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ABSTRACT

Background: Periodontitis is an inflammatory disease affecting tooth supporting
tissues. This disease is caused by Porphyromonasgingivalis and can extend into deeper
tissues involving alveolar bone. Inflammation is a host defense response that can lead to
gingival epithelium destruction. Robusta coffee seed contain caffeine and chologenic
acid which can act as anti-inflammation and antioxidant agents. Purpose: The aim of this
research was to analyze the effect of robusta coffee seed extract gel administration on
the density of gingival epithelium in P.gingivalis induced periodontitis rat models. Methods:
Thirty-two samples of rats were divided into 8 groups; negative control group (normal),
positive control group (periodontitis + placebo gel), 25% treatment group (periodontitis +
25% robusta coffee seed extract gel), 50% treatment group (periodontitis + 50% robusta
coffee seed extract gel) in which each of them was further divided into day 1 euthanasia
group and day 7 euthanasia group. Each group consisted of 4 samples. After that HE
staining was carried out for epithelium density was measured using software imageraster.
Results: K4 (50% robusta coffee seed extract gel group) has higher mean of epithelium
density than those of group 2 and 3. Conclusion: The administration of robusta coffee seed
extract gel increased the gingival epithelium density of periodontitis rat model.

Keywords: Epithelium density, Periodontitis, Robusta Coffee Seed Extract Gel

Pendahuluan salah satunya yakni, Porphyromonas
Periodonftitis adalah suatu gingivalis.2
penyakit peradangan  jaringan Lapisan membran terluar dari
pendukung gigi yang disebabkan dinding Porphyromonas gingivalis
oleh  kelompok  mikroorganisme memproduksi berbagai faktor
tertentu yang mengakibatkan virulensi patogenik, seperti
penghancuran progresif ligamentum lipopolisakaridas. Lipopolisakarida
periodontal dan fulang alveolar akan mengaktivasi sel-sel inflamasi
dengan pembentukan poket, resesi, yang dapat melepaskan enzim
atau keduanya.! Fakfor etfiologi proteolitik yaitu protease.
utama terjadinya penyakit Peningkatan infiltrasi  sel inflamasi
periodontal adalah mikroorganisme. akan menyebabkan mekanisme
Mikroorganisme yang dapat fagositosis terhadap antigen
menginduksi penyakit periodontitis sehingga memicu radikal bebas.

Radikal bebas dan enzim protease
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tersebut fidak hanya merusak sel
yang ferpapar alergen, tetapi
akfivitas protease yang berlebihan
juga dapat merusak sel, protein, dan
komponen  matriks  ekstraseluler
pada epitel.4

Proses penyembuhan
periodontitis pada dasarnya meliputi
proses regenerasi jaringan, dan
pembentukan perlekatan  baru.s
Fase penyembuhan periodontitis
meliputi fase inflamasi, fase
proliferasi  (angiogenesis, epitelisasi
dan fibroplasia) dan fase maturasi.¢é
Fase inflamasi (0-3 hari), Fase
proliferasi (4-8 hari), Fase Maturasi (8
— 365 hari) meliputi perbaikan yang
sedang berlangsung pada jaringan
granulasi yang membentuk lapisan
epitel yang baru dan meningkatkan
tegangan pada luka.” Kesembuhan
luka ditandai dengan penutupan
permukaan luka, dan mempercepat
periode epitelisasi.8

Epitelisasi merupakan salah
satu parameter keberhasilan
penyembuhan luka yang dilihat dari
peningkatan ketebalan epitel.
Epitelisasi ini sangat penting ferkait
dengan fungsi epitel yang
membentuk barier pertama antara
fubuh dan lingkungan.? Epitelisasi
dapat dipercepat dengan bantuan
obat-obatan dari tanaman herbal,
seperti tanaman mengkudu,
singkong, belimbing wuluh, kopi dan
fanaman lain  yang mengandung
senyawa  aktif  seperti  saponin,
flavonoid dan polyphenols.”

Kopi (Coffea. Sp.)merupakan
komoditas perkebunan yang paling
akrab dengan masyarakat, mulai
dari kalangan ekonomi atas sampai
bawah.®  Salah satu  kabupaten
penghasil kopi terbaik di Indonesia
yakni kabupaten Jember, Jawa
Timur. Kabupaten Jember telah
memiliki Pusat Penelitian Kopi dan
Kakao, sehingga kopi  yang
dihasilkan dapat dijamin
kualitasnya.™

Biji kopi robusta (C. robusta)
mengandung senyawa aktif, yakni
polifenol, alkaloid, dan saponin.
Senyawa Polifenol(asam klorogenat)
dalam biji kopi robusta (C. robusta)
memilki efek sebagai antiinflamasi
dan antioksidan, senyawa alkaloid
(kafein)  memilki efek sebagai
antioksidan sehingga mampu
melindungi tubuh dari efek radikal
bebas, dan senyawa saponin dapat
merangsang proliferasi sel epitel.
Oleh karena nya, biji kopi robusta (C.
robusta) diharapkan dapat
digunakan unfuk mempercepat
regenerasi  epitel  penyembuhan
luka.12

Periodontitis selama ini sering
disembuhkan dengan
menggunakanobat dalom sediaan
gel. Penggunan dalom bentuk gel
dapat mempermudah dalam
pengaplikasian ke dalam poket
periodontal penderita, menurunkan
efek samping, selain itu dapat
menambah  daya  bioavabillity.'3
Oleh karena itu sediaan biji kopi
robusta (C. robusta) dibuat dalam
bentuk gel agar mudah dalam
meningkatkan penyerapan
kandungan aktif biji kopi pada
jaringan yang mengalami
periodontitis.

Berdasarkan uraian diatas,
peneliti ingin mengetahui pengaruh
pemberian gel ekstrak biji kopi
robusta terhadap ketebalan epitel
gingiva model tikus periodontitis.

Metode Penelitian

Penelition ini  merupakan
penelitian eksperimental laboratories
pada fikus wistar jantan
menggunakan the post test only
control group design. Penelitian
dilakukan di laboratorium Biomedik
FKG UNEJ, laboratorium Farmasetika
Farmasi Fakultas Farmasi UNEJ dan
UPT Balai Konservasi Tumbuhan
Kebun Raya Purwodadi
menggunakan subyek sebanyak 32
ekor tikus wistar jantan. Subyek
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diadaptasi selama 1 minggu diberi
makanan standar (ad libitium) dan
minum setfiap hari.  Selanjutnya
subyek dibagi menjadi 8 kelompok,
yang dieutanasia pada hari ke-1
dan ke-7 dengan 4 subyek pada
masing-masing kelompok. Penelitian
ini dilakukan setelah mendapat
persertujuan dari Komisi Efik
Penelitian Kesehatan, Fakultas
Kedokteran Gigi Universitas Gajah
Mada.

Tahap Persiapan dan Pembagian
Hewan Coba

Hewan coba yang sudah
dibagi menjadi 8 kelompok yaitu
kelompok K1.1, K1.2 kontrol negatif
adaloh  kelompok  yang  tidak
mengalami periodontitis dan fidak
diberi gel ekstrak biji kopi robusta di
eutanasia pada hari ke-1 dan ke-7,
kelompok K2.1, K2.2 kontrol positif
adalah kelompok yang mengalami
periodontitis yang diberi gel plasebo
(gel murni) dieutanasia pada hari
ke-1 dan ke-7. Kelompok 3.1, K3.2
perlakuan 25% adalah kelompok
yang mengalami periodontitis  dan
diberi  gel ekstrak biji kopi robusta
25% sehari dua kali selama 1 hari
lalu dieutanasia dan 7  hari lalu
dieutanasia. Kelompok K4.1, K4.2
perlakuan 50% adalah kelompok
yang mengalami periodontitis dan
diberi gel ekstrak biji kopi robusta
50% sehari dua kali selama 1 hari
dan 7 hari lalu dieutansia.
Pembuatan Gel Ekstrak Biji Kopi
Robusta

Pembuatan Gel ekstrak biji
kopi robusta  diawali dengan
memblender  biji kopi robusta
(C.robusta) kering hingga menjadi
serpihan kecil dan halus, selanjutnya
bubuk kopi ditimbang sebanyak 300
gram dan dilakukan maserasi dalam
larutan etanol 97% selama 48 jam.
Setelah itu subyek didiamkan selama
6 jam, kemudian diaduk agar
homogen. Setelah itu subyek
disaring menggunakan kertas saring

dan  dipekatkan  menggunakan
rotary evaporator sehingga
diperoleh ekstrak pekat 100%. Proses
selanjutnya yaitu pembuatan basis
gel dimulai dengan CMC 3 gram
dikembangkan dalam 0,3 liter air
panas dengan suhu 70 °C dalam
mortar selama 15 menit hingga
mengembang. Selanjutnya diaduk
sampai terbentuk sediaan berwarna
jerminh. Selanjutnya, tambahkan 5
gram gliserin ke dalam sediaan Ialu
diaduk hingga homogen dan
terbentuk massa gel. Ekstrak biji kopi
robusta dicampurkan dengan
propilen  glikol  diaduk secara
merata, setelah itu dicampurkan ke
basis gel dan diaduk hingga
homogen. Sediaan gel ekstrak biji
kopi robusta yang diperoleh 25%
dan 50% yang digunakan pada
penelitian ini.

Pembuatan Suspensi
Porphyromonas gingivalis
Pembuatan suspensi P.

gingivalis dengan cara 2 ml larutan
BHI-B steril dimasukkan kedalam
tabung recaksi dan ditambahkan 1
ose P. gingivalis. Lalu dihomogenkan
di atas sentrifuge, setelah itu tabung
reaksi tersebut dimasukkan ke dalam
desicator agar suasana anaerob
kemudian diinkubasi dalam
inkubator selama 24 jom dengan
suhu 37 °C. Pertumbuhan P. gingivalis
ditandai dengan adanya kekeruhan
pada media. Setelah itu dilakukan
pengenceran dengan menambah
aquadest  steril,  dihomogenkan
dengan sentfrifuge dan  diukur
konsentrasi dengan 2 x 10°CFU/ml
sesuai  standar Mc Farland 0,5
dengan absorbansi 0,05 dan
panjang gelombang 560nm dengan
menggunakan spekfrofotometer.14

Pembuatan Model Tikus
Periodontitis
Model  tikus  periodontitis

adalah tikus wistar jantan yang
diinduksi dengan P. gingivalis pada
gingiva bagian palatal dan bukal
gigi molar pertama kanan atas
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dengan dosis masing - masing
bagian 0,05 ml dan diberikan 3 hari
sekali selama 2 minggu

menggunakan tuberculine syringe
dengan ukuran jarum 30 gauge.'#
Sehingga di dapatkan model tikus
periodontitis  pada  hari  ke-14,
dengan ciri-ciri  kerusakan epitel
sulkular dan terlihat resorbsi fulang
alveolar inflamasi dan terkadang
disertai pembengkakaan ekstraoral
pada sisimata sebelah kanan.
Aplikasi Topikal Gel Ekstrak Biji
Kopi Robusta

Setelah diperoleh model tikus
periodontitis, selanjutnya dilakukan
aplikasi tfopikal gel ekstrak biji kopi
robusta dengan konsentrasi 25%
(kelompok  3), konsentrasi  50%
(kelompok 4), dan gel plasebo
(kelompok 2). Gel tersebut
diaplikasikan pada sulkus molar satu
kanan atas bagion bukal dan
palatal menggunakan sonde
dengan dosis 0,05 ml. Aplikasi topikal
gel dilakukan dua kali dalam sehari
selama 7 hari.™
Eutanasia Subyek

Sebanyak 4 ekor tikus wistar
dalam setiap kelompok kontrol
negatif, kontrol positif, dan kelompok
perlakuan dilakukan eutanasia pada
hari ke-1 dan ke-7 setelah 2 minggu
induksi P. gingivalis dan pemberian
topikal gel ekstrak biji kopi robusta
(C. robusta). Dilakukan pengambilan
jaringan gingiva pada bagian kanan
rahang atas dari gigi molar pertama
sampai molar ketfiga. Setelah itu
subyek dimasukkan ke dalam buffer
formalin selama 24 jom agar
jaringan yang akan diamati tidak
rusak.
Tahap Histologis

Subyek yang telah difiksasi ke
dalam buffer formalin selama 24 jom
kemudian didekalsifikasi

menggunakan asam format 10%
selama 10 hari supaya subyek lebih
lunak. Subyek yang telah Ilunak
kemudian dilakukan prosedur
histologijaringan  meliputi  proses
dehidrasi, clearing, impregnansi,
embedding, dan pemotongan
jaringan  menggunakan  mikrotom
dengan ketebalan 5 mikron secara
melintang. Selanjutnya  dilakukan
pewarnaan subyek menggunakan
HE.
Tahap  Perhitungan
Epitel Gingiva

Data penelitian  diperoleh
dari pengamatan sediaan histologis
dari fiap kelompok. Pengamatan
sediaan  histologi menggunakan
mikroskop cahaya (Olympus)
dengan bantuan OptiLab dengan
perbesaran 400x. Pemeriksaan
ketebalan epitel ini  dilakukan
dengan cara melakukan
pengukuran tebal epitel dari stratum
basalis hingga stratum korneum
menggunakan software image raster
dan tempat pengukuran pada 4
potongan di 5 lapang pandang
terpilih kemudian hasilnya dijumlah
dan dirata-rata.

Ketebalan

Hasil Penelitian

Gambaran histologis jaringan
epitel gingiva tikus ditunjukkan pada
gambar 1, sedangkan rata-rata
ketebalan jaringan epitel gingiva
fikus ditunjukkan pada gambar 2.
Data yang diperoleh dilakukan uji
normalitas menggunakan  Shapiro-
wilk dan uji homogenitas
menggunakan uji Levene dengan
p>0,05. Hasil menujukkan  data
terdistribusi normal dan homogen.
Hasil uji one way anova
menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan bermakna antar setiap
kelompok.
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Gambar 4. Gambaran histologis ketebalan jaringan epitel gingiva tikus (panah

putih) dengan pewarnaan H-E perbersaran 400x.

a) Kelompok kontrol negatif yang dieutanasia pada hari ke-1 (K - 1), b) Kelompok kontrol negatif yang
dieutanasia pada hari ke-7 (K - 7), ¢) Kelompok kontrol positif yang dieutanasia pada hari ke-1 (K + 1),
d) Kelompok kontrol positif yang dieutanasia pada hari ke-7 (K + 7), e) Kelompok perlakuan gel
ekstrak biji kopi robusta 25% yang dieutanasia pada hari ke-1 (K25% 1), f) Kelompok perlakuan gel
ekstrak biji kopi robusta 25% yang dieutanasia pada hari ke-7 (K25% 7), g) Kelompok perlakuan gel
ekstrak biji kopi robusta 50% yang dieutanasia pada hari ke-1 (K50% 1), h) Kelompok perlakuan gel
ekstrak biji kopi robusta 50% yang dieutanasia pada hari ke-7 (K50% 7).
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Gambar 2. Histogram Rerata Ketebalan Epitel Gingiva Tikus pada Setiap
Kelompok

Pembahasan

Penelitian ini  mempelagjari
tentang pengaruh pemberian gel
ekstrak biji kopi robusta (C. robusta)
terhadap ketebalan epitel gingiva
pada model tikus periodontitis yang
diinduksi P. gingivalis. Hasil penelitian
sesuai dengan hipotesis penelitian
yang menyebutkan bahwa adanya
peningkatan ketebalan epitel
gingivasetelah pemberian gel
ekstrak biji kopi robusta (C. robusta)
pada model tikus periodontitis.

Hasil penelitian menunjukkan
rerata  ketebalan epitel gingiva,
diperoleh hasil rerata ketebalan
epitel yang paling tebal dari semua
kelompok vyakni pada kelompok
kontrol negafif yang dieutanasia
pada hari  ke-1 (K1.1). Pada
kelompok KI1.1 fidak dilakukan
intervensi berupa induksi P. gingivalis,
sehingga ketebalan epitel gingiva
dari lapisan epitel basalis hingga
lapisan epitel korneum masih dalam
keadaan normal. Hal ini berbeda
dengan kelompok kontrol  postif
yang dieutanasia pada hari ke-1
(K2.1) yang memiliki rerata
ketebalan epitel gingiva paling fipis
dari semua kelompok karena pada
kelompok ini dilakukan intervensi
berupa induksi P. gingivalis.
Penelitian sebelumnya mengatakan

bahwa P. gingivalis merupakan
salah  safu  bakteri  penyebab
periodontfitis sehingga akfivitas
respon inflamasinya dapat
menyebabkan kerusakan komponen
matriks  ekstraseluler pada epitel
yang mengakibatkan  kerusakan
epitel.24

Data hasil penelitian rerata
ketebalan epitel pada semua
kelompok perlakuan dan kelompok
kontrol positif menunjukkan bahwa
K2.1 memiliki rerata ketebalan epitel
yang paling fipis dan kelompok
perlakuan yang diberi gel ekstrak biji
kopi robusta 50% yang dieutanasia
pada hari ke-7 (K4.2) memiliki rerata
ketebalan epitel paling tebal. Hasil
tersebut sesuai dengan manfaat dari
biji kopi robusta memilki senyawa
akfif asam klorogenat, kafein dan
saponin 12, Berdasarkan penelitian
sebelumnya mengatakan bahwa
semakin tinggi konsentrasi ekstrak
suatu fanaman maka akan semakin
tinggi pula senyawa aktif yang
dikandung.'s

Data hasil uji beda
menunjukkan  bahwa  terdapat
perbedaan bermakna antar setiap
kelompok. Hasil tersebut sesuai
dengan  penelitian  sebelumnya
bahwa biji kopi robusta memilki
senyawda akfif yang dapat
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membantu  mempercepat proses
penyembuhan luka. Karena biji kopi
robusta memiliki kandungan asam
klorogenat dua kali lebih banyak
dibanding kopi  arabika  dan
terbanyak dibanding dengan
tumbuhan yang lain yang berfungsi
sebagai antiinflamasi sekaligus
antioksidan yang baik.1¢

Aktivitas  anfiinflamsi  asam
klorogenat, yaitu mengurangi efek
histamin, bradikinin, dan lekotrien,
serta yang pada akhirnya dapat
mengurangi efek peningkatan
permeabilitas kapiler selama fase
inflamasi sehingga dapat
mencegah keluarnya makromolekul
dari mikrosirkulasi dan mengurangi
pembengkakan (edema). Senyawa
ini juga mampu mengurangi aktivitas
sistemm komplemen. Telah diketahui
bahwa faktor yang terpenting
dalom menjamin  berlangsungnya
penyembuhan suatu luka adalah
masalah  pencegahan tferjadinya
kontaminasi bakteri dan infeksi.
Artinya, suatu luka dapat sembuh
kembali selain dengan daya tahan
(kemampuan)  tubuhnya  sendiri,
dapat juga dengan bantuan
anfibakteri yang diberikan secara
topikal. Pencegahan infeksi pada
luka merupakan prasyarat  yang
penting agar dapaft ferjadinya
proliferasi normal dari sel-sel jaringan
untuk menutup luka.!é

Asam klorogenat dan kafein
memiliki  kandungan  antioksidan
yang lebih baik dari pada vitamin
C.17 Antioksidan merupakan zat
yang dapat menetralkan radikal
bebas sehingga dapat melindungi
sistem biologi tubuh dari efek
merugikan yang timbul dari proses
atau pun reaksi yang menyebabkan
oksidasi yang berlebihan.'® Aktivitas
antioksidan dari asam klorogenat
dan kafein adalah dengan
menghambat aktivitas radikal bebas
yang berlangsung selaoma proses
inflamasi. Pada proses inflamasi
terjadi  peningkatan infiltrasi  sel

inflamasi akan menyebabkan
mekanisme  fagositosis  terhadap
anfigen sehingga memicu radikal
bebas. Radikal bebas dan enzim
protease yang diaktivasi oleh sel-sel
inflamasi fidak hanya merusak sel
yang tferpapar alergen, tetapi
akftivitas protease yang berlebihan
juga dapat merusak sel, protein, dan
komponen  matriks  ekstraseluler
pada epitel.4

Senyawa saponin dalam biji
kopi robusta (C. robusta)dapat
mengaktivasi dan mensintesis TGF-B1
dan memodifikasi ekspresi reseptor
TGF-R di fibroblast. TGF-p merupakan
sebagai faktor perfumbuhan
fibroblas, mempercepat
penyembuhan luka dan dapat
memediasi proses epitelisasi. TGF-p
dapat menstimulasi dan
meningkatkan  migrasi  keratinosit
untuk  memproduksi  fibronektin.
Fibronektfin  memilki sifat adhesif
sehingga dapat mempermudah
keratinosit untuk bermigrasi
sepanjang fibrin. Kerafinosit yang
bermigrasi dan membelah diri untuk
melapisi gingiva atau kulit yang
telah kehilangan ketebalan.!?

Kelompok Gel Ekstrak Biji Kopi
Robusta  50%  tfidak  berbeda
bermakna dengan kelompok kontrol
negatif, keadaan ini dikarenakan
pada kelompok 50%  memiliki
ketebalan epitel yang mendekati
normal. Ketebalan epitel yang
diperoleh tersebut merupakan
pengaruh dari  pemberian  gel
ekstrak  biji kopi robusta yang
membantu  dalom mempercepat
proses epitelisasi pada kelompok
yang mengalami periodontitis.
Semakin tinggi fingkat konsentrasi
gel ekstrak biji kopi robusta maka
semakin  tinggi pula kandungan
asam  klorogenat, kafein  dan
saponin.20

Pada kontrol positif  dan
kelompok perlakuan gel ekstrak biji
kopi robusta 25% menujukkan hasil
yang tidak berbeda bermakna. Hasil
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tersebut dikarenakan kandungan
senyawa aktif yang ferdapat di
dalam biji kopi robusta konsentrasi
rendah (25%) kurang  dapat
menunjukkan hasil yang lebih baik.
Sehingga menyebabkan  asam
klorogenat, kafein dan saponin yang
dapat membantu mempercepat
proses epitelisasi kurang bekerja
secara optfimal. Hasil ini  sesuadi
dengan penelitian  sebelumnya
bahwa konsentrasi ekstrak biji kopi
robusta yang rendah mengandung
asam  klorogenat, kafein  dan
saponin yang rendah pula,
akibatnya keadaan tersebut dapat
mempengaruhi  fungsi  senyawa
tersebut berupa kurang optimalnya
fungsi biologis dari senyawa akfif
tersebut 20, Pada penelitian ini gel
ekstrak biji kopi robusta 25% kurang
berpengaruh terhadap ketebalan
epitel gingiva model fikus
periodontitis.

Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian
diduga bahwa kandungan Gel
ekstrak biji kopi robusta (C. robusta)
dapat membantu mempercepat
ketebalan epitel gingiva pada

model fikusperiodontitis yang
diinduksi P. Gingivalis ferutama
pada konsentrasi 50% . Perlu

penelifian  lebih lanjut  tentang
berbagai gel ekstrak biji kopi
robusta (C. robusta) terhadap
indikator inflamasi lainnya dan lama
hari pengamatan ketebalan epitel,
serta penelitian lebih spesifik tentang
kandungan yang ada dalam biji
kopi robusta (C. robusta) terhadap
model tikus periodontitis.
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