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RINGKASAN 

Efek Pemberian Gel Ekstrak Biji Kopi Robusta (Coffea canephora) terhadap 

Jumlah Sel Makrofag dan Limfosit Jaringan Gingiva Model Tikus 

Periodontitis yang Diinduksi Porphyromonas gingivalis; Astrid Ganadya Nurul 

Iffah, 161610101101, 67 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

 

Penyakit periodontal didefinisikan sebagai kondisi inflamasi dari gingiva, 

kerusakan tulang alveolar dan ligamen periodontal. Bakteri dominan yang 

menyebabkan periodontitis yaitu Porphyromonas gingivalis. P. gingivalis 

merupakan bakteri gram negatif anaerob yang memiliki komponen endotoksin 

yaitu lipopolisakarida yang dapat mengikat reseptor CD14/TLR-4 untuk 

meningkatkan sekresi sitokin proinflamatori. Sel radang yang berperan penting 

dalam respon inflamasi antara lain makrofag dan limfosit. Makrofag merupakan 

sel mononuklear yang berperan dalam sistem pertahanan tubuh. Jumlah makrofag 

yang tinggi dapat menyebabkan destruksi pada jaringan periodontal yang lebih 

lanjut. Selain itu, terdapat limfosit yang berperan dalam inflamasi kronis. Jumlah 

limfosit yang berlebihan pada saat terjadi inflamasi dapat menyebabkan kerusakan 

pada kolagen, fibronektin, dan laminin yang berkontribusi pada destruksi lokal 

dari jaringan gingiva. Obat – obatan yang sering digunakan dalam terapi 

periodontitis dalam bentuk obat topikal dalam bentuk sediaan gel salah satunya 

gel Aloclair™ yang berbahan dasar Aloe Vera. Gel ini mengandung acetylated 

mannan untuk menghambat metabolisme asam arakidonat melalui jalur 

siklooksigenase. Saat ini telah dikembangkan gel yang berbahan dasar ekstrak biji 

kopi yang digunakan sebagai alternatif terapi. Kopi merupakan bahan alam yang 

telah terbukti sebagai antiinflamasi karena adanya senyawa antara lain flavonoid, 

polifenol, dan proantosianidin.  

Ekstrak biji kopi robusta diperoleh dengan metode ekstraksi dengan 

menggunakan etanol 96%. Ekstrak biji kopi robusta selanjutnya dibuat sediaan gel 

0,025 g/mL dan 0,05 g/mL dengan menambahkan basis gel dan diaduk hingga 

homogen. Sampel terdiri dari 20 tikus yang terbagi dalam 5 kelompok. Kelompok 
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dibedakan berdasarkan perlakuan yaitu kelompok kontrol, kelompok 

periodontitis, kelompok gel aloclair, kelompok gel ekstrak biji kopi robusta 0,025 

g/mL dan kelompok gel ekstrak bjiji kopi robusta 0,05 g/mL. Setelah itu 

dilakukan dekaputasi pada hari ke-8 setelah perlakuan. 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa terjadi penurunan jumlah makrofag 

dan limfosit pada kelompok perlakuan pada hari ke tujuh. Terjadi penurunan 

jumlah makrofag dan limfosit pada kelompok gel ekstrak biji kopi robusta 0,025 

g/mL dan 0,05 g/mL. Penurunan jumlah makrofag dan limfosit tertinggi pada 

kelompok perlakuan gel Aloclair. Berdasarkan analisis statistik yang telah 

dilakukan, bahwa gel Aloclair lebih mampu menurunkan jumlah sel makrofag dan 

limfosit dibandingkan pada kelompok gel ekstrak biji kopi robusta 0,025 g/mL 

dan 0,05 g/mL. Pada kelompok gel ekstrak biji kopi robusta 0,025 g/mL dan 0,05 

g/mL menunjukkan penurunan jumlah makrofag yang signifikan dibandingkan 

dengan kelompok periodontitis (p<0,05). Sedangkan, kelompok gel ekstrak biji 

kopi robusta 0,05 g/mL menunjukkan penurunan jumlah sel limfosit yang 

siginifkan dibandingkan kelompok periodontitis (p<0,05). 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat ditarik kesimpulan 

bahwa pemberian gel ekstrak biji kopi robusta dapat menurunkan jumlah sel 

makrofag dan limfosit pada gingiva tikus periodontitis yang diinduksi 

P.gingivalis. Hal tersebut menyebabkan terjadinya keseimbangan jumlah 

makrofag dan limfosit yang dapat menurunkan efek destuktifnya. 
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BAB 1.PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang 

Penyakit periodontal didefinisikan sebagai kondisi inflamasi dari gingiva, 

kerusakan tulang alveolar dan ligamen periodontal. Penyakit periodontal dimulai 

dari gingivitis dan dapat berkembang menjadi periodontitis. Bakteri dominan yang 

menyebabkan periodontitis yaitu bakteri fakultatif gram negatif atau bakteri 

anaerob. Bakteri tersebut antara lain, Fusobacterium nucleatum, Prevotella 

intermedia, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Tanerella forsythia, 

Campylobacter rectus dan Porphyromonas gingivalis (Newman et al, 2012). 

P. gingivalis merupakan bakteri gram negatif anaerob yang memiliki 

komponen endotoksin yaitu lipopolisakarida (LPS). LPS dapat mengikat reseptor 

CD14/ TLR-4 yang meningkatkan sekresi sitokin proinflamatori yaitu IL-1α, IL-

1β, IL-6 dan IL-8. Selain itu, P.gingivalis dapat menempel pada sel epitel melalui 

kapsular polisakarida dan fimbria yang mampu memodulasi sistem imunitas 

melalui proses inflamasi. Sel radang yang berperan penting dalam respon 

inflamasi antara lain makrofag dan limfosit (Newman et al, 2012). 

Makrofag merupakan sel mononuklear yang berperan dalam sistem 

pertahanan tubuh. Jumlah sel makrofag pada gingiva sehat yaitu 58,74 ± 18,56 

sel/ mm
2
 (Golijanin et al, 2015). Sedangkan pada saat terjadi inflamasi, terjadi 

peningkatan yang cukup signifikan pada makrofag yaitu 2,5 kali lebih banyak dan 

menjadi 116,55 ± 54,78 sel/ mm
2
. Makrofag berfungsi untuk menghancurkan 

mikroorganisme dalam fagolisosom, melepaskan berbagai enzim dan Reactive 

Oxygen Species (ROS). Senyawa ROS bersifat toksik pada mikroorganisme 

dandapat mengaktifkan enzim matrix metalloproteinase– 8 (MMP-8). MMP – 8 

merupakan salah satu enzim proteolitik yang dapat mendestruksi kolagen pada 

jaringan periodontal (Kumar et al, 2018).Sehingga, jumlah makrofag yang tinggi 

dapat menyebabkan destruksi pada jaringan periodontal yang lebih lanjut.  

Limfosit merupakan sel imunitas yang berperan dalam inflamasi kronis. 

Berdasarkan fungsinya, limfosit dibagi menjadi 2 jenis, yaitu sel limfosit B dan T. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


2 

 

 

 

Berdasarkan penelitian Amunulla (2015), jumlah limfosit pada gingiva normal 

yaitu 12,25 ± 2,17 sel/mm
2
, sedangkan pada gingiva yang terjadi inflamasi 

mengalami peningkatan jumlah yaitu 45,35 ± 2,43 sel/mm
2
. Jumlah limfosit yang 

berlebihan pada saat terjadi inflamasi dapat menyebabkan kerusakan pada 

kolagen, fibronektin, dan laminin yang berkontrubusi pada destruksi lokal dari 

jaringan gingiva (Figueredo et al, 2011). Selain itu, limfosit dalam jumlah banyak 

dapat menyebabkan terjadinya resorpsi tulang alveolar (Alvarez et al, 2018). 

Obat anti inflamasi non-steroid dapat digunakan secara topikal sebagai 

terapi untuk mengatasi proses inflamasi. Beberapa keuntungan dari penggunaan 

obat secara topikal yaitu untuk menghindari kesulitan dalam absorbsi 

gastrointestinal akibat aktivitas enzimatik dan pH. Selain itu, aplikasi obat secara 

topikal memiliki efek yang terlokalisir dan efek samping yang minimal. Salah satu 

bentuk obat yang diaplikasikan secara topikal yaitu gel (Garg et al, 2015). 

Gel berbahan dasar kopolimer, poloksamer dan monogliserida 

menyebabkan bahan obat relatif mudah diaplikasikan dan diserap oleh jaringan. 

Selain itu, gel memiliki kemampuan biokompatibilitas dan bioavailabilitas yang 

tinggi sehingga akan memudahkan adhesi pada poket periodontal dan dapat 

dengan cepat dihilangkan melalui jalur katabolisme sehingga dapat mengurangi 

resiko reaksi alergi host (Garg et al, 2015). Contoh penggunaan obat anti 

inflamasi berbentuk gel saat ini yaitu gel Aloclair™. Gel ini mengandung zat aktif 

acetylated mannan untuk menghambat metabolisme asam arakidonat melalui jalur 

siklooksigenase sehingga tidak terjadi kerusakan jaringan periodontal yang lebih 

lanjut pada periodontitis (Singh et al, 2011). Saat ini telah dikembangkan gel yang 

berbahan dasar ekstrak biji kopi yang digunakan sebagai alternatif terapi. Menurut 

penelitian Xue (2016), ekstrak biji kopi robusta dapat menurunkan jumlah sel 

makrofag dan limfosit secara in vitro.  

Kopi merupakan bahan alam yang telah terbukti sebagai antiinflamasi. 

Berdasarkan data Direktorat Jenderal Perkebunan Indonesia, 2017, produksi kopi 

di Indonesia mencapai 637,539 kg terutama kopi robusta (Dirjen Perkebunan RI, 

2017). Biji kopi robusta mengandung senyawa antioksidan antara lain flavonoid, 

polifenol, dan proantisianidin (Artho et al, 2015). Senyawa polifenol telah 
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terbukti menunjukkan efek imunomodulator, antioksidan, dan menurunkan adhesi 

sel imunitas (Tangney et al, 2013). Selain itu, terdapat asam klorogenat yang telah 

terbukti dapat menurunkan infiltrasi makrofag, metabolit asam araknoid termasuk 

PGE2 dan TNF-α, sehingga berfungsi sebagai anti inflamasi (Hwang et al, 2014). 

Berdasarkan penelitian Ermawati (2013), gel ekstrak bji kopi robusta dengan 

konsentrasi 0,025 g/mL dan 0,05 g/mL pada tikus yang diinduksi periodontitis 

dapat menurunkan sekresi Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) yang merupakan 

penyebab terjadinya inflamasi pada periodontitis.  

Berdasarkan uraian di atas, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efek 

pemberian gel ekstrak biji kopi robusta (C.canephora) terhadap jumlah makrofag 

dan limfosit jaringan gingiva pada model tikus periodontitis yang diinduksi 

P.gingivalis. 

 

1.2. Rumusan Masalah 

Bagaimana efek pemberian gel ekstrak biji kopi robusta terhadap jumlah 

sel makrofag dan limfosit jaringan gingiva pada model tikus periodontitis? 

 

1.3. Tujuan 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek pemberian gel ekstrak biji 

kopi robusta terhadap jumlah sel makrofag dan limfosit pada model tikus 

periodontitis. 

 

1.4. Manfaat 

 Manfaat yang diharapkan dari penelitian ini adalah:  

1. Memberikan pengetahuan tentang potensi gel ekstrak biji kopi robusta 

sebagai antiinflamasi terhadap jumlah limfosit dan makrofag pada 

model tikus periodontitis. 

2. Sebagai informasi kepada masyarakat tentang penggunaan ekstrak biji 

kopi robusta dalam membantu proses penyembuhan periodontitis 

sehingga dapat dijadikan alternatif terapi. 
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3. Hasil penelitian ini dapat dijadikan referensi untuk penelitian gel 

ekstrak biji kopi robusta terhadap penyakit rongga mulut lainnya. 
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BAB 2.TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Periodontitis 

2.1.1 Definisi dan Prevalensi Periodontitis 

Penyakit periodontal didefinisikan sebagai infamasi kronis dari gingiva, 

tulang alveolar, dan ligamen periodontal. Inflamasi ini disebabkan oleh toksin dari 

bakteri yaitu Porphyromonas gingivalis. Toksin bakteri ini menyebabkan 

kerusakan antara lain resorpsi tulang alveolar, resesi gingiva dan kerusakan 

ligamen periodontal sehingga mengakibatkan kegoyangan pada gigi geligi 

(Prasetya, 2013). Periodontitis diklasifikasikan sebagai periodontitis kronis yang 

umum dimana melibatkan lebih dari 10 gigi dan disebut sebagai periodontitis 

kronis lokal ketika kurang dari 10 gigi yang terlibat (Newman et al, 2012).  

Prevalensi periodontitis terjadi pada orang dewasa, namun tidak menutup 

kemungkinan terjadi pada anak–anak dan usia remaja. Menurut data penelitian 

Notohartojo (2010), prevalensi untuk jaringan periodontal sehat sebesar 4,79% 

sedangkan jaringan tidak sehat sebesar 95,21%. Berdasarkan data Departemen 

Kesehatan Republik Indonesia tahun 2011, prevalensi penyakit periodontal di 

Indonesia menduduki tingkat kedua penyakit gigi dan mulut yaitu sebesar 60% 

terutama periodontitis (Depkes RI, 2011). 

Faktor utama penyebab penyakit periodontal adalah bakteri plak dan 

didukung oleh faktor predisposisi lokal seperti akumulasi plak, kalkulus dan 

faktor iatrogenik. Periodontitis dimulai dengan adanya gingivitis, inflamasi lokal 

dari gingiva yang diakibatkan oleh bakteri plak (mikrobial biofilm yang 

menempel pada gingiva dan gigi) (Chappel et al, 2018). Gingivitis yang tidak 

dilakukan perawatan maka akan menyebar ke jaringan periodontal lain yang 

berakibat resorpsi tulang alveolar, ligamen periodontal yang putus, resesi gingiva, 

terbentuk poket periodontal, mobilitas gigi yang meningkat hingga kehilangan 

gigi (Singh et al, 2013). 
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2.1.2 Etiologi Periodontitis 

Etiologi dari periodontitis yaitu akumulasi dari dental plak. Dental plak 

merupakan ekosistem unik yang terdapat pada permukaan gigi dengan 

mikroorganisme terperangkap pada lapisan biofilm dari saliva. Biofilm 

merupakan lapisan basal yang tipis pada bagian substratum dan membutuhkan 

pelikel enamel untuk melekat. Bakteri yang terdapat pada biofilm ini akan 

membentuk lapisan protein dan enzim yang dapat menginduksi inflamasi jaringan 

periodontal (Dumitreschu et al, 2010).  

Mikroorganisme yang dapat menempel pada biofilm tersebut dapat berupa 

bakteri, spiroceta, dan virus. Beberapa spesies bakteri antara lain Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, Bacteroides forsythus, Treponema denticola, 

Streptococcus intermedia, Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus mikro, 

Fusbacterium nucleatum, Eikenella corrodensdan yang paling dominan adalah 

Porphyromonas gingivalis (Kinane et al, 2017).  

2.1.3 Patogenesis Periodontitis 

Terjadinya periodontitis dimulai ketika faktor virulensi dari P.gingivalis 

yaitu lipopolisakarida (LPS) dikenali oleh Toll-Like Receptor-4 (TLR-4) pada sel 

epitel. TLR4 memainkan peranan penting dalam mengenali komponen yang 

dimiliki oleh P.gingivalis antara lain kapsul, fimbria dan LPS. TLR4 dapat 

ditemukan di jaringan gingiva pada sel epitel, fibroblas dan sel dendritik. 

Selanjutnya, sel epitel yang merupakan barrier utama yang melawan 

bakteri akan memproduksi sitokin, kemokin dan peptida antimikrobial dimana 

akan menginduksi rekruitmen dari sel inflamasi menuju ke daerah yang 

terinflamasi (Dumitreschu et al, 2010). Selain itu, sel epitel dapat menstimulasi 

sel residen seperti makrofag, fibroblas, dan sel mast untuk memproduksi PGE-2, 

sitokin pro-inflamasi (IL-1β, TNF-α, IL-6, dan IL-12), histamin dan leukotrien 

(Ermawati et al, 2019). 

Mediator seperti IL-1β, TNF-α dan histamin dapat menyebabkan aktivasi 

sel endotel pembuluh darah di sekitar daerah gingiva sehingga mengekspresikan 

molekul P-selectin. Molekul ini menyebabkan jarak antar sel endotel merenggang, 
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sehingga monosit dalam jumlah banyak akan bermigrasi menuju daerah yang 

terinflamasi dan berdiferensisi menjadi makrofag (Mariano et al, 2010).  

Pada respon inflamasi kronis,makrofag bertindak sebagai Antigen 

Presenting Cells (APC). APC merupakan sel yang memproses antigen, 

memotongnya menjadi peptida-peptida kecil, dan mempresentasikannya pada sel 

limfosit yang masih belum aktif. Sehingga, pada saat terjadi konjungsi antara 

MHC kelas II dan APC maka sel limfosit T akan menjadi aktif (Alvarez et al, 

2018).  

2.2 Kopi Robusta 

2.2.1 Definisi Botani dan Klasifikasi Kopi Robusta 

 Klasifikasi tanaman kopi robusta yaitu : 

Kingdom  : Plantae 

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Subkelas : Asteridae 

Ordo  : Rubiales 

Famili  : Rubiaceae 

Genus  : Coffea 

Spesies  : Coffea canephora Pierre ex Froehner (USDA, 2019) 

 Kopi merupakan jenis tanaman yang tumbuh di daerah tropis kecuali pada 

tempat dengan temperatur terlalu tinggi maupun terlalu rendah. Tanaman kopi 

dapat tumbuh pada ketinggian sekitar 600–700m diatas permukaan laut dengan 

temperatur 20
o
–24

o
C (Anshori, 2014). Terdapat 4 jenis kopi yang dikenalkan di 

Indonesia antara lain kopi arabika (Coffea arabica), kopi liberika (Coffea 

liberica), kopi robusta (Coffea canephora) dan kopi excelsa (coffea dewevrei) 

(Artho et al, 2015). 

Tanaman ini berbentuk pohon yang tumbuh tegak, bercabang, dan dapat 

mencapai ketinggian 12m. Daunnya memiliki morfologi yang lebar dan tipis. 

Bagian tepinya bergelombang dan tumbuh pada cabang, batang dan ranting. 

Setelah kurang lebih 2 tahun, tanaman kopi akan berbunga dimana tersusun dalam 
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kelompok buku–buku cabang dengan mahkota berwarna putih dan kelopak 

bewarna hijau muda (Artho et al, 2015). 

Buah kopi mentah bewarna hijau dan ketika matang bewarna merah 

menyala hingga merah tua. Buahnya terdiri dari biji dan daging. Pada daging 

terdapat 3 lapisan yaitu, lapisan kulit luar (eksokarp), daging buah (mesokarp) dan 

kulit tanduk (endokarp). Daging buah ketika matang mengandung lendir dan 

senyawa gula sehingga rasanya akan manis. Sedangkan pada bagian biji, 

berbentuk agak bulat dengan lengkungan biji yang tebal (Anshori, 2014). 

Pada gambar 2.1, terlihat bahwa pada biji kopi robusta yang matang 

kulitnya bewarna merah tua. Buahnya cenderung membulat dan tidak mudah 

rontok dari tangkainya. Selain itu, kopi yang telah matang memiliki kandungan 

senyawa gula yang lebih tinggi (De Kochko et al, 2010). 

 

 

 

 

 

 

2.2.2 Struktur Biji Kopi Robusta 

Biji kopi berbentuk seperti telur (egg-shaped), datar dengan sedikit 

kecembungan, dan memiliki alur longitudinal pada permukaan bidang. Penutup 

luar dari biji dibentuk oleh endokarp bewarna coklat pucat yang apabila sudah 

mengalami pengeringan menjadi parchment. Endokarp mengandung lapisan 

tertutup yang memiliki warna hijau tipis yang dikenal sebagai spermoderma atau 

kulit perak yang merupakan sisa dari perisperma. Pada biji kopi robusta, 

spermoderma melekat dan bewarna coklat. Ukuran biji kopi robusta bervariasi 

mulai panjang 10–18 mm dengan lebar 6,5–9,5 mm. Sedangkan spesies lain 

Gambar 2.1 Buah matang dari tanaman kopi robusta (C.canephora) 

 (De Kochko et al, 2010). 
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seperti C.racemosa memiliki ukuran panjang 5–7 mm dengan lebar 3–3,5mm 

(Eira et al, 2006).  

Endosperma merupakan jaringan hidup yang memiliki dua regio yang 

mengelilingi embrio yaitu regio eksternal keras dan internal lunak. Bagian dari 

endosperma yang berada di depan ujung radikula disebut sebagai penutup 

endosperma (mikropilaris) dan lainnya disebut sebagai endosperma lateral. 

Jaringan endosperma memiliki kandungan polisakarida yang tinggi. Dinding 

selnya terdiri dari selulosa, hemiselulosa dan gula yang tidak larut yaitu manosa. 

Endosperma lateral sangat keras karena terdiri dari manosa yang terdeposit 

membentuk lapisan yang tebal. Sejumlah protein, lemak dan mineral tersimpan di 

sitoplasma endosperma dan digunakan sebagai makanan cadangan untuk 

pertumbuhan embrio (Eira et al, 2006). 

Buah kopi robusta memiliki struktur anatomi (gambar 2.2) yang terdiri 

dari diskus, epikarp, mesokarp, endokarp, spermoderma, endosperma dan embrio. 

Warna epikarp (kulit) pada awal perkembangannya bewarna hijau karena adanya 

kloroplas yang terlepas ketika buah telah matang. Selain itu, terdapat endosperma 

yang merupakan bakal buah. Kandungan senyawa dari endosperma terdiri dari 

kafein, trigonelin, saponin dan lain – lain.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.3 Kandungan Biji Kopi Robusta 

Komposisi kimia biji kopi bergantung pada jenis kopi, tanah tumbuh dan 

cara pengolahannya. Kopi mengandung senyawa yang berfungsi sebagai 

Gambar 2.2 Struktur biji kopi robusta. (Eira et al, 2006) 
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antioksidan, antiinflamasi dan antibakteri. Kandungan biji kopi robusta secara 

umum terbagi menjadi dua yaitu alkaloid dan polifenol (Patay et al, 2016). 

Alkaloid memiliki minimal satu unsur atom nitrogen yang bersifat basa 

dan merupakan bagian dari cincin heterosiklik. Kafein (3,7 diyidro-1, 3, 7-

trimethyl-1H-purine-2,6-dione)  merupakan bagian dari alkaloid yang penting dan 

terdapat pada seluruh bagian tanaman kopi. Kafein dapat menjadi stimulator pada 

sistem persarafan sentral, mencegah kelelahan, dan meningkatkan aktivitas 

motorik. Selain itu kafein juga memiliki sifat antibakteri dan antioksidan. Sebagai 

antibakteri, kafein dapat meningkatkan kekebalan imunitas terhadap invasi bakteri 

melalui peningkatan konsentrasi dari sel imunokompeten dan memperkuat 

aktivitas enzim lisozim (Pruthviraj et al, 2011).  

Polifenol merupakan senyawa pada biji kopi robusta yang terdiri dari dua 

struktur kerangka logam pada cincin aromatiknya yaitu, hydroxycinnamic 

(hidroksisinamat) dan hydroxybenzoic (hidroksibenzoat). Asam klorogenat atau 

nama lainnya 5-O-caffeolquinic acid (5-CQA) termasuk keluarga dari ester 

polifenol yang terbentuk dari penggabungan asam kuinat dan trans-sinamat, 

umumnya kafeik p-komarik dan asam ferulat (Ayelign et al, 2013).  Fungsi dari 

asam klorogenat pada tanaman kopi yaitu untuk melindungi tanaman dari 

mikroorganisme, serangga dan radiasi ultraviolet (Watanabe et al, 2004). 

Sedangkan untuk manusia, berfungsi sebagai antioksidan, antivirus, 

hepatoprotektif dan antispasmodik (Farhaty, 2016). Sebagai antioksidan, asam 

klorogenat dapat mendonasikan atom hidrogen untuk menurunkan radikal bebas 

dan menghambat reaksi oksidasi (Liang et al, 2015). Selain itu, sebagai 

antiinflamasi, asam klorogenat telah terbukti dalam menurunkan infiltrasi dari 

makrofag secara in vitro (Xue et al, 2016). 

2.3 Porphyromonas gingivalis 

2.3.1 Klasifikasi Porphyromonas gingivalis 

Taksonomi dari bakteri Porphyromonas gingivalis adalah sebagai berikut:  

Kingdom  : Bacteria 

Subkingdom : Negibacteria 

Filum  : Bacteriodetes 
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Kelas  : Bacteroidia 

Ordo  : Bacteroidales 

Famili  : Porphyromonadaceae 

Genus  : Porphyromonas 

Spesies  : Porphyromonas gingivalis(Bacterial Nomenclature, 2012) 

 

2.3.2 Karakterisik Porphyromonas gingivalis 

Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri gram negatif anaerob yang 

tidak memiliki alat gerak (non-motile) dan bersifat asakarolitik. Bakteri ini 

berbentuk coccobacilus dengan panjang 0,5–2 µm. Pada medium blood agar, 

bakteri ini tampak lembut, cembung dan berkilau dimana pada 1–2 mm di dalam 

garis tengah dan menggelap dari tepi koloni (Gambar 2.3). Perubahan warna 

koloni dapat terjadi menjadi kehitaman akibat produksi dari protohaem. Untuk 

pertumbuhannya, dibutuhkan temperatur maksimal yaitu 37
o
C. Pertumbuhan yang 

signifikan dari bakteri ini dipengaruhi oleh adanya karbohidrat (How et al, 2016).  

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Gambaran  mikroskopis P. gingivalis  (Zhang, 2016) 
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2.3.3 Mekanisme Perlekatan Porphyromonas gingivalis Terhadap Inang 

Perlekatan P.gingivalis dibantu dengan faktor virulensi yang berhubungan 

dengan destruksi jaringan dan mekanisme pertahanan terhadap sel inang yang 

meliputi : 

1. Kapsular polisakarida dapat berperan sebagai adesin mikroba terhadap 

sel inang. Selain itu, dapat menurunkan fagositosis dan kemotaksis 

oleh sel imun (Nakayama et al, 2017).  

2. Lipopolisakarida (LPS) merupakan faktor virulensi yang penting pada 

bakteri periodontopatogen karena dapat mengaktivasi respon inflamasi 

dari host, meningkatkan resorpsi tulang dan degradasi imunoglobulin. 

Selain itu, LPS dapat meningkatkan produksi IL-1 dan IL-8 yang 

berperan dalam patogenesis periodontitis (Nakayama et al, 2017). 

3. Fimbria merupakan perantara dalam perlekatan bakteri ke substrat 

yang tersedia dan perlekatan antara bakteri dengan membran terluar 

dari host (Pierce et al, 2009). 

4. Kolagenase berfungsi dalam mendegradasi inhibitor plasma protease 

yang mengakibatkan destruksi dari jaringan periodontal (How et al, 

2016). 

5. Protease, terutama arginin-spesifik atau gingipain, dapat mendegradasi 

komponen matriks ekstraseluler termasuk ikatan antara integrin dan 

fibronektin, sitokin, imunoglobulin, kolagen dan faktor komplemen. 

Selain itu, dapat mendegradasi protein heme yang berkontribusi dalam 

menghambat koagulasi darah dan meningkatkan perdarahan. Hal 

tersebut mengakibatkan peningkatan bioavailabilitas hemin untuk 

pertumbuhan bakteri (Nakayama et al, 2017).  

2.3.4 Respon Imun terhadap Porphyromonas gingivalis 

Induksi dan perkembangan kerusakan jaringan periodontal merupakan 

proses yang kompleks yang melibatkan akumulasi plak, pelepasan material 

bakteri dan respon inflamasi. Bakteri P.gingivalis dapat memproduksi faktor 

virulensi yang menembus gingiva dan menyebabkan kerusakan jaringan akibat 

induksi inflamasi pada host. Patogen tersebut harus mengatasi pertahanan 
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eksternal pada host sebelum menempati lingkungan yang sesuai untuk 

berkolonisasi agar tetap bertahan hidup. Maka dari itu, terdapat macam–macam 

faktor virulensi dari P.gingivalis antara lain LPS, fimbria, kapsul dan lain–lain 

(How et al, 2016).  

Selain itu, bakteri ini memiliki kemampuan dalam mempertahankan diri 

melalui tiga mekanisme, yaitu 1). menghambat fusi lisosom dengan fagosom yang 

berisi bakteri pada sel fagosit, 2). lipid mikrobakterial seperti lipoarabinomanan 

dapat menghalangi pembentukan oksigen reaktif, 3). dapat menghindari 

perangkap fagosom dengan menggunakan lisin sehingga bakteri dapat hidup 

bebas dalam sitoplasma makrofag (Amano et al, 2003).  

Fungsi sel epitel sebagai pertahanan fisik utama dalam melawan patogen 

dan dapat menginduksi respon sistem imunitas innate maupun acquired. LPS 

dapat mengikat TLR-4 pada monosit dan mempresentasikannya pada limfosit. 

Infiltrasi dari neutrofil, granulosit dan limfosit pada daerah lesi periodontal dapat 

mengakibatkan penggumpalan dan pembunuhan dari bakteri tergantung tingkat 

invasi dari bakteri terhadap jaringan periodontal.  

Monosit dari pembuluh darah akan menginfiltrasi jaringan dan 

berkembang menjadi makrofag. Makrofag memproduksi sitokin proinflamasi 

yang menyebabkan kerusakan pada jaringan antara lain Interleukin-1 (IL-1), 

Interleukin-6 (IL-6), prostaglandin-E2 (PGE2), dan TNF-α. Selain itu, makrofag 

dapat membentuk pre-osteoklas yang ketika matang menjadi osteoklas akibat 

respon dari TNF-α dan Receptor Activator NF-κB Ligand (RANKL) (Lindberg, 

2013). Jika kondisi ini berlangsung kronis, maka dapat menyebabkan diferensiasi 

makrofag menjadi osteoklas sehingga terjadi resorpsi tulang alveolar, degradasi 

ligamen periodontal oleh matriks metalloproteinnase (MMP) dan pembentukan 

jaringan granulasi (Kinane et al, 2017).  

Pada respon inflamasi kronis, limfosit akan lebih banyak menginfiltrasi 

jaringan dimana merupakan salah satu sel darah putih yang prominen dalam 

degradasi jaringan pada saat terjadi gingivitis dan periodontitis. Limfosit 

memproduksi berbagai sitokin antara lain IL-1, IL-6, IL-17, RANKL, dan TNF-α 

(Cekici et al, 2014). Produksi yang berlebihan dari RANKL akan menyebabkan 
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resorpsi tulang alveolar. Selain itu, pada saat limfosit telah mencapai jaringan 

yang terinflamasi, maka sel B akan bertransformasi menjadi sel B plasma yang 

akan menghasilkan sejumlah antibodi (Kinane et al, 2017). 

Titik dari respon imun terletak pada peran dan fungsi dari limfosit T, 

terutama pada sel T CD4
+
. Setelah diproses oleh Antigen Presenting Cell (APC) 

seperti makrofag, sel Langerhans dan sel dendritik, antigen akan dipresentasikan 

pada sel T4. Setelah teraktivasi, maka sel T4 akan memicu respon imun yang 

lebih kompleks baik seluler maupun humoral. Aktivasi dari sel T4 dibutuhkan 

minimal dua sinyal, yaitu untuk mengikat reseptor antigen sel T  pada kompleks 

antigen MHC kelas II yang berada di permukaan APC dan sinyal kedua berasal 

dari IL-1 yang dihasilkan oleh APC. Selanjutnya, sel T4 akan menginduksi 

aktivasi sel T8 untuk menghancurkan sel–sel asing, sel T memori yang 

menyimpan kode dari antigen dimana apabila antigen ini masuk ke dalam tubuh 

untuk kedua kalinya atau seterusnya maka akan direspon imunitas tubuh lebih 

cepat dan sel B sebagai mediator imunitas humoral (Amano et al, 2003). 

Respon imun spesifik terhadap bakteri P.gingivalis diperantarai oleh sel T 

yang sangat penting dalam mengatasi organisme intraseluler. Sel T4 akan 

berikatan pada partikel antigen yang telah dipresentasikan pada permukaan 

makrofag  oleh MHC kelas II yang telah terinfeksi bakteri tersebut. Selanjutnya 

akan teraktivasi sel T helper antara lain Th1, Th2 dan Th17. Th1 akan 

mensekresikan sitokin yang menginduksi teraktivasinya makrofag dan membunuh 

organisme intraseluler melalui pembentukan oksigen reaktif dan nitrit oksida yang 

merupakan radikal bebas dalam membunuh bakteri (Kinane et al, 2017).  

 

2.4 Makrofag 

2.4.1 Definisi Makrofag 

Menurut Dorlan (2002), makrofag termasuk mononuclear phagocyte 

system yang disebut dengan Reticulo Endothelial System (RES) dimana 

merupakan suatu istilah untuk sel yang fagosit yang tersebar diseluruh jaringan 

dalam tubuh antara lain hati, limpa, nodus limfatikus, sumsum tulang, dan lain-

lain.  Makrofag merupakan diferensiasi dari monosit yang berasal dari aliran 
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darah yang awalnya promonosit berasal dari sumsum tulang (Italiani et al, 2015, 

Epelman et al, 2014).  

Makrofag memiliki ukuran antara 10–30 µm, inti berbentuk seperti tapal 

kuda (Horsehoe like) dan terletak eksentrik (Gambar 2.4). Umumnya sel ini 

berbentuk tidak beraturan dengan cabang yang biasanya pendek atau langsing 

panjang. Membran plasma berlipat–lipat dan bertonjolan kecil–kecil. Keadaan 

permukaan yang sedemikian rupa untuk membantu perluasan dalam fagositosis 

dan motilitas dari sel. Sitoplasma dengan atau tanpa ribosom, mitokondria serta 

vakuola pinositik, dan fagositik. Lisosom dalam jumlah yang banyak tersebar 

dalam sitoplasma (McWhorter et al, 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.4 Sel makrofag secara mikroskopis (Mescher et al, 2011) 

2.4.2 Pembentukan Makrofag 

Fagosit mononuklear dibentuk di dalam sumsum tulang. Mereka 

mengalami proliferasi di dalam sumsum tulang dan dilepaskan di dalam darah 

pada sebelum atau sesudah fase monoblas dan menjadi fase premonosit dan 

menjadi monosit. Selanjutnya, sel–sel ini akan memasuki jaringan tempat kerja 

utama dimana mereka akan berdierensiasi menjadi makrofag. Monosit yang 

berdiferensiasi menjadi makrofag melibatkan perubahan struktur dan morfologi 

termasuk peningkatan ukuran, jumlah organel, metabolisme, ekspresi reseptor 

permukaan dan sensitivitas pada molekul persinyalan (Sherwood et al, 2009). 

Selain itu, terjadi peningkatan aktivitas enzim lisosomal, karena mempersiapkan 

mereka sebagai fagosit aktif dan pencernaan terkait material asing.  
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2.4.3 Distribusi Makrofag pada Gingiva 

Makrofag pada gingiva yang normal distribusinya hampir tidak ditemukan 

pada lamina propria. Tetapi, makrofag ditemukan pada daerah gingiva sulkuler 

dan junctional epithelium dalam jumlah yang sedikit. Jumlah sel makrofag pada 

gingiva sehat yaitu 58,74±18,56 sel/ mm
2
 (Golijanin et al, 2015). 

Pada saat terjadi inflamasi, terjadi peningkatan yang cukup signifikan pada 

makrofag yaitu 2,5 kali lebih banyak dan menjadi 116,55±54,78 sel/ mm
2
. Pada 

fase early periodontitis, makrofag tersebar pada daerah papillary dan retikuler 

lamina propria. Sedangkan pada fase established periodontitis, makrofag lebih 

tersebar pada daerah sekitar serabut kolagen dan menyebabkan destruksi 

(Golijanin et al, 2015). 

2.4.4 Fungsi Makrofag 

Dahulu, makrofag ditemukan hanya berfungsi sebagai pembersih dari 

bakteri, tetapi sekarang diketahui memiliki beberapa fungsi lain yang terlibat 

dalam radang dan kekebalan tubuh. Makrofag di dalam darah dapat diaktivasi 

oleh berbagai macam aktivator maupun stimulan antara lain mikroba dan 

produknya, kompleks antigen antibodi, inflamasi, limfosit T yang teraktivasi, 

sitokin, trauma dan protein matriks ekstraseluler seperti fibronektin (Gordon et al, 

2017). 

Aktivasi makrofag dapat dipengaruhi oleh faktor eksternal dan internal. 

Faktor eksternal antara lain makanan (asam askorbat, asam amino, arginin, 

polifenol, flavonoid, fitoesterogen dan probiotik) dan pola makan. Sedangkan 

pada faktor internal meliputi sistem persyarafan seperti saraf vagus, flora normal 

pada mukosa lumen usus, hormon leptin, usia, status gizi, dan aktivitas. Makrofag 

yang teraktivasi memiliki jumlah lisosom yang meningkat dan menghasilkan serta 

melepaskan IL-1, yang mempunyai aktivitas luas dalam respon inflamasi. 

Berdasarkan fungsinya, makrofag dibagi menjadi dua golongan, yang pertama 

sebagai sel fagosit dan kedua sebagai antigen presenting cell (APC) yang 

berfungsi dalam menyajikan antigen pada limfosit (Hume et al, 2008).  

Fungsi utama dari makrofag adalah menghancurkan antigen dalam 

fagolisosom dan juga melepaskan berbagai enzim dan isi granula ke luar sel 
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bersama – sama dengan sitokin seperti TNF- α yang dapat membunuh organisme 

patogen. Selain itu, sel ini berperan dalam mempengaruhi aktivitas dari respon 

imun, menelan hingga menyampaikan informasi antigen pada sel – sel yang 

berdekatan. Makrofag aktif dalam sekresi enzim yang berada di lisosomnya antara 

lain elastase, kolagenase, hidrolase dan lain–lain (Gordon et al, 2017).  

Kemampuan makrofag dalam mengenali substansi asing dikarenakan 

adanya reseptor untuk fosfolipid. Sebagai sel efektor, makrofag dapat 

menghancurkan mikroorganisme serta sel – sel ganas dan benda asing karena 

adanya enzim dalam lisosom yaitu hidrolase dan peroksidase yang dibutuhkan 

untuk membunuh mikroorganisme. Selain itu, pada permukaan makrofag terdapat 

ekspresi dari Major Histocompatibility Complex (MHC) kelas II (Hume et al, 

2008).  

Fungsi terpenting dari makrofag adalah fagositosis yang berarti 

pencernaan seluler terhadap bahan yang mengganggu. Fase–fase proses 

fagositosis makrofag antara lain kemotaksis, adhesi, ingesti dan degranulasi. 

Kemotaksis merupakan pergerakan dari fagosit ke tempat infeksi sebagai respon 

terhadap faktor yaitu bakteri dan toksinnya yang mengakibatkan aktivasi 

komplemen. Setelah itu dilanjukan dengan adhesi yang merupakan proses 

perlekatan membran plasma fagosit dengan bagian permukaan dari 

mikroorganisme. Perlekatan dan pengenalan partikel pada makrofag difasilitasi 

oleh protein opsonin dan prosesnya disebut dengan opsonisasi. Opsonin mengikat 

molekul spesifik pada mikroba dan selanjutnya memfasilitasi pengikatannya 

dengan reseptor opsonin spesifik pada makrofag (Epelman et al, 2014).  

Setelah terjadi adhesi, selanjutnya proses ingesti atau penelanan pada 

bakteri karena fagosit membentuk pseudopodia pada membran plasmanya yang 

diperpanjang hingga mengelilingi objek hingga membentuk vakuola fagositik 

(fagosom). Dinding fagosom dengan demikian terdiri dari dinding bagian luar dari 

fagosit dan akan berfusi dengan membran granula lisosom sehingga akan terjadi 

pengeluaran isi dari granula masuk ke dalam fagolisosom dan terjadi degranulasi 

(Epelman et al, 2014). 
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Pada saat fagosom masuk ke sitoplasma, maka akan bergabung dengan 

lisosom menjadi fagolisosom dan terjadi degranulasi enzim yang ada di lisosom 

dan oleh spesies oksigen reaktif. Terjadi aktivasi NADPH menjadi NADP dengan 

enzim NADPH oksidase dimana oksidasi ini dapat mengubah oksigen menjadi ion 

superoksida (O2
-
). Superoksida kemudian diubah melalui dismutasi spontan 

menjadi hidrogen peroksida (H2O2). H2O2 yang kurang kuat dalam membunuh 

mikroba dan membutuhkan enzim myeloperoksidase (MPO) dan halida seperti Cl
-
 

yang terdapat pada granula azurofilik netrofil dimana dapat mengubah H2O2 

menjadi radikal hipoklorat (HOCl). HOCl merupakan oksidan dan antimikroba 

kuat yang dapat membunuh bakteri melalui halogenasi atau dengan oksidasi 

protein dan lipid peroksidase. Mikroorganisme yang mati kemudian akan 

didegradasi oleh hidrolase asam lisosom (Gordon et al, 2017).  

2.5 Limfosit 

2.5.1 Definisi Limfosit 

Limfosit adalah leukosit yang paling kecil dan biasanya memiliki nukleus 

bulat besar yang menempati sebagian besar dari sel. Jumlah limfosit berkisar 

antara 20–30% dari sel darah putih yang berada di peredaran darah. Pada sediaan 

darah, limfosit berupa sel yang berbentuk bulat kecil dengan diameter 7–12 µm 

dengan nukleus berlekuk, terpulas gelap dan memiliki sedikit sitoplasma bewarna 

biru terang (Gambar 2.5). Pada mikroskop elektron, limfosit tidak memiliki 

retikulum endoplasma tetapi memiliki banyak ribosom bebas di sitoplasmanya. 

Limfosit bertanggung jawab terhadap kontrol sistem imunitas adaptif (Sherwood 

et al, 2007).  
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Gambar 2.5 Sel limfosit secara mikroskopis (Mescher et al, 2011) 

Berdasarkan fungsinya, terdapat limfosit B dan T. Limfosit B 

menghasilkan antibodi sehingga disebut dengan imunitas humoral (diperantarai 

antibodi). Antibodi yang berikatan dengan benda asing spesifik maka akan 

tertandai untuk dihancurkan sistem imunitas. Sedangkan pada limfosit T tidak 

memproduksi antibodi, tetapi secara langsung akan menghancurkan sel target 

yang spesifik dengan mengeluarkan zat–zat kimia yang dapat membentuk pori 

besar/ lubang pada sel target sehingga disebut sebagai imunitas seluler. Sasaran 

dari sel T ini mencakup sel–sel tubuh yang terinfeksi bakteri, virus maupun sel 

kanker (Sherwood et al, 2007).  

Limfosit dapat hidup sekitar 100–300 hari. Selama kehidupannya, 

sebagian besar akan didaur ulang di jaringan limfoid, limfe dan darah, tetapi 

hanya menghabiskan waktu beberapa jam saja di peredaran darah. Dengan 

demikian, hanya sebagian kecil dari limfosit total yang transit di dalam darah 

setiap waktu tertentu (Sherwood et al, 2007).  

2.5.2 Jenis Limfosit 

 Berdasarkan sifat fungsionalnya, limfosit digolongkan dalam dua 

kelompok besar yaitu :  

1. Limfosit B 

Limfosit B berkembang di sumsum tulang dan mengalami pendewasaan di 

organ limfoid perifer. Jumlah sel limfosit B dalam total limfosit manusia normal 

sekitar 15%. Sel B menyediakan imunitas humoral yang melawan patogen 
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ekstraseluler melalui pembentukan antibodi sehingga disebut sebagai imunitas 

humoral. Antibodi berfungsi sebagai penetralisir patogen dan toksinnya, 

memfasilitasi opsonisasi, aktivasi komplemen, internalisasi antigen, 

mempresentasikan antigen pada limfosit T untuk meningkatkan respon imunitas. 

Limfosit B yang teraktivasi akan berkembang menjadi sel memori yang dapat 

mengekspresikan penanda pada permukaan CD45RO yang akhirnya akan 

berdiferensiasi menjadi sel plasma (LaRosa et al, 2008).  

2. Limfosit T 

Sel T membentuk 65–75% limfosit pada peredaran darah. Sel limfosit T 

memerlukan maturasi ke dalam timus dan membentuk beberapa subkelas dengan 

fungsi yang spesifik. Kemudian sel T berdiferensiasi menjadi sel T yang matur 

dan mengisi ke seluruh jaringan limfoid di seluruh tubuh. Sel ini berasal dari 

sumsum tulang dan bermigrasi ke timus untuk maturasi dan proliferasi hingga 

dibawa ke jaringan limfoid lain. Semua sel T memiliki suatu molekul pada 

permukaanya yang disebut dengan reseptor sel T yang berfungsi untuk mengenali 

epitop yang spesifik (Mescher et al, 2011). Berdasarkan perannya, terdapat tiga 

subpopulasi dari sel T yaitu :  

1. Sel T Pembantu (Sel T-Helper) berfungsi dalam menghasilkan sitokin 

yang dapat meningkatkan diferensiasi dari sel B menjadi sel plasma, 

aktivasi sel T sitotoksik, aktivasi makrofag menjadi fagositik, dan induksi 

reaksi inflamasi. Sel T-helper memiliki penanda CD4
+
 pada 

permukaannya sehingga sel ini sering disebut dengan sel T CD4
+
. Dalam 

keadaan tertentu, sel T helper ini juga bertindak sebagai mediator 

sitotoksisitas dan supresor. Biasanya sel ini akan menemukan antigen 

peptida yang terikat pada molekul glikoprotein MHC kelas II yang ada di 

permukaan antigen presenting cells (APC). Setelah terpapar oleh peptida 

MHC kelas II, maka sel T helper akan teraktivasi dan berproliferasi 

(Mescher et al, 2011).  

2. Sel T Sitotoksik atau dikenal dengan sel T CD8
+ 

bekerja secara langsung 

pada sel asing atau sel yang telah terinfeksi virus melalui 2 mekanisme 

utama. Sel ini melekat pada sel yang akan dihancurkan dan melepaskan 
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peptida protein yang disebut dengan perforin dimana akan terbentuk 

lubang di membran sel target yang mengakibatkan sel tersebut lisis dan 

mati. Mekanisme lainnya, sel tersebut akan melekat sebuah sel dan 

membunuhnya dengan menginduksi mekanisme apoptosis. Sel T 

sitotoksik dapat mengidentifikasi antigen peptida yang terikat oleh MHC 

kelas I pada permukaan sel target. Selain itu sel ini berperan dalam 

menekan respon imun dengan melepas faktor terlarut yang akan 

mengganggu fungsi sel imun lain (Mescher et al, 2011).  

3. Sel T Regulatorik atau dikenal dengan sel CD4
+
CD25

+ 
yang berperan 

penting dalam memungkinkan toleransi dari imun. Dimana sel ini akan 

menekan jumlah berlebihan dari proliferasi sel imunitas sebagai respon 

inflamasi yang berlebihan. Sel–sel ini menghasilkan toleransi perifer 

yang menjadi back-up toleransi sentral yang muncul di kelenjar timus 

(Mescher et al, 2011).  

2.5.3 Fungsi Limfosit 

Sel limfosit muncul sebagai reseptor antigen dimana merupakan kondisi 

yang tepat untuk menginduksi reaksi imunospesifik pada peradangan. Limfosit 

memiliki peranan fungsional yang berbeda dimana semuanya berhubungan 

dengan reaksi imunitas terhadap serangan mikroorganisme, makromolekul asing 

dan sel kanker (LaRosa et al, 2007). 

Sel limfosit T akan melekat pada sel yang akan dihancurkan dan 

melepaskan peptida protein yang disebut dengan perforin dimana akan terbentuk 

lubang di membran sel target yang mengakibatkan sel tersebut lisis dan mati 

(Koyasu et al, 2012). 

Sel limfosit B akan menyediakan imunitas humoral yang berfungsi dalam 

melawan patogen melalui pembentukan antibodi. Antibodi akan menetralisir 

patogen dan toksinnya, memfasilitasi opsonisasi, aktivasi komplemen, 

internalisasi antigen, mempresentasikan antigen pada limfosit T untuk 

meningkatkan respon imunitas (LaRosa et al, 2007). 
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2.6 Hubungan antara Gel Ekstrak Biji Kopi Robusta (C.canephora) 

terhadap Periodontitis 

Penyakit periodontal didefinisikan sebagai kondisi infamasi kronis dari 

gingiva, tulang alveolar, dan ligamen periodontal. Penyakit periodontal dimulai 

dari gingivitis dan dapat berkembang menjadi periodontitis. Secara umum, bakteri 

fakultatif gram negatif atau bakteri anaerob merupakan bakteri dominan yang 

menyebabkan periodontitis. Bakteri salah satunya adalah Porphyromonas 

gingivalis (Newman et al, 2012). 

P. gingivalis merupakan bakteri gram negatif obligat anaerob yang memiliki 

komponen virulensi yang dapat mengikat reseptor CD14/TLR-4 sehingga 

meningkatkan sekresi sitokin proinflamatori yaitu IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8 dan 

TNF-α. Selain itu, P.gingivalis dapat menempel pada sel epitel yang dapat 

memodulasi sistem imunitas melalui proses inflamasi. Sel radang yang berperan 

penting dalam respon inflamasi antara lain makrofag dan limfosit (Newman et al, 

2012). 

Berdasarkan penelitian Ermawati (2013), gel ekstrak bji kopi robusta 

dengan konsentrasi 0,025 g/mL dan 0,05 g/mL pada tikus yang diinduksi 

periodontitis dapat menurunkan sekresi TNF- α yang merupakan penyebab 

terjadinya inflamasi pada periodontitis. Pada penelitian Fadli (2013), konsentrasi 

gel ekstrak biji kopi robusta yang optimal dalam meningkatkan ketebalan epitel 

gingiva pada tikus periodontitis adalah 0,05 g/mL.  

TNF- α dapat diproduksi oleh berbagai sel antara lain makrofag, neutrofil, 

limfosit dan sel mast. Pada periodontitis, TNF- α berperan dalam degradasi 

kolagen dan memicu terjadinya resorpsi tulang alveolar. Pada penelitian tersebut 

mengungkapkan bahwa polifenol pada biji kopi robusta dapat mencegah 

peningkatan produksi TNF-α oleh sel makrofag dan limfosit yang teraktivasi oleh 

radikal bebas. Selain itu terdapat asam klorogenat dan asam kafeat yang berfungsi 

sebagai antioksidan kuat untuk mencegah sel fibroblas untuk  menghasilkan TNF- 

α akibat dari stress oksidatif (Ermawati, 2013).  
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2.7 Hipotesis 

 Hipotesis dari penelitian ini adalah pemberian dari gel ekstrak biji kopi 

robusta (C.canephora) dapat menurunkan jumlah makrofag dan limfosit jaringan 

gingiva pada model tikus periodontitis yang diinduksi Porphyromonas gingivalis 

sehingga mencapai batas normal yang tidak memberikan efek destruksi pada 

jaringan. 
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2.8 Kerangka Konseptual 
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Gambar 2.6 Skema kerangka konseptual penelitian 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1. Jenis dan Rancangan Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratoris. Pemilihan 

jenis ini karena sampel maupun perlakuan lebih terkendali, terukur dan pengaruh 

perlakuan lebih dapat dipercaya. Sedangkan, rancangan penelitian yang digunakan 

adalah jenis the post test only control group design yaitu melakukan pengukuran 

dan observasi pada kelompok kontrol negatif dan kelompok perlakukan pada 

waktu yang telah ditentukan (Notoatmojo, 2010).  

3.2. Tempat dan Waktu Penelitian 

3.2.1 Tempat penelitian 

1. Pembuatan ekstrak biji kopi robusta di Laboratorium Bioscience 

Rumah Sakit Gigi dan Mulut Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas 

Jember  

2. Pembuatan gel ekstrak biji kopi robusta (C.canephora) di 

Laboratorium Teknologi Sedia Likuida Semisolida Bagian Farmasetika 

Fakultas Farmasi Universitas Jember.  

3. Pembuatan suspensi dari P.gingivalis dilakukan di laboratorium 

Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut Fakultas Kedokteran Gigi 

Universitas Jember.  

4. Perlakukan terhadap hewan coba dilakukan di Laboratorium Hewan 

Coba Bagian Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

5. Processing jaringan dan pengamatan secara mikroskopis dilakukan di 

Laboratorium Histologi Bagian Biomedik Fakultas Kedokteran Gigi 

Universitas Jember.  

3.2.2 Waktu penelitian 

Waktu pelaksanaan penelitian dilakukan pada bulan November 2019–

Februari 2020. 
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3.3. Sampel Penelitan 

3.3.1  Besar Sampel Penelitian 

Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah berdasarkan 

rumus Daniel (2005): 

 

    

 

 Keterangan :  

 n  = besar sampel setiap kelompok 

 α = standar deviasi setiap kelompok 

 d = kesalahan yang masih dapat ditolerir 

 z = nilai pada tingkat kesalahan tertentu, z = 1,96 

(Daniel, 2005) 

  

 Berdasarkan rumus yang ditentukan, dengan asumsi bahwa kesalahan 

yang masih dapat diterima (α) sama besar dengan kesalahan yang masih dapat 

ditolerir (d) maka perhitungan jumlah sampel minimal adalah sebagai berikut : 

 

    n ≥ (1,96
2
) α

2 

 

     

    n ≥ (1,96
2
) 

 

    n ≥ 3,84 (4) 

 

 Berdasarkan hasil perhitungan tersebut, didapatkan jumlah sampel 

minimal adalah 4 ekor hewan coba pada setiap kelompok. Penelitian ini 

menggunakan 5 kelompok, sehingga jumlah keseluruhan tikus wistar jantan yang 

digunakan dalam penelitian ini adalah 20 ekor.  

 

n =  
z

2
 α

2
 

d
2
 

d
2
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3.3.2 Kriteria Sampel Penelitian 

 Sampel pada penelitian ini adalah tikus wistar jantan (Rattus novergicus) 

dengan kriteria inklusi tikus wistar jantan putih (Rattus novergicus), berat badan 

180–200 gram, umur ± 2–3 bulan, dan kondisi fisik tikus dalam keadaan sehat 

(warna bulu putih bersih dan mata tikus merah normal). Sedangkan kriteria 

eksklusinya yaitu tikus yang mati selama penelitian. Tikus dinyatakan drop out 

jika tikus memiliki kriteria eksklusi dan diganti dengan tikus lain sesuai dengan 

kriteria inklusi sehingga didapatkan jumlah sampel yang sesuai dengan besar 

sampel sesuai dengan perhitungan.  

 

3.4. Identifikasi Variabel Penelitian 

3.4.1  Variabel Bebas 

 Variabel bebas pada penelitian ini adalah gel ekstrak biji kopi robusta 

(C.canephora) dengan konsentrasi 0,025 g/mL dan 0,05 g/mL. 

3.4.2  Variabel Terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah jumlah makrofag dan limfosit 

pada jaringan gingiva tikus. 

 

3.4.3 Variabel Terkendali 

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah sebagai berikut :  

a. Konsentrasi suspensi P.gingivalis 

b. Induksi P. gingivalis tiga hari sekali sebanyak 0,05 ml selama 14 hari 

setiap sore.  

c. Gel ekstrak biji kopi robusta (C.canephora) sebanyak 0,05 ml 

diberikan dengan konsentrasi 0,025 g/mL dan 0,05 g/mL sebanyak 

satu kali sehari setiap pagi. 

d. Makanan dan minuman tikus secara ad libitum. 
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3.5. Definisi Operasional 

3.5.1 Gel Ekstrak Biji Kopi Robusta (Coffea canephora) 

 Gel ekstrak biji kopi robusta adalah sediaan ekstrak biji kopi robusta 

dalam bentuk semi padat yang digunakan sebagai bahan aplikasi topikal pada 

tikus yang diinduksi periodontitis dengan konsentrasi 0,025 g/mL dan 0,05 g/mL. 

3.5.2 Model Tikus Periodontitis 

Model tikus periodontitis adalah tikus wistar jantan yang diinjeksi dengan 

0,05 mL P.gingivalis dengan jumlah 1,5x10
8
 CFU/mL melalui sulkus gingiva 

bagian bukal gigi molar pertama kiri bawah. Injeksi diberikan tiga hari sekali 

selama 14 hari menggunakan tuberculine syringe 30 gauge. 

3.5.3 Jumlah Sel Makrofag 

Makrofag adalah sel yang memiliki bentuk nukleus oval, sitoplasma, dan 

berisi banyak granul. Jumlah sel makrofag dihitung melalui banyaknya sel 

makrofag pada jaringan gingiva gigi molar pertama kiri bawah setelah perlakuan 

yang diamati secara histologis menggunakan mikroskop cahaya dengan 

perbesaran 400x. 

3.5.4 Jumlah Sel Limfosit 

Limfosit ditentukan dengan ciri sel mononuklear yang sitoplasmanya tidak 

mengandung granul, inti berbentuk bulat dan besar, dengan sel hampir memenuhi 

sitoplasma. Hasil dari pewarnaan HE, limfosit akan terlihat inti sel bewarna 

kebiruan dan sitoplasma terlihat bewarna merah muda. Jumlah sel limfosit 

dihitung melalui banyaknya sel limfosit pada jaringan gingiva gigi molar pertama 

kanan bawah setelah perlakuan yang diamati secara histologis menggunakan 

mikroskop cahaya dengan perbesaran 400x. 

3.6. Alat dan Bahan Penelitian 

3.6.1 Alat Penelitian 

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah kandang tikus, neraca 

digital (Ohauss), masker (Diapro), sarung tangan lateks, syringe kecil kapasitas 

1ml (Terumo, Jepang), dental rat chair, blender (Panasonic), mortar, tabung 
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reaksi(Pyrex), Sentrifuge, Kawat ose, decycator, inkubator, spektrofotometer, 

shakerbath, rotary evaporator, Tuberculine syringe, sonde, pinset, scalpel, pot, 

potongan kayu 2 x 2 cm, lampu spiritus, mikrotom (Tissue Tek, Jepang), object 

glass dan penutupnya (Citoplus), waterbath (Memmert), kuas kecil, kompor kecil, 

kompor listrik (Maspion, Indonesia), mikroskop cahaya (Olympus, Jepang) dan 

Optilab (Optilab Advance, Indonesia). 

3.6.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah 20 ekor tikus wistar 

jantan (Rattus novergicus), akuades steril, media BHI-B, media BHI-A, vitamin 

K, hemin, yeast extract, suspensi P. gingivalis tipe ATCC 33277 (MediMark, 

Perancis), biji kopi robusta (C.canephora) yang diperoleh dari Kopi Rakyat 

Garahan Jember, etanol 96%, CMC, Propilen glikol, Gliserin, Gel plasebo, 

Ketamin (KTM 1000), Buffer formalin, Asam formiat 10%, Xylol, Alkohol 70%, 

80%, 95%, Gliserin, Meyer’s egg albumin, Parafin (Paraplast Plus), Minyak 

imersi, pewarna Hematoksilin-eosin, enthelan, kertas saring (Whatmann filter 

paper No.1), makanan tikus wistar (Feedmill-Malindo, Gresik), Gel Aloclair™. 

 

3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Ethical Clearance 

Rancangan penelitian telah memenuhi syarat dari Komisi Etik Penelitian 

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember (No.597/UN25.8/KEPK/DL/2019). 

3.7.2 Persiapan Hewan Coba 

Penelitian ini akan dilakukan pada hewan coba tikus (Rattus novergicus) 

dengan kriteria yang telah ditentukan. Hewan dilakukan aklimatisasi selama satu 

minggu sebelum diberi perlakuan untuk adaptasi tikus di dalam kandang dan 

diberi pakan standar dan minum. 
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3.7.3 Pembagian Kelompok Hewan Coba 

Hewan coba yang telah diaklimatisasi selama satu minggu akan dibagi 

menjadi 5 kelompok. Pembagian kelompok sebagai berikut : 

1. Kelompok I merupakan kelompok kontrol/normal yang tidak diberi 

perlakuan selama penelitian dan didekaputasi hari ke-8. 

2. Kelompok II merupakan kelompok yang diinduksi P.gingivalis selama 

14 hari dan diaplikasikan topikal gel plasebo kemudian didekaputasi 

pada hari ke-8. 

3. Kelompok III merupakan kelompok perlakuan yang diinduksi 

P.gingivalis selama 14 hari dan diaplikasikan topikal gel Aloclair™ 

kemudian didekaputasi pada hari ke-8. 

4. Kelompok IV merupakan kelompok perlakuan yang diinduksi 

P.gingivalis selama 14 hari dan diaplikasikan topikal gel ekstrak biji 

kopi robusta dengan konsentrasi 0,025 g/mL kemudian didekaputasi 

pada hari ke-8. 

5. Kelompok V merupakan kelompok perlakuan yang diinduksi 

P.gingivalis selama 14 hari dan diaplikasikan topikal gel ekstrak biji 

kopi robusta dengan konsentrasi 0,05 g/mL kemudian didekaputasi 

pada hari ke-8. 

3.7.4 Pembuatan Suspensi P.gingivalis 

Pembuatan suspensi dilakukan dengan pengambilan koloni bakteri 

P.gingivalis pada media blood agar. Selanjutnya mengambil koloni bakteri 

sebanyak 1–2 ose dan diletakkan pada campuran BHI-B (Brain Heart Infusion 

Broth) sebanyak 1 mL, Vitamin K, dan hemin. Media BHI-B yang telah terisi 

dengan koloni bakteri tersebut dilakukan inkubasi dengan suhu 37
o
C selama 24 

jam setelah itu dihomogenkan menggunakan vortex. Kemudian mengambil 200µL 

suspensi bakteri dan masukkan ke dalam NaCl 0,45% sebanyak 1 mL setelah itu 

dihomogenkan lagi menggunakan vortex. Suspensi diuji tingkat kekeruhannya 
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menggunakan densicheck hingga konsentrasi 0,5 McFarland (setara dengan 1,5 x 

10
8
 CFU/ mL). 

3.7.5 Pembuatan Model Tikus Periodontitis 

Model tikus periodontitis adalah tikus wistar jantan yang diinduksi dengan 

suspensi P. gingivalis pada sulkus gingiva bagian bukal gigi molar pertama kanan 

bawah dengan 0,05 mL dengan tingkat kekeruhan 0,5 McFarland (setara 1,5 x 10
8 

CFU/mL). Injeksi  diberikan 3 hari sekali selama 14 hari menggunakan 

tuberculine syringe dengan ukuran jarum 30 gauge. Aplikasi dilakukan pada sore 

hari karena terdapat ritme sirkadian dimana sitokin pro-inflamasi meningkat 

sehingga ROS dan TNF-α juga meningkat. Hal tersebut menyebabkan mudahnya 

terjadi infeksi (Khotimah et al, 2018). Tikus dinyatakan periodontitis apabila 

terdapat tanda klinik keradangan pada jaringan periodontal yang meliputi 

kemerahan, pembesaran margin gingiva, resesi gingiva dan apabila dilakukan foto 

rontgen akan tampak resorpsi tulang alveolar (Xu et al, 2014).  

3.7.6 Pembuatan Gel Ekstrak Biji Kopi Robusta 

Pembuatan gel ekstrak biji kopi robusta diawali dengan memblender biji 

kopi robusta kering hingga menjadi serpihan kecil dan halus. Selanjutnya bubuk 

kopi ditimbang sebanyak 375 gram dan dilakukan maserasi dalam larutan etanol 

96% sebanyak 1500 mL selama 48 jam. Setelah itu sampel disaring menggunakan 

kertas saring Whatmann ukuran 40 dan dipekatkan menggunakan rotary 

evaporator dengan suhu 50
o
C dengan tekanan 880 mBar selama 6 jam. Sehingga 

diperoleh esktrak pekat 0,1 g/mL sebanyak 28 g. 

Proses selanjutnya yaitu pembuatan basis gel dimulai dengan CMC-Na 2% 

sebanyak 2 g dikembangkan dalam 98 mL air panas dengan suhu 70
o
C dalam 

mortar selama 15 menit hingga mengembang. Selanjutnya diaduk sampai 

terbentuk sediaan jernih 100 g. 

Untuk mendapatkan gel ekstrak biji kopi robusta dengan konsentrasi 0,025 

g/mL dan 0,05 g/mL, pengenceran dilakukan sesuai dengan rumus: 

M1 X V1 = M2 X V2 
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Keterangan: 

M1  : Konsentrasi awal   V1 : Volume awal 

M2 : Konsentrasi akhir   V2 : Volume akhir 

 Untuk mendapatkan gel ekstrak biji kopi robusta dengan konsentrasi 0,025 

g/mL dilakukan dengan pengenceran sebagai berikut:  

 

 0,1 g/mL X 5 g = 0,025 g/mL X V2 

  V2 =  20 g 

Sehingga basis gel yang ditambahkan: V2 – V1 

  20 g – 5 g = 15 g  

 

Kemudian, dilakukan pengadukan hingga homogen pada mortar. 

Sehingga, didapatkan gel ekstrak biji kopi robusta dengan konsentrasi 0,025 g/mL 

sebanyak 20 gram. 

 Sedangkan, untuk mendapatkan gel ekstrak biji kopi robusta dengan 

konsentrasi 0,05 g/mL dilakukan dengan pengenceran sebagai berikut:  

  

 0,1 g/mL X 23 g = 0,05 g/mL X V2 

  V2 =  46 g 

Sehingga basis gel yang ditambahkan: V2 – V1 

  46 g – 23 g = 23 g basis gel yang perlu ditambahkan 

 

Kemudian, dilakukan pengadukan hingga homogen pada mortar. 

Sehingga, didapatkan gel ekstrak biji kopi robusta dengan konsentrasi 0,05 g/mL 

sebanyak 46 gram 

3.7.7 Aplikasi Topikal Gel Ekstrak Biji Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Setelah diperoleh model tikus periodontitis dengan ciri–ciri kerusakan 

epitel sulkular dan tampak resorpsi tulang alveolar, selanjutnya dilakukan aplikasi 

topikal gel ekstrak biji kopi robusta dengan konsentrasi 0,025 g/mL dan 0,05 

g/mL pada kelompok perlakuan. Gel tersebut diaplikasikan pada sulkus molar 
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satu kiri bawah dengan dosis 0,05 ml. Pada penelitian Ermawati (2013), dosis dan 

konsentrasi tersebut memiliki kemampuan dalam menurunkan sitokin TNF-α 

yang berhubungan dengan pembentukan makrofag dan limfosit. Aplikasi topikal 

gel dilakukan sehari sekali pada pagi hari selama 7 hari. Aplikasi dilakukan pagi 

hari karena tikus merupakan hewan yang beraktivitas di malam hari. Pada pagi 

hari aktivitas makan dan aktivitas lain tidak sering dilakukan sehingga obat akan 

mudah menempel pada sulkus (retentif) (Dewi, 2010). Selain itu, aplikasi selama 

7 hari dianggap telah mampu menurunkan jumlah makrofag dan limfosit 

(Swastini et al, 2019). 

3.7.8 Eutanasia Sampel 

Sebanyak 4 ekor tikus wistar pada setiap kelompok kontrol, periodontitis 

dan perlakuan dilakukan dekaputasi untuk pengambilan sampel jaringan gingiva.  

Aturan pengambilan jaringan yaitu dari mesial gigi insisivus sampai bagian gigi 

M3 rahang bawah tikus beserta jaringan lunak (gingiva) bagian bukal dan lingual. 

Setelah itu sampel dimasukkan dalam larutan buffer formalin selama 24 jam agar 

jaringan yang akan diamati tidak mengalami kerusakan, autolisis, 

mempertahankan morfologi sel dan mencegah pertumbuhan bakteri dan jamur.  

3.7.9 Tahap Dekalsifikasi Jaringan 

Sampel yang telah dilakukan eutanasia selanjutnya dilakukan dekalsifikasi 

dengan tujuan untuk menghilangkan garam – garam kalsium dari tulang dan gigi 

sebelum pemotongan sehingga akan lebih lunak dan memudahkan dalam 

pemotongan. Proses ini menggunakan larutan asam formiat 10% dengan tahapan 

sebagai berikut: 

1. Sampel yang telah direndam dalam buffer formalin dicuci dengan air 

bersih yang mengalir pelan selama 30 menit. 

2. Kemudiam dimasukkan dalam larutan asam formiat 10% selama 14 

hari dan dilakukan vibrasi (shaking) setiap hari agar proses 

dekalsifikasi merata. 
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3. Setelah itu, dicuci dengan air mengalir untuk menghilangkan sisa 

bahan dekalsifikasi 

3.7.10 Pembuatan Sediaan Histologis 

Setelah melalui tahapan dekalsifikasi, selanjutnya merupakan tahap 

pembuatan sediaan histologis sebagai berikut:  

1. Melakukan proses dehidrasi, clearing, dan impregnasi dengan 

mencelupkan jaringan kedalam larutan sesuai dengan petunjuk pada 

tabel berikut: 

Tabel 3.1 Proses Dehidrasi, Clearing, dan Impregnasi 

Tahapan Bahan Waktu Tujuan 

Dehidrasi 

Alkohol 70% ± 15 menit 

Menarik air dari jaringan 

yang sudah dicelupkan ke 

dalam larutan buffer formalin 

Alkohol 80% 1 jam 

Alkohol 95% 2 jam 

Alkohol 95% 1 jam 

Alkohol absolut 1 jam 

Alkohol absolut 1 jam 

Alkohol absolut 1 jam 

Clearing 

Xylol 1 jam Menghilangkan alkohol 

sebelum jaringan ditanam 

dalam parafin 

Xylol 2 jam 

Xylol 2 jam 

Impregnasi 

Parafin cair 2 jam 

Sebagai penyangga sediaan 

agar dapat dilakukan 

penyimpanan 

(56
o
C–58

o
C)  

Parafin cair 2 jam 

(56
o
C–58

o
C)  

Parafin cair 2 jam 

(56
o
C–58

o
C)  
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2. Pembuatan blok parafin (embedding) 

a. Persiapan alat cetak yang terbuat dari logam yang berbentuk balok 

bersiku yang ditempatkan pada permukaan kaca. Alat dan alas diolesi 

dengan gliserin untuk mempermudah pemisahan alat cetak dengan 

blok parafin yang sudah beku.  

b. Parafin cair dalam dua wadah, yaitu parafin untuk embedding dan 

parafin sebagai media penyesuaian temperatur jaringan yang akan 

ditanam. 

c. Parafin cair untuk embedding dituangkan ke dalam cetakan hingga 

penih setinggi permukaan, lalu jaringan ditanamkan pada posisi yang 

sesuai dan diusahakan jaringan yang menempel pada dasar cetakan 

dalam kondisi yang rata.  

d. Setelah parafin setting, cetakan dilepaskan dan blok parafin diberi 

label dan siap dilakukan pemotongan. 

3. Pemotongan jaringan menggunakan mikrotom 

a. Persiapkan object glass dengan meyer’s egg albumin. 

b. Blok parafin dilepaskan dari cetakan. 

c. Menempelkan blok parafin pada block holder mikrotom dengan 

bantuan pemanasan. 

d. Setelah persiapan selesai, dilanjutkan dengan penyayatan jaringan 

menggunakan mikrotom. 

e. Pisau mikrotom harus dengan keadaan bersih yang sebelumnya 

dibersihkan dengan menggunakan kertas saring/kasa yang telah 

dibasahi dengan Xylol dengan arah tegak lurus.  

f. Setelah itu, dilakukan pengaturan indikator ketebalan pisau mikrotom 

atau sayatan antara 4–6 mikron kemudian dilakukan pemotongan blok 

parafin sehingga didapatkan hasil pemotongan yang tipis. 

g. Memindahkan hasil potongan berupa sayatan tipis menggunakan kuas 

ke atas permukaan air dalam waterbath dengan suhu 37
o
-40

o
C agar 

hasil sayatan dapat mengembang dengan baik.  
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h. Hasil sayatan diseleksi dan dipindahkan di atas object glass yang telah 

diolesi meyer’s egg albumin dan diberi label sesuai dengan label 

jaringan yang dipotong. 

i. Sediaan jaringan dibiarkan hingga kering dengan hotplate suhu 30
o
C–

35
o
C selama minimal 12 jam dan selanjutnya dilakukan tahap 

pewarnaan pada jaringan.  

4. Pewarnaan Jaringan dengan pewarnaan Mayer’s Hematoksilin-Eosin. 

Proses pewarnaan jaringan melalui tahap sebagai berikut: 

 

Tabel 3.2 Tahapan  pewarnaan  jaringan 

Proses Larutan Waktu 

Deparafinasi 

Xylol 2–3 menit 

Xylol 2–3 menit 

Xylol 2–3 menit 

Dehidrasi 

Alkohol absolut 3 menit 

Alkohol absolut 3 menit 

Alkohol 95% 3 menit 

Alkohol 95% 3 menit 

Air mengalir 10 menit 

Pewarnaan inti 
Mayer’s hematoksilin 15 menit 

Air mengalir 20 menit 

Pewarnaan sitoplasma Eosin 15 detik–2 menit 

Dehidrasi 

Alkohol 95% 2–3 menit 

Alkohol 95% 2–3 menit 

Alkohol absolut 2–3 menit 

Alkohol absolut 2–3 menit 

Clearing 

Xylol 3 menit 

Xylol 3 menit 

Xylol 3 menit 

Mounting Entellan 5 menit 
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 Hasil yang didapatkan dari pewarnaan Mayer’s hematoksilin eosin 

ini sebagai berikut: 

a). Inti sel bewarna biru 

b). Sitoplasma bewarna kemerahan  

3.7.11 Tahap Perhitungan Jumlah Makrofag 

Pengamatan sediaan histologis dilakukan dengan mikroskop cahaya 

(Olympuss) dengan bantuan OptiLab pada perbesaran 400x. Sel makrofag pada 

tiap sediaan dihitung dari pojok kiri bawah ke kanan bawah kemudian ditarik ke 

atas, demikian seterusnya hingga semua lapang pandang terbaca. Jumlah sel 

makrofag didapatkan dengan menghitung sel makrofag pada tiga sediaan di setiap 

preparat dengan tiga pengamat selanjutnya dijumlahkan dan diambil rata–rata.  

3.7.12 Tahap Perhitungan Jumlah Limfosit 

Pengamatan sediaan histologis dilakukan dengan mikroskop cahaya 

(Olympuss) dengan bantuan OptiLab pada perbesaran 400x. Sel limfosit pada tiap 

sediaan dihitung dari pojok kiri bawah ke kanan bawah kemudian ditarik ke atas, 

demikian seterusnya hingga semua lapang pandang terbaca. Jumlah sel limfosit 

didapatkan dengan menghitung sel limfosit pada tiga sediaan di setiap preparat 

dengan tiga pengamat selanjutnya dijumlahkan dan diambil rata–rata.  

3.8 Analisis Data 

   Sebelum data hasil penelitian dianalisis, data terlebih dahulu dilakukan uji 

normalitas dengan menggunakan uji Shapiro-wilk untuk mengetahui distribusi 

kelompok sampel adalah normal. Kemudian dilakukan uji homogenitas varian 

untuk menguji variasi populasi dengan menggunakan uji Levene. Hasil uji data 

yang terdistribusi normal dan homogen dilakukan uji parametrik One–way  Anova 

dengan tingkat kepercayaan 95% (α=0,05) dilanjutkan dengan uji LSD (Least 

Significance Difference) dengan tingkat kepercayaan 95% (α=0,05) untuk 

mengetahui adanya perbedaan antara tiap – tiap subkelompok perlakuan. Apabila 

hasil uji data tidak berdistribusi normal dan tidak homogen maka dilakukan uji 
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nonparametrik Kruskall-Wallis dengan tingkat kepercaaan 95% (α=0,05) 

dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney.  
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3.9 Alur penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

20 ekor tikus wistar jantan diaklimatisasi selama 7 hari 

Kelompok Normal  Model tikus periodontitis diinduksi P.gingivalis 

0,05 ml tiga hari sekali selama 14 hari  

Kelompok 

kontrol positif   

Kelompok perlakuan dengan aplikasi 

topikal gel ekstrak biji kopi robusta 

selama 7 hari  

K 0,05 g/mL K 0,025 g/mL  

Dekaputasi pada hari ke–8 

Pengambilan jaringan gingiva 

Pembuatan preparat histologis jaringan gingiva 

Pengamatan dan Penghitungan jumlah sel Makrofag 

dan Limfosit 

Analisis Data  

Tanpa perlakuan 

aplikasi topikal gel 

Aloclair™  selama 7 

hari  

Kelompok 

kontrol negatif 

aplikasi topikal 

gel 

plaseboselama 7 

hari  

Gambar 3.1 Alur Penelitian 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa 

pemberian gel ekstrak biji kopi robusta dapat menurunkan jumlah sel makrofag 

dan limfosit pada tikus periodontitis yang diinduksi P. gingivalis. Sehingga dapat 

mengurangi terjadi keseimbangan antara jumlah sel makrofag dan limfosit pada 

gingiva dan mengurangi efek destruktifnya. Hasil ini sesuai dengan hipotesis 

bahwa gel ekstrak biji kopi robusta menurunkan jumlah makrofag dan limfosit.  

5.2. Saran 

 Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan,saran yang dapat diberikan oleh 

penulis antara lain sebagai berikut: 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efektivitas gel ekstrak biji 

kopi robusta terhadap sel radang lainnya. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih spesifik mengenai kandungan biji kopi 

robusta yang berperan dalam proses inflamasi. 

3. Perlu penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas gel ekstrak biji kopi 

robusta terhadap makhluk hidup. 
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LAMPIRAN 

Lampiran 1 Surat keterangan Ethical Clearance 
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Lampiran 2 Surat Identifikasi Tanaman Kopi Robusta (Coffea canephora) 
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Lampiran 3 Alat dan Bahan 

 

 
 

Gambar C.1, a. Spuit, b. Plastis filling instrument, c. pisau malam, d. Gunting 

bedah, e. Pinset sirurgis 

 

        
 

Gambar C.2, Dental              Gambar C.3, Mikrotom 

Rat Chair 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

b 

c 
d 

e 
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Gambar C.4, Waterbath  Gambar C.5. Mikroskop Cahaya 

 

 

          
 

Gambar C.6, Sampel tikus wistar     Gambar C.7, suspensi bakteri P.gingivalis 
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Gambar C.8, Loyang                Gambar C.9, Oven                  Gambar C.10 Rotary  

             Evaporator 

 
 

 

 

 

 

 

 

Gambar C.11, a. Mortar dan b. Pestle         Gambar C.12, Neraca 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a 

b 
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Lampiran 4 Gambaran Klinis dan Radiografi Periodontitis 

 

 

Gambar 4.1 Gambaran klinis periodontitis pada tikus yaitu terdapat kemerahan pada 

gingiva dan resesi gingiva 

 

Gambar 4.2 Gambaran ronsenologis periodontitis pada tikus yaitu terdapat resorpsi 

tulang alveolar 
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Lampiran 5 Hasil gambar preparat histologi 

 

Kelompok Kontrol 

  

 

Kelompok Periodontitis 
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Kelompok periodontitis + gel aloclair 

    

 

Kelompok Periodontitis + gel ekstrak biji kopi robusta 0,025 g/mL 

    

 

Kelompok periodontitis + gel ekstrak biji kopi robusta 0,05 g/mL 
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Lampiran 6  Hasil Rerata Jumlah sel Makrofag dan Limfosit 

 

a. Sel makrofag 

 

 
KELOMPOK KONTROL 

  Kelompok 

Pengamatan hari 

Ke 

tikus  
Pengamat Jumlah rata - 

rata makrofag 

tikus 1 2 3 

    1 2 3 1 2 3 1 2 3   

7 K1-1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 

7 K1-2 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0,7 

7 K1-3 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0,7 

7 K1-4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0 

           

0,6 

 
KELOMPOK PERIODONTITIS 

  Kelompok 

Pengamatan hari 

Ke 

tikus  
Pengamat Jumlah rata - 

rata makrofag 

tikus 1 2 3 

    1 2 3 1 2 3 1 2 3   

7 K2-1 5 3 3 5 6 5 4 3 7 13,7 

7 K2-2 5 4 4 4 3 4 5 4 3 12,0 

7 K2-3 3 5 3 5 4 5 3 5 4 12,3 

7 K2-4 5 6 4 4 5 3 6 4 4 13,7 

           

12,9 

 

 

KELOMPOK ALOCLAIR GEL 

 Kelompok 

Pengamatan hari 

Ke 

tikus  
Pengamat Jumlah rata - 

rata makrofag 

tikus 1 2 3 

    1 2 3 1 2 3 1 2 3   

7 K3-1 3 4 3 2 3 3 2 2 3 8,3 

7 K3-2 2 2 3 3 1 3 2 1 3 6,7 

7 K3-3 2 2 3 5 3 1 3 2 3 8,0 

7 K3-4 1 3 5 3 1 2 2 1 3 7,0 

           

7,5 
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KELOMPOK PERIODONTITIS + GEL  

EKSTRAK BIJI KOPI 0,025 g/Ml 

Kelompok 

Pengamatan hari 

Ke 

tikus  
Pengamat Jumlah rata - 

rata makrofag 

tikus 1 2 3 

    1 2 3 1 2 3 1 2 3   

7 K4-1 4 5 3 4 4 4 2 4 2 10,7 

7 K4-2 1 3 3 2 3 2 2 3 2 7,0 

7 K4-3 4 2 3 3 3 1 3 2 2 7,7 

7 K4-4 4 5 4 5 3 3 4 3 3 11,3 

           

9,2 

 

 

 

 

KELOMPOK PERIODONTITIS + GEL  

EKSTRAK BIJI KOPI 0,05 g/mL 

 Kelompok 

Pengamatan hari 

Ke 

tikus  
Pengamat Jumlah rata - 

rata makrofag 

tikus 1 2 3 

    1 2 3 1 2 3 1 2 3   

7 K5-1 3 3 2 2 1 2 2 3 3 7 

7 K5-2 3 4 4 1 2 4 3 4 3 9,3 

7 K5-3 3 1 3 4 3 1 3 2 2 7,3 

7 K5-4 1 3 3 4 4 2 2 2 1 7,3 

           

7,8 
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b. Sel Limfosit 

 

Kelompok Kontrol 
  

Kelompok 

Pengamatan hari Ke 
tikus  

Pengamat Jumlah rata - 

rata limfosit 

tikus 1 2 3 

    1 2 3 1 2 3 1 2 3   

7 K1-1 2 0 0 0 0 1 0 1 0 1,3 

7 K1-2 0 1 0 0 0 1 0 0 1 1,0 

7 K1-3 1 0 0 0 1 0 1 0 0 1,0 

7 K1-4 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1,7 

           

1,3 

            

 

 

Kelompok Periodontitis 

  
Kelompok 

Pengamatan hari Ke 
tikus  

Pengamat Jumlah rata - 

rata limfosit 

tikus 1 2 3 

    1 2 3 1 2 3 1 2 3   

7 K2-1 15 11 19 12 13 17 13 18 14 44 

7 K2-2 18 18 19 20 17 19 16 19 19 55 

7 K2-3 18 25 23 16 22 26 18 24 20 64 

7 K2-4 23 17 14 20 14 12 20 19 20 53 

           

54 

 

 

 

Kelompok periodontitis + Gel Aloclair 

  
Kelompok 

Pengamatan hari Ke 
tikus  

Pengamat Jumlah rata - 

rata limfosit 

tikus 1 2 3 

    1 2 3 1 2 3 1 2 3   

7 K3-1 8 2 5 6 2 5 6 4 4 14,0 

7 K3-2 5 4 5 6 4 4 4 5 6 14,3 

7 K3-3 3 6 5 8 7 6 6 4 6 17,0 

7 K3-4 4 8 3 4 3 2 4 3 5 12,0 

           

14,3 
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Kelompok periodontitis + Gel Ekstrak Biji 

Kopi Robusta 0,025 g/mL 

Kelompok 

Pengamatan hari Ke 
tikus  

Pengamat Jumlah rata - 

rata limfosit 

tikus 1 2 3 

    1 2 3 1 2 3 1 2 3   

7 K4-1 8 7 12 6 5 8 6 5 7 21,3 

7 K4-2 9 10 10 6 7 6 8 10 11 25,7 

7 K4-3 7 10 8 8 10 7 7 8 8 24,3 

7 K4-4 6 9 8 3 6 6 5 7 7 19,0 

  

  

        

22,6 

 

 

 

 

Kelompok periodontitis + Gel Ekstrak Biji 

Kopi Robusta 0,05 g/mL 

 
Kelompok 

Pengamatan hari Ke 
tikus  

Pengamat Jumlah rata - 

rata limfosit 

tikus 1 2 3 

    1 2 3 1 2 3 1 2 3   

7 K5-1 5 4 7 5 3 4 5 6 4 14,3 

7 K5-2 5 6 5 4 4 5 6 4 4 14,3 

7 K5-3 4 7 6 6 8 9 4 6 6 18,0 

7 K5-4 8 7 4 9 8 5 5 6 4 17,3 

           

16,5 
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Lampiran 7Hasil Analisis Data 

 

 

Test of Homogeneity of Variances 

 Levene Statistic df1 df2 Sig. 

makrofag 11,997 4 15 ,000 

limfosit 2,613 4 15 ,077 

 

 

 

 

 

Tests of Normality 

 kelompok Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

makrofag 

kelompok kontrol ,343 4 . ,875 4 ,316 

kelompok periodontitis ,305 4 . ,802 4 ,106 

kelompok periodontitis + gel 

aloclair 
,242 4 . ,900 4 ,433 

kelompok periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi robusta 0,025 

g/mL 

,262 4 . ,868 4 ,290 

kelompok periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi robusta 0,05 

g/mL 

,406 4 . ,742 4 ,032 

limfosit 

kelompok kontrol ,275 4 . ,854 4 ,241 

kelompok periodontitis ,202 4 . ,981 4 ,909 

kelompok periodontitis + gel 

aloclair 
,255 4 . ,959 4 ,775 

kelompok periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi robusta 0,025 

g/mL 

,217 4 . ,959 4 ,776 

kelompok periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi robusta 0,05 

g/mL 

,304 4 . ,807 4 ,115 

a. Lilliefors Significance Correction 
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UJI KRUSKALL-WALLIS 

Ranks 

 kelompok N Mean Rank 

makrofag 

kelompok kontrol 4 2,50 

kelompok periodontitis 4 18,50 

kelompok periodontitis + gel 

aloclair 
4 9,25 

kelompok periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi robusta 0,025 

g/mL 

4 12,25 

kelompok periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi robusta 0,05 

g/mL 

4 10,00 

Total 20  

 

 

UJI MANN-WHITNEY 

 

 

Test Statisticsa,b 

 makrofag 

Chi-Square 15,266 

df 4 

Asymp. Sig. ,004 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: 

kelompok 

 

Test Statisticsa 

 makrofag 

Mann-Whitney U ,000 

Wilcoxon W 10,000 

Z -2,337 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,019 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b 

a. Grouping Variable: kelompok 

b. Not corrected for ties. 

Ranks 

 
kelompok N Mean Rank Sum of 

Ranks 

makrofag 

kelompok 

kontrol 
4 2,50 10,00 

kelompok 

periodontitis 
4 6,50 26,00 

Total 8   

Test Statisticsa 

 makrofag 

Mann-Whitney U ,000 

Wilcoxon W 10,000 

Z -2,323 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,020 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b 

a. Grouping Variable: kelompok 

b. Not corrected for ties. 

Ranks 

 
kelompok N Mean Rank Sum of 

Ranks 

Ranks 

kelompok 

kontrol 
4 2,50 10,00 

kelompok 

periodontitis + 

gel aloclair 

4 6,50 26,00 
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Ranks 

 kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

makrofag 

kelompok kontrol 4 2,50 10,00 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,05 g/mL 

4 6,50 26,00 

Total 8   

 

Ranks 

 
kelompok N Mean Rank Sum of 

Ranks 

makrofag 

kelompok 

periodontitis 
4 6,50 26,00 

kelompok 

periodontitis + gel 

aloclair 

4 2,50 10,00 

Total 8   

 

 

 

 

 

 

 

 

 kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

makrofag 

kelompok kontrol 4 2,50 10,00 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,025 g/mL 

4 6,50 26,00 

Total 8   

makrofag 

Total 8 

  Test Statisticsa 

 makrofag 

Mann-Whitney U ,000 

Wilcoxon W 10,000 

Z -2,323 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,020 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b 

a. Grouping Variable: kelompok 

b. Not corrected for ties. 

Test Statisticsa 

 makrofag 

Mann-Whitney U ,000 

Wilcoxon W 10,000 

Z -2,337 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,019 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b 

a. Grouping Variable: kelompok 

b. Not corrected for ties. 

Test Statisticsa 

 makrofag 

Mann-Whitney U ,000 

Wilcoxon W 10,000 

Z -2,323 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,020 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b 

a. Grouping Variable: kelompok 

b. Not corrected for ties. 
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Ranks 

 kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

makrofag 

kelompok 

periodontitis 
4 6,50 26,00 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,025 g/mL 

4 2,50 10,00 

Total 8   

 

 

Ranks 

 kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

makrofag 

kelompok 

periodontitis 
4 6,50 26,00 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,05 g/mL 

4 2,50 10,00 

Total 8   

 

 

 

 

 

Test Statisticsa 

 makrofag 

Mann-Whitney U ,000 

Wilcoxon W 10,000 

Z -2,323 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,020 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b 

a. Grouping Variable: kelompok 

b. Not corrected for ties. 

Test Statisticsa 

 makrofag 

Mann-Whitney U ,000 

Wilcoxon W 10,000 

Z -2,337 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,019 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,029b 

a. Grouping Variable: kelompok 

b. Not corrected for ties. 

 

 

Ranks 

 kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

makrofag 

kelompok 

periodontitis + gel 

aloclair 

4 3,63 14,50 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,025 

g/mL 

4 5,38 21,50 

Total 8   

Test Statisticsa 

 makrofag 

Mann-Whitney U 4,500 

Wilcoxon W 14,500 

Z -1,016 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,309 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,343b 

a. Grouping Variable: kelompok 

b. Not corrected for ties. 
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Ranks 

 kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

makrofag 

kelompok 

periodontitis 

+ gel aloclair 

4 4,13 16,50 

kelompok 

periodontitis 

+ gel ekstrak 

biji kopi 

robusta 0,05 

g/mL 

4 4,88 19,50 

Total 8   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test Statisticsa 

 makrofag 

Mann-Whitney U 6,500 

Wilcoxon W 16,500 

Z -,438 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,661 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,686b 

a. Grouping Variable: kelompok 

b. Not corrected for ties. 

Ranks 

 kelompok N Mean Rank Sum of Ranks 

makrofag 

kelompok 

periodontitis + 

gel ekstrak 

biji kopi 

robusta 0,025 

g/mL 

4 5,38 21,50 

kelompok 

periodontitis + 

gel ekstrak 

biji kopi 

robusta 0,05 

g/mL 

4 3,63 14,50 

Total 8   

Test Statisticsa 

 makrofag 

Mann-Whitney U 4,500 

Wilcoxon W 14,500 

Z -1,023 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,306 

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,343b 

a. Grouping Variable: kelompok 

b. Not corrected for ties. 
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UJI ONE WAY ANOVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Descriptives 

limfosit 

 N Mean Std. Deviation Std. Error 95% Confidence Interval for Mean Minimum Maximum 

Lower Bound Upper Bound 

kelompok kontrol 4 1,250 ,3317 ,1658 ,722 1,778 1,0 1,7 

kelompok 

periodontitis 
4 54,000 8,2057 4,1028 40,943 67,057 44,0 64,0 

kelompok 

periodontitis + gel 

aloclair 

4 14,325 2,0549 1,0274 11,055 17,595 12,0 17,0 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,025 g/mL 

4 22,575 3,0082 1,5041 17,788 27,362 19,0 25,7 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,05 g/mL 

4 15,975 1,9551 ,9776 12,864 19,086 14,3 18,0 

Total 20 21,625 18,4265 4,1203 13,001 30,249 1,0 64,0 

ANOVA 

limfosit 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 6197,585 4 1549,396 91,640 ,000 

Within Groups 253,612 15 16,908   

Total 6451,197 19    
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Multiple Comparisons 

Dependent Variable: limfosit  

 LSD 

(I) kelompok (J) kelompok Mean Difference 

(I-J) 

Std. Error Sig. 95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

kelompok kontrol 

kelompok 

periodontitis 
-52,7500* 2,9075 ,000 -58,947 -46,553 

kelompok 

periodontitis + gel 

aloclair 

-13,0750* 2,9075 ,000 -19,272 -6,878 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,025 

g/mL 

-21,3250* 2,9075 ,000 -27,522 -15,128 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,05 g/mL 

-14,7250* 2,9075 ,000 -20,922 -8,528 

kelompok periodontitis 

kelompok kontrol 52,7500* 2,9075 ,000 46,553 58,947 

kelompok 

periodontitis + gel 

aloclair 

39,6750* 2,9075 ,000 33,478 45,872 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,025 

g/mL 

31,4250* 2,9075 ,000 25,228 37,622 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,05 g/mL 

38,0250* 2,9075 ,000 31,828 44,222 

kelompok periodontitis + 

gel aloclair 

kelompok kontrol 13,0750* 2,9075 ,000 6,878 19,272 

kelompok 

periodontitis 
-39,6750* 2,9075 ,000 -45,872 -33,478 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,025 

g/mL 

-8,2500* 2,9075 ,012 -14,447 -2,053 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,05 g/mL 

-1,6500 2,9075 ,579 -7,847 4,547 

kelompok periodontitis + kelompok kontrol 21,3250* 2,9075 ,000 15,128 27,522 
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gel ekstrak biji kopi 

robusta 0,025 g/mL 

kelompok 

periodontitis 
-31,4250* 2,9075 ,000 -37,622 -25,228 

kelompok 

periodontitis + gel 

aloclair 

8,2500* 2,9075 ,012 2,053 14,447 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,05 g/mL 

6,6000* 2,9075 ,038 ,403 12,797 

kelompok periodontitis + 

gel ekstrak biji kopi 

robusta 0,05 g/mL 

kelompok kontrol 14,7250* 2,9075 ,000 8,528 20,922 

kelompok 

periodontitis 
-38,0250* 2,9075 ,000 -44,222 -31,828 

kelompok 

periodontitis + gel 

aloclair 

1,6500 2,9075 ,579 -4,547 7,847 

kelompok 

periodontitis + gel 

ekstrak biji kopi 

robusta 0,025 

g/mL 

-6,6000* 2,9075 ,038 -12,797 -,403 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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