Rachmawati et al., 2013). Ni 

(II) dari senyawa Ni seperti Ni sulfat, Ni klorida atau Ni asetat kemudian masuk 

ke sel melalui transporter logam divalen (DMT1), yang berperan dalam 

mengangkut besi atau mangan. Mekanisme kedua melalui difusi langsung, namun 

jumlah Ni yang mencapai sitoplasma melalui rute ini tergolong sedikit. 

Fagositosis senyawa Ni yang tidak larut diperkirakan menyebabkan konsentrasi 

Ni (II) di daerah intraseluler menjadi lebih tinggi. Setelah difagositosis, partikel-

partikel logam ini dicerna oleh vakuola untuk selanjutnya dikirim ke nukleus 

(Wataha et al., 2013) (Gambar 2.3). 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


9 
 

 

Gambar 2.3.  Ni (II) diangkut ke dalam sel melintasi membran sitosol melalui 
transporter DMT1 yang digunakan untuk mengangkut ion seperti Mg (II) 

dan Ca (II). Muatan intraseluler Ni (II) yang sangat besar terbentuk 

ketika senyawa yang mengandung nikel seperti Ni3S2 atau NiO 

difagositosis kemudian dicerna oleh vakuola. Kemampuan senyawa nikel 
untuk masuk dan konsentrasi Ni (II) intraseluler yang relatif tinggi 

merupakan penyebab sifat karsinogenik dari senyawa nikel yang 

dimediasi perubahan epigenetik. Muatan permukaan, ukuran dan bentuk 
partikel menentukan kemampuan fagositosis dan sifat 

karsinogenisitasnya (Sumber: Wataha et al., 2013) 

 

Logam nikel dapat merangsang respon imun non-spesifik (Schmidt et al., 

2010). Sistem imun non-spesifik adalah proteksi tubuh di garis pertahanan 

pertama untuk melawan patogen. Mukosa rongga mulut memainkan peranan 

penting dalam menyediakan pertahanan untuk menjaga tubuh tetap dalam kondisi 

baik. Saliva rongga mulut mengandung mukus, enzim dan gen berbagai anti-

bakteri yang berfungsi sebagai barrier (pertahanan). Komponen selular dari 

imunitas non-spesifik antara lain sel-sel fagosit seperti neutrofil dan 

monosit/makrofag, sel dendritik, sel mast, basofil, eusinofil dan sel NK (Natural 

Killer). Sel-sel ini mengetahui adanya patogen dengan berbagai reseptor berbeda 

untuk selanjutnya berperan dalam mengeliminasi patogen (Rachmawati et al., 

2013). 

Nikel juga dapat menginduksi kematian sel melalui aktivitas species 

oxygen reactive (ROS) yang bertindak sebagai faktor penting dalam tahap awal 
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terjadinya apoptosis (Birben et al., 2012). ROS dapat menginduksi stres oksidatif 

secara in vitro dan in vivo (Guo et al., 2016). ROS merupakan metabolit oksigen 

yang dihasilkan melalui reduksi satu-elektron oksigen. Macam dari ROS antara 

lain adalah superoksida (O2-), radikal bebas hidroksil (OH˙), dan hidrogen 

peroksida (H2O2). Radikal bebas mampu bereaksi bebas pada setiap molekul yang 

berkontak dengannya, menarik elektron dan membentuk radikal bebas yang baru 

dalam reaksi berantai oksidatif sitotoksik (Marks et al., 2000). ROS akan menarik 

elektron dari senyawa disekitarnya dan mengubah senyawa tersebut menjadi 

rantai radikal bebas yang baru. Reaksi ini dinamakan chain reaction (Sayuti dan 

Yenrina, 2015). Radikal hidroksil merupakan ROS yang menjadi inisiator dalam 

membentuk peroksida lemak dan radikal organik. Hidrogen peroksida merupakan 

zat pengoksidasi yang berikatan dengan logam transisi dan menghasilkan radikal 

hidroksil melalui reaksi Fenton. Hidrogen peroksida dapat menimbulkan 

kerusakan di membran lokal yang mengandung Fe2+. O2˙ juga dapat menghasilkan 

radikal hidroksil dan hidroperoksi yang lebih reaktif melalui reaksi dengan 

hidrogen peroksida dalam reaksi Haber-Weiss (Marks et al., 2000) (Gambar 2.4). 

 

Gambar 2.4  Pembentukan radikal hidroksil oleh reaksi Fenton dan Haber-Weiss. 

Dalam versi yang disederhanakan dari reaksi ini seperti diperlihatkan 

disini, pemindahan elektron tunggal menghasilkan radikal hidroksil. 
Spesies oksigen reaktif diperlihatkan dalam kotak warna abu-abu. Logam 

lain misalnya Cu+, juga dapat berfungsi sebagai donor elektron tunggal 

dalam reaksi Fenton (Sumber: Marks et al., 2000) 
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ROS yang terbentuk dapat menyebabkan kerusakan DNA dan 

peroksidasi lipid pada ikatan lemak membran sel (Guo et al., 2016). ROS dapat 

menyebabkan pembentukan radikal bebas lemak dan peroksida lemak yang 

memicu cedera sel. Reaksi ini membutuhkan satu inisiator, misalnya radikal 

hidroksil. Peroksidasi dimulai dengan ekstraksi atom hidrogen yang mengandung 

satu elektron dari ikatan rangkap terkonjugasi dalam asam lemak. Radikal 

hidroksil terbentuk dari hidrogen peroksida yang diperantai oleh Fe2+. Jumlah 

radikal hidroksil diperbanyak dengan penambahan oksigen untuk membentuk 

radikal peroksil lemak dan peroksida lemak. Asam lemak utama yang mengalami 

peroksidasi lemak di dalam membran sel adalah asam lemak polyunsaturated. 

Peroksidasi lemak ini menyebabkan terjadinya degradasi lemak dan membentuk 

malondialdehida, etana dan pentana. Peroksida lemak menyebabkan membran 

secara alami menghancurkan dirinya sendiri. Aldehida yang terbentuk dapat 

menimbulkan ikatan-silang pada protein. Lapisan lemak yang rusak akan 

menyebabkan kerusakan struktural dari sel. Permeabilitas sel yang meningkat 

akan menyebabkan masuknya Ca2+ dan mencetus kerusakan mitokondria lebih 

lanjut (Marks et al., 2000). 

ROS dibentuk selama ledakan pernapasan fagositik oleh makrofag, 

neutrofil dan eosinofil dan berperan sebagai respons terhadap agen infeksius atau 

rangsangan lain (Gambar 2.5). ROS yang terbentuk yaitu anion superoksida, 

hidrogen peroksida, radikal hidroksil dan hipoklorit (HOCL), nitrogen monoksida 

(NO) dan radikal bebas lainnya. NADPH oksidase diaktifkan pada sisi sebelah 

luar membran plasma. Aktivasi dari NADPH oksidase akan mencetuskan ledakan 

pernapasan disertai pembentukan superoksida. Membran plasma membentuk 

invaginasi selama terjadinya fagositosis, sehingga superoksida dapat bebas ke 

dalam ruang vakuol. Anion superoksida menghasilkan spesies reaktif lain, 

termasuk H2O2 dan radikal hidroksil. Mieleperoksidase yang merupakan enzim 

dengan kandungan Fe-hem dan terdapat di dalam granula neutrofil, disekresikan 

ke dalam vakuol. Vakuol merupakan tempat enzim tersebut membentuk HOCl 

dan halida lainnya. Hasil dari reaksi ini adalah serangan terhadap membran dan 

senyawa lain (Marks et al., 2000). 
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Gambar 2.5  Pembentukan spesies oksigen reaktif selama ledakan pernapasan 
fagositik oleh makrofag, neutrofil dan eosinofil yang diaktifkan. 

Pengaktifan NADPH oksidase, yang diperkirakan terjadi di sisi sebelah 

luar membran plasma, mencetuskan ledakan pernapasan disertai 

pembentukan superoksida. Selama fagositosis, membran plasma 
membentuk invaginasi, sehingga superoksida dibebaskan ke dalam ruang 

vakuol. Anion superoksida (baik secara spontan atau secara enzimatis 

melalui superoksida dismutase) menghasilkan spesies reaktif lain, 
termasuk H2O2 dan radikal hidroksil. Mieloperoksidase, suatu enzim 

yang mengandung Fe-hem dan terdapat di dalam granula neutrofit, 

disekresikan ke dalam vakuol, tempat enzim tersebut membentuk HOCI 
dan halide lainnnya. Hasilnya adalah serangan terhadap membran dan 

senyawa  lain dari sel bakteri, dan akhirnya lisis bakteri. Proses 

keseluruhan disebut sebagai ledakan pernapasan karena hanya berlangsug 

30-60 menit, dan memerlukan O2 (Sumber: Marks et al., 2000) 
 

ROS sebenarnya merupakan salah satu jenis radikal bebas yang 

dibutuhkan dalam proses fisiologis, namun dalam konsentrasi tinggi dapat 

menyebabkan stres oksidatif (Birben et al., 2012). Jumlah antioksidan yang 

terbatas dalam tubuh juga  merupakan salah satu penyebab utama terjadinya 

peningkatan ROS. Superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione 

reductase (GR), glutathione peroxidase (GSH-Px) dan glutathione-S-transferase 

(GST) dan GSH merupakan molekul antioksidan yang diperlukan tubuh. 

Beberapa penelitian telah melaporkan bahwa NiCl2 dapat menurunkan sistem 

antioksidan. NiSO4 dapat menurunkan tingkat GSH dan aktivitas SOD serta GSH-

Px (Guo et al., 2016). 
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Apoptosis adalah proses bunuh diri sel yang mengarah pada 

penghancuran sel dan pembuangan oleh makrofag, sel dendritik serta fagosit 

(Botto, 2004).  Mekanisme apoptosis sangat kompleks dan rumit. Apoptosis 

dibagi menjadi empat tahap, yakni adanya sinyal kematian (penginduksi 

apoptosis) yang bersifat fisiologis (hormon dan sitokin), biologis (virus, bakteri, 

parasit), kimia (obat), atau fisik (radiasi dan toksin). Tahap awal apoptosis 

ditandai ekspresi Phosphatidyl serine (PS) yang keluar dari lapisan dalam ke 

lapisan luar membran sel (Sari, 2018). Paparan PS merangsang sinyal fagositosis 

sel (Botto, 2014). Tahap kedua adalah tahap integrasi atau pengaturan yang terdiri 

dari transduksi signal dan induksi gen apoptosis yang berhubungan). Tahap 

selanjutnya adalah tahap pelaksanaan apoptosis yakni terjadi perubahan morfologi 

dan kimia pada sel (degradasi DNA, pembongkaran sel serta pembentukan badan 

apoptotik). Tahap terakhir adalah tahap fagositosis atau eliminasi oleh makrofag, 

dendritik atau sel yang berdekatan dengan sel apoptosis. Peristiwa apoptosis 

melibatkan adanya pemadatan inti sel, pemadatan dan pembagian sitoplasma ke 

dalam selaput ikat badan apoptotis, dan kerusakan kromosom ke dalam fragmen 

yang berisi berbagai nukleosom (Sari, 2018). 

Partikel nikel dapat meningkatkan ekspresi Fas, FADD, DR 3 dan 

caspase-8 serta ditemukan pembentukan DISC. Partikel nikel dapat meningkatkan 

ekspresi protein dan aktivasi dari caspase -3, -6, -9. Nikel dapat menurunkan 

ekspresi protein Bcl-2 dan meningkatkan ekspresi protein Bax. Kompleks protein 

Bcl-2 berperan penting dalam modulasi membran terluar mitokondria (Guo et al., 

2016). Protein keluarga Bcl-2 dibagi menjadi dua kelompok: protein anti-

apoptosis dan protein pro-apoptosis. Protein anti-apoptosis terdiri dari Bcl-2, Bcl-

XL, Bcl-W, Bcl-B, A1 dan Mcl-1, sedangkan protein pro-apoptosis terdiri dari 

Bax, Bak dan Bok. Sebagian besar sel mengandung berbagai protein keluarga 

BCL-2 pro dan anti-apoptosis. Keseimbangan antara protein pro-dan anti-

apoptosis Bcl-2 difungsikan untuk mengatur apakah sel tetap hidup atau justru 

mengalami apoptosis. Kebanyakan protein keluarga Bcl-2 pro-apoptosis seperti 

Bid, Bax dan Bad ditemukan di sitosol. Protein Bcl-2 dan Bcl-XL anti-apoptosis 

terlokalisasi di OMM dan membentuk heterodimer dengan Bax, Bim, Bak dan 
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Bad sehingga mampu menghambat sifat pro-apoptosis protein tersebut (Dutordoir 

et al., 2016). 

Apoptosis tergantung mitokondria melibatkan kompleks pori 

permeabilitas mitokondria (MPTP). Kompleks MPTP terdiri dari cyclophilin D 

yang merupakan molekul chaperone dalam matriks mitokondria yang terikat pada 

adenine-nucleotide – translocator (ANT) pada inner mitochondrial membrane 

(IMM), yang berinteraksi dengan voltage dependent-anion-channel (VDAC) di 

outer mitochondrial membrane (OMM). Peningkatan permeabilitas membran 

mitokondria luar (MOMP) mempengaruhi pelepasan sitosol protein pro-apoptosis 

seperti sitokrom c, apoptosis inducing factor (AIF), endonuklease G (endo G) 

(Dutordoir et al., 2016) (Gambar 2.6)  

 

Gambar 2.6  Jalur Caspase Dependen (Ekstrinsik dan Intrinsik). Mitokondria dan 

organel nukleus memegang peranan penting dalam tipe apoptosis ini. 

Organel ini dpat menghubungkan sinyal yang berbeda untuk aktivase 
caspase sehingga terjadi perubahan pada senyawa oksigen reaktif, 

sitokrom c, dan membran potensial mitokondria. Selain jalur 

mitokondria, ligan eksternal juga dapat mengaktifkan ERK yang 

dilanjutkan dengan rangkaian aktifitas caspase (Sumber: Sari, 2018) 
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Saat sitokrom c dan apoptosis inducing factor (AIF) dilepaskan ke 

sitoplasma, protein ini dapat mengaktifkan jalur aktivasi caspase. Pelepasan 

tersebut diatur oleh famili Bcl-2 yang terikat dengan mitokondria, yaitu Bax dan 

Bad. Sitokrom c yang keluar ke sitoplasma kemudian berikatan dengan Apaf- 1 

membentuk Caspase Recruitment Domain (CARD). Beberapa CARD bergabung 

membentuk kompleks apoptosom kemudian mengikat pro-caspase-9 dan 

mengaktivasinya menjadi caspase-9 (caspase inisiator). Caspase-9 ini akan 

mengaktivasi procaspase-3 menjadi caspase-3 yang merupakan caspase efektor 

yang melaksanakan apoptosis (Sari, 2018) (Gambar 2.6). AIF dan Endo G 

bertranslokasi ke dalam nukleus. AIF dapat berikatan langsung dengan DNA yang 

menyebabkan kondensasi kromatin dan fragmentasi DNA (Dutordoir et al., 2016). 

 

2.4 Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Kopi (coffea spp) adalah spesies tanaman berbentuk pohon yang 

termasuk dalam family Rubiaceae dan genus Coffea (Najiyati dan Danarti, 2001). 

Famili tersebut memiliki banyak genus, yaitu Gardenia, Ixora, Cinchona, dan 

Rubia. Genus Coffea mencakup hampir 70 spesies, tetapi hanya ada dua spesies 

yang ditanam dalam skala luas di seluruh dunia, yaitu kopi arabika (Coffea 

arabica) dan kopi robusta (Coffea canephora var. robusta) (Rahardjo, 2012).  

2.4.1 Taksonomi dan Deskripsi Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Berikut sistem taksonomi kopi secara lengkap (Rahardjo, 2012): 

Kingdom : Plantae 

Subkingdom : Tracheobionta 

Super Divisi : Spermatophyta  

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Magnoliopsida  

Sub Kelas : Asteridae 

Ordo  : Rubiales 

Famili  : Rubiaceae 

Genus  : Coffea 

Spesies : Coffea canephora var. robusta 
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Tanaman kopi tumbuhnya tegak, bercabang, dan bila dibiarkan tumbuh 

dapat mencapai tinggi 12 m (Najiyati dan Danarti, 2001). Tanaman ini memiliki 

dua tipe pertumbuhan cabang, yaitu cabang ortotrop tumbuh ke arah vertikal dan 

cabang plagiotron ke arah horizontal. Daun kopi berwarna hijau mengilap yang 

tumbuh berpasangan dengan berlawanan arah. Bentuk daun tanaman kopi lonjong 

dengan tulang daun yang tegas (Rahardjo, 2012). 

Tanaman kopi membutuhkan waktu 3 tahun dari saat perkecambahan 

sampai menjadi tanaman berbunga dan menghasilkan buah kopi. Semua spesies 

kopi berbunga berwarna putih yang beraroma wangi. Bunga tersebut muncul pada 

ketiak daunnya. Buah kopi tersusun dari kulit buah (epikarp), daging buah 

(mesokarp) yang dikenal dengan sebutan pulp, dan kulit tanduk (endokarp). Buah 

yang terbentuk akan matang selama 7-12 bulan (Rahardjo, 2012). 

Buah terdiri dari daging buah dan biji. Daging buah terdiri atas 3 bagian 

lapisan kulit luar (eksokarp), lapisan daging (mesokarp) dan lapisan kulit tanduk 

(endokarp) yang tipis tetapi keras. Buah kopi ada yang memiliki dua biji, satu biji 

dan bahkan tidak berbiji sama sekali. Biji ini terdiri atas kulit biji dan endosperm. 

Endosperm merupakan bagian yang bisa dimanfaatkan sebagai bahan untuk 

membuat minuman kopi (Najiyati dan Danarti, 2001). Biji kopi dibungkus kulit 

keras disebut kulit tanduk (parchment skin) (Gambar 2.7). Biji mempunyai alur 

pada bagian datarnya (Rahardjo, 2012). 

 

Gambar 2.7 Biji Kopi Robusta (Sumber: Panggabean dalam Asti, 2015). 

 

2.4.2 Komposisi Kimia Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Komposisi kimia dari biji kopi bergantung pada spesies dan varietas dari 

kopi tersebut serta faktor-faktor lain yang berpengaruh antara lain lingkungan 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


17 
 

tempat tumbuh, tingkat kematangan dan kondisi penyimpanan (Panggabean dalam 

Asti, 2015).  Menurut Simanjuntak dalam Asti (2015) menyatakan bahwa biji 

kopi mengandung protein, minyak aromatis, dan asam-asam organik. Komposisi 

kimia dari biji dan bubuk kopi robusta dapat dilihat pada tabel 2.1. 

Tabel 2.1 Komposisi kimia dari biji kopi robusta (Coffea canephora) 

Komponen Konsentrasi Senyawa (%) 

Mineral 4.0-4.5 

Kafein 1.6-2.4 

Trigonelline 0.6-0.75 

Lipid 9.0-13.0 

Total Asam Klorogenat 7.0-10.0 

Asam Alifatik 1.5-2.0 

Oligosakaridac 5.0-7.0 

Total Polisakarida 37.0-47.0 

Asam Amino 2.0 

Protein 11.0-13.0 

(Sumber: Panggabean, 2011) 

Senyawa-senyawa kimia pada biji kopi dapat dibedakan atas senyawa 

volatil dan non volatil. Senyawa volatil adalah senyawa yang mudah menguap, 

terutama jika terjadi kenaikan suhu. Senyawa volatil yang berpengaruh terhadap 

aroma kopi antara lain golongan aldehid, keton dan alkohol. Senyawa non volatil 

yang berpengaruh terhadap mutu kopi antara lain kafein, asam klorogenat, 

hidrokarbonalifatik, asam, alkohol, tiol, furan, piro, piridin, quinon, fenol (asam 

alifatik) dan amin aromatik (Ramanavicience et al., 2003). 

Biji kopi robusta yang diekstrak dengan pelarut etanol menunjukkan 

aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan pelarut heksana karena 

adanya senyawa fenolik yang dapat diekstraksi dengan pelarut yang lebih polar. 

Ekstrak biji kopi robusta dengan pelarut etanol menunjukkan aktivitas yang lebih 

tinggi daripada ekstrak biji kopi robusta yang dipanggang. Aktivitas antioksidan 

yang tinggi berhubungan dengan kandungan polifenol yang lebih tinggi, terutama 

asam klorogenik. Asam klorogenat merupakan komponen utama dalam biji kopi 

robusta yang kandungannya terkurangi karena proses pemanggangan (Kiattisin, 

2016). 
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2.4.3 Manfaat Biji Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Biji kopi secara alami mempunyai kandungan seperti polifenol dan 

flavonoid. Polifenol merupakan antioksidan kuat dan dapat melindungi sel imun 

dari kerusakan biologis akibat radikal bebas (Ermawati, 2015). Polifenol banyak 

mengandung gallate moieties yang dapat menempel pada permukaan sel, 

mengubah sifat fisik lipid, memulai segregasi lateral, pembentukan gugus lipid 

dan protein, dan memulai ikatan dengan sel-sel disekitarnya. Gallates dapat 

menginisiasi proses pembentukan fosfolipid dan menyebabkan agregasi dari 

beberapa kelompok protein dan lipid. Molekul polifenol dapat menghubungkan 

permukaan dua sel yang berdekatan dan mengawali ikatan sel-sel sehingga 

terbentuk gugus yang sama pada membran sel yang berseberangan (Tarahovsky, 

2008) (Gambar 2.8). 

 

Gambar 2.8 Gallate moieties yang dapat berinteraksi dengan permukaan sel (Sumber: 

Tarahovsky, 2008) 

 

Interaksi polifenol dan membrane bilayers merupakan mekanisme yang 

berhubungan dengan perlindungan membrane bilayers oleh flavonoid dari 

oksidasi membran. Flavonoid yang aktif pada bilayer non-polar memiliki aktivitas 

antioksidan yang dikaitkan dengan kemampuannya berinteraksi dengan radikal 

bebas, menghambat perambatan oksidasi lipid atau meningkatkan fluiditas 

membran. Interaksi antara flavonoid dan membrane bilayers menghasilkan ikatan 
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pada pertemuan lipid-air dan tersebar pada membran hidrofobik. Lokasi yang 

berbeda dari molekul-molekul ini ditentukan oleh sifat kimianya. Flavonoid 

hidrofilik dapat berinteraksi pada permukaan membran dan memberikan tindakan 

protektif terhadap agen-agen perusak yang berbeda. Interaksi membran-flavonoid 

merupakan mekanisme yang terlibat dalam aksi antioksidan flavonoid. Interaksi 

antara polifenol dan permukaan membran pada pertemuan lipid-air terbentuk 

melalui ikatan hidrogen (Oteiza et al., 2005).  

Flavonoid berdasarkan struktur kimianya diklasifikasikan sebagai 

chalcones, dihydrochalcones, aurones, flavon, flavonol, dihidroflavonol, flavanol, 

flavandiol, anthocyanidins, isoflavonoid, bioflavonoid dan struktur lain yang 

sangat terpolimerisasi (Gambar 2.9). Perbedaan flavonoid tersebut dilihat pada 

jumlah dan distribusi gugus hidroksil serta derajat polimerisasi. Perbedaan ini 

dapat mempengaruhi jenis interaksi yang terjadi antara flavonoid yang berbeda 

dan bilayers lipid. Dua reaksi yang mungkin terjadi: (a) partisi polifenol dalam 

membran inti non-polar, berhubungan dengan sifat hidrofobik dari flavonoid; dan 

(b) interaksi flavonoid hidrofilik dan oligomer dengan gugus kepala polar dari 

lipid pada antarmuka lipid-air, terutama yang terkait dengan pembentukan ikatan 

hidrogen (Oteiza et al., 2005). 

 

Gambar 2.9 Struktur kimia dari Flavonoid (Sumber: Oteiza et al., 2005) 
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2.5 Uji Sitotoksisitas MTT 

2.5.1 Uji Sitotoksisitas 

Uji sitotoksisitas merupakan salah satu sarana evaluasi biologi dan 

screening test yang menggunakan jaringan in vitro untuk mengamati pertumbuhan 

dan efek morfologi pada sel yang disebabkan oleh perlakuan medis (Li et al., 

2015). Tujuan uji ini adalah untuk mengetahui efek toksik suatu bahan secara 

langsung terhadap jaringan (Siregar dan Handijono, 2000). Uji ini banyak 

digunakan karena sederhana, cepat dan memiliki sensitivitas yang tinggi (McGaw 

et al., 2014). 

Sitotoksisitas merupakan komponen utama dari biokompatibilitas. 

Biokompatibilitas mengacu pada kemampuan bahan sebagai terapi medis, tanpa 

menimbulkan efek lokal atau sistemik pada tubuh (Elshahawy dan Watanabe, 

2014). Bahan yang diletakkan dalam mulut disyaratkan tidak toksik, tidak iritan, 

tidak karsinogenik dan tidak menimbulkan alergi (Nirwana et al., 2005). Berbagai 

metode untuk menilai sitotoksisitas suatu bahan antara lain uji MTT, agar overlay, 

filter molekul, pembebasan isotop kromium, dan metode pewarnaan eksklusi 

dengan trypan blue (Siregar dan Handijono, 2000). 

2.5.2 MTT 

Uji MTT (3- [4,5-dimethylthiazol-2-yl] -2,5diphenyl tetrazolium 

bromide) merupakan salah satu uji sitotoksisitas yang difungsikan untuk melihat 

jumlah sel yang hidup ditinjau dari aktivitas mitokondrianya (Meerlo et al., 2011). 

Uji MTT didasarkan pada kemampuan sel hidup untuk mereduksi garam MTT 

yang berwarna kuning menjadi formazan yang berwarna biru-ungu. Reduksi 

garam tetrazolium terjadi secara intraseluler dan disebabkan adanya enzim 

suksinat dehidrogenase yang dihasilkan oleh mitokondria (Siregar dan Handijono, 

2000). Enzim ini berperan dalam siklus asam sitrat (siklus Krebs, siklus asam 

trikarboksilat) yang merupakan serangkaian reaksi di mitokondria untuk 

mengoksidasi gugus asetil pada asetil-KoA dan mereduksi koenzim yang ter-

reoksidasi melalui rantai transpor elektron yang berhubungan dengan 

pembentukan ATP (Murray et al., 2009) (Gambar 2.10).  
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Siklus Krebs diawali dengan reaksi antara gugus asetil pada asetil-KoA 

dan asam dikarboksilat empat-karbon oksaloasetat yang membentuk asam 

trikarboksilat enam-karbon, yaitu sitrat. Reaksi berikutnya terjadi pembebasan dua 

molekul CO2 dan pembentukan ulang oksaloasetat. Koenzim-koenzim pada 

tahapan ini mengalami reduksi dan kemudian direoksidasi di rantai respiratorik 

yang berkaitkan dengan pembentukan ATP. Proses ini bersifat aerob yang 

memerlukan oksigen sebagai oksidan terakhir dari koenzim-koenzim yang 

tereduksi. Enzim-enzim pada siklus asam sitrat terletak di matriks mitokondria 

(Murray et al., 2009). 

Sitrat sintase merupakan enzim yang berperan dalam mengkatalisis 

asetil-KoA dan oksaloasetat untuk membentuk sitrat. Enzim ini membentuk ikatan 

karbon-ke-karbon antara karbon metil pada asetil-KoA dan karbon karbonil pada  

oksaloasetat. Sitrat mengalami isomerisasi menjadi isositrat oleh enzim akonitase 

(akonitat hidratase). Isositrat mengalami dehidrogenasi yang dikatalisis oleh 

isositrat dehidrogenase untuk membentuk oksalosuksinat untuk selanjutnya 

mengalami dekarboksilasi menjadi α-ketoglutarat. α-Ketoglutarat mengalami 

dekarboksilasi oksidatif dalam suatu reaksi yang dikatalisis oleh suatu kompleks 

multienzim yang berperan dalam dekarboksilasi oksidatif piruvat. Kompleks α-

ketoglutarat dehidrogenase memerlukan faktor yang sama dengan kofaktor yang 

diperlukan kompleks piruvat dehidrogenase. Reaksi ini membentuk suksinil-KoA. 

Suksinil-KoA kemudian diubah menjadi suksinat oleh enzim suksinat tiokinase 

(Murray et al., 2009). 

Enzim suksinat dehidrogenase yang berfungsi dalam mereduksi garam 

MTT pada uji sitotoksisitas MTT, di dalam siklus asam sitrat berperan dalam 

reaksi dehidrogenasi pertama yang membentuk fumarat. Enzim ini terikat pada 

permukaan dalam membran dalam mitokondria. Enzim suksinat dehidrogenase ini 

mengandung FAD dan protein besi-sulfur (Fe:S), dan secara langsung mereduksi 

ubikuinon dalam rantai transpor elektron. Fumarase (fumarate hidratase) 

mengatalisis penambahan air pada ikatan rangkap fumarat sehingga menghasilkan 

malat. Malat diubah menjadi oksaloasetat oleh malat dehidrogenase, suatu reaksi 

yang memerlukan NAD+. Akibat oksidasi yang dikatalisis oleh berbagai 
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dehidrogenase pada siklus asam sitrat, dihasilkan tiga molekul NADH dan satu 

FADH2 untuk setiap molekul asetil-KoA yang dikatabolisme per satu kali putaran 

siklus (Murray et al., 2009). 

 

Gambar 2.10  Siklus Asam Sitrat: jalur katabolik utama untuk asetil KoA pada 

organisme aerob. Asetil KoA, produk katabolisme karbohidrat, protein, 

dan lipid, dibawa ke siklus asam sitrat dan dioksidasi menjadi CO2 

disertai pembebasan ekuivalen pereduksi (2H). Oksidasi 2H selanjutnya 

di rantai respiratorik menyebabkan fosforilasi ADP menjadi ATP. Untuk 

satu putaran siklus, dihasilkan 11 ATP melalui fosforilasi oksidatif dan 1 

ATP dihasilkan di tingkat substrat dari perubahan suksinil KoA menjadi 

suksinat (Sumber: Murray et al., 2009) 
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Tujuan umum uji MTT adalah untuk mengukur sel yang hidup di 

sumuran 96-well plates sehingga dapat diukur banyak sampel pada saat yang sama 

(Meerlo et al., 2011). Keuntungan uji ini adalah dapat menghemat waktu, tenaga 

dan dana. Keuntungan lain dari uji ini adalah tidak menggunakan isotop 

radioaktif, dan tidak memerlukan transfer sel.  Produk formazan yang dihasilkan 

dilarutkan dalam pelarut DMSO dan diukur intensitas warnanya menggunakan 

spektofotometer. Pengukuran intensitas warna dilakukan untuk selanjutnya dibaca 

menggunakan ELISA reader. Jumlah formazan yang dilarutkan berbanding lurus 

dengan jumlah sel, semakin pekat warnanya maka makin tinggi nilai 

absorbansinya sehingga berarti makin banyak jumlah selnya. Jumlah sel yang 

hidup dapat dideteksi dengan mengukur konsentrasi formazan pada densitas optik 

(OD) dengan menggunakan panjang gelombang yang tepat. Pengukuran 

absorbansi bergantung jenis pelarut yang digunakan dan faktor kelekatan sel 

terhadap substrat (Siregar dan Handijono, 2000). 

2.5.3 Trypan Blue 

Trypan blue (3, 31 – [3, 31 – dimethyl - 4, 41 -biphenylene) bis(azo)] bis 

(5-amino4-hydroxy 2,7-naphthalene di sulfonic acid) adalah pewarna diazo yang 

banyak digunakan untuk mewarnai jaringan mati atau sel secara selektif (Gambar 

2.11). Rumus molekul dari trypan blue adalah C34H24N6Na4O14S4. Mekanisme 

pewarnaan trypan blue didasarkan pada interaksinya dengan sel. Pewarna ini tidak 

dapat berinteraksi dengan sel yang membrannya rusak. Sel yang tidak mengalami 

kerusakan bersifat selektif terhadap senyawa yang melewati membrannya, dan hal 

inilah yang menyebabkan sel tersebut tidak terwarnai oleh trypan blue. Sel yang 

tidak menyerap warna dianggap masih hidup dan tidak rusak sedangkan sel-sel 

dengan membran yang rusak terwarnai dengan warna biru yang dapat diamati di 

bawah mikroskop (Tran et al., 2011). 
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Gambar 2.11 Struktur molekul trypan blue (Sumber: Pubchem, 2017) 

 

2.5.4 Tingkat Toksisitas 

Data absorbansi yang didapat dari pembacaan oleh ELISA reader 

kemudian dikonversi ke dalam persen viabilitas sel dengan membandingkan nilai 

absorbansi kelompok perlakuan yang dipajan dengan bahan uji dengan kelompok 

kontrol (CCRC, 2010). 

Menurut Heravi et al. (2013) tingkat toksisitas suatu bahan 

dikelompokkan berdasarkan jumlah sel yang hidup yaitu: 

a. Sel yang hidup lebih dari 90% diklasifikasikan sebagai non-toksik. 

b. Sel yang hidup diantara 60% hingga 90% diklasifikasikan sebagai toksisitas 

rendah. 

c. Sel yang hidup diantara 30% hingga 59% diklasifikasikan sebagai cukup 

toksik. 

d. Sel yang hidup kurang dari 30% diklasifikasikan sebagai sangat toksik. 
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1.5 Peta Konsep 
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2.7 Keterangan Peta Konsep 

Pajanan logam nikel di mukosa rongga mulut seperti saat pemakaian 

braket dan mahkota menyebabkan pelepasan ion logam nikel yang memodulasi 

respon sel-sel PBMC dan juga peningkatan ROS (Reactive Oxygen Species). ROS 

terbentuk karena ion logam nikel yang berikatan dengan hidrogen peroksida dan 

menghasilkan radikal peroksida melalui reaksi Fenton dan Haber Weiss. 

Peningkatan ROS menginduksi stres oksidatif yang mempengaruhi sel-sel tubuh 

manusia, terutama sel PBMC itu sendiri. Stres oksidatif yang meningkat pada sel 

PBMC akan memicu terjadinya apoptosis sel PBMC. Membran sel PBMC akan 

rusak dikarenakan adanya radikal peroksil lemak dan peroksida lemak yang 

menyebabkan peroksidasi lemak membran sel. ROS juga akan mempengaruhi 

kerja dari mitokondria sel PBMC. Mitokondria sel yang terganggu akan 

mengaktivasi faktor apoptosis seperti cytochrome-c dan caspase-9, -3 dan -6. 

Ekspresi faktor apoptosis akan meningkat dan menginduksi terjadinya apoptosis. 

Apoptosis pada sel PBMC diharapkan dapat dicegah menggunakan ekstrak biji 

kopi robusta (Coffea canephora) yang mengandung flavonoid. Bahan tersebut 

berperan sebagai antioksidan yang memiliki ikatan gugus hidroksil sehingga dapat 

menangkap radikal bebas. Jumlah ROS dan stres oksidatif yang berkurang akan 

menurunkan apoptosis pada sel PBMC. 

 

2.8 Hipotesis 

Hipotesis dari penelitian ini adalah:  

1. Ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) efektif dalam menghambat efek 

toksik senyawa nikel pada sel PBMC. 

2. Ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) dalam konsentrasi optimal 

dalam menghambat efek toksik senyawa nikel pada sel PBMC. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris in vitro. Penelitian 

eksperimental bertujuan untuk mengungkapkan pengaruh atau suatu gejala yang 

timbul akibat manipulasi tertentu (Budiharto, 2008). In vitro merupakan suatu 

proses yang berlangsung diluar tubuh, diterapkan pada prosedur laboratoris 

(Makfoeld et al., 2002). Rancangan penelitian yang digunakan adalah the post test 

only control group design, yaitu dengan melakukan pengukuran atau observasi 

setelah perlakuan diberikan (Notoatmojo, 2005). 

 

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

3.2.1 Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan pada bulan Juli 2018.  

3.2.2  Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di: 

a. Pembuatan ekstrak biji kopi robusta dilakukan di Laboratorium Biologi 

Farmasi Fakultas Farmasi Universitas Jember. 

b. Penelitian dilakukan di Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi dan 

Mulut Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

 

3.3  Identifikasi Variabel 

3.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dari penelitian ini adalah ekstrak biji kopi robusta (Coffea 

canephora) dan larutan NiCl₂.6H₂O. 

3.3.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat dari penelitian ini adalah sitotoksisitas ekstrak biji kopi 

robusta (Coffea canephora) terhadap PBMC yang dipapar larutan NiCl₂.6H₂O. 
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3.3.3 Variabel Terkendali 

a. Isolat PBMC dari pasien sehat. 

b. Larutan senyawa nikel didapatkan dari stok yang sama. 

c. Ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) didapat dari sumber, jenis dan 

teknik yang sama. 

d. Alat penelitian disterilkan dalam waktu yang bersamaan. 

e. Bahan penelitian yang digunakan merupakan bahan yang sama pada tiap 

perlakuan. 

f. Cara kerja penelitian. 

g. Perlakuan pada sampel 

1. Pemberian ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 31,25 µg/ml 

2. Pemberian ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 62,5 µg/ml 

3. Pemberian ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 125 µg/ml 

h. Uji sitotoksisitas dan cara penghitungan hasil 

 

3.4 Definisi Operasional 

3.4.1 Ekstrak Biji Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) merupakan suspensi dari 

serbuk biji kopi robusta yang didapatkan dari biji kopi yang masih mentah (green 

bean). Biji kopi robusta diperoleh dari perkebunan PTPN XII Durjo Kabupaten 

Jember. Pembuatan ekstrak biji kopi robusta menggunakan metode maserasi, yaitu 

sediaan cair yang dibuat dengan mengencerkan bubuk biji kopi robusta dengan 

etanol 96% sehingga dihasilkan ekstrak kopi dalam bentuk pasta, kemudian 

dilakukan penimbangan dan pengenceran sehingga diperoleh konsentrasi 31,25 

µg/ml, 62,5 µg/ml dan 125 µg/ml. Konsentrasi tersebut dipilih setelah dilakukan 

penelitian pendahuluan menggunakan konsentrasi 500 µg/ml, 250 µg/ml dan 125 

µg/ml, seperti dalam El-Nabi SEH (2018) didapati bahwa konsentrasi ekstrak kopi 

500 µg/ml, 250 µg/ml bersifat toksik terhadap PBMC. 

3.4.2 PBMC 

PBMC terdiri dari sel monosit (10-20%), sel T (50-70%), sel B (5-15%), 

sel Natural Killer (NK) (2-10%), dan sel dendritik. (Končarević, et al., 2014). 
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PBMC diperoleh dengan mengisolasi 3 ml darah vena tepi pasien donor sehat 

yang diketahui tidak memiliki alergi logam dengan metode Single 

Filter/Lymphoprep. 

3.4.3 Larutan Senyawa Nikel 

Larutan senyawa nikel yang digunakan berupa senyawa NiCl₂.6H₂O yang 

diketahui merupakan penginduksi kematian sel. Larutan logam yang digunakan 

dibuat dengan melarutkan powder dalam aquades. Larutan selanjutnya 

ditambahkan Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) untuk mendapatkan 

konsentrasi 125 µM yang siap untuk dipaparkan langsung pada PBMC. 

(Rachmawati et al., 2013).  

3.4.4 Uji Sitotoksisitas 

Uji ini dilakukan untuk mengetahui apakah bahan yang digunakan telah 

memenuhi syarat biokompatibilitas yang dapat diterima oleh tubuh atau tidak 

(Nirwana, 2005). Uji sitotoksisitas yang digunakan dalam penelitian ini adalah uji 

trypan blue dan MTT. Uji trypan blue didasarkan pada interaksi pewarna trypan 

blue dengan sel. Sel yang tidak menyerap warna dianggap masih hidup dan tidak 

rusak (Tran et al., 2011). Uji ini menggunakan 24-well plate culture yang 

penggunaannya disesuaikan dengan jumlah sampel yang digunakan. 

Uji MTT didasarkan pada kemampuan sel hidup untuk mereduksi garam 

MTT yang berwarna kuning dan larut menjadi formazan yang berwarna biru-ungu 

dan tidak larut (Siregar dan Handijono, 2000). Uji ini menggunakan 96-well plate 

culture yang penggunaannya disesuaikan dengan jumlah sampel yang digunakan. 

Jumlah sel yang hidup dideteksi dengan mengukur konsentrasi formazan yang 

tercermin pada densitas optik (OD) dengan menggunakan pembaca pelat 630 nm. 

 

3.5  Alat dan Bahan 

3.5.1 Alat 

a. Centrifuge 

b. Gelas ukur 

c. Shaker Incubator 

d. Laminar Flow Cabinet 
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e. 24-well plate culture dan 96-well plate culture 

f. Pipet mikro 

g. Rak Tabung 

h. Syringe 5ml 

i. Tabung epondorf 

j. Tabung Falcon 

k. Tabung heparin 

l. Neraca Timbang 

m. Rotary Evaporator 

n. Vortex 

o. ELISA reader 

p. Yellow tip dan blue tip 

q. Blender 

r. Botol Duran 

s. Erlemeyer 

t. Tourniquet 

3.5.2 Bahan 

a. Darah vena kapiler 

b. Bubuk logam NiCl₂.6H₂O 

c. Larutan Lymphoprep 

d. Ekstrak Biji Kopi Robusta 

e. HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) 

f. RPMI (Rosewel Park Memorial Institute Media) 

g. M199 

h. Fungizone 

i. Penicillin streptomycin  

j. Dimethylsulfoxide (Merck, Darmstadt, Germany) 

k. Alkohol 70% 

l. Aquades 

m. MTT (3-(4,5 dimethyldiazol-2-yl)-2,5 diphenyl Tetrazolium Bromid) 

n. PBS 
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o. DMSO 

p. Trypan blue 

 

3.6  Sampel Penelitian 

3.6.1 Kriteria Sampel 

Penelitian ini menggunakan isolat PBMC yang diperoleh dari darah vena 

perifer manusia. Sampel darah ini diperoleh dari pasien sehat (tidak mempunyai 

penyakit sistemik) yang telah mengisi inform consent dan memenuhi syarat 

kelayakan etik pada penelitian ini.  

3.6.2 Kelompok Sampel 

Sampel penelitian dibagi menjadi 5 kelompok perlakuan, sebagai berikut: 

a. Kelompok 1 : 

b. Kelompok 2 : 

PBMC + media kultur.  

PBMC + media kultur yang dipapar larutan senyawa 

NiCl₂.6H₂O konsentrasi 125 µM. 

c. Kelompok 3 : PBMC + media kultur yang dipapar dengan larutan senyawa 

NiCl₂.6H₂O konsentrasi 125 µM dan larutan ekstrak biji kopi 

robusta dengan konsentrasi 31,25 µg/ml,. 

d. Kelompok 4 : PBMC + media kultur yang dipapar dengan larutan senyawa 

NiCl₂.6H₂O konsentrasi 125 µM dan larutan ekstrak biji kopi 

robusta dengan konsentrasi 62,5 µg/ml. 

e. Kelompok 5 : PBMC + media kultur yang dipapar dengan larutan senyawa 

NiCl₂.6H₂O konsentrasi 125 µM dan larutan ekstrak biji kopi 

robusta dengan konsentrasi 125 µg/ml. 

5 kelompok perlakuan ini masing-masing akan diujikan pada 24-well 

plate culture sebagai kelompok A dan 96-well plate culture sebagai kelompok B. 

3.6.3 Besar Sampel 

Besar sampel pada penelitian ini diambil menurut rumus: n = 
z2σ2

𝑑2
 

Keterangan :  
n= Besar sampel tiap kelompok  

σ= Standar deviasi sampel  

d= Kesalahan yang masih dapat ditolerir  

z= Nilai pada tingkat kesalahan tertentu, jika a= 0,05 maka z = 1,96 (Daniel, 2009) 
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Pada penelitian ini nilai σ diasumsikan sama dengan nilai d (σ = d) 

Perhitungannya yaitu: 

𝑛 =
(1,96)2𝜎2

𝑑2
= 3,84 

    = 3,84 di bulatkan menjadi 4 

Berdasarkan hasil perhitungan diatas diperoleh jumlah sampel yang 

digunakan pada penelitian ini 4. Peneliti menggunakan 4 (empat) sampel untuk 

setiap perlakuan. 

3.6.4 Teknik Sampling 

Teknik sampel yang digunakan adalah teknik simple random sampling. 

Sampel PBMC pada 24-well plate culture dan 96-well plate culture yang telah 

memenuhi kriteria diuji secara acak kemudian pada masing-masing microplate 

dibagi dalam 5 kelompok terdiri dari 4 buah sampel sehingga secara keseluruhan 

terdapat 20 sampel. 24-well plate culture yang terdiri dari 24 well diambil 20 well 

untuk selanjutnya dilakukan uji trypan blue dan pada 96-well plate culture yang 

terdiri dari 96 well, diambil 20 well untuk selanjutnya dilakukan uji MTT. 

 

3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Ethical Clearance 

Prosedur pengambilan darah pada pasien dilakukan setelah disetujui oleh 

Komisi Etik Penelitian Kesehatan, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

3.7.2 Sterilisasi Alat 

Mencuci bersih semua alat penelitian yang terbuat dari logam kemudian 

disterilkan dalam autoclave selama 15 menit pada suhu 121˚C dan mensterilkan 

alat yang terbuat dari plastik menggunakan alkohol 70%.   

3.7.3 Pembuatan Ekstrak Biji Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Pembuatan ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) menggunakan 

teknik maserasi dan dilakukan di Laboratorium Biologi Farmasi Fakultas Farmasi 

Universitas Jember.  

a. Membersihkan biji kopi yang telah dikumpulkan dengan cara dicuci di bawah 

air mengalir sampai bersih.  
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b. Mengeringkan biji kopi robusta dengan membiarkan sampel ditempat 

terbuka. Sampel yang telah kering dibuat menjadi serbuk menggunakan 

blender kemudian diayak menggunakan ayakan mesh 65 hingga diperoleh 

serbuk yang halus dan seragam.  

c. Memasukkan serbuk biji kopi robusta ke dalam wadah gelas tertutup  

d. Menimbang serbuk biji kopi robusta sebanyak 500 gram menggunakan neraca 

timbang dan dimaserasi dalam larutan etanol 96% sebanyak 2000 ml selama 

48 jam. Menutup wadah dengan aluminium foil. 

e. Menyaring hasil maserasi menggunakan corong yang dilapisi kertas saring 

sehingga dihasilkan filtrat 1 dan ampas 1.  

f. Menyaring ampas 1 menggunakan kertas saring sehingga dihasilkan filtrat 2 

dan ampas 2.  

g. Menggabungkan filtrat 1 dan 2 untuk kemudian dievaporasi menggunakan 

rotary evaporator pada suhu 30-40˚C, sehingga diperoleh ekstrak biji kopi 

robusta konsentrasi 100%.  

h. Menyimpan ekstrak dalam wadah gelas tertutup. 

(Tanauma et al., 2016). 

3.7.4 Pengambilan sampel darah 

a. Melakukan pengambilan darah sebanyak 6 ml dari darah vena perifer orang 

sehat dengan menggunakan syringe 3 ml. 

b. Memasukkan darah yang telah diambil ke dalam tabung heparin secara 

perlahan-lahan dengan melewatkan pada dinding tabung agar tidak berbuih, 

kemudian tabung digoyangkan agar tidak menggumpal. 

3.7.5 Isolasi PBMC 

Teknik isolasi PBMC ini menggunakan metode Single Filter/Lymphoprep. 

a. Memasukkan 6 ml sampel darah pada tabung heparin dan dicampur sampai 

merata secara perlahan-lahan dengan melewatkan pada dinding tabung 

sehingga tidak berbuih menggunakan mikropipet dan blue tip. 

b. Membuat diluent darah yang berasal dari darah yang diencerkan 

menggunakan garam fisiologi (HBSS/PBS pH 7.4) dengan perbandingan 1:1 

dan dicampur hingga homogen.  
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c. Memasukkan diluent darah secara perlahan pada tabung yang sudah diisi 3 ml 

larutan lymphoprep menggunakan perbandingan Lymphoprep dengan diluent 

darah adalah 1:2. Larutan Lymphoprep dibuat tidak sampai pecah.  

d. Mensentrifugasi diluent darah menggunakan centrifuge dengan kecepatan 700 

g selama 30 menit pada suhu 20⁰C hingga terbentuk 4 lapisan (plasma, 

mononuklear, lymphoprep, polimorfonuklear eritrosit).  

e. Mempipet lapisan ke 2 mononuklear (cincin kabut) secara hati-hati yang 

kemudian dimasukkan ke dalam tabung steril.  

f. Mengencerkan dan menghomogenkan sampel mononuklear menggunakan 

PBS/HBSS (1:1). 

g. Mensentrifugasi sampel menggunakan centrifuge dengan kecepatan 700 g 

selama 3 menit dengan suhu 20⁰C.  

h. Melakukan pengulangan sebanyak 3 kali.  

i. Menambahkan 1 ml HBSS/PBS pH 7,4 pada supernatant yang telah didapat 

kemudian dihomogenkan. 

j. Menambahkan 5µl fungizone dan 20 µl penicillin streptomycin yang 

kemudian didapatkan 2 lapisan, yaitu lapisan supernatant (PBS dan sisa 

plasma) pada bagian atas serta PBMC pada bagian bawah.  

k. Membuang supernatant untuk akhirnya menyisakan lapisan PBMC. 

3.7.6 Prosedur Penempelan Sel 

a. Menyiapkan 24-well plate culture dan 96-well plate culture. Pada 24-well 

culture, diletakkan coverslip pada masing-masing well.  

b. Memasukkan suspense sel dan diinkubasi dalam inkubator dengan suhu 37⁰C 

selama 10 menit.  

c. Mengamati suspense sel di bawah mikroskop inverted dalam kondisi plate 

culture senantiasa bergetar sehingga dapat dilihat penempelan selnya.  

d. Mencuci suspense sel dengan RPMI sebanyak 3 kali dengan tujuan 

menghilangkan kontaminasi pada sel dan sel kembali diamati.  

3.7.7 Inkubasi PBMC dengan Logam Nikel 

a. Kelompok A2 :  Menambahkan 500 µl larutan senyawa NiCl₂.6H₂O 

konsentrasi 125 µM pada 20 well dari 24-well plate 
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culture yang tersedia dan telah terisi 500 µl sel PBMC + 

media kultur. Menginkubasi sel pada suhu 37⁰C di 5% 

kelembapan CO₂ selama 60 menit sebelum dilakukan uji 

trypan blue. 

b. Kelompok B2 : Menambahkan 100 µl larutan senyawa NiCl₂.6H₂O 

konsentrasi 125 µM pada 20 well dari 96-well plate 

culture yang tersedia dan telah terisi 100 µl sel PBMC 

(dengan masing-masing well terisi 5x10⁴ PBMC) + media 

kultur. Menginkubasi sel pada suhu 37⁰C di 5% 

kelembapan CO₂ selama 24 jam sebelum dilakukan uji 

toksisitas MTT (Rachmawati et al., 2013). 

3.7.8 Inkubasi PBMC dengan Logam Nikel dan Ekstrak Biji Kopi Robusta 

Menambahkan 500 µl larutan senyawa NiCl₂.6H₂O konsentrasi 125 µM 

pada 20 well dari total 24 well di 24-well plate culture yang telah terisi 500 µl sel 

PBMC + media kultur. Menginkubasi PBMC yang telah diberi perlakuan pada 

suhu 37⁰C di 5% kelembapan CO₂ selama 30 menit. Menyiapkan stok larutan 

ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 500 µg/ml dan memberikan perlakuan 

menggunakan larutan ekstrak biji kopi robusta dengan penjabaran sebagai 

berikut: 

a. Kelompok A3: Membuang 31,25 µl PBMC dan media kultur yang telah 

ditambahkan larutan senyawa NiCl₂.6H₂O pada 4 well 

kelompok perlakuan A3, lalu menambahkan 31,25 µl stok 

larutan ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 500 µg/ml 

untuk didapatkan konsentrasi NiCl₂.6H₂O 125 µM dan 

konsentrasi ekstrak biji kopi robusta 31,25 µg/ml. 

b. Kelompok A4: Membuang 62,5 µl PBMC dan media kultur yang telah 

ditambahkan larutan senyawa NiCl₂.6H₂O pada pada 4 

well kelompok perlakuan A4, lalu menambahkan 62,5 µl 

stok larutan ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 500 

µg/ml untuk didapatkan konsentrasi NiCl₂.6H₂O 125 µM 

dan konsentrasi ekstrak biji kopi robusta 62,5 µg/ml.  
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c. Kelompok A5: Membuang 125 µl PBMC dan media kultur yang telah 

ditambahkan larutan senyawa NiCl₂.6H₂O pada pada 4 

well kelompok perlakuan A5, lalu menambahkan 125 µl 

stok larutan ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 500 

µg/ml untuk didapatkan konsentrasi NiCl₂.6H₂O 125 µM 

dan konsentrasi ekstrak biji kopi robusta 125 µg/ml. . 

Menginkubasi PBMC yang telah diberi perlakuan pada suhu 37⁰C di 5% 

kelembapan CO₂ selama 30 menit. 

Perlakuan pada 96-well plate culture dimulai dengan menambahkan 100 

µl larutan senyawa NiCl₂.6H₂O konsentrasi 125 µM pada 20 well dari total 96 

well di 96-well plate culture yang telah terisi 100 µl sel PBMC (5x10⁴) + media 

kultur. Menginkubasi PBMC yang telah diberi perlakuan pada suhu 37⁰C di 5% 

kelembapan CO₂ selama 30 menit. Menyiapkan stok larutan ekstrak biji kopi 

robusta konsentrasi 500 µg/ml dan memberikan perlakuan menggunakan larutan 

ekstrak biji kopi robusta dengan penjabaran sebagai berikut: 

a. Kelompok B3: Membuang 10 µl PBMC dan media kultur yang telah 

ditambahkan larutan senyawa NiCl₂.6H₂O pada 4 well 

kelompok perlakuan B3, lalu menambahkan 10 µl stok 

larutan ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 500 µg/ml 

untuk didapatkan konsentrasi NiCl₂.6H₂O 125 µM dan 

konsentrasi ekstrak biji kopi robusta 31,25 µg/ml.  

b. Kelompok B4: Membuang 20 µl PBMC dan media kultur yang telah 

ditambahkan larutan senyawa NiCl₂.6H₂O pada pada 4 well 

kelompok perlakuan B4, lalu menambahkan 20 µl stok 

larutan ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 500 µg/ml 

untuk didapatkan konsentrasi NiCl₂.6H₂O 125 µM dan 

konsentrasi ekstrak biji kopi robusta 62,5 µg/ml.  

c. Kelompok B5: Membuang 40 µl PBMC dan media kultur yang telah 

ditambahkan larutan senyawa NiCl₂.6H₂O pada pada 4 well 

kelompok perlakuan B5, lalu menambahkan 40 µl stok 

larutan ekstrak biji kopi robusta konsentrasi 500 µg/ml 
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untuk didapatkan konsentrasi NiCl₂.6H₂O 125 µM dan 

konsentrasi ekstrak biji kopi robusta 125 µg/ml. 

Menginkubasi PBMC yang telah diberi perlakuan pada suhu 37⁰C di 5% 

kelembapan CO₂ selama satu jam sebelum dilakukan uji toksisitas MTT. 

3.7.9 Uji Sitotoksisitas dengan Trypan Blue 

a. Mencuci isolat PBMC yang telah diberi perlakuan sebanyak dua kali dengan 

HBSS.  

b. Memberi trypan blue sebanyak 50 µl pada masing-masing well yang akan 

diuji pada 24-well plate culture dan diratakan memenuhi cover slip.  

c. Menginkubasi sel PBMC yang tidak dan telah diberi perlakuan selama 1 

menit.  

d. Melakukan pemotretan di bawah mikroskop inverted. PBMC yang tidak 

menyerap pewarnaan trypan blue dihitung sebagai sel PBMC yang hidup. 

3.7.10 Uji Sitotoksisitas dengan MTT 

a. Menginkubasi 96-well plate culture berisi sel PBMC + media kultur yang 

tidak dan telah diberi perlakuan dengan inkubator CO₂ pada suhu 37⁰ selama 

satu jam. Inkubasi ini bertujuan agar sel dapat beradaptasi dan menempel 

pada dinding maupun dasar sumuran.  

b. Membuang media kultur dan menambahkan masing-masing 50 µl larutan 

MTT 5mg/ml pada tiap well.  

c. Membungkus plate dengan kertas atau alumunium foil dan menginkubasikan 

plate tersebut di tempat gelap.  

d. Menginkubasi plate kembali selama 4 jam dalam inkubator CO₂ 5% pada 

suhu 37⁰.  

e. Menghentikan kerja MTT dengan larutan DMSO. Peneliti meletakkan plate 

diatas plate shaker selama 30 menit agar kristal formazan terlarut. 

f. Menghidupkan ELISA reader menunggu hingga proses progressing selesai. 

Peneliti memasukkan plate ke dalam ELISA reader setelah pembungkus 

plate dibuka.  

g. Melakukan pembacaan ELISA dengan optical density (OD) 630 nm. Sel 

tanpa dipapar logam dianggap 100% (CCRC, 2010) 
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3.7.11 Pengamatan Hasil 

Menghitung persentase viabilitas PBMC yang diuji dengan uji trypan blue 

menggunakan rumus: 

Viabilitas PBMC (%) =  Jumlah PBMC yang viable x 100 

  Jumlah PBMC seluruhnya  

 

Menghitung persentase viabilitas sel yang diuji dengan uji MTT 

menggunakan persamaan berikut (CCRC, 2010): 

% Viabilitas sel =  Absorbansi sel setelah perlakuan-Absorbansi media x 100  

    Absorbansi sel-Absorbansi media 

Keterangan: 

%Viabilitas sel  : Persentase jumlah kehidupan sel setelah diuji 

Absorbansi tes  : Nilai Optical Density (OD) formazan setiap sampel setelah uji 

Absorbansi media : Nilai OD formazan pada rata-rata setiap kontrol media. 

Absorbansi sel  : Nilai OD formazan pada rata-rata kontrol sel. 

 

3.8 Analisis Data 

Data hasil penelitian ditabulasi kemudian dianalisis dengan uji 

normalitas Saphiro wilk dengan (p≥0,05) dan uji homogenitas dengan uji Levene-

test dengan (p≥0,05). Data yang terdistribusi normal dan homogen, kemudian 

dianalisis dengan uji statistik parametrik dengan uji analisa varian satu arah (One 

way ANOVA dengan p≤0,05) menggunakan aplikasi SPSS. Data yang diketahui 

memiliki perbedaan antar kelompok diuji dengan uji Least Significant Different 

(LSD) untuk mengetahui kemaknaan perbedaan antar uji sampel. Apabila data 

yang dihasilkan tidak terdistribusi secara normal dan homogen maka dilakukan uji 

non parametrik Kruskal Wallis kemudian dilanjutkan dengan uji Mann Whitney. 
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3.9 Alur Penelitian 

3  

 

Persiapan sampel: 

1. Pembuatan ekstrak biji kopi robusta 31,25 µg/ml, 62,5 µg/ml dan 125

µg/ml

2. Pembuatan larutan logam nikel dengan konsentrasi 125 µM

3. Isolasi PBMC

Kelompok 1 

PBMC + 

media kultur 

Kelompok 2 

PBMC + 

logam NiCl2

dengan 

konsentrasi 

125 µM 

Diinkubasi pada suhu 37⁰C di 

5% kelembapan CO₂  

Uji Trypan Blue dan MTT 

Kelompok 3 

PBMC + 

logam NiCl2

dengan 

konsentrasi 

125 µM + 

ekstrak kopi 

robusta 

konsentrasi 

31,25 µg/ml 

Kelompok 4 

PBMC + 

logam NiCl2

dengan 

konsentrasi 

125 µM + 

ekstrak kopi 

robusta 

konsentrasi 

62,5 µg/ml 

Kelompok 5 

PBMC + 

logam NiCl2

dengan 

konsentrasi 

125 µM + 

ekstrak kopi 

robusta 

konsentrasi 

125 µg/ml 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

a. Ekstrak biji kopi robusta (Coffea canephora) efektif dalam menghambat efek 

toksik senyawa nikel pada sel PBMC. 

b. Ekstrak biji kopi robusta dalam konsentrasi paling kecil 31,25 µg/ml yang 

dipaparkan pada sel PBMC dapat menurunkan efek toksik secara signifikan 

dari paparan logam nikel (NiCl2.6H2O), sedangkan pada konsentrasi 125 

µg/ml dan 62,5 µg/ml memiliki efek yang tidak begitu kuat dalam 

menurunkan efek toksik dari nikel karena dengan konsentrasi ekstrak kopi 

tersebut diketahui memiliki sifat toksik yang tergolong sebagai toksisitas 

rendah (60-90%). 

 

5.2 Saran 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kandungan zat aktif dari 

ekstrak biji kopi robusta yang aman dan tidak bersifat toksik bagi sel. 
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Lampiran A. Surat Keterangan 

A.1 Ethical clearance 
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A.2 Surat Identifikasi Tanaman 
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A.3 Informed Consent 
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A.4 Surat Keterangan Pembuatan Ekstrak 
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Lampiran B. Alat dan Bahan Penelitian 

B.1 Alat Penelitian 

No Nama Alat Gambar Alat 

1 ELISA Reader 

 
2 Syringe 

 
3 Botol Duran 

 
4 Vortex  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


69 
 
 

5 Tabung Falcon 

 
6 Microplate-96 well  

7 Neraca timbang 

 
8 Centrifuge 
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9 Mikroskop inverted 

 
10 Shaker incubator 

 
11 Laminar Flow Cabinet 

 
12 Erlemenyer 
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13 Pipet mikro 

 
14 Petridish 

 
15 Tourniquet 

 
16 Micropipet 
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17 Tabung heparin 

 
18 Coverslip 

 
19 Rak tabung 

 
20 Gelas ukur 

 
21 Filter syringe 
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22 Tabung ependorf 

 
23 Yellow tip dan blue tip 

 

 
 

B.2 Bahan Penelitian 

No Nama Bahan Gambar Bahan 
1 Darah vena kapiler 

 
2 Aquadest 
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3 M199 

 
4 RPMI 

 
5 MTT 

 
6 DMSO 

 
7 Ekstrak biji kopi 

robusta 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


75 
 
 

8 Larutan NiCl.6H2O 

 
9 PBS 

 
10 Alkohol 
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Lampiran C. Pembuatan Ekstrak Biji Kopi Robusta (Coffea canephora) 

NO Gambar Tahapan 

1 

 

Menimbang biji kopi robusta 
yang telah dihaluskan sebanyak 
500 gram 
 

2 

 

Biji kopi robusta yang telah 
dihaluskan, direndam dengan 
etanol 96% dengan 
perbandingan 1:4 
 

3 

 

Dimaserasi selama 3 hari 
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4 

 

Biji kopi robusta yang telah 
dimaserasi, disaring dengan 
kertas saring 
 

5 

 

Biji kopi robusta yang telah 
disaring, dievaporasi dengan 
rotary evaporator sehingga 
didapatkan ekstrak 100% 
 

6 

 

Ekstrak biji kopi robusta 100% 
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Lampiran D. Isolasi PBMC 

NO Gambar Tahapan 

1 

 

Pengambilan darah 
 

2 

 

Darah vena kapiler pada 
tabung heparin 
 

3 

 

Alirkan darah secara 
perlahan ke dalam tabung 
falcon 
 

4 

 

Sentrifugasi selama 10 
menit 
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5 

 

Pengambilan sel PBMC 
 

6 

 

Penanaman sel di well plate 
dan tambahkan media kultur 
RPMI 
 

7 

 

 

8 

 

Inkubasi 30 menit 
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9 

 

Penggantian media kultur 
M199 dan pemberian 
perakuan nikel dan kopi 
 

10 

 

Inkubasi sel 1 jam 
 

11 

 

Uji viabilitas trypan blue 
dengan mikroskop inverted 
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Lampiran E. Hasil Penelitian Pendahuluan 

PBMC + Nikel 250 µM 

  

  

PBMC + Nikel 500 µM 
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PBMC + Nikel 250 µM + Kopi 125 µg/ml 

  
 

  
 
PBMC + Nikel 250 µM + Kopi 62,5 µg/ml 
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PBMC + Nikel 250 µM + Kopi 31,25 µg/ml 

  
 

  
 
PBMC + Nikel 500 µM + Kopi 125 µg/ml 
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PBMC + Nikel 500 µM + Kopi 62,5 µg/ml 

   
 

  
 
PBMC + Nikel 500 µM + Kopi 31,25 µg/ml 
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Lampiran F. Hasil Penelitian 

PBMC + Kultur media 

  

  
 

PBMC + Nikel 125 µM 
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PBMC + Nikel 125 µM + Kopi 125 µg/ml 

  

   
 

PBMC + Nikel 125 µM + Kopi 62,5 µg/ml 
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PBMC + Nikel 125 µM + Kopi 31,25 µg/ml 
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Lampiran G. Analisis Data 

G.1. Analisis Data Hasil Penelitian dengan Uji Trypan Blue 

% Viabilitas   
Kelompok Mean N Std. Deviation 

Kontrol 94.6200 4 .44930 

Nikel 83.4425 4 .14841 

Konsentrasi 125 % 85.7925 4 .32887 

Konsentrasi 62.5 % 87.1900 4 .20116 

Konsentrasi 31.25 % 90.4900 4 .52428 

Total 88.3070 20 4.00890 
 

a. Uji Normalitas Shapiro wilk 

 Kelompok Shapiro-Wilk 

Statistic Df Sig. 

% Viabilitas Kontrol .952 4 .729 

Nikel .950 4 .715 

Konsentrasi 125 % .882 4 .347 

Konsentrasi 62.5 % .962 4 .792 

Konsentrasi 31.25 % .963 4 .798 

a. Lilliefors Significance Correction 
 

b. Uji Homogenitas Levene test 

% Viabilitas   
Levene Statistic df1 df2 Sig. 

.749 4 15 .574 
 

c. Uji Beda One Way Anova 
% Viabilitas   
 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 303.413 4 75.853 585.845 .000 

Within Groups 1.942 15 .129   
Total 305.355 19    
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d. Uji Beda Lanjutan LSD (Least Significance Difference) 
Dependent Variable:   % Viabilitas   
LSD   
(I) Kelompok (J) Kelompok Mean 

Difference 

(I-J) 

Std. 

Error 

Sig. 95% Confidence 

Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Kontrol Nikel 11.17750* .25444 .000 10.6352 11.7198 

Konsentrasi 125 % 8.82750* .25444 .000 8.2852 9.3698 

Konsentrasi 62.5 % 7.43000* .25444 .000 6.8877 7.9723 

Konsentrasi 31.25 % 4.13000* .25444 .000 3.5877 4.6723 

Nikel Kontrol -11.17750* .25444 .000 -11.7198 -10.6352 

Konsentrasi 125 % -2.35000* .25444 .000 -2.8923 -1.8077 

Konsentrasi 62.5 % -3.74750* .25444 .000 -4.2898 -3.2052 

Konsentrasi 31.25 % -7.04750* .25444 .000 -7.5898 -6.5052 

Konsentrasi 125 % Kontrol -8.82750* .25444 .000 -9.3698 -8.2852 

Nikel 2.35000* .25444 .000 1.8077 2.8923 

Konsentrasi 62.5 % -1.39750* .25444 .000 -1.9398 -.8552 

Konsentrasi 31.25 % -4.69750* .25444 .000 -5.2398 -4.1552 

Konsentrasi 62.5 % Kontrol -7.43000* .25444 .000 -7.9723 -6.8877 

Nikel 3.74750* .25444 .000 3.2052 4.2898 

Konsentrasi 125 % 1.39750* .25444 .000 .8552 1.9398 

Konsentrasi 31.25 % -3.30000* .25444 .000 -3.8423 -2.7577 

Konsentrasi 31.25 % Kontrol -4.13000* .25444 .000 -4.6723 -3.5877 

Nikel 7.04750* .25444 .000 6.5052 7.5898 

Konsentrasi 125 % 4.69750* .25444 .000 4.1552 5.2398 

Konsentrasi 62.5 % 3.30000* .25444 .000 2.7577 3.8423 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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G.2. Analisis Data Hasil Penelitian dengan Uji MTT 

% Viabilitas   
Kelompok Mean N Std. Deviation 

Kontrol 100.0000 4 .00000 

Nikel 84.6475 4 9.04635 

Konsentrasi 125 % 86.6475 4 8.69841 

Konsentrasi 62.5 % 94.9300 4 1.78376 

Konsentrasi 31.25 % 98.4775 4 .19602 

Total 92.9405 20 8.12233 
 

a. Uji Normalitas Shapiro wilk 

 Kelompok Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. 

% Viabilitas Nikel .981 4 .908 

Konsentrasi 125 % .981 4 .905 

Konsentrasi 62.5 % .851 4 .228 

Konsentrasi 31.25 % .921 4 .545 

a. % Viabilitas is constant when Kelompok = Kontrol. It has been omitted. 

b. Lilliefors Significance Correction 
 

b. Uji Homogenitas Levene test 

% Viabilitas   
Levene Statistic df1 df2 Sig. 

4.654 4 15 .012 
 

c. Uji Beda Kruskal Walis 
Data tidak normal dan tidak homogen 

 % Viabilitas 

Chi-Square 15.863 

Df 4 

Asymp. Sig. .003 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: Kelompok 
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d. Uji Beda Lanjutan Mann Whitney 

1. Kelompok kontrol dan kelompok nikel 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Kelompok kontrol dan kelompok nikel + kopi 31,25 µg/ml 
 

 

 

 

 

 

 
 

3. Kelompok kontrol dan kelompok nikel + kopi 62,5 µg/ml 
Test Statisticsb 

 Viabilitas 

Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.477 
Asymp. Sig. (2-tailed) .013 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029a 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: Kelompok 

 

 

 

 

 

Test Statisticsb 

 Viabilitas 

Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.460 
Asymp. Sig. (2-tailed) .014 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029a 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: Kelompok 

Test Statisticsb 

 Viabilitas 

Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.530 
Asymp. Sig. (2-tailed) .011 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029a 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: Kelompok 
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4. Kelompok kontrol dan  kelompok nikel + kopi 125 µg/ml 
Test Statisticsb 

 Viabilitas 

Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.460 
Asymp. Sig. (2-tailed) .014 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029a 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: Kelompok 

 

5. Kelompok nikel dan kelompok nikel + kopi 31,25 µg/ml 

 
 

 

 

 

 

 

 

6. Kelompok nikel dan kelompok nikel + kopi 62,5 µg/ml 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test Statisticsb 

 Viabilitas 

Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.366 
Asymp. Sig. (2-tailed) .018 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029a 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: Kelompok 

Test Statisticsb 

 Viabilitas 

Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 13.000 
Z -1.452 
Asymp. Sig. (2-tailed) .146 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200a 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: Kelompok 
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7. Kelompok nikel dan kelompok nikel + kopi 125 µg/ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

8. Kelompok nikel+kopi 31,25 µg/ml dan kelompok nikel+ kopi 62,5 µg/ml 
Test Statisticsb 

 Viabilitas 

Mann-Whitney U 1.500 
Wilcoxon W 11.500 
Z -2.013 
Asymp. Sig. (2-tailed) .044 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .057a 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: Kelompok 
 

9. Kelompok nikel+kopi 31,25 µg/ml dan kelompok nikel+kopi 125 µg/ml 
Test Statisticsb 

 Viabilitas 

Mann-Whitney U .000 
Wilcoxon W 10.000 
Z -2.366 
Asymp. Sig. (2-tailed) .018 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029a 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: Kelompok 

 

 

 

 

 

 

 

Test Statisticsb 

 Viabilitas 

Mann-Whitney U 6.500 
Wilcoxon W 16.500 
Z -.436 
Asymp. Sig. (2-tailed) .663 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .686a 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: Kelompok 
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10. Kelompok nikel+kopi 62,5 µg/ml dan kelompok nikel+kopi 125 µg/ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

Test Statisticsb 

 Viabilitas 

Mann-Whitney U 3.000 
Wilcoxon W 13.000 
Z -1.452 
Asymp. Sig. (2-tailed) .146 
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .200a 
a. Not corrected for ties. 
b. Grouping Variable: Kelompok 
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