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MOTTO 

 

“Sesungguhnya dibalik kesulitan ada kemudahan. Maka apabila engkau telah 
selesai dari suatu urusan, tetaplah bekerja keras untuk urusan yang lain, dan hanya 

kepada Tuhanmulah hendaknya kamu berharap”. 

(Q.S Al-Insyiroh : 6-8) *)1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
*) Departemen  Agama Republik Indonesia. 2013. Al-Quran dan Terjemahannya. 
Solo: PT Tiga Serangkai Pustaka Mandiri 
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RINGKASAN 

Seduhan Kopi Robusta Spray Drying Meningkatkan Viabilitas Monosit  yang 

Dipapar Streptococcus  Mutans  secara In Vitro; Fiftiani Syarah, 

151610101123; 2019; 57 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

 Monosit  berperan sebagai sel fagositik  yang mengenal dan menangkap 

antigen.  Monosit  melakukan  respon  pertahanan  melalui  respiratory  burst  yang 

menghasilkan produk radikal bebas yaitu Reactive Oxygen Spesies (ROS).  ROS 

yang berlebih dapat menyebabkan peroksidasi lipid pada ikatan lemak membran 

sel yang dapat mengakibatkan rusaknya struktur membran dan berdampak secara 

langsung  terhadap  kemampuan  sel  untuk  mempertahankan  hidup,  tumbuh  dan 

berkembang (viabilitas). Kerusakan sel dapat berhenti jika reaktivitasnya diredam 

oleh  antioksidan.  Antioksidan  secara  alami  dapat  ditemukan  pada  kopi,  dan 

antioksidan yang  terkandung  dalam  kopi  merupakan yang  paling  tinggi  bila 

dibandingkan  dengan  teh,  coklat  dan  wine  dalam  sekali  seduh.  Kopi  melalui 

berbagai  proses  pengolahan  sebelum  dapat  dikonsumsi  yang  dapat  berpengaruh 

terhadap kandungan antioksidannya. Kopi robusta yang diolah secara spray 

drying  memiliki  kandungan  antioksidan  yang  tinggi  daripada  kobi  bubuk  biasa. 

Tujuan  penelitian  ini  untuk  mengkaji  efek  seduhan  kopi  robusta  spray  drying 

terhadap viabilitas monosit in vitro. 

 Jenis penelitian ini adalah experimental laboratories in vitro dengan 

rancangan  penelitian  the  post  test  only  control  group  design.  Obyek  penelitian 

adalah  isolat  monosit  vena  perifer  orang  sehat.  Penelitian  dilakukan  pada  bulan 

September-Desember 2018 di Laboratorium Bioscience RSGM Universitas 

Jember.  Terdapat  6  kelompok  pada  penelitian  ini, kelompok  kontrol  negatif 

(monosit), kontrol positif (monosit + S.mutans), perlakuan I (monosit + seduhan 

kopi bubuk biasa), perlakuan II (monosit + seduhan kopi bubuk biasa + S.mutans), 

kelompok  perlakuan  III  (monosit  +  seduhan  kopi  spray  drying),  perlakuan  IV 

(monosit  +  seduhan  kopi  pray  drying  +  S.mutans).  Metode  pengujian  viabilitas 

dengan menggunakan trypan blue, sel yang menyerap warna biru sebagai sel yang 

non-viable dan sel yang tidak menyerap warna biru sebagai sel viable. Parameter 
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yang digunakan dalam penelitian ini adalah menghitung persentase monosit yang 

viable dengan jumlah seluruh sel monosit. Hasil data perhitungan viabilitas 

monosit  yang  telah  didapatkan  dilanjutkan  uji  analisis  statistik.  Uji  normalitas 

menggunakan  uji  Shapiro  Wilk,  uji  homogenitas  menggunakan  Levene  Tes  dan 

dilanjutkan uji parametri One-Way Anova dan Least Significant Difference. 

Hasil perhitungan viabilitas monosit menunjukkan urutan kelompok yang 

memiliki viabilitas monosit dari yang tertinggi adalah kelompok monosit, monosit 

+ kopi spray drying, monosit + kopi bubuk biasa, monosit + kopi spray drying + 

S.mutans, monosit + kopi bubuk biasa + S.mutans, dan kelompok yang memiliki 

viabilitas  terendah  adalah  kelompok  monosit  +  S.mutans.  Hasil  analisis  data 

statistik menunjukkan bahwa terdapat perbedaan bermakna pada seluruh 

kelompok.  Hasil  analisis  statistik  lanjutan  menunjukkan  adanya  perbedaan  yang 

signifikan  antara  kelompok  kontrol  positif  dengan  seluruh  kelompok  yang  lain 

kecuali  dengan  kelompok  monosit  +  kopi  bubuk biasa  +  S.mutans.  Hal  ini 

menunjukkan bahwa monosit yang diinkubasi seduhan kopi robusta spray drying 

dengan konsentrasi 1,5% dipapar S.mutans  dapat meningkatkan viabilitas 

monosit.  Pada  kelompok  monosit  +  kopi  bubuk  biasa  +  S.mutans  tidak  ada 

perbedaan yang signifikan dengan kelompok kontrol  hal ini menunjukkan bahwa 

seduhan  kopi  bubuk  biasa  dengan  konsentrasi  1,5%  tidak  dapat  meningkatkan 

viabilitas monosit. Berdasarkan hasil tersebut dapat disimpulkan bahwa seduhan 

kopi  robusta  spray  drying  dapat  meningkatkan  viabilitas  monosit  yang  dipapar 

S.mutans secara in vitro. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Streptococcus mutans (S. mutans) merupakan salah satu bakteri penyebab 

adanya  plak  di  permukaan  gigi,  gingivitis,  denture  stomatitis  dan  bakteri  utama 

yang dapat menyebabkan kerusakan gigi (Liantari, 2014; Fatmawati, 2011; 

Namboodiripad  dan  Kori,  2009).  Menurut  Riskesdas  (2013),  jumlah  kerusakan 

gigi  meningkat  dari 43,4%  pada  tahun  2007  menjadi  53,2%  pada  tahun  2013. 

Kerusakan  gigi  bermula  dari  adanya  demineralisasi  jaringan  keras  gigi  dan  jika 

dibiarkan bakteri dapat menginvasi ke dalam pulpa (Gutomo dan Kristanti, 2011). 

Saat terjadinya invasi bakteri, akan merangsang respon inflamasi oleh sel 

pertahanan  tubuh  non  spesifik  salah  satunya  adalah  monosit  (Baratawidjaja  dan 

Rengganis, 2013). 

 Monosit merupakan salah satu leukosit yang berperan sebagai sel 

fagositik  yang  mengenal  dan  menangkap  antigen.  Monosit  melakukan  respon 

pertahanan  menggunakan  oksigen  dengan jumlah  besar  (respiratory  burst)  yang 

menghasilkan produk Reactive Oxygen Spesies (ROS) termasuk anion 

superoksida, hidrogen peroksida dan hidroksil radikal (Birben, 2012; 

Baratawidjaja dan Rengganis, 2013; William dan Wilkins, 2009).  

 ROS  merupakan  salah  satu  jenis  radikal  bebas yang  akan menarik 

elektron dari senyawa  di sekelilingnya dan akan merubah senyawa tersebut 

menjadi  radikal  bebas  yang  baru  (chain  reaction)  (Sayuti  dan  Yenrina,  2015). 

ROS dalam konsentrasi rendah hingga sedang dibutuhkan dalam proses fisiologis, 

namun pada kondisi berlebih dapat menyebabkan terjadinya stres oksidatif yang 

akan  mengakibatkan  kerusakan  struktur  sel  (Birben  dkk.,  2012;  Astuti,  2008). 

ROS menyebabkan peroksidasi lipid pada ikatan lemak membran sel, kerusakan  

DNA  inti  sel,  dan  kerusakan  protein  (Sayuti  dan  Yenrina,  2015).  Kerusakan 

struktur membran akibat peroksidasi lipid yang terjadi akan berefek secara 

langsung terhadap fluiditas, struktur dan fungsi membran sel yang akan 

mengakibatkan menurunnya kemampuan sel untuk mempertahankan hidup, 
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tumbuh  dan  berkembang  (viabilitas).  Viabilitas  monosit  merupakan  faktor  yang 

sangat penting dalam proses pertahanan tubuh untuk merespon adanya 

mikroorganisme  yang  dapat  ditinjau  dari  keutuhan  membran  selnya.  Sel  yang 

tidak dapat mempertahankan hidupnya akan mengakibatkan kematian sel (Delita, 

2016;  Yuslianti,  2018;  Louis  dan  Siegel,  2011).  Kerusakan  sel  akibat  radikal 

bebas  dapat  berhenti  jika  reaktivitasnya  diredam  oleh  senyawa  yang  bersifat 

antioksidan (Sayuti dan Yenrina, 2015). 

Antioksidan  adalah  zat  alamiah  atau  sintetik  yang  berfungsi  mencegah 

atau  menunda  oksidasi  (Dorland,  2012).  Antioksidan  akan  mendonorkan  satu 

elektronnya  kepada  radikal  bebas  sehingga  menghentikan  chain  reaction  yang 

terjadi (Inggrid dan Santoso, 2014). Antioksidan secara alami bisa didapatkan dari 

makanan  dan  minuman  (Sayuti  dan  Yenrina,  2015). Salah  satu  minuman  yang 

memiliki kandungan antioksidan tinggi adalah kopi. Antioksidan yang terkandung 

dalam  kopi  merupakan  yang  paling  tinggi  bila  dibandingkan  dengan  teh,  coklat 

dan wine dalam sekali seduh (Yashin dkk., 2013). Kopi memiliki berbagai macam 

jenis, salah satunya adalah kopi robusta. Kopi robusta diketahui memiliki 

kandungan  antioksidan    yang  lebih  tinggi  daripada  kopi  arabika  (Farah,  2012). 

Senyawa antioksidan yang terkandung dalam kopi robusta antara lain asam 

klorogenat (polifenol) dan kafein (Yashin dkk., 2013).  

Kopi melalui berbagai proses pengolahan sebelum dapat dikonsumsi. 

Proses pengolahan kopi berpengaruh terhadap ketersediaan antioksidan 

(Yusmarini,  2011).  Salah  satu  hasil  pengolahan  biji  kopi  adalah  kopi  instan. 

Pengolahan kopi instan melalui tahapan roasting, grinding, ekstraksi, 

pengeringan,  dan  pengemasan.  Salah  satu  dari  proses  pengeringan  adalah  spray 

drying  yang  dapat  berpengaruh  terhadap  kadar  antioksidan  (Pastiniasih,  2012; 

Yashin dkk., 2013). Menurut penelitian Niseteo dkk. (2012), proses pengeringan 

spray drying dapat meningkatkan kadar antioksidan. Belum ada penelitian lebih 

lanjut  tentang  efek  seduhan  kopi  robusta  spray  drying  terhadap  sel  manusia. 

Berdasarkan  uraian  tersebut  peneliti  tertarik  untuk  meneliti  efek  seduhan  kopi 

robusta  spray  drying  terhadap  viabilitas  monosit  yang  dipapar  oleh  S.  mutans 

secara in vitro.  
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1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang di atas maka timbul permasalahan, yaitu 

bagaimana  efek  seduhan  kopi  robusta  spray  drying  terhadap  viabilitas  monosit 

yang dipapar Streptococcus mutans secara in vitro? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan  dari  penelitian  yang  dilakukan  adalah  mengkaji  efek  pemberian 

seduhan  kopi  robusta  spray  drying  terhadap  viabilitas  sel  monosit  yang  dipapar 

Streptococcus mutans secara in vitro. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat dari penelitian yang dilakukan adalah: 

1.4.1 Meningkatkan pemahaman tentang aktivitas antioksidan kopi robusta  

1.4.2 Memberikan  sumbangan  pemikiran  bagi  ilmu  pengetahuan  tentang  manfaat 

kopi robusta sebagai antioksidan untuk mencegah berbagai penyakit.  

1.4.3 Meningkatkan efektivitas pengolahan kopi yang dapat meningkatkan derajat 

kesehatan. 

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

2.1 Streptococcus mutans 

2.1.1 Morfologi                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              

Streptococcus  mutans  merupakan  bakteri  anaerob  fakultatif  gram  positif 

berbentuk coccus (bulat) yang membentuk seperti rantai (Gambar 2.1) dan 

memiliki  diameter    0.7–0.9  μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   m  (Jawetz  dkk.,  2010  ).    S.  mutans  bersifat  tidak 

bergerak  (nonmotil)  dan    dapat  tumbuh  dengan    optimal  pada  suhu  18-40
o
C.  S. 

mutans memiliki sifat dapat menghasilkan asam (asidogenic), dapat tinggal dalam 

kondisi  asam  (asidoduric)  dan  dapat  mengahasilkan  polisakarida  yang  disebut 

dekstran.  S.  mutans  biasa  ditemukan  pada  rongga  mulut  manusia  dan  menjadi 

bakteri  yang  paling  kondusif  yang  dapat  menyebabkan  karies  gigi  (Nugraha, 

2008).  Menurut  Purwanto  dan  Susilawati  (2014),  S.  mutans  dapat  berinvasi  ke 

sirkulasi darah melalui karies yang dalam. Terdapat beberapa karakteristik 

dinding  S.  mutans  yaitu  memiliki  surface  protein  antigen  I/II  yang  berfungsi 

sebagai mediator perlekatan S. mutans, serotipe yang berjumlah 6 yang berfungsi 

sebagai perlekatan spesifik, dan Glukan Binding Protein yang berfungsi sebagai 

akumulasi (Bidarisugma dkk., 2012). 

 

Gambar 2.1 Streptococcus mutans (Nugraha, 2008) 
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2.1.2 Taksonomi  

Taksonomi Streptococcus mutans : 

Kingdom : Monera  

Divisi  : Firmicutes  

Kelas  : Bacilli  

Ordo   : Lactobacilalles  

Famili    : Streptococcaceae  

Genus   : Streptococcus  

Species  : Streptococcus mutans (Nugraha, 2008) 

2.2 Monosit 

2.2.1 Morfologi 

Monosit  merupakan  sel  leukosit  agranulosit  yang  berjumlah  3-8  %  dari 

seluruh leukosit serta sel leukosit terbesar yang memiliki diameter 12-15 μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   m yang 

berasal  dari  sum-sum  tulang  (Hestianah  dkk.,  2013).  Monosit  berada  di  dalam 

darah  10  hingga  20  jam,  kemudian  bermigrasi  dari  sistem  sirkulasi  ke  jaringan 

dan  berdiferensiasi  menjadi  makrofag  pada  jaringan  (Guyton  dan  Hall,  2014; 

Williams dan Wilkins, 2009). Monosit berbentuk bulat memiliki inti yang besar 

dan  berbentuk  seperti  kacang  atau  ginjal  (Gambar  2.2),  kromatinnya  halus  dan 

tersebar merata serta memiliki sitoplasma lebih banyak daripada limfosit 

(Hestianah dkk., 2013; Williams dan Wilkins, 2009).  

 

Gambar 2.2 Monosit (Gunawijaya dkk., 2013) 
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Semua sel termasuk monosit dibungkus oleh membran sel. Membran sel 

adalah  suatu  struktur  yang  menyelubungi  sel  yang  hampir  seluruhnya  tersusun 

atas  protein  dan  lipid  (fosfolipid)  serta  memiliki  ketebalan  7,5-10  μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   m.  Struktur 

dasar dari membran sel adalah lapisan lipid ganda (bilayer) yang setiap lapisnya 

hanya memiliki ketebalan satu molekul pada seluruh permukaan sel (Gambar 2.3) 

(Guyton dan Hall, 2014). Kandungan fosfolipid (Gambar 2.4) pada membran sel 

memiliki kepala yang bersifat hidrofilik yang terletak di luar lapisan bilayer dan 

dua  ekor  yang  bersifat  hidrofobik  mengarah  ke  dalam  lapisan  bilayer  menjauhi 

air.  Lapisan  ganda  dari  membran  sel  ini  membentuk  batas  antara  sel  dengan 

lingkungan luarnya (Campbell dkk., 2008).  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Struktur lapisan membran sel (Buehler, 2016) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.4 Struktur fosfolipid membran sel (Campbell dkk., 2008) 

UPT Perpustakaan Universitas JemberUPT Perpustakaan Universitas Jember

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


7 
 
 

Membran sel memiliki sifat selektif permeabel karena membran sel 

mengontrol lalu lintas kedalam dan keluar sel  dan hanya beberapa zat yang dapat 

menembus membran lebih mudah daripada zat lain (Campbell dkk., 2008). 

Lapisan lipid yang berada di tengah membran akan mudah ditembus oleh zat yang 

larut  dalam  lemak  seperti  oksigen,  karbon  dioksida,  dan  alkohol  dan  akan  sulit 

ditembus  oleh  zat  yang  biasanya  larut  dalam  air,  seperti  ion,  glukosa  dan  urea 

(Guyton dan Hall, 2014).   

2.2.2 Fungsi Monosit 

Monosit  memiliki  peranan  yang  penting  di  dalam  tubuh  yaitu  sebagai 

sistem imun nonspesifik yang berfungsi menemukan mikroba penyebab terjadinya 

infeksi,    membuang  sel  sel  yang  sudah  mati,  sel  yang  sudah  tua,  benda  asing 

maupun  sel  asing  (William  dan  Wilkins,  2009;  Baratawidjaja  dan  Rengganis, 

2013;  Kiswari,  2014).  Monosit  juga  berperan  mengatur  fungsi  dari  sel  sel  yang 

lain,  memproses  dan  mempresentasikan  antigen  (Antigen  Precenting  Cell)  pada 

reaksi imun, ikut serta dalam reaksi inflamasi dan merusak mikroba dan sel tumor. 

Monosit mampu bermigrasi menembus kapiler dan masuk ke dalam jaringan ikat 

dan berubah menjadi makrofag (Hestianah dkk., 2013).  

2.2.3 Respon Monosit Terhadap Streptococcus mutans 

Penghancuran  bakteri  terjadi  dalam  berbagai  tingkat  yaitu  kemotaksis, 

menangkap, fagositosis, memusnahkan dan mencerna (Baratawidjaja dan 

Rengganis, 2013). Penghancuran bakteri oleh monosit dilakukan dengan 

menggunakan oksigen dengan jumlah besar yang disebut respiratory burst. 

Penggunaan  oksigen  dengan  jumlah  yang  besar  akan  menstimulasi  penambahan 

satu  elektron  kepada  oksigen  menjadi  anion  superoksida  yang  dimediasi  oleh 

NAD(P)H  (Nicotine  Adenine  Dinucleotide  Phospat)  oksidase  sebagai  aktivitas 

bakteriosid.  NAD(P)H oksidase  juga  akan  memproduksi  hidrogen  peroksida. 

Hidrogen peroksida yang terbentuk akan beraksi dengan anion superoksida 

sehingga menghasilkan hidroksil radikal yang merupakan salah satu molekul yang 
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sangat reaktif dan dapat merusak lipid, protein, karbohidrat dan DNA. Hidroksil 

radikal  juga  dapat  menyebabkan  terjadinya  peroksidasi  lipid  pada  membran  sel 

sehingga integritas membran sel terganggu  (Birben, 2012; Williams dan Wilkins, 

2009; Baratawidjaja dan Rengganis, 2013).  

2.3 Viabilitas Sel 

Viabilitas sel adalah kemampuan sel untuk tumbuh dan mempertahankan 

hidupnya  (Dorland,  2012;  Yuwono,  2011).  Viabilitas  sel  dapat  dipertahankan, 

maka fungsi dari sel tersebut akan dapat tetap berjalan. Viabilitas sel didasarkan 

dari  integritas  membran  selnya.  Sel  yang  viable  memiliki  membran  sel  yang 

masih utuh, berbentuk bulat, serta sitoplasmanya tampak jelas dan jernih. Sel yang 

tidak  viable    tampak  lebih  gelap,  dan  tidak  berbentuk  bulat  membran  sel  sudah 

rusak (Strober, 2015). 

Penentuan  viabilitas  sel    dapat  dilihat  menggunakan  trypan  blue.  Sel 

viable akan tampak jernih (Gambar 2.5) karena tidak menyerap pewarnaan 

tertentu seperti trypan blue. Sel non-viable mengalami kerusakan membran  

sehingga sel tampak lebih gelap karena sitoplasma sel tersebut menyerap 

pewarnaan seperti trypan blue sehingga sitoplasmanya berwarna biru (Louis dan 

Siegel, 2011; Strober, 2015).  

 

Gambar  2.5  Viabilitas  monosit  dengan  pewarnaan  trypan  blue  perbesaran  200x.  Panah  hitam 
menunjukkan sel yang masih viable, panah putih menunjukkan sel yang non-viable 
(Sumber : Budirahardjo, 2016). 
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2.4 Radikal Bebas 

Radikal  bebas  adalah    suatu  molekul  yang  sangat  reaktif  karena  pada 

orbital terluarnya memiliki elektron tidak berpasangan, sehingga akan mengambil 

elektron  dari  molekul  di  sekelilingnya  dan  merubah  molekul  tersebut  menjadi 

radikal bebas yang baru. Senyawa tersebut akan mengambil elektron dari molekul 

yang  lain  yang  akan  mengakibatkan  terjadinya  reaksi  berantai  (chain  reaction) 

(Sayuti dan Yenrina, 2015).  

Radikal bebas diproduksi oleh organisme hidup sebagai hasil dari 

metabolisme  sel  normal.  Pada  konsentrasi  yang  rendah  hingga  sedang  radikal 

bebas berperan sebagai proses fisiologis sel seperti agregasi platelet dan 

kemotaksis bakteri (Sayuti dan Yenrina, 2015; Wahdaningsih dkk., 2011). 

Salah  satu  jenis  radikal  bebas  adalah  Reactive  Oxygen  Spesies  (ROS). 

ROS  terbentuk  dari  reduksi  sebagian  oksigen  menjadi  anion  superokside  (O2
-), 

hidrogen  peroksida  (H2O2),    hidroksil  radikal  (HO),  hidropeksil  radikal  (HOO), 

dan peroksil radikal (ROO) (Gaschler dan Stockwell, 2017). ROS berperan dalam 

proses bakteriolisis dan bakterisidal (Birben dkk., 2012; Sayuti dan Rina, 2015). 

Radikal  bebas  dalam  konsentrasi  yang  tinggi, akan  menyebabkan  stres  oksidatif 

yang  akan  berkontribusi  banyak  pada  kerusakan  sel  (Astuti,  2008;  Sayuti  dan 

Yenrina, 2015; Wahdaningsih dkk., 2011) 

Radikal bebas menyebabkan kerusakan sel dengan cara peroksidasi 

komponen  lipid  dari  membran  sel,  kerusakan  DNA,  serta  modifikasi  protein 

(Sayuti  dan  Yenrina,  2015).  Peroksidasi  lipid  merupakan  proses  yang  terjadi 

akibat reaksi asam lemak tak jenuh penyusun fosfolipid membran sel dengan ROS 

membentuk hidroperoksida (Retno dkk., 2012).  

Lipid memiliki tanggung jawab untuk mempertahankan integritas 

membran sel, pembentukan, komposisi, struktur dan dinamika dari lipid membran 

(Gaschler dan Stockwell, 2017). Target utama peroksidasi oleh ROS adalah asam 

lemak  tak  jenuh  majemuk  (PUFA)  yang  merupakan  komponen  penting  dalam 

penyusunan  fosfolipid  membran  (Yuslianti,  2018).  PUFA  memiliki  sifat  yang 

mudah diserang oleh radikal bebas dan menghasilkan produk akhir yang disebut 

dengan Malondialdehida (MDA) yang merupakan indikator terjadinya kerusakan 
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membran akibat radikal bebas. Peroksidasi lipid mengganggu fungsi dan integritas 

membran  sel  serta  menyebabkan  perubahan  struktur  membran  sel  yang  akan 

mengakibatkan kematian sel, sehingga sel tidak lagi dapat bertahan hidup  (non-

viable) (Birben dkk., 2012; Louis dan Siegel, 2011).  Radikal bebas akan selalu 

membentuk  reaksi  berantai  yang  terus  berlanjut  sampai  radikal  bebas  tersebut 

dihilangkan oleh radikal bebas lain dan oleh sistem antioksidan dari tubuh (Retno 

dkk., 2012).  

2.5 Kopi Robusta 

Tanaman kopi memiliki nilai ekonomis yang relatif tinggi di pasaran dunia 

sehingga termasuk komoditas ekspor unggulan yang dikembangkan di Indonesia. 

Menurut  data  Wordbank  pada  periode  tahun  2005-2008  Indonesia  merupakan 

eksportir kopi ke-4 dunia dengan kontribusi rata rata 4,76 persen. Permintaan kopi 

Indonesia baik kopi robusta maupun arabika dari waktu ke waktu terus meningkat 

(Afriliana, 2018). Di Indonesia sebagian besar tanaman kopi yang banyak 

dibudidayakan adalah kopi robusta (90%) dan sisanya adalah kopi arabika 

(Rahardjo, 2012). Kopi robusta lebih resisten terhadap penyakit karat daun yang 

disebabkan oleh jamur, memiliki syarat tumbuh serta pemeliharaan yang mudah, 

dan tingkat produksinya lebih tinggi (Prastowo dkk., 2010) 

2.5.1 Klasifikasi Kopi Robusta 

Taksonomi tanaman kopi robusta (Coffea canephora) 

Kingdom : Plantae (Tumbuhan) 

Subkingdom : Tracheobionta (tumbuhan berpembuluh) 

Super Divisi  : Spermatophyta (menghasilkan biji) 

Divisi   : Magnoliophyta (tumbuhan berbunga) 

Kelas  : Magnoliopsida ( Berkeping dua, dikotil) 

Sub kelas : Asteridae 

Ordo  : Rubiales 

Famili   : Rubiaceae (Suku kopi-kopian) 
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Genus   : Coffea 

Spesies  : Coffea canephora (Rukmana, 2014) 

 

2.5.2 Morfologi Kopi Robusta 

Kopi  robusta  memiliki  perbandingan  berat  biji  kopi  dengan  berat  buah 

kopi  lebih  tinggi  dibanding  kopi  arabika  yaitu  sebesar  20-22%.  Kemampuan 

adaptasi kopi robusta lebih baik dibandingkan kopi arabika karena dapat tumbuh 

pada daerah yang lebih rendah sekitar  0-1000 mdpl dan pada suhu udara 21-24 oC. 

Kopi robusta memiliki biji yang berbentuk agak bulat dan lengkungan biji lebih 

tebal dibanding arabika (Rukmana, 2014). Kopi robusta memiliki bunga berwarna 

putih  di  ketiak  daun  dan  beraroma  wangi,  daun  kopi  berbentuk  lonjong  dengan 

tulang  daun  yang  tegas,  berwarna  hijau  mengilap  yang  berpasangan  dengan 

berlawanan arah (Gambar 2.6). Buah kopi robusta tersusun dari kulit buah 

(epicarp),  daging  buah  (mesocarp)  yang  biasa  disebut  pulp  dan  kulit  tanduk 

(endocarp) dan setiap buah kopi memiliki dua buah biji yang memiliki alur pada 

bagian datarnya (Rahardjo, 2017). 

 

Gambar 2.6 Kopi Robusta (Prastowo dkk., 2010) 

2.5.3 Pengolahan 

Kopi  robusta  siap  dipanen  ketika  kulit  buah  kopi  telah  bewarna  merah 

sekitar  8–11  bulan  sejak  kuncup  hingga  matang  (Rukmana,  2014).  Buah  kopi 
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robusta  yang  sudah  matang  diolah  dengan  pengolahan  basah  (Iddawani,  2015). 

Pengolahan dilakukan dengan cara pemilihan kopi (sortasi), pegupasan kulit buah 

(pulping), fermentasi atau tanpa fermentasi untuk menghilangkan lendir, 

pencucian  hingga  kesat,  penjemuran,  pengupasan  kulit  (hulling),  pemilihan  biji, 

pengemasan, dan penggudangan (Rukmana, 2014).  

Pengolahan biji kopi untuk menghasilkan kopi bubuk melalui proses 

penyangraian (roasting), pencampuran, penghalusan biji kopi sangrai dan 

pengemasan. Proses penyangraian merupakan proses pembentukan aroma dan cita 

rasa kopi dengan perlakuan panas dengan suhu sekitar 190 - 205 oC dengan waktu 

antara  7-30  menit  kemudian  dilakukan  pencampuran  dari  biji  kopi  pengolahan 

basah dan biji kopi pengolahan kering. Biji kopi yang telah disangrai dan 

dicampur, kemudian dihaluskan dengan alat penghalus (grinder) hingga diperoleh 

bubuk kopi dengan ukuran tertentu kemudian dikemas (Gambar 2.7) (Rukmana, 

2014).  

 

 

 

 

 

Gambar 2.7 Bagan alur pengolahan biji kopi (Rukmana, 2014) 

2.5.4 Spray Drying 

Kopi  robusta  lebih  sering  digunakan  sebagai  kopi  instan  daripada  kopi 

arabika, karena kopi robusta memiliki padatan terlarut yang lebih banyak 

sehingga dapat meningkatkan hasil kopi instan (Farah, 2012).  Kopi instan adalah 

Bahan Baku 

Penyangraian 

Pencampuran 

Penghalusan 

Pengemasan 
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bubuk kopi yang dapat segera diminum setelah diseduh dan tidak memiliki ampas 

(soluble coffee) (Pratiwi, 2017). Pengolahan kopi instan melalui proses 

penyangraian  (roasting),  penggilingan  (grinding),  ekstraksi,  spray  drying  dan 

pengemasan produk (Ridwansyah, 2003).  

Spray drying adalah proses pengeringan dengan cara menyemprot ekstrak 

kopi berair menggunakan suhu tinggi dan mengeringkan ekstrak tersebut menjadi 

bubuk  kopi  instan  (Farah,  2012).  Proses  spray  drying  terjadi  di  dalam  tower 

silindris  dengan  dasar  kerucut.  Cairan  ekstrak  kopi  dimasukkan  kedalam  tower 

bersamaan dengan semprotan udara panas. Partikel ekstrak kopi yang telah 

disemprotkan udara panas, akan kering dan jatuh serta terkumpul sebagai bubuk 

kopi instan (Ridwansyah, 2003). 

2.5.5 Kandungan Kopi 

Kopi  memiliki  banyak  komponen  kimia  yang  memiliki  sifat  antibakteri, 

antiinflamasi, dan antioksidan (Tabel 2.1) (Ciptaningsih 2012). Kopi mengandung 

kafein, asam klorogenat (polifenol), trigonelin, karbohidrat, lemak, asam organik, 

asam amino, aroma volatile dan mineral (Farhaty dan Muchtaridi, 2016). Kafein 

dan  asam  klorogenat  yang  terkandung  pada  kopi  termasuk  sumber  antioksidan. 

Antioksidan yang terkandung pada kopi merupakan yang paling tinggi bila 

dibandingkan  dengan  teh,  coklat  dan  wine  dalam  sekali  seduh  (Yashin  dkk., 

2013).   

Asam  klorogenat  adalah    senyawa  fenolik  yang  mempunyai  sifat  yang 

larut dalam air dan terbentuk dari esterifikasi asam quinic dan asam transcinnamic 

tertentu  seperti  asam  kafein,  asam  ferulic,  dan  asam  pcoumaric.  Manfaat  dari 

asam klorogenat yang terkandung dari kopi yaitu sebagai antioksidan, 

antiinflamasi, antivirus, dan hepatoprotektif pada manusia, dan sebagai pelindung 

dari  mikroorganisme  dan  virus  yang  mengenai  tumbuhan  kopi  (Ciptaningsih, 

2012; Farhaty dan Muchtaridi, 2016).  Menurut Yunarti (2007), asam klorogenat 

(Gambar 2.8) (polifenol) merupakan antioksidan kuat yang dapat melindungi sel 
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imun  dari  radikal  bebas  serta  mencegah  tejadinya  peningkatan  produksi  sitokin 

proinflamasi. 

 

 

 

 

Gambar 2.8 Struktur kimia asam Klorogenat 

Kafein  (Gambar  2.9)  merupakan  salah  satu  antioksidan  yang  dikandung 

oleh kopi yang termasuk senyawa alkoloid. Konsumsi kafein dalam jumlah 

rendah hingga sedang dapat meningkatkan kewaspadaan, meningkatkan kapasitas 

belajar, dan olahraga, namun dalam jumlah yang berlebih pada orang yang sensitif 

dapat menyebabkan kegelisahan, tekanan darah tinggi, dan insomnia. Kafein juga 

memiliki  fungsi  sebagai  antibakteri  yang  cukup  tinggi  untuk  mikroorganisme 

kariogenik (Farah, 2012). 

 

Gambar 2.9 Struktur kimia kafein (Farah, 2012) 
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Tabel 2.1 Kandungan Kopi 

Komponen Konsentrasi (g/100g) 
Kopi Arabika Kopi Robusta 

Sukrosa  4,2 – tr 1,6 – tr 
Gula pereduksi 0,3 0,3 
Polisakarida  31 – 33 37 
Lignin 3,0 3,0 
Pektin 2,0 2,0 
Protein 7,5 – 10 7,5 – 10 
Asam amino bebas Tidak terdeteksi Tidak terdeteksi 
Kafein 1,1 -1,3 2,4 – 2,5 
Trigonelline 1,2 – 0,2 0,7 – 0,3 
Asam nikotinik 0,016 – 0,026 0,014 – 0,025 
Minyak kopi 17,0 11,0 
Diterpen 0,9 0,2 
Mineral 4,5 4,7 
Asam klorogenat 1,9 – 2,5 3,3 – 3,8 
Asam alifatik 1,6 1,6 
Asam quinic 0,8 1,0 
Melanoidin 25 25 

Sumber : Farah, 2012 
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2.6 Kerangka Konsep 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 
Stimulasi 
Menghambat 

Stres oksidatif  

Stres oksidatif  

Streptococcus Mutans 

Monosit 

Respiratory burst 

Terbentuk ROS 

Mengikat elektron 
senyawa lain 

Chain Reaction  

Mengikat elektron 
senyawa lain 

Berikatan dengan 
antioksidan  

Chain Reaction  

Viabilitas ↑ 

Antioksidan 

Kafein Asam 
Klorogenat 

Kopi Robusta 

Kerusakan 
protein  

Kerusakan 
DNA 

 inti sel  

Peroksidasi lipid 
membran  

Kematian sel 

Peroksidasi lipid 
membran  
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2.7 Keterangan Kerangka Konsep 

Monosit  yang  diambil  dari  vena  perifer  orang  sehat  dan  diinduksi  S. 

mutans  akan  menginduksi  monosit  untuk  melakukan  proses  pertahanan  tubuh 

dengan  meningkatkan penggunaan oksigen (respiratory burst) yang akan 

meningkatkan ROS. ROS merupakan salah satu radikal bebas yang akan mengikat 

elektron  dari  senyawa  lain  disekitarnya,  dan  senyawa  tersebut  akan  menjadi 

radikal  bebas  yang  baru,  mekanisme  ini  disebut  dengan  reaksi  berantai  (chain 

reaction).  Jumlah  radikal  bebas    yang  tidak  dapat  diatasi  oleh  antioksidan  akan 

menyebabkan stres oksidatif pada sel. Stres oksidatif dapat menyebabkan 

perkosidasi lipid membran, kerusakan protein, dan kerusakan DNA dari sel yang 

dapat menyebabkan penurunan viabilitas monosit sehingga mengakibatkan 

kematian sel. Pemberian seduhan kopi robusta spray drying diduga dapat 

menurunkan produksi ROS dan diduga dapat menghambat proses chain reaction 

karena molekul dari radikal bebas akan berikatan dengan antioksidan yang 

terkandung  dalam  kopi.  Hal  ini  menyebabkan    tidak    terjadinya  stres  oksidatif, 

maka tidak terjadi kerusakan pada struktur lipid membran, protein, dan DNA sel 

sehingga viabilitas sel meningkat. 

2.8 Hipotesis 
Berdasarkan  teori  yang  telah  diungkapkan,  hipotesis  dari  penelitian  ini 

adalah seduhan kopi robusta spray drying dapat meningkatkan viabilitas monosit 

yang distimulasi dengan S. mutans. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Jenis  penelitian  ini  adalah  eksperimental  laboratories  (in  vitro)  pada  sel 

isolat monosit vena perifer manusia. Rancangan penelitian ini adalah the post test 

only control group design. Metode dilakukan dengan cara melakukan pengamatan 

setelah diberi perlakuan dan hasilnya dibandingkan dengan kontrol (Notoatmodjo, 

2010). 

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian  

Pelaksanaan penelitian dilaksanakan pada bulan September 2018 di 

Laboratorium  Bioscience  Rumah  Sakit  Gigi  dan  Mulut (RSGM)  Universitas 

Jember. 

3.3 Variabel Penelitian  

3.3.1 Variabel Bebas  

Variabel  bebas  dari  penelitian  ini  adalah  seduhan  kopi  spray  drying  dan 

seduhan kopi bubuk biasa. 

a. Seduhan Kopi Spray Drying 

1) Definisi Operasional 

 Seduhan  kopi  spray  drying  adalah  pelarutan  sediaan  produk  kopi  robusta 

merek  Gunung  Ijen  produksi  PTPN  XII  yang  telah  diproses  secara  spray 

drying di Laboratorium RPHP (Rekayasa Pangan dan Hasil Pertanian) Fakultas 

Teknologi Pertanian Universitas Jember dengan aquades mendidih. 

2) Metode 

 Pembuatan  seduhan  kopi  dilakukan  dengan  konsentrasi  1,5  %,  yaitu  dengan 

melarutkan  3  gram  bubuk  kopi  spray  drying  pada  200  ml  aquades  mendidih 

yang  kemudian  ditempatkan  pada  hotplate  stirer    dengan  kecepatan  60  rpm 

selama  1  menit,  lalu  didiamkan  hingga  mencapai  suhu  ruangan.  Seduhan 

tersebut  kemudian  disaring  dengan  menggunakan  whatman  puradisc  syringe 

filter 0.2 μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   m (Budirahardjo, 2016: Pratama, 2018). 
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b. Seduhan Kopi Bubuk Biasa 

1) Definisi Operasional 

 Seduhan kopi bubuk biasa adalah pelarutan sediaan produk kopi bubuk robusta 

merek Gunung Ijen produksi PTPN XII dengan aquades mendidih. 

2) Metode 

Pembuatan  seduhan  kopi  bubuk  biasa  dilakukan  dengan  konsentrasi  1,5%, 

yaitu  dengan  melarutkan  3  gram  bubuk  kopi  pada  200  ml  aquades  mendidih 

yang  kemudian  ditempatkan  pada  hotplate  stirer  dengan  kecepatan  60  rpm 

selama  1  menit,  lalu  didiamkan  hingga  mencapai  suhu  ruangan.  Seduhan 

tersebut  kemudian  disaring  dengan  menggunakan  whatman  puradisc  syringe 

filter 0.2 μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   m (Budirahardjo, 2016: Pratama, 2018). 

3.3.2 Variabel Terikat  

Variabel terikat dari penelitian ini adalah viabilitas monosit. 

a. Definisi Operasional 

Kemampuan monosit untuk bertahan hidup setelah diinkubasi dengan seduhan 

kopi Robusta (Coffea canephora) dan dipapar dengan S. mutans. 

b. Metode 

Uji viabilitas monosit dilakukan dengan menggunakan pewarnaan trypan blue 

dan dilakukan pengamatan serta perhitungan menggunakan mikroskop inverted 

perbesaran 400x dalam empat lapang pandang pada setiap wellI oleh tiga orang 

pengamat. Monosit yang hidup (viable) memiliki membran sel yang utuh, tidak 

menyerap warna trypan blue dan terlihat seperti sel bening. Monosit yang mati 

(non-viable)  terlihat  berwarna  lebih  gelap  dan  menyerap  warna  trypan  blue, 

tidak berbentuk bulat karena membran sel lisis (Louis dan Siegel, 2011). 

c. Parameter 

Parameter yang digunakan dalam penelitian ini adalah persentase monosit yang 

masih hidup (viable) dengan jumlah seluruh monosit.  
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3.3.3 Variabel Terkendali  

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah :  

a. Kriteria sampel 

Monosit yang digunakan sebagai sampel dalam penelitian ini adalah isolat monosit 

yang diambil dari vena perifer manusia sehat berusia 20-25 tahun, tidak memiliki 

riwayat kelainan darah dan penyakit sistemik berdasarkan hasil anamesa, memiliki 

vital sign yang normal, tidak merokok, dan bersedia mengisi informed consent. 

b. Streptococcus mutans 

S.  mutans  termasuk  bakteri  berbentuk  bulat  (coccus)  gram  positif  anaerob 

fakultatif  yang  terlihat  berwarna  ungu  yang  memiliki  struktur  berantai  pada 

sediaan  pewarnaan  gram.  Dalam  penelitian  ini  S.  mutans  yang  digunakan 

dalam  media  cair  Brain  Heart  Infusion  Broth  (BHI-B)  yang  diperoleh  dari 

Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

(F.MIPA) Universitas Jember. Penentuan konsentrasi bakteri dilakukan dengan 

densicheck sebesar 1 mcfarland. 

c. Jenis dan konsentrasi kopi 

Kopi yang digunakan adalah kopi robusta merek Gunung Ijen produksi PTPN 

XII dengan konsentrasi awal seduhan yaitu 1,5 % yang didapatkan dari 3 gram 

bubuk  kopi  dicampur  dalam  200  mL  aquades  mendidih.  Konsentrasi  akhir 

paparan seduhan kopi robusta pada sel monosit setelah dicampur dengan RPMI 

dalam 24 well plate  adalah 0,15%. 

3.4 Sampel Penelitian  

3.4.1 Kelompok Penelitian  

Terdapat 3 kelompok dalam penelitian yaitu (tabel 3.1):  

Tabel 3.1 Pembagian kelompok perlakuan 

Kelompok Perlakuan 
Kontrol negatif monosit  
Kontrol  positif monosit + S. Mutans 
Perlakuan I monosit + seduhan kopi bubuk biasa 1,5%  
Perlakuan II monosit + seduhan kopi bubuk biasa1,5% + S. mutans  
Perlakuan III monosit + seduhan kopi spray drying 1,5%  
Perlakuan IV monosit + seduhan kopi spray drying 1,5% + S. Mutans 
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3.4.2 Besar Sampel Penelitian  

Jumlah sampel yang digunakan untuk tiap kelompok dalam penelitian ini 

didasarkan pada perhitungan rumus (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 : 

 

 

 

 

 

 

 

Berdasakan  rumus  di  atas,  diperoleh  besar  sampel  minimal  yang  harus 

digunakan  dalam  penelitian  ini  adalah  4  sampel  untuk  setiap  kelompok.  Pada 

penelitian  ini  terdapat  6  kelompok  penelitian,  sehingga  jumlah  sampel  secara 

keseluruhan adalah sebanyak 24 sampel. 

3.5 Alat dan Bahan Penelitian  

3.5.1 Alat Penelitian 

 Alat yang akan digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut: 

a. Autoclave 

b. UV sterilizer 

c. Masker 

 z2 x σ2 

n =   
    d2 

 z2 x σ2 

n =   
    d2 

 (1,96)2  σ2 

n =   
       d2 

   =   (1,96)2 

 

     = 3,84 dibulatkan menjadi 4 
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d. Handschoen 

e. Disposable syringe 10 cc 

f. Tabung heparin 

g. Tourniquet 

h. Laminar air flow cabinet 

i. Tabung falcon 15ml 

j. Cover glass 

k. Object glass 

l. Blue tip 

m. Yellow tip 

n. Well Plate 24 

o. Rak tabung 

p. Mikroskop inverted 

q. Pipet mikro 

r. Petridish kecil 

s. Gelas ukur 

t. Centrifuse 

u. Inkubator shaker 

v. Stopwatch 

w. Timbangan 

x. Vortex 

y. Syringe filter 0.2 μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   m.  

 

3.5.2 Bahan Penelitian  

Bahan  –bahan  yang  akan  digunakan  pada  penelitian  ini  adalah  sebagai 

berikut:  

a. Trypan blue 

b. Lymphoprep 

c. Alkohol 

d. Akuades steril 

e. Media culture  
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f. Darah vena perifer 

g. Giemsa stain 

h. Pewarnaan gram 

i. Alumunium foil 

j. Kopi robusta merek Gunung Ijen produksi PTPN XII yang telah diproses spray 

drying 

k. Kopi bubuk robusta merek Gunung Ijen produksi PTPN XII 

l. S. mutans (Laboratorium Biologi F. MIPA Universitas Jember) 

3.6 Prosedur Penelitian  

3.6.1 Pengurusan Surat Izin Penelitian dan Ethical Clearance  

Pengurusan  surat  izin  penelitian  ditujukan  untuk  Laboratorium  Bioscience 

RSGM  Universitas  Jember,  dan  ethical  clearance  diajukan  kepada  Komisi  Etik 

Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

3.6.2 Prosedur Pembuatan Kopi Spray Drying 

 Prosedur pembuatan bubuk kopi spray drying dilakukan di Laboratorium 

RPHP  Fakultas  Teknologi  Pertanian  Universitas  Jember.  Bubuk  kopi  robusta 

merek  Gunung  Ijen  produksi  PTPN  XII  sebanyak  500  gram  dilakukan  proses 

ekstraksi  dengan  menggunakan  air  mendidih  dengan  perbandingan  kopi  dan  air 

sebesar 1:2, kemudian dilakukan proses penyaringan menggunakan ayakan mess 

100. Hasil penyaringan dilakukan penyemprotan dengan suhu 140ºC sehingga air 

akan menguap dan filtrat akan jatuh ke tabung menjadi kopi bubuk instan. 

3.6.3 Sterilisasi Alat  

 Semua  alat  yang  akan  digunakan  dicuci  bersih  kemudian  disterilkan  di 

dalam  alat  sterilisasi  (autoclave)  khusus  untuk  alat  yang  terbuat  dari  kaca  dan 

logam  selama  15  menit  dengan  suhu  121oC.  Alat  yang  terbuat  dari  bahan  yang 

tidak tahan terhadap suhu tinggi disterilisasi menggunakan alkohol. 
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3.6.4 Prosedur Pengambilan Sampel Darah  

Subyek  peneliti  telah  menyetujui  informed  concent,  kemudian  subyek 

peneliti diminta untuk duduk senyaman mungkin. Memasang tourquinet kira kira 

10 cm di atas fossa cubiti. Membersihkan kulit pada daerah yang akan dilakukan 

pengambilan sampel darah mengggunakan alkohol 70%. Melakukan pengambilan 

darah  sebanyak  6  ml  dari  vena  perifer  orang  sehat  yaitu  pada  vena  brachialis  

menggunakan  dysposible  syringe.  Darah  tersebut  dimasukkan  kedalam  tabung 

heparin dan digoyang goyangkan sampai merata dan agar tidak terjadi 

penggumpalan.  

3.6.5 Prosedur Isolasi Monosit  

a. Darah  vena  yang  telah  dimasukkan  ke  dalam  tabung  heparin  dimasukkan  ke 

dalam  dua  tabung  falcon yang  lain  yang  telah  diisi  3  ml  larutan  lymphoprep 

dengan  perbandingan  dengan  darah  1  :  2.  Darah  dimasukkan  melalui  dinding 

tabung dengan mikro pipet secara perlahan. 

b. Tabung    falcon  tersebut  disentrifugasi  dengan  kecepatan  2100  rpm  selama  30 

menit  pada  suhu  27OC.  Hasil  dari  sentrifugasi  akan  membentuk  4  lapisan  yaitu  

plasma darah pada lapisan paling atas, mononuclear pada lapisan kedua, 

lymphoprep  pada  lapisan  ketiga  dan    polymorfonuclear  eritrosit  pada  lapisan 

terbawah.  

c. Melakukan  pengambilan  lapisan  kedua  yaitu  mononuklear  pada  masing-masing 

tabung falcon dengan menggunakan mikro pipet dengan perlahan kemudian 

dimasukkan ke dalam satu tabung falcon lain.  

d. Sampel mononuclear diencerkan menggunakan media RPMI kemudian 

dihomogenkan. 

e. Melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 1800 rpm selama 15 menit dengan suhu 

20⁰C.  

f. Menyiapkan well plate culture 24, dan memasukkan coverslip steril pada masing 

masing well sesuai dengan kebutuhan.  

g. Meneteskan  larutan  hasil  isolasi  sel  monosit  dengan  menggunakan  mikro  pipet 

sebanyak 100 μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   l pada coverslip. 
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h.  Well plate culture 24 diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 OC, setelah selesai 

dikeluarkan dari incubator shaker, ditambahkan 1 ml media kultur RPMI pada tiap 

well, diinkubasi lagi selama 30 menit pada suhu 37OC.  

i. Well plate culture 24 setelah diinkubasi selama 30 menit dikeluarkan dari 

incubator shaker, kemudian melakukan pengamatan di bawah mikroskop inerted. 

j. Tiap well dilakukan pencucian menggunakan media RPMI sebanyak 3 kali  secara 

perlahan untuk melepaskan kontaminasi.  

k. Mengamati kembali well plate culture 12 diamati kembali menggunakan 

mikroskop inverted, untuk melihat kontaminasi.  

l. Sel siap untuk diberi perlakuan (Pratama, 2018).  

3.6.6 Pembuatan Seduhan Kopi Robusta 

a. Seduhan Kopi Spray Drying 

Pembuatan  seduhan  kopi  spray  drying  dengan  konsentrasi  sebesar  1,5%, 

dilakukan dengan cara melarutkan bubuk kopi robusta merek Gunung Ijen 

produksi PTPN XII yang telah diproses spray drying dengan aquades mendidih. 

Pelarutan dilakukan dengan melarutkan 3 gram bubuk kopi spray drying dengan 

aquades mendidih 200 ml. Seduhan kopi spray drying ditempatkan pada hotplate 

stirrer  dengan  kecepatan  60  rpm  selama  1  menit,  lalu seduhan  dimasukkan 

kedalam  falcon  kemudian  di  sentrifugasi.  Hasil  sentrifugasi  didiamkan  hingga 

mencapai  suhu  ruangan,  kemudian  disaring  menggunakan whatman  puradisk 

syringe filter 0,2 µl. 

 

b. Seduhan Kopi Bubuk Biasa 

Pembuatan seduhan produk bubuk kopi biasa dengan konsentrasi sebesar 

1,5%, dilakukan dengan cara melarutkan bubuk kopi merek Gunung Ijen produksi 

PTPN  XII  dengan  aquades  mendidih.  Pelarutan  dilakukan  dengan  melarutkan  3 

gram  bubuk  kopi  dengan  aquades  mendidih  200  ml.  Seduhan  kopi  ditempatkan 

pada  hotplate  stirrer  dengan  kecepatan  60  rpm  selama  1  menit,  lalu  seduhan 

dimasukkan kedalam falcon kemudian di sentrifugasi. Hasil sentrifugasi 

UPT Perpustakaan Universitas JemberUPT Perpustakaan Universitas Jember

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


26 
 
 

didamkan hingga mencapai suhu ruangan, kemudian disaring menggunakan 

whatman puradisk syringe filter 0,2 µl. 

3.6.7 Pembuatan suspensi bakteri Streptococcus mutans  

Pembuatan  media  pertumbuhan  bakteri  dilakukan  dengan  memasukkan 

Brain  Heart  Infusion  Broth  (BHI-B)  sebanyak  3,7  gram  ke  dalam  erlenmayer, 

kemudian  ditambahkan  100  ml  aquades  steril  dan  dipanaskan  di  atas  kompor 

listrik hingga mendidih. Tabung erlenmeyer ditutup dengan kapas dan disterilkan 

dalam autoclave dengan suhu 121°C selama 15 menit. Media BHI-B dimasukkan 

ke  dalam  inkubator  dengan  suhu  37°C  selama  24  jam  untuk  memastikan  media 

dalam keadaan steril (Safaatin, 2018) 

Pembuatan  suspensi  S.  mutans  dilakukan  dengan  cara  mengambil  4  ml 

BHIB  kedalam  tabung  reaksi.  Menambahkan  1  ose  isolate  S.  mutans  kemudian 

dicampurkan  dan  diinkubasi  pada  suhu  37oC  selama  1  x  24  jam.  Melakukan 

pengecatan  gram  untuk  melihat  morfologi  bakteri  S.  mutans  (Rahim  dan  Khan, 

2006).  Penentuan  konsentrasi  bakteri  dilakukan  dengan  densicheck  sebesar  1 

mcfarland,  kemudian  dilakukan  tahapan  penyaringan  untuk  memisahkan  antara 

bakteri  dengan  medianya  dan  dilakukan  dengan  menggunakan syiringe  filter 

(Sukma, 2018). 

3.6.8 Prosedur Perlakuan  

 Isolat  monosit  yang  telah  menempel  pada  well  plate  culture  diberikan 

perlakuan sesuai dengan kelompoknya masing masing. Kelompok kontrol positif 

dan kelompok kontrol negatif diteteskan media RPMI sebanyak 100 μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   l, kelompok 

perlakuan  I  dan  II  diteteskan  kopi  bubuk  biasa  sebanyak  100  µl,  dan  kelompok 

perlakuan  III  dan  perlakuan  IV  diteteskan  kopi  spray  drying  sebanyak  100  µl. 

Well plate diletakkan pada inkubator shaker selama 1,5 jam, dilanjutkan 

pemaparan S. mutans sebanyak 100 μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   l pada well plate culture kelompok kontrol 

positif, perlakuan II, dan perlakuan IV. Pada kelompok kontrol negatif, perlakuan 

I  dan  perlakuan  III  diberi  media  RPMI  sebanyak  100  μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   l,  kemudian  well  plate 

diletakkan kembali pada inkubator shaker selama 1,5 jam pada suhu 37oC.  
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3.6.9 Prosedur Uji Viabilitas Monosit 

Inkubasi telah selesai dilakukan, media well plate diganti dengan HBSS dan 

diberi pewarnaan menggunakan trypan blue sebanyak 50 l. Dilakukan 

pengamatan  dan  pemotretan  menggunakan  mikroskop  inverted  perbesaran  400x 

sebanyak empat lapang pandang pada setiap well (Budirahardjo, 2016). 

3.6.10 Perhitungan Viabilitas Monosit  

 Perhitungan viabilitas monosit dilakukan menggunakan mikroskop 

inverted  dengan  perbesaran  400x  dalam  empat  lapang  pandang  oleh  tiga  orang 

pengamat. Sel  yang memiliki membran  yang utuh dan bewarna bening  dihitung 

sebagai  sel yang viable,  sedangkan  sel yang menyerap warna  biru  dihitung 

sebagai  sel  non-viable.  Parameter  yang  digunakan  dalam  penelitian  ini  adalah 

persentase  monosit  viable  dengan  jumlah  seluruh  sel  monosit.  Dapat  diperoleh 

dengan rumus (Louis dan Siegel, 2011): 

 Viabilitas sel (%) =  Jumlah monosit yang viabel   x  100  

    Jumlah monosit seluruhnya 

3.7 Analisis Data  

Hasil  perhitungan  monosit  dilakukan  analisis  data  menggunakan  aplikasi 

Statistical Package for the Social Science (SPSS) 16.0. Uji Shapiro Wilk 

digunakan  untuk  menguji  normalitas  dan  uji  Levene-test  untuk  uji  homogenitas. 

Data dikatakan normal dan homogen jika p>0,05. Hasil pengolahan data 

dilanjutkan pengujian One-Way Anova untuk mengetahui perbedaan seluruh 

kelompok dan uji lanjutan Least Significant Difference (LSD) untuk mengetahui 

perbedaan pada setiap kelompok. Data dikatakan memiliki perbedaan yang 

bermakna jika memiliki nilai p<0,05. 
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3.8 Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

PenghitunganViabilitas Monosit 

Analisis Data 

Seluruh kelompok diinkubasi selama 1,5 jam 

Sampel Darah Vena Perifer 

Isolasi Monosit 

Kontrol 
positif 

Isolat 
monosit 
+ Media 
RPMI 

Kontrol 
negatif 

  
Isolat 

monosit 
+ Media 
RPMI 

Perlakuan I 

Isolat 
monosit + 
Seduhan 

kopi bubuk 
biasa 

Perlakuan 
II 

Isolat 
monosit + 
Seduhan 

kopi bubuk 
biasa 

Perlakuan 
III 

Isolat 
monosit + 

Seduhan kopi 
spray drying 

Perlakuan 
IV 

Isolat 
monosit + 

Seduhan kopi 
spray drying 

Kontrol 
positif 

+ 
S. mutans 

Kontrol 
negatif 

  
+ Media 
RPMI 

Perlakuan I 
 

+ Media 
RPMI 

Perlakuan 
II 
 

+ S. mutans 

Perlakuan 
III 

+ Media 
RPMI 

Perlakuan 
IV 

 
+ S. mutans 

Seluruh kelompok diinkubasi selama 1,5 jam 

Pewarnaan Trypan Blue 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Seduhan  kopi  robusta  (Coffea  canephora)  yang  diproses  secara  spray 

drying terbukti dapat meningkatkan viabilitas monosit yang dipapar Streptococcus 

mutans secara in vitro. 

 

5.2 Saran 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk mengetahui berbagai 

konsentrasi kopi robusta spray drying dan waktu yang efektif untuk 

meningkatkan viabilitas monosit. 

2. Perlu  dilakukan  penelitian  mengenai  efek  seduhan  kopi  robusta  dengan 

jenis pengeringan yang lain terhadap viabilitas monosit. 

3. Perlu dilakukan penelitian selajutnya mengenai efek seduhan kopi robusta  

spray drying terhadap viabilitas monosit yang dipapar Streptococcus 

mutans secara in vivo. 
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LAMPIRAN 

Lampiran A. Surat Izin Penelitian 
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Lampiran B. Ethical Clearance 
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Lampiran C. Surat Identifikasi Bakteri 
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Lampiran D. Lembar Persetujuan  (Informed Concent) 

SURAT PERSETUJUAN 
(INFORMED CONCENT) 

 
 Saya yang bertandatangan di bawah ini : 

Nama  : 

Fakultas/NIM  : 

Usia  : 

Jenis Kelamin : 

 Menyatakan bersedia untuk menjadi subyek penelitian dari : 

Nama  : Fiftiani Syarah 

Fakultas/NIM  : Kedokteran Gigi / 151610101123 

Alamat  : Jl. Semeru 2 no B3 Sumbersari Jember 

No Telp : 081234066525 

 Dengan judul penelitian skripsi “Efek Seduhan Kopi Robusta Spray 

Drying terhadap Viabilitas Monosit  yang  Dipapar Streptococcus  mutans  secara 

In Vitro”, dimana prosedur pelaksanaan untuk pengambilan sampel ini tidak akan 

menimbulkan resiko dan ketidaknyamanan pada subyek yang bersangkutan. 

 Saya telah membaca atau telah dibacakan prosedur  penelitian yang 

terlampir dan telah diberi kesempatanu tuk menanyakan hal-hal yang belum jelas 

dan diberi jawaban yang jelas. Dengan penuh kesadaran dan tanpa paksaan saya 

menyatakan sukarela dan bersedia menjadi subyek dalam penelitian ini. 

 

Jember, ............................... 

Yang menyetujui, 

Subyek penelitian 

 

 

 

....................................... 
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Lampiran E. Alat dan Bahan Penelitian 

E.1 Alat penelitian 

 

 

 

 

 

UV sterilizer  Autoclave   Blue tip 

 

 

 

 

 

Yellow tip  Tabung heparin   Tourniquet 

 

 

 

 

 

Laminar air flow   Tabung Falcon 15mL  Cover slip 

 

 

 

 

Disposible syringe     Well plate 24  Oven 
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Mikroskop inverted  Pipet mikro   Vortex 

 

 

 

 

 

  Petridish kecil  Centrifuge        Inkubator shaker 

 

 

 

 

 

 

       Timbangan        Densicheck   Syringe filter  
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E.2 Bahan Penelitian 

 

 

 

 

Lymphoprep    Trypan blue   Streptococcus mutans 

 

 

 

 

 

Alkohol   Media Culture   Darah vena perifer 

 

 

 

 

 

Kopi spray drying  Kopi bubuk    
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Pencucian sel 
 

Inkubasi 30 menit 
 

Pembuatan 
seduhan kopi 

 

Lampiran F. Prosedur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Penempelan sel 
 

Penambahan 
media kultur 

 

Mengambil lapisan 
mononuklear 

 

Pengambilan 
sampel darah 

Sentrifugasi 
(Hasil Sentrifugasi) 

 

Memasukkan ke 
lymphoprep 1:2 
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Inkubasi 30 menit 
 

  
Penyaringan hasil 
sentrifugasi kopi 

perlakuan kopi 100 μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   l 

Penentuan konsentrasi 
bakteri 

 

Pengambilan antigen 
S. mutans 

 

Perlakuan S. mutans 
100 μm  (Jawetz  dkk.,  2010  ).   l 

 
 

Inkubasi 90 menit 

 

Persiapan pewarnaan 

 

Pengamatan viabilitas 
sel 
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Lampiran G. Gambaran Hasil Isolasi Monosit 

G.1 Hasil Setrifugasi Prosedur Isolasi Monosit  

 

G.2 Gambaran Mikroskopis Hasil Isolasi Monosit Pewarnaan Giemsa 

 

Gambaran mikroskopis isolasi monosit pengecatan giemsa perbesaran 400x 

Plasma darah 

Mononuclear 

Lymphoprep 

Polimorphonuclear 
Eritrosit 
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Lampiran H. Hasil Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a. Monosit (Kontrol negatif) 
b. Monosit + S. mutans (Kontrol positif) 
c. Monosit + seduhan kopi bubuk biasa (Perlakuan I) 
d. Monosit + seduhan kopi bubuk biasa + S. mutans (Perlakuan II) 
e. Monosit + seduhan kopi spray drying (Perlakuan III) 
f. Monosit + seduhan kopi spray drying + S. mutans (Perlakuan IV) 
 

 

 

 

a b 

c d 

e f 
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Lampiran I. Tabel Perhitungan Viabilitas Monosit 

I.1 Kontrol negatif (Monosit) 

  Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 Pengulangan 4 

Pengamat 1 98.84 99.33 98.41 98.39 

Pengamat 2 98.7 99.43 98.49 98.32 

Pengamat 3 99.07 99.43 98.49 98.32 

Rata-Rata 98.87 99.4 98.46 98.34 

Total Rata-rata 98.77 
 

I.2 Kontrol positif (Monosit + S. mutans) 

  Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 Pengulangan 4 

Pengamat 1 93.34 94.89 94.29 95.01 

Pengamat 2 92.95 94.7 93.76 95.32 

Pengamat 3 93.13 94.37 94.39 95.09 

Rata-Rata 93.14 94.65 94.15 95.14 

Total Rata-rata 94.27 
 

I.3 Perlakuan I (Monosit + Kopi Bubuk) 

  Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 Pengulangan 4 

Pengamat 1 97.41 96.7 97.21 96.76 

Pengamat 2 97.57 96.52 97.65 96.94 

Pengamat 3 97.61 96.72 97.13 96.98 

Rata-Rata 97.53 96.65 97.33 96.89 

Total Rata-rata 97.1 
 

I.4 Perlakuan II (Monosit + Kopi Bubuk + S. mutans) 

  Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 Pengulangan 4 

Pengamat 1 96.31 96.91 96.99 90.38 

Pengamat 2 95.68 97.52 97.39 91.38 

Pengamat 3 96.19 97.3 96.96 92.19 

Rata-Rata 96.06 97.24 97.11 91.32 

Total Rata-rata 95.43 
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I.5 Perlakuan III (Monosit + Kopi Spray Drying) 

  Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 Pengulangan 4 

Pengamat 1 98.47 97.62 97.35 96.96 

Pengamat 2 98.42 97.84 97.34 96.93 

Pengamat 3 98.46 98.13 96.96 96.95 

Rata-Rata 98.45 97.86 97.22 96.95 

Total Rata-rata 97.62 
 

I.6 Perlakuan IV (Monosit + Kopi Spray Drying + S. mutans) 

  Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 Pengulangan 4 

Pengamat 1 97.53 97.03 97.16 96.54 

Pengamat 2 97.48 96.66 97.14 96.7 

Pengamat 3 97.51 96.28 96.66 96.76 

Rata-Rata 97.51 96.66 96.99 96.67 

Total Rata-rata 96.95 
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Lampiran J. Analisis Data 

J.1 Uji Normalitas Shapiro Wilk 

 
Data terdistribusi normal ketika p>0.05 

J.2 Uji Homogenitas Levene Test 

 
Data homogen ketika p>0.05 

J.3 Uji Statistik Parametrik One-way Anova 

 
 

Data terdapat perbedaan ketika p<0.05 
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J.4 Uji Post Hoc Least Significant Difference  
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