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ABSTRACT

SINGLE DOSE ACUTE TOXICITY TEST OF ROBUSTA COFFEE (Coffea
canephora) EXTRACT ON ADRENAL GLANDS HISTOPATHOLOGICAL
STRUCTURE OF WHITE RAT (Rattus norvegicus) Sprague-Dawley
STRAIN USING OECD GUIDELINE NO. 432

By

RISKI HANDIANI ANWARI

Background: Coffee is one of the most widely consumed drinks by people
worldwide. Coffee consumption is known to provide many benefits, but if
consumed in excess, it can have harmful effects on the body, such as stimulating
stress and causing damage to the adrenal glands. This study aims to determine the
effect of a single dose acute toxicity test of robusta coffee extract (Coffea
canephora) on adrenal glands histopathological structure of white rats (Rattus
norvegicus) Sprague-Dawley strain using OECD guideline No. 423.

Methods: This research is quasi-experimental with a post-test only control group
design. The study was conducted based on OECD guidelines N0.423 using 18 rats
divided into 6 groups: K (CMC-Na 1%); Groups that treated with robusta coffee
extract P1 (2000 mg/kgBW); P2 (300 mg/kgBW); P3 (50 mg/kgBW); P4 (5
mg/kgBW); and P5 (5000 mg/kgBW). Histopathology of the adrenal glands was
assessed by measuring the area of the medulla and the thickness of the adrenal
cortex.

Result: The LDso value of robusta coffee extract is 2500 mg/kgBW. Observations
were made on 3 groups: K, P1, and P5. The results of the mean area of the medulla
adrenal are K=0,784 mm?; P1=1,539 mm?; P5=1,529 mm?. One Way ANOVA test
obtained p=0,048. The results of the average thickness of the cortex adrenal are
K=913,44 ym; P1=1023,30 pm, P5=1180,82 pm. One Way ANOVA test obtained
p=0,010.

Conclusion: There is an effect of a single dose acute toxicity test of robusta coffee
extract (Coffea canephora) on adrenal glands histopathological structure of white
rat (Rattus norvegicus) Sprague-Dawley strain using OECD guideline no. 423.

Keywords: Acute toxicity test, Adrenal gland histopathology, OECD No. 423,
Robusta coffee.



ABSTRAK

UJI TOKSISITAS AKUT DOSIS TUNGGAL EKSTRAK KOPI ROBUSTA
(Coffea canephora) TERHADAP GAMBARAN HISTOPATOLOGI
KELENJAR ADRENAL TIKUS PUTIH (Rattus norvegicus)
GALUR Sprague-Dawley MENGGUNAKAN GUIDELINE
UJI OECD NO. 423

Oleh

RISKI HANDIANI ANWARI

Latar Belakang: Kopi merupakan salah satu minuman yang banyak dikonsumsi
masyarakat di seluruh dunia. Konsumsi kopi dikenal dapat memberikan banyak
manfaat, tetapi apabila dikonsumsi secara berlebih kopi dapat memberikan efek
buruk bagi tubuh, seperti dapat merangsang terjadinya stres sehingga menyebabkan
kerusakan pada kelenjar adrenal. Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
pengaruh uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak kopi robusta (Coffea canephora)
terhadap gambaran histopatologi kelenjar adrenal tikus putih (Rattus norvegicus)
galur Sprague-Dawley menggunakan guideline uji OECD No0.423.

Metode: Penelitian ini adalah quasi experimental dengan rancangan post-test only
control group design. Penelitian ini dilakukan sesuai guideline OECD No.423
dengan menggunakan 18 ekor tikus yang terbagi dalam 6 kelompok: K (CMC-Na
1%); Perlakuan ekstrak kopi robusta P1 (2000 mg/kgBB); P2 (300 mg/kgBB); P3
(50 mg/kgBB); P4 (5 mg/kgBB); dan P5 (5000 mg/kgBB). Histopatologi kelenjar
adrenal dinilai dengan mengukur luas area medula dan ketebalan korteks adrenal.
Hasil: Nilai LDso dari ekstrak kopi robusta yaitu 2500 mg/kgBB. Selanjutnya
dilakukan pengamatan terhadap 3 kelompok yaitu K, P1, dan P5. Hasil rerata luas
area medula yaitu K=0,784 mm?; P1=1,539 mm?;, P5=1,529 mm?. Uji One Way
ANOVA didapatkan p=0,048. Hasil rerata ketebalan korteks yaitu K=913,44 um;
P1=1023,30 pm, P5=1180.82 um. Uji One Way ANOVA didapatkan p=0,010.
Kesimpulan: Terdapat pengaruh uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak kopi
robusta (Coffea canephora) terhadap gambaran histopatologi kelenjar adrenal tikus
putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley menggunakan guideline uji OECD
No0.423.

Kata Kunci: Histopatologi kelenjar adrenal, Kopi robusta, OECD No. 423, Uji
toksisitas akut.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kopi merupakan salah satu jenis minuman yang banyak dikonsumsi oleh
masyarakat di seluruh dunia (Kim et al., 2019). Hasil riset National Coffee
Drinking Trends (NCTD) tahun 2013 menunjukkan bahwa 63% dari
masyarakat yang berusia 25-39 tahun mengonsumsi kopi setiap harinya. Data
tersebut menunjukkan adanya peningkatan persentase konsumen kopi
sebanyak 5% dari tahun 2012 dan peningkatan sebanyak 44% dari tahun 2011
(National Coffee Association, 2013). Akibat jumlah konsumen kopi yang
meningkat, jumlah kopi yang dikonsumsi masyarakat pun ikut meningkat. Data
International Coffee Organization menunjukkan bahwa jumlah kopi yang
dikonsumsi masyarakat di seluruh dunia pada tahun 2020/2021 mengalami
peningkatan sebanyak 1,9% dari tahun 2019/2020, yaitu dari 164,43 juta
kantong menjadi sekitar 167,58 juta kantong kopi, dengan satu kantong terdiri

atas 60 kg kopi (International Coffee Organization, 2021).

Kopi juga merupakan salah satu hasil komoditas perkebunan yang banyak
diproduksi di seluruh dunia. Pada tahun 2020, jumlah produksi kopi secara
global yaitu sekitar 175.347 juta kantong kopi. Indonesia sendiri merupakan
negara dengan jumlah produksi kopi terbanyak di dunia setelah Brazil,
Vietnam, dan Kolombia dengan jumlah produksi kopi sebanyak 11.950 juta
kantong kopi pada tahun 2020 (International Coffee Organization, 2021).
Provinsi Lampung merupakan salah satu daerah sentral penghasil kopi di

Indonesia dengan jumlah produksi kopi yang tinggi. Pada tahun 2019, total



produksi buah kopi di Provinsi Lampung yaitu sebanyak 115.689 ton dengan
luas area perkebunan kopi sebesar 157.000 ha. Tingginya jumlah produksi kopi
di Provinsi Lampung menjadikan Provinsi Lampung sebagai sentral produksi
kopi terbesar kedua di Indonesia (Badan Pusat Statistik, 2020).

Secara umum, terdapat empat varietas kopi yaitu kopi robusta, kopi arabika,
kopi ekselsa, dan kopi liberika. Kopi robusta dan kopi arabika merupakan
varietas kopi yang banyak dibudidayakan di Indonesia. Sebanyak 72,66% dari
total produksi kopi di Indonesia merupakan kopi robusta dan 27,34% sisanya
adalah kopi arabika (Kementerian Pertanian, 2021). Kopi robusta menjadi
varietas kopi yang paling banyak dibudidayakan oleh para petani di Indonesia
karena kopi robusta memiliki syarat tumbuh serta pemeliharaan yang ringan
dibandingkan dengan kopi jenis lainnya. Kopi robusta juga memiliki harga
yang lebih murah dan rasa yang lebih pahit dibandingkan dengan kopi arabika
sehingga kopi robusta sering disebut sebagai kopi kelas dua (Rahardjo, 2012).

Kopi mengandung berbagai jenis senyawa kimia seperti asam klorogenat,
kafein, kafestol, kahweol, oksalat, tanin, tiamin, trigonelin, asam amino,
mikronutrien, dan senyawa lainnya (Sharma, 2020). Setiap varietas kopi
memiliki jumlah kandungan masing-masing senyawa yang berbeda, seperti
pada kopi robusta yang mengandung asam klorogenat serta kafein dalam
jumlah yang lebih tinggi dibandingkan dengan kopi arabika (Rahardjo, 2012).
Kandungan senyawa yang terdapat pada kopi dapat memberikan berbagai efek
pada tubuh manusia, baik itu efek negatif maupun efek positif. Asam
klorogenat merupakan salah satu senyawa antioksidan pada kopi yang berperan
penting dalam mencegah berbagai penyakit yang berhubungan dengan stres
oksidatif dan juga dikenal sebagai anti-diabetes (Lee et al., 2016). Kandungan
lain pada kopi yang juga banyak memberikan manfaat pada tubuh yaitu kafein.
Kafein berperan dalam penurunan kadar kolesterol dan juga sebagai
neuroprotektif, yaitu dapat menurunkan risiko terjadinya penyakit Alzheimer
serta Parkinson (Butt & Sultan, 2011).



Konsumsi kopi juga dapat memberikan efek buruk pada tubuh terutama apabila
dikonsumsi secara berlebih. Kafein merupakan salah satu senyawa pada kopi
yang diduga memberikan banyak efek merugikan pada tubuh apabila
dikonsumsi dalam jumlah yang berlebih. Jumlah konsumsi kafein yang
direkomendasikan oleh Food Drug Administration (FDA) yaitu tidak lebih dari
100-200 mg/hari. Efek samping jangka pendek yang sering muncul akibat
mengonsumsi kafein dalam jumlah yang berlebih yaitu sakit kepala, mual,
insomnia, dan anxiety (Owolabi et al., 2017). Kafein yang ada pada kopi juga
dapat menyebabkan terjadinya berbagai penyakit seperti hipertensi, gastritis,
osteoporosis, dan bahkan dapat mempengaruhi fertilitas (Dorostghoal et al.,
2012).

Penelitian lain juga menyatakan bahwa konsumsi kopi secara berlebih dapat
memicu terjadinya stres pada seseorang dan menyebabkan terjadinya
peningkatan sekresi hormon kortisol serta epinefrin (Flueck et al., 2016; Ryu
& Roh, 2019). Kortisol dan epinefrin merupakan suatu hormon yang
disekresikan oleh kelenjar adrenal dan memegang peranan penting dalam
mekanisme adaptasi terhadap stres (Thau et al., 2021). Berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Lovallo et al. (2005), pemberian kafein sebanyak 300
mg/hari dan 600 mg/hari selama 30 hari dapat menyebabkan terjadinya
peningkatan kadar hormon kortisol pada seseorang. Pemberian kafein dalam
dosis yang berlebih tidak hanya dapat menyebabkan peningkatan hormon
kortisol dan epinefrin saja, tetapi juga dapat menyebabkan terjadinya
perubahan gambaran histopatologi pada kelenjar adrenal. Berdasarkan
penelitian yang dilakukan oleh Ryu & Roh (2019), pemberian kafein sebanyak
180 mg/hari selama 30 hari dapat menyebabkan terjadinya perubahan
gambaran histopatologi pada kelenjar adrenal berupa pembesaran area medula,
peningkatan ketebalan korteks adrenal, dilatasi sinusoidal, dan vakuolisasi

sitoplasma.



1.2

1.3

Penelitian mengenai pengaruh pemberian kopi dalam dosis tinggi terhadap
kadar hormon kortisol dan epinefrin sudah banyak dilakukan, akan tetapi
hingga saat ini penelitian mengenai pengaruh pemberian kopi dalam dosis
tinggi terhadap gambaran histopatologi kelenjar adrenal masih sangat jarang
dilakukan dan hingga saat ini belum terdapat informasi mengenai tingkat
keamanan dosis konsumsi kopi terhadap kelenjar adrenal. Berdasarkan latar
belakang tersebut, penulis tertarik untuk melakukan pengamatan mengenai uji
toksisitas akut dosis tunggal ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) terhadap
gambaran histopatologi kelenjar adrenal tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Sprague-Dawley menggunakan guideline uji OECD No. 423. Guideline uji
OECD No. 423 dipilih sebagai panduan pada penelitian ini karena guideline
ini sudah disesuaikan dengan kriteria toksisitas berdasarkan Global

Harmonized System (GHS) sehingga sudah diakui secara internasional.

Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang masalah tersebut, maka rumusan masalah dari
penelitian ini adalah “Apakah terdapat pengaruh uji toksisitas akut dosis
tunggal ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) terhadap gambaran
histopatologi kelenjar adrenal tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-

Dawley menggunakan guideline uji OECD No. 423?"

Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini yaitu untuk mengetahui pengaruh uji toksisitas akut
dosis tunggal ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) terhadap gambaran
histopatologi kelenjar adrenal tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-

Dawley menggunakan guideline uji OECD No. 423.



1.4 Manfaat Penelitian
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1.4.2
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Manfaat Bagi Peneliti

Manfaat penelitian ini bagi peneliti yaitu sebagai tambahan
pengetahuan dan pengalaman peneliti dalam melakukan penelitian
kesehatan mengenai topik yang dibahas yaitu uji toksisitas akut dosis
tunggal ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) terhadap gambaran
histopatologi kelenjar adrenal tikus putih (Rattus norvegicus) galur
Sprague-Dawley menggunakan guideline uji OECD No. 423.

Manfaat Bagi Masyarakat

Manfaat penelitian ini bagi masyarakat yaitu hasil dari penelitian ini
diharapkan dapat memberikan informasi mengenai tingkat keamanan
konsumsi kopi robusta (Coffea canephora) dosis tunggal terhadap

organ kelenjar adrenal.

Manfaat Bagi Institusi Pendidikan

Manfaat penelitian ini bagi institusi pendidikan yaitu dapat dijadikan
sebagai sumber kepustakaan mengenai hasil uji toksisitas akut dosis
tunggal ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) terhadap gambaran
histopatologi kelenjar adrenal tikus putih (Rattus norvegicus) galur

Sprague-Dawley menggunakan guideline uji OECD No. 423.
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BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

Pengertian Kopi

Kopi merupakan tanaman perkebunan yang banyak tumbuh pada daerah
tropis dan merupakan salah satu hasil komoditas perkebunan yang
memiliki nilai ekonomis yang tinggi dibandingkan dengan jenis tanaman
perkebunan lainnya (Nurdiansyah et al., 2017; Hamni et al., 2013). Kopi
menempati urutan kedua dari semua komoditas pangan yang paling
banyak dikonsumsi dan diperdagangkan di seluruh dunia (Farhaty &
Muchtaridi, 2016). Kopi berperan penting sebagai sumber devisa negara
dan juga berperan sebagai sumber penghasilan bagi tidak kurang dari satu

setengah juta jiwa petani kopi di Indonesia (Rahardjo, 2012).

Tanaman kopi ditemukan pertama kali pada abad ke-9 di Ethiopia. Pada
saat itu, bangsa Ethiopia menjadikan biji kopi sebagai salah satu bahan
makanan mereka. Pada abad ke-17, tanaman ini kemudian mulai
dikembangkan di India, lalu menyebar ke Benua Eropa dan dilanjutkan
ke berbagai negara lain (Panggabean, 2011). Tanaman kopi mulai
dibudidayakan di Indonesia pada tahun 1696 oleh Vereenigde
Oostindische Compagnie (VOC). Pulau Jawa merupakan daerah pertama
di Indonesia yang mulai membudidayakan tanaman ini. Vereenigde
Oostindische Compagnie (VOC) kemudian menganggap bahwa tanaman
ini cukup menguntungkan sebagai komoditas perdagangan sehingga

mereka mulai memperkenalkan tanaman ini ke berbagai daerah lain di



212

Indonesia agar dapat dibudidayakan juga pada daerah tersebut (Prastowo,
2012).

Terdapat sekitar 70 spesies kopi, di antaranya yaitu kopi robusta, kopi
arabika, kopi ekselsa, dan kopi liberika. Kopi robusta dan kopi arabika
merupakan dua spesies kopi yang dibudidayakan dalam skala yang
sangat besar dan merupakan jenis kopi yang paling banyak
dibudidayakan di Indonesia (Kementerian Pertanian, 2021). Spesies kopi
yang lain yaitu kopi ekselsa dan kopi liberika hanya diproduksi sekitar
2% dari total keseluruhan produksi kopi dunia sehingga masih sangat
jarang dibudidayakan di seluruh dunia termasuk di Indonesia (Rahardjo,
2012).

Karakteristik Kopi Robusta

Menurut Rahardjo (2012), taksonomi kopi robusta (Coffea canephora)
adalah sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Subkingdom : Tracheobionta

Super Divisi : Spermatophyta

Divisi : Magnoliopsida
Sub Kelas : Asteridae

Ordo : Rubiales

Famili : Rubiaceae

Genus : Coffea

Spesies : Coffea canephora

Kopi robusta berasal dari kata “Robust ” yang artinya kuat. Sesuai dengan
namanya, kopi robusta merupakan salah satu jenis tanaman kopi yang
bersifat cukup resisten terhadap berbagai penyakit sehingga proses

perawatannya cenderung lebih mudah dibandingkan dengan jenis kopi



lainnya. Mudahnya proses pemeliharaan atau perawatan tanaman kopi
robusta menjadikan kopi jenis ini sebagai jenis tanaman kopi yang paling

banyak dibudidayakan oleh para petani di Indonesia (Rahardjo, 2012).

Tanaman kopi robusta dapat tumbuh dengan sangat baik pada ketinggian
400-700 m di atas permukaan laut pada tanah dengan tingkat keasaman
(pH) sekitar 5-6,5 dan pada lingkungan dengan temperatur sekitar 21-
24°C. Tanaman ini akan berbuah dengan baik dalam waktu sekitar 3-4
bulan dalam setahun dan sangat cocok ditanam pada daerah tropis yang
basah. Tanaman kopi robusta memiliki daun berbentuk bulat dengan
ujung sedikit meruncing serta memiliki karakteristik fisik biji agak bulat,
lengkungan tebal dan garis tengah dari atas ke bawah hampir rata
(Panggabean, 2011). Kopi robusta mengandung lebih banyak kafein pada
biji kopinya sehingga rasa kopi robusta cenderung lebih pahit (Haryanto,
2012). Kopi robusta juga memiliki aroma kuat yang khas serta
mengandung banyak asam klorogenat pada biji kopinya (Ludwid et al.,
2015).
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Gambar 2. 1. Tanaman Kopi Robusta (Rahardjo, 2012).



Gambar 2. 2. Biji Kopi Robusta (Panggabean, 2011).

2.1.3 Kandungan Kopi

Kopi mengandung berbagai jenis senyawa Kkimia seperti asam
klorogenat, kafein, kafestol, kahweol, oksalat, tanin, tiamin, trigonelin,
asam amino, mikronutrien, dan senyawa lainnya (Sharma, 2020).
Kandungan berbagai senyawa yang terdapat pada kopi dapat
memberikan berbagai efek pada tubuh manusia, baik itu efek negatif
maupun efek positif. Kafein merupakan senyawa kimia utama yang
terdapat dalam kopi yang bersifat psikoaktif dan merupakan senyawa
alkaloid heterosiklik golongan methylxanthine dengan struktur dua-
cincin atau dual-siklik (Amaresh et al., 2011).
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Gambar 2. 3. Struktur Kimia Kafein (Sari & Kuntari, 2019).
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Kopi robusta memiliki kadar kafein yang lebih tinggi dibandingkan
dengan kopi arabika. Perbedaan kadar kafein tidak hanya berdasarkan
jenis kopinya saja, tetapi juga dipengaruhi oleh tingkat penyangraian
kopi (Nieber, 2017). Penelitian sebelumnya mengatakan bahwa aktivitas
antioksidan, termasuk kafein, tertinggi pada kopi robusta dengan tingkat
penyangraian light roast (Vignoli et al., 2014).

Jumlah kafein yang terkandung di dalam kopi juga bergantung dengan
metode penyajian yang digunakan (Dewi et al., 2012). Perbedaan kadar
ini dapat menyebabkan terjadinya perbedaan efek kafein terhadap
fisiologis tubuh. Konsumsi kafein dapat meningkatkan metabolisme
tubuh, pengeluaran energi, oksidasi lipid, dan lipolisis. Kafein sebagai
antagonis reseptor adenosin dapat berdampak langsung menurunkan
kerja adenosin dan menyebabkan peningkatan aktivitas sistem saraf
pusat. Aktivasi sistem saraf pusat ini akan membuat tubuh tetap terjaga,
meningkatkan kewaspadaan, serta gelisah. Kafein juga dapat
meningkatkan glukosa darah dan menurunkan sensitivitas insulin yang
disebabkan oleh pelepasan katekolamin yang bekerja meningkatkan

glikogenolisis di hepar dan otot rangka (Swastika, 2012).

Tabel 2. 1. Kadar Kafein Pada Kopi

Penyajian Kopi Konten Kafein
Drip method 135 mg per 240 mL
Percolate 160 mg per 280 mL
Instant 95-120 mg per 240 mL
Espresso 30-50 mg per 30 mL
Flavored 25-100 mg per 240 mL
Brewed decaffeinated 5-7 mg per 240 mL
Instant decaffeinated 3-4 mg per 240 mL

(Belitz et al., 2009).
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Kandungan senyawa lain yang terdapat dalam kopi yaitu asam
klorogenat. Asam klorogenat merupakan suatu senyawa fenolik utama di
dalam kopi yang terbentuk dari esterifikasi asam kuinat dan asam sinamat
tertentu seperti kafein, asam ferulat, dan pcoumaric (Wei & Tanokuro,
2015). Dibandingkan dengan biji kopi jenis lainnya, kopi robusta
memiliki nilai asam klorogenat yang paling banyak, yaitu mencapai 6,1-
11,3 mg per gram biji kopi (Farah, 2012).

Asam klorogenat pada kopi dikenal memiliki banyak manfaat pada tubuh
yaitu sebagai anti-diabetes, anti-kanker, anti-inflamasi, dan
hepatoprotektif (Tajik et al., 2017). Asam klorogenat yang merupakan
senyawa antioksidan juga memiliki kemampuan untuk menghambat
aktivitas dari enzim xantin oksidase sehingga dapat menurunkan kadar
asam urat pada penderita hiperurisemia (Dewajanti, 2019). Asam
klorogenat juga dapat memberikan efek yang buruk bagi tubuh, terutama
apabila dikonsumsi secara berlebih. Konsumsi asam klorogenat secara
berlebih dalam waktu yang singkat diduga dapat meningkatkan kadar
homosistein yang berhubungan dengan risiko terjadinya penyakit jantung
(Miranda et al., 2017).

Kopi juga mengandung senyawa diterpen alami berupa kafestol dan
kahweol. Kafestol dan kahweol memiliki sifat hepatoprotektif dan juga
anti-kanker. Senyawa diterpen pada kopi, terutama kafestol, memiliki
efek buruk bagi tubuh yaitu dapat meningkatkan kadar trigliserida dan
juga Low Density Lipoprotein (LDL) sehingga dapat meningkatkan
risiko terjadinya penyakit kardiovaskular apabila dikonsumsi secara
berlebih (Ren et al., 2019).

Senyawa kimia yang terdapat dalam kopi tidak hanya kafein, asam

klorogenat, kafestol, dan kahweol saja, tetapi masih terdapat banyak
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kandungan senyawa lain dalam kopi sebagaimana yang tertera pada tabel

2.2 (Farah, 2012).

Tabel 2. 2. Kandungan Senyawa Kimia Pada Kopi Arabika dan Robusta

Konsentrasi (g/100g)

Konsentrasi (g/100g)

Komponen Green Coffea Roasted Coffea  Green Coffea  Roasted Coffea
arabica arabica canephora canephora
Sukrosa 6-9 4,2 0,9-4 1,6
Gula Pereduksi 0,1 0,3 0,4 0,3
Polisakarida 34-44 32-33 48-55 37
Lignin 3 3 3 3
Protein 10-11 7,5-10 10-11 7,5-10
Asam amino 05 ) 0,8-1 )
bebas
Kafein 0,9-1,3 1,1-1,3 1,5-2,5 2,4-25
Trigonelin 0,6-2 1,2-0,2 0,6-0,7 0,7-0,3
Asam
nikotinik - 0,016-0,026 - 0,014-0,025
Minyak kopi 15-17 17 7-10 11
Diterpen 0,5-1,2 0,9 0,2-0,8 0,2
Mineral 3-4,2 45 4,4-45 47
Asam 41-7,9 1,9-2,5 6,1-11,3 3,3-38
klorogenat
Asam alifatik 1 1,6 1 1,6
Asam quinic 0,4 0,8 0,4 1,0
Melanoidins - 25 - 25
Pectin 2 2 2 2

(Farah, 2012)

2.2 Kelenjar Adrenal

2.2.1 Anatomi Kelenjar Adrenal

Kelenjar adrenal atau bisa juga disebut sebagai kelenjar suprarenal

merupakan bagian penting dari sistem endokrin. Kelenjar adrenal

berjumlah dua buah dan masing-masing terletak di kutub atas ginjal pada

facies renalis. Pada satu sisi, kelenjar adrenal dipisahkan dari kapsula
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fibrosa renis oleh suatu lapisan lemak tipis dan pada sisi lain kelenjar
adrenal bersama dengan ginjal terletak di dalam kapsula adiposa
perirenalis (Schunke et al., 2017). Kelenjar adrenal sebelah kanan
berbentuk seperti piramida dan terletak tepat di bawah liver, sebelah
posterior dari vena cava inferior dan sebelah anterior dari diafragma.
Kelenjar adrenal sebelah kiri berbentuk seperti bulan sabit dan terletak di
bagian media dari spleen, sebelah superior dari arteri dan vena splenika
serta sebelah anterior dari diafragma. Masing-masing kelenjar adrenal
memiliki tinggi sekitar 50 mm, lebar 30 mm, dan ketebalan 10 mm
dengan berat masing-masing kelenjar adrenal sekitar 4-5 gram (Megha
etal., 2021).

Kelenjar adrenal terdiri atas dua bagian yaitu korteks pada bagian luar
dan medula pada bagian dalam (Gabriel, 2016). Bagian korteks adrenal
berukuran lebih besar dibandingkan dengan bagian medula yang hanya
menyumbang sekitar 15% dari keseluruhan kelenjar adrenal, cenderung
lebih tebal dan berwarna lebih kuning dibandingkan dengan bagian
medula yang berwarna coklat kemerahan (Megha et al., 2021). Secara
embriologi, korteks adrenal merupakan derivat mesoderm dan
berkembang paravertebral di dalam zona yang disebut sebagai zona
steroidogen, sedangkan bagian medula adrenal merupakan derivat krista

neuralis sehingga berasal dari ektoderm (Schunke et al., 2017).

Kelenjar adrenal berfungsi menyekresikan berbagai hormon, untuk dapat
menjalankan fungsinya tersebut maka kelenjar adrenal membutuhkan
suplai darah dan vaskularisasi yang sangat baik (Gabriel, 2016). Kelenjar
adrenal mendapatkan suplai darah dari tiga arteri utama yaitu arteri
suprarenalis superior yang berasal dari arteri frenikus inferior, arteri
suprarenalis media yang berasal dari aorta abdominalis dan arteri
suprarenalis inferior yang berasal dari arteri renalis (Wright & Burns,

2020). Ketiga arteri ini hanya disertai satu vena yaitu vena suprarenalis
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(Schunke et al., 2017). Drainase vena dari kelenjar adrenal dipengaruhi
oleh posisi dari kelenjar adrenal. Secara anatomis, kelenjar adrenal Kiri
berada jauh dari vena cava inferior sehingga vena suprarenalis sinistra
akan bermuara ke vena renalis sinistra, sedangkan untuk vena
suprarenalis dextra akan bermuara langsung di vena cava inferior karena

lokasinya lebih dekat dengan vena cava inferior (Siebert et al., 2017).

Right adrenal
gland

Left adrenal
gland

Right kidney Left kidney

Adrenal gland:

Gambar 2. 4. Anatomi Kelenjar Adrenal (Gabriel, 2016).

2.2.2 Fisiologi Kelenjar Adrenal

Kelenjar adrenal merupakan suatu organ endokrin yang terdiri atas dua
bagian yaitu korteks pada bagian luar dan medula pada bagian dalam.
Korteks adrenal terdiri atas tiga zona dengan fungsional dan struktur
histologi yang berbeda yaitu zona glomerulosa, zona fasikulata, dan zona
retikularis (Burford et al., 2017). Setiap zona akan menghasilkan hormon
steroid yang berbeda. Zona glomerulosa yang merupakan lapisan terluar
akan menghasilkan mineralokortikoid berupa aldosteron. Zona fasikulata
yang merupakan lapisan tengah dan terbesar akan menghasilkan
glukokortikoid yang biasanya berupa kortisol, sedangkan untuk zona
retikularis akan menghasilkan prekursor androgen yang mayoritas
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berupa Dehydroepiandrosterone (DHEA) serta androstenedion (Dutt et
al., 2021).

Hormon yang dihasilkan oleh korteks adrenal merupakan hormon steroid
yang berasal dari prekursor kolesterol. Ketika kolesterol memasuki sel,
protein Steroidogenic Acute Regulatory (StAR) akan mengatur transpor
kolesterol dari membran mitokondria bagian luar ke bagian dalam
(Baranowski et al., 2018). Ketika kolesterol berada pada membran
mitokondria bagian dalam, kolesterol kemudian diubah menjadi
pregnenolon oleh CYP11A1. Zona glomerulosa tidak memiliki 17 alfa-
hidroksilase sehingga pregnenolon hanya dapat diubah menjadi
progesteron oleh 3-beta-dehidrogenase. Progesteron akan dikonversi
oleh 21-hidroksilase menjadi 11-deoksikortikosteron yang selanjutnya
diubah menjadi kortikosteron oleh 11-beta-hidroksilase. Kortikosteron
kemudian diubah oleh angiotensin 1l menjadi aldosteron (Dutt et al.,
2021).

Zona fasikulata pada korteks adrenal memiliki 17 alfa-hidroksilase
sehingga pregnenolon dapat dikonversi menjadi 17-hidroksipregnenolon
yang kemudian akan diubah menjadi 17-hidroksiprogesteron oleh 3-beta-
dehidrogenase. 17 alfa-hidroksilase juga akan mengubah progesteron
yang disintesis pada zona glomerulosa menjadi 17-hidroksiprogesteron.
21-hidroksilase kemudian akan mengubah 17-hidroksiprogesteron
menjadi 11-deoksikortisol yang kemudian akan diubah menjadi kortisol
yang merupakan glukokortikoid utama oleh 11-beta-hidroksilase. Pada
zona retikularis, 17-hidroksipregnenolon dan 17-hidroksiprogesteron
akan diubah menjadi DHEA dan androstenedion oleh 17,20 liase (17
alfa-hidroksilase). DHEA kemudian dapat diubah  menjadi
androstenedion oleh 3R-hidroksisteroid dehidrogenase (Dutt et al.,
2021).
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Gambar 2. 5. Jalur Steroidogenik (Sherwood, 2018).

Aksis Hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) terlibat dalam proses
sekresi glukokortikoid dan androgen yang dihasilkan pada zona
fasikulata serta zona retikularis. Sebagai respon terhadap irama sirkadian
dan juga stres, neuro preventikular pada hipotalamus akan
menyekresikan Corticotropin Releasing Hormone (CRH) (Miller, 2018).
CRH kemudian akan berikatan dengan reseptor pada hipofisis anterior
sehingga menyebabkan terjadinya sintesis Adrenocorticotropic Hormone
(ACTH) dari pre-pro-opiomelanocortin (pre-POMC). ACTH dari
hipofisis anterior kemudian bekerja melalui jalur cAMP merangsang
korteks adrenal untuk menyekresikan kortisol (Sherwood, 2018).

Berbeda dengan zona fasikulata dan zona retikularis yang melibatkan
Aksis Hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) dalam proses sekresi
hormonnya, proses sekresi hormon pada zona glomerulosa tidak
melibatkan aksis Hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) melainkan
melibatkan Renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS).
Mineralokortikoid merupakan hormon steroid yang dihasilkan oleh zona

glomerulosa pada korteks adrenal. Sebagai respon terhadap penurunan
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perfusi ginjal yang dirasakan oleh aparatus jukstaglomerulus, ginjal akan
menyekresikan renin yang kemudian akan mengubah angiotensinogen
menjadi angiotensin 1 (AT-1). Angiotensin 1 kemudian akan diubah
menjadi angiotensin Il (AT-11) oleh Angiotensin Converting Enzyme
(ACE). Angiotensin 1l kemudian akan merangsang terjadinya sintesis
aldosteron pada zona glomerulosa dengan cara mengaktifkan

aldosterone synthase (Kline et al., 2017).

Korteks adrenal menghasilkan hormon steroid yang dibagi menjadi tiga
kategori yaitu mineralokortikoid, glukokortikoid, dan hormon seks.
Mineralokortikoid utama yang disekresikan oleh korteks adrenal adalah
aldosteron. Aldosteron bekerja pada bagian tubulus distal dan koligentes
ginjal untuk meningkatkan eliminasi K* dan meningkatkan reabsorpsi
Na* pada saat proses pembentukan urin (Sherwood, 2018).
Meningkatnya reabsorpsi Na* akan menyebabkan terjadinya reabsorpsi
H20 yang kemudian akan menghasilkan peningkatan volume sirkulasi
dan menyebabkan terjadi peningkatan tekanan darah (Wagner, 2014).
Sekresi aldosteron dipengaruhi oleh beberapa hal yaitu faktor-faktor
yang berkaitan dengan penurunan Na® dan penurunan darah melalui
Renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) yang kompleks serta
stimulasi peningkatan konsentrasi K* plasma (Sherwood, 2018).

Kortisol merupakan hormon glukokortikoid utama yang dihasilkan pada
zona fasikulata korteks adrenal. Kortisol berperan dalam mengatur
metabolisme karbohidrat, protein, dan lemak serta berperan dalam
adaptasi terhadap stres. Efek kortisol terhadap metabolisme secara
keseluruhan adalah meningkatkan konsentrasi glukosa darah dengan
mengorbankan simpanan lemak dan protein. Kortisol akan merangsang
proses glukoneogenesis dalam hati sehingga menyebabkan terjadinya
peningkatan jumlah penyimpanan glikogen dalam sel-sel hati dan akan

menghambat proses penyerapan serta pemakaian glukosa oleh banyak
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jaringan sehingga kadar glukosa dalam darah akan meningkat (Dutt et
al., 2021). Kortisol juga berperan dalam proses metabolisme protein serta
lemak. Kortisol akan merangsang penguraian protein dengan
menguraikannya menjadi asam amino yang nantinya dapat digunakan
dalam proses glukoneogenesis. Kortisol juga akan mengaktivasi proses
lipolisis yaitu menguraikan lipid yang berada pada jaringan adiposa ke
dalam darah. Asam-asam lemak yang dimobilisasi ini kemudian akan
digunakan sebagai sumber energi alternatif pengganti glukosa dalam
proses metabolik. Kortisol juga dapat membantu dalam proses adaptasi
terhadap stres dan juga dapat berperan sebagai anti-inflamasi serta

imunosupresif (Sherwood, 2018).

Hormon lain yang disekresikan pada korteks adrenal yaitu androgen.
Androgen merupakan hormon steroid yang dihasilkan oleh zona
retikularis. Hormon androgen utama yang disekresikan oleh korteks
adrenal yaitu dehydroepiandrosterone (DHEA) yang kemudian diubah
menjadi androstenedion dan selanjutnya diubah menjadi testosteron pada
jaringan perifer (Baranowski et al., 2018). Androgen yang dihasilkan
oleh adrenal tidak memegang peranan penting pada pria dewasa karena
testis adalah sumber utama dari testosteron. Namun, hormon adrenal
yang dihasilkan oleh adrenal memiliki peran yang penting pada masa
pubertas baik pada perempuan maupun laki-laki dan juga merupakan

sumber testosteron utama pada perempuan (Dutt et al., 2021).

Bagian medula adrenal juga menyekresikan beberapa hormon yang
memiliki fungsi penting bagi tubuh. Hormon yang dihasilkan oleh bagian
medula adrenal yaitu katekolamin seperti epinefrin, dan norepinefrin.
Katekolamin yang dihasilkan oleh medula adrenal merupakan hormon
yang terlibat dalam mekanisme fight-or-flight. Hormon tersebut akan
meningkatkan tekanan darah melalui reseptor alfa-1 pada otot polos

pembuluh darah serta membantu meningkatkan kadar glukosa darah
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dengan mengaktifkan proses glikogenesis dan meningkatkan sekresi
glukagon melalui reseptor beta-2. Hormon ini juga akan mengurangi

sekresi insulin melalui reseptor alfa-2 (Paravati & Warrington, 2019).

2.2.3 Histologi Kelenjar Adrenal

Kelenjar adrenal merupakan bagian dari sistem endokrin yang terletak di
dekat kutub superior ginjal kanan dan Kiri. Masing-masing kelenjar
adrenal melekat pada jaringan adiposa di sekitar ginjal dan dibungkus
oleh kapsul jaringan ikat padat tidak teratur (Eroschenko, 2012). Secara
makroskopis, kelenjar adrenal sebelah kanan berbentuk piramida atau
segitiga sedangkan kelenjar adrenal sebelah kiri berbentuk seperti bulan
sabit (Erickson, 2014). Kelenjar adrenal memiliki berat dan ukuran yang
bervariasi sesuai dengan usia dan keadaan fisiologisnya. Pada orang
dewasa, biasanya masing-masing kelenjar adrenal memiliki berat sekitar
4 gram dengan panjang sekitar 4-6 cm, lebar 1-2 cm, dan tebal 4-6 mm
(Mescher, 2012).

Kelenjar adrenal terdiri atas dua bagian yaitu korteks pada bagian luar
dan medula pada bagian dalam. Bagian korteks adrenal berukuran lebih
besar, cenderung lebih tebal dan berwarna lebih kuning dibandingkan
dengan bagian medula yang berwarna coklat kemerahan (Megha et al.,
2021). Korteks adrenal memiliki gambaran khas sel penyekresi steroid
dengan inti sentral serta sitoplasma asidofilik yang biasanya kaya akan
droplet lipid. Pada korteks adrenal, bagian sitoplasmanya terlihat
mengandung banyak retikulum endoplasma halus dengan tubulus yang
saling berhubungan dan mitokondria pada bagian korteks adrenal
biasanya berbentuk sferis dengan krista berbentuk tubular (Mescher,
2012).
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Gambar 2. 6. Histologi Kelenjar Adrenal (Eroschenko, 2012).

Korteks adrenal memiliki tiga zona konsentris penghasil hormon steroid
dengan gambaran histologi yang berbeda yaitu zona glomerulosa, zona
fasikulata, dan zona retikularis. Zona glomerulosa merupakan suatu zona
tipis yang berada tepat di dalam simpai jaringan ikat yang berfungsi
untuk menghasilkan hormon steroid berupa mineralokortikoid dengan
produk utama yaitu aldosteron (Eroschenko, 2012). Zona glomerulosa
membentuk sekitar 15% dari keseluruhan korteks adrenal dan tersusun
atas deretan sel-sel kolumnar atau piramidal yang saling berhimpitan dan
membentuk suatu lengkungan yang dikelilingi oleh kapiler. Zona lain

pada bagian korteks adrenal yang berada tepat di bagian tengah korteks
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adrenal yaitu zona fasikulata. Zona fasikulata merupakan zona pada
bagian korteks adrenal yang berfungsi menghasilkan hormon steroid
berupa glukokortikoid dengan produk utamanya yaitu kortisol. Zona ini
menempati sekitar 65-80% dari keseluruhan korteks adrenal dan terdiri
atas deretan panjang setebal satu atau dua sel polihedral panjang yang
dipisahkan oleh kapiler sinusoid bertingkat. Zona ini terpulas lebih pucat
dibandingkan dengan zona yang lain karena terdiri atas banyak butiran
lipid. Zona paling dalam yang berada pada bagian korteks adrenal yaitu
zona retikularis. Zona ini terletak berbatasan dengan bagian medula
adrenal dan berfungsi menghasilkan hormon seks. Zona retikularis
membentuk sekitar 10% dari total keseluruhan korteks adrenal. Zona ini
tersusun atas sel kecil yang tersebar di suatu korda iregular dengan
kapiler yang lebar dan mengandung lebih sedikit droplet lipid sehingga
biasanya terpulas lebih kuat dibandingkan dengan zona yang lain
(Mescher, 2012).

Bagian medula adrenal berfungsi untuk menyekresikan katekolamin
terutama epinefrin dan norepinefrin. Medula adrenal terpulas pucat dan
terdiri atas sel-sel polihedral yang besar serta tersusun atas jalinan serat
retikuler. Pada bagian medula adrenal terdapat sel kromafin yang
memiliki banyak granula padat elektron yang berdiameter sekitar 150-
350 nm. Granula-granula ini berfungsi untuk menyekresi dan
menyimpan hormon. Granula-granula ini mengandung salah satu dari
dua katekolamin yaitu epinefrin dan norepinefrin. Granula penyekresi
epinefrin berukuran lebih kecil dan kurang bersifat padat-elektron

dibandingkan dengan granula penyekresi norepinefrin (Mescher, 2012).

2.3 Pengaruh Kopi Terhadap Kelenjar Adrenal

Kopi merupakan salah satu minuman yang sering dikonsumsi masyarakat
dengan tujuan untuk menghilangkan stres. Kopi dapat berfungsi menurunkan

stres apabila dikonsumsi dalam jumlah yang tepat, akan tetapi apabila kopi
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dikonsumsi secara berlebih maka akan memicu terjadinya stres pada seseorang
dan menyebabkan terjadinya peningkatan sekresi hormon Kkortisol serta
epinefrin (Flueck et al., 2016; Ryu & Roh, 2019). Kortisol dan epinefrin
merupakan suatu hormon yang disekresikan oleh kelenjar adrenal dan
memegang peranan penting dalam mekanisme adaptasi terhadap stres (Thau et
al., 2021).

Stres merupakan salah satu rangsangan utama peningkatan sekresi kortisol.
Stresor akan merangsang hipotalamus untuk menghasilkan Corticotropin
Releasing Hormone (CRH). CRH kemudian akan merangsang hipofisis
anterior untuk mengeluarkan Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) yang
nantinya merangsang korteks adrenal untuk menyekresikan kortisol. Stresor
juga akan merangsang hipotalamus mengirimkan sinyal melalui saraf otonom
ke bagian medula kelenjar adrenal untuk menyekresikan hormon epinefrin ke
dalam aliran darah (Sherwood, 2018).

Pemberian kafein dosis tinggi dapat menginduksi terjadinya gangguan pada
pembentukan aksis Hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) sehingga akan
menyebabkan terjadinya respon stres yang abnormal (Ryu & Roh, 2019).
Respon stres yang abnormal dapat bermanifestasi pada bagian korteks dan
medula adrenal. Salah satu indikator umum stres pada studi eksperimental dan
toksisitas adalah terjadinya peningkatan berat kelenjar adrenal. Respon awal
korteks adrenal terhadap stres adalah hipertrofi pada korteks adrenal. Jika stres
terjadi berkepanjangan, maka akan terjadi hiperplasia pada korteks adrenal.
Hipertrofi pada korteks adrenal terjadi karena adanya peningkatan sekresi dari
Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) sehingga menyebabkan zona
fasikulata bekerja secara berlebihan untuk menyekresikan kortisol. Respon
medula adrenal terhadap stres akut adalah terjadinya pembesaran medula
adrenal akibat peningkatan sekresi epinefrin dan degranulasi sel kromafin,

sedangkan respon medula adrenal terhadap stres kronis adalah terjadinya
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peningkatan proliferasi sel kromafin, dan peningkatan frekuensi
feokromositoma (Everds et al., 2013).

2.4 Uji Toksisitas
2.4.1 Definisi

Uji toksisitas merupakan suatu percobaan yang dilakukan untuk menilai
efek toksik dari suatu senyawa pada bahan atau sediaan uji tertentu dan
juga untuk memperoleh data terkait dosis-respon yang khas dari sediaan
uji. Data tersebut nantinya dapat digunakan untuk memberikan informasi
mengenai derajat bahaya sediaan uji tersebut bila terjadi paparan pada
manusia sehingga dapat ditentukan dosis aman penggunaannya. Uji
toksisitas biasanya dilakukan secara in vivo, menggunakan hewan coba
dan dapat digunakan untuk melihat ada tidaknya reaksi fisiologis,
biokimia serta patologis dari suatu sediaan uji terhadap manusia. Hasil
dari uji toksisitas yang telah dilakukan dapat digunakan untuk
memberikan petunjuk mengenai ada tidaknya toksisitas relatif dan juga
dapat membantu mengidentifikasikan efek toksik yang mungkin terjadi
bila terjadi paparan bahan uji pada manusia. Hasil uji toksisitas ini tidak
dapat digunakan secara mutlak untuk membuktikan keamanan dari suatu

bahan atau sediaan uji pada manusia (BPOM, 2014).

2.4.2 Uji Toksisitas Akut Oral

Uji toksisitas akut oral merupakan suatu uji yang dilakukan untuk melihat
efek toksik dari suatu sediaan uji yang muncul dalam waktu 24 jam
setelah diberikan secara oral baik dalam dosis tunggal maupun dosis
berulang. Uji toksisitas akut oral bertujuan untuk melihat adanya
toksisitas intrinsik dari suatu zat, kepekaan spesies, menentukan organ
sasaran, mendapatkan informasi mengenai bahaya setelah pemaparan
suatu zat secara akut, mendapatkan informasi awal yang dapat digunakan

untuk menetapkan tingkat dosis, memperoleh nilai LDso dari suatu
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sediaan, merancang uji toksisitas selanjutnya dan menentukan

pengelompokan sediaan atau bahan dan pelabelan (BPOM, 2014).

Prinsip dari uji toksisitas akut oral yaitu, beberapa tingkatan dosis dari
sediaan uji akan diberikan pada beberapa kelompok hewan coba dan tiap
kelompok akan mendapatkan satu dosis sediaan uji. Setelah diberikan
sediaan uji, dilakukan pengamatan pada setiap kelompok untuk melihat
ada tidaknya efek toksik dan juga kematian pada hewan coba. Hewan
coba yang menunjukkan tanda-tanda seperti sakit, merasakan nyeri, dan
distres akan dikorbankan lebih dini dan dianggap sebagai hewan yang
mati akibat pemberian sediaan uji tersebut. Hewan coba yang mati saat
proses uji toksisitas berlangsung maupun hewan coba yang tetap hidup
sampai akhir proses uji toksisitas akan diterminasi untuk dinilai ada
tidaknya gejala toksisitas dan ada tidaknya kerusakan pada organ secara
histopatologi setelah diberikan sediaan uji (BPOM, 2014).

2.4.3 Metode Uji OECD Guideline No. 423

Metode Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD) merupakan salah satu metode yang dapat digunakan sebagai
guideline dalam melakukan uji toksisitas akut oral (OECD, 2001).
Metode ini sudah disesuaikan dengan kriteria toksisitas berdasarkan
Global Harmonized System (GHS) sehingga metode OECD ini sudah
diakui secara internasional. Metode OECD terdiri atas beberapa versi
berbeda, yaitu OECD 401 Acute Oral Toxicity (AOT), OECD 420 Fixed
Dose Procedure (FDP), OECD 423 Acute Toxic Class Method (ATC),
dan OECD 425 Up-and-Down Procedure (UDP). Pemilihan versi OECD
yang akan digunakan sebagai guideline uji dapat disesuaikan dengan
kebutuhan dan juga kepentingan penelitian (Sunggono et al., 2014).
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Metode OECD No. 423 merupakan pembaruan dari OECD No. 401
sehingga metode ini dapat digunakan sebagai metode alternatif untuk
guideline uji toksisitas akut oral menggantikan metode OECD No. 401.
Tujuan digunakannya metode ini sebagai guideline dalam melakukan uji
toksisitas akut oral yaitu karena metode ini dapat menentukan dosis
toksik dari suatu senyawa dan juga dapat menentukan kisaran nilai LDsg
(Lethal Dose 50) dari suatu senyawa. LDso ini dapat digunakan untuk
menggolongkan bahan atau senyawa dari mulai yang bersifat super
toksik sampai yang tidak toksik. Penentuan tingkat toksisitas akut dari
suatu sediaan uji berdasarkan nilai LDsg dapat digolongkan berdasarkan
klasifikasi seperti pada tabel 2.3 (Hodge & Sterner, 2005).

Tabel 2. 3. Kriteria Penggolongan Toksisitas Akut Berdasarkan LDso

Tingkat Toksisitas LDsg oral (pada tikus) Klasifikasi
1 <5 mgkg Super Toksik
2 5-50 mg Sangat Toksik
3 >50 — 500 mg Toksik
4 >500-2000 mg Toksik Sedang
5 >2000-5000 mg Toksik Ringan
6 >5000 mg Tidak Toksik

(Hodge & Sterner, 2005).

Kriteria penggolongan toksisitas akut seperti pada tabel 2.3 biasanya
digunakan untuk menentukan kategori toksisitas akut untuk obat, obat
tradisional, suplemen kesehatan, dan bahan lainnya (Generally
Recognized as Safe/GRAS) seperti bahan pangan. Penentuan kategori
toksisitas akut bahan kimia seperti pestisida serta untuk pelabelannya
akan dievaluasi berdasarkan kriteria bahaya dari GHS (Globally
Harmonized Classification System for Chemical Substances and
Mixtures) yang tercantum dalam OECD guidelines for The Testing of
Chemicals (2001) seperti pada tabel 2.4 (BPOM, 2014).
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Tabel 2. 4. Kriteria Penggolongan Sediaan Uji Menurut OECD

Dosis . .
(mg/kgBB) Kematian Kategori
5 > 2 dari 5 ekor mati 1
5 > 1 ekor menunjukkan gejala toksisitas dan
tidak ada kematian 2
50 > 2 dari 5 ekor mati
> 1 ekor menunjukkan gejala toksisitas dan
50 . d
tidak ada kematian 3
300 > 2 dari 5 ekor mati
300 > 1 ekor dengan gejala toksisitas dan atau <1
mati 4
2000 > 2 dari 5 ekor mati
> 1 ekor dengan gejala toksisitas dan atau tidak 5
2000 ada kematian
Tidak ada gejala toksisitas 5/unclassified

(OECD, 2001)

Prinsip dari metode OECD No. 423 yaitu prosedur uji toksisitas akut oral
akan dilakukan dengan prosedur bertahap dengan masing-masing
kelompok uji terdiri atas 3 hewan coba dengan jenis kelamin yang sama.
Sediaan uji akan diberikan secara bertahap dengan dosis pemberian yaitu
5, 50, 300, dan 2000 mg/kgBB dalam satu kali pemberian atau single
dose dan satu kelompok hewan coba hanya akan diberikan satu dosis
sediaan uji secara oral. Pengecualian dan hanya jika dibenarkan oleh
kebutuhan, penggunaan tingkat dosis tambahan yaitu 5000 mg/kgBB
dapat dipertimbangkan. Pada uji toksisitas akut oral akan dilakukan limit
test menggunakan dosis 2000 mg/kgBB. Limit test dilakukan apabila
peneliti telah memiliki informasi yang menyatakan bahwa sediaan uji
tidak bersifat toksik atau hanya bersifat toksik apabila melebihi batas
dosis yang telah ditentukan sehingga penelitian dimulai dengan
pemberian sediaan uji pada hewan coba dari dosis yang tertinggi yaitu
2000 mg/kgBB (OECD, 2001). Tahapan uji toksisitas akut dengan
menggunakan metode OECD No. 423 secara lebih jelas dapat dilihat
pada gambar 2.7 (OECD, 2001).
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Gambar 2. 7. Prosedur Uji Toksisitas Akut Berdasarkan OECD No. 423
(OECD, 2001).

Tikus Putih (Rattus norvegicus) Galur Sprague-Dawley

Tikus merupakan salah satu hewan coba yang sering digunakan dalam berbagai
macam penelitian medis. Tikus banyak digunakan dalam penelitian
dikarenakan tikus memiliki fungsi organ yang sama dengan manusia, memiliki
karakteristik genetik yang unik, murah, mudah berkembang biak, dan mudah
untuk didapatkan. Secara morfologi, tikus putih memiliki ciri-ciri yaitu kepala
berukuran kecil dan ekor yang lebih panjang dibandingkan dengan badannya,
pertumbuhannya cepat, dan cukup tahan terhadap perlakuan (Adiyati, 2011).

Tikus putih (Rattus norvegicus) atau yang dikenal juga dengan nama Norway
Rat terdiri atas beberapa galur yang berasal dari 15 persilangan. Galur Wistar,
Sprague-Dawley, Long Evans, dan Holtzman merupakan beberapa galur dari
tikus yang sering digunakan dalam penelitian (Adiyati, 2011). Tikus putih
(Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley merupakan galur yang
dikembangkan dari galur Wistar. Rata-rata ukuran induk tikus galur ini yaitu
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sekitar 250-300 gram untuk betina dan 450-520 gram untuk jantan. Tikus putih
galur ini memiliki pertumbuhan yang cepat yaitu dapat bertambah berat
badannya mencapai 400 gram selama 12 minggu dan umumnya memiliki
waktu rentan kehidupan sekitar 2,5-3,5 tahun (Suckow et al., 2006).

Menurut Myers & Armitage (2004), klasifikasi tikus putih (Rattus norvegicus)
galur Sprague-Dawley adalah sebagai berikut :

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata
Subfilum : Vertebrata

Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia

Famili : Muridae

Genus . Rattus

Spesies : Rattus norvegicus

Gambar 2. 8. Tikus Putih (Rattus norvegicus) Galur Sprague-Dawley (Palembang
Tikus Center, 2016).
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2.6.2 Kerangka Konsep

| Perubahan gambaran histopatologi

—bi kelenjar adrenal tikus putih (Rattus
I norvegicus) galur Sprague-Dawley
|

Pemberian ekstrak kopi
robusta dosis tunggal

_____________________________

Gambar 2. 10. Kerangka Konsep

Keterangan :

[ ] :Variabel independen

| i Variabel dependen

2.7 Hipotesis

HO :

Ha:

Tidak terdapat pengaruh uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak kopi
robusta (Coffea canephora) terhadap gambaran histopatologi kelenjar
adrenal tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley

menggunakan guideline uji OECD No. 423.

Terdapat pengaruh uji toksisitas akut dosis tunggal ekstrak kopi robusta
(Coffea canephora) terhadap gambaran histopatologi kelenjar adrenal
tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley menggunakan
guideline uji OECD No. 423.



3.1

3.2

BAB |11
METODE PENELITIAN

Desain Penelitian

Jenis penelitian ini merupakan penelitian quasi experimental dengan rancangan
penelitian post-test only control group design, yaitu pengambilan data diambil
setelah dilakukan perlakuan dan dibandingkan antara kelompok kontrol dengan
kelompok perlakuan (Notoatmodjo, 2010). Sebanyak 18 ekor tikus putih
(Rattus norvegicus) jantan galur Sprague-Dawley berusia 8-12 minggu dipilih
secara acak (random sampling) dan dibagi ke dalam 6 kelompok, yaitu 1

kelompok kontrol dan 5 kelompok perlakuan.

Tempat dan Waktu Penelitian
3.2.1 Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan di Fakultas Kedokteran Universitas Lampung.
Proses aklimatisasi, intervensi dan terminasi tikus putih (Rattus
norvegicus) jantan galur Sprague-Dawley dilakukan di Animal House
Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Proses pembuatan dan
pengamatan preparat dilakukan di Laboratorium Histologi dan Patologi
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Lampung. Pembuatan ekstrak
biji kopi robusta (Coffea canephora) dilakukan di Laboratorium Kimia
Organik Jurusan Kimia Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan

Alam Universitas Lampung.
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3.2.2 Waktu Penelitian

Penelitian ini dilakukan dari bulan November 2021 sampai dengan bulan
Maret 2022.

3.3 Subjek Penelitian
3.3.1 Populasi Penelitian

Populasi penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus putih
(Rattus norvegicus) jantan galur Sprague-Dawley berusia 8-12 minggu
dengan berat sekitar 200-300 gram yang diperoleh dari Palembang Tikus

Center.

3.3.2 Sampel Penelitian

Sampel penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah 18 ekor
tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague-Dawley yang dibagi
ke dalam 6 kelompok secara acak (random sampling), yaitu 1 kelompok
kontrol dan 5 kelompok perlakuan sehingga masing-masing kelompok
terdiri atas 3 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague-
Dawley. Penentuan jumlah sampel penelitian ini telah diatur dalam
guideline uji OECD No.423 Acute Oral Toxicity Class Method.

3.3.3 Kriteria Inklusi

Kriteria inklusi sampel penelitian ini adalah :

1) Tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague-Dawley.

2) Sehat (bergerak secara aktif, rambut tidak rontok dan tidak kusam).
3) Memiliki berat badan antara 200-300 gram.

4) Berusia sekitar 8-12 minggu.
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Kriteria eksklusi sampel penelitian ini adalah :

1) Terdapat kelainan anatomis pada tikus putih (Rattus norvegicus)

jantan galur Sprague-Dawley.

2) Terdapat penurunan berat badan lebih dari 10% setelah masa adaptasi.

3.3.5 Kelompok Perlakuan

Tabel 3. 1. Kelompok Perlakuan

No Kelompok

Perlakuan

1 Kelompok Kontrol (K)

2 Kelompok Perlakuan 1 (P1)

3 Kelompok Perlakuan 2 (P2)

4 Kelompok Perlakuan 3 (P3)

5  Kelompok Perlakuan 4 (P4)

6 Kelompok Perlakuan 5 (P5)*

*dilakukan apabila
terdapat 0-1 kematian
pada P1

Kelompok tikus diberi larutan Na-CMC 1%
dengan volume 2,5 ml per oral.

Kelompok tikus diberi ekstrak kopi robusta
(Coffea canephora) dengan dosis 2000
mg/kgBB dan volume pemberian 2,5 ml per
oral dalam satu kali pemberian.

Kelompok tikus diberi ekstrak kopi robusta
(Coffea canephora) dengan dosis 300
mg/kgBB dan volume pemberian 2,5 ml per
oral dalam satu kali pemberian.

Kelompok tikus diberi ekstrak kopi robusta
(Coffea canephora) dengan dosis 50
mg/kgBB dan volume pemberian 2,5 ml per
oral dalam satu kali pemberian.

Kelompok tikus diberi ekstrak kopi robusta
(Coffea canephora) dengan dosis 5 mg/kgBB
dan volume pemberian 2,5 ml per oral dalam
satu kali pemberian.

Kelompok tikus diberi ekstrak kopi robusta
(Coffea canephora) dengan dosis 5000
mg/kgBB dan volume pemberian 2,5 ml per
oral dalam satu kali pemberian.

3.4 ldentifikasi Variabel Penelitian

3.4.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dari penelitian ini adalah pemberian ekstrak kopi robusta

(Coffea canephora) Lampung.
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3.4.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dari penelitian ini adalah gambaran histopatologi
kelenjar adrenal tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley.

3.5 Definisi Operasional

Tabel 3. 2. Definisi Operasional

Variabel Definisi Alat Ukur Hasil Ukur Skala

Ekstrak kopi robusta Ekstrak kopi robusta  Spuit 3 cc, Menurut OECD (2001) : Kategorik
(Coffea canephora) (Coffea canephora)  tabung ukur P1 = 2000 mg/kgBB Nominal

Lampung Lampung yang dibuat dan neraca P2 =300 mg/kgBB
dengan metode maserasi  analitik. P3 =50 mg/kgBB
menggunakan  pelarut P4 =5 mg/kgBB
etanol 96%. P5 = 5000 mg/kgBB

Gambaran histopatologi
kelenjar adrenal

1) Luas area medula Luas area medula Mikroskop mm? Numerik
adrenal adrenal dinilai dengan cahaya, Rasio
menggunakan Software

mikroskop cahaya ImageJ
perbesaran 4x dan
software ImageJ (Ryu

& Roh, 2019).
2) Ketebalan korteks  Ketebalan dari korteks Mikroskop pum Numerik
adrenal adrenal dinilai dengan cahaya Rasio

mengukur diameter software
terbesar dari korteks Olympus
adrenal menggunakan stream J
mikroskop cahaya

perbesaran  4x dan

software Olympus

stream J (Aguila et al.,

2018; Ryu & Roh,

2019).

3.6 Instrumen Penelitian
3.6.1 Alat Penelitian

1) Alat selama perlakuan :
a. Kandang tikus yang terbuat dari bahan plastik berukuran
39x42x15 cm? dan tutup yang terbuat dari kawat serta kayu.
b. Tempat makan dan botol minum tikus

c. Sonde lambung
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o

Spuit oral 1 cc, 3 cc, dan 5 cc
Pipet tetes

Gelas ukur 10 ml dan 100 mi
Labu ukur 100 ml dan 250 ml

Neraca analitik

o «Q —Hh o

Tabung erlenmeyer

J. Maserator dan Rotary evaporator
k. Vacuum filtration

I. Handscoon

m. Masker

n. Pengaduk

2) Alat selama pembuatan preparat histologi
a. Minor set
Tissue cassette

. Automatic tissue processor

o o T

Kertas saring
Paraffin dispenser
Histoplast

Base mold

o «Q @

Rotary microtome
Waterbath

j. Staining jar
k. Staining jack
I. Cover glass
m. Object glass
n. Mikroskop cahaya

3.6.2 Bahan Penelitian

1) Bahan selama perlakuan :
a. Tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley
b. Pakan tikus
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Aquadest

a o

Sekam

@

Ekstrak kopi robusta (Coffea canephora)
Etanol 96%
g. Na-CMC 1%

=h

2) Bahan untuk membuat preparat histologi :
a. Formalin 10%
Alkohol bertingkat (70%-80%-96%-100%)
Alkohol absolut
Xylol

Pewarna hematoksilin-eosin

=)

- ® o O

Entelan

3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1 Aklimatisasi Hewan Coba

Aklimatisasi hewan coba dilakukan di Animal House Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung selama 7 hari. Hewan coba ditimbang
beratnya saat pertama kali datang dan dilakukan penandaan untuk
menentukan pembagian kelompok perlakuan, 1 kelompok perlakuan
terdiri atas 3 ekor tikus putih. Hewan coba kemudian ditempatkan pada
kandang yang terbuat dari bahan plastik dan tutup berupa kawat besi
yang dikelilingi kayu sehingga lebih kokoh dengan dasar kandang diisi
sekam dengan ketebalan sekitar 0.5-1 cm (Agustina, 2017).

Hewan coba dipelihara pada ruangan dengan suhu, kelembaban dan
pengaturan cahaya yang sesuai. Setiap harinya, hewan coba diberi makan
berupa pakan tikus standar dan minum berupa aquadest yang diletakkan
dalam botol plastik secara ad libitum. Aktivitas motorik dari hewan coba

juga selalu diamati setiap harinya. Kebersihan dari kandang juga selalu
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dijaga dengan cara dilakukan penggantian sekam setiap 2 hari sekali
(Agustina, 2017).

3.7.2 Proses Penyangraian Kopi

Proses penyangraian kopi dilakukan menggunakan alat bernama hot air

roaster. Proses penyangraian diawali dengan proses penimbangan biji

kopi terlebih dahulu. Pada penelitian ini, derajat penyangraian biji kopi

yang dibutuhkan yaitu light roast sehingga proses penyangraian

dilakukan dengan metode high temperature short time.

Untuk

mendapatkan kopi dengan tingkat penyangraian light roast, maka biji

kopi disangrai menggunakan hot air roaster dengan suhu mencapai 180-

195°C selama 5-10 menit sampai terjadi first cracks dan terjadi

perubahan warna pada biji kopi menjadi light brown (Fadri et al., 2019).

3.7.3 Pembuatan dan Perhitungan Dosis Ekstrak Kopi Robusta

Etanol 96%

Biji kopi robusta yang sudah halus
sebanyak 500 gram

»
»

v
Ekstraksi dengan maserator

\4

Penyaringan
(Vacuum Filtration)

Residu

\ 4
Filtrat

A\ 4

Penguapan dengan rotary evaporator pada
suhu 40-45°C

!

Ekstrak kental

Gambar 3. 1. Prosedur Ekstraksi Kopi Menggunakan Metode Maserasi
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Biji kopi robusta (Coffea canephora) yang sudah disangrai kemudian
dihaluskan menjadi serpihan-serpihan kecil. Biji kopi yang sudah halus
kemudian ditimbang sebanyak 500 gram menggunakan neraca dan
dilakukan ekstraksi dengan metode maserasi dalam larutan etanol 96%
selama 24 jam dengan menggunakan maserator. Setelah itu, dilakukan
penyaringan dengan pompa vakum sehingga dihasilkan filtrat dan
residu. Filtrat yang dihasilkan kemudian diuapkan menggunakan rotary
evaporator pada suhu 40-45°C sehingga dihasilkan ekstrak pekat
dengan konsentrasi 100% (YYagin & Nurmilawati, 2015).

Perhitungan penimbangan bahan pembuatan larutan uji dan volume
pemberian :
1) Larutan Na-CMC 1%
Larutan stok dibuat sebanyak 150 ml, maka Na-CMC vyang

ditimbang adalah

1g9r
100 ml

Sebanyak 1,5 gram Na-CMC dilarutkan menggunakan aquades

x 150 ml = 1,5 gram

hingga 150 ml.

2) Pembuatan kadar suspensi stok ekstrak biji kopi robusta dengan
dosis 2000 mg/kgBB
Rata-rata berat badan tikus = 250 gram
a. Dosis ekstrak biji kopi robusta = 2000 mg/kgBB

2000 mg
1000 grBB

X 250 grBB =500 mg

b. Kadar larutan stok ekstrak biji kopi robusta dengan dosis 2000

mg/kgBB dengan volume pemberian per oral 2,5 ml

500mg _
2,5ml

200 mg/ml
c. Pembuatan larutan stok sebanyak 25 ml, ekstrak biji kopi

robusta yang ditimbang adalah

200 mg
ml

x 25 ml = 5000 mg =5 gram
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Sebanyak 5 gram ekstrak biji kopi robusta disuspensikan dengan
Na-CMC 1% hingga 25 ml.

3) Pembuatan kadar suspensi stok ekstrak biji kopi robusta dengan
dosis 300 mg/kgBB
Rata-rata berat badan tikus = 250 gram
a. Dosis ekstrak biji kopi robusta = 300 mg/kgBB

300 mg
1000 grBB

b. Kadar larutan stok ekstrak biji kopi robusta dengan dosis 300

x 250 grBB =75 mg

mg/kgBB dengan volume pemberian per oral 2,5 ml

75mg _
sl 30 mg/ml

c. Pembuatan larutan stok sebanyak 25 ml, ekstrak biji kopi

robusta yang ditimbang adalah

30 mg

——— x 25ml =750 mg = 0,75 gram
1ml

Sebanyak 0,75 gram ekstrak biji kopi robusta disuspensikan
dengan Na-CMC 1% hingga 25 ml.

4) Pembuatan kadar suspensi stok ekstrak biji kopi robusta dengan
dosis 50 mg/kgBB
Rata-rata berat badan tikus = 250 gram
a. Dosis ekstrak biji kopi robusta = 50 mg/kgBB

_29MI__ 250 grBB = 12,5 mg

1000 grBB

b. Kadar larutan stok ekstrak biji kopi robusta dengan dosis 50

mg/kgBB dengan volume pemberian per oral 2,5 ml

12,5mg _
2,5ml

5 mg/ml

c. Pembuatan larutan stok sebanyak 25 ml, ekstrak biji kopi

robusta yang ditimbang adalah

2™ 25 ml = 125 mg = 0,125 gram

1ml

Sebanyak 0,125 gram ekstrak biji kopi robusta disuspensikan
dengan Na-CMC 1% hingga 25 ml.
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5) Pembuatan kadar suspensi stok ekstrak biji kopi robusta dengan
dosis 5 mg/kgBB
Rata-rata berat badan tikus = 250 gram
a. Dosis ekstrak biji kopi robusta =5 mg/kgBB

5mg

——— x 250 grBB =1,25 mg
1000 grBB
b. Kadar larutan stok ekstrak biji kopi robusta dengan dosis 5

mg/kgBB dengan volume pemberian per oral 2,5 ml

1,25mg _
2,5ml

0,5 mg/ml

c. Pembuatan larutan stok sebanyak 25 ml, ekstrak biji kopi

robusta yang ditimbang adalah

0,5mg
1ml

Sebanyak 0,0125 gram ekstrak biji kopi robusta disuspensikan
dengan Na-CMC 1% hingga 25 ml.

x 25 ml =12,5mg = 0,0125 gram

6) Pembuatan kadar suspensi stok ekstrak biji kopi robusta dengan
dosis 5000 mg/kgBB
Rata-rata berat badan tikus = 250 gram

a. Dosis ekstrak biji kopi robusta = 5000 mg/kgBB

5000 mg
1000 grBB

x 250 grBB = 1250 mg
b. Kadar larutan stok ekstrak biji kopi robusta dengan dosis 5000

mg/kgBB dengan volume pemberian per oral 2,5 ml

1250 mg _

= 500 mg/ml
2,5ml

c. Pembuatan larutan stok sebanyak 25 ml, ekstrak biji kopi

robusta yang ditimbang adalah

500 mg
ml

Sebanyak 12,5 gram ekstrak biji kopi robusta disuspensikan
dengan Na-CMC 1% hingga 25 ml.

x 25 ml =12500 mg = 12,5 gram
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Berdasarkan perhitungan tersebut, maka jumlah ekstrak biji kopi
robusta (Coffea canephora) yang dibutuhkan pada penelitian ini adalah

sebanyak 18,3875 gram.

3.7.4 Intervensi Hewan Coba

Sebanyak 18 ekor tikus putih (Rattus norvegicus) jantan galur Sprague-
Dawley dikelompokkan ke dalam 1 kelompok kontrol dan 5 kelompok
perlakuan. Pada kelompok kontrol, tikus putih hanya diberi larutan Na-
CMC 1% sebanyak 2,5 ml per oral. Kemudian untuk kelompok perlakuan
1, tikus putih diberikan ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) dengan
dosis 2000 mg/kgBB sebanyak 2,5 ml per oral. Pada kelompok perlakuan
2, tikus putih diberikan ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) dengan
dosis 300 mg/kgBB sebanyak 2,5 ml per oral. Pada kelompok perlakuan
3, tikus putih diberikan ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) dengan
dosis 50 mg/kgBB sebanyak 2,5 ml per oral. Pada kelompok perlakuan
4, tikus putih diberikan ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) dengan
dosis 5 mg/kgBB sebanyak 2,5 ml per oral dan pada kelompok perlakuan
5, tikus putih diberikan ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) dengan
dosis 5000 mg/kgBB sebanyak 2,5 ml per oral (OECD, 2001).

Proses intervensi dilakukan secara bertahap dan dosis yang diberikan
merupakan dosis tunggal (single dose). Proses intervensi dimulai dari
kelompok perlakuan 1 yaitu dengan dosis 2000 mg/kgBB. Setelah diberi
perlakuan, kelompok perlakuan 1 diamati secara intensif pada 30 menit
pertama, dilanjutkan 4 jam kemudian, 8 jam kemudian, dan 24 jam
kemudian. Apabila selama pengamatan tidak ditemukan adanya hewan
coba yang mati atau hanya terdapat satu hewan coba yang mati, maka
dilakukan pemberian ekstrak biji kopi robusta dengan dosis 5000
mg/kgBB pada kelompok perlakuan 5. Akan tetapi, apabila pada saat
setelah diberikan kopi robusta dengan dosis 2000 mg/kgBB ditemukan

terdapat 2-3 hewan coba yang mati maka dilakukan pemberian kopi
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robusta dengan dosis 300 mg/kgBB pada kelompok perlakuan 2. Setelah
kelompok perlakuan 2 diberi kopi robusta dengan dosis 300 mg/kgBB,
kelompok perlakuan 2 diamati kembali seperti pada kelompok perlakuan
1. Apabila setelah pengamatan terdapat 2-3 hewan coba yang mati maka
dilakukan proses pemberian kopi robusta dengan dosis 50 mg/kgBB pada
kelompok perlakuan 3. Setelah itu, kelompok perlakuan 3 diamati secara
intensif seperti pada kelompok perlakuan 1 dan 2. Apabila terdapat 2-3
hewan coba yang mati maka dilakukan proses pemberian kopi robusta
dengan dosis 5 mg/kgBB pada kelompok perlakuan 4. Setelah diberi
perlakuan, kelompok perlakuan 4 kemudian diamati secara intensif
seperti kelompok perlakuan 1, 2, dan 3 (OECD, 2001).

3.7.5 Terminasi Hewan Coba

Setelah diberi perlakuan, tikus putih dari tiap kelompok dianastesi
dengan kloroform secara inhalasi untuk mengurangi nyeri, distres atau
kecemasan sampel. Proses terminasi dilakukan dengan cara cervical
dislocation. Proses cervical dislocation dilakukan dengan meletakkan
ujung ibu jari dan jari telunjuk di setiap sisi leher tikus untuk memberikan
tekanan bagian posterior dasar tulang tengkorak ke sumsum tulang
belakang, sementara bagian tangan lainnya memegang bagian ekor dan
dengan cepat ditarik sehingga terjadi pemisahan vertebra servikal dari
tulang tengkorak dan terjadi pemisahan sumsum tulang belakang dari
otak. Lalu dilakukan laparotomi untuk mengambil kelenjar adrenal

(American Veterinary Medical Association, 2020).

3.7.6 Proses Pembuatan Preparat

Proses pembuatan preparat histopatologi pada kelenjar adrenal dilakukan
dengan prosedur sebagai berikut :
1) Fiksasi

Jaringan difiksasi dalam larutan Buffer Neutral Formalin (BNF) 10%

selama 3 jam dan dicuci menggunakan air mengalir sebanyak 3-5 kali.
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2) Trimming

Sampel organ yang sudah terfiksasi dengan sempurna selanjutnya

dilakukan trimming atau dikecilkan menjadi setebal + 0,5 cm.

Potongan tersebut kemudian dimasukkan dalam tissue cassette untuk

dimasukkan dalam automatic tissue processor.
3) Dehidrasi
Proses dehidrasi dilakukan dengan cara merendam sampel dalam

larutan alkohol dengan konsentrasi bertingkat dan dalam durasi

sebagai berikut :

a.
b.
C.
d.

e.

Alkohol 70% selama 45 menit
Alkohol 80% selama 45 menit
Alkohol 96% selama 45 menit
Alkohol absolut selama 45 menit

Alkohol absolut selama 45 menit

4) Clearing

Proses clearing dilakukan dengan menggunakan xylol I dan xylol Il

masing-masing selama 60 menit. Xylol berfungsi untuk melarutkan

alkohol dan parafin.
5) Infiltrasi

Infiltrasi dilakukan dengan cara merendam jaringan ke larutan parafin

cair dalam oven pada temperatur 60°C selama 1 jam.

6) Embedding atau Blocking

Berikut merupakan tahapan dari embedding :

a.

Sisa parafin yang ada pada base mold dibersihkan dengan cara
dipanaskan beberapa saat di atas api dan diusap dengan kapas.
Parafin diletakkan pada cangkir logam dan dimasukkan ke dalam
oven dengan suhu di atas 58°C.

Parafin cair dituangkan ke dalam base mold.

. Dipindahkan satu persatu dari tissue cassette ke dasar base mold

dengan mengatur jarak satu dengan yang lainnya.

Base mold dimasukkan ke dalam air.
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f. Parafin yang berisi potongan organ dilepaskan dari base mold
dengan dimasukkan ke dalam suhu 4 — 6 °C beberapa saat.

g. Parafin dipotong sesuai dengan letak jaringan yang ada dengan
menggunakan skalpel/pisau hangat.

h. Siap dipotong dengan mikrotom.

7) Sectioning

Sectioning adalah proses pemotongan jaringan dengan menggunakan

mikrotom. Sebelum jaringan dipotong, jaringan didinginkan terlebih

dahulu di dalam lemari es. Proses sectioning dilakukan di ruangan

yang dingin dan menggunakan rotary microtome dengan disposable

knife. Jaringan dipotong dengan ketebalan sekitar 4-5 um dan

selanjutnya dipindahkan ke dalam waterbath pada suhu 60°C selama

beberapa detik sampai mengembang dengan sempurna. Jaringan

kemudian diletakkan pada object glass dan disimpan dalam inkubator

dengan suhu 37°C selama 24 jam sampai jaringan melekat dengan

sempurna (Suvarna et al., 2019).

3.7.7 Pewarnaan Hematoxylin-Eosin

Sebelum dilakukan proses pewarnaan, preparat histopatologi

dideparafinisasi dengan larutan xylol | dan 11 selama 5 menit serta etanol

absolut selama 60 menit. Kemudian dilakukan proses rehidrasi dengan

cara merendamkan sediaan ke dalam alkohol bertingkat (alkohol absolut,

alkohol 96% dan alkohol 70%). Perendaman dalam alkohol 96% dan

70% dilakukan selama 2 menit. Sediaan selanjutnya dicuci dengan air

mengalir selama 10 menit. Setelah itu sediaan dapat diwarnai dengan

pewarna Mayer’s Hematoxylin melalui tahapan sebagai berikut :

1) Preparat direndam dalam larutan Mayer’s Hematoxylin selama 8
menit.

2) Preparat dicuci dengan air mengalir selama 30 detik.

3) Preparat dicelupkan ke dalam larutan lithium karbonat selama 15-30
detik.
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4) Preparat dicuci dengan air mengalir selama 2 menit.

5) Preparat direndam dalam larutan eosin selama 2 — 3 menit.

6) Preparat dicuci kembali dengan air mengalir selama 30-60 detik.

7) Dilakukan proses dehidrasi dengan cara merendam preparat ke dalam
larutan alkohol 70% dan alkohol 96% selama 2 menit lalu preparat
dicuci dengan air selama 10 menit. Setelah itu dilakukan penjernihan
dengan xylol I selama 1 menit dan xylol Il selama 2 menit.

8) Mounting, setelah tahapan pewarnaan selesai, object glass ditetesi

dengan entelan dan ditutup dengan cover glass.

3.7.8 Pengamatan Preparat di Bawah Mikroskop

Preparat diamati menggunakan mikroskop cahaya perbesaran 4x dengan
menilai ukuran luas area medula adrenal dan ketebalan korteks adrenal.
Penilaian luas area medula adrenal dilakukan dengan menggunakan
Software ImageJ, sedangkan penilaian ketebalan korteks adrenal
dilakukan dengan menggunakan Software Olympus Stream J (Ryu & Roh,
2019; Aguila et al., 2018).

3.8 Pengolahan Data

Data yang telah diperoleh dari proses pengumpulan data diubah ke dalam

bentuk tabel-tabel kemudian diolah menggunakan program software uji

statistik dengan nilai o = 0,05. Menurut Notoatmodjo (2010), proses

pengolahan data menggunakan program komputer terdiri dari beberapa

langkah, yaitu :

1)

2)
3)

4)

Coding, mengonversikan data yang telah dikumpulkan selama penelitian
ke dalam simbol yang cocok untuk memudahkan proses analisis.

Data entry, memasukkan data ke dalam komputer.

Verifikasi, pemeriksaan secara visual terhadap data yang telah dimasukkan
ke dalam komputer.

Output komputer, hasil yang telah dianalisis oleh komputer kemudian
dicetak.
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3.9 Analisis Data

Analisis data dilakukan menggunakan software uji statistik dan diawali dengan
melakukan uji normalitas untuk melihat normal atau tidaknya persebaran data.
Uji normalitas dilakukan dengan menggunakan uji Shapiro Wilk karena
jumlah sampel <50. Analisis data kemudian dilanjutkan dengan menilai
homogenitas variansi data menggunakan uji Levene’s fest. Data yang
terdistribusi normal dan homogen dilakukan analisis parametrik menggunakan
uji One Way ANOVA, sedangkan data yang tidak terdistribusi normal dan tidak
homogen dilakukan analisis non parametrik menggunakan uji Kruskal Wallis.
Analisis Post Hoc LSD perlu dilakukan apabila dari uji One Way ANOVA
menunjukkan hasil p <0,05 untuk menilai perbedaan bermakna antar kelompok
(Dahlan, 2014).



3.10 Alur Penelitian

Penerimaan hewan coba

l

Aklimatisasi hewan coba

l

Intervensi hewan coba

47

/\

Kelompok P1 (dosis 2000 mg/kgBB)

Kelompok kontrol

—

Terdapat 2-3 hewan Terdapat 0-1 hewan
coba yang mati coba yang mati
Y v
Kelompok P2 (dosis 300 mg/kgBB) Kelompok P5 (dosis 5000 mg/kgBB)
Terdapat 2-3 hewan Terdapat 0-1 hewan
coba yang mati coba yang mati

Kelompok P3 (dosis 50 mg/kgBB)

Terdapat 2-3 hewan Terdapat 0-1 hewan

coba yang mati coba yang mati

A 4

Kelompok P4 (dosis 5 mg/kgBB)

y

Terdapat 2-3 hewan Terdapat 0-1 hewan

coba yang mati coba yang mati /

Pengamatan hewan coba selama 14 hari

v

Terminasi hewan coba dan pengambilan kelenjar adrenal

v

Pembuatan preparat dan pengamatan di bawah mikroskop

v

Pengolahan dan analisis data

Gambar 3. 2. Alur Penelitian
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3.11 Ethical Clearance

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan etik dari Komite Etik Penelitian
Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Lampung dengan nomor surat
466/UN26.18/PP.05.02.00/2022.  Penelitian  ini  dilakukan  dengan
mengutamakan tiga prinsip etik pada hewan coba yaitu 3R: replacement,
reduction, dan refinement serta lima prinsip etik pada hewan coba yaitu 5F:
Freedom from hunger or thirst, freedom from discomfort, freedom from pain
injury or disease, freedom to express (most) normal behavior, dan freedom

from fear and distress.



5.1

5.2

BAB V
SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian serta pembahasan yang telah dipaparkan, maka
dapat disimpulkan bahwa terdapat pengaruh uji toksisitas akut dosis tunggal
ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) terhadap gambaran histopatologi
kelenjar adrenal tikus putih (Rattus norvegicus) galur Sprague-Dawley

menggunakan guideline uji OECD No. 423.

Saran

Saran pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1) Dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas ekstrak kopi
robusta (Coffea canephora) terhadap gambaran histopatologi kelenjar
adrenal dalam waktu pemberian subakut atau kronis.

2) Dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai kadar hormon Kkortisol,
Adrenocorticotropic Hormone (ACTH), dan epinefrin akibat pemberian
ekstrak kopi robusta (Coffea canephora).

3) Dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai uji toksisitas akut dengan
jenis kopi yang berbeda, misalnya dengan menggunakan kopi arabika

(Coffea arabica L.)
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