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MOTTO 

 

 

“Sesungguhnya sesudah kesulitan itu ada kemudahan. Maka 

apabila kamu telah selesai (dari suatu urusan), kerjakanlah 

dengan sungguh-sungguh (urusan yang lain), dan hanya kepada 

Tuhanmulah hendaknya kamu berharap” 

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

 

 

“Ridha Allah terletak pada ridha kedua orang tua dan murka-Nya 

 terletak pada kemurkaan keduanya.” 

(Hadist Riwayat Ath-Thabarani) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*)  Departemen Agama Republik Indonesia. 1989.Al-Quran dan Terjemahannya.  

Semarang : PT. Kumudasmoro Grafindo  
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RINGKASAN 

 

Aktivitas Antioksidan Seduhan Bubuk Kopi Robusta (Coffea canephora) 

terhadap Produksi Radikal Superoksida Monosit In Vitro; Prisca Vianda 

Sukma, 141610101019; 2018; 39 halaman; Jurusan Pendidikan Dokter Gigi 

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember.  

Monosit merupakan salah satu jenis leukosit yang berperan dalam 

pertahanan pertama terhadap serangan mikroorganisme yang dapat membahayakan 

tubuh yaitu dengan fagositosis. Selama fagositosis mikroorganisme dapat dibunuh 

menggunakan melalui produk respiratory burst yakni radikal superoksida. Produksi 

radikal superoksida dalam jumlah yang berlebih dapat menyebabkan “stress 

oksidatif” dan kerusakan jaringan, seperti kerusakan dinding pembuluh darah, 

molekul protein, DNA, karbohidrat, dan lipid. Oleh karena itu diperlukan suatu 

antioksidan untuk dapat meredam produksi ROS yang berlebih. Antioksidan 

tersebut dapat diperoleh dari bahan alam yaitu biji kopi robusta. Biji kopi robusta 

mengandung senyawa kimia kafein, asam klorogenat, fenol, alkaloid, flavonoid, 

tanin, saponin dan trigonelin. Kandungan asam klorogenat dan polifenol biji kopi 

robusta merupakan sumber antioksidan terbesar. Tujuan penelitian ini adalah 

Mengkaji aktivitas antioksidan seduhan bubuk kopi robusta terhadap radikal 

superoksida monosit yang distimuli antigen bakterial. 

Jenis penelitian ini adalah experimental laboratories. Obyek penelitian ini 

adalah isolat monosit vena perifer manusia yang diberi perlakuan terhadap seduhan 

bubuk kopi robusta (Coffea canephora). Penelitian dilakukan pada bulan November 

2017 – Februari Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut Fakultas 

Kedokteran Gigi Universitas Jember. Variabel bebas pada penelitian ini adalah 

seduhan bubuk kopi robusta merek Gunung Ijen produksi PTPN XII. Dengan 

metode seduhan kopi dibuat dengan perbandingan 3 gr dan 6 gr bubuk kopi robusta 

merek Gunung Ijen produksi PTPN XII dengan 200 ml aquades mendidih 99,9oC 

yang kemudian ditempatkan pada hotplate stirrer dengan kecepatan 60 rpm selama 

1 menit, lalu didiamkan pada suhu rungan selama 3-4 menit. Variabel terikat dalam 
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penelitian ini adalah aktivitas antioksidan pada seduhan bubuk kopi robusta. 

Penelitian ini menggunakan metode uji Nitro Blue Tetrazolium untuk melihat 

produksi radikal superoksida yang ditandai adanya produksi formazan pada sekitar 

membran monosit. Variabel terkendali pada penelitian ini adalah isolat monosit 

yang berasal dari darah vena pheripheral yang dilakukan isolasi sehingga 

didapatkan jenis dan jumlah sel yang sama. Variabel terkendali berikutnya adalah 

antigen Streptococcus mutans yaitu pembuatan suspensi bakteri Streptococcus 

mutans. Pada penelitian ini dibagi menjadi tiga kelompok yaitu kelompok kopi 1 

(isolat monosit, seduhan bubuk kopi robusta 6gr/200ml, antigen bakteri 

Streptococcus mutans), kelompok kopi 2 (isolat monosit, seduhan bubuk kopi 

robusta 3gr/200ml, antigen bakteri Streptococcus mutans, dan kelompok tanpa kopi 

(isolat monosit, antigen bakteri Streptococcus mutans).  

Penghitungan radikal superoksida pada sel monosit yaitu penghitungan 

melalui intraseluler. Penghitungan intraseluler dilakukan dengan menghitung 

prosentase sel yang mengandung partikel formazan bewarna kebiruan. Berdasarkan 

hasil rata-rata produksi formazan pada ketiga kelompok didapatkan hasil pada 

kelompok kopi 1 dengan seduhan kopi sebanyak 6 gr sebesar 39,5%, kelompok 

kopi  2 dengan seduhan kopi sebanyak 3 gr sebasar 39,25%, dan kelompok tanpa 

seduhan kopi sebesar 51,25%. Hasil analisis statistik dengan Uji Kolmogrov-

Smirnov terhadap nilai rata-rata produksi radikal superoksida adalah 0,139 yang 

artinya p>0,05, data terdistribusi normal. Hasil homogenitas dengan uji Levene Test 

adalah 0,089 yang artinya p>0,05 data homogen. Analisis Statistik Uji One Way 

Anova terhadap nilai rata-rata produksi radikal superoksida adalah terdapat 

perbedaan. Selanjutnya dilajutkan dengan uji LSD (Least Significant Difference) 

sebagai uji beda lanjutan untuk mengetahui perbedaan kemaknaan pada masing-

masing kelompok, dan terdapat perbedaan bermakna pada beberapa kelompok. Hal 

tersebut dikarenakan kopi mempunyai efek antioksidan yang dapat menghambat 

produksi radikal superoksida.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 
 

 

 
 

1.1 Latar belakang 

Monosit merupakan salah satu jenis leukosit yang berperan dalam 

pertahanan pertama terhadap serangan mikroorganisme yang dapat membahayakan 

tubuh yaitu dengan fagositosis. Fagositosis adalah proses pengenalan 

antigen/mikroba, menelan, mencerna dan degradasi. Selama fagositosis 

mikroorganisme dapat dibunuh melalui produk respiratory burst yakni radikal 

superoksida (Baratawidjaja, 2004). 

Radikal superoksida merupakan salah satu jenis radikal bebas dari Reactive 

oxygen species (ROS) yang dibutuhkan dalam proses fisiologis dalam jumlah yang 

sedikit dan dapat menyebabkan patologis dalam jumlah yang berlebih (Arvin, 2000; 

Behr et al., 2012; Baratawidjaja, 2004). Proses fisiologis yang terjadi misalnya, 

sistem kekebalan tubuh, antibakteri, dan transduksi sinyal. ROS dalam jumlah yang 

berlebih dapat menyebabkan “stress oksidatif” dan kerusakan jaringan, seperti 

kerusakan dinding pembuluh darah, molekul protein, DNA, karbohidrat, dan lipid. 

(Yahsin et al., 2013). Oleh karena itu diperlukan suatu antioksidan untuk dapat 

meredam produksi ROS yang berlebih (Behr et al., 2012). 

Antioksidan dapat dikategorikan beberapa macam yakni antioksidan 

enzimatik dan non-enzimatik (Nimse et al., 2015). Terdapat beberapa macam 

antioksidan enzimatik, yakni enzim superoksida dismutase (SOD), glutathione 

peroksidase (GSH-px) dan katalase. Antioksidan non-enzimatik terdiri atas vitamin 

A, C, dan E serta beberpa macam antara lain karotenoid, flavonoid, tanin, asam 

klorogenat, polifenol, dan lain-lain (Lingga, 2012). Antioksidan non-enzimatik 

tersebut dapat diperoleh dari bahan alam, salah satunya yaitu dari bji kopi robusta. 

Indonesia merupakan salah satu negara pengekspor kopi robusta terbesar 

di dunia. Saat ini, sekitar 95% dari areal kopi di Indonesia terdiri atas kopi robusta 

(Yahmadi, 2007). Produksi kopi robusta yang dikelola masyarakat umum atau 

perkebunan rakyat di Jember dalam setahun mencapai 100-200 ton (Erdiansyah et
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al., 2014). Hal ini dikarenakan kopi robusta lebih mudah dikelola dibandingkan 

jenis kopi lainnya (Hariyati, 2014). 

Biji kopi robusta mengandung senyawa kimia kafein, asam klorogenat, 

fenol, alkaloid, flavonoid, tanin, saponin dan trigonelin. Kandungan asam 

klorogenat dan polifenol biji kopi robusta merupakan sumber antioksidan terbesar 

(Antonio et al., 2011; Dias et al., 2015). Pada penelitian sebelumnya dibuktikan 

bahwa kadar antioksidan di dalam plasma darah penggemar kopi tergolong tinggi 

yaitu sebesar 11,1 ml/dl plasma (Lingga, 2012). 

Jenis penyakit yang banyak ditemui di bidang kedokteran gigi adalah 

penyakit inflamasi kronis bakterial yang melibatkan aktivitas sel inflamasi 

makrofag (berasal dari monosit yang terstimulasi). Adanya antigen, misalnya dari 

produk bakteri, akan mengaktivasi monosit untuk memproduksi radikal 

superoksida dalam jumlah besar (Miyajima et al., 2014). Produksi radikal 

superoksida tersebut diduga dapat diredam oleh kopi robusta (yang banyak 

mengandung antioksidan). Berdasarkan uraian tersebut peneliti tertarik untuk 

meneliti aktivitas antioksidan seduhan bubuk kopi robusta terhadap produksi 

radikal superoksida pada monosit yang distimuli dengan antigen bekterial, karena 

belum banyak diteliti. 

 

 
 

1.2 Rumusan Masalah 

1.2.1 Bagaimana antivitas antioksidan seduhan bubuk kopi terhadap 

radikal superoksida monosit yang distimuli antigen bakterial? 

 

 
 

1.3 Tujuan Penelitian 

1.3.1 Mengkaji aktivitas antioksidan seduhan bubuk kopi robusta terhadap 

radikal superoksida monosit yang distimuli antigen bakterial. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1.4.1 Meningkatkan pemahaman tentang aktivitas antioksidan seduhan 

bubuk kopi. 

1.4.2 Memberikan sumbangan pemikiran bagi ilmu pengetahuan 

kedokteran dasar tentang manfaat seduhan bubuk kopi robusta 

sebagai antioksidan untuk meredam produksi radikal superoksida. 

1.4.3. Sebagai dasar untuk penelitian-penelitian selanjutnya. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 
2.1 Monosit 

Monosit adalah sel paling besar di dalam darah perifer. Inti besar, 

menyerupai secarik kain lap yang khas, beranekaragam, sering juga berbentuk 

seperti kacang merah. Kromatin longgar, berbenang-benang kasar dengan 

pemadatan pada tempat-tempat tertentu secara keseluruhan transparan. Nukleolus 

kecil dapat dikenali. Sitoplasma basofil muda atau biru abu-abu tua: (Gambar 2.1) 

(Fritz, 1999). Monosit beredar dalam darah dan masuk ke jaringan yang cedera 

melewati membran kapiler yang menjadi permeabel sebagai akibat dari reaksi 

peradangan (Corwin, 2009). Monosit bersirkulasi selama 20-40 hari, kemudian 

masuk ke dalam jaringan sebagai makrofag (Mehta, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Gambar 2.1 Sel monosit (Sumber: Tao, 2013). 

 

 

2.1.1 Diferensiasi 

Sel-sel imun berasal dari sel perkusor (induk) yang pluripoten dalam 

sumsum tulang yang kemudian berdiferensiasi menjadi sel premieloid, sel limfosit 

(T dan B) dan sel pre-monosit yang berdiferensiasi menjadi sel monosit-makrofag 

(Baratawidjaja, 2004). 

Semua sel darah berasal dari sel induk hematopoietik yang berdiferensiasi 

menjadi jenis sel-sel yang lain. Untuk tiap sel terdapat pembaharuan untuk 

mempertahankan jumlahnya. Pada manusia hematopoiesis adalah pembentukan 

dan perkembangan sel darah putih mulai dari yolk sac selama beberapa minggu. Sel 

induk ini berdiferensiasi menjadi sel eritroid primitif yang mengandung hemoglobin 
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yolk sac (Baratawidjaja, 2004). 

Selama hematopoiesis dalam sumsum tulang, sel progenitor granulosit 

menjadi premonosit yang meninggalkan sumsum tulang dan masuk ke dalam 

sirkulasi untuk selanjutnya berdiferensiasi menjadi monosit matang dan berperan 

dalam fungsi (Gambar 2.2). Monosit adalah fagosit yang didistribusikan secara luas 

sekali di organ limfoid dan organ lainnya. Hematopoiesis merupakan proses yang 

berjalan terus, sel matang diproduksi dengan kecepatan yang sama dengan 

kematiannya. Kematian utama disebabkan karena sel menjadi tua.  (Baratawidjaja, 

2004). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Perkembangan berbagai jenis limfosit asal sel induk yang pluripoten dalam 

sumsum tulang (Sumber: Baratawidjaja, 2004). 

 
 

 

2.1.2  Fungsi monosit 

Di tempat ini monosit matang dan menjalankan fungsi utamanya yaitu 

fagositosis dan pembunuhan. Dalam jaringan, monosit sering memiliki proyeksi 

sitoplasmik panjang yang menyebabkannya dapat berkomunikasi secara luas 

dengan sel-sel lain (Mehta, 2006). 

Meskipun berbagai sel dalam tubuh dapat melakukan fagositosis, tetapi sel 
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utama yang berperan dalam pertahanan non-spesifik adalah (monosit dan 

makrofag) serta sel polimorfonuklear atau granulosit. Sel-sel ini berperan sebagai 

sel yang mengenal dan menangkap antigen, mengolah dan selanjutnya 

mempresentasikannya ke sel T. Monosit dan makrofag berasal dari sel 

hematopoietik yang sama. Monosit berperan sebagai APC, mengenal, menyerang 

mikroba dan sel kanker dan juga memproduksi sitokin  (Baratawidjaja, 2004). 

 

2.2 Radikal Bebas 

Radikal bebas merupakan spesies kimiawi dengan satu elektron tak 

berpasangan di orbital terluar. Keadaan kimiawi tersebut sangat tidak stabil dan 

mudah bereaksi dengan zat kimia anorganik atau organik. Saat dibentuk dalam sel, 

radikal bebas segera menyerang dan mendegradasi asam nukleat serta berbagai 

molekul membran. Selain itu, radikal bebas menginisisasi reaksi autokatalitik. 

Molekul yang bereaksi dengan radikal bebas diubah menjadi radikal bebas, semakin 

memperbanyak rantai kerusakan (Kumar, 2007). Reaktivitas radikal bebas 

merupakan upaya mencari pesangan elektron. Sebagai dampak kerja radikal bebas 

tersebut, akan terbentuk radikal bebas baru yang berasal dari atom atau molekul 

yang elektronnya diambil untuk berpasangan dengan radikal sebelumnya. Namun, 

bila dua senyawa radikal bertemu, elektron-elektron yang tidak berpasangan dari 

kedua senyawa tersebut akan bergabung dan membentuk ikatan kovalen yang stabil 

(Winarsih, 2007). 

Radikal bebas bersifat reaktif dan dapat bereaksi dengan protein, asam 

nukleat, lipid, dan molekul lain untuk mengubah struktur molekul-molekul tersebut 

dan menyebabkan kerusakan jaringan. Reaksi-reaksi tersebut berperan penting 

dalam pembentukan berbagai oksidan (Murray, 2009). Radikal bebas dapat 

bersumber secara endogenus dan eksogenus. Secara endogenus berkaitan dengan 

laju metabolisme seiring dengan bertambahnya usia dan juga akan menyebabkan 

peningkatan oksidasi glukosa dalam siklus asam sitrat sehingga radikal bebas akan 

terbentuk lebih banyak. Secara eksogenus, bersumber dari paparan polutan juga 

semakin tinggi (Winarsih, 2007). 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


7 
 

 

2.2.1 Reactive oxygen species (ROS) 

ROS adalah metabolit oksigen yang utama yang dihasilkan melalui reduksi 

satu-elektron oksigen dan menghasilkan beberapa produk. Produk dari ROS 

tersebut adalah spesies oksigen reaktif (ROS): superoksida (O2
-), radikal bebas 

hidroksil (OH+), dan hidrogenperoksida (H2O2). Radikal bebas mampu bereaksi 

dengan setiap molekul yang berkontak dengannya sehingga mampu menarik 

elektron dan membentuk radikal bebas yang baru dalam reaksi berantai oksidatif 

sitotoksik (Marks, 2000). 

Radikal superoksida juga dapat menghasilkan radikal yang lebih reaktif 

melalui reaksi dengan hidrogen peroksida dalam reaksi Haber-Weiss. Radikal 

hidroksil merupakan spesies oksigen reaktif yang paling poten, dan mungkin 

menjadi inisiator atau pencetus reaksi berantai yang membentuk peroksida lemak 

dan radikal organik. Hidrogenperoksida adalah zat pengoksidasi dan dengan adanya 

Fe2+ atau logam transisi lainnya, menghasilkan radikal hidroksil melalui reaksi 

fenton seperti reaksi pada (Gambar 2.3). Karena larut lemak, hidrogen peroksida 

dapat menimbulkan kerusakan di membran lokal yang mengandung Fe2+ yang 

terletak jauh dari tempat pembentukannya. Anion superoksida ,yang dapat 

terbentuk dari O2 bebas dengan pemberian satu eletron ke radikal bebas lain, sangat 

reaktif tetapi meiliki kelarutan lemak yang terbatas dan tidak dapat berdifusi jauh 

(Marks, 2000). 

. 

 

 

 
 

 

Gambar 2.3 Pembentukan radikal hidroksil oleh reaksi fenton dan heber- 

Weiss. Dalam versi yang disederhanakan dari reaksi ini seperti 

diperlihatkan di sini, pemindahan elektron tunggal menghasilkan 

radikal hidroksil (Sumber:Marks, 2000). 
 

Radikal Superoksida dibentuk di dalam sel darah merah oleh proses auto- 

oksidasi hemoglobin menjadi methemoglobin (sekitar 3% hemoglobin di sel darah 

merah manusia diperkirakan mengalami auto-oksidasi per-hari). Radikal superoksida 

diproduksi oleh sel fagositik oleh makrofag, neutrofil dan eosinofil terjadi 
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pembebasan ROS. Terjadi pengaktifan NADPH oksidase, yang diperkirakan terjadi 

di sisi sebelah luar membran plasma, mencetuskan ledakan pernafasan disertai 

pembentukan superoksida. Selama fagositosis, membran plasma membentuk 

invaginasi, sehingga superoksida dibebaskan ke dalam ruang vakuol. Anion 

superoksida menghasilkan spesies reaktif lain, termasuk hidrogenperoksida dan 

radikal hidroksil. Proses ini adalah pusat sistem pertahanan manusia terhadap 

mikroba dan dimaksudkan untuk merusak membran dan komponen sel lainnya dari 

organisme yang masuk (Gambar 2.4) (Marks, 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 2.4 Pembentukan spesies oksigen reaktif selama ledakan pernapasan fagositik 

oleh makrofag, neutrofil dan eosinofil yang diaktifkan. Pengaktifan 
NADPH oksidase, yang diperkirakan terjadi di sisi luar membran plasma, 
mencetuskan ledakan pernafasan disertai pembentukan superoksida. 
Selama fagositosis, membran plasma membentuk invaginasi, sehingga 

superoksida dibebaskan ke dalam ruang vakuol. Anion superoksida baik 
secara spontan maupun secara enzimatis melalui superoksida dismutase) 
menghasilakan spesies lain, termasuk H2O2 dan radikal hidroksil. 
Meiloperoksidase, suatu enzim yang mengandung Fe-hem dan terdapat di 
granula neutrofil. Diekskresikan di dalam vakuol, tempat enzim tersebut 
membentuk HOCL dan halida lainnya. Hasilnya adalah serangan terhadap 
membran dan senyawa lain dari sel bakteri, dan akhirnya lisis bakteri. 
Proses keseluruhan disebut sebagai ledakan pernapasan karena hanya 
berlangsung 30-60 menit, dan memerlukan oksigen (Sumber: Marks, 
2000). 

 

2.2.3 Kerusakan akibat ROS 

Sasaran kerusakan sel akibat dari ROS adalah protein, lemak membran, 

karbohidrat, dan asam. Kerusakan radikal bebas ini diperkirakan berperan 

menimbulkan banyak penyakit. Oksidasi asam amino dalam protein menimbulkan 
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fragmentasi protein, pembentukan ikatan-silang, agregasi, dan kerentanan terhadap 

disgesti proteolitik (Marks, 2000; Kumar, et al., 2015). 

Radikal bebas  juga merupakan sumber utama kerusakan DNA. Pengikatan 

nonspesifik Fe2+ ke DNA yang mengalami gangguan oksidasi lokal setempat, yang 

dapat menyebabkan pemutusan untai dan perubahan basa DNA. Sampai tahap 

tertentu, kerusakan DNA ini dapat diperbaiki oleh sel tersebut (Marks, 2000; Kumar 

et al., 2015). 

 

 

2.3 Kopi 

Ada beberapa jenis kelompok kopi yang dikenal, diantaranya adalah kopi 

arabika, dan kopi robusta. Kopi robusta (Coffea canephora) banyak ditanam di 

Afrika, India dan Indonesia. Kopi robusta (Coffea canephora) dimasukkan ke 

Indonesia pada tahun 1900. luas areal pertanaman kopi robusta di Indonesia lebih 

besar daripada luas areal pertanaman kopi arabika sehingga produksi kopi robusta 

lebih banyak sehingga produksinya jauh lebih tinggi. Oleh karena itu kopi ini cepat 

berkembang, dan mendesak kopi-kopi lainnya. Saat ini lebih dari 90% dari areal 

pertanaman kopi Indonesia terdiri atas kopi robusta (AAK, 1988; Prastowo, 2010; 

Rahardjo, 2012) 

2.3.1 Taksonomi dan Deskripsi Kopi Robusta (Coffea robusta) 

Taksonomi tanaman kopi robusta (Coffea robusta) 

Kingdom : Plantae 

Subkingdom : Tracheobionta 

Super Divisi : Spermatophyta 

Divisi : Magnoliophyta 

Kelas : Magnoliopsida 

Sub Kelas : Asteridae 

Ordo : Rubiales 

Famili : Rubiaceae 

Genus : Coffea 

Spesies : Coffea canephora 
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Tanaman kopi memiliki batang yang keras dan berwarna putih keabu- 

abuan. Daunnya mengkilat, berbentuk bulat telur dengan tepian rata dan pangkal 

yang tumpul. Bunganya merupakan bunga berjenis majemuk, warnanya hijau, 

berbentuk payung, kelopaknya terbagi lima bagian. Buah kopi sendiri bentuknya 

bulat telur. Ketika muda berwarna hijau dan saat matang dan tua berwarna merah. 

Biji berbentuk bulat telur, berbelah dua dan keras (LPPM IPB, 2014). 

Biji kopi robusta berwarna coklat kehitaman dapat tumbuh pada ketinggian 

800 m dpl, rasanya lebih pahit dan mengandung kafein lebih besar dibanding jenis 

arabika sehingga biasanya kopi jens ini berharga lebih murah (LPPM IPB, 2014). 

Kopi memiliki nama latin Coffea sp. Buah kopi terdiri atas 4 bagian yaitu 

lapisan kulit luar (exocarp), daging buah (mesocarp), kulit tanduk (parchment), dan 

biji (endosperm) (Marcelinda, 2016). 

 

2.3.2 Biji Buah Kopi 

Sebagian besar, buah terdapat pada cabang primer atau sekunder 

sebagaimana halnya dengan bunga. Dari bunga sampai menjadi buah itu masak, 

memakan waktu 7 ˗ 9 bulan. Buah kopi muda berwarna hijau, tetap setelah tua 

menjadi kuning dan kalau masak warnanya menjadi merah. Buah besar kira-kira 

(1,5 × 1) cm dan bertangkai pendek (AAK, 1988). 

Pada umumnya buah kopi mengandung 2 butir biji, biji tersebut mempunyai 

dua bidang, bidang yang datar (perut) dan bidang yang cembung bulat panjang yang 

disebut dengan kopi “lanang”. Kadang-kadang ada yang hampa, sebaliknya ada 

pula yang berbiji 3 – 4 butir yang disebut dengan poly sperma. Tidak semua bakal 

buah bisa menjadi buah sampai masak melainkan ada yang berguguran setelah 

berumur 8 – 10 minggu, dan bahkan ada pula yang gagal waktu mereka masih 

berbentuk bunga. Justru kegagalan terbanyak adalah pada saat mereka masih dalam 

bentuk bunga, kegagalan bisa mencapai 60%. (AAK, 1988). 

Buah terdiri dari (1) kulit; (2) biji. (1) Kulit terdiri dari: Biji kopi terdiri dari dua 

bagian,yaitu: (a) Kulit biji yang merupakan selaput tipis memblut biji yakni yang 

disebut selaput perak atau kulit ari; (b) Putih lembaga (endosperm). Pada 

permukaan yang datar saluran yang arahnya memanjang dan ke dalam, merupakan 
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lubang yang panjangya sama dengan bijinya. Sejajar dengan saluran itu terdapat 

satu lubang yang berukuran lebih sempit dan merupakan satu kantong yang 

tertutup. Di sebeah kantong terdapat lembaga (embrio) dengan sepasang daun tipis 

dan dasar akar yang berwarna putih. 

 
Gambar 2.5 Penampang melintang buah kopi (Sumber:web.ipb.ac.id) 

 

2.3.3 Komposisi Kimia Biji Kopi 

Banyaknya komponen kimia didalam kopi seperti kafein, asam klorogenat, 

trigonelin, karbohidrat, lemak, asam amino, asam organik, aroma volatile dan 

mineral dapat menghasilkan efek yang menguntungkan dan membahayakan bagi 

kesehatan penikmat kopi. 

Adapun komposisi kimia dari biji kopi robusta dapat dilihat pada tabel 

berikut ini : 

Tabel 2.1 Komposisi kimia kopi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
(Sumber: Yusianto,1999 dalam Panggabean, 2011) 
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Kafein adalah salah satu jenis alkaloid yang banyak terdapat dalam biji kopi, 

daun teh, dan biji coklat. Kafein memiliki efek farmakologis yang bermanfaat 

secara klinis, seperti menstimulasi susunan syaraf pusat, relaksasi otot polos 

terutama otot polos bronkus dan stimulasi otot jantung (Rizky, 2015). Kafein 

memiliki efek farmakologis yang bermanfaat secara klinis seperti menstimulasi 

susunan saraf, relaksasi otot polos terutama otot polos bronkus dan stimulus otot 

jantung. Efek berlebihan (over dosis) mengkonsumsi kafein dapat menyebabkan 

gugup, gelisah, tremor, insomnia, hipertensi, mual dan kejang (Farmakologi UI, 

2002). 

Asam klorogenat termasuk keluarga dari ester yang terbentuk dari gabungan 

asam kuinat dan beberapa asam transsinamat, umumnya caffeic, p-coumaric, dan 

asam ferulat. Asam klorogenat dapat melindungi tumbuhan kopi dari 

mikroorganisme  dan radiasi UV sedangkan manfaat asam klorogenat bagi 

kesehatan manusia yaitu sebagai antioksidan, antivirus, hepatoprotektif. Asam 

klorogenat adalah suatu senyawa yang termasuk kedalam komponen fenolik, 

mempunyai sifat yang larut dalam air (Farhaty, 2016). 

Pengujian secara in vitro telah dilakukan dan menunjukkan bahwa asam 

klorogenat dan asam kafein mempunyai kumpulan cixinal hydroxyl pada residu 

aromatis. Kedua senyawa tersebut mempunyai fungsi sebagai antimutagenik, 

antikanker dan adanya aktivitas antioksidan yang bekerja ada ROS (Reactive 

Oxygen Spesies). Kafein dan asan klorogenat dilakukan pengujian aktivitas 

antioksidan dan menunjukkan aktivitas antioksidan yang memberikan 

penghambatan 50%. Disimpulkan bahwa asam klorogenat mempunyai aktivitas 

antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan kafein, hal ini disebabkan 

karena asam klorogenat mempunyai banyak gugus hidroksil yang berpengaruh 

terhadap aktivitas antioksidan (Farhaty,2016). 

Alkaloid merupakan salah satu metabolisme sekunder yang terdapat pada 

tumbuhan, yang bisa dijumpai pada bagian daun, ranting, biji, dan kulit batang. 

Alkaloid mempunyai efek dalam bidang kesehatan berupa pemicu sistem saraf, 

menaikkan tekanan darah, mengurangi rasa sakit, antimikroba, obat penenang, obat 

penyakit jantung dan lain-lain lain (Aksara, 2013). 
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Secara umum alkaloid sering digunakan dalam bidang pengobatan 

(Harborne, 1996). Alkaloid dapat berfungsi sebagai zat antioksidan hal ini didukung 

oleh penelitian uji antioksidan (Hanani et al., 2005). Senyawa alkaloid yang 

terkandung dalam suatu jenis tanaman dapat bersifat sebagai bioaktif  (Mustanir dan 

Rosnani, 2008). Alkaloid memiliki aktifitas antibakteri (Tanaka J.C.A, 2006). 

Alkaloid merupakan suatu golongan senyawa organik yang terbanyak ditemukan di 

alam. Hampir seluruh alkaloid berasal dari berbagai jenis tumbuhan. Semua 

alkaloid mengandung atom nitrogen yang bersifat basa dan merupakan bagian dari 

cincin heterosiklik (Ahmad, 1986). Alkaloid mempunyai kegiatan fisiologi yang 

menonjol dan sering digunakan secara luas dalam bidang pengobatan. Alkaloid 

merupakan senyawa yang mempunyai satu atau lebih atom nitrogen biasanya dalam 

gabungan dan sebagian dari sistem siklik (Harbone, 1996). 

 

 

2.4 Antioksidan 

Antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron (electron donor) atau 

reduktan. Senyawa ini memiliki berat molekul kecil, tetapi mampu menginaktivasi 

berkembangnya reaksi oksidasi, dengan cara mencegah terbentuknya radikal. 

Antioksidan juga merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi, 

dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reakstif. Akibatnya, 

kerusakan sel akan dihambat (Winarsih, 2007). 

Berkaitan dengan reaksi oksidiasi di dalam tubuh, status antioksidan 

merupakan perameter penting untuk memantau kesehatan seseorang. Tubuh 

manusia memiliki sistem antioksidan untuk menangkal reaktivitas radikal bebas, 

secara kontinu dibentuk sendiri oleh tubuh. Bila jumlah senyawa oksigen reaktif ini 

meleibihi jumlah antioksidan dalam tubuh, kelebihannya akan menyerang 

komponen lipid, protein, maupun DNA sehingga mengakibatkan kerusakan-

kerusakan yang disebut stress oksidatif. Namun demikian, reaktivitas radikal bebas 

dapat dihambat melalui 3 cara berikut. 

a. Mencegah atau menghambat pembentukan radikal bebas baru 

b. Menginaktivasi atau menangkap radikal dan memotong propagasi 

(pemutusan rantai) 
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c. Memperbaiki (repair) kerusakan oleh radikal (Winarsih,2007). 

Tidak selamanya senyawa oksigen reaktif yang terdapat di dalam tubuh 

merugikan. Pada kondisi-kondisi tertentu keberadaanya sangat dibutuhkan. 

Misalnya, untuk membunuh bakteri yang masuk ke dalam tubuh. Oleh sebab itu, 

keberadaannya harus dikendalikan oleh sistem antioksidan dalam tubuh (Winarsih, 

2007). 

Antiosidan dapat berupa enzim (misalnya superoksida dismutase atau SOD, 

katalase dan glutation proksidase), vitamin (misalnya vitamin E, C, A, dan B- 

karoten), dan senyawa lain (misalnya, flavonoid, albumin, bilirubin, seruloplasmin, 

dan lain-lain). Antioksidan enzimatis merupakan sistem pertahanan utama (primer) 

terhadap kondisi stres oksidatif. Enzim-enzim tersebut merupakan metaloenzim 

yang aktivitasnya sangat tergantung pada adanya ion logam aktivitas SOD 

bergantung pada logam Fe, Cu, Zn, dan Mn. Enzim katalase bergantung pada Fe 

(besi), dan enzim glutation peroksidase bergantung pada Se (selenium). 

Antioksidan enzimatis bekerja dengan cara mencegah terbentuknya senyawa 

radikal bebas baru (Winarsih, 2007). 

Kopi mengandung senyawa antioksidan yang berperan terhadap manfaat 

kesehatan, termasuk perlindungan dari berbagai penyakit, seperti penyakit jaringan 

lunak yang terjadi karena adanya invasi bakteri, virus, antigen, dan lain-lain. 

Senyawa antioksidan tersebut antara lain adalah kefein, fenol, dan asam klorogenat 

(Winarsih, 2007). 

 
2.4.1 Antioksidan Endogen dan Eksogen 

Kekurangan elektron pada superoksida yang nantinya diubah menjadi hidrogen 

peroksida dilakukan oleh superoksida dismutase biasa disebut sebagai pertahanan 

primer karena superoksida adalah inisiator reaksi adalah inisiator reaksi berantai 

yang kuat. Di dalam sitosol dan mitokondria sel terdapat bermacam-macam isozim 

superoksida dismutase. Aktivitas superoksida dismutase meningkat melalui induksi 

enzim oleh zat kimia atau keadaan yang meningkatkan pembentukan superoksida 

(Marks, 2000)
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Katalase berfungsi untuk melindungi sel terhadap ledakan pernafasannya 

sendiri. Setelah terbentuk, hidrogen peroksida juga harus dikeluarkan untuk 

mencegah pembentukan radikal hiroksil. Rute utama untuk melaksanakan hal 

tersebut melibatkan dekomposisi hidrogenperoksida menjadi air oleh katalase dan 

glutation peroksidase (Marks, 2000). 

Glutationn peroksidase adalah suatu cara utama yang digunakan oleh tubuh 

untuk melindungi diri dari keusakan oksidatif. enzim ini mengkatalisis reduksi 

hidrogen peroksida dan peroksida lemak (LOOH) oleh glutation. Gugus sulfhidril 

pada glutation (GSH) berfungsi sebagai donor elektron dan dioksidasi menjadi 

bentuk disulfida (GSSG) selama reaksi tersebut. Sel memiliki dua glutation 

peroksidase, salah satunya memerlukan selenium (yang ada dalam makanan kita) 

untuk akivitasnya dan bekerja terutama dengan hidroperoksida organik misalnya 

zat yang dihasilkan selama peroksidasi lemak di membran (Marks, 2000). 

Dalam menjalankan aktivitasnya, enzim-enzim tersebut menghambat 

pembentukan radikal bebas dengan cara mencegah reaksi berantai (polimerisasi) 

agar menjadi produk yang stabil dan tidak berbahaya bagi tubuh. Dengan 

kemampuan ini, maka antioksidan endogen juga disebut antioksidan pemecah rantai 

(chain breaking antioxidant) (Lingga, 2012). 

Vitamin E (tokoferol), antioksidan yang paling bayak dialam, adalah suat 

zat penyapu radikal bebas yang lipofilik. Vitamin ini terutama berfungsi sebagai 

pelindung terhadap peroksidasi lemak di dalam membran. Dari tiga vitamin yang 

memiliki kemampuan berfungsi sebagai antioksidan dan menghentikan reaksi 

berantai radikal bebas (vitamin E, vitamin C, dan kerotenid) (Marks, 2000). 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


16 
 

 

2.5 Kerangka Konsep 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Gambar 2.6 Bagan kerangka konsep 
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Pengambilan isolat monosit didapat dari darah vena peripheral orang sehat 

yang diberi stimulan berupa antigen Streptococcus mutans yang mengaktivasi 

killing mechanism baik secara enzimatik dan nonenzimatik. Killing mechanism 

secara nonenzimatik mampu mengaktifasi respiratory burst. Salah satu produk 

respiratory burst monosit adalah radikal superoksida yang nantinya dapat 

menyebabkan chain reaction yang berkelanjutan. Akibat dari oxidative burst adalah 

terjadinya stress oksidatif yang dapat menyebabkan kerusakan dinding pembuluh 

darah, molekul protein, DNA, karbohidrat dan lipid. Untuk menekan produksi 

radikal superoksida dan memutus chain reaction peneliti menggunakan seduhan 

kopi sebagai bahan sumber antioksidan.  

 

2.6 Hipotesis 

 Berdasarkan teori yang telah dikemukakan, hipotesis dari penelitian ini 

adalah seduhan bubuk kopi robusta dapat mencegah produksi radikal superoksida 

monosit yang distimuli dengan antigen bakterial. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah experimental laboratories. Obyek penelitian ini 

adalah isolat monosit vena perifer manusia yang diberi perlakuan terhadap seduhan 

bubuk kopi robusta (Coffea canephora). 

Rancangan penelitian adalah the post test only control group design, yaitu 

melakukan pengamatan atau pengukuran produksi radikal superoksida monosit 

setelah perlakuan terhadap seduhan bubuk kopi robusta dan hasilnya dibandingkan 

dengan kontrol.  

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan pada bulan November 2017 – Februari 2018 di 

Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut Fakultas Kedokteran Gigi 

Universitas Jember. 

3.3 Variabel 

3.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah seduhan bubuk kopi robusta 

merek Gunung Ijen produksi PTPN XII. 

1. Definisi Operasional

Seduhan bubuk kopi robusta merupakan mencampur sesuatu dengan air 

panas yaitu pelarutan sediaan bubuk kopi robusta merek Gunung Ijen 

produksi PTPN XII dengan aquades. 

2. Metode

Seduhan kopi dibuat dengan perbandingan 3 gr dan 6 gr bubuk kopi robusta

merek Gunung Ijen produksi PTPN XII dalam 200 ml aquades mendidih
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99,9oC yang kemudian ditempatkan pada hotplate stirrer dengan 

kecepatan 60 rpm selama 1 menit, lalu didiamkan pada suhu rungan selama 

3-4 menit. Seduhan tersebut kemudian disaring menggunakan kertas 

saring. Pemberian dosis 3 gr/200ml dipilih berdasarkan aturan single dose 

cup off coffee per day yang merupakan simulasi kebiasaan meminum satu 

cangkir kopi 3gr/200ml dalam satu hari (Susilawati, 2014). Dosis 

6gr/200ml dipilih untuk menguji keoptimalan antioksidan yang dihasilkan 

dari kedua seduhan kopi robusta tersebut. 

 
3.3.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas antioksidan pada 

seduhan bubuk kopi robusta. 

1. Definisi Operasional 

Merupakan aktivitas antioksidan seduhan bubuk kopi robusta adalah 

kemampuan  seduhan kopi dalam menangkap, menangkal, dan meredam 

produksi radikal superoksida 

2. Metode 

Aktivitas antioksidan seduhan bubuk kopi robusta didapat dengan 

berkurangnya produksi radikal superoksida menggunakan uji Nitro Blue 

Tetrazolium (NBT). 

3. Parameter 

Jumlah produksi radikal superoksida dari monosit dengan adanya 

produksi dari formazan yang berwarna biru-keunguan pada sekitar 

membran monosit. (Yagisawa et al., 1996; Sim et al., 2006). 
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3.3.3 Variabel Terkendali 

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah: 

a. Isolat monosit 

1. Definisi Operasional 

Merupakan pengambilan sel monosit yang berasal dari darah vena 

pheripheral yang telah dilakukan isolasi pada sel tersebut. 

2. Metode 

Dengan menggunakan metode single filter (Lymphoprep). 

3. Parameter 

Jenis dan jumlah sel monosit yang sama yaitu diambil dari satu subyek yang sama. 

 
 

b. Dosis dalam perlakuan antigen Streptococcus mutans 

1. Definisi Operasional 

Merupakan prosedur dalam pemberian antigen dari bakteri 

Streptococcus mutans. 

2. Metode 

Pembuatan antigen Streptococcus mutans diawali dengan pembuatan 

suspensi bakteri dan dilanjutkan dengan filter (pemisahan bakteri 

dengan medianya).  

3. Parameter 

Jenis dan jumlah antigen dari bakteri Streptococcus mutans yang sama 

yaitu dibuat dari satu jenis bakteri yang sama dan pada satu tempat yang 

sama. 

 

3.4 Subyek Penelitian 

Subyek yang digunakan dalam penelitian ini adalah isolat monosit yang 

diisolasi dari darah vena peripheral orang sehat. Isolasi monosit menggunakan 

metode single filter (Lymphoprep). 
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Monosit diisolasi dari 9 ml darah yang bersal dari volunter dengan kriteria 

sebagai berikut : 

a. Orang sehat yang tidak memiliki riwayat kelainan darah serta penyakit 

sistemik berdasarkan hasil anamnesa dan vital sign normal. 

b. Tidak merokok 

c. Telah mengisi informed consent sebagai bukti persetujuan bahwa darah 

yang diambil akan dijadikan sampel penelitian. 

 

3.5 Jumlah Sampel Penelitian 

Jumlah sampel dalam penelitian ini dihitung menggunakan rumus sebagai 

berikut (Daniel, 2009): 

 

 

 

 

 

 

Keterangan:  

n = besar sampel tiap kelompok 

Z = nilai pada tingkat tertentu jika a= 0,05, maka Z = 1,96 

σ = standar deviasi sampel 

 d = kesalahan yang masih dapat di tolerir, diasumsikan σ = d 

Dengan asumsi bahwa kesalahan yang masih dapat diterima (d) sama besar dengan (σ) 

maka : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dari hasil penghitungan di atas, maka jumlah sampel yang digunakan 

dalam penelitian ini adalah 4 sampel untuk tiap kelompok.
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3.5 Alat dan Bahan 

3.5.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Autoclave (Ependorf) 

b. Centrifuge (Ependorf) 

c. Coverslip poli L-lysine (Duran) 

d. Gelas ukur 

e. Incubator Shaker (Labtech) 

f. Laminar Flow Cabinet (Dwyer) 

g. Lampu spirtus 

h. Microplate cell (Costas 3524) 

i. Mikroskop inverted (Olympus) 

j. Object glass 

k. Oven (Binder) 

l. Pipet mikro (Humapette) 

m. Rak Tabung 

n. Syiringe 5 ml (Terumo Syiringe) 

o. Tabung ependorf 

p. Tabung Falcon (Biologix) 

q. Tabung heparin (BD Vacutainer) 

r. Timbangan (Boeco) 

s. Vortex 

 
3.5.2 Bahan 

a. Darah vena kapiler 

b. Lymphoprep 

c. Seduhan bubuk kopi 

d. HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) 

e. RPMI (Rosewel Park Memorial Institute Media) 

f. Medium complex 
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3.6 Prosedur Penelitian 

3.6.1 Pembuatan seduhan bubuk kopi robusta, Uji NBT dan Uji aktivitas 

antioksidan pada monosit 

 
Gambar 3.1 Prosedur penelitian uji aktivitas antioksidan seduhan bubuk kopi robusta 

1. Sterilisasi alat 

2. Pembuatan seduhan bubuk 

kopi robusta 

Tahap Persiapan 
 
3. Pembuatan antigen bakteri 
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a. Kelompok 

kontrol negatif 
1. Kelompok 

penelitian 

b.  Kelompok 

Tahap Uji Aktivitas perlakuan 

Antioksidan 

 

2. Isolasi monosit 

3. Penempelan sel 

4. Perlakuan seduhan kopi dan 

pemberian antigen bakteri 

Streptococcus mutans 

Analisis 
Data 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


24 
 

 

a. Sterilisasi Alat 

Semua alat dicuci bersih kemudian disterilkan. Khusus untuk peralatan yang 

terbuat dari bahan kaca dan logam seperti tabung falcon, gelas ukur dan lain-lain 

disterilkan dalam autoclave dengan suhu 121oC selama 15 menit dan alat yang 

terbuat dari bahan yang tidak tahan panas disterilisasi menggunakan alkohol agar 

terbebas dari invasi bakteri. 

 
b. Pembuatan Seduhan Bubuk Kopi Robusta 

Proses penyeduhan pada minuman kopi dapat dilihat dari perbedaan suhu dan 

waktu penyeduhan. Proses pembuatan minuman kopi biasanya pada suhu sekitar 

90-100oC dengan waktu ± 3 menit. Prinsip proses penyeduhan adalah  menuangkan 

air mendidih kebubuk kopi dan merendem bubuk kopi didalam air panas. Kopi 

harus ditunggu beberapa saat hingga ampas kopi mengendap seluruhnya, sebelum 

kopi tersebut diminum. Seduhan kopi juga dapat dibuat dengan cara memanaskan 

air beserta bubuk kopi hingga mendidih. Cara ini sering digunakan untuk 

menimbulkan warna serta rasa kopi panas yang sesuai selera konsumen (Gardjito 

dan Rahadian, 2011). 

 
Cara Pembuatan Seduhan : 

1) Kelompok perlakuan 1 

a. Dengan menggunakan komposisi perbandingan antara 6 gr bubuk 

kopi robusta dengan 200 ml aquadest. 

b. Dilakukan pengadukan dengan menggunakan hotplate stirrer dengan 

kecepatan 60 rpm dalam waktu 1 menit. 

c. Diletakkan  pada  waterbath  dengan  suhu  99,90C,  selama  10 menit 

setelah mendidih. 

d. Diamkan dalam suhu ruangan selama 3-4 menit. 

e. Pindahkan ke falcon dan dilakukan centrifuge dengan kecepatan 2000 

rpm selama 10 menit.
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2) Kelompok perlakuan 2 

a. Dengan menggunakan komposisi perbandingan antara 3 gr bubuk 

kopi robusta dengan 200 ml aquadest. 

b. Dilakukan pengadukan dengan menggunakan sheaker dengan 

kecepatan 100 rpm dalam waktu 1 menit. 

c. Diletakkan  pada  waterbath  dengansuhu  99,90C,  selama  10  menit 

setelah mendidih. 

d. Diamkan dalam suhu ruangan selama 3-4 menit. 

e. Pindahkan ke falcon dan dilakukan centrifuge dengan kecepatan 2000 

rpm selama 10 menit. 

 
c. Pembuatan RPMI dan Medium Complex. 

Pembuatan RPMI dari sediaan bubuk ke cair (dalam 200 ml aquadest steril) 
 

200 x 10,4 = 2,08 gr (jadi, dalam 200 ml aquadest steril ditambahkan 2, 08 

1000 gr serbuk RPMI) 

 
Pembuatan Medium Complek M199 dari sediaan bubuk ke cair (dalam 200 ml 

aquadest steril) 

 

d. Pembuatan Media BHI-B (Brain Heart Infusion Broth) 

BHI-B sebanyak 3,7gr dimasukkan dalam erlenmayer dan ditambah 100 ml 

aquadest steril. Dipanaskan diatas kompor listrik sampai mendidih. Kemudian 

ditutup kapas dan di sterilkan dalam autoclave dengan suhu 121oC selama 15 menit. 

Untuk memastikan bahwa media BHI-B dalam keadaan steril, maka media tersebut 

dimasukkan dalam incubator dengan suhu 37oC selama 24 jam. 

 
e. Prosedur pembuatan antigen 

1) Pembuatan suspensi bakteri Streptococcus mutans 

a) Ambil 2 ml BHIB, kemudian tambahkan 3 ose koloni bakteri. 

    200  

1000 

x 9,5 = 1,9gr (jadi, dalam 200 ml aquadest steril ditambahkan 1,9 gr 

serbuk M199 
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b) Campurkan, lalu inkubasi padasuhu 370C pada 2 x 24 jam. 

c) Amati 

d) Lakukan pengecetan gram 

 
 

2) Tahap Filter 

Pada tahap filter ini digunakan untuk memisahkan antara bakteri dengan 

medianya. Pemisahan dilakukan menggunakan filter syiringe. 

 

 

3.6.2 Uji Aktivitas Antioksidan Seduhan Biji Kopi Robusta pada monosit 

a. Uji Aktivitas Antioksidan seduhan biji kopi robusta pada Monosit 

Kelompok penelitian dibagi menjadi 3 yaitu: 

1) Kelompok kontrol negatif: Isolat monosit + NBT (Nitroblue 

tetrazolium) + antigen bakteri Streptococcus mutans 

2) Kelompok Kopi 1: 

Isolat monosit + seduhan bubuk kopi robusta (6 gr bubuk kopi 

robusta + 200 ml aquadest) + NBT + antigen bakteri Streptococcus 

mutans 

3) Kelompok Kopi 2: 

Isolat monosit  + seduhan bubuk kopi robusta (3 gr bubuk kopi 

robusta + 200 ml aquadest) + NBT + antigen bakteri Streptococcus 

mutans 

 
Uji aktivitas antioksidan pada seduhan biji kopi robusta monosit 

dilakukan dengan metode NBT (Nitroblue Tetrazolium). Pertama, 

dilakukan isolasi monosit dengan metode Single Filter (Lymphoprep). 

Selanjutnya sel diinkubasi dengan antigen bakteri Streptococcus mutans 

dan diaplikasikan NBT untuk mengetahui produksi radikal superoksida. 

Aktivitas antioksidan diketahui dengan berkurangnya produksi radikal 

superoksida dibandingkan kontrol. 
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b. Prosedur Isolasi Monosit Metode Single Filter (Lymphoprep) 

1) Ambil 6 ml darah vena masukkan pada dua tabung heparin campur 

sampai merata. 

2) Buat darah diluent dengan darah di encerkan menggunakan larutan 

fisiologi (RPMI) dengan perbandingan 1 : 1, campur sampai homogen. 

3) Masukkan diluent darah tersebut pada tabung yang sudah diisi 3 ml 

larutan Lymphoprep dengan perbandingan lymphoprep dengan diluent 

darah adalah 1 : 2. Masukkan melalui dinding tabung secara berlahan, 

larutan Lymphoprep jangan sampai pecah. 

4) Centrifuge pada kecepatan 800 g selama 20 menit pada suhu 200C 

5) Terbentuk 4 lapisan (Plasma, Mononuclear, Lymphoprep, 

Polymorfonuclear eritrosit). 

6) Pipet Lapisan ke 2 Mononuclear (cincin kabut) secara hati-hati, 

masukkan pada tabung steril. 

7) Encerkan sampel Mononuclear menggunakan RPMI (1 : 1) 

homogenkan. 

8) Centrifugasi dengan kecepatan 900 g selama 3 menit dengan suhu 20oC, 

lakukan sebanyak 3 kali pengulangan. 

9) Tambahkan 1 ml RPMI pH 7.4 pada supernatant yang didapat, 

homogenkan. 

10) Tambahkan 5 μl fungizone dan 20 μl Pinicilin strepthomicin. 

c. Prosedur Penempelan Sel 

Pertama siapkan well plate culture. Kemudian masukkan cover slip pada 

masing-masing well plate. Kemudian masukkan suspensi sel sebanyak 100 µl pada 

cover slip. Kemudian diinkubasi dalam inkubator 370C untuk penempelan sel 

selama 10 menit. Kemudian tambahkan 1 ml media kultur (RPMI), inkubasi 20-30 

menit pada suhu 370C. Amati dibawah mikroskop inferted, dengan cara 

menggoyang secara perlahan untuk melihat penempelan selnya. Cuci 

menggunakan RPMI sebanyak tiga kali, untuk melepaskan kontaminasi sel. Amati 

dibawah mikroskop inverted. Ganti media kultur menggunakan M 199. Sel yang 

siap diberi perlakuan ditambahkan RPMI 500 µl. 
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d. Perlakuan Seduhan kopi (Coffea canephora) dan BHI-B 

Setelah monosit pada semua kelompok menempel pada well plate culture. 

Diamkan monosit selama 15 menit supaya monosit dalam keadaan resting. 

Kemudian ditambahkan 100 µl seduhan kopi robusta dengan perbandingan 3 gr 

bubuk kopi robusta dengan 200 ml aquadest dan 6 gr bubuk kopi robusta dengan 

200 ml aquadest terhadap radikal superoksida yang telah di sterilisasi dengan filter 

syiringe. Dilanjutkan dengan melakukan inkubasi selama 30 menit. Kemudian 

lakukan pemaparan dengan antigen bakteri Streptococcus mutans sebanyak 100 µl 

dan pemaparan 250 µl NBT pada seluruh kelompok. Kemudian inkubasi seluruh 

kelompok dalam incubator shaker pada suhu 37OC selama 30 menit. 

 
e. Penghitungan radikal superoksida monosit intra seluler 

Setelah medium diambil, monosit pada cover glass dibilas dengan RPMI, 

kemudian difiksasi dengan methanol, lalu diangin-anginkan. Pewarnaan counter 

stain dilakukan dengan safranin. Kemudian presentase sel yang mengandung 

partikel formazan berwarna kebiruan pada intrasel monosit dievaluasi dengan 

mikroskop binokuler perbesaran 1000x dengan bantuan optilab dan image raster. 

100 monosit secara acak didapatkan dari 4 lapang pandang pada tiap kelompok 

(Gambar 3.2). Presentase monosit yang memproduksi radikal superoksida 

intrasel dihitung oleh tiga orang pengamat, kemudian hasilnya dirata-rata. 

Aktivitas antioksidan dapat diketahui dengan tidak ada formazan biru-ungu pada 

sekitar membran monosit (Yagisawa et al., 1996; Sim et al., 2006). 
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Gambar 3.2  Penghitungan monosit sesuai dengan pengelompokkan. Dalam satu preparat 

tersebut dapat dibagi menjadi 4 slide untuk mempermudah dalam proses 

penghitungan sel.  

Keterangan : 

: Kelompok kopi 1 (sel monosit-antigen yang dipapar dengan seduhan 6gr/200ml) 

dan di Uji NBT (Nitro Blue Tetrazolium) 

: Kelompok kopi 2 (sel monosit-antigen yang dipapar dengan seduhan 3gr/200ml) 

dan di Uji NBT (Nitro Blue Tetrazolium) 

: Kelompok tanpa kopi sel monosit-antigen dan di Uji NBT (Nitro Blue 

Tetrazolium) 

 

 

3.7 Analisis Data 

Pada penelitian ini data yang didapatkan yaitu hasil rata-rata presentase monosit 

yang memproduksi radikal superoksida tiap 100 sel diuji normalitas dan 

homogenitas. Kolmogrov Smirnov untuk uji normalitas dan uji Levene untuk uji 

homogenitas. Data yang dihasilkan terdistribusi normal dan homogen, dilakukan 

uji statistik parametrik, yaitu One Way Anova dan dilanjutkan dengan uji LSD. 

Semua uji menggunakan tingkat kemaknaan 95% (α= 0,05) (Notoatmodjo, 2005). 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


30 

Gambar 3.3 Alur Penelitian 

3.8 Alur Penelitian 

Uji Seduhan Bubuk Kopi Robusta terhadap 
Monosit

Kelompok Kontrol 

Negatif 

Isolat monosit + HBSS 

+ antigen bakteri 

Streptococcus mutans 

Kelompok Kopi 1 

Isolat monosit + seduhan 

bubuk kopi robusta (6 

gr bubuk kopi robusta 

+ 200 ml aquades) + 

antigen bakteri 

Streptococcus mutans 

Kelompok Kopi 2  

Isolat monosit + seduhan 

bubuk kopi robusta (3 gr 

bubuk kopi robusta + 200 

ml aquades) + antigen 

bakteri Streptococcus 

mutans 

NBT 

Analisis data 

Radikal Superoksida 

Mikroskopis 

Darah Vena Peripheral 

Isolasi monosit 

Bubuk kopi 
robusta 

Seduhan bubuk kopi 

robusta 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan  

Berdasarkan hasil pnelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa 

terdapat  

1. Kopi mempunyai efek antioksidan yang dapat menghambat produksi 

radikal superoksida. Pada penelitian ini seduhan kopi yang mempunyai efek 

antioksidan lebih tinggi adalah dosis 3gr/200ml. 

 

 

5.2 Saran  

1. Perlu penelitian lebih lanjut untuk mengetahui dosis dan toksisitas seduhan 

yang tepat untuk dikonsumsi setiap harinya. 

2. Perlu penelitian lebih lanjut untuk dilakukan penelitian dengan metode in 

vivo. 

3. Perlu penelitian lebih lanjut untuk membandingkan dengan jenis kopi yang 

lain.  
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A. Surat Ketrangan 
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A.2. Surat Ijin Peneitian  
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A.3. Informed Consent 
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A.4. Surat Keterangan Identifikasi 
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B.  Analisis Data  

B.1 Penghitungan Kelompok kopi 1 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B2. Penghitungan Kelompok kopi 2 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B.3 Penghitungan Kelompok tanpa kopi 

 

 

 

 
 

 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

Nama Kelompok  Pengamat Rata-rata 

1 2 3 

MA1 36% 40% 37% 38% 

MA2 40% 43% 43% 42% 

MA3 37% 38% 34% 36% 

MA4 40% 45% 41% 42% 

      Rata-rata 40% 

Nama 

Kelompok  

Pengamat  Rata-rata 

1 2 3 

MB1 41% 44% 38% 41% 

MB2 46% 50% 47% 48% 

MB3 43% 39% 27% 37% 

MB4 31% 34% 29% 31% 

      Rata-rata 39% 

Nama 

Kelompok  

Pengamat Rata-rata 

1 2 3 

MC1 50% 49% 53% 51% 

MC2 56% 51% 50% 53% 

MC3 49% 51% 48% 49% 

MC4 53% 52% 51% 52% 

      Rata-rata 51% 
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B.5 Hasil Uji levene  

 

 

 

 

 

 

B.6 Hasil Uji One Way Anova  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Test of Homogeneity of Variances 

Formazan   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

3,207 2 9 ,089 

 

B.4 Hasil Uji Komogorov-Smirnov  

 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 Kelompok Formazan 

N 12 12 

Normal Parametersa,b Mean 2,00 43,33 

Std. Deviation ,853 7,165 

Most Extreme Differences Absolute ,213 ,159 

Positive ,213 ,157 

Negative -,213 -,159 

Test Statistic ,213 ,159 

Asymp. Sig. (2-tailed) ,139c ,200c,d 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

c. Lilliefors Significance Correction. 

d. This is a lower bound of the true significance. 

Test of Homogeneity of Variances 

Formazan   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

3,207 2 9 ,089 

ANOVA 

Formazan   

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 376,167 2 188,083 8,980 ,007 

Within Groups 188,500 9 20,944   

Total 564,667 11    

Descriptive Statistics 

 N Mean Std. Deviation 

Formazan 4 39,50 3,000 

Valid N (listwise) 4   
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B. 7 Hasil Uji LSD 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Descriptive Statistics 

 N Mean Std. Deviation 

Formazan 4 39,25 7,136 

Valid N (listwise) 4   

Descriptive Statistics 

 N Mean Std. Deviation 

Formazan 4 51,25 1,708 

Valid N (listwise) 4   

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Formazan   

LSD   

(I) Kelompok (J) Kelompok 

Mean 

Difference (I-

J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

kelompok kopi 1 kelompok kopi 2 ,250 3,236 ,940 -7,07 7,57 

kelompok k(-) -11,750* 3,236 ,005 -19,07 -4,43 

kelompok kopi 2 kelompok kopi 1 -,250 3,236 ,940 -7,57 7,07 

kelompok k(-) -12,000* 3,236 ,005 -19,32 -4,68 

kelompok k(-) kelompok kopi 1 11,750* 3,236 ,005 4,43 19,07 

kelompok kopi 2 12,000* 3,236 ,005 4,68 19,32 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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C.1 Gambaran mikroskopis monosit yang memproduksi radikal superoksida pada kelompok kopi 1 (monosit-

antigen dengan dipapar seduhan kopi 6gr/200ml) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar C. 1 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri dan seduhan kopi 6gr/200ml.  (Uji Nitro 

Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

 

 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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C.2 Gambaran mikroskopis monosit yang memproduksi radikal superoksida pada kelompok kopi 1 

(monosit-antigen dengan dipapar seduhan kopi 6gr/200ml) 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Gambar C. 2 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri dan seduhan kopi 6gr/200ml.  (Uji Nitro 

Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

A 

B 

C 

D 

E

A

 
 C 

F 
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C.3. Gambaran mikroskopis monosit yang memproduksi radikal superoksida pada kelompok kopi 1 

(monosit-antigen dengan dipapar seduhan kopi 6gr/200ml) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar C. 3 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri dan seduhan kopi 6gr/200ml.  (Uji Nitro 

Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

A 

B 

C 

D

 
 C 

E

 
 C 
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C.4. Gambaran mikroskopis monosit yang memproduksi radikal superoksida pada kelompok kopi 1 

(monosit-antigen dengan dipapar seduhan kopi 6gr/200ml) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar C. 4 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri dan seduhan kopi 6gr/200ml.  (Uji Nitro 

Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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D. Gambaran mikroskopis monosit yang memproduksi radikal superoksida pada kelompok kopi 1 (monosit-

antigen dengan dipapar seduhan kopi 3gr/200ml 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar D.1 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri dan seduhan kopi 3gr/200ml.  (Uji Nitro 

Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 1dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

B 

C 

E 

A D 

F 
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D.2 Gambaran mikroskopis monosit yang memproduksi radikal superoksida pada kelompok kopi 2 

(monosit-antigen dengan dipapar seduhan kopi 3gr/200ml 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar D.2 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri dan seduhan kopi 3gr/200ml.  (Uji Nitro 

Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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D.3 Gambaran mikroskopis monosit yang memproduksi radikal superoksida pada kelompok kopi 1 (monosit-

antigen dengan dipapar seduhan kopi 3gr/200ml) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar D.3 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri dan seduhan kopi 3gr/200ml.  (Uji Nitro 

Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

A D 

C

 

B

 

E

 

F
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D.4 Gambaran mikroskopis monosit yang memproduksi radikal superoksida pada kelompok kopi 1 

(monosit-antigen dengan dipapar seduhan kopi 3gr/200ml) 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar D.4 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri dan seduhan kopi 3gr/200ml.  (Uji Nitro 

Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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E.1 Gambaran mikroskopis (monosit-antigen yang memproduksi radikal superoksida tanpa dipapar seduhan 

kopi)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar E.1 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri tanpa di papar seduhan kopi dan dilakukan   

(Uji Nitro Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 1 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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E.2 Gambaran mikroskopis monosit yang memproduksi radikal superoksida pada kelompok tanpa kopi 

(monosit-antigen dengan tanpa dipapar seduhan kopi)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar E.2 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri tanpa dipapar kopi dan dilakukan   (Uji 

Nitro Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 2 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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E.3 Gambaran mikroskopis (monosit-antigen yang memproduksi radikal superoksida tanpa dipapar seduhan 

kopi)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar E.3 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri tanpa dipapar seduhan kopi dan dilakukan   

(Uji Nitro Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 3 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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E. Gambaran mikroskopis (monosit-antigen yang memproduksi radikal superoksida tanpa dipapar seduhan 

kopi)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar E.4 Gambar mikroskopis monosit yang dipapar antigen bakteri tanpa dipapar seduhan kopi dan dilakukan   

(Uji Nitro Blue Tetrazolium, NBT) tampak jelas menghasilkan radikal superoksida ditunjukkan oleh 

terbentuknya formazan (bercak ungu di sekliling sel).  

Keterangan : 

a. Silde 1 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

b. Slide 2 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

c. Potongan perbesaran 400x dari gambar A 

d. Slide 3 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

e. Slide 4 pada preparat 4 dengan perbesaran 400x 

f. Perbesaran 1000x 

 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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F. Alat dan bahan  

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A.  

D. 

B.  E.  

C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Keterangan : 

A. Autoclave 

B.Centrifuge 

C. Incubator Shaker  

D. Hotplate Strirrer 

E. Mikroskop Inverted 
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F. I.  

G.  J.  

H.  Keterangan : 

F.Tabung Falcon 

G.Tabung heparin 

H. Syiringe 

I. Microplate cell 

J. Blue tip dan Yellow tip 
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K. O.  

L. P.  

M. Q. 

N.  Keterangan : 

K. Lympopreph 

L. BHIB dan Bakteri s.mutans 

M. Safranin dan Giemsa 

O. RPMI dan HBSS 

P. Spektofotometer 

Q. Filter syiringe 
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G. Prosedur pembuatan seduhan kopi  

  

 Perbandingan antara 3 gr dan 6 gr bubuk 

kopi robusta dengan 200 ml aquadest 

 

 

 

 

 

 

 

Panaskan dalam waterbath 

 

 Hotplate stirrer dengan kecepatan 60 rpm 

selama 1 menit 

 

 Diamkan pada suhu rungan selama 3-4 

menit 
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H. Prosedur pembuatan antigen streptococcus mutans  

 

 

A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

BHI-B sebanyak 3,7gr  + aquades 100 ml 

dimasukkan dalam erlenmayer 

 

D. 

 

B.  
 
 
 
 

 
Media dipanaskan dalam waterbath 

 

E.  
 
 
 
 
 
 

tambahkan 3-5 ose koloni bakteri 

 

C.  
 
 
 
 
 

 
Ambil 2 ml BHIB 

 

F  
 
 
 
 
 

 Suspensi bakteri setelah 

disesuaikan dengan standart 0,5 

Mc. Farland 

 Filter syiringe 

 

. 
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I. Prosedur Isolasi monosit  

a. 

 

 

 

 

 

 

 

6 ml darah vena masukkan pada  dua 

tabung heparin 

 

e. 

 

 

 

 

 

 

 

Terbentuk 4 lapisan (Plasma, 

Mononuclear, Lymphoprep, 

Polymorfonuclear eritrosit 

b. 

 

 

 

 

 

 

 

Tambahkan RPMI dengan 

perbandingan 1 : 1 

 

f. 

 

 

 

 

 

 

 

Ambil lapisan kedua (mononuclear) 

dan pindahkan pada tabung yg berisi 

RPMI 

 

c.  
 

 

 

 

 

3 ml larutan Lymphoprep + diluent 

darah 

 

g. 

 

 

 

 

 

 

Centrifuge dengan kecepatan 

900 g selama 3 menit 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


69 
 

 

d. 

 

 

 

 

 

 

 

Centrifuge dengan kecepatan 800g 

selama 20 menit 

 

h. 

 

 

 

 

 

 

Tambahkan 1 ml RPMI dan 

homogenkan 

 

 

J. Prosedur penempelan sel  

a. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Masukkan cover slip pada masing-

masing well plate 

 

 

c. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inkubasi dalam inkubator 370C selama 

10 menit 

 

b. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Masukkan suspensi sel sebanyak 100 

µl 

 

 

d. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tambahkan 1 ml RPMI 
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e. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inkubasi 20-30 menit pada suhu 370C 

 

 

 

g. 

 

 

 

 

 

 

 

Sel yang siap diberi perlakuan 

ditambahkan RPMI 

 

 

f. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuci menggunakan RPMI sebanyak 

 

 

h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ganti media kultur menggunakan M 

199 
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J. Prosedur Perlakuan  

a.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diamkan monosit selama 15 menit 

supaya monosit dalam keadaan resting 

 

d. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inkubasi dalam incubator shaker pada 

suhu 37OC 

 

b. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kemudian ditambahkan 100 µl 

seduhan kelompok kopi 1 

 

e.  
 
 
 

 
Lakukan pemaparan dengan antigen 

bakteri Streptococcus mutans 

sebanyak 100 µl dan pemaparan 250 

µl NBT 

 

c. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kemudian ditambahkan 100 µl 

seduhan kelompok kopi 2 

 

f. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Inkubasi dalam incubator shaker pada 

suhu 37OC 
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