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Radikal merupakan senyawa yang sangat reaktif dan berpotensi merusak
molekul-molekul jaringan. Secara alamiah radikal bebas dihasilkan oleh tubuh
selama proses metabolisme. Radikal bebas dapat dinetralkan selama terdapat
antioksidan yang memadai. Potensi radikal bebas dalam merusak jaringan terjadi
pada kondisi inflamasi karena peningkatan produksi radikal bebas. Monosit yang
dipapar eksotoksin Streptococcus mutans dapat mengaktifkan NADPH oksidase
(NOX) pada membran yang memicu adanya ledakan oksidatif akibat produksi
radikal bebas dalam jumlah besar. Radikal yang dihasilkan adalah produk
Reactive Oxygen Species (ROS) berupa radikal superoksida sebagai yang pertama
dan paling banyak dihasilkan oleh monosit.

Antioksidan secara alami dapat ditemukan pada kopi. 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. Pengolahan kopi robusta berpengaruh terhadap
kandungan antioksidannya. Kopi robusta spray dried memiliki kandungan
antioksidan yang lebih tinggi dibandingkan dengan kobi bubuk robusta biasa.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengkaji potensi seduhan kopi bubuk robusta
spray dried terhadap inhibisi produksi radikal superoksida monosit yang dipapar
eksotoksin S. mutans 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 3 kelompok pada penelitian ini, kelompok kontrol (monosit dan

eksotoksin), kelompok perlakuan I(monosit, seduhan kopi bubuk biasa, dan

viii


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

eksotoksin), dan perlakuan Il(monosit, seduhan kopi bubuk spray dried, dan
eksotoksin). Metode isolasi monosit menggunakan teknik single ficoll-paque
density gradient centrifugation. Seduhan kopi didapatkan dengan melarutkan 3
gram kopi bubuk dalam 200 ml air. Potensi inhibisi dilihat dari penurunan jumlah
monosit yang memproduksi radikal superoksida dengan Nitro Blue Tetrazolium.
Sel yang memproduksi warna formazan ungu kebiruan dianggap memproduksi
radikal superoksida. Parameter yang digunakan dalam penelitian ini adalah
menghitung persentase jumlah monosit yang memproduksi radikal superoksida
dengan jumlah seluruh sel monosit. Hasil perhitungan dilakukan uji analisis
statistik. Uji normalitas menggunakan uji Shapiro Wilk dan uji homogenitas
menggunakan Levene Test dengan hasil p>0,05. Uji selanjutnya adalah uji
parametri One-Way Anova dengan hasil p<0,05 dan Least Significant Difference.

Hasil analisis data statistik menunjukkan bahwa terdapat perbedaan pada
seluruh kelompok. Hasil analisis statistik lanjutan menunjukkan adanya perbedaan
yang signifikan antara kelompok kontrol dengan kelompok monosit + kopi spray
dried + eksotoksin. Hasil menunjukkan kelompok yang memproduksi radikal
tertinggi adalah kelompok monosit + eksotoksin. Hal ini terjadi karena produksi
radikal superoksida intrasel meningkat akibat paparan eksotoksin S. mutans. Perlu
dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai radikal ekstra sel yang terbentuk.
Kelompok monosit + kopi spray dried + eksotoksin memperlihatkan jumlah
monosit yang memproduksi radikal superoksida lebih sedikit dibandingkan
kelompok monosit + kopi bubuk biasa + eksotoksin. Hal ini menunjukkan bahwa
seduhan kopi bubuk spray dried dengan konsentrasi 1,5% dapat menurunkan
produksi radikal superoksida monosit sedangkan kandungan antioksidan pada
kelompok monosit + kopi bubuk biasa + eksotoksin dengan konsentrasi 1,5%
kurang mampu meredam produksi radikal superoksida monosit.

Kesimpulan penelitian ini adalah seduhan bubuk kopi robusta spray dried
dapat menghambat produksi radikal superoksida monosit yang dipapar eksotoksin
Streptococcus mutans secara in vitro. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut
mengenai konsentrasi lain yang dapat menghambat produksi radikal superoksida

monosit serta penelitian serupa secara iv vivo.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1  Latar Belakang

Senyawa antioksidan bermanfaat untuk mengatasi dampak negatif
radikal bebas. Secara alamiah, tubuh manusia mampu memproduksi antioksidan
endogen yang dapat merubah radikal bebas reaktif menjadi senyawa non-radikal
yang stabil. Namun demikian, antioksidan alami yang diproduksi tubuh terkadang
tidak mencukupi untuk meredam reaksi radikal bebas pada kondisi inflamasi
(Werdhasari, 2014).

Tahap awal reaksi inflamasi adalah terjadinya respiratory burst oleh sel
inflamasi. Selama melakukan pertahanan tubuh, monosit mengaktifkan Nicotine
Adenine Dinucleotide Phospat (NADPH) oksidase yang memicu adanya
respiratory burst akibat produksi radikal bebas dalam jumlah besar. Radikal yang
dihasilkan adalah produk Reactive Oxygen Species (ROS) berupa radikal
superoksida sebagai yang pertama dan paling banyak dihasilkan oleh monosit
untuk membunuh bakteri (Birben dkk., 2012; Yuslianti, 2018). Respiratory burst
yang terjadi tanpa diimbangi adanya antioksidan mengakibatkan terbentuknya
chain reaction. Rantai oksidan yang tidak terputus dapat menyebabkan stres
oksidatif yaitu ketidakseimbangan jumlah radikal dan antioksidan dalam tubuh
(Oliveira dkk., 2010).

Salah satu pemicu adanya respiratory burst adalah eksotoksin
Streptococcus mutans. Bakteri berantai ini merupakan bakteri utama penyebab
kerusakan gigi dan bahkan sebagai salah satu bakteri yang diduga dapat
menyebabkan rusaknya kolagen vaskular yang memicu trombosis (Forssten dkk.,
2010; Purwanto dan Susilawati, 2014). Hal ini memungkinkan adanya perlawanan
monosit saat inflamasi terjadi pada jaringan lunak gigi seperti pulpa karena karies
yang dalam (Eslami dkk., 2016).

Radikal bebas dapat memicu timbulnya beberapa penyakit degeneratif
seperti  jantung, diabetes melitus, kanker, dan gangguan ginjal (Dewo, 2013;
Winarno dkk., 2015). Penyakit degeneratif membutuhkan konsumsi obat-obatan
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yang relatif mahal dan berisiko menimbulkan komplikasi penyakit lain akibat
bahan kimia yang terkandung dalam obat. Kopi bubuk spray dried dengan
kandungan antioksidan dalam jumlah besar sebagai senyawa pendonor elektron
yang mudah teroksidasi diduga dapat menjadi alternatif penangkal radikal bebas
(Werdhasari, 2014; Dupas dkk., 2006).

Kopi merupakan minuman berkhasiat yang memiliki beragam manfaat
dengan rasa dan aroma yang khas (Fattah, 2016). Beberapa kandungan dalam kopi
yang berkhasiat bagi tubuh antara lain trigonelline yang dapat mencegah
kerusakan pada gigi dan dicaffeoylquinic acid yang berfungsi sebagai antioksidan
(Hamdan dan Aries, 2018). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa kopi
merupakan jenis minuman yang hingga saat ini memiliki antioksidan paling tinggi
dibandingkan jenis minuman lain seperti teh, coklat, serta wine dalam rerata satu
kali konsumsi dan jenis kopi robusta memiliki kandungan antioksidan yang lebih
tinggi daripada kopi arabika (Yashin dkk., 2013; Farah, 2012). Menurut hasil
Survei Sosial Ekonomi Nasional (SUSENAS) oleh Badan Pusat Statistik,
permintaan kopi untuk konsumsi rumah tangga cenderung mengalami penurunan
setiap tahunnya meskipun produksi kopi robusta di berbagai provinsi melimpah
(Kementrian Pertanian, 2016). Hal ini diduga terjadi karena minimnya
pengetahuan masyarakat tentang manfaat kopi bagi kesehatan (Olivia, 2014).

Antioksidan dalam kopi dapat dipengaruhi oleh proses pengolahan berupa
pengeringan (drying) (Yashin dkk., 2013). Pengeringan spray merupakan salah
satu proses dalam pembuatan kopi instan yang praktis dan tidak menyisakan
ampas setelah penyeduhan sehingga memaksimalkan kandungan zat yang berguna
bagi tubuh untuk dikonsumsi tanpa terbuang (Mizfar dan Aldon, 2015; Afriliana,
2018). Purchasing dan Marketing manager PT Taman Delta Indonesisa
Moelyono Soesilo mengatakan total konsumsi kopi sekitar 4,5-5 juta kantong per
tahun dengan jenis yang paling banyak dikonsumsi adalah kopi tubruk dan 3 in 1
white coffee. Pengeringan dilakukan dengan mengeleminasi kandungan air dengan
paparan suhu yang tinggi. Produk akan memiliki massa jenis yang rendah, daya
larut yang tinggi dan senyawa polifenol dalam jumlah besar (Musatto dkk., 2011;

Niseteo dkk., 2012). Penelitian fitokimia yang dilakukan oleh Susilawati pada
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tahun 2018 juga menunjukkan bahwa kandungan antioksidan, kafein, dan protein
pada kopi robusta yang melalui proses pengeringan spray mengalami peningkatan
tetapi penelitian tentang efek kopi tersebut bagi tubuh belum banyak dilakukan.
Berdasarkan uraian di atas, maka dilakukan penelitian untuk mengkaji
potensi inhibisi pada kopi bubuk robusta tanpa ampas dengan proses pengeringan
spray dalam menghambat produksi radikal superoksida monosit yang dipapar

eksotoksin S. mutans dibandingkan dengan kopi bubuk biasa.

1.2 Rumusan masalah

Berdasarkan latar belakang di atas maka masalah yang timbul adalah
apakah seduhan kopi bubuk robusta spray dried memiliki potensi inhibisi
terhadap produksi radikal superoksida monosit yang dipapar eksotoksin S. mutans

secara in vitro?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dilakukan penelitian ini adalah untuk mengkaji potensi seduhan
kopi bubuk robusta spray dried terhadap inhibisi produksi radikal superoksida
monosit yang dipapar eksotoksin S. mutans secara in vitro.

1.4  Manfaat Penilitian
Manfaat yang dapat diambil dari penelitian ini adalah:

1. Memberikan informasi ilmiah tentang pemanfaatan kopi spray dried
sebagai salah satu antioksidan yang dapat mengurangi produksi radikal
superoksida.

2. Tambahan informasi pemanfaatan kopi secara maksimal dengan teknologi

pengolahan pengeringan spray.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Radikal Bebas

Radikal bebas merupakan suatu atom, gugus, molekul atau senyawa yang
dapat berdiri sendiri yang mengandung satu atau lebih elektron yang tidak
berpasangan pada orbit paling luar. Molekul tersebut diantaranya atom hidrogen
dan oksigen. Keberadaan satu elektron yang tidak berpasangan menyebabkan
molekul mudah tertarik dan menyebabkan molekul sangat reaktif. Pelepasan
elektron dari suatu senyawa disebabkan karena adanya proses oksidasi. Sumber
radikal bebas dapat berasal dari dalam tubuh melewati autodaksi, oksidasi
enzimatik, fagositosis dalam respirasi, dan transpor elektron di mitokondria
maupun dari luar tubuh seperti sinar ultraviolet, asap rokok, dan radiasi (Yuslianti,
2018). Radikal bebas dapat merusak protein, DNA, dan membran sel dengan cara
mengambil elektron yang mereka butuhkan sebagai molekul reaktif. Proses
pengambilan elektron ini disebut oksidasi (Liou, 2011). Gambar 2.1 menunjukkan
proses oksidasi pembentukan radikal bebas akibat adanya NADPH oksidase yang

berfungsi merubah oksiden menjadi anion superoksida.

Phagosome
NADPH
NADPH-oxidase o,
complex - Phagocytosed
2 shaifie
P
p40" “Mf\lnf\f\/j
o2 & (3'7\) HOCI
I /
v 0, ul()_r/\/
/Z H*
H*
Proton-channel
NADP* + H'

Gambar 2.1 NADPH oksidase mengubah oksigen (O,) menjadi (O,)
(Sumber: Maruf dan O’Brien, 2014)

Salah satu radikal bebas yang dikenal bersifat toksik pada sel hidup adalah
superoksida dan radikal hidroksil. Spesies oksigen reaktif (ROS) yang diproduksi
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dalam proses metabolisme dan fisiologis tidak menutup kemungkinan menjadi
oksidan yang berbahaya bagi tubuh. Hal ini terjadi apabila peningkatan oksidan
terjadi tanpa diimbangi adanya jumlah antioksidan yang seimbang (stres
oksidatif). Radikal hidroksil (OH) merupakan ROS paling berbahaya yang
bertanggung jawab atas terjadinya kerusakan oksidatif. Hidrogen peroksida dan
molekul superoksida tidak dapat langsung mengoksidasi lemak, asam nukleat, dan
gula melainkan dengan cara memproduksi OH". Molekul yang telah teroksidasi
akan membentuk radikal bebas baru yang mengarah ke terjadinya reaksi berantai
radikal (chain reaction) apabila tidak dihentikan oleh antioksidan (Erel, 2003).
Stres oksidatif terjadi akibat ketidakseimbangan jumlah radikal bebas dengan
antioksidan dapat meningkatkan transkripsi berbagai gen inflamasi, merusak
fungsi membran, serta mempercepat penuaan (Samuel, 2018). Radikal bebas juga
merupakan penyebab berbagai keadaan patologis seperti penyakit lever, jantung
koroner, katarak, dan penyakit hati (Handajani dkk., 2010).

2.2 Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menunda, memperlambat,
dan mencegah proses oksidasi. Hal ini memungkinkan antioksidan untuk
mencegah terjadinya reaksi oksidasi dari radikal bebas. Berdasarkan sumbernya
antioksidan dibagi menjadi dua macam Vyaitu antioksidan dalam tubuh
(antioksidan enzimatik) serta antioksidan non-enzimatik yang merupakan
antioksidan dari alam sekitar dan antioksidan dari reaksi kimia. Antioksidan
enzimatik dibentuk oleh tubuh berupa enzim seperti superoksida dismutase
(SOD), peroxidase, dan katalase sedangkan antioksidan non-enzimatik dapat
diperoleh melalui makanan maupun molekul senyawa dari suatu proses

pengolahan (Yuslianti, 2018).

20, +2H 22 ,H 0, +0,

Gambar 2.2 Reaksi kimia perubahan superoksida menjadi hidrogen peroksida oleh SOD
(Sumber: Nimse dan Pal, 2015)
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Gambar 2.3 Reaksi kimia perubahan radikal bebas menjadi oksigen dan air
(Sumber: Yuslianti, 2018)

Berdasarkan mekanisme kerjanya, antioksidan dibagi menjadi 3 kelompok
yang berbeda yaitu antioksidan primer, antioksidan sekunder, dan antioksidan
tersier. Sistem pemutusan reaksi radikal berantai dilakukan oleh antioksidan
primer yang meliputi enzim-enzim seperti SOD yang mengkatalis dismutase
superoksia menjadi hidrogen peroksida dan oksigen (Gambar 2.2) dan katalase
yang mngkatalis hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen (Gambar 2.3).
Antioksidan sekunder merupakan sistem pertahanan preventif yang menghambat
pembentukan radikal bebas. Antioksidan sekunder berupa antioksidan alami yang
banyak diperoleh dari konsumsi makanan. Antioksidan terakhir yaitu antioksidan
tersier meliputi sistem enzim DNA-repair. Enzim ini berfungsi dalam perbaikan

biomolekuler yang rusak akibat radikal bebas (Winarsi, 2007).

2.3  Kopi Robusta (Coffea canephora)

Kopi robusta pertama kali ditemukan di akhir abad ke-19 di Kongo Belgia.
Kopi jenis ini dulunya kurang diminati karena diambil dari pohon yang tumbuh
secara liar sehingga rasa yang dihasilkan terlalu kuat. Citra kopi robusta di mata
masyarakat saat itu sangat buruk karena kualitas rasanya yang bahkan tidak
sebanding dengan kopi arabika kualitias rendah. Namun harga minim inilah yang
akhirnya menarik produsen minuman kopi Eropa untuk mengembangkan
pengolahan seperti pemanggangan (roasting) dan penggilingan menjadi bubuk
(grounding) sehingga merubah baik rasa maupun kandungan dalam Kkopi
(Hoffman, 2014).

2.3.1 Kilasifikasi Kopi Robusta (Coffea canephora)
Klasifikasi tanaman kopi robusta adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae
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2.3.2

Subkingdom
Infrakingdom
Super divisi
Divisi

Sub divisi
Kelas

Super ordo
Ordo

Famili

Genus

Spesies

Morfologi

: Viridiplantae

: Streptophyta

: Embryophyta

: Treacheaophyta
: Spermatophytina
: Magnoliopsida

: Asteranae

: Gentianalas

: Rubiaceae

: Coffea L.

: Coffea canephora L. (ITIS, 2011)

Tanaman kopi memerlukan waktu sekitar 3 tahun untuk menjadi tanaman

berbunga yang dapat menghasilkan buah kopi. Semua spesies kopi memiliki

bunga berwarna putih berbau harum yang muncul di ketiak daun (Gambar 2.4).

Buah yang terbentuk dari bunga tersebut akan matang selama 7 sampai 12 bulan

(Gambar 2.5). Buah kopi tersusun dari 3 lapisan yaitu kulit buah (epicarp), daging

buah (mesocarp) atau biasa disebut pulp, dan kulit tanduk (endocarp). Satu buah

kopi memiliki dua biji kopi yang memiliki alur pada bagian datarnya dan

terbungkus di dalam kulit tanduk. Kopi robusta memiliki akar yang tidak terlalu

panjang, sekitar 30 cm dari permukaan tanah, sehingga menyebabkan kopi jenis

ini lebih cepat kering dibandingkan j

enis yang lain (Rahardjo, 2017).

»n R

Gambar 2.4 Bunga kopi
(Sumber: Prastowo, 2010)


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

Gambar 2.5 Buah kopi
(Sumber: Prastowo, 2010)

2.3.3 Proses Pengolahan

Kopi robusta yang siap panen dipetik secara manual dan selanjutnya
dilakukan seleksi untuk memisahkan buah yang superior (masak) dari buah yang
inferior (cacat). Buah kopi yang segar sebaiknya langsung dilakukan pengolahan
seperti pengelupasan kulit buah. Kopi robusta memiliki kulit yang keras sehingga
diperlukan air untuk proses ini, fermentasi yang relatif singkat karena kandungan
lendir yang sedikit, pencucian, pengeringan dengan bantuan sinar matahari, dan
penyimpanan yang tidak lebih dari 3 bulan (Idawanni, 2015; Rahardjo, 2012).

Proses selanjutnya yang dilalui kopi setelah penyimpanan adalah proses
pengolahan (Gambar 2.6). Proses pengolahan dapat dilakukan dengan proses
pengeringan kering. Kopi akan melalui berbagai proses seperti pemanggangan
yang dilakukan dengan alat dengan temperatur dan lama waktu tertentu sehingga
biji kopi berwarna kecoklatan dan bahkan bisa dikonsumsi secara langsung serta
penggilingan yang mengubah bentuk biji menjadi bubuk sehingga dapat dilakukan
penyeduhan (Yuwono dkk., 2017).
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Penyimpanan

Pemilihan, pembersihan dan
pencampuran

Pemangganga

J

Skrup Pengangkut
Pengangkut

Silo Penyimpan
Kopi Panggang

*
.

Penggilingan

---------

Silo Penyimpan Kopi Giling

E:D Pengemasan

Gambar 2.6 Diagram alur proses pengolahan biji kopi
(Sumber : Franson, 2016 dalam Yuwono dkk., 2017)

2.3.4 Spray Drying

Teknologi saat ini memungkinkan produksi kopi tanpa meninggalkan
ampas saat diseduh yang biasa disebut soluble coffee. Hal ini dikarenakan adanya
proses pengeringan (drying) pada proses pembuatan bubuk seperti pengeringan
spray. Proses ini menjadi salah satu teknik yang banyak dipilih untuk membuat
soluble coffee/kopi instan dan dapat menghasilkan senyawa polifenol seperti asam
klorogenat (Gambar 2.7) dan kafein (Gambar 2.8) yang merupakan senyawa
antioksidan (Desai dan Park, 2005).

o)
HO )—OH

O
HO" OJ\/A@OH
OH
OH

Gambar 2.7 Struktur kimia molekul asam klorogenat
(Sumber : Toyama dkk., 2014)
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Gambar 2.8 Struktur kimia molekul kafein
(Sumber : Baratloo dkk., 2016)

Kopi spray dried tidak menyisakan ampas karena ukuran partikelnya yang
kecil. Partikel sebesar 4-5 um akan larut secara keseluruhan dalam air tanpa
menyisakan ampas yang masih mengandung sejumlah senyawa bioaktif seperti
kafein dan fenolik (Ishwarya dan Chinnaswamy, 2014; Juliantari dkk., 2018).
Pada proses pengeringan temperatur yang lebih tinggi dari 160 °C terkadang
menyebabkan degradasi senyawa polifenol, yang sensitif terhadap suhu panas
(Sun-Waterhouse dkk., 2013). Oleh karena itu pada tahun 2015 Bels¢ak-

Cvitanovi¢ dkk., melakukan penelitian dengan menurunkan suhu menjadi 130 °C

sehingga komponen bioaktif dalam kopi tidak terdegradasi.

Proses pengeringan spray dapat menghasilkan antioksidan yang lebih
tinggi dari teknik pengeringan lainnya untuk menghasilkan kopi larut air tanpa
ampas seperti pengeringan freeze. Selain senyawa fenolik berupa asam
klorogenat, potensi antioksidan yang dihasilkan kopi spray dried juga ada pada
kandungan kafein, asam hidroksisinamat, dan produk reaksi Maillard seperti
melanoidin (Ghirisan dan Vanile, 2017).

2.3.5 Kandungan Antioksidan pada Kopi

Kopi memiliki beberapa senyawa yang berperan sebagai antioksidan
seperti senyawa fenolik (asam klorogenat, asam kafeat) dan kafein (Isnindar,
2017). Polifenol, bentuk senyawa fenolik dalam kopi, merupakan senyawa kimia
yang bekerja sebagai antioksidan kuat (Almada, 2009). Kopi mengandung
senyawa fenolik berupa asam klorogenat yang berfungsi sebagai antioksidan dapat
ditingkatkan dengan mengurangi adanya radikal bebas (Herlinawati, 2016).
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Antioksidan adalah senyawa yang memiliki peranan penting dalam menjaga
kesehatan karena dapat menangkap molekul spesies oksigen reaktif sehingga
menghambat reaksi oksidatif dalam tubuh yang merupakan penyebab berbagai
penyakit (Adawiyah dkk., 2015). Penelitian Vicente dkk., pada tahun 2014a
menunjukkan bahwa konsumsi kopi robusta dapat meningkatkan kadar SOD yang
merupakan antioksidan yang berasal dari dalam tubuh sehingga sel tubuh dapat
menghindari adanya stres oksidatif.

Senyawa fenol memiliki kemampuan mendonasikan hidrogen kepada atom
yang bersifat reaktif karena kehilangan pasangan elektron menjadi oxidized
resonance-stabilized radicals yang dapat mencegah stres oksidatif (Vicente dkk.,
2014b). Senyawa polifenol pada kopi memiliki beberapa fungsi seperti
menangkap radikal bebas, menangkap ion-ion logam, dan memodulasi aktivitas
enzim. Selain itu polifenol dapat menghambat reaksi lipoksigenase yang berperan
dalam terjadinya inflamasi yang disebabkan oleh agregasi sel inflamatori serta
menghambat terjadinya oksidasi vitamin A. Oksidasi vitamin A dapat
menurunkan jumlah vitamin A dalam tubuh yang memiliki efek antiaging
(Yusmarini, 2011; Andriana dan Djauhari, 2017). Asam klorogenat merupakan
senyawa polifenol yang dapat untuk memutus reaksi berantai dari radikal bebas
dan memiliki aktivitas antioksidan yang tinggi karena gugus hidroksil yang
dimiliki berjumlah banyak (Lingga, 2012; Farhaty dan Muchtaridi, 2016).

2.4 Monosit

Monosit merupakan sel inflamasi yang diproduksi dalam sumsum tulang
dan berada dalam sirkulasi darah selama satu sampai dua hari. Setelah menerobos
dinding venula pascakapiler, monosit sebagai sel prekursor dari sistem fagosit
mononuklear akan berdiferensiasi menjadi beberapa bentukan sel seperti
makrofag dalam jaringan ikat, mikroglia dalam sistem saraf pusat, dan osteoklas
dalam tulang (Mescher, 2011). Monosit berperan sebagai Antigen Presenting Cell,

mengenal dan menyerang mikroba, memproduksi sitokin, serta mengerahkan
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pertahanan sebagai respon terhadap infeksi. Monosit juga berperan dalam
remodeling dan perbaikan jaringan (Baratawidjaja dan Rengganis, 2013).

2.4.1 Morfologi

Monosit adalah agranulosit dengan diameter 12 sampai 20 pm. Inti sel
besar dan cenderung menjauh dari bagian tengah sel. Bentuk inti sel bervariasi
seperti berbentuk lonjong, berbentuk ginjal, maupun berbentuk U. Kromatin
kurang padat apabila dibandingkan dengan limfosit. Sitoplasma monosit bersifat
basofilik dan mengandung granul azurofilik yang sangat halus (lisosom). Granul
ini tersebar di seluruh sitoplasma dan memberi sel warna abu-abu kebiruan karna
sifat basa yang dimiliki dalam sediaan terpulas. Terdapat retikulum endoplasma
kasar dan sejumlah mitokondria kecil dalam inti sel dengan pengamatan

menggunakan mikroskop elektron (Mescher, 2011).

2.4.2 Peran Monosit/Makrofag dalam Respon Imun

Monosit sebagai sel mononuklear menggantikan netrofil saat tidak lagi
dikerahkan pada inflamasi kronis. Monosit berperan dalam mencerna mikroba,
debris selular, netrofil yang bergenerasi, serta memodulasi respon imun dan fungsi
sel T melalui presentasi antigen dan sekresi sitokin. Monosit-makrofag
mempunyai kemampuan menyembuhkan luka dengan hasil akhir berupa struktur
jaringan normal maupun fibrosis serta memperbaiki fungsi sel inflamasi melalui
sekresi sitokin (Baratawidjaja dan Rengganis, 2013). Sebagian monosit melekat
pada jaringan dan tetap melekat selama berbulan-bulan sampai monosit tersebut
dipanggil untuk melakukan fungsi pertahanan lokal spesifik serupa dengan
makrofag jaringan yang apabila dirangsang dapat menjadi makrofag mobile.
Gabungan keseluruhan monosit, makrofag jaringan, dan makrofag mobile disebut
“sistem monosit-makrofag” yang tersebar luas di seluruh jaringan (Guyton dan
Hall, 2011).

Sebagian besar efek pembunuhan yang dilakukan oleh sel inflamasi pada
inflamasi kronis terjadi dari agen pengoksidasi yang dibentuk oleh enzim dalam

membran fagosom atau oleh organel khusus yang disebut peroksisom. Agen
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pengoksidasi ini meliputi superoksida (O;), dan ion hidroksil (OH") yang
merupakan ROS (Guyton dan Hall, 2011). Radikal superoksida terbentuk akibat
perubahan O, menjadi (O;), oleh NADPH oksidase karena dalam mencerna
mikroba, monosit menggunakan oksigen dalam jumlah besar yang disebut proses
respiratory burst (Birben dkk., 2012).

2.5 Streptococcus mutans

Clarke pada tahun 1924 mengisolasi suatu organisme dari lesi karies dan
mengamati sel berbentuk oval tersebut merupakan bentukan mutan dari
streptococcus hingga sekitar pertengahan tahun 1960 S. mutans dikenal sebagai
penyebab utama karies gigi (Fatmawati, 2011). Bakteri berantai dua atau lebih ini
tidak bergerak secara aktif dan memiliki diameter 0,5-0,7 pm. S. mutans
memproduksi asam organik dalam jumlah besar dan memiliki kemampuan
mensintesis glukosa ekstrasesuler dari sukrosa sehingga S. mutans dapat
menjadikan lingkungan sekitar hidupnya memiliki pH yang sangat rendah di
bawah 5,5 (Lemos, 2013; Alfath dkk., 2013).

Pada karies aktif, selain pH yang dapat mencapai angka kurang dari 5,
kerusakan pada gigi oleh bakteri dapat terus berlangsung hingga mengenai pulpa
(Widayati, 2014). Streptococcus mutans, melalui karies gigi yang dalam, sangat
mudah berinvasi ke sirkulasi darah. Invasi pada sirkulasi darah dapat merangsang
respon inflamasi vaskular berupa rekruitmen serta aktivasi sel pertahanan tubuh
untuk melawan S. mutans (Purwanto dan Susilawati, 2014; Purnamasari dkk.,
2014). Selain polisakarida, S, mutans juga memproduksi antigen /1l berupa
adesin yang memberikan efek immunomodulator pada sel manusia dan memiliki
peran penting dalam menimbulkan gangguan inflamasi serta eksotoksin seperti
streptolysin O (SLO) yang dapat menginduksi mediator inflamasi seperti TNF-a
(Charlier dkk., 2002). Streptococcus mutans memiliki peptidoglikan yang dapat
menginduksi peradangan dengan tujuan untuk mengeliminasi bakteri. Selain itu,
toksin yang dihasilkan S. mutans juga dapat menyebabkan kerusakan sel endotel
sehingga memicu kebocoran vaskular (hemoragi) yang dapat berlangsung

beberapa jam atau berhari-hari. Hemoragi merupakan keadaan darah keluar dari
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sistem kardiovaskular, disertai penimbunan dalam jaringan atau keluarnya darah
dari tubuh. Infeksi pada stroke hemoragik berhubungan erat dengan infeksi S.
mutans dan dianggap sebagai faktor risiko potensial pada pendarahan otak. Selain
itu, S. mutans juga memproduksi mutacin (bakteriocin) untuk membantu
kolonisasi pada proses pembentukan biofilm sekaligus dapat menghambat
pertumbuhan bakteri lainnya (Basri dkk., 2014).

2. 6 Uji Aktivitas Antioksidan terhadap Produksi Radikal Superoksida

Uji aktivitas antioksidan dilakukan dengan menggunakan Nitro Blue
Tetrazolium (NBT) yang merupakan bahan untuk melakukan uji teknik
konvensional. Teknik ini adalah metoda spektrofotometri dengan menginduksi
radikal superoksida yang nantinya akan bereaksi dengan NBT menghasilkan
warna formazan ungu kebiruan (Rahman dkk., 2012). Gambar 2.9 menunjukkan

reaksi NBT yang tereduksi menjadi formazan ungu kebiruan.

N Reduction R\ —N
R~ R N
~N" = R
\ 7/ » ] Y
N=N N=N
R RI
Tetrazolium Formazan

Gambar 2.9 Tetrazolium dan warna formazan
(Sumber: Kregiel, 2012)
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2.7 Kerangka Konsep Penelitian
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2.8 Penjelasan Kerangka Konsep Penelitian

Radikal superoksida dalam tubuh dapat meningkat karena paparan
eksotoksin S. mutans. Peningkatan radikal superoksida dapat menyebabkan stres
oksidatif yaitu keadaan dimana radikal bebas tidak diimbangi dengan antioksidan
yang memadai. Kopi spray dried tidak akan meninggalkan ampas saat dilakukan
penyeduhan sehingga dapat memaksimalkan konsumsi antioksidan yang dapat
ditemukan di ampas kopi pada umumnya. Antioksidan dalam kopi inilah yang
menangkap radikal superoksida yang dihasilkan oleh aktivitas monosit terhadap
eksotoksin S. mutans sehingga stres oksidatif yang dapat mengganggu fungsi

imun dapat dihindari.
2.9 Hipotesis

Berdasarkan latar belakang dan landasan teori, hipotesis pada penelitian
ini adalah seduhan kopi bubuk robusta spray dried memiliki potensi inhibisi
terhadap produksi radikal superoksida monosit yang dipapar eksotoksin

Streptococcus mutans secara in vitro.
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah experimental laboratories in vitro
pada sel isolat monosit vena peripheral manusia. Rancangan penelitian yang
digunakan adalah the post-test only control group design, yaitu pengukuran
terhadap kelompok yang diberi perlakuan dibandingkan dengan kelompok kontrol
(Notoadmodjo, 2010).

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilaksanakan pada bulan September-Desember 2018 di Laboratorium

Bioscience Rumah Sakit Gigi dan Mulut Universitas Jember.

3.3 Variabel Penelitian

3.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas pada penelitian ini adalah seduhan kopi bubuk spray dried

a. Definisi Operasional
Seduhan kopi bubuk spray dried adalah pelarutan kopi bubuk spray dried
dalam aquades panas (90-96°C).

b. Metode
Kopi bubuk spray dried adalah kopi bubuk robusta yang melalui proses
pengeringan menggunakan metode pengeringan spray menggunakan alat
spray drier dalam suhu 140°C selama 6 jam.

c. Parameter
Seduhan kopi bubuk spray dried memiliki konsentrasi 1,5% yaitu dengan
melarutkan 3 gram bubuk kopi dalam 200 ml air.
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3.3.2 Variabel Terikat

Variabel terikat pada penelitian ini adalah produksi radikal superoksida
monosit yang dipapar eksotoksin S. mutans

a. Definisi Operasional
Radikal superoksida yang diproduksi monosit (intrasel) setelah dipapar
eksotoksin S. mutans.

b. Metode
Produksi radikal superoksida diuji dengan Nitro Blue Tertazolium (NBT)
yang ditunjukkan melalui terbentuknya bercak biru kehitaman pada
membran monosit yang merupakan formazan blue hasil reduksi nitroblue
tetrazolium (Y-NBT) oleh radikal superoksida (O;) (Dewi, 2016).
Pengamatan menggunakan mikroskop cahaya dengan visualisasi
menggunakan optilab.

c. Parameter
Persentase jumlah monosit yang memproduksi radikal superoksida
dibandingkan dengan jumlah monosit secara keseluruhan.

3.3.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah:

a. Isolat monosit

Monosit diambil dari individu yang sehat dengan teknik isolasi single ficoll-
paque density gradientcentrifugation (Corkum dkk., 2015).

b. Kopi bubuk biasa

Kopi bubuk robusta biasa merupakan kopi Gunung ljen produksi PTPN XII

Jember yang tidak melalui proses pengeringan spray.
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c. Konsentrasi kopi

Penyeduhan kopi dilakukan dengan mencampurkan bubuk kopi sebesar 3 gram
dan aquades panas (90-96°C) 200 ml sehingga konsentrasi yang didapatkan
adalah 1,5%. Seduhan akan dimasukkan ke isolat monosit sehingga konsentrasi

akhir yang diterima sel adalah 0,15%.
d. Eksotoksin Streptococcus mutans

Penelitian ini menggunakan bakteri S. mutans dalam media cair Brain Heart
Infusion Broth (BHI-B) yang diambil eksotoksinnya sebagai inducer terjadinya
respiratory burst pada monosit dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Matematika dan Ilmu pengetahuan Alam Universitas Jember. Eksotoksin
didapatkan melalui filtrasi menggunakan microfilter 0,2 pm setelah
sentrifugasi. Konsentrasi S. mutans yang digunakan adalah 1 Mc Farland atau
setara dengan 6 x 10° Colony Forming Units/ml (Azarsina dkk., 2013).

d. Prosedur penelitian

Meliputi teknik pemeriksaan monosit dan media kultur monosit.
3.4 Sampel dan Kelompok Penelitian
3.4.1 Kriteria Sampel Penelitian

Isolat monosit diambil dari darah vena periferal orang dewasa sehat yang
diduga tidak memiliki kelainan sistemik dan tidak memiliki kebiasaan merokok
serta bersedia mengisi informed consent. Kriteria dewasa sehat yaitu : (i) usia 20-
25 tahun, (i) BMI [tinggi badan (kg)/kuadrat tinggi badan (m)] normal (18,5-

22,9), dan (iii) tidak adanya konsumsi obat selama 3 bulan terakhir.
3.4.2 Kelompok Penelitian

Penelitian ini terdapat 3 kelompok percobaan yang terdiri dari kelompok

kontrol, kelompok perlakuan I, dan kelompok perlakuan |1, sebagai berikut:
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a. Kelompok kontrol yaitu isolat monosit tanpa diinkubasi dengan seduhan
kopi bubuk dan dipapar S. mutans.

b. Kelompok perlakuan | vyaitu isolat monosit yang diinkubasi dengan
seduhan kopi bubuk biasa dan dipapar S. mutans.

c. Kelompok perlakuan 1l yaitu isolat monosit yang diinkubasi dengan

seduhan kopi bubuk spray dried.dan dipapar S. mutans.

Kontrol Perlakuan
—
Perlakuan Perlakuan

1 2

v v
monosit + monosit + bubuk biasa monosit + bubuk
eksotoksin + eksotoksin S. spray + eksotoksin S.
S. mutans mutans mutans

Gambar 3.1 Skema kelompok penelitian

3.4.3 Besar Sampel Penelitian

Besar sampel yang digunakan untuk tiap kelompok dalam penelitian ini dihitung

dengan menggunakan rumus Daniel (2009) yaitu:

7%
n= ———
d2
Keterangan :

n = besar sampel tiap kelompok
z = nilai pada tingkat kesalahan tertentu, jika a = 0,05 maka z = 1,96
o = standar deviasi sampel

d = kesalahan yang dapat ditolerir, dengan asumsi o =d


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

Sehingga hasil yang didapat adalah sebagai berikut:

(1,96)%°

d2

(1,96)

384= 4
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Jumlah sampel yang dibutuhkan minimal adalah 3 sampel tiap kelompok.

Terdapat 4 kelompok pada penelitian ini sehingga total terdapat 12 sampel.

3.5 Alat dan Bahan Penelitian

3.5.1 Alat Penelitian
a. Alat untuk prosedur sterilisasi
1. UV sterilizer
2. autoclave
3. oven
b. Alat untuk prosedur pembuatan seduhan kopi
1. gelas ukur
2. hotplate stirrer
3. tabung falcon 15 cc
c. Alat untuk prosedur Pembuatan Eksotoksin Streptococcus mutans
1. erlenmeyer
2. sentrifuge
3. microfilter 0,2 um
4. densicheck
d. Alat untuk prosedur pengambilan darah dan isolasi monosit
1. tabung EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid)
2. blue tip
3. yellow tip
4. disposable syringe 10cc
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5. rak tabung
6. cover slip
7. petridish
8. mikropipet
9. sentrifuge
10. vortex
11. laminar flow cabinet
12. well plate culture 24
13. incubator shaker
e. Alat untuk prosedur uji aktivitas antioksidan
1. object glass
2. mikroskop cahaya
3. optilab

3.5.2 Bahan Penelitian
a. Bahan untuk prosedur sterilisasi
1. alkohol 70%,
2. aluminium foil,
b. Bahan untuk prosedur pembuatan seduhan kopi
1. kopi bubuk biasa
2. kopi bubuk spray dried
3. akuades steril
c. Bahan untuk prosedur Pembuatan Eksotoksin Streptococcus mutans
1. Streptococcus mutans
2. media BHI-B
d. Bahan untuk prosedur pengambilan darah dan isolasi monosit
1. darah vena peripheral manusia (heparinized whole blood)
2. media RPMI (Roswell Park Memorial Institude) (Glico)
3. lymphoprep (Medix)
e. Bahan untuk prosedur uji aktivitas antioksidan

1. metanol absolut

22
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2. pewarna gram safranin
3. entellan
4. Nitro Blue Tetrazolium (Skytech)

3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Pengurusan Surat Izin Penelitian dan Ethical Clearance

Surat izin penelitian ditujukan kepada Laboratorium Bioscience RSGM
Universitas Jember dan ethical clearance diajukan kepada Komisi Etik FKG

Universitas Jember.

3.6.2 Pembuatan Kopi Bubuk Spray Dried

Kopi spray dried diproses melalui pengeringan menggunakan metode
pengeringan spray dengan alat spray drier dalam suhu 140°C selama 6 jam di
Laboratorium Rekayasa Pengolahan Hasil Pertanian (RPHP) Fakultas Teknologi

Pertanian Universitas Jember.

3.6.3 Sterilisasi Alat

Semua alat dicuci bersih sebelum disterilkan kemudian alat yang terbuat
dari bahan yang tidak tahan panas disterilisasi menggunakan alkohol agar terbebas
dari invasi bakteri sedangkan alat yang terbuat dari bahan kaca dan logam seperti
tabung falcon, tabung eppendorf, dibungkus dengan aluminium foil kemunian
disterilkan dalam autoclave dengan suhu 121° C selama 15 menit setelah itu
dipindahkan ke oven selama 24 jam.

3.6.4 Pembuatan Eksotoksin Streptococcus mutans

Melakukan pencampuran 3,7 gram Brain Heart Infusion Broth dengan 100
ml aquades steril dalam erlenmeyer kemudian dipanaskan hingga mendidih.
Menutup erlenmeyer dengan kapas kemudian memasukkan dalam autoclave
dengan suhu 121 °C selama 15 menit. Media BHI-B dapat digunakan setelah

dimasukkan dalam incubator dengan suhu 37 °C selama 24 jam (Safaatin, 2018).
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Pembuatan suspensi bakteri S. mutans menggunakan 4 ml BHI-B yang
dicampurkan dengan 1 ose isolat bakteri kemudian diinkubasi pada suhu 37 °C
selama 24 jam. Selanjutnya melakukan pengecatan gram untuk melihat morfologi
bakteri dan menentukan konsentrasi bakteri dengan densicheck sebesar 1 Mc
Farland atau setara dengan 6 x 10° Colony Forming Units/ml (Azarsina dkk.,
2013). Selanjutnya dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 1700 rpm dengan
suhu 20 °C selama 5 menit dan penyaringan suspensi dengan mikrofilter ukuran

0,2 um untuk mendapatkan eksotoksin Streptococcus mutans (Sukma, 2018).

3.6.5 Prosedur Pembuatan Seduhan Kopi
a. Seduhan Kopi Bubuk

Pembuatan seduhan dilakukan dengan cara melarutkan 3 gram bubuk kopi
biasa dengan 200 ml aquades panas (90-96°C).
b. Seduhan Kopi Bubuk Spray Dried

Pembuatan seduhan dilakukan dengan cara melarutkan 3 gram bubuk kopi

spray dried dengan 200 ml aquades panas (90-96°C).

Masing-masing kelompok dimasukkan ke dalam tabung falcon dan digetarkan
menggunakan vortex agar tercampur merata serta dilakukan penyaringan dengan

syringe filter 0.2um.

3.6.6 Pengambilan Sampel Darah

Pengambilan darah vena periferal pada orang dewasa sehat yang telah
mengisi informed consent menggunakan disposable syringe sebanyak 6 cc secara
intravena pada fosa cubiti, kemudian memasukkan darah tersebut pada tabung
EDTA dan digoyang-goyangkan hingga merata.

3.6.7 Prosedur Isolasi Monosit
1. Memasukkan darah yang telah sebanyak 6 ml diambil dari vena
peripheral subjek ke dalam tabung EDTA dan digoyang-goyangkan
2. Memasukkan darah ke dalam 2 tabung falcon
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Melapiskan lymprophep dengan perbandingan 1:2 dengan darah secara
hati-hati yaitu ujung mikro pipet ditempekan pada dinding tabung dan
disemprotkan perlahan untuk mencegah pecahnya ficoll

Sentrifugasi dengan kecepatan 1900 rpm selama 20 menit pada suhu
20°C sehingga terbentuk 4 lapisan yaitu plasma darah, mononuklear,
lymprophep, dan polimorfonukelar eritrosit

Mengambil lapisan kedua yaitu mononuklear dan memasukkan ke
tabung falcon

Menambahkan media RPMI dengan perbandingan 1:1 pada falcon
Melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 1700 rpm selama 15 menit
pada suhu 20°C

Membuang supernatan yang encer di atas dan mencampurkan endapan
dengan media RPMI dengan perbandingan 1:1 pada falcon

Melakukan sentrifugasi dengan kecepatan 1700 rpm selama 10 menit
pada suhu 20°C

Suspensi 100 pl monosit dilapiskan ke well plate culture 24 yang
didasarnya diberi coverslip lalu diinkubasi selama 20 menit dengan
suhu 37 °C yang bertujuan untuk melekatkan monosit pada coverslip
Menambahkan 1 ml RPMI dan diinkubasi selama 30 menit suhu 37 °C
Mengamati di bawah mikroskop inverted dengan menggoyang secara
perlahan untuk memastikan perekatan sel

Pencucian dengan RPMI 500 pl sebanyak 2x

3.6.8 Inkubasi Monosit dengan Sediaan Kopi

Isolat monosit diinkubasi dengan seduhan kopi sebanyak 100 ul. Pada
kelompok kontrol tidak diberi seduhan kopi bubuk tetapi diberi RPMI untuk

mempertahankan kehidupan sel, pada kelompok perlakuan I ditambahkan seduhan

kopi bubuk biasa dan pada kelompok perlakuan Il ditambahkan seduhan kopi

bubuk spray dried. Selanjutnya diletakkan pada incubator shaker selama 1,5 jam.
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3.6.9 Pemaparan Eksotoksin Streptococcus mutans

Menambahkan suspensi S. mutans sebanyak 100 ul dengan konsentrasi 1

Mc Farland pada masing-masing well pada tiga kelompok yang berbeda kemudian

dilakukan inkubasi dengan incubator shaker selama 1,5 jam pada suhu 37 °C.

3.6.10 Uji Pengukuran Produksi Radikal Superoksida

Prinsip kerja: menggunakan metode NBT untuk melihat dan melakukan

melakukan perhitungan jumlah monosit yang memiliki bercak formazan ungu

kebiruan pada membran dan sitoplasmanya

1.
2.
3.

© © N o

Menambahkan 250 ul NBT pada masing-masing well

Membuang medium RPMI pada well dan dicuci dengan HBSS 50 pl
Meambahkan 100 ul metanol absolut pada masing-masing well diratakan
memenuhi coverslip dan diinkubasi selama 3 menit

Mengeringkan coverslip pada masing-masing well

Melakukan pengecatan dengan cat gram safranin hingga merata menutupi
seluruh bagian coverslip selama 15 menit

Melakukan pencucian dengan aquades steril sebanyak 2 x

Mengeringkan coverslip pada masing-masing well

Menempelkan coverslip pada object glass dengan etellan

Melakukan pengamatan menggunakan mikroskop cahaya dengan
perbesaran 1000x dan visualisasi dengan optilab

Pengamatan dilakukan oleh 3 orang dengan hasil berupa rata-rata perhitungan.

Produksi radikal superoksida (%) =Jumlah monosit yang memproduksix 100%

Jumlah monosit seluruhnya
(Preanger dkk., 2016)

Gambar 3.2 Alur pembacaan lapang pandang
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3.7 Analisa Data

Penelitian ini menggunakan uji Shapiro Wilk untuk uji normalitas dan uji
Levene untuk uji homogenitas pada data yang dihasilkan. Apabila data yang
dihasilkan berdistribusi normal (p>0,05) dan homogen, maka dilanjutkan dengan
uji statistik parametrik One Way ANOVA dan uji LSD (Least Significant
Differences) untuk menilai perbedaan yang bermakna pada setiap kelompok. Jika
data yang dihasilkan tidak berdistribusi normal (p<0,05) maka analisa data
menggunakan uji statistik non parametrik Kruskal Wallis dan uji Mann Whitnery

untuk menilai perbedaan yang bermakna pada setiap kelompok.

3.8 Alur Penelitian

Darah vena Bubuk Ko
perifer Robusta
I _ J
Isolat momosit L 'L
100 pliweld Bubuk ko Bubuk Kogn
tanpa Spray Spray dried
dried
[ +
Penmyeduhan dengan perband ingan
3 gr bubuk : 200 ml ar
Seduhan kope Soduhan kop bubuk
bubak 10 we T spray dried 100plhead!
monosit + seduhan mionosEit + seduhan kogi
ko brubark bubuk spray dried
1 I |
| Pemaparan cksotoksin 5 mefaees 100 plfveelf dan NBT |
: il [ )
monosit + monosit + seduhan monosit + sedubhan kopa
cksotok=in 5 kopi bubuk + bubuk spray adried +
TS cksotoksin 5 maras chsotoksin 5. senfars

| Fiksasi dengan metanod absolut dan pewamaan dengan saffanin |

!

| Perhitungan produkss radikal superoksida monosit |

+

l Analisa data
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Seduhan bubuk kopi robusta spray dried dapat menghambat produksi
radikal superoksida monosit yang dipapar eksotoksin Streptococcus mutans secara

in vitro.

5.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian selajutnya tentang konsentrasi seduhan kopi
robusta spray dried berbeda yang memiliki potensi inhibisi produksi
radikal superoksida monosit.
2. Perlu dilakukan penelitian selajutnya mengenai inhibisi seduhan kopi
robusta spray dried terhadap produksi radikal superoksida monosit yang
dipapar eksotoksin Streptococcus mutans secara in vivo.
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Lampiran E. Alat dan Bahan Penelitian

E.1 Alat penelitian
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E.2 Bahan Penelitian

Streptococcus mutans
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Pengambilan ; Memasukkan ke Sentrifugasi
sampel darah lymphoprep 1:2 (Hasil Sentrifugasi)

Mengambil lapisan Penambahan media kultur
mononuklear

Pencucian sel Inkubasi 30 menit Pembuatan
seduhan kopi
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Inkubasi 90 menit

Penyaringan hasil
sentrifugasi kopi

Penentuan konsentrasi
bakteri Inkubasi 90 menit

Persiapan pewarnaan Penempelan coverslip
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Lampiran G. Gambaran Hasil Isolasi Monosit

G.1 Hasil Setrifugasi Prosedur Isolasi Monosit

Plasma darah

Mononuclear
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Eritrosit

G.2 Gambaran Mikroskopis Hasil Isolasi Monosit Pewarnaan Giemsa
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Gambaran mikroskopis isolasi monosit pengecatan giemsa perbesaran 400X
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Lampiran H. Gambaran Hasil Pengecatan Gram Bakteri

Gambaran mikroskopis Streptococcus mutans dengan perbesaran 400x
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Lampiran I. Gambaran Mikroskopis Monosit yang memproduksi Radikal
Superoksida

1.1 Kontrol (Monosit + Eksotoksin)
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1.2 Perlakuan | (Monosit + Kopi Bubuk Biasa + Eksotoksin)

»-
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1.4 Monosit

1.6 Monosit + Kopi Bubuk Spray Dried
v

s
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Lampiran J. Tabel Persentase Perhitungan Jumlah Monosit

J.1 Kontrol (Monosit + Eksotoksin)

54

Pengulangan 1

Pengulangan 2

Pengulangan 3

Pengulangan 4

Pengamat 1 19,22 22,17 22,38 25,82
Pengamat 2 20,38 22,75 23,40 26,75
Pengamat 3 19,53 21,88 23,43 26,28
Rata-Rata 19,71 22,27 23,08 26,29

Total Rata-rata 22,84

J.2 Perlakuan | (Monosit + Kopi Bubuk Biasa + Eksotoksin)

Pengulangan 1

Pengulangan 2

Pengulangan 3

Pengulangan 4

Pengamat 1 19,19 20,13 20,84 17,86
Pengamat 2 18,31 19,90 21,53 18,75
Pengamat 3 18,36 19,01 21,23 18,38
Rata-Rata 18,62 19,68 21,20 18,33

Total Rata-rata 19,46

J.3 Perlakuan Il (Monosit + Kopi Bubuk Spray Dried + Eksotoksin)

Pengulangan 1

Pengulangan 2

Pengulangan 3

Pengulangan 4

Pengamat 1 15,90 12,88 18,74 20,63
Pengamat 2 16,99 14,41 20,40 20,32
Pengamat 3 17,09 15,14 18,03 20,39
Rata-Rata 16,67 14,15 19,06 20,45
Total Rata-rata 17,58

J.4 Monosit

Pengulangan 1

Pengulangan 2

Pengulangan 3

Pengulangan 4

Pengamat 1 14,90 8,99 4,75 9,45
Pengamat 2 18,88 9,77 6,30 8,01
Pengamat 3 17,85 7,61 4,79 9,05
Rata-Rata 17,21 8,79 5,28 8,84

Total Rata-rata 10,03
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J.5 Monosit + Kopi Bubuk Biasa
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Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 | Pengulangan 4
Pengamat 1 16,21 13,96 15,91 12,87
Pengamat 2 16,61 13,26 14,50 13,52
Pengamat 3 16,40 13,14 13,80 14,57
Rata-Rata 16,41 13,46 14,74 13,66
Total Rata-rata 14,48

J.6 Monosit + Kopi Bubuk Spray Dried

Pengulangan 1 Pengulangan 2 Pengulangan 3 | Pengulangan 4
Pengamat 1 15,13 14,93 6,96 11,00
Pengamat 2 17,24 13,70 8,40 10,52
Pengamat 3 14,80 14,97 8,85 11,00
Rata-Rata 15,73 14,53 8,07 10,84
Total Rata-rata 12,29
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Lampiran K. Analisis Data

K.1 Uji Normalitas

Tests of Hormality
kolmogaroy-Smirnoy Shapirn—Wilk/
J<elomnnk Statistic df Sin. Statistic of 5.
FroduksiRadikal  kontrol 314 4 | aaz 4 914
Ferlakuan | (KB} 241 4 1. a13 4 497
Perlakuan Il (K5} 203 4 . 971 4 846

a. Lilliefors Significance Correction

K.2 Uji Homogenitas

Test of Homogeneity of Variances
ProduksiFadika

Levene \
Statistic dift df? Sig,
989 2 g 409

K.3 Uji One Way Anova

ANOWA
ErodubksiRadikal
Sum of /
Sguares df hean Square E S,
Between Groups a6.740 2 28.370 5.090 033
Within Groups a0.161 q 84873
Total 106.901 11

K.4 Uji LSD

Muttiple Comparisons

FProduksiFadikal
LaD

95% Confidence Interval
Mean \
Difference (-
(1 Kelompok o1 l<elompok Ji Std. Error Sig. ower Bound | Upper Bound
Kaontrol Ferlakuan | (KE) 3.38000 1.665934 ’ 074 \ -.3963 715863
Perlakuan Il (K5) 5.25600° 166534 012 1.4787 §.0313
Perlakuan | (KB} Kaontral -3.38000 1.66534 074 / -7.1863 3963
Perlakuan Il (K5) 1.87500 1.66934 .280 -1.9013 5.6513
Perlakuan Il (KS)  Kantrol -5.25600° 1.66534 012 -9.0313 -1.4787
Perlakuan | (KE) -1.87500 166534 .2480 -5.6513 1.9013

* The mean difference is significant at the 0.05 level.
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ProduksiRadikal
Lah

K.5 Uji LSD (6 Kelompok)

Multiple Comparisons

95% Confidence Interval

Mean
Difference (-
I kelompolk L0 lelompk J1 Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Kantral Farlakuan | (KE) 3.38000 216965 137 -1.1783 78383
Parlakuan Il (K3} 5.25500° 216965 026 BEET 9.8133
Sel 12.80750° 216965 Rulili] 8.2492 17.3658
Sel+kB 8.27000° 2169645 001 3717 12.8283
Sel+kS 10.54500° 216965 000 59867 151033
Perlakuan | (KB}  Kontral -3.38000 216965 37 -7.9383 11783
Perlakuan Il (K3) 1.87500 216965 399 -2.6833 B.4333
Sel 542740 2165965 .ooa 48632 13.8858
Sel+kB 4.89000° 216965 037 ANT 9.4483
Sel+kS 765000 216965 004 26067 11.7233
Perlakuan Il (K3)  Kontral -5.25500° 216965 026 -9.8133 - 6967
Perlakuan | (KE) -1.87500 216965 399 -6.4333 26833
Sel 7852500 216965 003 2.8942 121108
Sel+kB 3.01500 216965 182 -1.5433 75733
Sel+ks 5.29000° 2169645 035 N7 98483
Sel Kaontrol -12.80750° 216965 .aoo -17.3658 -8.2492
Ferlakuan | (KB} -8.42750° 216965 .aoo -13.9858 -4 BEAZ
Perlakuan Il (KS) -7.55250" 216965 o3 -12.1108 -2.8842
Sel+kB -4 53TAD 216965 051 -3.0958 0208
Sel+ks -2.26250 216965 311 -6.8208 2.2858
Sel+kB Kontrol 8270000 | 216965 o1 -12.8283 37117
Ferlakuan | (KB} -4.89000° 216965 037 -9.4483 - 3MT
Ferlakuan Il (K3} -3.01500 216965 182 -7.A733 1.5433
Sel 453740 216965 051 -.0208 9.0958
Sel+kS 2.27500 216965 308 -2.2833 6.8333
Sel+Kks Kontrol -10.54500° 216965 .ono -15.1033 -A.9867
Perlakuan | (KB} -7A6800° 216965 .0o4 -11.7233 -2.6067
Perlakuan Il (K3) -5.29000° 216965 025 -3.8483 - TH7
gel 2.26240 216965 Rl -2,2958 G.8208
Sel+kB -2.27500 216965 308 -5.8333 2.2833

* The mean difference is significant at the 0.05 level.
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