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RINGKASAN

Efek Pemberian Seduhan Kopi Robusta (Coffea canephora) terhadap
Peningkatan Kepadatan Sabut Kolagen Ligamen Periodontal Daerah Tarikan
pada Gigi Marmut (Cavia cobaya) yang Diinduksi Gaya Mekanis Ortodonti;
Rizky Putri Agma Wijayanti, 151610101104; 2019 : 85 halaman; Fakultas

Kedokteran Gigi Universitas Jember.

Maloklusi merupakan keadaan menyimpang dari oklusi normal yang ditandai
dengan ketidaksesuaian antara lengkung geligi dan lengkung rahang. Kondisi ini
dipicu oleh berbagai faktor antara lain herediter, rendahnya kesadaran masyarakat
terhadap perawatan gigi, kebiasaan buruk dalam masyarakat seperti menghisap
jempol dan sebagainya. Pravelensi maloklusi di Indonesia sangat tinggi yaitu sekitar
80% dari total populasi dan diperkirakan akan terus mengalami peningkatan sehingga
perlu dilakukan perawatan. Maloklusi dapat dikoreksi dengan penggunaan alat
ortodonti. Penggunaan alat ortodonti sebagai perawatan maloklusi biasanya
membutuhkan waktu relatif lama sekitar 2 — 3 tahun.

Pada saat gigi menerima gaya mekanis dari alat ortodonti pada periode waktu
yang lama, terjadilah respon menyerupai inflamasi yang selanjutnya dapat memicu
stress oksidatif sehingga tubuh akan melepaskan ROS (Reactive Oxygen Spesies)
yang dapat merusak sel dan DNA apabila diproduksi secara berlebihan, oleh sebab
itu dibutuhkan antioksidan untuk mencegah terjadinya kerusakan tersebut. Diki
bahwa biji kopi robusta memiliki aktivitas antioksidan tinggi dibanding kopi al
dan lainnya, yang diperankan oleh zat aktif polifenol berupa asam klorogenat dan
asam asam kafeat.

Tujuan penelitian ini adalah untuk menganalisis efek pemberian seduhan kopi
robusta terhadap peningkatan kepadatan sabut kolagen ligamen periodontal pada gigi

marmut (Cavia cobaya) jantan yang diinduksi gaya mekanis ortodonti dengan
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membandingkan antara kepadatan sabut kolagen ligamen periodontal marmut (Cavia
cobaya) yang diberi seduhan kopi robusta dengan kepadatan sabut kolagen ligamen
periodontal marmut (Cavia cobaya) tanpa pemberian seduhan kopi robusta.. Jenis
penelitian adalah experimental labolatoris dengan rancangan penelitian the post test
only control group design. Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus 2018 sampai
dengan bulan November 2018. Sejumlah 20 ekor marmut (Cavia cobaya) jantan
dikelompokan menjadi 4 kelompok, yaitu 2 kelompok kontrol berupa kelompok alat
2 minggu dan kelompok alat 3 minggu, serta 2 kelompok perlakuan berupa
kelompok alat dan kopi 2 minggu, dan kelompok alat dan kopi 3 minggu.
Dekapitulasi dilakukan pada hari ke 15 dan 22, dilanjutkan dengan pemrosesan
jaringan histologi dan pengamatan serta penghitungan kepadatan sabut kolagen
ligamen periodontal daerah tarikan.

Kepadatan sabut kolagen adalah gambaran mikroskopik sabut kolagen ligamen
periodontal daerah tarikan menggunakan pewarnaan Trichrome Mallory dengan
perbesaran 400x. Hasil pengamatan kemudian difoto menggunakan kamera Optilab
dan dianalisis menggunakan software Adobe Photoshop CS 6.0 untuk melihat jumlah
pixel sabut kolagen. Jumlah kepadatan sabut kolagen didapat dari rata-rata jumlah
pixel sabut kolagen dalam 3 lapang pandang. Kemudian hasil dianalisis
menggunakan program SPSS.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan terdapat peningkatan
signifikan secara statistik kepadatan sabut kolagen pada ligamen periodontal daerah
tarikan kelompok perlakuan dengan pemberian seduhan kopi robusta dibandingkan
dengan kelompok kontrol tanpa pemberian seduhan kopi robusta sehingga dapat
disimpulkan bahwa seduhan kopi robusta dapat meningkatkan kepadatan sabut
kolagen ligamen periodontal daerah tarikan pada gigi marmut (Cavia cobaya) yang
diinduksi gaya mekanis ortodonti dibandingkan tanpa pemberian seduhan kopi

robusta.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Maloklusi merupakan keadaan menyimpang dari oklusi normal yang ditandai
dengan ketidaksesuaian antara lengkung geligi dan lengkung rahang (Farlex, 2012).
Kondisi ini dipicu oleh berbagai faktor antara lain herediter, rendahnya kesadaran
masyarakat terhadap perawatan gigi, kebiasaan buruk dalam masyarakat seperti
menghisap jempol dan sebagainya. Pravelensi maloklusi di Indonesia sangat tinggi
yaitu sekitar 80% dari total populasi dan diperkirakan akan terus mengalami
peningkatan sehingga perlu dilakukan perawatan (Laguhi et al., 2014).

Perawatan maloklusi atau perawatan ortodonti merupakan perawatan yang
bertujuan untuk menyesuaikan posisi gigi dengan lengkung rahang yang tepat
sehingga dicapai oklusi normal. Perawatan ini biasanya membutuhkan waktu relatif
lama sekitar 2 — 3 tahun (Profitt et al., 2007). Berbagai upaya telah dilakukan untuk
memperpendek waktu perawatan ortodonti antara lain dengan pembedahan,
pemberian hormon paratiroid jangka panjang, dan kortikosteroid dosis tinggi serta
penggunaan alat — alat tertentu seperti Biolux LED Device, Acceledent Machine
(ADA, 2001; Maurya dan Prassanna, 2016; Mayur et al., 2017). Upaya — upaya
tersebut memiliki berbagai kelemahan yaitu lebih invasif, efek samping sistemik agen
farmakologis yang lebih besar serta harganya mahal sehingga diperlukan upaya lain
untuk memperpendek waktu perawatan ortodonti dengan efek samping minimal serta
harganya yang lebih terjangkau seperti pemanfaatan tanaman herbal (Mayur et al.,
2017).

Pergerakan gigi pada perawatan ortodonti merupakan proses Yyang
menggabungkan adaptasi fisiologis tulang alveolar dan ligamen periodontal terhadap
gaya mekanis yang diberikan pada gigi serta respon biologi terhadap gaya tersebut
(Wise dan King, 2008; Meikle, 2006; Davidovitch dan Krishnan, 2009). Induksi gaya

mekanis pada gigi akan menimbulkan dua daerah pada ligamen periodontal dan
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tulang alveolar yaitu daerah tekanan dan tarikan (Sartika et al., 2013). Pada daerah
tekanan, induksi gaya ortodonti menghasilkan deformitas bioplastis dan bioelastis
tulang alveolar, menyebabkan gangguan sirkulasi, iskemia, serta terbentuk daerah
yang disebut zona hialin. Pada daerah tarikan terjadi penyusutan diameter dan
perpanjangan dari sabut kolagen selama proses remodelling ligamen periodontal
yang memungkinkan bergeraknya gigi (Martinez dan Johnson, 1987). Remodelling
ligamen periodontal merupakan proses keseimbangan antara aposisi ligamen
periodontal di daerah tarikan dan dan resorbsi ligamen periodontal di daerah tekanan
(d’Apuzo, 2013). Salah satu akibat dari tidak seimbangnya proses ini adalah
terjadinya relaps yaitu kecenderungan kembali ke bentuk awal maloklusi setelah
dikoreksi (Proffit dan Fields, 2007).

Ligamen periodontal terdiri dari sabut utama kolagen yang dikelilingi matriks
komponen lain seperti pembuluh darah, pembuluh limfa, dan cairan intertestial
(Dorrow, 2002). Pada saat gigi digerakkan secara ortodonti terjadi peningkatan
aktivitas sel — sel ligamen periodontal, salah satunya sel fibroblas yang akan memicu
bertambahnya sintesis sabut kolagen (Shaw, 2004). Sabut kolagen dalam fungsi
normal berperan untuk perbaikan dan regenerasi (Genco, 1992; Ahuja et al., 2012).
Sintesis sabut kolagen oleh fibroblas dimulai pada hari ke 3 - 5 dan mencapai
puncaknya pada hari ke-5 sampai hari ke-7. Selanjutnya, memasuki fase remodelling
pada hari ke-14 dan terjadi kontaksi serta maturasi kolagen yang memerlukan waktu
21 hari - 2 tahun bergantung pada kedalaman dan keluasan luka (Robbins et al., 2007;
Sabirin et al., 2013; Zuber et al., 2013). Peningkatan sabut kolagen ligamen
periodontal merupakan faktor yang penting sebagai jaringan yang mengikat gigi
dengan jaringan penyangga sekitarnya dalam hal ini ligamen periodontal berperan
dalam proses aposisi di daerah tarikan yaitu mempertahankan posisi gigi agar tidak
relaps (Pillon, 1996; Prameswari 2006; Alawiyah, 2012). Susunan yang kompleks
dari sabut kolagen memastikan bahwa terlepas dari arah gaya yang diberikan,
beberapa bundel sabut selalu berada pada daerah tarikan (Dorrow et al., 2002;
McCormark et al., 2014).
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Pada saat gigi menerima gaya mekanis dari alat ortodonti pada periode waktu
yang lama, terjadilah respon menyerupai inflamasi yang selanjutnya dapat memicu
stress oksidatif berkaitan dengan peningkatan ekspresi faktor proinflamasi
(Davidovitch dan Krishnan, 2009; Gostner et al., 2013; Padgett et al., 2013). Stres
oksidatif merupakan ketidakseimbangan antara produk radikal bebas dengan
kemampuan tubuh untuk menetralisirnya melalui antioksidan alami tubuh (Mandal,
2011). Reactive Oxygen Species (ROS) merupakan faktor utama yang berperan pada
kerusakan oksidatif sel dan jaringan dengan merusak peroksidasi rantai ganda asam
lemak, protein, dan DNA melalui peningkatan stres oksidatif (Bagchi dan Puri,
1998; Kohen dan Nyska, 2002; Burton dan Jauniaux, 2011). Oleh karena itu, pada
pergerakan gigi ortodonti diperlukan antioksidan yang berperan dalam mencegah
terjadinya kerusakan pada sel.

Kopi merupakan minuman yang semakin digemari oleh berbagai kalangan
masyarakat di dunia, diperkuat dengan data statistik yang menunjukkan tingkat
konsumsi kopi di berbagai negara meningkat setiap tahunnya termasuk di Indonesia.
Data statistik menujukkan total konsumsi kopi di Indonesia terus mengalami
peningkatan dari tahun 1990 sampai 2017.

Kandungan zat aktif pada biji kopi memiliki berbagai manfaat, salah satunya
sebagai antioksidan. Kopi mengandung antioksidan tinggi dibandingkan dengan
minuman lain yang sering dikonsumsi seperti teh, anggur merah. Antioksidan pada
kopi sebesar 200-500 mg/cangkir, sedangkan teh dan anggur merah 150-400
mg/cangkir (Menshchikova et al., 2008). Kopi robusta merupakan kopi yang
memiliki aktivitas antioksidan tinggi di banding kopi arabika dan lainnya (Richelle
et al., 2001). Aktivitas antioksidan pada biji kopi robusta disebabkan karena
kandungan asam klorogenat dan asam kafeat (Yashin et al., 2013). Antioksidan pada
kopi robusta mampu mengubah ROS menjadi produk stabil sehingga dapat
melindungi sel dan jaringan dari kerusakan oksidatif (Morishita and Ohnisi, 200).

Pada beberapa penelitian juga disebutkan kandungan asam ferulik pada kopi
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memiliki efek anti inflamasi, antioksidan, anti alergi, dan antibakteri (Prior et al.,
2003).

Pada saat gigi digerakan secara ortodonti sabut kolagen pada ligamen
periodontal harus mengalami remodelling terus menerus sehingga dapat beradaptasi
dengan perubahan posisi gigi (Apajalahti, 2004). Kandungan antioksidan yang tinggi
pada kopi robusta mampu melindungi kerusakan oksidatif oleh ROS saat
pengaplikasian gaya ortodonti serta dapat terjadi perbaikan dan regenerasi ligamen
periodontal oleh sabut kolagen yang diharapkan mampu meningkatkan remodelling
ligamen periodontal sehingga dapat memperpendek waktu perawatan ortodonti.
Berdasarkan hal tersebut, peneliti tertarik untuk mengetahui efek pemberian seduhan
kopi robusta terhadap peningkatan kepadatan sabut kolagen ligamen periodontal

pada gigi marmut (Cavia cobaya) jantan yang diinduksi gaya mekanis ortodonti.

1.2 Rumusan Masalah
Apakah efek pemberian seduhan kopi robusta dapat meningkatkan kepadatan
sabut kolagen ligamen periodontal daerah tarikan pada gigi marmut (Cavia cobaya)

jantan yang diinduksi gaya mekanis ortodonti?

1.3 Tujuan Penilitian

Untuk mengetahui efek pemberian seduhan kopi robusta terhadap peningkatan
kepadatan sabut kolagen ligamen periodontal pada gigi marmut (Cavia cobaya)
jantan yang diinduksi gaya mekanis ortodonti dengan membandingkan antara
kepadatan sabut kolagen ligamen periodontal marmut (Cavia cobaya) yang diberi
seduhan kopi robusta dengan kepadatan sabut kolagen ligamen periodontal marmut

(Cavia cobaya) tanpa pemberian seduhan kopi robusta.
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1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat dari penelitian ini antara lain:

1. Memberikan informasi tentang efek pemberian seduhan kopi robusta terhadap
peningkatan kepadatan sabut kolagen ligamen periodontal pada gigi marmut
(Cavia cobaya) jantan yang diinduksi gaya mekanis ortodonti.

2. Menjadi alternatif untuk meningkatkan remodelling ligamen periodontal
sehingga diharapkan mampu memperpendek waktu perawatan ortodonti.

3. Menjadi acuan untuk penelitian selanjutnya.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kopi
2.1.1 Definisi Kopi

Kopi merupakan minuman stimulan yang didapatkan dari biji yang
dipanggang, pada umumnya disebut biji kopi. Saat ini, kopi merupakan minuman
yang sangat populer di seluruh dunia (Villanueva et al., 2006) Tanaman kopi
termasuk dalam famili Rubiaceae dan terdiri atas banyak jenis antara Coffea arabica,
Coffea robusta dan Coffea liberica. Negara asal tanaman kopi adalah Abessinia yang
tumbuh di dataran tinggi. Dalam taksonomi tumbuhan, kopi Robusta (Coffea robusta)
diklasifikasikan sebagai berikut (Tanaman Obat, 2008):
Kingdom : Plantae
Subkingdom : Tracheobionta

Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliophyta

Kelas : Magnoliopsida

Sub Kelas . Asteridae

Ordo : Rubiales

Famili : Rubiaceae

Genus : Coffea

Spesies : Coffea robusta Lindl. Ex De Will

Buah kopi terdiri atas lima bagian, seperti terlihat pada Gambar 2.1, yaitu :
a. Lapisan kulit luar (excocarp/epicarp). Disebut juga dengan kulit buah,
merupakan bagian terluar dari buah kopi.
b. Lapisan daging (mesocarp). Disebut juga dengan daging buah, merupakan bagian
yang berasa agak manis, dan mempunyai kandungan air yang cukup tinggi.
Persentase gabungan antara epicarp dan mesocarp adalah sebesar 40,17% dari

buah kopi.
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c. Lapisan kulit tanduk (endoscarp). Merupakan lapisan kulit kopi paling keras,
tersusun oleh selulosa dan hemiselulosa.

d. Lapisan kulit ari (spermoderm). Merupakan kulit yang tipis dan menempel pada
biji kopi.

e. Keping biji (endosperm). Merupakan bagian buah kopi yang diambil manfaatnya
untuk diolah menjadi kopi bubuk. Persentase endosperm adalah 49,42% dari
buah kopi (Goenawan, 2011). Gambar 2.1 adalah penampang melintang dari
buah kopi.

Polpa (mesocamo) Semea (chicco)

Pergomine
(enciocarpo)

>
Pelicola argentea
(legumanio del teme)

Gambar 2.1 Penampang melintang buah kopi (web.ipb.ac.id)

2.1.2 Kandungan Kopi

Kopi adalah sejenis minuman yang berasal dari proses pengolahan dan
ekstraksi biji tanaman kopi yang dikeringkan kemudian dihaluskan menjadi bubuk
(Webster, 2010). Senyawa kimia pada biji kopi dapat dibedakan atas senyawa volatil
dan nonvolatil.Senyawa volatil adalah senyawa yang mudah menguap, terutama jika
terjadi kenaikan suhu. Senyawa volatil yang berpengaruh terhadap aroma kopi
antaralain golongan aldehid, keton dan alkohol, sedangkan senyawa non volatil yang
berpengaruh terhadap mutu kopi antara lain kafein, asam klorogenat dan senyawa -

senyawa nutrisi. Senyawa nutrisi pada biji kopi terdiri dari karbohidrat, protein,
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lemak, dan mineral. Tabel 2.1 menunjukkan komponen kimia kopi arabika dan

robusta.

Tabel 2.1 Komposisi Biji kopi Arabika dan Robusta

Komponen Kopi Kopi
Arabika  Robusta

Mineral 3.0-4.2 4.0-4.5
Kafein 09-1.2 1.6-2.4
Trigonelin 1.0-1.2  0.6-0.75
Lemak 12.0-18.0 9.0-13.0
iTotal Asam 0 .
'Klorogenat______ 5.5-8.0___7.0-10.0;
Asam Alifatis 1.5-2.0 1.5-1.2
Oligosakarida 6.0-8.0 5.0-7.0
Total

Polisakarida 50.0-55.0 37.0-47.0
Asam amino 2.0

Protein 11.0-13.0

Asam Humat -

Sumber : (Clarke dan Macre, 1987)

2.1.3 Fitokimia Kopi

Komponen kimia pada kopi robusta adalah alkaloid, saponin, flavonoid dan
polifenol (Balitbangkes, 2000). Berikut adalah penjelasan mengenai masing masing
dari komponen tersebut:
a.  Alkaloid

Alkaloid adalah metabolit sekunder terbesar pada tumbuhan. Alkaloid
merupakan senyawa yang bersifat basa yang mengandung satu atau lebih atom
nitrogen, biasanya gabungan, sebagian dari bagian sistem siklik. Alkaloid sering
beracun bagi manusia dan banyak yang mempunyai kegiatan fisiologi yang

menonjol, jadi digunakan secara luas dalam bidang pengobatan. Alkaloid biasanya
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tanpa warna, seringkali bersifat optis aktif, kebanyakan berbentuk kristal tetapi
hanya sedikit yang berupa cairan (misalnya nikotin) pada suhu kamar. Senyawa
penyusun alkaloid yang paling umum adalah asam amino, meskipun sebenarnya
biosintesis kebanyakan alkaloid lebih rumit (Harborne, 1996).

b. Kafein

Kafein merupakan unsur terpenting pada kopi yang berfungsi sebagai
stimulan, sedangkan kafeol merupakan faktor yang menentukan rasa. Kafein
merupakan suatu alkaloid dari metil xantin yaitu 1,3,7 trimetil xantin yang
merupakan metabolit sekunder kedua terbanyak dari kopi setelah asam klorogenat
(Terlihat pada tabel 2.1). Beberapa sumber kafein selain berbagai varietas kopi, juga
terdapat pada daun teh, biji kola, dan biji coklat. Kafein juga tedapat pada makanan
harian seperti obat stimulan, penghilang rasa sakit, dan flu (Sudarmi, 1997; Tello et
al., 2011). Kafein merupakan derivat purin, tidak mengendap seperti kebanyakan
alkaloid dalam uji identifikasi senyawanya. Kafein akan terabsorsi dari saluran
gastrointestinal cukup cepat dan 99% akan terabsorsi 45 menit setelah asupan.
Kadarnya akan mencapai puncak 15 dan 120 menit setelah asupan dan waktu paruh
kafein 2,5-4,5 jam pada manusia (muda dan dewasa). Pada tikus waktu paruh kafein
0,7-1,2 jam (Marks dan Kelly, 1973). Pada penelitian in vivo menunjukkan kafein
sebagai anti inflamasi pada manusia dan memungkinkan memberikan keuntungan
untuk kesehatan jantung (Bonita et al., 2007). Gambar 2.2 yang menunjukkan

struktur molekul kafein.

O

1 Me
Me__ )—'\

Me

O

Gambar 2.2 Struktur molekul kafein (O’Neil et al., 2001)
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c.  Saponin

Saponin adalah jenis glikosida yang banyak ditemukan dalam tumbuhan dan
memiliki karakteristik berupa buih. Sehingga ketika direaksikan dengan air dan
dikocok maka akan terbentuk buih yang dapat bertahan lama. Saponin mudah larut
dalam air dan tidak tarut dalam eter, memiliki rasa pahit menusuk dan menyebabkan
bersin serta iritasi pada selaput lendir. Saponin merupakan racun yang dapat
menghancurkan butir darah atau hemolisis pada darah selain itu bersifat racun bagi
hewan berdarah dingin dan banyak diantaranya digunakan sebagai racun ikan.
Saponin yang bersifat keras atau racun biasa disebut sebagai sapotoksin. Saponin
diklasifikasikan menjadi 2 yaitu: saponin steroid dan saponin triterpenoid. Saponin
steroid tersusun atas inti steroid (C 27) dengan molekul karbohidrat jika dihidrolisis
menghasilkan suatu aglikon yang dikenai sebagai saraponin. Tipe saponin ini
memiliki efek antijamur (Prihatman, 2001). Saponin triterpenoid tersusun atas inti
triterpenoid dengan molekul karbohidrat yang dihidrolisis menghasilkan suatu
aglikon yang disebut sapogenin (Hartono, 2009).

d. Flavonoid

Senyawa flavonoid adalah suatu kelompok senyawa fenol terbesar yang
ditemukan di alam, yang terdiri dari 15 atom karbon, dengan dua cincin benzene
(C6) terikat pada suatu rantai propane (C3) sehingga membentuk susunan C6-C3-
C6. Sebagaian besar senyawa flavonoid alam ditemukan dalam bentuk glokosida,
dengan unit flavonid terikat pada suatu gula. Glikosida adalah kombinasi antara
suatu gula dan suatu alkohol yang saling berikatan melalui ikatan glokosida (Lenny,
2006).

e.  Senyawa Fenol

Fenol merupakan senyawa dengan gugus - OH yang terikat langsung pada
cincin aromatik. Senyawa fenol banyak terdapat di alam dan merupakan intermediet

bagi industri untuk berbagai macam produk seperti adhesif dan antiseptik (Siswoyo,
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2009). Dalam industri makanan fenol digunakan sebagai zat pewarna, perasa,
pemberi aroma dan antioksidan. Berikut adalah beberapa kelas fenol :
1) Senyawa fenol sederhana
2) Tanin
3) Koumarin dan glikosidanya
4) Antrakuionon dan glikosidanya
5) Naftakuinon
6) Flavon dan glikosida flavonoid yang berhubungan
7) Antisianidin dan antosianin
8) Lignan dan lignin

Biosintesis beberapa senyawa ini melibatkan jalur asam sikimat. Cincin
aromatik pada fenol di turunkan oleh kondensasi asetat. Senyawa fenol sederhana
sering memiliki gugus alkohol, aldehid dan asam karboksilat, termasuk diantaranya
eugenol (fenilpropan fenol), vanilin (aldehid venol) dan berbagai asam fenolat
seperti asam salisilat, asam ferulat, dan asam kafeat (Evans dan Trease, 2002).

2.1.4 Antioksidan pada Kopi

Salah satu zat dari kopi yang bermanfaat bagi kesehatan yaitu kandungan
antioksidan kopi yang cukup tinggi (Claudia et al., 2008). Antioksidan merupakan
pertahanan pertama tubuh kita terhadap kerusakan sel yang di sebabkan oleh radikal
bebas. Antioksidan mampu menginaktivasi atau menstabilisasi radikal bebas
sebelum radikal bebas menyerang sel. Antioksidan terbagi atas tiga golongan yaitu
golongan fenol, golongan amin dan golongan amino-fenol (Ketaren,1986). Beberapa
senyawa antioksidan yang terdapat di dalam kopi di antaranya polifenol, flavonoid,
proantisianidin, kumarin, asam klorogenat, trigonelin dan tokoferol (Sani A, 2012).
Salah satu contoh antioksidan golongan fenol adalah asam klorogenat. Asam
klorogenat merupakan senyawa metabolit sekunder terbesar pada biji kopi. Selain itu

asam klorogenat merupakan senyawa ester dari trans asam sinamat dan asam quinat.
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Asam klorogenat dan asam kafeat memiliki aktivitas antioksidan yang kuat secara in
vitro. Antioksidan yang terdapat di dalam kopi ini merupakan kandungan
antioksidan terbanyak yaitu kurang lebih 200-550 mg/ cangkir dengan aktivitas 26%
dibandingkan dengan beta karoten (0,1%), alfa tokoferol (0,3%), vitamin C (8,5%)
serta antioksidan lainnya (Daglia et al., 2000; Sofillo et al., 2007; Xu Wen et al.,
2004). Asam ini mempunyai titik leleh pada 208°C dan terdapat dalam kopi sebesar
4,5-11,1% (Belitz and Grosch, 1999). Aplikasi topikal asam klorogenat pada luka
eksisi tikus wistar menunjukkan tingkat percepatan penyembuhan luka dengan
meningkatkan sintesis sabut kolagen (Chen et al., 2013). Selain itu senyawa fenolik
lain yang terdapat di dalam kopi yaitu asam kafeat berperan dalam proses
penyembuhan luka dengan merangsang sintesa sabut kolagen seperti polimer oleh
fibroblas (Song et al., 2008). Peningkatan sabut kolagen dapat menambah kekuatan
permukaan luka untuk menghindari kemungkinan luka terbuka kembali (Ismail S,
2002).

Pembentukan radikal bebas yang ada di dalam tubuh dapat dikendalikan dan
dikontrol oleh antioksidan yang alami terdapat di dalam tubuh. Ketika kadar
antioksidan yang ada dalam tubuh kita tidak terlalu banyak, kerusakan yang
ditimbukan oleh radikal bebas dapat berakumulasi dan menimbulkan dampak yang
cukup serius terhadap kesehatan. Antioksidan dapat ditemukan dalam berbagai zat
seperti vitamin C, vitamin E atau beberapa sumber makanan contohnya kopi
(Percival, 1996).

2.2 Ligamen Peridontal, dan Tulang Alveolar

Ligamen periodontal terdiri atas komponen seluler dan komponen interseluler
yang mengisi ruang antar sel. Komponen interseluler seperti matriks ekstraseluler,
yang secara dominan tersusun atas elemen fibrous, dan substansi dasar. Elemen
fibrous mayor terdiri atas sabut kolagen tipe 1 dan tipe 3, yang berfungsi dalam
menahan tekanan mekanik dan mempertahankan gigi dalam soketnya (Ahuja et al.,

2012). Komponen utama dalam substansi dasar dari ligamen periodontal adalah
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proteoglikan dan glikoprotein yang dibutuhkan dalam proses remodelling ligamen
periodontal karena dapat menambah viskoelastisitas dari ligamen periodontal.
Fibroblas merupakan sel yang terpenting dalam ligamen periodontal dan kaya akan
alkalin fosfatase dan osteokalsin. Enzim alkalin fosfatase dalam fibroblas berperan
untuk metabolisme tulang alveolar dan formasi sementum (Narmada dan Syafei,
2008).

Tulang alveolar adalah bagian dari maxilla dan mandibula yang membentuk
dan menyokong soket gigi. Jaringan tulang alveolar terdiri atas 4 sel vyaitu
osteoprogenitor, osteoblas, osteoklas, dan osteosit. Osteoprogenitor dapat mengalami
mitosis dan berkembang menjadi osteoblas. Sel osteoprogenitor akan menjadi lebih
aktif pada saat pembentukan, perbaikan atau fraktur tulang. Ada dua jenis sel
osteoprogenitor yaitu preosteoblas yang kemudian menjadi osteoblas dan
preosteoklas yang menghasilkan osteoklas (Adilah et al., 2010). Tulang alveolar terus
menerus mengalami remodeling akibat aktivitas dari osteoklas dan osteoblas

(Carison, 2009). Gambar 2.3 menunjukkan gigi dan jaringan pendukungnya.

Ligamen
periodontal
IA\ - -
\ ‘|3 Gingiva
f
s N )
s N > | ,#/ Tulang
ementum : .
\\‘&‘f /./ir.‘("' Alveolar

Gambar 2.3 Gigi beserta jaringan pendukungnya yang terdiri dari gingiva, sementum,
ligamen periodontal, dan tulang alveolar (Fiorellini, 2005).
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2.3 Pergerakan Gigi Ortodonti
2.3.1 Teori Biomekanika Pergerakan Gigi

Terdapat dua mekanisme yang mempengaruhi pergerakan gigi secara
ortodontik yaitu teori elektrisitas bilogis (biologic electricity) dan teori tekanan -
tarikan (pressure-tension) yang terjadi pada ligamen periodontal sehingga
mempengaruhi aliran darah (Rahardjo, 2009).
a.  Teori elektrisitas biologis (biologic electricity) / (piezeoelectric)

Teori ini berhubungan dengan perubahan metabolisme pada tulang yang
dikontrol sinyal elektrik yang terjadi ketika tulang alveolar berubah bentuk karena
tekanan yang diakibatkan gaya ortodonti. Tulang adalah masa atau bahan
piezoelektrik, yaitu menghasilkan loncatan elektrik permukaan bila terjadi tekanan
(Rahardjo, 2012). Ketika alat ortodonsia diaktivasi, gaya yang diberikan pada gigi
disalurkan ke semua jaringan di sekelilingnya sehingga gigi akan bergerak lebih besar
dibandingkan dengan lebar PDL yang menyebabkan terjadinya defleksi pada
tulang alveolar (Amin, 2016).

Defleksi pada tulang juga memicu keluarnya potensial elektrik pada permukaan
tulang atau piezoelectric yang sering ditemukan pada material kristalin. Deformasi
atau perubahan bentuk struktur kristal menghasilkan arus listrik seperti elektron yang
berpindah dari molekul kristal yang satu ke molekul kristal yang lain. Bila struktur
kristal mengalami deformasi, elektron bermigrasi sehingga terjadi aliran listrik. Jika
terdapat tekanan maka struktur kristal masih stabil dan tidak tejadi perpindahan
elektron, namun jika tekanan dilepaskan, kristal akan kembali ke bentuk semula
dan aliran elektron akan terjadi pada arah yang berlawanan (Amin, 2016).

Sumber srtuktur kristal tidak hanya pada mineral tulang, tapi terdapat juga pada
kolagen, hidroksi apatit, batas antara kolagen hidroksiapatit dan mukopolisakarida
pada substansi dasar. Pada saat gigi diberi tekanan, tulang alveolar di sekitarnya
akan mengalami tekukan. Daerah yang cekung diasosiasikan dengan arus
negatif dan menyebabkan deposisi tulang sedangkan daerah yang cembung

diasosiasikan dengan arus positif dan menyebabkan resorbsi tulang (Amin, 2016).
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b.  Teori tekanan - tarikan (pressure-tension)

Sandstedt, Oppenheim dan Scwharz menyatakan bahwa jika gigi mendapatkan
gaya ortodonsia maka akan terjadi daerah tekanan dan regangan. Daerah tekanan
adalah  daerah  periodonsium  yang mengalami tekanan karena gigi bergerak
mendekat dan daerah tarikan adalah daerah periodonsium yang mengalami tarikan
karena gigi bergerak menjauh. Daerah tekanan akan mengalami resorpsi tulang
sedangkan daerah tarikan akan mengalami aposisi tulang (Amin, 2016).

Adanya tekanan dan tarikan pada ligamen periodontal menyebabkan perubahan
kimiawi sebagai stimulus dari perubahan seluler pada pergerakan gigi. Perubahan
aliran darah pada ligamen periodontal karena adanya tekanan yang lama meyebabkan
gigi bergeser dalam soket gigi dan mempengrahi ligamen periodontal. Aliran darah
dan pasokan oksigen berkurang pada daerah ligamen periodontal yang tertekan,
sedangkan pada daerah ligamen periodontal yang tertarik tekanan darah akan tetap
atau bertambah (Rahardjo, 2012). Gambar 2.4 menunjukkan daerah tekanan dan

tarikan pada pergerakan gigi ortodonti.

Gaya mekanis ortodonti

Daerah tekanan Daerah tarikan

Gambar 2.4 Daerah tekanan dan tarikan pada pergerakan gigi ortodonti (Yina et al., 2018)
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2.3.2 Tahap - Tahap Pergerakan Gigi
Pergerakan gigi ortodonti menurut (Burstone, 2000) terdiri dari tiga fase: Initial
phase, Lag phase dan Postlag phase
a. Initial phase
Tahap awal ditandai dengan gerakan yang terjadi 24 jam sampai 48 jam setelah

aplikasi pertama kekuatan untuk gigi dan merupakan gerakan awal dari gigi dalam
soket tulang. Tingkat ini sebagian besar disebabkan oleh perpindahan gigi di ruang
ligamen periodontal. Reaksi seluler dan jaringan dimulai pada fase awal perpindahan
gigi, segera setelah aplikasi kekuatan.
b. Lag phase

Berlangsung selama 20 sampai 30 hari dan menunjukkan perpindahan gigi yang
relatif sedikit bahkan tidak sama sekali. Fase ini ditandai dengan terjadinya
hialianisasi ligamen periodontal di daerah tekanan. Tidak ada pergerakan gigi sampai
sel membersihkan semua jaringan nekrotik. Pada tahap kedua, daerah tekanan
terdistorsi. Gangguan aliran darah karena distorsi ini menyebabkan zona hialinisasi
semakin berkembang dan adanya perpindahan gigi, yang dapat berlangsung 4-20 hari.
Proses komprehensif membutuhkan sel fagosit seperti makrofag, giant cells bodies,
dan osteoklas dari daerah tidak rusak yang berdekatan dari ligamen periodontal dan
rongga alveolar sumsum tulang. Sel-sel ini bertindak menghapus jaringan nekrotik
pada area ligamen periodontal dan tulang alveolar yang berdekatan. Di daerah-daerah
tarikan, osteoblas mulai memproduksi matriks tulang baru (Osteoid). Osteoblas baru
didapat dari populasi fibroblast-like cells (pericytes) sekitar kapiler ligamen
periodontal. Preosteoblas Ini berkembang biak dan bermigrasi ke arah permukaan
tulang alveolar. Secara bersamaan, fibroblas ligamen periodontal di daerah tarikan
mulai bertambah banyak diikuti dengan meningkatnya sintesis sabut kolagen dan
remodelling matriks sekitarnya.
c. Postlag phase

Postlag phase mengikuti lag fase, di mana terlihat penigkatan pergerakan

(Krishnan, 2006). Juga dikenal sebagai percepatan dan tahap linier, masing-masing
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imulai sekitar 40 hari setelah awal aplikasi kekuatan. Pada sisi tekanan menunjukkan
adanya pembentukan sabut kolagen yang tidak teratur. Selain itu juga ditemukan
gambaran permukaan tulang yang tidak teratur yang menunjukkan frontal resobtion.
Tabel 2.2 menunjukkan perubahan yang terjadi pada pergerakan gigi ortodonti di

daerah tekanan dan tarikan.

Tabel 2.2 Perubahan yang terjadi pada pergerakan gigi ortodonti di daerah tekanan dan

tarikan.
Tekanan Tarikan
Peningkatan e Cox2—» PGE2, — RANKL, M-CSF | ¢ IL-10— OPG
e TNFa e TGFpB
e MMPs e TIMPs
¢eNOS™ NO ¢ INOS™ NO
oIL-1B
Penurunan OPG RANKL
Outcome 4 Osteoblas e y Osteoklas
e 4 Resorpsi e ¥ Resorpsi
e ¥ ApOsisi o 4 Aposisi
Keterangan:

—»: Merangsang
4. Peningkatan
v : Penurunan
Sumber : (Yina et al., 2018)

2.4 Remodelling Ligamen Periodontal

Remodelling ligamen periodontal merupakan proses keseimbangan antara
aposisi ligamen periodontal di daerah tarikan dan dan resorbsi ligamen periodontal di
daerah tekanan (d’Apuzo, 2013). Salah satu akibat dari tidak seimbangnya proses ini
adalah terjadinya relaps yaitu kecenderungan kembali ke bentuk awal maloklusi
setelah dikoreksi (Proffit dan Fields, 2007).

Sel-sel ligamen periodontal berperan dalam proses resorpsi dan aposisi selama

proses pergerakan gigi secara fisiologis dalam menyesuaikan terhadap beban oklusal
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serta memperbaiki kerusakan. Fibroblas merupakan salah satu sel yang terpenting
dalam ligamen periodontal yang akan mensintesis kolagen. Peningkatan sabut
kolagen ligamen periodontal merupakan faktor yang penting sebagai jaringan yang
mengikat gigi dengan jaringan penyangga sekitarnya dalam hal ini ligamen
periodontal berperan dalam proses aposisi di daerah tarikan yaitu mempertahankan
posisi gigi agar tidak relaps (Pillon, 1996; Prameswari 2006; Alawiyah, 2012).
Susunan yang kompleks dari sabut kolagen memastikan bahwa terlepas dari arah
gaya yang diberikan, beberapa bundel sabut selalu berada pada daerah tarikan
(Dorrow et al., 2002; McCormark et al., 2014).

Aplikasi piranti ortodonti pada gigi dapat menyebabkan perubahan pada gigi
dan jaringan pendukungnya termasuk ligamen periodontal. Ligamen periodontal akan
mengalami peningkatan proliferasi sel dan mengalami apoptosis. Dalam fase inisial
pergerakan gigi ortodonti, banyak reaksi yang hampir sama dengan reaksi inflamasi
terjadi pada jaringan periodontal. Salah satunya adalah perubahan vaskular dan
migrasi beberapa sel leukosit dari pembuluh darah kapiler ligamen periodontal (Wise
dan King, 2008). Ketika tekanan dari piranti ortodonti di berikan, komponen seluler
dan komponen fibrous ligamen periodontal memiliki kekuatan untuk membelokkan
sebagai respon singkatnya. Ligamen periodontal akan mengalami tekanan dan tarikan
sebagai respon aplikasi piranti ortodonti. Daerah ligamen periodontal yang
mengalami tekanan searah dengan arah gaya dari piranti ortodonti. Sedangkan daerah
ligamen periodontal yang mengalami tarikan berlawanan arah dengan arah gaya
piranti ortodonti sehingga mengalami elongasi dan meregang. Kekuatan piranti
ortodonti dapat membelokkan matriks ligamen periodontal yang dapat menyebabkan
perubahan pada sistem seluler dan konfigurasi sitoskeletal dan pelepasan
neuropeptida dari ujung saraf aferen. Dalam level biomolekuler, kekuatan mekanik
dari piranti ortodonti dapat menginduksi pelepasan prostaglandin, faktor
pertumbuhan dan beberapa sitokin seperti IL-1, IL-6 dan TNF-a. Beban yang di
berikan pada gigi dan jaringan pendukungnya akhirnya dapat menyebabkan

terlepasnya sitokin sebagai respon terhadap proses resorpsi dan aposisi ligamen



36

periodontal dan tulang alveolar (Narmada dan Syafei, 2008). Gambar 2.5 yang

menunjukkan sel — sel yang terlibat pada pergerakkan gigi ortodonti .

Gambar 2.5 Gambaran sel — sel yang terlibat pada pergerakan gigi ortodonti.
Keterangan : (A) Osteoklas
(B) Osteoblas
(C) Fibroblas
(D) Gaya mekanis ortodonti (David, 2014)

2.5 Sabut Kolagen
2.5.1 Definisi dan Fungsi Sabut Kolagen

Sabut kolagen (Fibra collageni) adalah protein fibrosa tebal kuat yang tidak
bercabang dan merupakan protein terbesar dalam tubuh manusia, yaitu sebanyak 30%
yang berasal dari berat keringnya (Eroschenko, 2010). Sintesis sabut kolagen oleh
fibroblas dimulai relatif awal pada proses penyembuhan yaitu pada hari ke 3 - 5 dan
terus berlanjut sampai beberapa minggu tergantung ukuran luka. Sintesis sabut
kolagen oleh fibroblas mencapai puncaknya pada hari ke-5 sampai hari ke-7.
Selanjutnya, proses penyembuhan luka memasuki fase remodelling pada hari ke-14,
terjadi kontaksi dan maturasi kolagen yang memerlukan waktu 21 hari-2 tahun

bergantung pada kedalaman dan keluasan luka (Robbins et al., 2007; Sabirin et al.,
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2013; Zuber et al.,, 2013). Sabut kolagen berfungsi untuk memperkuat dan
mendukung jaringan ekstraseluler, tersusun dari asam amino dan hidroksiprolin yang
berperan sebagai unsur biokimia jaringan kolagen (Robbins et al., 2007). Sabut
kolagen juga merupakan salah satu komponen matriks jaringan penyambung yang
juga berperan dalam pertahanan organisme sebagai barrier fisik, yaitu mencegah
penyebaran mikroorganisme yang berhasil menembus epitel (Junqueira dan Carneiro,
2007).

2.5.2 Struktur Sabut Kolagen

Serabut sabut kolagen adalah struktur tipis panjang dengan berbagai diameter
yang berkisar antara 20-90 nm dan panjangnya dapat mencapai beberapa mikrometer.
Serabut ini bergurat melintang dengan periodisitas khas selebar 64 nm. Guratan
melintang dari sabut kolagen disebabkan oleh susuan tumpang tindih dari molekul
tropokolagen. Sabut kolagen terbentuk dari beberapa asam amino seperti glisin
(33,5%), prolin (12%), dan hidroksiprolin (10%) (Junqueira dan Carneiro, 2007).
Pada sediaan histologi, sabut kolagen terpulas merah muda dengan eosin, biru dengan
Trichrome Mallory, dan hijau dengan pulasan Trichrome Masson (Fawcett, 2002).

Gambar 2.6 menunjukkan gambaran histologis sabut kolagen.

Gambar 2.6 Gambaran histologis sabut kolagen berwarna biru (tanda panah) dengan
pewarnaan Trichrome Mallory perbesaran 400x (Prihandana, 2014).
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2.6 Pengaruh Induksi Gaya Ortodonti Terhadap Sabut Kolagen

Induksi gaya mekanis pada gigi akan menimbulkan dua daerah pada ligamen
periodontal yaitu daerah tekanan dan tarikan (Sartika et al., 2013). Pada daerah
tekanan, induksi gaya ortodonti menghasilkan deformitas bioplastis dan bioelastis
tulang alveolar, menyebabkan gangguan sirkulasi, iskemia, dan kematian sel; atau
daerah disebut zona hialin. Pada daerah tarikan terjadi penyusutan diameter dan
perpanjangan dari sabut kolagen selama proses remodelling ligamen periodontal
yang memungkinkan bergeraknya gigi (Martinez dan Johnson, 1987).

Aktivitas sel — sel terutama sel fibroblas, osteoblas, osteoklas, dan sel
prekusor osteosit mengalami peningkatan saat gigi digerakkan secara ortodonti
(Shaw, 2004). Peningkatan aktivitas sel fibroblas yang merupakan sel terbanyak
pada ligamen periodontal akan memicu bertambahnya sintesis sabut kolagen
ligamen periodontal yang dalam fungsi normal berperan untuk perbaikan dan
regenerasi (Genco, 1992; Ahuja et al., 2012). Peningkatan sabut kolagen ligamen
periodontal merupakan faktor yang penting sebagai jaringan yang mengikat gigi
dengan jaringan penyangga sekitarnya dalam hal ini ligamen periodontal berperan
mempertahankan posisi gigi terhadap tekanan yang diterima (Pillon, 1996;
Prameswari 2006). Perawatan ortodonti menginduksi perpindahan gigi serta
mengatur stabilitas posisi gigi bergantung pada remodelling dari tulang alveolar dan
sabut ligamen periodontal (Prameswari, 2006, Raharjo, 2009). Turnover sabut
kolagen yang tinggi menunjukkan adanya proses penyembuhan luka dan aktivitas sel
biologis yang mendasari terapi ortodonti (Storey, 1973; Ten Cate et al, 1976; Ahuja
et al., 2012). Gambar 2.7 menunjukkan gambaran skematik sel firbrolas penghasil

sabut kolagen di area tekanan dan tarikan ligamen periodontal.
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Gambar 2.7 Gambaran skematik gigi, ligamen periodontal dengan sel - selnya serta tulang
alveolar. (A) tanda panah menunjukkan arah gaya ortodontik. (B) Pada daerah
tarikan sel fibroblas terlihat tertarik sehingga nampak gambaran sel yang
memanjang, diameter sabut kolagen yang menyempit dan memanjang,
sedangkan fibroblas di daerah tekanan tertekan sehingga nampak sel dengan
gambaran lebih kecil. (C) Setelah beberapa waktu gaya ortodontik di
aplikasikan osteoblas membentuk formasi tulang baru pada sisi tarikan dan
osteoklas meresobsi tulang pada sisi tekanan. (Sumber : Henneman et al., 2008)

2.7 Efek Kopi Terhadap Sel Fibroblas Penghasil Sabut Kolagen

Biji kopi robusta mengandung banyak antioksidan polifenol, seperti asam
klorogenat, asam kafeat, ferulic, dan n-coumiric. Senyawa polifenol utama di dalam
kopi robusta adalah asam klorogenat dan asam kafeat. Jumlah asam klorogenat
mencapai 90% dari total fenol yang terdapat dalam kopi (Mursu et al., 2005).

Kandungan antioksidan kuat di dalam kopi robusta dapat merubah produk
ROS yang dilepaskan saat aplikasi gaya ortodontik menjadi produk yang stabil
dengan cara menghambat faktor transkripsi redoks sehingga sel maupun jaringan
akan terlindungi dari kerusakan oksidatif selain itu akan terjadi perbaikan ligamen
periodontal oleh sabut kolagen melalui aktivasi sel fibroblas yang dirangsang oleh
makrofag, limfosit, kekuatan mekanik, dan bakteri untuk mengeluarkan
plasminogen activator, inhibitor jaringan metalloproteinase (TIMP), matriks
metaloproteinase (MMP), sitokin [prostaglandin E-2 (PGE-2), plasminogen
activator inhibitor (PAI), interleukin-6 (IL-6)]. Fibroblas yang diinduksi untuk
mensekresikan protein matriks dapat menghasilkan sabut kolagen, elastin, dan
glycosaminoglycans (GAG'S) (P. Lekic and C.A.G.Mcculloch, 1996; lain L and
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John B, 2007). Aktivitas keseimbangan antioksidan terhadap ROS dan perbaikan

ligamen periodontal oleh sabut kolagen ditunjukkan pada gambar 2.8 dan 2.9

Tissue Antioxidant Excess AO
repair 4- state vs ROS
Inhibition of
Cellitissue ‘ Anti-inflammatory ‘ Red?‘f'
protection state tr::::rlp‘{iem
factors
Activation of
Ig‘:l;::t Pro-inflammatory Redox-sensitive
o <_ state transcription
ge factors
3:::; Oxidant ROS exceed
damage stress AO-defences
Gambar 2.8 Aktifitas keseimbangan antara Reactive Oksigen Spesies (ROS) dan antioksidan
(AO) (lain L and John B, 2007).
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Gambar 2.9 llustrasi fibroblas penghasil sabut kolagen pada proses perbaikan dan regenerasi

ligamen periodontal.
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Penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa asam klorogenat dapat
meningkatkan ekspresi TGF-B yang secara bersamaan juga terjadi peningkatan
produksi sabut kolagen dan proliferasi sel fibroblas pada hari ke 6-15 (Wei-Cheng et
al., 2013) serta aplikasi topikal asam kafeat yang terdapat dalam kopi dapat
meningkatkan produksi sabut kolagen dan proliferasi sel fibroblas pada hari ke 10
dan 15 dibandingkan dengan kelompok kontrol (Lamme et al., 2000).

2.8 Adobe Photoshop CS 6.0. untuk Menghitung Kepadatan Sabut Kolagen

Aplikasi Adobe Photoshop CS 6.0. digunakan untuk mengukur kepadatan
sabut kolagen yang terbentuk dengan cara membedakan serapan warna RGB (Red,
Green, Blue). Warna serapan untuk sabut kolagen adalah warna biru. Kepadatan
sabut kolagen yang diteliti dapat dilihat dari nilai mean warna biru yang
menggambarkan jumlah piksel, resolusi, dan intensitas warna biru tersebut (Aulia
2014).
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2.9 Kerangka Konsep Penelitian

Gaya mekanis ortodonti Seduhan kopi
robusta
| '
Inflamasi Asam klorogenat,
[ asam kafeat
A A
Faktor ROS
pertumbuhan,
sitokin, -
prostaglandin v
ROS stabil
A 4
Fibroblas N
Sabut Kolagen A
\ 4
Remodelling ligamen
periodontal
Keterangan :

A 4
Memperpendek waktu
perawatan ortodonti

[ =yang diamati

Gambar 2.10 Kerangka konsep penelitian.

2.10 Hipotesis

Hipotesis dari penelitian ini adalah seduhan kopi robusta dapat meningkatkan
kepadatan sabut kolagen ligamen periodontal daerah tarikan pada gigi marmut (Cavia
cobaya) yang diinduksi gaya mekanis ortodonti dibandingkan tanpa pemberian

seduhan kopi robusta.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Jenis penelitian yang dilakukan merupakan penelitian eksperimental
laboratoris yaitu penelitian yang mencari hubungan sebab akibat dengan
memanipulasi atau mengintervansi variabel dalam satu atau lebih kelompok dan
mengendalikan faktor yang dapat memengaruhi hubungan sebab akibat kemudian
membandingkannya dengan kelompok kontrol yang tidak dilakukan perlakuan atau

dimanipulasi (Notoatmojo, 2002).

3.2 Rancangan Penelitian

Rancangan penelitian yang digunakan adalah The Post Test Only Control
Group Design, yaitu rancangan penelitian yang memungkinkan peneliti mengukur
pengaruh perlakuan (intervensi) pada kelompok eksperimen dengan cara

membandingkan dengan kelompok kontrol (Notoatmojo, 2002).

3.3 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini akan dilaksanakan pada bulan Agustus 2018 — November 2018.
Penelitian ini dilaksanakan di :

a. Laboratorium Fisiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember, untuk
keseluruhan proses perlakuan hewan coba dan pengambilan jaringan
penelitian.

b. Laboratorium Histologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember, untuk
proses permbuatan preparat histologi, pemeriksaan, dan pembacaan preparat

jaringan.
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3.4 Populasi dan Sampel Penelitian

3.4.1 Populasi Penelitian
Populasi dalam suatu penelitian merupakan kumpulan individu atau obyek
yang menggambarkan sifat - sifat umum. Dalam penelitian ini populasi

penelitianya adalah hewan coba marmut jantan spesies Cavia cobaya.

3.4.2 Sampel Penelitian
a. Kiriteria Sampel Penelitian
Pemilihan sampel penelitian dengan menggunakan Purposive Sampling
atau Judgmental Sampling, merupakan cara penarikan sampel yang
dilakukan dengan memiih subjek berdasarkan kriteria spesifik yang
ditetapkan peneliti (Arikunto, 2010). Adapun kriteria sampel, antara lain:
1. Marmut spesies Cavia cobaya
2. Jenis kelamin jantan
3. Kondisi fisik sehat
4. Berat badan 500 gram
5. Umur 3-4 bulan (Putri, 2013).

b. Kiriteria Inklusi, Ekslusi dan Drop out

1. Kiriteria Inklusi
Kriteria inklusi adalah spesies marmut yang digunakan dalam penelitian
marmut Cavia cobaya, jenis kelamin jantan, kondisi fisik sehat, berat
badan 500 gram, umur 3-4 bulan.

2. Kriteria Eksklusi

Kriteria ekslusi adalah marmut yang mati selama penelitian.
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3. Drop out
Hewan coba dinyatakan drop out apabila marmut mati selama penelitian
dan spesimen tidak dapat diamati.

c. Besar Sampel Penelitian

Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini sebanyak 5 ekor
marmut tiap kelompok perlakuan. Adapun besar sampel didapat dari
perhitungan rumus sebagai berikut (Daniel, 2005) :

72 g%
dZ

n =

Keterangan :

n : jumlah sampel minimum

o : standart deviasi sampel

d : kesalahan yang masih dapat ditoleransi, diasumsikan d = ¢

Z : konstanta pada tingkat kesalahan tertentu, jika o = 0,05 maka Z=1,96
Perhitungan :

n=2Z?x o2, diasumsikan d = 6, maka n = Z?

d2
n = (1,96)?
n=3,84

n=4

sampel penelitian yang berjumlah 4 tersebut, ditambahkan dengan faktor
koreksi dengan rumus sebagai berikut ( Usman dan Akbar, 2008) :

N= n

(1-1)

Keterangan :

N : besar sampel setelah dikoreksi

n : jumlah sampel minimum

f : perkiraan terjadinya drop out pada sampel sebesar 20% (0,20)
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maka didapatkan hasil :

N= _4

Berdasarkan rumus di atas, sampel yang digunakan sebanyak 5 ekor
pada masing — masing kelompok sehingga jumlah sampel yang digunakan

sebanyak 20 ekor yang terbagi dalam 4 kelompok.

3.5 ldentifikasi Variabel Penelitian
3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah seduhan kopi robusta.

3.5.2 Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah kepadatan sabut kolagen
ligamen periodontal daerah tarikan.

3.5.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah:
a. Jenis makanan hewan coba
b. Berat badan hewan coba
c. Kriteria hewan coba
d. Alat ortodonti dan cara pemasangan
e. Prosedur penelitian

f. Dosis kopi
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3.6 Definisi Operasional
3.6.1 Seduhan Kopi
Seduhan kopi merupakan hasil dari Freeze Dried Ekstract kopi robusta
yang dilarutkan dalam aquades 3 ml sebanyak 87,5 mg/hari untuk satu marmut

dengan berat badan 500 gram.

3.6.2 Induksi Gaya Mekanis Ortodonti

Pemberian gaya mekanis pada gigi insisivus kanan dan insisivus kiri RB
marmut yang diperoleh dari pemasangan alat ortodonti dengan kekuatan 52,5
gram = 0,0525 N yang didapatkan dengan cara mengompres open coil springs

dari 5 mm menjadi 3 mm atau sebesar 60% (Bourke et al., 2010).

s
T = I

Gambar 3.1 Open coil spiings yang dikompres dari 5 mm menjadi 3 mm

3.6.3 Kepadatan Sabut Kolagen Ligamen Periodontal

Kepadatan sabut kolagen merupakan gambaran mikroskopik sabut
kolagen dengan warna biru yang terlihat pada sediaan ligamen periodontal
marmut pasca induksi gaya mekanis ortodonti dengan pewarnaan Trichrome
Mallory perbesaran 400x. Hasil pengamatan 3 lapang pandang masing - masing
difoto menggunakan kamera Optilab dan dianalisis menggunakan software
Adobe Photoshop CS 6.0 untuk melihat kepadatan sabut kolagen dengan satuan
piksel. Aplikasi Adobe Photoshop CS 6.0. digunakan untuk mengukur
kepadatan sabut kolagen yang terbentuk dengan cara membedakan serapan
warna RGB (Red, Green, Blue). Warna serapan untuk sabut kolagen adalah
warna biru. Kepadatan sabut kolagen yang diteliti dapat dilihat dari nilai mean
warna biru yang menggambarkan jumlah piksel, resolusi, dan intensitas warna

biru tersebut. Selanjutnya hasil dianalisis menggunakan program SPSS.
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3.7 Bahan dan Alat Penelitian
3.7.1 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan untuk penelitian ini adalah:

a.
b.

o o

o Q —Hh o

Hewan coba yaitu marmut (Cavia cobaya) jantan
Seduhan kopi kering bubuk dari biji kopi robusta (PTPN X Jember,
Indonesia)

Ketamin (llium, Australia)

. Aquadest (WIDA, Indonesia)

Buffered Neutral Formalin 10% (Millipore, Germany)
Asam Formiat 10% (Ultradent, Germany)

. Alkohol 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 100% (Kimia Farma, Indonesia)
. Xylol (Millipore, Germany)
. Meyer egg albumin (Medsupplypartners, USA)

Paraffin solid (Histoplast, USA)

. Trychome Mallory (Millipore, Germany)

Entellan/Canada Balsam (Millipore, Germany)

. Label (Self Adhesive Labels, Indonesia)

. Kertas saring (Whatman, England)

. Pakan standar untuk hewan coba (Turbo, Indonesia)
. Air mineral (Aqua, Indonesia)

. Aquadest steril (Aqua Bidest Steril, Indonesia)

Glass lonomer type IX (Fuji, Japan)
Braket (Ortho-technology, USA)
Matrix band (Ortho-technology, USA)

. Elastomeric O-ring (Ortho-technology, USA)
. Nickel-titanium open coil springs, diameter 0,03 inch (Ortho-technology,

USA)

. Wire tipe nickel-titanium, round dengan diameter 0,016 inch (Ortho-

technology, USA)



3.7.2 Alat Penelitian
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah:
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Kandang pemeliharaan hewan coba (Lion Star, Indonesia)
Tempat makan dan minum hewan coba (Lion Star, Indonesia)
Welding machine (Dental room)

Tabung spittoon (Lion Star, Indonesia)

Timbangan digital (Lucky, Indonesia)

Syringe (Pro-Ject, Indonesia)

Gelas ukur (Pyrex, Japan)

Beaker glass (Pyrex, Japan)

Blade Scalpel (Dentica, USA)

Scalpel (Dentica, USA)

Alat potong tulang/knable tang (Yamaco, Japan)

Pinset anatomi (Dentica, USA)

Botol untuk dekalsifikasi (Lion Star, Indonesia)
Mikrotom (Roundfin, China)

Waterbath (Roundfin, China)

Paraffin dispenser (Roundfin, China)

Base mould (Vision, Indonesia)

Cold plate (Lytron, USA)

Slide warmer (Tissue-tek, Japan)
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Mikroskop Binokuler (Olympus photo slide BX51 with Cam DP71 12 mpx)

Kamera Optilab® (Adition advance plus,

Oven (Memmert, Germany)

Object glass dan Deck glass (Sail Brand, China)
Sarung tangan dan masker (Sensi Gloves, Indonesia)
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3.8 Konversi Perhitungan Dosis
Dosis seduhan kopi pada manusia adalah 1 sendok makan kopi bubuk sebesar

10 gr dilarutkan dengan 150 ml air/ 1 cangkir. Selanjutnya seduhan kopi dibuat
menjadi seduhan kopi kering atau Freeze Dried Ekstract didapatkan berat sebesar
2,27 qr.
Penghitungan konversi dosis :
Nilai konstanta konversi dosis dari manusia (70 kg) ke marmut (400 gr) adalah 0,031
Dosis pada marmut = berat seduhan kopi kering x 0,031

=2,27 grx 0,031

=0,07037 gr/400 gr BB

~ 0,07 gr/400gr BB

Jika BB marmut 500 gr, maka :

Dosis pada marmut =500 gr x 0,07 gr
400 gr
= 0,0875 gr/hari
= 87,5 mg/hari

Jadi kopi yang diberikan pada satu hewan coba sebanyak 87,5 mg/hari yang
kemudian dilarutkan dalam 3 ml aquades steril.

3.9 Prosedur Penelitian

3.9.1 Persiapan Ethical Clearance
Keterangan kelaikan etik penelitian yang diproses agar peneliti dapat
melakukan penelitian dengan serangkaian kegiatan pada hewan coba.
Keterangan kelaikan etik penelitian ini dikeluarkan oleh Komisi Etik Penelitian
Kesehatan, Fakultas  Kedokteran  Universitas Jember, nomor
1150/H25.1.11/KE/2017.
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3.9.2 Persiapan Hewan Coba
Hewan coba dilakukan aklimatisasi selama satu minggu sebelum diberikan
perlakuan untuk proses adaptasi dengan tempat tinggal dan makanan. Marmut
diberi makanan berupa pakan standart merek turbo serta air minum aquades.
Sebelum dilakukan perlakuan tiap marmut ditimbang berat badannya dan
diamati kesehatannya meliputi gerakan, berat badan, pola makan dan minum.
Berat badan hewan coba ditimbang dengan menggunakan timbangan digital
sampai memenuhi 500 gram per ekor. Hal ini bertujuan untuk memperoleh
keseragaman dalam melakukan penelitian selain itu marmut dengan berat badan
tersebut lebih lebih kuat dan tidak mudah sakit apabila diberikan perlakuan

seperti aplikasi gaya ortodonti.

3.9.3 Pembagian Kelompok Perlakuan
Hewan coba yang sudah diadaptasikan akan dikelompokkan menjadi 4
kelompok, yaitu:

a. Kelompok A (5 ekor) merupakan kelompok kontrol yang diberi induksi gaya
mekanis berupa pemasangan braket ortodonti selama 2 minggu.

b. Kelompok B (5 ekor) merupakan kelompok kontrol yang diberi induksi gaya
mekanis berupa pemasangan braket ortodonti selama 3 minggu.

c. Kelompok C (5 ekor) merupakan kelompok perlakuan yang diberi induksi
gaya mekanis berupa pemasangan braket ortodonti dan seduhan kopi robusta
selama 2 minggu.

d. Kelompok D (5 ekor) merupakan kelompok perlakuan yang diberi induksi
gaya mekanis berupa pemasangan braket ortodonti dan seduhan kopi robusta

selama 3 minggu.

3.9.4 Persiapan Seduhan Kopi
Bahan seduhan kopi diperoleh dari kopi bubuk robusta yang diproduksi oleh

PTPN X Jember. Dosis seduhan kopi pada manusia adalah 1 sendok makan
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kopi bubuk sebesar 10 gram dilarutkan dalam 150 ml air/1 cangkir. Selanjutnya
seduhan kopi dibuat menjadi seduhan kopi kering (Freeze Dried Ekstract).

Tahapan pembuatan (Freeze Dried Ekstract) dalam penelitian ini adalah

sebagai berikut ;

a. Melarutkan 10 gram bubuk kopi dalam 150 ml aquades panas/mendidih,
b. Mengaduk larutan hingga homogen,

c. Menyaring larutan dengan kertas saring,

d. Mengeringkan filtrat dengan menggunakan freeze dryer,

e. Menimbang berat ekstrak kering yang didapatkan dari proses pengeringan

dan diperoleh berat sebesar 2,27 g.

3.9.5 Persiapan Braket Ortodonti

Braket ortodonti untuk hewan coba marmut (Cavia cobaya) jantan dibuat
dengan full tehnique bracket, yaitu matrix band dengan lebar 2,5 mm dipotong
selanjutnya braket diwelding menggunakan welding machine di tengah — tengah
matrix band kemudian dilingkarkan dengan diameter £ 3mm (sesuai dengan gigi

marmut) dan diwelding kembali pada 2 titik.

Matrix band Braket ortodonti

Gambar 3.2 Braket ortodonti yang telah diwelding pada matrix band.

3.9.6 Cara Kerja Penelitian
1. Pemasangan Braket Ortodonti
Pemasangan braket ortodonti dilakukan menggunakan anestesi. Marmut

diletakkan pada meja untuk melakukan pemasangan braket ortodonti.
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Sebelumnya insisal gigi antagonis marmut dipotong 2 mm agar saat oklusi
gigi antagonis tidak berkontak dengan braket sehingga braket tidak mudah
lepas. Braket ortodonti yang telah di welding kemudian diinsersikan ke gigi
insisif kanan dan kiri RB marmut, jika telah sesuai dilakukan fiksasi
menggunakan glass ionomer tipe I. Selanjutnya, nickel-titanum (NiTi) wire
diameter 0,016 inch tipe round dipotong 1 cm setelah itu dimasukan ke slot
braket dan diligasi pada satu sisi menggunakan elastomeric O-ring.
Kemudian nickel-titanum (NiTi) open coil springs diameter 0,03 inch
diinsesikan pada wire. Setelah itu dikompres 60% (52,5 gram) diligasi pada
sisi lainya. Selanjutnya sisa wire dipotong dan sisi distal gigi insisif kanan
dan kiri RB marmut diberi semen agar tidak melukai jaringan lunak di

sekitarnya.

| \T,

NiTi coil springs
\R | Elastomeric O-ring
Braket ; L 4

Matrix band ‘/

NiTi-wire

Gambar 3.3 Pemasangan braket ortodonti pada gigi insisif kanan dan kiri RB marmut

2. Pemberian Seduhan Kopi
Seduhan kopi kering bubuk yang telah disiapkan sesuai penghitungan dosis,
diletakkan pada tabung spitton yang telah diberi label nomor sampel hewan

coba, berat badan hewan coba, dan dosis. Satu persatu seduhan kopi kering
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bubuk dilarutkan dengan 3 ml aquades dan diaduk rata. Selanjutnya

diberikan kepada kelompok marmut perlakuan dengan cara sondase pada

lambung marmut supaya penyerapan kopi dalam tubuh lebih optimal.

Sondase seduhan kopi pada marmut dilakukan setiap hari pada sore hari

selama 14 dan 21 hari tanpa pembiusan.

3. Pengambilan Jaringan Penelitian

Hewan coba dari semua kelompok dieuthanasia pada hari ke 15 untuk

kelompok A dan C, dan pada hari ke 22 untuk kelompok B dan D dengan

cara dibius dengan menggunakan ketamin dengan dosis 45 mg/kgBB

marmut (Mannes, 2005). Pengambilan jaringan dilakukan dengan

menggunakan knable tang dan scalpel pada bagian anterior rahang atas.

Jaringan yang diambil untuk penelitian harus segar artinya, jaringan diambil

secepat mungkin setelah hewan coba dieuthanasia (Muntiha, 2001).

4. Pembuatan Preparat Jaringan

a. Perendaman Jaringan dengan Larutan Buffered Neutral Formalin
(BNF) 10%
Jaringan yang sudah terambil, dilakukan fiksasi dengan menggunakan
larutan BNF 10% untuk mengawetkan jaringan agar terhindar dari
pencernaan jaringan oleh enzim-enzim (otolisis) atau bakteri dan
untuk melindungi struktur fisik sel dan mempertahankan morfologi sel
seperti semula. Bahan pengawet yang digunakan adalah larutan
formalin 10% (Muntiha, 2001). Fiksasi jaringan dilakukan selama
minimal 24 jam (Santoso, 2006).

b. Perendaman dalam Larutan Dekalsifikasi
Setelah jaringan direndam dalam larutan BNF 10%, selanjutnya
dilakukan proses dekalsifikasi dengan tujuan untuk menghilangkan
garam-garam kalsium dari jaringan tulang sehingga tulang menjadi
lunak, dan memudahkan proses pemotongan. Dekalsifikasi hanya bisa

dilakukan apabila jaringan difiksasi dengan sempurna. Dekalsifikasi
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dilakukan dengan memakai larutan asam formiat 10% selama 7 hari.
Setelah proses dekalsifikasi selesai ditandai bahwa jaringan sudah
lunak dan siap untuk proses selanjutnya yaitu proses pembuatan
preparat. Jaringan dibersihkan pada air mengalir selama 1,5 jam
dengan tujuan untuk menghilangkan larutan dekalsifikasi yang tersisa
(Muntiha, 2001).

Proses Pembuatan Preparat Histologi

Setelah proses dekalsifikasi dilakukan, maka dilakukan pemrosesan
jaringan yang berfungsi untuk mempersiapkan jaringan sebelum
dilakukan penyayatan dengan menggunakan mikrotom. Tahapan
pemrosesan jaringan adalah sebagai berikut :

1) Dehidrasi

Dehidrasi merupakan penarikan air dari dalam jaringan dengan
menggunakan alkohol konsentrasi rendah ke tinggi/bertingkat
(Syafriadi, 2008). Tahapan dehidrasi dilakukan dengan memasukkan
jaringan ke dalam larutan alkohol 70% selama 2 jam, alkohol 80%
selama 2 jam, alkohol 95% selama 2 jam, selanjutnya jaringan
dimasukkan ke dalam 3 wadah berisi alkohol 96% masing-masing
selama 2 jam (Anondo, 2015).

2) Clearing

Clearing merupakan proses penjernihan jaringan menggunakan bahan-
bahan clearing vyaitu xylol (Syafriadi, 2008). Tahapan clearing
dilakukan dengan memasukkan jaringan ke dalam xylol yang berisi
dalam 3 wadah masing masing selama 1 jam, 1 jam dan 2 jam
(Anondo, 2015).

3) Impregnasi

Impregnasi merupakan proses infiltrasi bahan embedding ke dalam
jaringan (Syafriadi, 2008). Caranya yaitu jaringan dibungkus dengan

kertas saring yang sudah diberi label untuk menghindari kekeliruan
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identitas sampel. Kemudian dimasukkan ke dalam bahan embedding
yaitu paraffin solid 60°C selama 2 jam dan dilakukan pengulangan
sebanyak 2 kali (Anondo, 2015).

4) Embedding

Embedding merupakan proses penanaman jaringan ke dalam suatu
bahan embedding. Tahapan embedding dilakukan dengan cara
menyiapkan base mould dan kaset pada suhu 60°C, tekan kran paraffin
dispenser pada base mould sampai volumenya cukup, masukkan
spesimen jaringan ke dasar base mould dengan menggunakan pinset,
letakkan kaset diatas base mould yang sudah terisi spesimen jaringan,
letakkan base mould yang sudah terisi pada cold plate, tunggu 2-4
menit dan base mould akan berbunyi “klik” kemudian letakkan kaset
dengan base mould dan blok paraffin siap untuk dilakukan penyayatan
(Anondo, 2015).

5) Pemotongan Jaringan dengan Mikrotom

Blok paraffin yang sudah mengandung spesimen jaringan, kemudian
dipotong dengan menggunakan mikrotom dengan ketebalan 5 pm.
Potongan transversal diperoleh dengan pemotongan dari arah koronal
menuju apikal gigi insisivus marmut. Potongan tersebut diletakkan
secara hati-hati di atas permukaan air dalam waterbath bersuhu 46°C,
pada kesempatan ini, bentuk irisan dirapikan kemudian diletakkan di
atas objek glass yang telah diolesi meyer egg albumin. Objek glass
dimasukkan pada slide warmer bersuhu 47°C sampai siap untuk
diwarnai (Anondo, 2015).

6) Pewarnaan Tricrhome Mallory

Sediaan dilakukan deparafinisasi dengan menggunakan larutan
clearing yaitu sediaan dimasukkan ke dalam xylol dalam 3 wadah
masing-masing selama 3 menit. Kemudian dilakukan rehidrasi yaitu
sediaan dimasukkan ke dalam alkohol bertingkat (100%, 90%, 70%)
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masing-masing selama 3 menit dan kemudian dicuci dengan air
mengalir. Object glass direndam ke dalam larutan Mallory 1 yang
berisi acid fuchsine 0,5 gram dan aquades 100 cc selama 3 menit
kemudian dicuci dengan air mengalir. Object glass kemudian
direndam ke dalam larutan Mallory 2 yang berisi Phosphomolibdic
acid 1 gram dan aquades 100 cc selama 5 menit kemudian dicuci
dengan air mengalir. Object glass kemudian direndam ke dalam
larutan Mallory 3 yang berisi aniline blue 0,5 gram, orange G 2,0
gram, oxalic acid 1,0 gram dan aquades 100 cc selama 2 menit
kemudian dicuci dengan air mengalir. lIrisan jaringan dilakukan
dehidrasi dengan alkohol bertingkat 70%, 95%, dan 100%, selanjutnya
dikeringkan. Proses clearing pada jaringan dengan cara direndam
dalam xylol, tiga kali dalam wadah yang berbeda masing-masing
selama 3 menit. Proses mounting menggunakan Canada balsam dan
ditutup dengan gelas penutup (Ardhiyanto, 2007).
5. Pengamatan dan Penghitungan Kepadatan Sabut Kolagen
Pengamatan preparat histologis dilakukan dengan mikroskop binokuler oleh
tiga pengamat. Pertama-tama menentukan daerah tarikan ligamen
periodontal menggunakan perbesaran 40x, selanjutnya menentukan daerah
yang diamati pada daerah 3 lapangan pandang menggunakan perbesaran
400x, yaitu dimulai dari puncak alveol daerah tarikan kemudiaan ke arah
apikal sampai diperoleh 3 lapang pandang. Hasil pengamatan kemudian
difoto menggunakan kamera Optilab. Untuk menghitung kepadatan sabut
kolagen pada sediaan foto preparat, diamati dengan Adobe Photoshop CS
6.0. Aplikasi Adobe Photoshop CS 6.0. digunakan untuk mengukur
kepadatan sabut kolagen yang terbentuk dengan cara membedakan serapan
warna RGB (Red, Green, Blue). Warna serapan untuk sabut kolagen adalah
warna biru. Kepadatan sabut kolagen yang diteliti dapat dilihat dari nilai

mean warna biru yang menggambarkan jumlah piksel, resolusi, dan
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intensitas warna biru tersebut. Setelah setiap 3 lapang pandang dari setiap
foto dihitung kepadatan sabut kolagennya, kemudian dihitung nilai rata-rata
dari setiap kelompok. Selanjutnya hasil perhitungan dari masing — masing
pengamat juga dihitung nilai rata — rata untuk meminimalkan terjadinya bias
(Aulia, 2014). Perhitungan dilakukan dengan tujuan membandingkan
gambaran histologis sabut kolagen antara kelompok kontrol dan perlakuan.
Gambaran pada kelompok kontrol digunakan sebagai indikator menentukan
ada tidaknya peningkatan kepadatan sabut kolagen.
6. Tahap Penggunaan Software Adobe Photoshop CS 6.0
Tahap pengukuran kepadatan sabut kolagen menggunakan software Adobe
Photoshop CS 6.0 adalah sebagai berikut (Lampiran E):
a. Preparat difoto dengan kamera Optilab dengan perbesaran 400x. Foto-
foto tersebut kemudian disimpan.
b. Membuka program Adobe Photoshop CS 6.0.
c. Buka file foto yang sudah disimpan.
d. KIik menu image, pilih submenu histogram.
e. Klik channel Blue, maka nilai mean akan tampak. Nilai mean ini
merupakan piksel, resolusi, dan intensitas yang menandakan kepadatan
sabut kolagen (warna biru) (Aini, 2014).
3.10 Analisis Data
Data hasil penelitian ini akan diuji normalitasnya menggunakan uji Shapiro
Wilk dan diuji homogenitasnya dengan uji Levene dengan nilai signifikansi 95%
(p>0,05). Jika data berdistribusi normal dan homogen maka dapat dilanjutkan uji
statistik parametrik yaitu uji One-way Anova yang merupakan uji parametrik lebih
dari 2 sampel bebas untuk menganalisa rata — rata hasil penelitian. Apabila hasilnya
bermakna dilanjutkan dengan uji beda lanjut (pos hoc test) yaitu Least Significant
Difference (LSD) untuk mengetahui lebih lanjut perbedaan antar kelompok
perlakuan, jika hasilnya tidak bermakna dilakukan uji statistik non-parametrik yaitu
Kruskal-Wallis (Notoatmojo, 2002).



3.11 Alur Penelitian

20 ekor marmut

A
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Di adaptasikan dengan lingkungan kandang dan makanan

selama 1 minggu

A 4

Pemasangan braket ortodonti pada kelompok kontrol dan perlakuan

v

v

Kelompok A :
Kelompok alat
ortodonti 2 minggu

Kelompok B :
Kelompok alat
ortodonti 3 minggu

v

v

Kelompok C :
Kelompok alat
ortodonti dan kopi 2
minggu

Kelompok D :
Kelompok alat
ortodonti dan kopi 3
minggu

v

Dieuthanasia dengan cara dibius menggunakan

ketamin pada hari ke 15 dan 22 hari

v

Pengambilan gigi insisiv kiri dan kanan RB serta jaringan periodontal

v

Fiksasi dengan larutan Buffer Neutral Formalin 10% selama 24 jam

v

Proses dekalsifikasi dengan asam formiat 10% selama 7 hari

!

Pemrosesan jaringan histologi : dehidrasi — clearing —
impregnasi — embedding — penyayatan jaringan dengan

mikrotom — pewarnaan Trichrome Mallory

'

Penghitungan kepadatan sabut kolagen ligamen periodontal

'

Analisis Data

Gambar 3.4 Kerangka konsep penelitian.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa
pemberian seduhan kopi robusta dapat meningkatkan kepadatan sabut kolagen
ligamen periodontal daerah tarikan pada gigi marmut (Cavia cobaya) jantan yang
diinduksi gaya mekanis ortodonti. Semakin lama waktu perlakuan semakin besar

peningkatan kepadatan sabut kolagen.

5.2 Saran

5.2.1 Perlu dilakukan peningkatan Kketelitian dalam proses pembuatan jaringan
histologi agar tidak terjadi kesalahan selama pemrosesan jaringan.

5.2.2 Perlu dilakukan evaluasi dalam menghitung kepadatan sabut kolagen ligamen
periodontal di daerah tarikan menggunakan metode lain.

5.2.3 Perlu dilakukan pemberian induksi gaya mekanis ortodonti dan dosis kopi yang
bervariatif untuk mengetahui pengaruhnya masing — masing terhadap kepadatan

sabut kolagen.
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Lampiran D. Penghitungan Konversi Dosis Manusia ke Marmut
TABEL KONVERSI PERHITUNGAN DOSIS
(LAURENCE & BACHARACH, 1964)
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a70kg

Mencit | Tikus | Marmot | Kelinci | Kucing | Kera | Anjing | Manusia
20gr | 200gr | 400gr | 1.5kg | 2kg | 4kg | 12kg | 70kg
Mencit 1.0 7.0 1225 278 207 | 64.1 | 1242 | 3879
20 gr
" Tikus 0.14 1.0 1.74 39 42 92 | 17.8 56.0
200 gr
Marmot | 0.08 0.57 1.0 2.25 24 52 | 102 31.5
400 gr
Kelinci | 0.04 0.25 0.44 1.0 108 | 24 45 142
1.5kg
Kucing | 0.03 0.23 0.41 0.92 1.0 22 4.1 13.0
2 kg
Kera | 0.016 | 0.11 0.19 0.42 0.45 1.0 19 6.1
4 kg
Anjing | 0.008 | 0.06 0.1 0.22 024 | 052 1.0 3.1
12 kg
Manusi | 0.0026 | 0.018 | 0.031 0.07 | 0.076 | 0.16 | 0.32 1.0
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Lampiran E. Pengukuran Kepadatan Sabut Kolagen

Tahap pertama adalah membuka gambaran histologis sabut kolagen yang sebelumnya
telah difoto menggunakan optilab pada aplikasi Adobe Photoshop CS 6.0. Selanjutnya
dalam panel Histogram memilih channel Blue untuk melihat data histogram berupa
mean. Tanda panah merupakan nilai mean yang menunjukkan kepadatan sabut
kolagen dalam satuan piksel.
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B. Kontrol 3 Minggu
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C. Perlakuan Kopi 2 Minggu
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D. Perlakuan Kopi 3 Minggu
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Lampiran F. Hasil Penghitungan Kepadatan Sabut Kolagen di Daerah Tarikan

Kelompok A ( Kontrol 2 Minggu )

Marmut Pengamat 1 Pengamat 2 | Pengamat 3 | Rata-Rata
Lapang 102,18 101,81 99,02 101,00
pandang 1
Lapang 101,78 101,85 102,53 102,05
Al pandang 2
Lapang 94,23 93,43 92,65 93,44
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 98,83
Pengamat1l = Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
Lapang 102,51 102,12 102,50 102,38
pandang 1
Lapang 101,21 100,72 100,11 100,68
A2 pandang 2
Lapang 101,65 101,66 101,76 101,69
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 101,58
Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
A3 Lapang 102,19 101,92 102,15 102,09
pandang 1
Lapang 107,22 107,39 107,53 107,38
pandang 2
Lapang 105,52 105,40 104,85 105,26
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 104,91
Pengamat 1 Pengamat 2 | Pengamat 3 Rata-Rata
Ad Lapang 94,80 94,90 94,87 94,86
pandang 1
Lapang 109,19 109,22 109,32 109,24
pandang 2
Lapang 102,15 102,27 102,33 102,25
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 102,12



Kelompok B ( Kontrol 3 Minggu )
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Marmut Pengamat 1 Pengamat2 | Pengamat3 @ Rata-Rata
Lapang 94,93 94,94 95,12 94,10
pandang 1
Lapang 102,19 101,62 101,47 101,76
Bl pandang 2
Lapang 98,57 97,15 96,71 97,48
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 97,78
Pengamat1l = Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
Lapang 102,08 102,16 102,16 102,13
pandang 1
Lapang 104,13 104,19 104,43 104,25
B2 pandang 2
Lapang 103,22 102,40 103,38 103,00
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 103,13
Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
B3 Lapang 107,70 107,79 107,76 107,75
pandang 1
Lapang 98,46 98,18 98,64 98,43
pandang 2
Lapang 107,46 107,33 107,48 107,42
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 104,53
Pengamat1l = Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
Lapang 108,03 107,94 108,02 107,10
pandang 1
Lapang 98,86 99,43 99,39 99,27
B4 pandang 2
Lapang 103,55 104,18 103,64 103,79
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 103,39
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Pengamat 1 Pengamat 2 | Pengamat 3 Rata-Rata
B5 Lapang 118,23 118,22 118,36 118,27
pandang 1
Lapang 107,09 107,31 107,45 107,28
pandang 2
Lapang 119,12 119,10 120,01 119,41
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 114,99
Kelompok C ( Perlakuan Kopi 2 Minggu )
Marmut Pengamat1l | Pengamat2 @ Pengamat3 | Rata-Rata
Lapang 123,18 123,22 123,42 123,27
pandang 1
Lapang 123,22 123,45 123,56 123,41
C1 pandang 2
Lapang 122,56 122,62 122,98 122,72
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 123,13
Pengamat1l = Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
Lapang 128,17 128,81 129,00 128,66
pandang 1
Lapang 150,75 150,93 151,01 150,10
C2 pandang 2
Lapang 121,00 121,22 121,05 121,09
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 133,28
Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
C3 Lapang 135,27 135,03 135,42 135,24
pandang 1
Lapang 137,37 137,05 135,31 136,58
pandang 2
Lapang 134,13 134,62 134,04 134,26

pandang 3
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Rata — rata keseluruhan 135,36
Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
Lapang 139,66 139,74 139,91 139,77
pandang 1
Lapang 144,55 144,86 144,94 144,78
C4 pandang 2
Lapang 141,39 141,60 141,47 141,49
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 142,01
Pengamat 1 Pengamat 2 | Pengamat 3 Rata-Rata
C5 Lapang 133,26 133,42 133,63 133,44
pandang 1
Lapang 121,03 121,01 121,04 121,03
pandang 2
Lapang 140,65 140,68 140,77 140,70
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 131,72



Kelompok D ( Perlakuan Kopi 3 Minggu )
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Marmut Pengamat 1 Pengamat2 | Pengamat3 @ Rata-Rata
Lapang 176,56 179,47 179,56 178,53
pandang 1
Lapang 179,23 179,56 179,15 179,31
D1 pandang 2
Lapang 180,99 180,80 180,82 180,87
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 179,57
Pengamat1l = Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
Lapang 183,00 183,18 183,11 183,10
pandang 1
Lapang 182,40 182,02 182,13 182,18
D2 pandang 2
Lapang 183,08 183,13 183,26 183,16
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 182,81
Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
D3 Lapang 193,93 194,00 194,19 194,04
pandang 1
Lapang 193,31 193,48 193,50 193,43
pandang 2
Lapang 192,48 192,52 192,57 192,52
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 193,33
Pengamat1l = Pengamat 2 Pengamat 3 Rata-Rata
Lapang 180,19 180,86 180,95 180,67
pandang 1
Lapang 177,57 176,99 178,92 177,83
D4 pandang 2
Lapang 182,37 182,77 182,88 182,67
pandang 3
Rata — rata keseluruhan 180,39




Lampiran G. Analisis Data

Uji Normalitas Shapiro-wilk
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Shapiro-ivilk
Sampe| Statistic df S,
Kepadatan  Kontrol 2 minggu 97 1 045
Kopi 2 minggu 470 ] a7h
Kantral 3 minggu a7 i 00
Kopi 3 minggu 803 4 07
a. Lilliefors Significance Carrection
* This is a lower bound of the true significance.
Uji Homogenitas Levene
Test of Homogeneity of Yariances
kenadatan
Levene
Statiztic df df2 Sid.
311 3 13 817
Uji One-way Anova
ANOVA
kenadatan
Sum of
Sguares df Mean Sguare F Sig.
Betwaen Groups 17272062 3 5757.354 | 154.815 .00o
wiithin Groups 4873.452 13 47.189
Total 17755.514 16




Uji LSD ( Least Significance Difference)

Multiple Comparisons
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kKepadatan
LeD
95% Confidence Interval
Mean
Difference (-
(i Sampel 11 Sampel 1) Std. Errar Sin. Lower Bound | Upper Bound
Kontrol 2 minggy  Kopi 2 minggu -31 32667 4453453 .ooo -40.9479 -21.7054
Kontral 3 minggu -2.99067 4453453 A14 -126119 B.6306
Kopi 3 minggu -82.25167 4 B5TE1 000 -92.3138 -72.18485
Kopi 2 minggu Kontral 2 minggu 3132667 4453453 .ooo 21.70454 4094749
Kontral 3 minggu 28 33600° 385687 .ooo 20,0037 J6.66E3
Kopi 3 rminggu -A50.82500° 409083 000 -59.76E2T -42 0873
Kontrol 3 minggu Kontrol 2 minggu 2.99067 4453453 A14 -B.6306 1261149
Kopi 2 minggu -28.33600° 385687 .ooo -3B.6683 -20.0037
Kopi 3 minggu -79.26100° 409083 .0oon -88.0887 -70.4233
Kopi 3 minggu Kontrol 2 minggu 8225167 4 65761 .ooo 721845 023138
Kopi 2 minggu s0.92500° 409083 .ooo 420873 a9 TEIT
Kontral 3 minggu 79.26100 409033 000 T0.4233 28.09av

* The mean difference is significant at the 0.04 level.
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Lampiran H. Gambaran Histologis Sabut Kolagen

A. Kelompok Kontrol 2 Minggu
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Lampiran I. Gambaran Klinis Gigi Insisif Marmut

Kelompok kontrol 2 minggu.
Jarak antar gigi insisif = 2,55 mm

Kelompok perlakuan 2 minggu.
Jarak antar gigi insisif = 3,75 mm

Kelompok kontrol 3 minggu.
Jarak antar gigi insisif = 2,75 mm

Kelompok perlakuan 3 minggu.
Jarak antar gigi insisif = 4,25 mm




Lampiran J. Tahapan Pemasangan Alat Ortodonti

1. Insisal gigi antagonis

marmut dipotong 2 mm
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2. Insersi braket ortodonti pada

insisif kanan dan kiri RB marmut

4. NiTi wire round 0,016 inch
dimasukan ke slot braket

3. Fiksasi dengan

glass ionomer tipe 1
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5. Insesrsi NiTi open coil springs

0,03 inch pada wire dan ligasi pada 6. Kompres NiTi open coil

springs 60% (52,5 gram)

e

satu sisi dengan elastomeric O-ring

8. Pemotongan sisa wire 7. Ligasi pada sisi lainnya dengan

elastomeric O-ring

»
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9. Pemberian semen pada insisif kanan
dan kiri RB marmut agar tidak melukai

jaringan lunak disekitarnya




Lampiran K. Bahan dan Alat Penelitian

A. Bahan Penelitian
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Keterangan :

1. Hewan coba marmut (Cavia cobaya) jantan

2. Asam formiat 10%

3. Trychrome Mallory 1, 2, 3 (dari kiri ke kanan)
4. NiTi wire round, diameter 0,016 inch

5. Matrix band

Elastomeric O-ring

NiTi open coil springs,
diameter 0,03 inch

Braket ortodonti

Glass ionomer type 1



B. Alat Penelitian
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Keterangan :

ok~ w DN e

Welding machine
Waterbath

Slide warmer
Mikrotom
Matrix band

© © N o

JeLab Aid Ultra

Filling cabinet

Oven mermmet
Mikroskop binokuer
Kamera optilab




