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MOTTO 

“Jangan khawatir jangan terburu – buru.” 

(Princess Cinderella) 

 

“Jangan besar tapi hanya besar bicara. Jangan besar ngaku – ngakunya. Tapi besar 

dalam kapasitas. Besar dalam kemampuan. Besar dalam prestasi.” 

(Prabowo Subianto) 
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RINGKASAN 

Proliferasi Sel Mononuklear Darah Tepi (PBMC) Yang Dipapar Oleh Ion 

Kobalt Dari Alloy CoCr Setelah Direndam Dalam Seduhan Kopi Robusta 

(Coffea canephora); Paramadiva Zefina Putri; 161610101104; 2020; 67 halaman; 

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.   

Kopi merupakan minuman yang banyak dikonsumsi oleh masyarakat 

Indonesia. Salah satu jenis kopi yang paling banyak dikonsumsi adalah kopi 

robusta. Mengkonsumsi kopi banyak dilakukan dan digemari masyarakat, 

termasuk individu yang memakai gigi tiruan. Pengguna gigi tiruan yang 

mengkonsumsi kopi dapat memicu terbentuknya lingkungan rongga mulutnya 

yang asam sehingga dapat meningkatkan pelepasan ion dari gigi tiruan yang 

digunakan. Kopi robusta memilki kandungan asam kafeat dan asam klorogenat 

yang lebih banyak. Asam klorogenat dan asam kafeat dapat meningkatkan 

proliferasi sel mononuklear darah tepi manusia. 

Konstruksi gigi tiruan cekat dengan bahan alloy CoCr banyak digunakan 

di bidang kedokteran gigi. Alloy berada di dalam rongga mulut dalam jangka 

waktu yang lama. Kondisi rongga mulut yang basah dan lembab oleh karena 

adanya saliva, bakteri, dan mikrobiota rongga mulut, perubahan pH, dan suhu 

dapat menyebabkan pelepasan ion logam. Pelepasan ion Co menimbulkan iritasi, 

inflamasi atau alergi dengan cara mengaktifkan respon sel imun bawaan. Ion Co 

dapat merangsang proliferasi dan aktivasi sel-sel imun yaitu Peripheral Blood 

Mononuclear Cell (PBMC) dan sel dendritik. Ion Co juga dapat menginduksi 

kematian sel melalui aktivitas Reactive Oxygen Species (ROS) yang bertindak 

sebagai faktor penting dalam tahap awal terjadinya apoptosis. 

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental laboratoris 

in vitro dengan rancangan penelitian the post test group design. Besar sampel 

pada penelitian ini adalah tiga. Uji proliferasi yang digunakan untuk mengetahui 

proliferasi PBMC dalam penelitian ini adalah uji MTT. Penelitian ini 

menggunakan isolat PBMC dari darah vena perifer orang sehat yang kemudian 

dipapar dengan hasil perendaman spesimen alloy CoCr dalam berbagai larutan 

yaitu aquades, saliva buatan, seduhan kopi robusta, dan saliva buatan dengan 
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seduhan kopi robusta dengan variasi waktu perendaman 2 dan 7 hari. Kontrol 

pada penelitian ini adalah PBMC dengan media kultur dan PBMC dengan saliva 

buatan tanpa paparan ion logam. Hasil penelitian akan dibaca dengan ELISA 

reader dan hasil dari uji proliferasi akan dinyatakan dalam bentuk stimulation 

index. 

Stimulation index lebih dari 1 dikatakan positif. Hasil Stimulation index 

dalam penelitian ini yaitu pada kelompok PBMC + Media kultur sebesar 0; 

PBMC + Saliva Buatan sebesar 0,27; PBMC dengan rendaman ion Co dalam 

aquades 2 dan 7 hari sebesar 0,98 dan 0,65; PBMC dengan rendaman ion Co 

dalam saliva buatan 2 dan 7 hari sebesar 0,31 dan 1,35; kelompok PBMC dengan 

rendaman ion Co dalam seduhan kopi 2 dan 7 hari sebesar 1,2 dan 0,49; kelompok 

PBMC dengan rendaman ion Co dalam seduhan kopi dan saliva buatan 2 dan 7 

sebesar 0,77 dan 1,18. Data kemudian dianalisis menggunakan uji normalitas 

Shapiro-wilk dan uji homogenitas Levene test. Data dari penelitian ini terdistribusi 

normal dan homogen dengan signifikansi p>0,05. Dilanjutkan uji parametrik Two-

Way Anova dengan nilai signifikansi p< 0,05 antar macam perlakuan dan interaksi 

antar macam perlakuan dengan waktu perendaman yaitu sebesar p<0,001 namun 

terdapat perbedaan yang tidak signifikan antar waktu perendaman dengan nilai 

signifikansi sebesar 0,179. Uji statistika lanjutan Least Significant Different 

(LSD) menunjukkan nilai signifikansi p<0,05 sehingga dapat disimpulkan 

terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok kontrol (PBMC + Media 

Kultur) dengan kelompok PBMC + saliva buatan dan kelompok perlakuan PBMC 

yang dipapar oleh ion kobalt.   

Pelepasan ion kobalt dari alloy CoCr yang direndam dalam seduhan kopi 

robusta (Coffea canephora) pada perendaman 2 hari tidak dapat meningkatkan  

proliferasi PBMC sedangkan perendaman 7 hari dapat meningkatkan proliferasi 

PBMC. Adanya asam klorogenat dalam kopi robusta dapat meningkatkan 

proliferasi PBMC. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Kopi merupakan salah satu minuman yang paling banyak dikonsumsi 

karena selain enak untuk diminum, kopi mempunyai potensi sebagai bahan herbal 

yang baik bagi kesehatan. Konsumsi kopi di Indonesia sepanjang periode 2016 -

2021 diprediksi tumbuh rata-rata 8,22%/tahun. Produksi kopi nasional sebesar 

81,87% merupakan jenis robusta (Kementrian Pertanian, 2018). Sekitar 94,5% 

produksi kopi di Indonesia dipasok dari pengusaha kopi perkebunan rakyat. 

Perkebunan rakyat di Kabupaten Jember mayoritas membudidayakan kopi 

robusta. Penelitian mengenai tingkat konsumsi kopi di Kabupaten Jember pernah 

dilakukan oleh Lestari (2009) dari hasil penelitian tersebut didapatkan tingkat 

konsumsi kopi bubuk lebih banyak pada kelompok umur >25 tahun dengan rata-

rata 3,32 kg/tahun. Kopi robusta memiliki komposisi asam klorogenat dan asam 

kafeat yang lebih banyak daripada kopi arabika. Asam klorogenat dan kafein 

memiliki kemampuan untuk meningkatkan proliferasi sel mononuklear darah tepi 

manusia. (Chiang et al., 2003). 

Individu yang menggunakan gigi tiruan cekat dengan restorasi berbahan 

dasar logam dan memiliki kebiasaan mengkonsumsi kopi dapat menurunkan pH 

saliva. Kopi memiliki pH 5 - 5,5 sehingga kopi dikategorikan sebagai minuman 

yang asam (Wolowiec et al., 2017). Perendaman dalam seduhan kopi robusta 

berhubungan dengan pola konsumsi kopi harian yang rata-rata membutuhkan 

waktu 15 menit jika diasumsikan dengan pemakaian gigi tiruan, perendaman dua 

hari akan setara dengan pemakaian gigi tiruan selama 6 bulan dan perendaman 

tujuh hari akan setara dengan pemakaian gigi tiruan selama 2 tahun (Turkun, 

2004). Semakin tinggi konsentrasi asam pada lingkungan rongga mulut maka ion 

hidrogen yang dilepaskan asam akan semakin banyak dan akan mengalami reaksi 

reduksi. Akibatnya, ion logam akan mengalami reaksi oksidasi yang 

menyebabkan pelepasan ion logam (Ardhy et al., 2015; Wolowiec et al., 2017).  
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Pelepasan ion logam dapat menyebabkan korosi. Korosi terjadi antara 

lingkungan rongga mulut dan alloy yang digunakan pada gigi tiruan cekat. Produk 

korosi dari restorasi gigi tiruan cekat dilepaskan ke dalam saliva. Hal ini didukung 

oleh penelitian Lages et al. (2017) yang menunjukkan bahwa konsentrasi ion 

logam  meningkat dalam saliva pasien yang menggunakan gigi tiruan cekat.  

Logam kedokteran gigi selalu dicampur dengan dua atau tiga jenis logam 

lain yang disebut dengan logam paduan atau alloy. Salah satu jenis alloy yang 

digunakan digunakan untuk konstruksi gigi tiruan cekat adalah alloy kobalt-

kromium (Co-Cr) (Turdean et al., 2019). Prosentase kobalt (5,3%) sebagai alergen 

pada manusia adalah tertinggi kedua setelah nikel (17,6%) yang sudah dikenal 

dalam menyebabkan reaksi alergi atau hipersensitivitas (Rachmawati et al., 2013). 

Rongga mulut memiliki kemungkinan untuk menimbulkan reaksi alergi kontak 

dibandingkan kulit karena karena adanya saliva, meningkatnya vaskularisasi 

mukosa mulut dibandingkan dengan kulit, dan jumlah sel langerhans serta limfosit 

T yang lebih rendah dalam mukosa. Reaksi hipersensitivitas oral mempengaruhi 

jaringan oral yang berkontak langsung dengan alergen. Manifestasi reaksi 

hipersensitivitas pada rongga mulut dapat berupa gambaran difus pada mukosa 

mulut (Rees, 2011).  

Pelepasan ion logam dapat mempengaruhi proses normal secara biologis 

dan fisiologis seperti proliferasi sel yang berperan dalam sistem imunitas bawaan. 

Ion logam kobalt dapat merangsang sistem imun melalui proliferasi peripheral 

blood mononuclear cell (PBMC) melalui ikatan antigen logam dengan reseptor 

TLR4 yang merupakan reseptor untuk mitogen lipopolisakarida (LPS) 

(Rachmawati et al., 2013). PBMC merupakan bagian dari sel – sel darah yang 

berinti bulat dan terdiri dari monosit, limfosit (sel T, sel B, dan sel NK), dan sel 

dendritik (Končarević et al., 2014). PBMC memberikan respons selektif terhadap 

sistem kekebalan tubuh yang ditargetkan untuk mengeliminasi patogen potensial 

(Pourahmad dan Salimi, 2015). Co juga dapat menginduksi kematian sel melalui 

aktivitas Reactive Oxygen Species (ROS) yang bertindak sebagai faktor penting 

dalam tahap awal terjadinya apoptosis (Birben et al., 2012).  
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Kontak pertama dengan alergen yang menyebabkan aktivasi sel dendritik 

untuk dipresentasikan pada sel T naif spesifik. Sel T naif yang teraktivasi akan 

diikuti oleh ekspansi klon yang masif. Sel T yang berproliferasi dapat 

berdiferensiasi menjadi beragam subset fenotipik dan fungsional untuk 

mendapatkan respons imun yang kuat. Selanjutnya, paparan yang berulang dan 

berkepanjangan pada alergen yang sama menghasilkan aktivasi sel T efektor 

sebagai aksi sitotoksiknya pada sel (Chen dan Thyssen, 2018)..  

Proliferasi sel dapat dievaluasi menggunakan uji MTT. Efek imunitas 

PBMC salah satunya dapat diketahui dengan mengukur perubahan proliferasi 

limfosit. Limfosit harus dipicu dengan menggunakan mitogen untuk mengevaluasi 

proliferasi sel. Mitogen disebut sebagai aktivator limfosit poliklonal yang mampu 

menginduksi proliferasi sel (Končarević et al., 2014; Molae et al., 2017). 

Penelitian mengenai pengaruh nikel klorida pada proliferasi sel pernah dilakukan 

oleh Anto et al. (2012) dari hasil penelitian tersebut didapatkan alloy yang 

digunakan dalam kedokteran gigi dan bidang medis lainnya dapat melepaskan ion 

logam di lingkungan rongga mulut. Pelepasan ion logam dapat mempengaruhi 

proliferasi sel. 

Berdasarkan latar belakang tersebut, peneliti bermaksud untuk 

menganalisis proliferasi sel mononuklear darah tepi (PBMC) yang dipapar oleh 

ion kobalt dari alloy Co-Cr setelah direndam dalam seduhan kopi robusta (Coffea 

canephora). 

1.2 Rumusan Masalah 

Apakah pelepasan ion kobalt pada alloy CoCr yang direndam dalam 

seduhan kopi robusta (Coffea canephora) selama 2 dan 7 hari dapat meningkatkan 

proliferasi PBMC? 

1.3 Tujuan 

 Mengetahui apakah pelepasan ion kobalt pada alloy CoCr yang direndam 

dalam seduhan kopi robusta (Coffea canephora) selama 2 dan 7 hari dapat 

meningkatkan proliferasi PBMC. 
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1.4 Manfaat 

1. Menambah pengetahuan tentang pengaruh ion kobalt yang terlepas dari 

alloy CoCr yang direndam dalam seduhan kopi robusta. 

2. Sebagai bahan kajian dan panduan untuk penelitian in vivo selanjutnya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) 

Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC) adalah sel darah tepi yang 

memiliki inti bulat tunggal. PBMC terdiri dari limfosit (sel T, sel B, dan sel NK), 

monosit, dan sel dendritik. Efek imunitas PBMC biasanya diketahui dengan 

mengukur perubahan proliferasi limfosit, karakterisasi profil sekresi sitokin atau 

perubahan ekspresi gen. Jumlah limfosit berada dalam kisaran 70 - 90%, monosit 

berada dalam kisaran 10 - 20%, sementara sel dendritik terhitung hanya 1 - 2%. 

Frekuensi jenis sel dalam populasi limfosit meliputi 70 - 85% sel T CD3 +,  5 -

10%  sel B, dan  5 - 20% sel natural killer (Končarević et al., 2014).  

Sebagian besar PBMC adalah naïve cells yaitu dalam keadaan istirahat 

tanpa fungsi efektor. Dengan tidak adanya respon imun dari sel T, fraksi terbesar 

dari PBMC yang terisolasi sebagian besar hadir sebagai naïve T cells atau 

memori. Jika antigen sesuai dengan reseptornya maka naïve T cells diaktifkan 

untuk berproliferasi dan berdiferensiasi menjadi sel efektor. Ko-reseptor sel T 

(CD3 + mengekspresikan limfosit T) dapat dibagi menjadi CD4 + dan CD8 + sel 

sitotoksik. Sel T CD4 + umumnya disebut sebagai sel T helper atau sel Th, karena 

sel ini mengeluarkan banyak sitokin yang membantu atau mengkoordinasikan 

imunitas seluler dan humoral. Sel T CD8 + umumnya disebut limfosit T sitotoksik 

atau sel Tc. Sel T sitotoksik dikenal sebagai fragmen antigen protein virus pada 

permukaan sel yang terinfeksi virus, yang akan dimusnahkan melalui aktivasi 

kaskade. (Sen et al., 2018). Sel B atau limfosit B juga ada dalam darah sebagai 

naïve cells. Setelah bertemu dengan antigen, sel B teraktivasi dan berdiferensiasi 

menjadi sel plasma penghasil antibodi. Sel B adalah sel yang berasal dari sumsum 

tulang, yang mengekspresikan reseptor sel B dan berikatan dengan antigen 

spesifik yang memulai respons antibodi sehingga membentuk inti dari sistem 

imun humoral adaptif Sel natural killer (sel NK), tidak seperti sel T dan B, 

merupakan komponen penting dari sistem kekebalan tubuh bawaan dan dapat
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secara langsung menghancurkan sel yang terinfeksi patogen. Selain itu, sel-sel NK 

mensekresi limfokin dan berinteraksi dengan sel-sel imun lainnya dan 

berpartisipasi dalam respon imun dengan cara selain dari sitotoksisitas langsung 

(Verhoeckx et al., 2014). Sel dendritik (DCs) adalah penjaga sistem kekebalan 

tubuh yang memainkan peran penting dalam merangsang respons kekebalan 

terhadap patogen dan mempertahankan homeostasis kekebalan terhadap antigen 

yang tidak berbahaya (Sen et al., 2018). 

2.2 Alloy Kobalt Kromium (CoCr) 

2.2.1 Pengertian Alloy 

Logam yang digunakan di kedokteran gigi untuk mengkonstruksi restorasi 

tidak menggunakan logam tunggal, karena kurang memenuhi syarat fisis, 

mekanis, biologis, kimia, dan estetis. Mencampur beberapa logam dengan kadar 

yang berbeda dilakukan untuk memperbaiki sifat-sifat logam tersebut sehingga 

logam campur yang terbentuk dapat saling memperbaiki sifat-sifat logam yang 

merugikan. Logam campur atau paduan disebut Alloy. Alloy adalah paduan dari 

dua atau lebih elemen logam atau paduan dari satu atau lebih logam dan elemen 

nonlogam. Alloy banyak digunakan dalam cabang ilmu kedokteran gigi di bidang 

prostodonsia. Dibandingkan logam tunggal, Alloy memainkan peran penting 

karena logam tunggal tidak memiliki sifat fisik yang sesuai untuk berfungsi dalam 

berbagai jenis restorasi (Elshahawy dan Watanabe, 2014). 

2.2.2 Logam Kobalt 

Kobalt adalah salah satu logam yang melimpah di bumi. Jumlah cadangan 

kobalt yang tersedia di bumi sekitar 7 juta ton. (Yildiz, 2017). Kobalt adalah 

logam transisi berwarna putih kebiruan yang berada pada periode ke-4, grup 9 

(VIIIB) dalam sistem periodik unsur (Johnson, 2008).  

Atom kobalt terdiri dari tiga partikel yaitu proton dan neutron yang berada 

dalam nukleus dan elektron yang mengelilingi nukleus. Proton memiliki muatan 

positif. Neutron tidak memiliki muatan atau netral.  Elektron memiliki muatan 

negatif yang sama dan berlawanan dengan muatan proton. Proton dan elektron 

dengan muatan yang berlawanan menarik satu sama lain, sehingga elektron ditarik 
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ke arah proton. Hal tersebut membuat atom tetap bersatu. Kobalt memiliki nomor 

atom 27 dan konfigurasi elektron terluarnya adalah [Ar] 4s2 3d7. Nomor atom 

adalah jumlah proton dalam suatu atom sehingga atom kobalt memiliki 27 proton 

dan 27 elektron. Jumlah total partikel dalam nukleus disebut nomor massa atom. 

Di alam, kobalt memiliki 27 proton dan 32 neutron dalam nukleus yang membuat 

total 59 partikel (Watt, 2007).  

Atom-atom kobalt dan unsur-unsur transisi lainnya mengisi kulit elektron 

dengan cara yang tidak biasa. Semua logam transisi memiliki kulit elektron dalam 

yang tidak penuh. Beberapa elemen memiliki tingkat oksidasi yang sama. Namun 

kobalt dapat memiliki tingkat oksidasi +1, + 2, + 3, atau bahkan +4. Variasi ini 

terjadi karena lapisan kulit dalam elektron yang tidak terisi menyebabkan 

kehilangan jumlah elektron yang berbeda (Watt, 2007). Keadaan oksidasi umum 

untuk senyawa sederhana adalah Co2+ (Yildiz, 2017). Kobalt memiliki 

keelektronegatifan 1,88 pada skala Pauling dan memiliki potensi ionisasi pertama 

sebesar 7,88 eV (Johnson, 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Lapisan Elektron Kobalt (Sumber : Watt, 2007) 

Jumlah muatan positif proton dalam nukleus sama dengan jumlah muatan 

elektron diluar nukleus. Atom kobalt memiliki 27 proton dan 27 elektron. 
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Elektron mengorbit nukleus dalam 4 lapisan kulit. Terdapat 2 elektron dalam 

lapisan kulit pertama, 8 elektron dalam lapisan kulit kedua, 15 elektron dalam 

lapisan kulit ketiga, dan 2 elektron pada lapisan kulit keempat atau kulit terluar 

(Watt, 2007). Kobalt memiliki beragam aplikasi dari industri hingga kedokteran 

karena sifatnya yang unik seperti titik lebur yang tinggi yaitu 1493 ° C dan dapat 

mempertahankan kekuatannya pada suhu yang lebih tinggi, menjadi feromagnetik 

dengan termostabilitas tinggi dan multivalen (Yildiz, 2017). Dalam bidang 

kedokteran gigi, logam paduan kobalt kromium banyak digunakan untuk restorasi 

gigi tiruan cekat. Komponen utama dari alloy ini adalah kobalt dengan komposisi 

sebanyak 60-65%, kromium 27-30%, molybdenum 5-6%, dan kurang dari 1% 

nikel. Kobalt adalah salah satu penyebab paling umum alergi kontak pada 

manusia (Chen dan Thyssen, 2018). 

2.2.3 Logam Kromium 

Kromium adalah logam transisi berwarna abu-abu perak dan berkilau jika 

dipulas. Kromium berada pada periode ke-4, golongan VIB dalam sistem periodik 

unsur Kromium memiliki nomor atom 24 dan konfigurasi elektron terluarnya 

adalah [Ar] 3d5 4s1. Kromium  memiliki 28 neutron, 24 proton, dan 28 neutron. 

Jumlah total partikel dalam nukleus disebut nomor massa atom. Kromium 

mempunyai 52 nomor massa atom (Lepora, 2006). Kromium memerlukan 

pemolesan tinggi, tahan pengusaman, dan memiliki titik lebur tinggi. Kromium 

adalah elemen yang membuat stainless steel disebut sebagai “stainless” atau 

tahan karat. Ketika kromium dipotong dan terkena air atau udara lembab, 

kromium dengan cepat membentuk "lapisan pasif" yang melekat pada permukaan 

potongan. Jika rusak, lapisan pasif akan berubah dengan cepat, sehingga 

memberikan perlindungan terus-menerus terhadap logam yang mendasarinya. 

Baja yang mengandung lebih dari sekitar 10,5% kromium menunjukkan 

karakteristik "stainless" ini. Tanpa perlindungan yang diberikan oleh lapisan 

pasif, baja akan semakin berkarat (Chen dan Thyssen, 2018).  

Alloy Co-Cr (Kobalt dan Kromium) yang digunakan sebagai gigi tiruan 

cekat dalam kedokteran gigi dapat menjadi konstruksi yang baik karena 

keberadaan Cr dalam jumlah yang lebih tinggi dari 25% sehingga memberikan 
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sifat mekanik dan biologis yang baik dan ketahanan korosi yang tinggi (Luchetti 

et al., 2015). 

2.3 Pelepasan Ion Kobalt  

Reaksi elektrokimia menyebabkan pelepasan ion logam. Pelepasan ion 

logam melibatkan dua reaksi yaitu oksidasi dan reduksi. Ion logam sebagai anoda 

akan mengalami reaksi oksidasi atau melepaskan elektron dan media elektrolit 

(misalnya saliva) sebagai katoda mengalami reaksi reduksi atau menerima 

elektron. Pelepasan ion logam dapat menyebabkan korosi. Korosi adalah 

pelarutan elektrokimia logam saat logam dilepaskan bersama dengan elektron atau 

proses oksidasi. Pada saat yang sama, elektron diterima atau proses reduksi. 

Reaksi oksidasi ini mengarah pada pembentukan ion bebas yang dapat berdifusi 

menjadi larutan di sekitarnya atau terlibat dalam pembentukan oksida logam, 

klorida logam, senyawa organologam, atau spesies kimia lainnya (Chen dan 

Thyssen, 2018). Korosi dapat terjadi antara lingkungan rongga mulut dan alloy 

yang digunakan pada gigi tiruan cekat. Saliva dalam rongga mulut mengandung 

banyak oksidator terlarut seperti oksigen yang menarik elektron dari logam atau 

alloy (Pu dan Wang, 2014; Renita et al., 2016). 

Saliva berperan sebagai elektrolit dalam rongga mulut dan merupakan 

media korosif yang kuat. Pelepasan ion logam dari restorasi gigi tiruan dapat 

terjadi karena pH rongga mulut yang lebih asam karena mengkonsumsi makanan 

ataupun minuman yang bersifat asam, temperatur, saliva, dan faktor lainnya. 

Ketika alloy rentan terhadap korosi, sejumlah besar produk  korosi, khususnya ion 

kobalt, dilepaskan ke lingkungan rongga mulut. Memadukan kobalt dan kromium 

memberikan ketahanan terhadap korosi dan meningkatkan kekuatan mekanik 

melalui penguatan solusi yang solid. Kromium yang bertindak sebagai passive 

oxide layer memberikan ketahanan terhadap korosi dalam lingkungan korosif. 

Namun, passive oxide layer yang terbentuk pada alloy kobalt-kromium ini tidak 

dapat diandalkan sepenuhnya karena memiliki batas toleransinya sehingga lapisan 

ini dapat rusak karena permukaan logam yang terpapar oksigen dari media 

sekitarnya. Kondisi tersebut membuat permukaan logam melepaskan ion ionnya 
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dalam lingkungan rongga mulut dan dapat menembus jaringan sekitarnya (Renita 

et al., 2016).   

2.4 Respon Rongga Mulut Terhadap Paparan Logam 

Rongga mulut memiliki kemungkinan untuk menimbulkan reaksi alergi 

kontak dibandingkan kulit karena karena efek flushing dan buffering pada saliva, 

meningkatnya vaskularisasi mukosa mulut dibandingkan dengan kulit, dan jumlah 

sel langerhans serta limfosit T yang lebih rendah dalam mukosa (Rees, 2011). 

Reaksi hipersensitivitas oral dapat menyebabkan manifestasi oral yang berbeda 

tetapi yang sering terjadi adalah dermatitis kontak / stomatitis. Reaksi 

hipersensitivitas oral ini paling sering memengaruhi lokasi yang berkontak 

langsung dengan alergen. Reaksi hipersensitivitas tipe IV adalah reaksi inflamasi 

yang diinisiasi oleh mononuklear leukosit. Reaksi hipersensitivitas tipe IV 

bermanifestasi 24-72 jam pada rongga mulut setelah antigen diperkenalkan dan 

dapat terlokalisasi atau terlihat secara difus pada mukosa mulut. Istilah delayed 

digunakan untuk membedakan respons seluler sekunder, yang muncul 24-72 jam 

setelah paparan antigen, dari respons hipersensitivitas langsung, yang umumnya 

muncul dalam 12 menit setelah paparan antigen. Reaksi-reaksi ini dimediasi oleh 

sel T dan monosit / makrofag. Reaksi hipersensitivitas terhadap bahan kedokteran 

gigi membutuhkan pelepasan antigen alergenik dari bahan tersebut. Antigen yang 

paling sering menyebabkan hipersensitivitas tipe IV dalam rongga mulut biasanya 

berasal dari logam. Logam sering digunakan dalam pembuatan gigi tiruan 

jembatan. Selain nikel dan kromium, kobalt merupakan salah satu logam yang 

berpotensi untuk memicu reaksi hipersensitivitas tipe IV yang dikenal sebagai 

cell-mediated delayed-type hypersensitivity (DTH) (Abramson, 2018). 

Ion kobalt yang terlepas dapat terakumulasi di jaringan yang berkontak 

dengan kobalt dan menyebabkan inflamasi gingiva. Pada keadaan inflamasi, 

epitelial attachment dapat kehilangan perlekatannya atau rusaknya junctional 

epithelium oleh karena meningkatnya sekresi cairan atau produk bakteri. 

Junctional epithelium bersifat permeabel terhadap beberapa materi mulai dari 

partikel karbon hingga protein karena ikatan antar selnya hanya dihubungkan oleh 
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beberapa desmosome saja, sehingga ruang antar sel relatif luas dan 

memungkinkan untuk sekresi cairan dan transmigrasi leukosit. Ruang antar sel 

yang relatif luas memudahkan antigen untuk berpenetrasi ke jaringan dibawahnya 

dan diasumsikan dapat membantu produk korosi logam untuk masuk ke pembuluh 

darah (Chen dan Thyssen, 2018).  

Gambar 2.2 Mekanisme imunologi alergi kontak (Chen dan Thyssen, 2018) 

Reaksi hipersensitivitas tipe IV melibatkan fase sensitisasi dan fase 

efektor. Pada fase sensitisasi, ion kobalt dapat mengaktifkan (TLR4) yang 

merupakan reseptor imun bawaan yang bertanggung jawab untuk respon inflamasi 

terhadap bakteri gram negatif lipopolysaccharide (LPS). Ion logam yang 

berpenetrasi dalam aliran darah berperan sebagai antigen  yang akan ditangkap 

oleh APC (antigen presenting cell) seperti sel dendritik melalui ikatannya dengan 

reseptor TLR4 (Toll-like receptor). Ion logam kemudian dibawa ke kelenjar 

limfoid regional untuk dipresentasikan ke sel T naif. Sel T naif yang teraktivasi 

akan diikuti oleh ekspansi klon yang masif. Sel T yang berproliferasi dapat 

berdiferensiasi menjadi beragam subset fenotipik dan fungsional untuk 

mendapatkan respons imun yang kuat. Pada kelenjar limfoid regional, sel 
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dendritik menyajikan alergen pada sel T naif dan pembentukan sel T memori 

spesifik alergen dan sel T efektor (Chen dan Thyssen, 2018).  

Setelah sel inang tersensitisasi, pemaparan yang berkepanjangan atau 

pemaparan berulang terhadap antigen membuat sel T memori spesifik alergen 

diaktifkan kembali dan menghasilkan perkembangan fase efektor. Fase efektor 

dapat terjadi sebagai respons sitotoksik yang dimediasi oleh sel T CD8 + atau 

lebih umum sebagai respons TH1. TH1 melepaskan sitokin (IL-2, IL-3, IFN-γ, 

dan TNF-β) dan kemokin (IL-8, faktor makotase dan aktivator makrofag, dan 

faktor penghambat makrofag) yang meningkatkan fungsi sitokin untuk 

memproduksi limfosit T dan mengaktifkan makrofag. IL-2 menginduksi 

proliferasi dan kelangsungan hidup dari sel T CD8 +. IL-3 mendukung 

pertumbuhan dan diferensiasi limfosit TH1 dan sel NK. IFN-γ berperan 

menstimulasi makrofag untuk memproduksi sitokin proinflamasi seperti TNF, IL-

1, dan IL-6 yang menyebabkan renggangnya sel endotel sehingga dengan mudah 

terjadi ekstravasasi sel hingga nampak tanda-tanda inflamasi seperti kemerahan, 

edema, dan kalor (Snyder, 2017; Chen dan Thyssen, 2018; McKee dan Fontenot, 

2016).  

2.5 Kopi Robusta 

2.5.1 Taksonomi Kopi Robusta (Coffea canephora) 

Kopi adalah tanaman budidaya berbentuk pohon yang termasuk dalam 

famili Rubiaceae dan genus Coffea. Genus Coffea mencakup hampir 70 spesies, 

tetapi hanya dua yang ditanam dalam skala luas diseluruh dunia, yaitu kopi 

arabika (Coffea arabica) dan kopi robusta (Coffea canephora var. robusta). 

Sementara itu, sekitar 2% dari total produksi dunia dari dua spesies kopi lainnya, 

yaitu kopi liberika (Coffea libericaa) dan kopi ekselsa (Coffea excelsa) yang 

ditanam dalam skala terbatas. Konsumsi kopi dunia mencapai 70 % berasal dari 

spesies kopi arabika dan 26% berasal dari kopi robusta. Berikut sistem taksonomi 

kopi secara lengkap (Rahardjo, 2012) : 

Kingdom : Plantae 

Subkingdom : Tracheobionta 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


13 
 

 

Super Divisi : Spermatophyta  

Divisi  : Magnoliophyta 

Kelas  : Magnoliopsida  

Sub Kelas : Asteridae 

Ordo  : Rubiales 

Famili  : Rubiaceae 

Genus  : Coffea 

Spesies : Coffea canephora var. robusta 

2.5.2 Morfologi Kopi Robusta 

Tanaman kopi tumbuh tegak, bercabang, dan bila dibiarkan tumbuh dapat 

mencapai tinggi 12 m. Kopi robusta memiliki dua tipe pertumbuhan cabang, yaitu 

cabang ortotrop yang tumbuh kearah vertikal dan cabang plagiotrop yang tumbuh 

kearah horizontal (Najiyati, 2012). Tanaman kopi membutuhkan waktu 3 tahun 

dari saat perkecambahan sampai menjadi tanaman berbunga dan menghasilkan 

buah kopi. Semua spesies kopi berbunga berwarna putih yang beraroma wangi. 

Bunga tersebut muncul pada ketiak daunnya. Daun kopi berwarna hijau mengilap 

yang tumbuh berpasangan dengan berlawanan arah. Bentuk daun tanaman kopi 

lonjong dengan tulang daun yang tegas. (Rahardjo, 2012). Permukaan atas daun 

mengkilat, tepi rata, pangkal tumpul dengan panjang 5 - 15 cm dan lebar 4,0 – 6,5 

cm.  

Bagian dalam dari buah kopi tersusun dari kulit buah (epicarp), daging 

buah (mesocarp) dikenal dengan sebutan pulp, dan kulit tanduk (endocarp). Buah 

yang terbentuk akan matang selama 7-12 bulan. Setiap buah kopi memiliki dua 

biji kopi (Rahardjo, 2012). Biji ini terdiri atas kulit biji dan endosperm. 

Endosperm merupakan bagian yang bisa dimanfaatkan sebagai bahan untuk 

membuat minuman kopi (Najiyati, 2012). Biji kopi dibungkus kulit keras disebut 

kulit tanduk (parchment skin). Biji mempunyai alur pada bagian datarnya 

(Rahardjo, 2012).  
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Gambar 2.3 Penampang Melintang Kopi (Wahyuningsih, 2016) 

2.5.3 Komposisi Kimia Kopi Robusta 

Beberapa zat kimia terkandung dalam kopi, termasuk karbohidrat, lipid, 

vitamin, mineral, alkaloid, dan senyawa fenolik. Komposisi kimia tanaman kopi 

bergantung pada varietas kopi, cuaca kultur, pemrosesan, pemanggangan, dan 

kondisi penggilingan. Pada kopi robusta terdapat dua senyawa utama yaitu kafein 

dan asam klorogenat.  

Tabel 2.1 Komposisi kimia kopi robusta (Farah, 2012) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kopi robusta memiliki kandungan kafein dan asam klorogenat yang lebih 

banyak dibandingkan dengan kopi arabika. Kandungan utama yang terdapat 

Komponen Konsentrasi (g/100 g) 

Sukrosa 0,9 – 4,0 

Polisakarida 48 – 55 

Lignin 3.0 

Pektin 2.0 

Protein 11.0 – 15.0 

Kafein 1.5 – 2.5 

Trigonelin 0.6 –  0.7 

Diterpenes 0.2 – 0.8 

Asam klorogenat 6.1 – 11.3 

Mineral 4,4 - 4,5 

Asam amino bebas 0,8-1 
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dalam kopi robusta yaitu asam klorogenat dan kafein. Berdasarkan penelitian in 

vitro yang dilakukan oleh Chiang et al (2003) menggunakan sel mononuklear 

darah tepi manusia yang diisolasi dari individu yang sehat. Aktivitas dari senyawa 

flavonoid seperti asam klorogenat dan asam kafeat dalam berbagai konsentrasi 

diuji kemampuannya dalam menstimulasi PBMC secara langsung tanpa mitogen 

dan dipapar selama 3 hari. Asam kafeat atau kafein memiliki efek stimulasi 

PBMC yang lebih rendah daripada asam klorogenat. Asam klorogenat dan asam 

kafeat dengan konsentrasi dibawah 10 μg/ ml berpotensi meningkatkan proliferasi 

sel mononuklear darah tepi manusia dan meningkatkan produksi IFN-γ.  

Penelitian in vitro lain yang dilakukan oleh Horrigan et al (2006) 

menggunakan PBMC yang berasal dari individu sehat dipapar dengan kafein 

dengan konsentrasi yang lebih tinggi yaitu 25–200 μg/mL pemaparan selama 

kurang lebih 5 hari untuk mengetahui efek kafein terhadap proliferasi limfosit 

menunjukkan bahwa kafein dapat menekan respons proliferatif sebagai respons 

terhadap mitogen sel-T seperti Concavalin A dan phytohaemagluttinin (PHA) dan 

juga pada mitogen sel-B seperti mitogen pokeweed (PWM) dan LPS. Ion logam 

memiliki reseptor yang sama dengan lipopolisakarida (LPS) bakteri yang dapat 

merangsang respon sistem imun nonspesifik melalui ikatan antigen logam dengan 

reseptor (Rachmawati et al., 2013). Proliferasi sel T dan sel B dapat ditekan oleh 

kafein. Waktu pemaparan yang lebih panjang dan konsentrasi kafein yang lebih 

tinggi diduga dapat menekan respon proliferasi limfosit (Horrigan et al., 2006). 

2.6 Uji Proliferasi PBMC 

Sel mononuklear darah tepi (PBMC) secara fungsional dapat dievaluasi 

melalui proliferasinya. PBMC telah banyak digunakan sebagai model penelitian 

secara in vitro. Untuk mengevaluasi tingkat proliferasi sel, limfosit harus dipicu 

dengan menggunakan beberapa stimulator seperti antigen spesifik, sitokin, dan 

mitogen yang berbeda. Concanavalin A (ConA), lipopolisakarida (LPS) dan 

phytohemagglutinin (PHA) adalah mitogen yang paling umum digunakan (Molae 

et al., 2017). Ion logam memiliki reseptor yang sama dengan lipopolisakarida 
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(LPS) bakteri yang dapat merangsang respon sistem imun nonspesifik melalui 

ikatan antigen logam dengan reseptor (Rachmawati et al., 2013). 

MTT merupakan garam tetrazolium yang digunakan untuk mengevaluasi 

proliferasi sel sebagai fungsi dari sistem redoks (Molae et al., 2017). Uji 3-(4, 5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) didasarkan pada 

kemampuan sel hidup untuk mereduksi garam MTT yang berwarna kuning dan 

larut menjadi formazan yang berwarna biru-ungu dan tidak larut. Suksinat 

tetrazolium termasuk rantai respirasi dalam mitokondria pada sel-sel yang hidup. 

Pembaca sumuran 96-well plate digunakan sehingga dapat diukur banyak sampel 

pada saat yang sama. Keuntungan dari uji ini adalah dapat menghemat waktu, 

tenaga, dan dana. Keuntungan lain adalah metode ini tidak menggunakan isotop 

radioaktif dan tidak memerlukan transfer sel (Siregar, 2000)..  

Proliferasi sel dapat dihitung melalui tingkat pertumbuhan sel- sel yang 

hidup berdasarkan hubungan linier antara aktivitas sel dan absorbansi larutan. 

Absorbansi larutan dapat dikuantifikasi dengan mengukur panjang gelombang dan 

intensitas warnanya diukur dengan spektrofotometer sehingga jumlah sel hidup 

dapat diketahui melalui konsentrasi formazan. Pengukuran intensitas warna 

dilakukan dan selanjutnya dibaca menggunakan ELISA reader. Konsentrasi 

formazan yang dihasilkan akan diukur setelah dilarutkan dan hasilnya akan 

berbanding secara proporsional dengan jumlah sel. Semakin pekat warnanya maka 

nilai absorbansinya semakin tinggi (Siregar, 2000).  

Hasil penghitungan proliferasi dipresentasikan sebagai Stimulation Index 

(SI) (Molaee et al., 2017). SI menyatakan hubungan antara proliferasi sel dengan 

antigen dibandingkan tanpa antigen dengan menunjukan respon terhadap suatu reaksi 

yang diuji positif atau negatif. Stimulation index (SI) dihitung sebagai rasio rata-rata OD 

sel dengan paparan dikurangi OD media kultur (blank) dan dibagi dengan rasio rata-rata 

OD sel tanpa paparan. Stimulation index dikatakan positif jika >2 kali lipat dari sel yang 

tidak terstimulasi sehingga SI lebih dari 1 merupakan respon proliferasi yang positif 

(Karami et al., 2016).  Perhitungan SI dapat dihitung melalui rumus (Molaee et al., 

2017) : 
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SI = 
Mean OD 630 nm dari PBMC yang dipapar – Mean OD 630 nm  dari  blank

Mean OD 560 PBMC tanpa paparan 
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2.7 Kerangka Konsep 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Seduhan Kopi 

Robusta 

Logam Kedokteran Gigi 

 GTC 

 

Meningkatkan pelepasaan Ion 

Logam Kobalt  

CoCr 

Saliva 

Lingkungan 

Rongga 

Mulut 

Proses korosi 

Merangsang Sistem Imun Bawaan  

Asam klorogenat, 

asam kafeat 

(kafein) 

Keterangan :  

Diteliti  :  

Tidak Diteliti : 

Uji MTT 

Proliferasi PBMC 

Penurunan pH 
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2.8 Keterangan Kerangka Konsep 

Logam di kedokteran gigi biasa digunakan sebagai bahan utama pada 

konstruksi gigi tiruan cekat (GTC). Salah satu pilihan jenis alloy yang dapat 

digunakan yaitu alloy CoCr. Saliva dalam rongga mulut dapat menyebabkan 

pelepasan ion Co. Konsumsi produk pangan dengan pH rendah seperti kopi 

robusta yang memiliki pH asam yaitu 5 - 5,5 dapat meningkatkan pelepasan ion 

Co dari alloy. Kopi robusta mengandung asam klorogenat, asam kafeat, dan asam 

amino bebas. Pelepasan ion Co dari restorasi CoCr akan mengaktivasi respon 

imun bawaan sehingga meningkatkan proliferasi PBMC yang merupakan sel 

utama dalam kekebalan tubuh manusia. Asam klorogenat dan asam kafeat (kafein) 

dalam kopi robusta dapat meningkatkan proliferasi PBMC. Pengaruh proliferasi 

sel PBMC oleh karena pelepasan ion kobalt dari alloy CoCr setelah direndam 

dalam seduhan kopi robusta dapat diketahui dengan melakukan evaluasi 

proliferasi sel PBMC menggunakan MTT assay. 

2.9 Hipotesis 

Ion kobalt dari alloy CoCr yang terlepas setelah direndam pada seduhan 

kopi robusta selama 2 dan 7 hari dapat meningkatkan proliferasi PBMC. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah eksperimental laboratoris in vitro. Rancangan 

penelitian yang digunakan adalah the post test only control group design, yaitu 

pengukuran awal atau observasi dilakukan setelah perlakuan diberikan untuk 

mengetahui perbedaan yang signifikan antara kelompok perlakuan dan kelompok 

kontrol (Sugiyono, 2010).  

3.2 Tempat Waktu dan Penelitian 

3.2.1 Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan pada bulan Februari 2020. 

3.2.2 Tempat Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi dan 

Mulut Universitas Jember. 

3.3 Identifikasi Variabel 

3.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dari penelitian ini adalah pelepasan ion kobalt dari alloy 

CoCr yang telah direndam dalam seduhan kopi robusta. 

3.3.2 Variabel Terikat  

Variabel terikat dari penelitian ini adalah jumlah PBMC yang 

berproliferasi. 

3.3.3 Variabel Terkendali 

a. Isolat PBMC dari pasien yang sehat. 

b. Alloy CoCr berpenampang bulat dengan diameter 1 cm dengan ketebalan 

0,1 cm. 

c. Seduhan kopi robusta 

d. Saliva buatan. 
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e. Alat penelitian yang disterilkan dalam waktu yang bersamaan. 

f. Cara kerja penelitian.  

g. Perlakuan pada sampel. 

h. Uji proliferasi dan cara penghitungan hasil. 

3.4 Definisi Operasional 

3.4.1 Proliferasi Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC)    

PBMC didapatkan dengan mengisolasi 3 ml darah vena tepi yang berasal 

dari pasien donor sehat dengan metode Single Filter/Lymphoprep. PBMC 

merupakan bagian dari sel – sel darah yang berinti bulat dan terdiri dari monosit, 

limfosit (sel T, sel B, dan sel NK), dan sel dendritik. Proliferasi PBMC dapat 

terjadi ketika dipicu oleh mitogen. Ion logam dapat merangsang respon sistem 

imun non-spesifik melalui ikatan antigen logam dengan reseptor TLR4 yang 

merupakan reseptor untuk mitogen lipopolisakarida (LPS).  

3.4.2 Pelepasan ion kobalt  

Pelepasan ion kobalt berasal dari alloy CoCr. Alloy CoCr atau paduan 

logam kobalt kromium yang digunakan pada penelitian ini berpenampang bulat 

dengan diameter 1 cm dan ketebalan 0,1 cm. Pelepasan ion kobalt dari restorasi 

gigi tiruan cekat dapat terjadi karena pH dalam rongga mulut yang asam. 

Lingkungan asam rongga mulut akan menyebabkan peningkatan pelepasan ion 

logam.  

3.4.3 Alloy CoCr Yang Direndam Dalam Seduhan Kopi Robusta 

Alloy CoCr direndam dalam seduhan kopi robusta dengan waktu 

perendaman 2 dan 7 hari. Seduhan kopi adalah kopi yang disajikan dengan cara 

seduh manual atau manual breewing tanpa mesin. Seduhan kopi yang digunakan 

pada penelitian ini di produksi oleh PTPN XII Jember dan dibuat dengan 

melarutkan 3 mg bubuk kopi robusta dalam 100 ml aquades. pH seduhan diukur 

menggunakan pH meter digital dan diperoleh pH sebesar 5,0. 
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3.5 Uji Proliferasi 

MTT merupakan garam tetrazolium yang digunakan untuk mengevaluasi 

proliferasi sel sebagai fungsi dari sistem redoks (Molae et al., 2017). Uji 3-(4, 5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) didasarkan pada 

kemampuan sel hidup untuk mereduksi garam MTT yang berwarna kuning dan 

larut menjadi formazan yang berwarna biru-ungu dan tidak larut (Molae et al., 

2017). 

3.6 Alat dan bahan 

Alat 

a. Centrifuge 

b. Gelas ukur 

c. Shaker Incubator 

d. Laminar Flow Cabinet 

e. 96-well plate culture 

f. Pipet mikro 

g. Rak Tabung 

h. Syringe 5 ml 

i. Tabung epondorf 

j. Tabung heparin 

k. Neraca timbangan 

l. Vortex mixer 

m. ELISA reader 

n. Yellow tip dan blue tip 

o. Botol duran 

p. Erlemeyer 

q. Tourniquet 

r. Beaker glas. 

Bahan 

a. Darah vena kapiler 

b. Saliva buatan dengan pH 6,5  
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c. Bubuk Kopi Robusta 

d. Aquades dengan pH 7,2 

e. Logam kobalt kromium 

f. Larutan Lymphoprep 

g. HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) 

h. RPMI (Rosewel Park Memorial Institute Media) 

i. Fungizone 

j. Penicillin streptomycin 

k. Dimethylsulfoxide (Merck, Darmstadt, Germany) 

l. Alkohol 70% 

m. Aquades 

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

o. FBS (Fetal Bovine Serum) 

3.7 Sampel Penelitian 

3.7.1 Kriteria Sampel 

Penelitian ini menggunakan isolat PBMC yang diperoleh dari darah vena 

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

penyakit sistemik), tidak memiliki alergi terhadap logam, dan telah mengisi 

inform consent dan memenuhi syarat kelayakan etik pada penelitian ini.  

3.7.2 Kelompok Sampel 

Sampel penelitian dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan, sebagai berikut : 

a. Blank : Media kultur 

b. Kelompok 1  : PBMC + Media kultur 

c. Kelompok 2  : PBMC + Saliva buatan 

d. Kelompok 3 : PBMC + Media kultur yang dipapar larutan ion Co 

setelah direndam oleh aquades yang telah dilakukan 

perendaman selama 2 hari 

e. Kelompok 4 : PBMC + Media kultur yang dipapar larutan ion Co 

setelah direndam dalam aquades yang telah dilakukan 

perendaman selama 7 hari 
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f. Kelompok 5 : PBMC + Media kultur yang dipapar larutan ion Co 

setelah direndam dalam saliva buatan yang telah 

dilakukan perendaman selama 2 hari 

g. Kelompok 6 : PBMC + Media kultur yang dipapar larutan ion Co 

setelah direndam dalam saliva buatan yang telah 

dilakukan perendaman selama 7 hari 

h. Kelompok 7 : PBMC + Media kultur yang dipapar larutan ion Co 

setelah direndam dalam seduhan kopi robusta yang 

telah dilakukan perendaman selama 2 hari 

i. Kelompok 8 : PBMC + Media kultur yang dipapar larutan ion Co 

setelah direndam dalam seduhan kopi robusta yang 

telah dilakukan perendaman selama 7 hari 

j. Kelompok 9 : PBMC + Media kultur yang dipapar larutan ion Co 

setelah direndam dalam saliva buatan dan seduhan 

kopi robusta yang telah dilakukan perendaman selama 

2 hari 

k. Kelompok 10 : PBMC + Media kultur yang dipapar larutan ion Co 

setelah direndam dalam saliva buatan dan seduhan 

kopi robusta yang telah dilakukan perendaman selama 

7 hari 

Sepuluh kelompok perlakuan  ini masing-masing akan diujikan pada 96-

well plate culture. 

3.7.3 Besar Sampel 

Penentuan besar sampel pada penelitian ini diambil menurut rumus federer 

(Prihanti, 2016) : 

(𝑛 − 1)(𝑡 − 1) ≥ 15 

Keterangan : 

n = Besar sampel tiap kelompok 

t = Banyaknya kelompok 
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Perhitungannya yaitu : 

 

 

 

 

 

 

Berdasarkan hasil perhitungan diatas diperoleh jumlah sampel yang 

digunakan pada penelitian ini 3. Peneliti menggunakan 3 (tiga) sampel untuk 

setiap perlakuan. 

3.7.4 Teknik Sampling 

Teknik sampel yang digunakan adalah teknik simple random sampling. 

Sampel PBMC pada 96-well plate culture yang telah memenuhi kriteria diuji 

secara acak kemudian pada masing-masing microplate dibagi dalam sepuluh 

kelompok terdiri dari 3 buah sampel sehingga secara keseluruhan terdapat 33 

sampel. Pada 96-well plate culture yang terdiri dari 96 well, diambil 33 well untuk 

selanjutnya dilakukan uji MTT. 

3.8 Prosedur Penelitian 

3.8.1 Ethical Clearance 

Prosedur pengambilan darah pada pasien dilakukan setelah disetujui oleh 

Komisi Etik Penelitian Kesehatan, Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

3.8.2 Sterilisasi Alat 

Mencuci bersih semua alat penelitian yang terbuat dari logam kemudian 

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

alat yang terbuat dari plastik menggunakan alkohol 70%. 

3.8.3 Pengambilan Sampel Darah 

a. Melakukan  pengambilan darah sebanyak 21 ml dari darah vena perifer 

orang sehat dengan menggunakan syringe 3 ml. 
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b. Memasukkan darah yang telah diambil ke dalam tabung heparin secara 

perlahan-lahan dengan melewatkan pada dinding tabung agar tidak 

berbuih. 

c. Menggoyangkan tabung heparin agar darah tidak menggumpal. 

3.8.4 Pembuatan Media kultur RPMI 

a. Membuat dari sediaan bubuk ke cair (dalam 200 ml aquades steril). 

b. Menambahkan 1,87 gram serbuk RPMI dan 20 ml FBS dalam 180 ml 

aquades steril (Lampiran).  

c. Membuang larutan sebanyak 2 ml.  

d. Menambahkan 2 ml Penicillin streptomycin. 

3.8.5 Isolasi PBMC 

Teknik isolasi PBMC menggunakan metode Single Filter/Lymphoprep. 

a. Memasukkan 3 ml sampel darah  pada tabung heparin dan dicampur 

hingga merata secara perlahan-lahan dengan melewatkan pada dinding 

tabung sehingga tidak berbuih menggunakan mikropipet dan blue tip. 

b. Membuat diluent darah yang dengan mengencerkan darah menggunakan 

garam fisiologi (HBSS pH 7.4) dengan perbandingan diluent darah dan 

HBSS adalah 1:1, kemudian homogenkan.  

c. Memasukkan diluent darah secara perlahan pada tabung yang sudah diisi 3 

ml larutan Lymphoprep, dengan perbandingan Lymphoprep dan diluent 

darah adalah 1:2. Larutan Lymphoprep jangan sampai pecah.  

d. Mensentrifugasi diluent darah menggunakan centrifuge dengan kecepatan 

800 g selama 20 menit pada suhu 20oC hingga terbentuk 4 lapisan (plasma, 

mononuklear, lymphoprep, polimorfonuklear eritrosit).  

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

memasukkan ke dalam tabung steril.  

f. mengencerkan sampel mononuklear menggunakan HBSS dengan 

perbandingan sampel mononuklear dan HBSS adalah 1:1, kemudian 

homogenkan.  

g. Mensentrifugasi sampel menggunakan centrifuge dengan kecepatan 900 g 

selama 3 menit dengan suhu 20oC, lakukan pengulangan sebanyak 2 kali. 
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Setelah terbentuk 2 lapisan, yaitu lapisan supernatant (PBS dan sisa 

plasma) pada bagian atas dan PBMC pada bagian bawah, lapisan 

supernatant dibuang secara perlahan. 

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

didapat kemudian homogenkan.  

i. Menambahkan media kultur RPMI yang telah ditambahkan Penicillin 

streptomycin dan FBS. 

3.8.6 Persiapan Blank 

Menempatkan media kultur pada 3 well dari 96-well plate culture yang 

tersedia. Menginkubasi sel pada suhu 37⁰C di 5% kelembapan CO₂ selama 4 jam 

sebelum dilakukan uji proliferasi. 

3.8.7 Inkubasi PBMC Dengan Media Kultur 

Menambahkan media kultur pada 3 well dari 96-well plate culture dan 

telah terisi 5x104 sel PBMC hingga total volume 200µl per well. Menginkubasi sel 

pada suhu 37⁰C di 5% kelembapan CO₂ selama 4 jam sebelum dilakukan uji 

proliferasi MTT. 

3.8.8 Inkubasi PBMC dengan Saliva Buatan 

Menambahkan saliva buatan pada 3 well dari 96-well plate culture yang 

tersedia dan telah terisi 5x104 sel PBMC hingga total volume 200µl per well. 

Menginkubasi sel pada suhu 37⁰C di 5% kelembapan CO₂ selama 4 jam sebelum 

dilakukan uji proliferasi MTT. 

3.8.9 Inkubasi PBMC Dengan Alloy CoCr Yang Telah Direndam Dalam Aquades 

Menambahkan larutan alloy CoCr yang telah dilakukan perendaman dalam 

aquades selama 2 hari dan 7 hari pada 3 well dari 96-well plate culture yang telah 

tersedia dan telah terisi 5x104 sel PBMC hingga total volume 200µl per well. 

Menginkubasi sel pada suhu 37⁰C di 5% kelembapan CO₂ selama 4 jam sebelum 

dilakukan uji proliferasi MTT. 

3.8.10 Inkubasi PBMC Dengan Alloy CoCr Yang Telah Direndam Dalam Saliva 

Buatan 

Menambahkan larutan alloy CoCr yang telah dilakukan perendaman dalam 

saliva buatan yang telah dilakukan perendaman selama 2 hari dan 7 hari pada 3 
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well dari 96-well plate culture yang tersedia dan telah terisi 5x104 sel PBMC 

hingga total volume 200µl per well. Menginkubasi sel pada suhu 37oC di 5% 

kelembapan CO2 selama 24 jam sebelum dilakukan uji MTT. 

3.8.11 Inkubasi PBMC Dengan Alloy CoCr Yang Telah Direndam Dalam 

Seduhan Kopi Robusta  

Menambahkan  larutan alloy CoCr yang telah dilakukan perendaman 

dalam seduhan kopi selama 2 hari dan 7 hari pada 3 well dari 96-well plate culture 

yang tersedia dan telah terisi 5x104 sel PBMC hingga total volume 200µl per well. 

Menginkubasi sel pada suhu 37oC di 5% kelembapan CO2 selama 24 jam sebelum 

dilakukan uji MTT. 

3.8.12 Inkubasi PBMC Dengan Alloy CoCr Yang Telah Direndam Dalam Saliva 

Buatan Dan Seduhan Kopi  

Menambahkan larutan alloy CoCr yang telah yang telah dilakukan 

perendaman dalam saliva buatan dan seduhan kopi  robusta selama 2 hari dan 7 

hari pada 3 well dari 96-well plate culture yang telah tersedia dan telah terisi 

5x104 sel PBMC hingga total volume 200µl per well. Menginkubasi sel pada suhu 

37⁰C di 5% kelembapan CO₂ selama 4 jam sebelum dilakukan uji proliferasi 

MTT. 

3.8.13 Uji Proliferasi dengan MTT 

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

MTT 7,5mg/ml pada tiap well setelah 24 jam inkubasi pada inkubator 

dengan suhu 37o C yang mengandung 5% CO2. 

b. Membungkus plate dengan alumunium foil dan menginkubasikan plate 

tersebut di tempat gelap.  

c. Menginkubasi plate selama 4 jam dalam inkubator CO₂ 5% pada suhu 37⁰. 

d. Menghentikan kerja MTT dengan larutan DMSO.  

e. Meletakkan plate diatas plate shaker selama 30 menit supaya kristal 

formazan dapat larut. 

f. Menghidupkan ELISA reader dan menunggu sampai proses progressing 

selesai. 
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g. Membuka pembungkus plate aluminium foil dan memasukkan plate ke 

dalam ELISA reader. 

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

tanpa dipapar logam dianggap 100% (CCRC, 2010). 

i. Hasil penghitungan proliferasi dipresentasikan sebagai Stimulation Index 

(SI) (Molaee, 2017) : 

SI = 
Mean OD 630 nm dari PBMC yang dipapar – Mean OD 630 nm  dari  blank

Mean OD 560 PBMC tanpa paparan 
 

3.9 Analisis Data 

Data hasil penelitian ditabulasi kemudian dianalisis dengan uji normalitas 

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

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

dengan uji statistik parametrik dengan uji analisa varian dua arah (Two way Anova 

dengan p≤0,05) menggunakan program statistik GraphPad Prism Software 

version 8.0 (San Diego, CA, USA). P= 0.05 dianggap secara statistik signifikan. 

Data disajikan sebagai mean ± SD. Data yang diketahui memiliki perbedaan 

antarkelompok diuji dengan uji Least Significant Different (LSD) untuk 

mengetahui kemaknaan perbedaan antar uji sampel. Apabila data yang dihasilkan 

tidak terdistribusi secara normal dan homogen maka dilakukan uji non parametrik 

Kruskal Wallis kemudian dilanjutkan dengan uji Mann Whitney. 
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3.10 Alur Penelitian 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan  

1. Pelepasan ion kobalt dari alloy CoCr yang direndam dalam seduhan kopi 

robusta (Coffea canephora) pada perendaman 2 hari tidak dapat 

meningkatkan proliferasi PBMC. 

2. Pelepasan ion kobalt dari alloy CoCr yang direndam dalam seduhan kopi 

robusta (Coffea canephora) pada perendaman 7 hari dapat meningkatkan 

proliferasi PBMC. 

5.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai pengukuran konsentrasi 

ion kobalt minimum yang dapat menyebabkan reaksi hipersensitivitas 

secara in vivo pada pasien. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efek konsumsi kopi 

terutama pada pengguna gigi tiruan cekat dengan alloy CoCr terhadap 

proliferasi PBMC dengan variasi waktu yang lebih lama. 
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LAMPIRAN A. Pembuatan Spesimen Alloy CoCr 

Spesimen pada penelitian ini adalah alloy CoCr berpenampang bulat 

dengan diameter 1 cm dan ketebalan 0,1 cm. 

 

 

 

 

 

 

Prosedur pembuatan spesimen alloy CoCr 

a. Tahap I, waxing merupakan proses pembuatan pola dari malam. 

b. Tahap II, spruing merupakan proses pembuatan sprue pin dan casting wax. 

c. Tahap III, investing merupakan proses penanaman pola malam pada 

invesment, pada casting ring. 

d. Tahap IV, pre- heating merupakan proses pemanasan awal pada casting 

ring, agar adonan bahan tanam lebih kering. 

e. Tahap V, wax- elimination merupakan proses penghilangan pola malam. 

f. Tahap VI, heating merupakan pemanasan casting ring. 

g. Tahap VII, melting merupakan proses pelelehan logam pada sprue. 

h. Tahap VIII, casting merupakan tahap pengecoran logam pada ruang cetak 

(mould space). 

i. Tahap IX, finishing merupakan tahapan menghilangkan kelebihan dan 

hasil casting yang tidak perlu. 

0,1 cm 

1 cm 
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LAMPIRAN B. Perendaman Sampel 

a. Menyiapkan sampel sejumlah 12 alloy CoCr berpenampang bulat dengan 

diameter 1 cm dan ketebalan 0,1 cm. 

b. Menyiapkan 12 larutan perendaman yang sudah ditentukan. Kemudian 

dilakukan pengukuran tingkat keasaman menggunakan pH meter digital. 

c. Menyiapkan 12 beaker glass sesuai dengan sampel. 

d. Mengisi 2 beaker glass pertama yang berisi alloy CoCr yang direndam 

dalam aquades sebanyak 100 ml. Menutup beaker glass menggunakan 

aluminium foil dan diberi tanda. 

e. Mengisi 2 beaker glass kedua yang berisi alloy CoCr yang direndam 

dalam saliva buatan sebanyak100 ml. Menutup beaker glass menggunakan 

aluminium foil dan diberi tanda. 

f. Mengisi 4 beaker glass kedua yang berisi alloy CoCr yang direndam 

dalam seduhan kopi robusta sebanyak 100 ml. Menutup beaker glass 

menggunakan aluminium foil dan diberi tanda. 

g. Mengisi 4 beaker glass terakhir yang berisi alloy CoCr yang direndam 

dalam 100 ml larutan,dengan 50 ml saliva buatan dan 50 ml seduhan kopi 

robusta. Menutup beaker glass menggunakan aluminium foil dan diberi 

tanda. 
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LAMPIRAN C. Pembuatan Media Kultur RPMI 

Membuat dari sediaan bubuk ke cair (dalam 200 ml aquades steril) 

   

 

 

 

 

Jadi, berat RPMI yang diperlukan dalam penelitian ini adalah 1,87 gram 

bubuk RPMI. 
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LAMPIRAN D. Ethical Clearance 
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LAMPIRAN E. Surat Izin Penelitian 
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LAMPIRAN F. Informed Consent 
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LAMPIRAN G. Alat dan Bahan Penelitian 

 

 

 

(a) 

 

 

 

 

 

 

(b) (c) 

 

 

 

 

 

 

(d) (e) 
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(f) (g) 

 

 

 

 

 

 

(h) (i) 

 

 

 

 

 

 

(j) (k) 

 

 

 

 

 

 

(l) (m) 
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(n) (o) 

  

(p) (q) 

  

(r) (s)  

  

(t) (u) 
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(v) (w) 

  

(x) (y) 

  

(z) (aa) 

Keterangan : 

a) Blue dan yellow tip, 

b) ELISA reader, 

c) Filter, 

d) Mikropipet, 

e) Rak Tabung, 

f) Syringe, 

g) Tabung epondorf,  

h) Timbangan Digital,  

i) Gelas ukur, 

j) Tube kecil, 

k) Centrifuge, 

o) 96-well plate culture, 

p) Tabung heparin, 

q) Tourniquet, 

r) Larutan MTT, 

s) Penicilin Streptomycin, 

t) DMSO, 

u) Larutan Lymphoprep, 

v) RPMI  

w) FBS 

x) Saliva buatan  

y) HBSS 
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l) Mikroskop Inverted, 

m) Shaker Incubator, 

n) Vortex mixer, 

 

z) Darah vena kapiler, 

aa) Larutan hasil perendaman alloy 

CoCr dengan kopi robusta, saliva 

buatan, aquades dan kopi robusta + 

saliva buatan. 
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LAMPIRAN H. Pelaksanaan Penelitian 

  

(1) (2) 

  

(3) (4) 

  

(5) 

 
(6) 
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(7) (8) 

  

(9) (10) 

  

(11) (12) 

  

(13) (14) 
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(15) 

Keterangan : 

1) Pengambilan sampel darah dari pendonor sehat, 

2) Sampel darah dimasukan pada tabung heparin dan diencerkan dengan 

HBSS, 

3) diluent darah dimasukan pada tabung yang berisi larutan Lymphoprep, 

4) diluent darah di sentrifugasi pada centrifuge, 

5) Terbentuk 4 lapisan 

6) Lapisan ke dua (mononuklear) di pipet, 

7) Sampel mononuklear diencerkan menggunakan HBSS, 

8) Sampel disentrifugasi 2 kali, 

9) Terbentuk 2 lapisan (PBS dan sisa plasma) kemudian lapisan supernatant 

dibuang dan ditambahkan HBSS, 

10) Media kultur RPMI yang telah berisi Penicillin streptomycin dan FBS 

ditambahkan,  

11) Media kultur dipipet dalam well yang telah berisi PBMC, 

12) Isolat PBMC dipaparkan dengan hasil rendaman alloy CoCr dalam 

aquades, saliva buatan, seduhan kopi, dan seduhan kopi + saliva buatan 

dalam media kultur dan diinkubasi selama 24 jam dalam inkubator, 

13) MTT ditambahkan dalam setiap well dan diinkubasi dalam inkubator 

selama 4 jam, 

14) Kerja MTT dihentikan dengan larutan DMSO, 

15) Hasil uji MTT dibaca menggunakan ELISA reader 
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LAMPIRAN I. Analisis Data 

G.1 Hasil uji Normalitas Saphiro Wilk 

Tests of Normality 

kelompok 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

nilai 
absorbansi 

PBMC + 
Media 
kultur 

,304 3   ,907 3 ,407 

PBMC  
+ Saliva 
Buatan 

,349 3   ,832 3 ,194 

PBMC  
+ CoCr 
+ 
Aquades 
2 hari 

,253 3   ,964 3 ,637 

PBMC  
+ CoCr 
+ 
Aquades 
7 hari 

,310 3   ,898 3 ,380 

PBMC  
+ CoCr 
+ Saliva 
2 hari 

,182 3   ,999 3 ,935 

PBMC  
+ CoCr 
+ Saliva 
7 hari 

,339 3   ,850 3 ,241 

PBMC  
+ CoCr 
+ Kopi 
Robusta 
2 hari 

,314 3   ,893 3 ,363 

PBMC  
+ CoCr 
+ Kopi 
Robusta 
7 hari 

,179 3   ,999 3 ,950 

PBMC  
+ CoCr 
+ Kopi 
Robusta 
dan 
Saliva 2 
hari 

,361 3   ,807 3 ,132 

PBMC  
+ CoCr 
+ Kopi 
Robusta 
dan 
Saliva 7 
hari 

,185 3   ,998 3 ,925 

a. Lilliefors Significance Correction 
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G.2 Hasil Uji Homogenitas Levene Test 

Levene's Test of Equality of Error Variancesa 

Dependent Variable: nilai absorbansi 

F df1 df2 Sig. 

2,369 9 20 ,052 

 

G.3 Hasil Uji Parametrik Two-Way Annova Test 
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G.4 Hasil Uji lanjutan Least Significant Differences Test (LSD) 
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