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MOTTO

”Allah tidak membebani seseorang melainkan sesuai dengan kesanggupannya”

(QS. Al-Baqarah 286)

“Hey Jude, refrain! Don't carry the world upon your shoulders”

-Paul McCartney

”You get one shot at life, why be unhappy ™

-Noel Gallagher

“Semua orang memiliki gilirannya masing-masing, bersabarlah dan tunggu

giliranmu”

-Gol D. Roger

v



PERNYATAAN ORISINALITAS

Saya yang bertanda tangan di bawah ini :
Nama : Revani Putri Lailatul Syifa
NIM :221610101159

Menyatakan dengan sesungguhnya bahwa skripsi yang berjudul: Potensi Pasta Gigi
Ekstrak Biji Hijau Kopi Robusta (Coffea canephora) Terhadap Ekspresi Interleukin-
10 (IL-10) Tikus Periodontitis Adalah benar-benar karya sendiri, kecuali jika dalam
pengutipan substabsi disebutkan sumbernya, dan belum pernah diajukan institusi
manapun, serta bukan karya jiplakan. Saya bertanggung jawab atas keabsahan dan
kebenaran isinya sesuai dengan skripsi ilmiah yang harus dijunjung tinggi. Demikian
pernyataan ini saya buat dengan sebenarnya, tanpa adanya tekanan dan paksaan dari
pihak manapun serta bersedia mendapat sanksi akademik jika ternyata di kemudian

hari pernyataan ini tidak benar.

Jember, 6 Juli 2026

Yang menyatakan,

Revani Putri Lailatul Syifa

NIM 221610101159



HALAMAN PERSETUJUAN

Skripsi berjudul Potensi Pasta Gigi Ekstrak Biji Hijau Kopi Robusta (Coffea
canephora) Terhadap Ekspresi Interleukin-10 (IL-10) Tikus Periodontitis telah diuji
dan disahkan oleh Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember pada:

Hari : Senin

Tanggal : 6 Juli 2026

Tempat : Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

Pembimbing Tanda Tangan

1. Pembimbing Utama

Nama : drg. Neira Najatus Sakinah, Sp.Perio §... 00.T...... )
NIP : 199310102019032031
Penguji

1. Penguji Utama

Nama : Dr. drg. Desi Sandra Sari, MD.Sc (0 S )
NIP : 197512152003122005

2. Penguji Anggota
Nama : Dr. drg. I Dewa Ayu Susilawati, M.Kes v PR N )
NIP : 196109031986022001

vi



ABSTRACT

Background: Periodontitis is a chronic inflammatory disease characterized by the
destruction of periodontal supporting tissues due to bacterial biofilm and host immune
responses. Interleukin-10 (IL-10) is an anti-inflammatory cytokine that regulates
inflammation and promotes periodontal tissue homeostasis. Green Robusta coffee
bean (Coffea canephora) extract contains bioactive compounds with antibacterial,
antioxidant, and anti-inflammatory properties. This study aimed to evaluate the effect
of green Robusta coffee bean extract toothpaste on IL-10 expression in periodontitis-
induced Wistar rats. Methods: An experimental post-test only control group design
was conducted using male Wistar rats with periodontitis induced by Porphyromonas
gingivalis LPS. The animals were assigned to control and treatment groups receiving
toothpaste containing green Robusta coffee bean extract at concentrations of
0.78125%, 1.5625%, 3.125%, and 6.25% for 7 and 14 days. IL-10 expression in the
periodontal ligament was assessed by immunohistochemistry and quantified using
ImageJ. Data were analyzed using the Shapiro—Wilk, Levene's, and Kruskal-Wallis
tests (p < 0.05). Results: Green Robusta coffee bean extract toothpaste increased IL-
10 expression compared with the placebo group. The highest mean IL-10 expression
was observed on day 7 in the 3.125% group (43.33 = 5.77), which was higher than the
control group (36.67 £ 5.77). Statistical analysis revealed significant differences in IL-
10 expression among the treatment groups (p < 0.05). Conclusion: Green Robusta
coffee bean extract toothpaste at concentrations of 0.78125%, 1.5625%, 3.125%, and
6.25% was shown to increase IL-10 expression in the periodontal ligament of
periodontitis-induced Wistar r

Keywords: periodontitis, Interleukin-10, IL-10, green Robusta coffee bean extract,
Coffea canephora, toothpaste, periodontal inflammation.
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RINGKASAN

POTENSI PASTA GIGI EKSTRAK BIJI HIJAU KOPI ROBUSTA (Coffea
canephora) TERHADAP EKSPRESI Interleukin-10 (1IL-10) TIKUS
PERIODONTITIS; Revani Putri Lailatul Syifa, 221610101159; 2026; 36 halaman;

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember

Periodontitis merupakan penyakit inflamasi kronis yang ditandai dengan
kerusakan progresif jaringan penyangga gigi akibat interaksi antara biofilm bakteri dan
respons imun inang. Salah satu bakteri utama penyebab periodontitis adalah
Porphyromonas gingivalis, yang melalui lipopolisakarida (LPS) mampu memicu
respons inflamasi sehingga menyebabkan kerusakan ligamen periodontal dan resorpsi
tulang alveolar. Interleukin-10 (IL-10) berperan sebagai sitokin antiinflamasi yang
penting dalam mengendalikan respons imun dan mempertahankan homeostasis
jaringan periodontal. EBHKR diketahui mengandung senyawa bioaktif, seperti asam
klorogenat, flavonoid, kafein, dan trigonelin, yang memiliki aktivitas antibakteri,
antioksidan, dan antiinflamasi. Berdasarkan potensi tersebut, penelitian ini bertujuan
untuk menganalisis pengaruh pasta gigi ekstrak biji kopi robusta hijau terhadap
peningkatan ekspresi IL-10 pada ligamen periodontal tikus Wistar yang diinduksi

periodontitis.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris dengan
rancangan post-test only control group design menggunakan tikus Wistar jantan
(Rattus norvegicus) yang diinduksi periodontitis menggunakan LPS P. gingivalis.
Hewan uji dibagi menjadi kelompok kontrol dan kelompok perlakuan yang diberikan
pasta gigi ekstrak biji kopi robusta hijau dengan konsentrasi 0,78125%, 1,5625%,
3,125%, dan 6,25% selama 7 dan 14 hari. Pengaplikasian pasta gigi sebanyak seujung
sonde dilakukan menggunakan microbrush dengan teknik roll selama 10 kali pada
area molar rahang kiri bawah. Waktu pengaplikasian pada pukul 08.00 dan 15.00

selama 7 hari dan 14 hari. Ekspresi IL-10 pada ligamen periodontal diamati
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menggunakan pewarnaan imunohistokimia, kemudian dihitung secara kuantitatif
menggunakan perangkat lunak ImageJ berdasarkan jumlah sel positif. Analisis statistik
dilakukan menggunakan uji Shapiro—Wilk, uji Levene, dan uji Kruskal-Wallis dengan

tingkat signifikansi p<0,05.

Berdasarkan hasil penelitian dapat disimpulkan bahwa pasta gigi ekstrak biji
hijau kopi robusta (Coffea canephora) berpotensi meningkatkan ekspresi IL-10 pada
ligamen periodontal tikus wistar yang mengalami periodontitis, dengan konsentrasi
3,125% memberikan efek paling optimal pada fase awal penyembuhan. Penelitian
selanjutnya disarankan untuk mengidentifikasi kandungan senyawa aktif melalui uji
fitokimia, mengevaluasi mekanisme kerja ekstrak terhadap sitokin antiinflamasi
lainnya, serta melakukan uji klinis guna mengonfirmasi efektivitas dan keamanan

penggunaan pasta gigi ekstrak biji hijau kopi robusta pada manusia.

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan, yaitu kandungan senyawa
bioaktif spesifik dalam ekstrak biji hijau kopi robusta yang berperan dalam
meningkatkan ekspresi IL-10 belum diidentifikasi melalui uji fitokimia, sehingga
mekanisme kerja pada tingkat molekuler belum dapat dipastikan. Keterbatasan
tersebut juga dapat menjelaskan mengapa peningkatan ekspresi IL-10 tidak
menunjukkan pola dose-response yang linear, dengan ekspresi tertinggi diperoleh pada
konsentrasi 3,125% dan bukan pada konsentrasi 6,25%. Selain itu, penelitian ini
menggunakan model hewan coba dengan waktu pengamatan yang terbatas hingga 14
hari, sehingga hasil penelitian belum dapat digeneralisasikan secara langsung pada

manusia maupun untuk penggunaan jangka panjang.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit periodontal, termasuk di dalamnya periodontitis, merupakan
salah satu jenis penyakit infeksi kronis yang paling umum ditemukan secara
global. Kondisi ini mempengaruhi jaringan penyangga gigi dan dapat
menyebabkan kerusakan progresif dan irreversible apabila tidak ditangani
dengan tepat, sehingga menjadikannya sebagai masalah kesehatan masyarakat
yang signifikan di berbagai belahan dunia (Komang et al., 2025). Menurut
data RISKESDAS yang diterbitkan oleh Kementerian Kesehatan Republik
Indonesia pada tahun 2018, menunjukkan bahwa prevalensi periodontitis di
Indonesia mencapai 74,1%. (Riset Kesehatan Dasar, 2018). Bakteri plak yang
terakumulasi pada permukaan gigi dan gingiva dianggap sebagai faktor primer
penyebab periodontitis. Teori menyebutkan, bakteri plak yang dominan
terhadap penyakit ini adalah Porphyromonas gingivalis (Newman and
Carranza’s, 2024).

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) adalah bakteri gram negatif
yang menjadi agen utama penyebab periodontitis dengan cara mengkolonisasi
epitel rongga mulut dan membentuk plak pada gingiva, yang mengganggu
keseimbangan mikroba dan menyebabkan disbiosis ekologis. Biofilm yang
dihasilkannya memperburuk kerusakan jaringan dengan mendukung
kolonisasi bakteri oral lain, sementara kelangsungan hidupnya bergantung
pada protein dan metabolisme asam amino (Ziyan et al., 2025; Jing ding et al.,
2025). Salah satu faktor virulensinya adalah produksi lipopolisakarida (LPS),
komponen utama membran luar bakteri gram-negatif yang memicu respon
inflamasi di jaringan periodontal. LPS dikenali oleh 7o/l-/ike receptor 4 (TLR-
4) pada sel imun, yang kemudian mengaktifkan produksi sitokin sebagai
bagian dari mekanisme pertahanan tubuh yaitu sitokin pro-inflamatori dan
anti-inflamatori. Sitokin pro-inflamatori yang berperan seperti Interleukin-13

(IL-1B), Tumor Necrosis Factor-o. (TNF-a), dan Interleukin-6 (IL-6),



sedangkan sitokin anti-inflamatori yang berperan diantaranya adalah
Interleukin-10 (IL-10) (Newman dan Carranza’s, 2024).

IL-10 merupakan salah satu sitokin antiinflamasi yang berperan untuk
menekan peradangan dan mempertahankan homeostasis (Xutao Chen et al.,
2022). IL-10 diproduksi oleh makrofag, sel T terutama Th2. IL-10 tidak hanya
sebagai mediator regulasi, tetapi juga sebagai penghambat aktivitas lain
seperti aktivasi sel B dan mencegah produksi IL-12 oleh makrofag dan sel
denditrik yang diaktifkan (Baratawidjaja dan Rengganis, 2022). Sitokin
seperti IL-10 berperan penting dalam imunopatologi dari penyakit
periodontal. Pada beberapa penelitian menyatakan bahwa IL-10 dapat
menurunkan respon inflamasi sehingga rentan terhadap kerusakan tulang
alveolar (Newman dan Carranza’s, 2024).

Kerusakan pada jaringan periodontal dapat dicegah dengan salah
satunya yaitu kontrol plak (Newman dan Carranza’s, 2024). Kontrol plak
dapat dilakukan dengan penggunaan pasta gigi herbal atau non-herbal
(Rajendiran et al., 2021). Saat ini, pasta gigi ekstrak biji kopi robusta telah
dikembangkan sebagai bahan terapi penyakit periodontal. Penelitian
Waulandari ef al. (2023) membuktikan bahwa pasta gigi ekstrak biji kopi
robusta konsentrasi 12,5%, 25% dan 50% mempunyai daya hambat terhadap
bakteri P.gingivalis. Pasta gigi ekstrak biji kopi robusta terbukti mengandung
senyawa kafein, trigonelin, flavonoid dan asam klorogenat (Wulandari et al.,
2023). Senyawa tersebut memiliki sifat antimikroba yang berperan penting
sebagai pencegahan penyakit periodontal. Penelitian lain mengkonfirmasi
bahwa penggunaan pasta gigi ekstrak biji kopi robusta terbukti dapat
mengurangi pembentukan plak gigi, peradangan gingiva dan menurunkan
ekspresi IL-1 secara signifikan pada tikus model gingivitis (Pujiastuti et al.,
2023).

Kemampuan pasta gigi ekstrak biji hijau kopi robusta telah terbukti
dapat membantu penyembuhan gingivitis. Namun, hingga saat ini masih
belum diketahui potensi pasta gigi tersebut dalam meningkatkan IL-10 yang

dapat menghambat inflamasi periodontal dan kerusakan tulang alveolar pada



periodontitis. Sehingga peneliti ingin melakukan penelitian terkait potensi
pasta gigi ekstrak biji hijau kopi robusta dalam meningkatkan aktivitas sitokin
antiinflamatori IL-10 pada jaringan periodontal tikus wistar yang diinduksi

LPS Pgingivalis.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan penjelasan latar belakang, didapatkan rumusan masalah yaitu:
Apakah pasta gigi ekstrak biji hijau kopi robusta (Coffea canephora) dapat

meningkatkan ekpresi IL-10 pada tikus periodontitis?

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut :
Penelitian ini bertujuan untuk Mengkaji peningkatan IL-10 terhadap tikus
periodontitis dengan pengaruh pasta gigi ekstrak biji hijau kopi robusta

(Coffea canephora).

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang diharapkan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut :
Penelitian ini diharapkan dapat menjadi salah satu referensi keilmuan dalam
bidang kedokteran gigi terkait peningkatan ekspresi IL-10 terhadap tikus
periodontitis dengan pengaruh pasta gigi ekstrak biji hijau kopi robusta.



BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Periodontitis

2.1.1

2.1.2

Definisi Periodontitis

Periodontitis merupakan penyakit inflamasi kompleks yang
mempengaruhi struktur jaringan pendukung gigi, termasuk ligament
periodontal dan tulang alveolar. Dalam konteks kalimat "kompleks",
dijelaskan bahwa tidak hanya terdapat fakta mengenai keberadaan
beberapa gejala klinis yang menjadi penyebab penyakit ini, tetapi juga
karena beberapa faktor lain yang mengarah pada penyebab inflamasi
periodontal (Newman dan Carranza’s, 2024). Secara Kklinis,
periodontitis ditandai oleh inflamasi kronis, pergeseran epitelium ke
arah apikal, hilangnya jaringan ikat, serta resorpsi tulang alveolar

secara permanen (Salsabilla et al., 2024).

Etiologi Periodontitis

Faktor lokal yang menjadi penyebab periodontitis adalah
adanya akumulasi plak pada gigi. Akumulasi plak dan perkembangan
biofilm merupakan penyebab utama peradangan serta kerusakan pada
jaringan periodontal. Oleh karena itu, faktor-faktor yang memfasilitasi
akumulasi plak atau menghambat proses pembersihan plak melalui
prosedur kebersihan mulut dapat berdampak negatif bagi kesehatan
pasien. Faktor-faktor yang meningkatkan retensi plak sangat
berpengaruh terhadap perkembangan periodontitis, karena hal tersebut
memungkinkan mikroorganisme bertahan di dekat jaringan
periodontal, serta menciptakan lingkungan yang mendukung
pematangan biofilm. Kalkulus diakui sebagai salah satu faktor penahan
plak yang paling signifikan, mengingat kemampuannya untuk
menjebak dan menyimpan bakteri plak pada permukaan kasar serta di
bagian dalamnya. Dengan demikian, pembersihan kalkulus menjadi
suatu keharusan dalam upaya pemeliharaan periodonsium yang sehat

(Newman dan Carranza’s, 2024).



Morfologi gigi juga dapat memengaruhi retensi plak. Akar gigi
dapat memiliki lekukan dan/atau cekungan, serta dalam beberapa
kasus, proyeksi email pada permukaan dan/atau area pintu masuk
furkasi. Variasi morfologi ini dapat mempermudah retensi plak,
pembentukan kalkulus subgingiva, dan perkembangan penyakit
periodontal. Margin restorasi yang berada di bawah garis gusi dan
menjorok ke dalam, lesi karies yang meluas ke subgingiva, serta furkasi
yang terpapar akibat kehilangan tulang juga berkontribusi dalam
meningkatkan retensi plak (Newman dan Carranza’s, 2024).

Selain faktor lokal, faktor sistemik juga mempengaruhi adanya
periodontitis. Periodontitis merupakan suatu penyakit yang kompleks,
yang tidak hanya terbatas pada infeksi di lokasi lokal. Dalam beberapa
kasus, periodontitis juga terkait dengan berbagai gangguan sistemik
lainnya, antara lain sindrom Haim-Munk, sindrom Papillon-Lefévre,
sindrom Ehlers-Danlos, sindrom Kindlers, dan sindrom Cohen. Pasien
yang menderita penyakit yang mempengaruhi respons sistem
kekebalan tubuh, seperti HIV/AIDS, juga dapat mengalami kerusakan
periodontal. Adapun bukti yang menunjukkan bahwa osteoporosis,
pola makan yang tidak seimbang, stres, serta faktor-faktor
dermatologis, hematologis, dan neoplastik dapat memengaruhi respons
inflamasi pada jaringan periodontal. Selain sindrom-sindrom yang
telah diidentifikasi, periodontitis juga terkait dengan berbagai penyakit
sistemik berat, seperti diabetes melitus, gangguan kardiovaskular,

stroke, dan gangguan paru-paru (Newman dan Carranza’s, 2024).

Gambaran klinis Periodontitis

Gambaran klinis merupakan penilaian medis yang dibuat oleh
dokter berdasarkan kondisi pasien, termasuk gejala yang dialami,
tanda-tanda fisik yang teramati, serta hasil pemeriksaan penunjang
yang tersedia (Ahmed, 2019). Pada penyakit periodontis terdapat
beberapa gambaran klinis, antara lain (Salsabilla et al., 2024) :

a. Gingiva merah dan bengkak



b. Bau mulut

c. Poket periodontal
d. Kehilangan tulang
e. Kegoyangan gigi
f. Resesi gingiva

Patogenesis Periodontitis
Periodontitis  merupakan  penyakit inflamasi  kronis

multifaktorial yang dipengaruhi oleh akumulasi plak serta
ketidakseimbangan antara mikroorganisme dan respons imun inang
(Anna et al., 2024). Penumpukan plak menyebabkan gingivitis, yaitu
inflamasi gingiva tanpa kehilangan perlekatan. Apabila kontrol plak
tidak adekuat, gingivitis dapat berkembang menjadi periodontitis yang
ditandai dengan kehilangan perlekatan dan kerusakan jaringan
periodontal. Meskipun tidak semua kasus gingivitis berkembang
menjadi periodontitis, seluruh kasus periodontitis diawali oleh
gingivitis. Perkembangannya dipengaruhi oleh respons imun individu
(Newman dan Carranza’s, 2024).

Patogenesis periodontitis terdiri atas empat tahap, yaitu initial
lesion, early lesion, established lesion, dan advanced lesion (Newman
dan Carranza’s, 2024). Pada tahap initial lesion, yang terjadi sekitar 2—
4 hari setelah akumulasi plak, terjadi vasodilatasi, peningkatan
permeabilitas pembuluh darah, migrasi neutrofil dan monosit ke sulkus
gingiva, serta peningkatan gingival crevicular fluid (GCF) sebagai
respons terhadap bakteri (Newman dan Carranza’s, 2024).

Tahap early lesion muncul sekitar satu minggu setelah
penumpukan plak dan ditandai dengan peningkatan infiltrasi neutrofil
dan limfosit T, apoptosis fibroblas, degradasi kolagen di sekitar epitel
junctional, proliferasi epitel, serta edema gingiva yang menyebabkan
pendalaman sulkus dan mendukung pembentukan biofilm subgingiva

(Newman dan Carranza’s, 2024).



Tahap established lesion merupakan bentuk gingivitis lanjut
yang ditandai dominasi sel plasma, infiltrasi sel inflamasi yang lebih
luas, kerusakan kolagen berkelanjutan, serta peningkatan aktivitas
enzim MMP-8 dan MMP-9 yang mempercepat degradasi jaringan.
Poket epitel menjadi lebih permeabel dan mudah berdarah, meskipun
kondisi ini masih dapat pulih dengan pengendalian plak yang optimal
(Newman dan Carranza’s, 2024).

Tahap advanced lesion menandai perkembangan menjadi
periodontitis, ditandai dengan kerusakan ligamen periodontal dan
tulang alveolar, migrasi apikal epitel junctional, pembentukan poket
periodontal, serta resorpsi tulang alveolar. Biofilm yang menetap di
dalam poket mempertahankan inflamasi kronis sehingga kerusakan
jaringan terus berlanjut dan pengendalian bakteri menjadi semakin sulit

(Newman dan Carranza’s, 2024).

2.2 Porphyromonas gingivalis
2.2.1 Faktor virulensi

Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri Gram-negatif
anaerob yang berperan sebagai keystone pathogen dalam patogenesis
periodontitis. Walaupun jumlahnya tidak dominan di dalam biofilm
subgingiva, bakteri ini mampu mengganggu keseimbangan mikrobiota
rongga mulut (dysbiosis) dan memengaruhi respons imun inang.
Akibatnya, terjadi proses inflamasi kronis yang berlanjut hingga
menyebabkan kerusakan jaringan periodontal. Kemampuan tersebut
didukung oleh berbagai faktor virulensi yang saling berinteraksi dalam
proses kolonisasi, invasi jaringan, penghindaran terhadap sistem imun,
serta kerusakan jaringan periodontal (Nadaf et al., 2024).

Salah satu faktor virulensi yang paling penting pada P.
gingivalis adalah gingipain, yaitu enzim protease sistein yang terdiri
atas arginine-specific gingipain (RgpA dan RgpB) serta lysine-specific
gingipain (Kgp). Enzim ini berfungsi menguraikan berbagai protein

penyusun matriks ekstraseluler, seperti kolagen dan fibronektin, serta



komponen pertahanan tubuh, termasuk imunoglobulin, sitokin, dan
protein komplemen. Aktivitas tersebut tidak hanya menyediakan
sumber nutrisi bagi bakteri, tetapi juga membantu bakteri menghindari
respons imun sekaligus mempercepat kerusakan jaringan periodontal
(Polishchuk et al., 2025).

Selain gingipain, P. gingivalis memiliki struktur fimbriae yang
tersusun atas fimbriae mayor (FimA) dan fimbriae minor (Mfal).
Fimbriae berperan sebagai molekul adhesi yang memungkinkan bakteri
melekat pada permukaan gigi, epitel gingiva, maupun bakteri lain
dalam biofilm. Struktur ini juga mempermudah proses invasi ke dalam
sel epitel dan fibroblas gingiva serta mengaktivasi reseptor Toll-like
receptor (TLR), yang kemudian memicu peningkatan produksi
mediator inflamasi sehingga mempercepat perkembangan periodontitis
(Nadaf et al., 2024; Polishchuk et al., 2025).

Faktor virulensi lainnya adalah lipopolisakarida (LPS) yang
terdapat pada membran luar P. gingivalis. LPS bakteri ini memiliki
karakteristik yang berbeda dari bakteri Gram-negatif pada umumnya
karena memiliki variasi struktur lipid A. Variasi tersebut
memungkinkan P. gingivalis memodulasi aktivasi reseptor TLR2 dan
TLR4, sehingga respons inflamasi dapat diatur sesuai kebutuhan
bakteri. Mekanisme ini membantu bakteri menghindari eliminasi oleh
sistem imun sekaligus mempertahankan proses inflamasi kronis pada
jaringan periodontal (Polishchuk et al., 2025).

Selain itu, P. gingivalis dilengkapi dengan kapsul polisakarida
yang berfungsi sebagai pelindung terhadap mekanisme pertahanan
inang, terutama proses fagositosis. Keberadaan kapsul meningkatkan
kemampuan bakteri untuk bertahan hidup di dalam poket periodontal,
menghambat aktivasi sistem komplemen, serta mendukung kolonisasi
pada jaringan periodontal yang mengalami inflamasi (Nadaf et al.,

2024).
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P.gingivalis juga menghasilkan outer membrane vesicles
(OMVs), yaitu vesikel berukuran nano yang mengandung berbagai
komponen virulensi, seperti gingipain, LPS, fimbriae, hemaglutinin,
dan protein adhesi. Dibandingkan sel bakteri utuh, OMVs lebih mudah
menembus jaringan sehingga berperan sebagai media penghantar faktor
virulensi ke sel inang. Melalui mekanisme tersebut, OMVs dapat
meningkatkan respons inflamasi, memperberat kerusakan jaringan
periodontal, memengaruhi fungsi sel imun, serta berpotensi
menyebarkan efek patogenik ke berbagai organ melalui sirkulasi
sistemik (Wu et al., 2025).

Secara keseluruhan, berbagai faktor virulensi yang dimiliki P.
gingivalis bekerja secara terpadu dalam mendukung kolonisasi bakteri,
pembentukan biofilm, penghindaran terhadap sistem imun, dan
kerusakan jaringan periodontal. Interaksi antara gingipain, fimbriae,
LPS, kapsul polisakarida, dan OMVs menjadikan P.gingivalis sebagai
salah satu patogen utama penyebab periodontitis. Selain berperan
dalam kerusakan jaringan periodontal, bakteri ini juga dikaitkan dengan
berbagai penyakit sistemik akibat inflamasi kronis yang

ditimbulkannya (Polishchuk et al., 2025; Wu et al., 2025).

Lipopolisakarida

Lipopolisakarida (LPS) adalah komponen utama dari membran
luar bakteri Gram negatif (GNB), yang sangat dikenal karena
peranannya yang penting dalam sistem imun bawaan mamalia, serta
kaitannya dengan tingkat kematian di unit perawatan intensif (Jiao Liu
et al.,2024).

Lipopolisakarida adalah komponen mayor pada luar membrane
bakteri gram-negatif. Tidak hanya sebagai komponen mayor, tetapi
juga sebagai kunci utama dalam inisiasi dan pertahanan respon

inflamasi pada gingiva dan jaringan periodontal.
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Lipopolisakarida (LPS) dikenal oleh sel-sel sistem kekebalan tubuh
melalui Toll-like receptors (TLRs). (Newman dan Carranza’s, 2024).
Struktur LPS tersusun atas tiga komponen utama, yaitu lipid A,
inti oligosakarida (core oligosaccharide), dan rantai polisakarida O (O-
antigen). Di antara ketiga komponen tersebut, lipid A merupakan
bagian yang paling berperan dalam mengaktivasi respons imun. Variasi
struktur lipid A pada P. gingivalis menyebabkan bakteri mampu
berinteraksi dengan reseptor 7oll-like receptor (TLR), khususnya TLR2
dan TLR4, sehingga respons imun yang dihasilkan dapat berbeda
dibandingkan respons terhadap bakteri Gram-negatif lainnya

(Polishchuk et al., 2025).

Lipopolisakarida terhadap IL-10

Lipopolisakarida (LPS) berperan dalam mengaktifkan reseptor
Toll-like receptor (TLR)-4 yang terletak pada membran sel makrofag,
yang kemudian memicu respons imun tubuh terhadap infeksi (Jiao Liu
et al., 2024). TLR adalah keluarga protein transmembrane yang sangat
dijaga di manusia. TLR-4 secara khusus bisa mengenali LPS dari
bakteri gram-negatif dan berfungsi dalam kompleks molekul di
permukaan sel. Interaksi antara TLR-4 dan LPS dapat merangsang
produksi sitokin antiinflamasi (Newman dan Carranza’s, 2024).

Lipopolisakarida (LPS) yang berasal dari bakteri periodontal
mengikat reseptor TLR4, yang kemudian meningkatkan ekspresi CD14
dan MyD8S. Jalur pensinyalan ini memicu proses inflamasi lokal,
namun juga merangsang produksi IL-10 sebagai bagian dari
mekanisme umpan balik negatif. IL-10 berperan dalam meningkatkan
ekspresi TLR4 melalui aktivasi jalur PI3K/Akt, yang memperkuat
kemampuan sel dalam mendeteksi patogen. Di sisi lain, IL-10 juga
menghambat respons proinflamasi yang diinduksi oleh TLR4 dengan

cara menekan fosforilasi NF-kB (Newman dan Carranza’s, 2024).
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231L-10

Interleukin-10 (IL-10) merupakan sitokin antiinflamasi yang termasuk
dalam famili IL-10. IL-10 adalah protein homodimer yang tersusun atas dua
subunit identik, masing-masing terdiri dari sekitar 160 asam amino dengan
berat molekul sekitar 1821 kDa. Kedua subunit tersebut berikatan membentuk
struktur aktif melalui interaksi nonkovalen dan distabilkan oleh ikatan disulfida
intramolekul yang penting untuk mempertahankan konformasi protein serta
aktivitas biologisnya (Neurath et al., 2024).

Secara kimia, IL-10 merupakan glikoprotein yang tersusun atas rantai
polipeptida dengan berbagai gugus fungsi yang berasal dari residu asam
aminonya, antara lain gugus amino (—NH:), gugus karboksil (—COOH), gugus
hidroksil (—OH), gugus sulfhidril (—SH), serta gugus amida (—CONH-). Gugus
sulfhidril pada residu sistein berperan membentuk ikatan disulfida (—S—S-)
yang menjaga kestabilan struktur tiga dimensi IL-10, sedangkan proses
glikosilasi pada residu tertentu berkontribusi terhadap stabilitas dan aktivitas
biologis protein tersebut (Alvarez et al., 2023; Neurath et al., 2024).

Struktur tiga dimensi IL-10 didominasi oleh enam heliks o (alpha-
helix) pada setiap monomer. Setelah membentuk homodimer, IL-10 dapat
berikatan dengan reseptor IL-10 receptor 1 (IL-10R1) dan IL-10 receptor 2 (IL-
10R2) pada permukaan sel target. Ikatan tersebut mengaktivasi jalur transduksi
sinyal Janus kinase/signal transducer and activator of transcription
(JAK/STAT), terutama STAT3, yang selanjutnya menghambat ekspresi
berbagai gen proinflamasi dan meningkatkan aktivitas antiinflamasi (Neurath
et al., 2024; Ouyang & O'Garra, 2023).

Interleukin-10 (IL-10) merupakan salah satu sitokin antiinflamasi yang
berperan untuk menekan peradangan dan mempertahankan homeostasis
(Xutao Chen et al., 2022). Interleukin-10 (IL-10) adalah sitokin antiinflamasi
yang memiliki berbagai fungsi dan sangat penting dalam pengaturan respons
imun pada penyakit periodontal. IL-10 diproduksi oleh sel Treg, monosit dan
sel B. IL-10 tidak hanya sebagai mediator regulasi, tetapi juga sebagai
penghambat aktivitas lain seperti aktivasi sel B). Sitokin seperti IL-10 berperan
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penting dalam imunopatologi dari penyakit periodontal. Pada beberapa
penelitian menyatakan bahwa IL-10 dapat menurunkan respon inflamasi
sehingga rentan terhadap kerusakan tulang alveolar (Newman dan Carranza’s,
2024).

Pada periodontitis, kadar IL-10 berperan penting dalam menentukan
keseimbangan antara proses inflamasi dan resolusi inflamasi. Ekspresi IL-10
yang memadai berkontribusi terhadap penurunan infiltrasi sel inflamasi,
penghambatan produksi mediator proinflamasi, serta perlindungan terhadap
jaringan periodontal. Sebaliknya, penurunan ekspresi IL-10 dapat
menyebabkan respons inflamasi berlangsung lebih lama sehingga
meningkatkan risiko kerusakan jaringan dan progresivitas periodontitis
(Cebesoy et al., 2024; Neurath et al., 2024).

Beberapa penelitian juga menunjukkan bahwa peningkatan ekspresi IL-
10 berhubungan dengan perbaikan kondisi periodontal setelah terapi. Oleh
karena itu, IL-10 banyak dikaji sebagai biomarker antiinflamasi sekaligus
target potensial dalam pengembangan terapi imunomodulator untuk
periodontitis. Kemampuan IL-10 dalam menghambat inflamasi tanpa
menghilangkan fungsi pertahanan tubuh menjadikannya salah satu sitokin
yang berperan penting dalam proses penyembuhan jaringan periodontal

(Cebesoy et al., 2024; Neurath et al., 2024).

2.4 Pasta gigi
Pasta gigi adalah sediaan pembersih gigi yang sejak peradaban Mesir
Kuno telah digunakan untuk menghilangkan sisa makanan, noda, serta
memperbaiki rasa dan bau mulut, dan dalam perkembangannya diformulasikan
dengan berbagai bahan aktif maupun nonaktif untuk memberikan manfaat

pencegahan dan terapeutik pada kesehatan gigi dan mulut (Suvan, 2025).

2.5 Biji hijau kopi robusta
Biji kopi hijau (green coffee bean) merupakan biji kopi yang belum
mengalami proses penyangraian (roasting), sehingga kandungan senyawa

bioaktifnya masih terjaga. Dibandingkan dengan biji kopi yang telah disangrai,
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biji kopi hijau mengandung kadar polifenol, terutama asam klorogenat
(chlorogenic acid), yang lebih tinggi karena senyawa tersebut belum
mengalami degradasi akibat paparan suhu tinggi selama proses penyangraian.
Oleh karena itu, biji kopi hijau banyak dimanfaatkan sebagai sumber senyawa
alami yang memiliki aktivitas antioksidan, antiinflamasi, dan antibakteri
(Tripathi et al., 2023).

Tanaman kopi robusta (Coffea canephora) merupakan tanaman
budidaya yang berbentuk pohon dan termasuk ke dalam famili Rubiaceae serta
genus Coffea. Secara taksonomi kopi robusta diklasifikasikan menjadi
(Nurmaniyanti et al., 2025) :

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Gentianales
Famili : Rubiaceae
Genus : Coffea

Spesies  : Coffea canephora

Biji kopi hijau robusta mengandung berbagai senyawa bioaktif, antara
lain asam klorogenat, asam kafeat, asam ferulat, flavonoid, alkaloid, tanin,
saponin, kafein, trigonelin, serta diterpen (cafestol dan kahweol). Di antara
senyawa tersebut, asam klorogenat merupakan komponen fenolik utama
dengan kadar sekitar 6-12% dari berat kering biji kopi dan menyumbang
bersama kafein sekitar 90% dari total kandungan fenol. Kandungan asam
klorogenat akan menurun setelah proses penyangraian akibat degradasi termal
(Tripathi et al., 2023; Kanchanasurakit et al., 2023; Jesica Virginia et al., 2024).

Kandungan bioaktif pada kopi robusta memberikan berbagai aktivitas
farmakologis. Flavonoid, tanin, dan saponin berperan sebagai antioksidan
dengan menangkap radikal bebas sehingga mampu mengurangi stres oksidatif.
Kafein memiliki efek antiinflamasi melalui modulasi reseptor adenosin,
sedangkan asam klorogenat menunjukkan aktivitas antibakteri dengan

meningkatkan permeabilitas membran plasma bakteri, menyebabkan
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kebocoran nukleotida dan isi sitoplasma sehingga menghambat pertumbuhan
bakteri. Flavonoid juga berperan merusak integritas dinding dan membran sel
bakteri sehingga memperkuat aktivitas antibakteri ekstrak kopi robusta (Jesica
Virginia et al., 2024).

Efek antiinflamasi ekstrak biji kopi hijau terutama dimediasi oleh asam
klorogenat yang berfungsi sebagai antioksidan dan imunomodulator. Senyawa
ini menghambat aktivasi jalur nuclear factor-kappa B (NF-kB), sehingga
produksi sitokin proinflamasi seperti tumor necrosis factor-o (TNF-a),
interleukin-1p (IL-1B), dan interleukin-6 (IL-6) menurun. Selain itu, asam
klorogenat mendorong polarisasi makrofag dari fenotipe M1 menjadi M2 serta
meningkatkan aktivitas sel T regulator (7reg), yang berkontribusi terhadap
peningkatan sekresi interleukin-10 (IL-10). Peningkatan ekspresi IL-10
membantu mengendalikan inflamasi dan mempercepat proses penyembuhan
jaringan periodontal. Dengan demikian, ekstrak biji kopi hijau robusta
berpotensi dikembangkan sebagai agen terapi alami untuk periodontitis
melalui aktivitas antioksidan, antibakteri, dan imunomodulator yang

dimilikinya (Tripathi et al., 2023; Neurath et al., 2024; Zhang et al., 2024).
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2.6 Kerangka Konsep
Bakteri Pgingivalis Pasta gigi ekstrak biji kopi robusta
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Gambar 2.1. Kerangka Konsep

2.7 Penjelasan Kerangka Konsep

Lipopolisakarida (LPS) dari P. gingivalis mengikat reseptor TLR-4
pada permukaan sel imun seperti makrofag, lalu mengaktifkan jalur sinyal
imun yang melibatkan CD14, MyD88, dan NF-kB. Aktivasi jalur ini memicu
produksi sitokin proinflamasi seperti TNF-a dan IL-1B, yang menyebabkan
peradangan dan kerusakan jaringan. Penggunaan pasta gigi berbahan ekstrak
biji hijau kopi robusta dapat memodulasi respon ini. Kandungan biji kopi
robusta yakni kafein, flavonoid, dan asam klorogenat memiliki sifat
antiinflamasi yang mampu menghambat jalur NF-xB dan menurunkan
produksi sitokin proinflamasi. Selain itu, senyawa tersebut juga meningkatkan
produksi IL-10, yaitu sitokin antiinflamasi yang membantu menekan respon
imun berlebihan dan melindungi jaringan. Dengan demikian, pasta gigi ini
berperan sebagai agen imunomodulator yang membantu mengurangi

peradangan dan mendukung keseimbangan sistem imun.
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2.8 Hipotesis
Penggunaan pasta gigi ekstrak biji hijau kopi robusta (Coffea

canephora) dapat meningkatkan ekspresi IL-10 pada tikus periodontitis.



BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental dengan rancangan post
test only control group design yakni pengamatan dilakukan setelah diberikan
perlakuan kemudian membandingkan kelompok kontrol dengan kelompok

eksperimen (Adiputra et al., 2021)

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian

3.2.1 Tempat Penelitian

a. Pembuatan ekstrak biji hijau kopi robusta (Coffea canephora) dan
pembuatan suspensi LPS P.gingivalis dilakukan di Laboratorium
Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember.

b. Pembuatan pasta gigi ekstrak biji hijau kopi robusta (Coffea
canephora) dilakukan di Laboratorium Farmasetika Fakultas
Farmasi Universitas Jember.

c. Perlakuan hewan coba dilakukan di Laboratorium Farmakalogi
Bagian Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.

d. Pembuatan preparat dan pengamatan IL-10 dilakukan di
Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas

Airlangga Surabaya.

3.2.2 Waktu Penelitian
Waktu penelitian dilakukan pada bulan Agustus — November 2025

3.3 Identifikasi Variabel Penelitian
3.3.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah pasta gigi ekstrak biji hijau
kopi robusta (Coffea canephora) dengan konsentrasi 0,78125%,
1,5625%, 3,125%, dan 6,25%.
3.3.2 Variabel Terikat

17
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Variabel terikat pada penelitian ini adalah peningkatan ekspresi IL-
10 pada tikus periodontitis.

Variabel Terkendali

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah semua prosedur mulai
perlakuan terhadap tikus periodontitis yang diinduksi dengan LPS
Pgingivalis, frekuensi dan konsentrasi penggunaan pasta gigi ekstrak

biji hijau kopi robusta, dan pembuatan preparate penelitian

3.4 Definisi Operasional

3.4.1

3.4.2

343

Pasta Gigi Ekstrak Biji Hijau Kopi Robusta

Pasta gigi ekstrak ethanol 96% biji hijau kopi robusta sehingga
dihasilkan pasta gigi EBHKR konsentrasi 0,78125%, 1,5625%,
3,125%, dan 6,25%.

Tikus Periodontitis

Tikus periodontitis merupakan tikus wistar jantan (Rattus
norvegicus) yang diinduksi dengan LPS P. gingivalis (#05H23-SV)
(InvivoGen, San Diego, CA) pada konsentrasi 0,5 mg/ml dan
volume sebesar 10 pl yang disuntikkan sebanyak 3x dalam

seminggu selama 14 hari pada bukal gigi M1 mandibula kiri.

Ekspresi IL-10

Ekspresi sel IL-10 merupakan ekspresi protein pada sitoplasma sel
yang ditandai terpulas positif (berwarna coklat) pada preparat
imunohistokimia (IHC) menggunakan antibodi anti-rat IL-10
(Bioss, USA) yang diamati menggunakan preparat dengan
pewarnaan imunohistokimia di bawah mikroskop binokuler
(Optilab) dengan perbesaran 400x dan aplikasi ImageJ pada 3 lapang
pandang di area epithel junctional dan ligamen periodontal yang
mengalami destruksi. Intensitas pewarnaan pada setiap lapang
pandang dihitung menggunakan fitur Analyze Particles, kemudian
ekspresi IL-10 akan ditentukan berdasarkan persentase intensitas

warna dari seluruh lapang pandang yang diamati
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3.5 Sampel dan Kelompok Penelitian

3.5.1

3.5.2

Populasi Sampel
Populasi pada penelitian ini adalah tikus wistar jantan (Rattus
norvegicus). Terdapat kriteria inklusi sebagai berikut untuk
menentukan dapat tidaknya sampel untuk digunakan :

a) Tikus wistar jantan (Rattus norvegicus)

b) Usia 2-3 bulan

c) Kondisi sehat (tidak ada tanda penyakit maupun kelainan fisik)

dengan berat badan 150-200 gram.

Penelitian ini juga terdapat kriteria eksklusi yakni tikus yang mati

selama proses penelitian.

Penggolongan Sampel

Pada penelitian ini, sampel dibagi menjadi 10 kelompok yaitu :

K7: Tikus periodontitis yang diaplikasikan pasta gigi plasebo selama

7 hari

P1: Tikus periodontitis yang diaplikasikan pasta gigi EBHKR
dengan konsentrasi M1 kiri 0,78125% selama 7 hari.

P2: Tikus periodontitis yang diaplikasikan pasta gigi EBHKR
dengan konsentrasi M1 kiri 1,5625% selama 7 hari.

P3: Tikus periodontitis yang diaplikasikan pasta gigi EBHKR
dengan konsentrasi M1 kiri 3,125% selama 7 hari.

P4: Tikus periodontitis yang diaplikasikan pasta gigi EBHKR
dengan konsentrasi M1 kiri 6,25% selama 7 hari.

K14: Tikus periodontitis yang diaplikasikan pasta gigi plasebo
selama 14 hari

P5: Tikus periodontitis yang diaplikasikan pasta gigi EBHKR
dengan konsentrasi M1 kiri 0,78125% selama 14 hari.

P6: Tikus periodontitis yang diaplikasikan pasta gigi EBHKR
dengan konsentrasi M1 kiri 1,5625% selama 14 hari.



3.5.3

20

P7: Tikus periodontitis yang diaplikasikan pasta gigi EBHKR
dengan konsentrasi M1 kiri 3,125% selama 14 hari.
P8: Tikus periodontitis yang diaplikasikan pasta gigi EBHKR

dengan konsentrasi M1 kiri 6,25% selama 14 hari.

Besar Sampel
Perhitungan besar sampel menggunakan rumus Federer dalam
(Fauziyah, 2019) , sebagai berikut:
(k—1)(n—1)>15
Keterangan :
k = jumlah kelompok perlakuan
n = jumlah sampel
(k—1)(n—-1)=15
(10-1)(n-1)>15
9n—-1)>15
n=>2,66=3
Sampel yang telah didapat dengan jumlah 3 tersebut,
ditambahkan dengan faktor koreksi dengan rumus sebagai berikut :
N =n/(1-f)
Keterangan :
N = besar sampel koreksi
n = besar sampel awal
f = perkiraan proporsi drop out sebesar 20%
N =n/(1-f)
N =3/(1-20%)
N=3/0.8
N=4
Berdasarkan perhitungan rumus di atas, jumlah sampel yang
akan digunakan pada tiap kelompok adalah 4 ekor (N = 4). Namun
setelah dilakukan penelitian, terdapat tikus dengan kriteria eksklusi
sehingga jumlah sampel yang digunakan tiap kelompok sebesar 3

ekor.
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3.6 Alat dan Bahan Penelitian

3.6.1

3.6.2

Alat Penelitian

Alat yang digunakan dalam penelitian adalah jas laboratorium,
kandang tikus, dental rat chair, neraca digital (Ohaus, USA), botol
minum tikus, masker medis (OneMed, Indonesia), sarung tangan
steril (Altamed, Indonesia), tisu, syringe dengan kapasitas 1 ml,
jarum 30 gauge, mikroskop cahaya (Olympus, Jepang), optilab
(Optilab Advance, Indonesia), object glass dan penutupnya,
waterbath (Medite-TFBS55, Jerman), microbrush, gelas ukur, pisau

bedah, base mould paraffin (Vision, Indonesia), dan microtom.

Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian adalah LPS P.gingivalis
(LPS-PG Ultrapure, USA), tikus wistar jantan (Rattus norvegicus
wistar), biji hijau kopi robusta (Perkebunan Kopi Rakyat Garahan
Jember, Indonesia), phosphate buffer saline (PBS), buffer formaline
10%, pakan tikus, akuades steril, etanol 96%, xylol (Leica, USA),
alkohol (Leica, USA), Tris-EDTA buffer, blocking serum, kromogen
DAB (Diaminobenzidine), dan antibodi IL-10 (Bioss, USA).

3.7 Prosedur Penelitian

3.7.1

3.7.2

Pembuatan Ethical clearance dan Izin Penelitian

Pembuatan keterangan kelayakan etik penelitian (ethical clearance)
diperoleh sebelum dilakukan penelitian. Keterangan ini diperoleh
agar dapat melaksanakan urutan kegiatan penelitian pada hewan
coba. Ethical clearance dilakukan pada Komisi Etik Penelitian
Kesehatan Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dan
pengurusan izin di Lab Biomedik untuk peminjaman alat dan izin

melakukan penelitian.

Pembuatan Pasta Gigi Ekstrak Biji Hijau Kopi Robusta
Proses pertama Adalah pembuatan EBHKR yang diperoleh dari
Pusat Penelitian Kopi dan Kakao Indonesia (Puslitkoka)
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menggunakan metode maserasi. Sebanyak 1 kg biji kopi robusta
digiling hingga menjadi serpihan kecil, kemudian diayak
menggunakan saringan berukuran 40 mesh hingga diperoleh serbuk
halus. Serbuk bubuk kopi tersebut ditimbang sebanyak 346,30 gram
kemudian direndam etanol 96% dan diaduk selama lima hari.
Selama proses maserasi, etanol dalam filtrat yang diperoleh
diuapkan dengan rotary evaporator pada suhu 40°C lalu dikentalkan
dengan water bath pada suhu yang sama hingga diperoleh ekstrak
pekat dengan konsentrasi 100% (Pujiastuti et al., 2023).

Pembuatan pasta gigit EBHKR menggunakan bahan ekstrak biji kopi
robusta dan plasebo. Bahan plasebo terdiri dari magnesium karbonat
26%, kalsium karbonat 29%, gliserin 6%, propilen glikol 8%,
trietanolamin 4%, akuades steril 25%, dan oleum menthae piperithae
2%. Kemudian diaduk hingga homogen dan diletakkan didalam
wadah 100 gram dan ditutup rapat (Pujiastuti et al., 2023). EBHKR
dicampurkan dengan plasebo untuk dibuat konsentrasi 0,78125%,
1,5625%, 3,125%, dan 6,26% (Pujiastuti et al., 2023). Penggunaan
pasta gigi EBHKR dengan konsentrasi tersebut dipilih karena
konsentrasi tersebut bersifat non toksik serta memiliki

biokompatibilitas yang sangat baik (Wahyukundari ef al., 2025).

3.7.3 Tahap perlakuan hewan coba

a. Adaptasi hewan coba
Tikus wistar jantan (Rattus norvegicus) berusia 2-3 bulan dengan
kondisi sehat tidak ada gejala penyakit diklimatisasi di dalam
kandang selama satu minggu. Pembersihan kendang seperti alas,
tempat pakan dan minum, dan kotoran maupun sisa makanan
tikus dilakukan setiap tiga hari sekali.

b. Pemberian LPS P. gingivalis pada hewan coba
Tikus wistar jantan (Rattus norvegicus) dibius menggunakan
ketamin dan kemudian diinduksi dengan LPS P. gingivalis pada

konsentrasi 0,5 mg/ml dan volume sebesar 10 pul menggunakan
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syringe dengan jarum 30G. Injeksi dilakukan 3x dalam
seminggu selama 14 hari setiap pukul 08.00 pada bukal gigi M1
mandibula kiri (Sari et al., 2024).

Aplikasi pasta gigi ekstrak biji hijau kopi robusta

Aplikasi pasta gigi EBHKR dilakukan setelah tikus mengalami
periodontitis. Pengaplikasian pasta gigi sebanyak seujung sonde
dilakukan menggunakan microbrush dengan teknik roll selama
10 kali pada area molar rahang kiri bawah. Waktu
pengaplikasian pada pukul 08.00 dan 15.00 selama 7 hari dan 14
hari. Konsentrasi yang digunakan pada pasta gigi yaitu
0,78125%, 1,5625%, 3,125%, dan 6,25% (Pujiastuti et al., 2023)
Pengambilan sampel

Setelah 7 hari penggunaan pasta gigi, dilakukan dekaputasi pada
tikus wistar dari kelompok kontrol dan tiga kelompok perlakuan
yang diberi pasta gigi EBHKR dengan konsentrasi berbeda.
Kemudian setelah 14 hari penggunaan pasta gigi, dilakukan
dekaputasi dengan pola yang sama. Setelah dekaputasi,
kemudian dilakukan pembedahan untuk mengambil jaringan
periodontal khususnya jaringan sekitar pada molar pertama kiri
rahang bawah. Jaringan yang telah diambil kemudian difiksasi
dengan formalin buffer 10% selama 24-48 jam lalu diproses
menggunakan metode histologi rutin dan dipotong dengan
mikrotom setebal 4-5 um kemudian ditempelkan pada slide

(Reza dan Edy, 2024).

3.7.4 Pembuatan preparat histologi

a.

Biopsi
Pengambilan jaringan dengan cara eksisi biopsi menggunakan
pisau bedah pada jaringan sekitar molar pertama rahang bawah.

Fiksasi
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Jaringan yang telah diambil kemudian segera difiksasi setelah
biopsi dalam waktu ideal kurang dari satu jam. Fiksasi
menggunakan formalin buffer 10% selama 24-48 jam.
Embedding

Sampel dimasukkan ke dalam paraffin untuk penyimpanan
jangka panjang dan agar bisa dipotong untuk pewarnaan.
Sectioning dan Mounting

Jaringan yang telah difiksasi dan disisipkan dalam paraffin
dipotong tipis menggunakan mikrotom setebal 4-5 pm kemudian
ditempelkan pada kaca objek yang telah dilapisi perekat.
Deparafinisasi

Tempatkan slide dalam xylene selama 5-10 menit untuk
menghilangkan paraffin dan dilakukan hingga dua kali.
Rehidrasi

Letakkan slide dalam dua kali alkohol absolut selama 2-3 menit,
alkohol 95% selama 2-3 menit dan alkohol 70% selama 2-3
menit kemudian bilas slide dalam air mengalir selama 2-3 menit.
. Antigen Retriveal

Antigen retrieval dilakukan untuk memulihkan antigen yang
mungkin telah termodifikasi selama proses fiksasi. Proses ini
menggunakan Tris-EDTA buffer dengan pH 9.0 kemudian
dipanaskan dengan water bath 20-40 menit pada suhu 95-100°C.

. Pewarnaan

Slide didinginkan lalu diblok dengan blocking serum selama 10—
30 menit untuk mengurangi ikatan non-spesifik. Selanjutnya,
antibodi primer anti-IL-10 diaplikasikan dan diinkubasi selama
1-2 jam suhu ruang atau overnight 4°C. Setelah pembilasan,
diaplikasikan antibodi sekunder yang dikonjugasikan dengan
enzim atau fluorokrom. Setelah inkubasi dan pembilasan,
substrat kromogen seperti DAB ditambahkan hingga warna

berkembang. Reaksi dihentikan dengan air suling, lalu slide
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dikounterstain (hematoksilin), dibilas, dan ditutup dengan

mounting media.

3.7.5 Tahap pengamatan dan pengukuran
Ekspresi sel IL-10 diamati menggunakan preparat dengan
pewarnaan imunohistokimia di bawah mikroskop binokuler
(optilab) dengan perbesaran 400x dan 1000x. Ekspresi IL-10
dihitung menggunakan perhitungan jumlah sel dengan aplikasi
ImagelJ. Analisis ekspresi IL-10 dilakukan menggunakan perangkat
lunak ImagelJ/Fiji melalui penggunaan antibodi anti-rat untuk IL-10.
Sel dengan pewarnaan coklat diidentifikasi sebagai sel yang
mengekspresikan IL-10, sedangkan sel tanpa pewarnaan coklat
diklasifikasikan sebagai sel negatif. Intensitas pewarnaan pada
setiap lapang pandang dihitung menggunakan fitur Analyze
Particles, kemudian nilai ekspresi IL-10 ditentukan berdasarkan
persentase intensitas warna dari seluruh lapang pandang yang
diamati (Cayuela Lopez et al., 2022). Klasifikasi pewarnaan dibagi

sebagai berikut :

0 = tidak ada pewarnaan
1 = pewarnaan lemah
2 = pewarnaan sedang

3 = pewarnaan kuat

i v

Gambar 3.1. Imunohistokimia pada organ hati normal dari tiga kasus yang
berbeda. Intensitas pewarnaan sel otot polos perisinusoidal bervariasi
dari lemah hingga negative, dan secara konsekuen merupakan jaringan
control yang buruk karena ekspresi antigen yang bervariasi diantara

sampel jaringan (Taylor, 2010)
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3.8 Analisis Data

Data penelitian dianalisis statistik menggunakan program SPSS. Tahap
pertama menggunakan metode uji normalitas Shapiro-Wilk dan uji homogenitas
Lavene. Didapatkan data tidak terdistribusi normal dan homogen maka
dilakukan uji non-parametrik Kruskal Wallis. Didapatkan hasil siginfikan
(p>0.05) sehingga tidak dilanjutkan dengan uji post-hoc.

3.9 Alur Penelitian

‘ Ethical Clearance ‘

]

Pembuatan stok LPS Pgingivalis
Pembuatan pasta gigi ekstrak biji kopi rebusta
‘ Perlakuan hewan coba I

}

| 30 tikus wistar jantan ‘

| W T [ .. YWed |
‘T?‘lPIHPE‘m‘M‘KM‘ps WE:L_HE
| | | | | |

I Dekaputasi |

!

| Pewarnaan ITHC |

:

‘ Pengamatan ekspresi [L-10 ‘

| Analisis data |

Gambar 3.3. Alur Penelitian



BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil Penelitian

Model tikus periodontitis yang diperoleh dari proses induksi LPS
P.gingivalis sebanyak 10 ul dengan konsentrasi 0,5 mg/ml yang disuntikkan
dalam waktu tiga kali seminggu selama 14 hari pada sulkus gingiva area bukal
M1 rahang bawah kiri. Pada area sulkus gingiva bagian bukal M1 rahang bawah
kiri didapatkan adanya tanda peradangan yakni kemerahan dan kontur gingiva

yang membulat serta terdapat adanya penurunan margin gingiva.

Gambar 4.1 Margin gingiva bagian bukal M1 rahang bawah kiri
tikus wistar yang mengalami kemerahan dan kontur gingiva yang
membulat.

Pada preparat dengan pewarnaan [Immunohistochemistry (IHC)
menunjukkan adanya ekspresi IL-10 pada ligamen periodontal masing-masing
kelompok perlakuan. Ekspresi IL-10 ditunjukkan berupa intensitas warna coklat

(panah kuning) seperti pada Gambar 4.3 berikut

27
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Hari ke-7

Gambar 4.3 Gambaran [Immunohistochemistry pada area ligamen
periodontal dengan perbesaran 400x. TA: tulang alveolar; LP: ligamen periodontal;
D: dentin. Pada hari ke 7; K7: LPS Pg + pasta plasebo; P1: LPS Pg +pasta EBHKR
0,78125%; P2: LPS Pg + pasta EBHKR 1,5625%; P3: LPS Pg + pasta EBHKR
3,125%; P4: LPS Pg + pasta EBHKR 6,25%. Pada hari ke 14; K14: LPS Pg + pasta
plasebo; P5: LPS Pg + pasta EBHKR 0,78125%; P6: LPS Pg + pasta EBHKR
1,5625%; P7: LPS Pg + pasta EBHKR 3,125%; P8: LPS Pg +pasta EBHKR 6,25%

Hasil pengamatan ekspresi IL-10 pada ligamen periodontal M1 bukal kiri
rahang bawah tikus wistar setelah dilakukan perlakuan sikat gigi menggunakan
pasta gigi EBHKR berbagai konsentrasi menunjukkan adanya peningkatan
ekspresi IL-10 dibandingkan kelompok kontrol yang hanya menggunakan pasta
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gigi plasebo. Data ekspresi IL-10 pada masing-masing kelompok perlakuan
tertera pada Tabel 4.1

Tabel 4.1 Rata-rata ekspresi IL-10 pada ligamen periodontal M1 bukal kiri

rahang bawah tikus wistar

Waktu Kelompok Ekspresi IL-10 Rerata Standar
Pengamatan (%) (%) Deviasi
NI N2 N3

7 Hari K7 40 40 30 36,67 5,77
Pl 25 25 25 25 0
P2 25 15 30 23,33 7,63
P3 40 50 40 43,33 5.77
P4 40 30 40 36,67 5,77

14 Hari K14 40 35 40 38,33 2,88
PS5 45 50 25 40 13.22
P6 25 20 25 23,33 2,88
P7 15 30 40 28,33 12,58
P8 30 40 50 40 10

Ket: N1: Sampel tikus 1; N2: Sampel tikus 2; N3: Sampel tikus 3; ; K7: LPS Pg +
pasta plasebo; P1: LPS Pg + pasta EBHKR 0,78125%; P2: LPS Pg + pasta EBHKR
1,5625%; P3: LPS Pg + pasta EBHKR 3,125%; P4: LPS Pg + pasta EBHKR 6,25%; K14:
LPS Pg + pasta plasebo; P5: LPS Pg + pasta EBHKR 0,78125%; P6: LPS Pg + pasta
EBHKR 1,5625%; P7: LPS Pg + pasta EBHKR 3,125%; P8: LPS Pg + pasta EBHKR
6,25%.

Hasil perhitungan ekspresi IL-10 pada berbagai kelompok sampel,
kemudian dilakukan rerata seperti pada yang tertera pada Tabel 4.1. Hasil rata-
rata ekspresi IL-10 pada setiap kelompok sampel dengan perlakuan
menggunakan pasta gigi EBHKR menunjukkan adanya peningkatan ekspresi
IL-10 dibandingkan dengan kelompol sampel yang hanya menggunakan pasta

gigi plasebo.
4.2 Analisis Data

Ekspresi IL-10 yang didapatkan dari masing-masing kelompok perlakuan
akan dianalisis secara statistik menggunakan SPSS. Uji normalitas Shapiro Wilk
dilakukan pertama kali dengan tujuan mengetahui apakah data terdistribusi
secara normal atau tidak. Kemudian, dilakukan uji homogenitas menggunakan

metode Levene untuk menilai homogenitas data antar kelompok.
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Pada hasil uji normalitas didapatkan bahwa data ekspresi IL-10 tidak
terdistribusi normal (p<0,05), sehingga perlu dilakukan uji non-parametrik. Uji
Kruskal Wallis dilakukan untuk mengetahui perbedaan ekspresi IL-10 antar
kelompok sampel dengan waktu pengamatan (hari ke-7 dan hari ke-14). Hasil
uji statistic terdapat pada tabel 4.2

Tabel 4.2 Hasil statistik uji beda ekspresi IL-10 pada ligamen periodontal
menggunakan uji Shapiro Wilk, Lavene, Kruskal Wallis pada SPSS

Waktu Kelompok Uji Uji Uji Non-
Pengamatan Normalitas Homogenitas Parametrik
(Shapiro- (Lavene) (Kruskal
wilk) Wallis)
7 Hari K7 (kontrol 7 hari) 0,00
P1 (0,78125%) -
P2 (1,5625%) 0.637* 0,07*
P3 (3,125%) 0,00
P4 (6,25%) 0,00 0.044**
14 Hari K14 (kontrol 14 hari) 0,00
P5 (0,78125%) 0.363*
P6 (1,5625%) 0.00 0,171*
P7 (3,125%) 0.00
P8 (6,25%) 1.00*

Ket: (*) signifikan dengan nilai signifikasi p>0,05
(**) signifikan dengan nilai signifikasi p<0,05

Hasil wji Kruskal Wallis pada tabel 4.2 menunjukkan nilai signifikasi
p<0,05, sehingga nilai tersebut menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan ekspresi IL-10 antar kelompok perlakuan. Berdasarkan hasil uji
Kruskal Wallis yang signifikan tersebut, maka uji statistic tidak dilanjutkan

menggunakan metode uji Mann Whitney sebagai uji post-hoc.
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4.3 Pembahasan

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi pasta gigi EBKR dalam
meningkatkan ekspresi IL-10 pada tikus wistar yang diinduksi LPS P.
gingivalis. Berdasarkan hasil penelitian yang tertera pada Tabel 4.1,
penggunaan pasta gigi EBHKR pada berbagai konsentrasi selama 7 hari dan 14
hari menunjukkan adanya peningkatan ekspresi IL-10 pada ligamen periodontal
dibandingkan dengan kelompok kontrol yang hanya menggunakan pasta gigi
plasebo.

Hasil pengamatan gambaran [mmunohistochemistry pada ligamen
periodontal menunjukkan ekspresi IL-10 berupa intensitas warna coklat pada
sitoplasma sel. Metode pewarnaan Immunohistochemistry digunakan untuk
mendeteksi ekspresi IL-10 secara kuantitatif menggunakan perhitungan jumlah
sel dengan aplikasi ImageJ. Metode ini dipilih karena mampu menunjukkan
distribusi dan intensitas ekspresi protein secara spesifik pada jaringan (Wen et
al., 2024).

Model periodontitis pada tikus wistar dikonfirmasi melalui pemeriksaan
klinis dan radiografis menggunakan Micro Computed Tomography (MCT).
Pada area sulkus gingiva bukal M1 rahang bawah kiri tikus terdapat tanda-tanda
peradangan berupa kemerahan, kontur gingiva yang membulat, dan penurunan
margin gingiva. Pemeriksaan MCT juga menunjukkan adanya resorpsi pada
puncak tulang alveolar. Hal ini sesuai dengan patogenesis periodontitis, bahwa
akumulasi plak yang mengandung LPS P. gingivalis mengaktifkan respon imun
yang berujung pada kerusakan jaringan penyangga gigi secara progresif
(Salsabilla et al., 2024; Newman dan Carranza’s, 2024).

Pada pengamatan hari ke-7, kelompok P3 (konsentrasi 3,125%)
menunjukkan rerata ekspresi IL-10 tertinggi sebesar 43,33 + 5,77, lebih tinggi
dibandingkan kelompok kontrol K7 sebesar 36,67 + 5,77. Kelompok P4
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(6,25%) memiliki rerata yang sama dengan kontrol K7 yakni 36,67 + 5,77. Pada
kelompok P1 (0,78125%) dan P2 (1,5625%) menunjukkan rerata yang lebih
rendah dengan masing-masing sebesar 25,00 + 0 dan 23,33 £+ 7,63. Pola ini
menunjukkan bahwa peningkatan respons tidak terjadi secara linier terhadap
peningkatan konsentrasi pasta gigi EBHKR. Kondisi tersebut mengindikasi
adanya konsentrasi optimum pasta gigi EBHKR dalam mempengaruhi aktivitas
IL-10. Perbedaan respon tersebut diduga berkaitan kandungan senyawa aktif
kopi robusta, seperti polifenol, flavonoid, dan asam kloregenat yang berperan
sebagai antioksidan dan antiinflamasi (Virginia et al., 2024)

Pada pengamatan hari ke-14, kelompok P5 (0,78125%) dan P8 (6,25%)
menunjukkan rerata ekspresi IL-10 sebesar 40,00, setara dengan kelompok
kontrol K14 sebesar 38,33 + 2,88. Pada kelompok P7 (3,125%) menunjukkan
rerata sebesar 28,33 £ 12,58, sementara kelompok P6 (1,5625%) menunjukkan
rerata terendah sebesar 23,33 + 2,88. Variabilitas hasil pengamatan pada hari
ke-14 dapat dikaitkan dengan respon imun tikus yang semakin kompleks seiring
bertambahnya waktu paparan. Hal ini mengindikasikan patogenesis penyakit
periodontitis seperti respon imun yang dipengaruhi oleh berbagai faktor local
maupun sistemik (Newman dan Carranza’s, 2024).

Hasil uji statistik menggunakan  Kruskal Wallis menunjukkan nilai
signifikasi p<0,05, yang menunjukkan adanya perbedaan yang signifikan pada
ekspresi IL-10 antar kelompok perlakuan baik pada hari ke-7 maupun hari ke-
14. Uji normalitas Shapiro-Wilk menunjukkan sebagian besar data tidak
terdistribusi normal, sehingga dilakukan uji non-parametrik. Uji homogenitas
Lavene pada hari ke-7 maupun hari ke-14 menunjukkan nilai signifikan dengan
nilai signifikasi p>0,05.

Hasil penelitian ini berkolerasi dengan penelitian sebelumnya yang telah
membuktikan efektivitas pasta gigi EBHKR dalam manajemen penyakit
periodontal. Wulandari et al. (2023) menunjukkan bahwa pasta gigi EBHKR
pada konsentrasi 12,5%; 25%; 50% memiliki daya hambat yang siginfikan
terhadap pertumbuhan bakteri P.gingivalis secara in vitro. Lebih lanjut pada

hasil penelitian Pudjiastuti et al. (2023) mengkonfirmasi bahwa pasta gigi
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EBHKR terbukti dapat mengurangi pembentukkan plak gigi dan peradangan
gingiva, serta menurunkan ekspresi IL-1f secara signifikan pada tikus model
gingivitis. Hasil penelitian ini memperluas temuan tersebut dengan
menunjukkan bahwa pasta gigi EBKR juga mampu memodulasi ekspresi IL-10
pada tikus periodontitis, mengindikasikan peran yang lebih luas sebagai agen
immunomodulator.

Secara keseluruhan, hasil penelitian ini mendukung hipotesis bahwa pasta
gigi EBKR berpotensi meningkatkan ekspresi IL-10 pada tikus periodontitis.
Namun, penelitian ini juga memiliki beberapa keterbatasan yang perlu
diperhatikan dalam menginterpretasikan hasilnya. Kandungan senyawa bioaktif
spesifik dalam ekstrak biji hijau kopi robusta yang berperan dalam
meningkatkan ekspresi IL-10 belum diidentifikasi melalui uji fitokimia,
sehingga mekanisme kerja pasti pada tingkat molekuler belum dapat dipastikan.
Hal ini turut menjelaskan mengapa rerata ekspresi IL-10 pada penelitian ini
tidak menunjukkan pola dose-response yang linear, karena ekspresi tertinggi
ditemukan pada konsentrasi 3,125% dan bukan pada konsentrasi tertinggi
6,25%. Penelitian ini menggunakan model hewan coba (tikus wistar) dengan
durasi pengamatan yang relatif singkat, yaitu maksimal 14 hari, sehingga hasil
ini belum tentu dapat digeneralisasikan langsung pada manusia maupun untuk
penggunaan jangka panjang, dan diperlukan penelitian lanjutan berupa uji klinis

untuk mengonfirmasi efektivitas dan keamanannya pada manusia.



BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa pasta gigi
EBHKR dengan konsentrasi 0,78125%, 1,5625%, 3,125%, dan 6,25% terbukti
mampu meningkatkan ekspresi IL-10 pada ligamen periodontal tikus

periodontitis.

5.2 Saran

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui mekanisme
kerja pasta gigi EBHKR dalam meningkatkan aktivitas sitokin
antiinflamasi yang lain.

2. Perlu dilakukan uji fitokimia pada pasta gigi EBHKR
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