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RINGKASAN

Uji Efektivitas Analgesik Ekstrak Kulit Kakao (Theobroma cacao L.)

terhadap Licking Time Mencit yang Diinduksi Formalin ; Yuli Lusiana Sari,

142010101084; 2017; 51 halaman; Jurusan Pendidikan Dokter Fakultas

Kedokteran Universitas Jember.

Analgesik merupakan istilah medis yang digunakan untuk suatu bahan

yang dapat mengurangi nyeri tanpa menyebabkan hilangnya kesadaran (Dorland,

2012). Penggunaan analgesik Non Steroidal Anti Inflammatory Drugs (NSAID)

jangka panjang dapat menyebabkan efek samping ringan seperti mual dan

dispepsia (prevalensi sekitar 50-60%) dan komplikasi yang lebih serius seperti

penyakit tukak peptik (3-4%) yang menyebabkan pendarahan atau perforasi pada

1,5% pengguna NSAID per tahun. Kematian akibat komplikasi tukak peptik

diperkirakan mencapai sekitar 20.000 setiap tahun (Valle, 2005).

Jember merupakan salah satu tempat pusat industri dan pusat penelitian

kakao di Indonesia (Depperin, 2007). Kondisi tersebut sangat mendukung adanya

kegiatan penelitian tentang pemanfaatan kakao (Theobroma cacao L.).

Theobroma cacao L merupakan bahan industri yang sering dimanfaatkan sebagai

bahan pembuatan cokelat, namun bagian yang dimanfaatkan dari tanaman tersebut

adalah biji sehingga bagian kulit kakao  menumpuk sebagai limbah (Depperin,

2007), yaitu mencapai 75% dari total produksi (Wahyudi et al., 2008).

Berdasarkan uraian di atas, peneliti bermaksud untuk menguji efektivitas

analgesik ekstrak kulit kakao dilihat dari akumulasi waktu yang dibutuhkan untuk

respons menjilat (licking time) mencit yang diinduksi formalin.

Penelitian ini merupakan quasi experimental laboratories dengan

rancangan penelitian, yaitu post test only control group design. Penelitian ini

menggunakan sampel berjumlah 28 ekor mencit yang diambil dari populasinya

dengan cara simple random sampling. Pada penelitian ini dilakukan adaptasi

selama tujuh hari dan perlakuan selama 1 hari, bertempat di Laboratorium

Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember. Mencit dikelompokkan
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menjadi tujuh kelompok, yaitu kelompok kontrol negatif (K(-)) diberikan NaCMC

1% peroral, kontrol positif (K(+)) diberikan natrium diklofenak 0,0048 mg/gBB

peroral, kelompok K1, K2, K3, K4, dan K5 diberikan ekstrak kulit kakao 0,25

mg/gBB,  0,5 mg/gBB, 1 mg/gBB, 2 mg/gBB, dan 4 mg/gBB peroral. 30 menit

setelah induksi peroral, seluruh mencit diinjeksi dengan 200 μl formalin 2,5%

pada kaki belakang secara subkutan. Variabel bebas dalam penelitian ini adalah

ekstrak kulit kakao sedangkan variabel terikatnya adalah licking time mencit.

Analisis data yang digunakan adalah uji One Way Annova untuk mengetahui

perbedaan licking time mencit antar kelompok. Uji Post Hoc yaitu Games-Howell

untuk mengetahui kelompok yang berbeda signifikan.

Hasil penelitian menunjukkan rata-rata licking time mencit kelompok K(-)

sebesar 4,00 detik pada fase pertama dan 201,75 detik pada fase kedua, kelompok

K(+) sebesar 3,00 detik pada fase pertama dan 45,5 detik pada fase kedua,

kelompok K1 sebesar 3,00 detik pada fase petama dan 40,00 detik pada fase

kedua, kelompok K2 sebesar 1,25 detik pada fase pertama dan 37,75 detik pada

fase kedua, kelompok K3 sebesar 1,25 detik pada fase pertama dan 12,00 detik

pada fase kedua, kelompok K4 sebesar 4,00 detik pada fase pertama dan 54,00

detik pada fase kedua serta kelompok K5 sebesar 2,00 detik pada fase pertama

dan 60,75 detik pada fase kedua. Hasil uji normalitas Shapiro Wilk pada data

licking time fase pertama dan kedua menunjukkan data terdistribusi normal

(p>0,05). Uji homogenitas menunjukkan varians data licking time fase pertama

homogen (p>0,05) sedangkan fase kedua heterogen (p<0,05). Hasil analisis One

Way ANOVA menunjukkan bahwa perbedaan antar kelompok pada data licking

time fase pertama tidak signifikan (p>0,05) sedangkan pada data fase kedua

signifikan (p<0,05). Uji Post Hoc Games-Howell data licking time fase kedua

menunjukkan bahwa kelompok K(-) berbeda signifikan dengan kelompok K1, K2,

dan K3. Kesimpulan penelitian ini adalah ekstrak kulit kakao dapat menurunkan

licking time fase kedua mencit yang diinduksi formalin secara signifikan, namun

tidak menurunkan licking time fase pertama secara signifikan. Pada dosis tertentu,

persentase inhibisi ekstrak kulit kakao terhadap licking time mencit lebih besar

daripada natrium diklofenak.
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1

BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Analgesik merupakan kelompok obat yang terdiri dari dua jenis, yaitu

golongan opioid dan golongan non-opioid. Golongan analgesik non opioid, yaitu

Non Steroidal Anti Inflammatory Drugs (NSAID) yang paling sering digunakan

adalah natrium diklofenak, ibuprofen dan asam mefenamat (Syarif et al., 2012).

Departemen Kesehatan (2007) menyatakan bahwa diperkirakan lebih dari 30 juta

penduduk di seluruh dunia mengkonsumsi NSAID setiap hari dan akan

berpengaruh pada peningkatan risiko terjadi penyakit akibat efek samping obat,

misalnya gangguan sistem pencernaan. Penggunaan NSAID jangka panjang dapat

menyebabkan efek samping ringan seperti mual dan dispepsia (prevalensi sekitar

50-60%) dan komplikasi yang lebih serius seperti penyakit tukak peptik (3-4%)

yang menyebabkan perdarahan atau perforasi pada 1,5% pengguna NSAID per

tahun. Pasien yang meninggal akibat komplikasi pada sistem gastrointestinal oleh

pemakaian NSAID diperkirakan mencapai sekitar 20.000 setiap tahun (Valle,

2005).

Analgesik merupakan istilah medis yang digunakan untuk suatu bahan

yang dapat mengurangi nyeri tanpa menyebabkan hilangnya kesadaran (Dorland,

2012). Nyeri merupakan suatu respons peradangan akibat sensasi perangsangan

sistem saraf (Price & Wilson, 2006). Respons tersebut terdiri dari dua fase, yaitu

fase lambat atau fase pertama (fase neurogenik) dan fase kedua (fase inflamasi).

Substansi P dan bradikinin berperan penting dalam sensitisasi respons nyeri fase

neurogenik (Sherwood, 2012). Sensitisasi respons nyeri fase inflamasi dimodulasi

oleh mediator proinflamasi yang diproduksi oleh sel imun, seperti IL-5, serotonin,

dan histamin yang diproduksi oleh sel mast serta TNF-α, IL-1β, dan IL 6 yang

diproduksi oleh sel mast, neutrofil, dan makrofag (Ribeiro et al., 2016).

Kakao merupakan tanaman yang mengandung  zat fenolik, yaitu polifenol,

katekin, epikatekin, prosianidin polimer, prosianidin B2, dan jenis molekul

flavonoid lainnya yang dapat menghambat reaksi imun pro-inflamasi penginduksi

nyeri, misalnya polifenol dapat menghambat efek PGE2, TNF-α, IL-6, dan IL-1β,
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epikatekin dapat menghambat TNF-α dan IL-6, serta prosianidin B2 dan katekin

dapat menurunkan TNF-α (Andújar et al., 2011). Senyawa fenolik dalam kulit

kakao konsentrasinya lebih tinggi dibandingkan dengan biji kakao. Sebuah

penelitian menyatakan bahwa rata-rata fenolik total pada biji dari lima jenis kakao

yang berbeda sebesar ±31,8 mgGAE/gDW sedangkan pada kulitnya mencapai

±70 mgGAE/gDW (Kumari & Abeysinghe, 2011).

Kakao (Theobroma cacao L.) merupakan bahan industri yang sering

dimanfaatkan sebagai bahan pembuatan cokelat, namun bagian yang

dimanfaatkan dari tanaman tersebut adalah biji sehingga bagian kulit kakao

menumpuk sebagai limbah (Depperin, 2007), yaitu mencapai 75% dari total

produksi (Wahyudi et al., 2008). Limbah tersebut dapat menyebabkan

pencemaran udara akibat timbulnya bau busuk yang tidak terkendali yang

disebabkan oleh aktivitas mikroba penghasil gas amonia (Indriani, 2004). Bahaya

utama yang dapat disebabkan oleh gas amonia terhadap kesehatan manusia adalah

luka bakar pada saluran pernafasan, kulit, mata, dan membran mukosa (Badan

POM RI, 2012). Indonesia merupakan produsen kakao terbesar ketiga di dunia

setelah negara Pantai Gading dan Ghana. Luas lahan tanaman kakao (Theobroma

cacao L.) di Indonesia kurang lebih 992.448 Ha dengan produksi biji kakao

sekitar 456.000 ton per tahun. Jember merupakan salah satu tempat pusat industri

dan pusat penelitian kakao di Indonesia (Depperin, 2007). Kondisi tersebut sangat

mendukung adanya kegiatan penelitian tentang pemanfaatan kakao (Theobroma

cacao L.).

Berdasarkan uraian di atas, peneliti bermaksud untuk menguji efektivitas

analgesik ekstrak kulit kakao dilihat dari akumulasi waktu yang dibutuhkan

selama respons menjilat (licking time) fase pertama dan fase kedua pada bagian

kaki mencit yang diinduksi formalin. Peneliti berharap penggunaan ekstrak  kulit

kakao sebagai analgesik dapat menurunkan morbiditas komplikasi akibat

penggunaan NSAID dan mengatasi permasalahan limbah kulit kakao yang dapat

membahayakan kesehatan manusia di sekitar kebun kakao.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang tersebut, rumusan masalah penelitian ini, yaitu

bagaimana efektivitas analgesik ekstrak kulit kakao terhadap licking time mencit

yang diinduksi formalin?

1.3 Tujuan

1.3.1 Tujuan Umum

Tujuan umum penelitian ini, yaitu untuk mengetahui efektivitas analgesik

ekstrak kulit kakao.

1.3.2 Tujuan Khusus

Tujuan khusus penelitian ini, yaitu.

a. Untuk mengukur perubahan respons nyeri, yaitu licking time fase pertama

dan fase kedua mencit yang diinduksi formalin.

a. Untuk mengetahui persentase inhibisi ekstrak kulit kakao terhadap

respons nyeri, yaitu licking time mencit yang diinduksi formalin.

1.4 Manfaat

1.4.1 Manfaat bagi Peneliti

Penelitian ini dilakukan untuk menambah wawasan peneliti dalam bidang

farmakologi terutama tentang efektivitas analgesik ekstrak kulit kakao.

1.4.2 Manfaat bagi Institusi

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat menjadi pendukung tercapainya

visi dan misi Fakultas Kedokteran Universitas Jember yaitu mengembangkan

sains, teknologi, dan seni yang inovatif, berwawasan lingkungan, bisnis, dan

dalam rangka pengembangan bidang agromedis.
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1.4.3 Manfaat bagi Ilmu Pengetahuan

Hasil penelitian ini diharapkan dapat dijadikan sebagai landasan teoritis

tentang efektifitas analgesik ekstrak kulit kakao terhadap licking time mencit yang

diinduksi formalin.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Analgesik

Analgesik merupakan istilah medis yang digunakan untuk suatu bahan

yang dapat mengurangi nyeri tanpa menyebabkan hilangnya kesadaran (Dorland,

2012). Analgesik merupakan kelompok obat yang terdiri dari dua jenis, yaitu

golongan opioid dan golongan non-opioid. Analgesik opioid dahulu seringkali

disebut sebagai analgesik narkotik, akan tetapi golongan obat ini dapat

menimbulkan efek antinyeri tanpa menyebabkan tidur atau menurunkan kesadaran

sehingga istilah analgesik narkotik menjadi kurang tepat. Analgesik non-opioid,

yaitu Non Steroidal Anti Inflammatory Drugs (NSAID) adalah salah satu

golongan obat yang banyak diresepkan dan juga digunakan tanpa resep dokter

(Syarif et al., 2012).

2.1.1 Analgesik Opioid

Analgesik opioid merupakan kelompok obat yang memiliki sifat seperti

opium. Opium yang berasal dari getah Papaver somniferum mengandung sekitar

20 jenis alkaloid diantaranya morfin, kodein, tebain, dan papaverin. Analgesik

opioid terutama digunakan untuk meredakan atau menghilangkan rasa nyeri,

namun juga menunjukkan adanya efek farmakodinamik yang lain (Syarif et al.,

2012). Jenis-jenis obat opioid, yaitu agonis penuh reseptor μ (mu), misalnya

morfin, agonis parsial reseptor μ, misalnya kodein, dan jenis opioid lainnya yang

bekerja pada reseptor δ (delta) dan κ (kappa). Berikut ini adalah farmakokinetik,

farmakodinamik, indikasi, dan efek samping analgesik opioid (Emmanuel et al.,

2014).

a. Farmakokinetik

Sebagian besar analgesik opioid diserap baik jika diberikan melalui

rute subkutis, intramuskulus, dan oral, namun dosis oral opioid (misalnya,

morfin) mungkin harus jauh lebih tinggi dibandingkan dosis parenteral

untuk menghasilkan efek terapeutik karena adanya efek first pass
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metabolism. Penyerapan opioid oleh berbagai organ dan jaringan adalah

suatu fungsi dari berbagai faktor fisiologik dan kimiawi, meskipun semua

opioid berikatan dengan protein plasma dengan afinitas beragam, obat-obat

ini cepat meninggalkan kompartemen darah dan mengendap paling tinggi di

jaringan yang banyak mendapat darah, misalnya otak, paru, hati, ginjal, dan

limpa. Setelah diserap, metabolisme opioid umumnya diubah menjadi

metabolit-metabolit polar (terutama glukoronida), yang kemudian mudah

diekskresikan oleh ginjal. Akumulasi berbagai metabolit ini dapat

menimbulkan efek samping pada pasien penderita gagal ginjal atau pada

pasien dengan pemberian dosis yang berlebihan (Emmanuel et al., 2014).

b. Farmakodinamik

Agonis opioid menghasilkan analgesia atau efek antinyeri dengan

berikatan dengan reseptor spesifik terkait-protein G yang berada di otak dan

korda spinalis yang berperan dalam penyaluran dan modulasi nyeri.

Beberapa efek analgesik kemungkinan diperantarai oleh reseptor opioid di

ujung saraf sensorik perifer (Syarif et al., 2012).

Reseptor opioid terdiri dari tiga golongan utama, yaitu reseptor μ, δ,

dan κ di berbagai jaringan saraf dan jaringan lain. Reseptor μ berfungsi

menyebabkan sedasi, menghambat pernapasan, memperlambat transit di

saluran cerna serta memodulasi pelepasan hormon dan neurotransmitter.

Reseptor δ berfungsi memodulasi pelepasan hormon dan neurotransmitter

sedangkan reseptor κ berfungsi memperlambat waktu transit di saluran

cerna. Ketiga reseptor tersebut merupakan anggota dari famili reseptor

terkait-protein G. Reseptor yang terhubung dengan protein G pada neuron

mengalami interaksi yang menyebabkan dua efek langsung, yaitu penurunan

pelepasan transmitter, misalnya glutamat, asetilkolin, dan substansi P akibat

penutupan saluran Ca2+ di ujung saraf prasinaps serta pembukaan saluran K+

pascasinaps akibat terjadinya hiperpolarisasi. Kedua efek tersebut

menimbulkan penghambatan nyeri (Emmanuel et al., 2014).

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


7

Sebagian besar analgesik yang saat ini tersedia bekerja terutama di

reseptor μ opioid. Analgesia dan efek morfin dalam menimbulkan euforia,

depresi pernapasan, dan ketergantungan fisik terutama terjadi karena efek

pada reseptor μ. Mekanisme terbentuknya toleransi dan ketergantungan fisik

masih belum diketahui secara jelas, namun pengaktifan terus menerus

reseptor μ seperti yang terjadi pada pengobatan nyeri hebat kronik

kemungkinan berperan penting dalam induksi ketergantungan (Syarif et al.,

2012).

c. Indikasi

Analgesik opioid dapat digunakan untuk mengatasi nyeri hebat,

misalnya nyeri yang berkaitan dengan kanker dan penyakit terminal lainnya.

Penyakit-penyakit tersebut membutuhkan pemberian analgesik opioid poten

secara terus-menerus sehingga dapat meningkatkan resiko ketergantungan.

Analgesik opioid juga sering digunakan selama persalinan obstetrik karena

opioid dapat menembus sawar plasenta dan mencapai janin. Pemberian

analgesik opioid pada persalinan harus hati-hati untuk menghindari depresi

neonatus. Nyeri akut dan parah pada kolik ginjal juga membutuhkan

pemberian analgesik opioid kuat untuk meredakannya (Emmanuel et al.,

2014).

d. Efek Samping

Analgesik opioid dapat menimbulkan efek samping pada sistem saraf

pusat, sistem kardiovaskuler dan sistem pencernaan. Efek pada sistem saraf

pusat, misalnya depresi pernapasan akibat hambatan mekanisme respirasi

batang otak, mual dan muntah akibat aktivasi chemoreceptor trigger zone di

batang otak, dan hipotermia atau hipertermia akibat gangguan regulasi

homeostatik suhu tubuh oleh peptide-peptide opioid endogen di otak (Syarif

et al., 2012).
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2.1.2 Analgesik Non-opioid

Analgesik non-opioid, yaitu Non Steroidal Anti Inflammatory Drugs

(NSAID) ini merupakan suatu kelompok obat yang heterogen secara kimia.

Walaupun demikian, obat-obat ini ternyata memiliki banyak persamaan dalam

efek terapi ataupun efek samping. Kemajuan penelitian dalam dasawarsa terakhir

ini menyatakan bahwa kelompok heterogen tersebut memiliki kesamaan efek

terapi dan efek samping berdasarkan atas penghambatan biosintesis prostaglandin

(PG). Berikut ini adalah farmakokinetik, farmakodinamik, indikasi dan efek

samping NSAID (Syarif et al., 2012).

a. Farmakokinetik

Sebagian besar dari obat ini diserap dengan baik melalui saluran cerna

secara cepat dan lengkap. NSAID dimetabolisme di hati. Ekskresi di ginjal

adalah rute terpenting eliminasi akhir. Hampir semua obat mengalami

ekskresi di empedu dan reabsorpsi (sirkulasi enterohepatik) dengan derajat

bervariasi. Derajat iritasi saluran cerna bawah berkorelasi dengan jumlah

sirkulasi enterohepatik. Sebagian besar NSAID sangat terikat dengan

protein (±98%), misalnya terikat pada albumin (Emmanuel et al., 2014).

Semua obat NSAID dapat ditemukan di cairan sinovium setelah

pemberian obat berulang. Obat dengan waktu paruh singkat berada di sendi

paling lama daripada yang diperkirakan dari waktu paruh yang sebenarnya,

sementara obat dengan waktu paruh lama menghilang dari cairan sinovium

dengan laju setara dengan waktu paruh yang sebenarnya (Emmanuel et al.,

2014).

b. Farmakodinamik

Sebagai analgesik, NSAID hanya efektif terhadap nyeri yang

intensitasnya rendah sampai sedang, misalnya sakit kepala, mialgia,

artralgia, dan nyeri lain yang berasal dari integumen, terutama terhadap

nyeri yang berkaitan dengan inflamasi. Efek analgesiknya jauh lebih lemah

daripada efek analgesik opioid. NSAID tidak menimbulkan ketagihan
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sehingga tidak menimbulkan efek sentral yang merugikan. NSAID hanya

mengubah modalitas sensorik nyeri, tidak mempengaruhi sensorik lain.

Kebanyakan NSAID lebih dimanfaatkan sebagai analgesik pada pengobatan

kelainan muskuloskeletal, misalnya artritis reumatoid, osteoartritis dan

spondilitis ankilosa, namun NSAID tersebut hanya meringankan gejala

nyeri dan inflamasi yang berkaitan dengan penyakitnya secara simtomatik,

tidak menghentikan, memperbaiki, atau mencegah kerusakan jaringan pada

kelainan muskuloskeletal ini (Syarif et al., 2012).

Klasifikasi NSAID, tidak banyak manfaat kliniknya karena ada

NSAID dari subgolongan yang sama memiliki sifat yang berbeda,

sebaliknya ada obat NSAID yang berbeda subgolongan tetapi memiliki sifat

yang serupa. Klasifikasi yang lebih bermanfaat untuk diterapkan di klinik

ialah berdasarkan selektivitasnya terhadap cyclooxygenase (Emmanuel et

al., 2014).

Golongan analgesik non opioid yang paling sering digunakan adalah

asam mefenamat, ibuprofen, dan natrium diklofenak (Syarif et al., 2012).

Asam mefenamat, ibuprofen, dan natrium diklofenak tergolong penghambat

cyclooxygenase (COX) relatif non-selektif. Golongan obat ini menghambat

enzim siklooksigenase sehingga konversi asam arakhidonat menjadi PGE2

terganggu. Enzim siklooksigenase terdapat dalam 2 isoform disebut

cyclooxygenase-1 (COX-1) dan cyclooxygenase-2 (COX-2). Kedua isoform

tersebut dikode oleh gen yang berbeda dan ekspresinya bersifat unik. Secara

garis besar COX-1 esensial dalam pemeliharaan berbagai fungsi pada

kondisi normal di berbagai jaringan khususnya ginjal, saluran cerna, dan

trombosit. Di mukosa lambung, aktivasi COX-1 menghasilkan prostasiklin

yang bersifat sitoprotektif. COX-2 semula diduga diinduksi oleh berbagai

stimulus inflamatoar, termasuk sitokin, endotoksin dan faktor pertumbuhan

(growth factor), namun ternyata sekarang COX-2 juga mempunyai fungsi

fisiologis, yaitu di ginjal, jaringan vaskuler, dan pada proses perbaikan

jaringan. Tromboksan-A2, yang disintesis trombosit oleh COX-1,

menyebabkan agregasi trombosit, vasokonstriksi dan proliferasi otot polos.
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Sebaliknya, prostasiklin (PGI2) yang disintesis oleh COX-2 di endotel

makrovaskuler melawan efek tersebut dan menyebabkan penghambatan

agregasi trombosit, vasodilatasi, dan efek anti-proliferatif (Emmanuel et al.,

2014).

c. Indikasi

Sebagai analgesik, NSAID hanya efektif terhadap nyeri dengan

intensitas rendah sampai sedang, misalnya sakit kepala, mialgia, artralgia

dan nyeri lain yang berasal dari integumen, terutama terhadap nyeri yang

berkaitan dengan inflamasi (Syarif et al., 2012).

d. Efek Samping

Selain menimbulkan efek terapi yang sama, NSAID juga memiliki

efek samping serupa karena berdasarkan oleh hambatan pada sistem

biosintesis prostaglandin (PG), selain itu kebanyakan obat bersifat asam

sehingga lebih banyak terkumpul dalam sel yang bersifat asam, misalnya di

lambung, ginjal, dan jaringan inflamasi. Sifat asam pada obat NSAID

menimbulkan efek terapi ataupun efek samping yang tinggi pada lambung,

ginjal, dan jaringan inflamasi (Syarif et al., 2012).

Secara umum NSAID berpotensi menyebabkan efek samping pada

tiga sistem organ, yaitu saluran cerna, ginjal, dan hati. Efek samping

tersebut meningkat pada pasien usia lanjut karena seringkali menderita

berbagai penyakit yang membutuhkan terapi NSAID dalam jangka waktu

panjang (Emmanuel et al., 2014).

Efek samping pada pencernaan yang paling sering terjadi akibat

penggunaan NSAID adalah induksi tukak peptik (tukak duodenum dan

tukak lambung) yang kadang-kadang disertai anemia sekunder akibat

perdarahan saluran cerna. Beratnya efek samping tersebut berbeda antar

obat. Dua mekanisme terjadinya iritasi lambung adalah iritasi yang bersifat

lokal yang menimbulkan difusi kembali asam lambung ke mukosa dan

menyebabkan kerusakan jaringan serta iritasi atau perdarahan lambung yang
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bersifat sistemik melalui hambatan biosintesis prostaglandin PGE2 dan

PGE1. Kedua prostaglandin tersebut banyak ditemukan di mukosa lambung

dengan fungsi menghambat sekresi asam lambung dan merangsang sekresi

mukus usus halus yang bersifat sitoprotektif. Gangguan saluran cerna

penghambat selektif COX-2 lebih ringan daripada COX-1. Efek samping

lain ialah gangguan fungsi trombosit akibat penghambatan biosintesis

tromboksan A2 (TXA2) dengan akibat perpanjangan waktu perdarahan

(Syarif et al., 2012).

2.2 Nyeri

Nyeri merupakan sensasi tidak menyenangkan yang terlokalisasi pada

suatu bagian tubuh. Nyeri seringkali dijelaskan dalam istilah proses destruktif

jaringan (misalnya seperti ditusuk-tusuk, panas terbakar, melilit, seperti dirobek-

robek, seperi diremas-remas) dan/atau suatu reaksi badan atau emosi, seperti

perasaan takut, mual, mabuk (Isselbacher et al., 2014). Rasa nyeri merupakan

mekanisme perlindungan. Rasa nyeri terjadi bila ada kerusakan jaringan. Hal

tersebut menyebabkan individu bereaksi dengan cara memindahkan stimulus nyeri

(Guyton & Hall, 2012).

Reseptor nyeri merupakan ujung saraf bebas. Reseptor rasa nyeri yang

terdapat di kulit dan jaringan lain semuanya merupakan ujung saraf bebas.

Reseptor ini tersebar luas pada permukaan superfisial kulit dan juga di jaringan

dalam tertentu, misalnya periosteum, dinding arteri, permukaan sendi, dan falx

cerebri serta tentorium tempurung kepala. Sebagian besar jaringan dalam lainnya

hanya sedikit sekali dipersarafi oleh ujung saraf nyeri (Guyton & Hall, 2012).

Terdapat tiga jenis stimulus yang merangsang reseptor rasa nyeri atau

nosiseptor, yaitu mekanis, suhu, dan kimiawi (Guyton & Hall, 2012). Reseptor

rasa nyeri atau nosiseptor mekanis berespons terhadap kerusakan mekanis

misalnya tersayat, terpukul, atau cubitan, nosiseptor suhu berespons terhadap suhu

ekstrim, terutama panas, dan nosiseptor polimodal yang berespons sama kuat

terhadap semua jenis rangsangan yang merusak, termasuk bahan kimia iritan yang

dikeluarkan oleh jaringan yang cedera (Sherwood, 2012).
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Beberapa zat kimia yang merangsang jenis nyeri kimiawi adalah

bradikinin, serotonin, histamin, ion kalium, asam, asetilkolin, dan enzim

proteolitik. Selain itu, prostaglandin dan substansi P meningkatkan sensitivitas

ujung-ujung serabut nyeri. Substansi kimia terutama penting untuk perangsangan

lambat yang terjadi setelah cedera jaringan, yaitu respons nyeri fase pertama (fase

neurogenik) yang merupakan jenis rasa nyeri yang menusuk (Guyton & Hall,

2012).

Semua nosiseptor dapat ditingkatkan kepekaannya oleh adanya

prostaglandin yang berperan penting dalam peningkatan respons reseptor terhadap

rangsangan yang mengganggu, yaitu terasa lebih sakit jika ada prostaglandin.

Prostaglandin adalah kelompok khusus turunan asam lemak yang berasal dari

lapis ganda lemak membran plasma dan bekerja lokal setelah dibebaskan. Cedera

jaringan antara lain, dapat menyebabkan pelepasan lokal prostaglandin. Bahan-

bahan kimia ini bekerja pada ujung perifer nosiseptor untuk menurunkan ambang

pengaktifan reseptor (Sherwood, 2012).

Setelah respons nyeri fase pertama, terjadi respons nyeri fase kedua (fase

inflamasi) yang diakibatkan oleh proses inflamasi. Selama proses inflamasi,

jaringan yang rusak merekrut sel-sel imun yang memproduksi mediator inflamasi,

seperti sitokin, lipid, protease, dan growth factors. Mediator tersebut

mengaktifkan nosiseptor pada saraf perifer sehingga menimbulkan respons  nyeri.

Selama degranulasi, sel mast menghasilkan interleukin 5 (IL-5), serotonin (5-HT),

histamin, dan nerve growth factor (NGF) yang bereaksi pada IL-5R, 5-HT2,

reseptor histamin 2 (H2), dan neuron nosiseptor yang masing-masing

menimbulkan respons  nyeri. Neuron nosiseptor juga di sensitisasi oleh Tumor

Necrosis Factor Alpha (TNFα), IL-1β, dan IL-6 yang diproduksi oleh sel mast,

makrofag, dan neutrofil. Prostaglandin E2 (PGE2) yang dihasilkan oleh makrofag

dan sel imun innate lainnya juga mengaktifkan neuron nosiseptor melalui reseptor

PGE21-4 (Ribeiro et al., 2016). Mekanisme tersebut dapat dilihat pada Gambar

2.1.
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Gambar 2.1 Pelepasan mediator yang memproduksi sensitisasi perifer dari nosiseptor
sensori dan nyeri oleh sel-sel imun (proses fase inflamasi respons nyeri)

Impuls nyeri yang berasal dari nosiseptor disalurkan ke sistem saraf pusat

(SSP) melalui salah satu dari dua jenis serat aferen. Sinyal yang berasal dari

nosiseptor mekanis dan suhu disalurkan melalui serat A-delta halus bermielin

dengan kecepatan hingga 30 m/detik, yaitu jalur nyeri cepat. Impuls dari

nosiseptor polimodal disalurkan oleh serat C halus tak bermielin dengan

kecepatan jauh lebih rendah, yaitu 12 m/detik sehingga disebut jalur nyeri lambat

(Guyton & Hall, 2012).

Banyak struktur berperan dalam pemrosesan sensasi nyeri. Serat-serat

nyeri aferen primer bersinaps dengan antar neuron ordo kedua spesifik di tanduk

dorsal medula spinalis. Sebagai respons terhadap potensial aksi yang dipicu oleh

rangsangan, serat-serat nyeri aferen mengeluarkan neurotransmiter yang

mempengaruhi neuron-neuron berikutnya. Dua neurotransmiter yang paling

banyak diketahui adalah substansi P dan glutamat. Substansi P mengaktikan jalur-

jalur asendens yang menyalurkan sinyal nosiseptif ke tingkat yang lebih tinggi

untuk pemrosesan lebih lanjut (Sherwood, 2012).
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2.3 Theobroma cacao L.

2.3.1 Klasifikasi Umum

Klasifikasi tanaman kakao (Theobroma cacao L.) menurut United States

Department of Agriculture, Natural Resources Conervation Services

adalah :

Kingdom : Plantae (tumbuh-tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (tumbuhan vaskular)

Divisi : Spermatophyta (tumbuhan berbunga)

Subdivisi : Angiospermae

Klas : Dicotyledoneae (tumbuhan dikotil)

Subklas : Dialypetalae

Ordo : Malvales

Familia : Sterculiaceae

Genus : Theobroma L.

Spesies : Theobroma cacao L.

2.3.2 Morfologi Umum

Tanaman kakao merupakan tanaman evergreen, yaitu tanaman yang tidak

menggugurkan seluruh daunnya secara serentak pada suatu musim atau kondisi

lingkungan tertentu. Tanaman kakao memiliki batang yang tegak. Tinggi tanaman

di kebun umur 3 tahun berkisar antara 1,8-3 m dan pada umur 12 tahun mencapai

4,5-7 m sedangkan kakao yang tumbuh liar ketinggiannya mencapai 20 m. Warna

daun muda adalah kuning, kuning cerah, cokelat, merah kecokelatan, hijau

kecokelatan, hijau kemerahan, dan hijau sedangkan warna daun tua adalah hijau

dan bergelombang pada permukaan atas serta hijau muda, kasar, dan

bergelombang pada permukaan bawah. Daun kakao merupakan daun tunggal.

Tanaman kakao mempunyai akar tunggang yang disertai akar serabut. Bunga

kakao tergolong bunga sempurna. Buah kakao berupa buah buni dengan daging

bijinya sangat lunak. Biji kakao dapat dibagi menjadi tiga bagian pokok, yaitu

kotiledon (87,10%), kulit (12%), dan lembaga (0,9%). Biji berbentuk bulat telur

agak pipih dengan ukuran 2,5 x 1,5 % (Martono, 2016).
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2.3.3 Kandungan Kimia dan Aktivitas Kakao dalam Proses Inflamasi

Flavonoid terdapat dalam berbagai jenis buah dan sayuran, terutama teh,

anggur, dan kakao. Kakao mengandung flavonoid, yaitu polifenol, epikatekin,

katekin, dan dimer dari prosianidin B2 dan B1. Selain itu, kakao juga

mengandung polifenol lainnya, yaitu kuersetin, kuersetin 3-O-glukosida kuersetin

3-O-arabinosa, hyperoside (kuersetin 3-O-galaktosida), naringenin, luteolin dan

apigenin, namun dalam konsentrasi kecil. Bubuk kakao juga merupakan sumber

serat tinggi (26%-40%), protein (15% -20%), karbohidrat (sekitar 15%) dan lipid

(10% -24%). Kakao juga mengandung mineral dan vitamin, dapat dilihat pada

Tabel 2.1 (Mulato et al., 2006 dan Kumari et al., 2011).

Tabel 2.1 Komposisi kimia keping biji dan kulit biji kakao

Komposisi Keping biji (%) Kulit Biji (%)
Air 2,1 3,8
Lemak 54,7 3,4
Abu 2,7 8,1
nitrogen

 n total 2,2 2,8
 n protein 1,3 2,1
 theobromin 1,4 1,3
 kafein 0,07 0,1

Karbohidrat
 glukosa 0,1 0,1
 pati 6,1 -
 pektin 4,1 8,0
 serat kasar 2,1 18,6
 selulosa 1,9 13,7
 pentosa 1,2 7,1
 gum 1,8 9,0

Tanin
 asam asetat 0,1 0,1
 asam sitrat - 0,7
 asam oksalat 0,3 0,3

Total Phenolic 17,36 81,4
Sumber : Mulato et al. (2006) dan Kumari et al. (2011)

Sebuah penelitian pada sel kultur menunjukkan bahwa terdapat kandungan

kimia dari kakao yang memiliki aktivitas molekuler cukup dominan sebagai

antiinflamasi, yaitu flavonol (Khan et al., 2014).  Flavonol dapat menghambat
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mediator inflamasi, seperti NF-κB, TNF-α, COX-2 dan lipoxygenase (LOX).

Protein-protein mediator inflamasi tersebut berkaitan erat dengan kerusakan

endotel dan proliferasi sel. Berdasarkan penelitian sel kultur tersebut,  efek

spesifik flavonoid pada kakao adalah penghambat aktvitas enzim LOX dalam

metabolisme asam arakidonat sehingga dapat menimbulkan efek antiinflamasi dan

vasoprotektif (Sies et al., 2005). Aktivitas ekstrak kakao dalam proses inflamasi

dapat dilihat pada Tabel 2.2.

Tabel 2.2 Aktivitas ekstrak fenolik pada kakao dalam proses inflamasi pada sel kultur

Polyphenol Concentration Effects

Cocoapolyphenol
extract

50 µM Reduce PGE2
5–80µg/mL Reduce TNF-α,  IL-1α,  IL-6, LPS-induced TNF-α

secretion, NO
0,1-10 µg/mL Reduce PMA-induced superoxide production,  IL-

1α,  IL-6
10 µg/mL Reduce TNF-α-induced IL-8, COX-2, iNOS and

NF-κB activation
10–20 µg/mL Reduce TNF-α-induced NF-κB activation and

PKB phosphorylation
10 µg/mL Reduce LPS-induced NF-κB activation, IL-6, IL-

1β
50 µM =LPS-induced IL-6, IL-8

Procyanidin
polymers

2.5–60 µM

10–25 µg/mL

Reduce TNF-α-induced NF-κB activation and
iNOS
Reduce TNF-α-induced IL-8

procyanidin B2
1.7–50 µM Reduce NF-κB binding,  TNF-α and PMA-induced

NF-κB activation (=PB1)

Epicatechin

200–400 µM
1–10,000 μM
1.7–17.2 µM
10 μM

Reduce MCP1,  TNF-α,  IL-1α,  IL-6,  NO
Reduce LPS-induced nitrite and TNF-α production
Reduce TNF-α-stimulated NF-κB
Reduce NF-κB levels and nuclear translocation

Catechin 5–25 μg/mL Reduce LPS-induced nitrite and TNF-α production
Sumber : Goya L. et al. (2016)

Penelitian lain juga menunjukkan bahwa ekstrak fenolik pada kakao

menghambat mediator inflamasi, yaitu prostaglandin E2 pada sel caco-2 usus

manusia (Crouzet et al., 2009). Fenolik pada  kakao secara selektif menurunkan

aktivitas NF-κB yang diinduksi oleh TNF-α sebagai mediator inflamasi pemicu
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rasa nyeri. Berdasarkan penelitian pada kultur makrofag peritoneal secara ex vivo

menunjukkan bahwa ekstrak kakao menurunkan aktivitas mediator-mediator yang

berperan penting dalam proses nyeri, yaitu IL-6, IL-1β, dan TNF-α (Andújar et

al., 2011).

2.4 Uji Refleks Menjilat Kaki (Paw Licking Test)

Paw Licking Test merupakan metode uji efek analgesik dengan induksi

formalin. Metode ini lebih valid untuk menguji nyeri klinis dibandingkan

sebagian besar tes nosiseptif klasik lainnya, seperti uji refleks geliat, tail flick test

dan hot-plate test yang hanya menunjukkan pengalaman nosiseptif jangka pendek,

yaitu adaptasi fasik. Uji refleks geliat merupakan suatu metode yang digunakan

pada hewan coba yang diinduksi asam asetat. Sedangkan hot-plate test merupakan

suatu metode yang digunakan untuk melihat efek licking and jump time pada

hewan coba yang diletakkan pada hot plate dengan suhu 55O. Metode Tail flick

test dilakukan dengan menilai waktu yang dibutuhkan hewan coba untuk menarik

ekornya yang diletakkan pada sumber panas. Paw Licking Test dapat menilai

pengalaman nosiseptif jangka panjang, yaitu adaptasi tonik terhadap jaringan yang

rusak pada hewan (Fischer et al., 2013).

Formalin adalah larutan solusio dengan konsentrasi 37% formaldehida.

Injeksi subkutan formalin encer menimbulkan respons perilaku yang mudah

dikenali, seperti menjilat atau menggigit kaki yang diinduksi formalin. Respons

tersebut bersifat bifasik dengan durasi yang sesuai untuk tes nosiseptif, yaitu

sekitar 1 jam (Fischer et al., 2013).

Berbagai penelitian menunjukkan bahwa injeksi formalin yang baik

dilakukan pada kaki belakang. Perilaku menjilat pada kaki belakang jarang

dilakukan oleh mencit jantan pada kondisi normal, sehingga respons nosiseptif

pada kaki belakang lebih spesifik dibandingkan respons pada kaki depan.

Beberapa penelitian melakukan injeksi formalin dengan cara yang berbeda-beda,

namun cara injeksi yang paling banyak dilakukan adalah secara subkutan (Fischer

et al., 2013).
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Volume dan konsentrasi formalin yang diaplikasikan dalam berbagai

penelitian cukup variatif. Sedangkan konsentrasi yang seringkali digunakan

adalah 1-5%. Konsentrasi sebesar 15% digunakan pada penelitian dengan hewan

coba berupa tikus. Konsentrasi sebesar 1-5% tersebut merupakan konsentrasi

konvensional yang selain memicu efek perilaku menjilat dan menggigit, juga

dapat menyebabkan perubahan histologi jangka panjang sebagaimana terlihat

secara makroskopis, yaitu perubahan mulai pengelupasan hingga terbentuk scar

pada jaringan yang terinduksi formalin. Konsentrasi formalin dibawah 1%

memiliki keuntungan jika dibandingkan dengan konsentrasi konvensional.

Konsentrasi sebesar 0,25% sesuai untuk induksi respons bifasik, yaitu menjilat

dan menggigit. Konsentrasi 0,05-0,2% menginduksi respons fase pertama dengan

perubahan histologi yang minimal (Chang et al., 2010).

Pada uji paw licking test, hewan coba akan mengalami efek perilaku dalam

dua fase respons nosiseptif. Fase pertama terjadi secara langsung setelah injeksi

formalin dan berakhir dalam waktu 3-5 menit. 10-15 menit kemudian, hewan coba

tidak menunjukkan perilaku nosiseptif. Fase respons nosiseptif yang kedua mulai

terjadi kira-kira 15-20 menit setelah injeksi formalin dan berakhir hingga 20-45

menit. Substansi P dan bradikinin berperan penting dalam respons nyeri fase

pertama (Shibata et al., 1989). Fase pertama disebut juga dengan fase neurogenik

karena nyeri pada fase ini ditimbulkan oleh stimulasi direk serat saraf sensori

akibat induksi formalin. Sedangkan fase kedua disebut juga fase inflamasi karena

nyeri pada fase ini muncul akibat mediator-mediator inflamasi (Chang et al.,

2010).
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2.5 Kerangka Teori

Gambar 2.2 Kerangka teori penelitian
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2.6 Kerangka Konseptual

Gambar 2.3 Kerangka konseptual penelitian
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kakao (Theobroma cacao L.)
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Jejas atau trauma jaringan pada penelitian ini diakibatkan oleh induksi

formalin. Jejas tersebut dapat mengaktivasi substansi kimia, seperti bradikinin,

asetilkolin, dan substansi P yang berperan penting dalam peningkatan sensitivitas

nosiseptor sehingga menimbulkan respons nyeri fase pertama, yaitu fase

neurogenik. Respons nyeri fase pertama tersebut ditunjukkan dengan adanya

respons menjilat (licking response) pada menit ke 1-5 setelah induksi formalin.

Jejas tersebut juga dapat mengakibatkan aktivasi sel imun yang dapat

memproduksi sitokin proinflamasi penginduksi nyeri, misalnya TNF-α, IL-6, IL-

1β, dan PGE2. Sitokin-sitokin tersebut meningkatkan sensitivitas nosiseptor

sehingga menimbulkan respons nyeri fase kedua, yaitu fase inflamasi. Respons

nyeri fase kedua tersebut ditunjukkan dengan adanya respons menjilat (licking

response) pada menit ke 15-45 setelah induksi formalin. Sitokin proinflamasi

tersebut dapat dihambat oleh NSAID dan ekstrak kulit kakao (Theobroma cacao

L.). NSAID menghambat produksi PGE2 sedangkan kandungan flavonoid pada

ekstrak kulit kakao menghambat TNF-α, IL-6, IL-1β, dan PGE2.

2.7 Hipotesis

Hipotesis penelitian ini adalah ekstrak kulit kakao efektif menurunkan

licking time mencit yang diinduksi formalin.
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian tentang efektivitas ekstrak kakao sebagai analgesik ini

merupakan jenis penelitian eksperimental murni rancangan acak lengkap pola satu

arah dengan post test only control group design.

3.2 Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah quasi experimental dengan rancangan posttest

only control group yaitu penelitian menggunakan metode sampling secara random

dan pengambilan data variabel hanya dilakukan setelah perlakuan. Secara

skematis rancangan penelitian ini dapat dilihat dalam Gambar 3.1.

Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian
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R : Randomisasi

Kelompok K(-) : Kelompok kontrol negatif

Kelompok K(+) : Kelompok kontrol positif

Kelompok K1 : Kelompok perlakuan 1

Kelompok K2 : Kelompok perlakuan 2

Kelompok K3 : Kelompok perlakuan 3

Kelompok K4 : Kelompok perlakuan 4

Kelompok K5 : Kelompok perlakuan 5

N : Sodium Carboxymethyl Cellulose (NaCMC) 1 %

ND : Natrium diklofenak

E : Ekstrak kulit kakao

F : Formalin

H : Licking time mencit

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian

Populasi pada penelitian ini adalah mencit (Mus musculus). Terdapat

kriteria inklusi dan eksklusi yang bertujuan untuk mengurangi bias pada hasil

penelitian. Kriteria inklusi adalah karakteristik umum subjek penelitian dari suatu

populasi target yang terjangkau yang akan diteliti (Nursalam, 2013). Kriteria

inklusi pada penelitian ini meliputi :

1. mencit berkelamin jantan,

2. mencit dalam keadaan sehat (bergerak aktif),

3. usia 2-3 bulan dan berat 20-30 gram

sedangkan kriteria eksklusi adalah upaya mengeluarkan subjek yang

memenuhi kriteria inklusi dari penelitian karena sebab-sebab tertentu (Nursalam,

2013). Kriteria eksklusi pada penelitian ini meliputi :

1. mencit yang pernah digunakan penelitian,

2. mencit yang mengalami infeksi sebelum perlakuan,

3. mencit yang mati sebelum proses randominasi.

Sampel yang digunakan pada penelitian ini diambil dengan teknik random

sederhana (simple random sampling) dari populasi mencit yang kemudian akan
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dibagi menjadi 7 kelompok. Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini

ditentukan berdasarkan rumus Federer, yaitu:

(t-1) (r-1) ≥ 15

(t-1) (r-1) ≥ 15

(7-1) (r-1) ≥ 15

6 (r-1) ≥ 15

r ≥ 4

Pada rumus tersebut, t adalah jumlah perlakuan dan r adalah banyaknya

replikasi setiap kelompok perlakuan, jadi sampel yang digunakan pada penelitian

ini adalah 4 ekor mencit untuk 7 kelompok sehingga jumlah sampel yang

digunakan adalah 28 ekor mencit.

3.4 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di tiga tempat, yaitu di Laboratorium Fisiologi

dan Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember untuk pemeliharaan

mencit dan perlakuan terhadap hewan coba, Laboratorium Biokimia Fakultas

Kedokteran Universitas Jember untuk pembuatan ekstrak kulit kakao, dan

Laboratorium Agronomi Fakultas Pertanian Universitas Jember untuk

identifikasi/determinasi tanaman. Waktu pelaksanaan adalah bulan September

sampai Oktober 2017. Surat identifikasi tanaman kakao (Theobroma cacao L.)

dapat dilihat pada Lampiran 3.1.

3.5 Variabel Penelitian

3.5.1 Variabel Bebas

Variabel bebas merupakan variabel yang mempengaruhi variabel terikat.

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah ekstrak kulit kakao (Theobroma cacao

L.).

3.5.2 Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah daya analgesik dari ekstrak

kulit kakao untuk mengurangi rasa nyeri yang dilihat melalui licking time pada
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mencit yang diinduksi formalin.

3.5.3 Variabel Terkendali

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah :

a. Hewan uji : mencit albino

b. Jenis kelamin : jantan

c. Berat badan : 20-30 gram

d. Umur : 2-3 bulan

e. Kondisi hewan uji : sehat

3.6 Definisi Operasional

3.6.1 Ekstrak Kulit Kakao (Theobroma cacao L.)

Bagian tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah kulit karena

mengandung senyawa fenolik yang lebih tinggi dibandingkan dengan bagian biji.

Kulit kakao didapatkan dari PT. Perkebunan Nasional XII (PERSERO) Kebun

Banjarsari, Kabupaten Jember. Ekstrak kulit kakao adalah bahan hasil ekstraksi

kulit kakao dengan pelarut aseton dan aquades. Dalam penelitian ini, dosis ekstrak

kulit kakao yang diberikan untuk 5 kelompok perlakuan adalah 0,25 mg/gBB, 0,5

mg/gBB, 1 mg/gBB, 2 mg/gBB, dan 4 mg/gBB. Ekstrak tersebut dilarutkan dalam

NaCMC 1%. Lalu larutan ekstrak kulit kakao diberikan secara peroral kepada

mencit sebelum injeksi 200 μl formalin 2,5 % (Hasani et al., 2011).

3.6.2 Natrium Diklofenak

Natrium diklofenak merupakan salah satu obat NSAID yang sering

digunakan. Natrium diklofenak yang digunakan dalam penelitian ini didapatkan

dari apotek yang berada di Kabupaten Jember, yaitu natrium diklofenak bentuk

sediaan tablet 50 mg. Dosis natrium diklofenak sebesar 0,0048 mg/gBB yang

dicampur dengan NaCMC 1 %  diberikan secara peroral.

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


26

3.6.3 NaCMC

Sodium Carboxymethyl Cellulose (NaCMC) merupakan serbuk yang

bersifat higroskopis, berwarna putih sedikit kekuningan, tidak berbau, dan tidak

berasa. NaCMC banyak digunakan pada formulasi farmasi sediaan oral ataupun

topikal karena sifat bahan ini yang dapat meningkatkan kekentalan (viscosity

increasing properties). NaCMC biasa digunakan pada emulsi dengan kadar 0,25

sampai 1 % (Rowe, 2009). Dalam penelitian ini NaCMC 1% didapatkan dengan

melarutkan 1 gram CMC dalam 100 ml air hangat.

3.6.4 Formalin

Formalin adalah zat kimia dari tumbuhan subplantar yang dapat

menginduksi rangsangan nosiseptor akibat reaksi inflamasi pada mencit. Dosis

formalin sebesar 200 L dengan konsentrasi 2,5 % dalam larutan. Larutan

formalin tersebut diinjeksikan secara subkutan pada permukaan kaki belakang

(Fischer et al., 2013).

3.6.5 Licking time

Licking time merupakan parameter yang diamati dalam formalin test, yaitu

akumulasi waktu yang dibutuhkan selama munculnya respons  nyeri pada mencit.

Respons  nyeri berupa refleks menjilat pada permukaan kaki belakang bagian

kanan yang diinjeksi oleh formalin. Pada formalin test, Licking time diamati

sebanyak dua kali, yaitu fase pertama (fase rangsangan langsung pada nosiseptor)

pada 0-5 menit pertama dan fase kedua (fase munculnya nyeri inflamasi akibat

produksi mediator pro-inflamasi) pada 15-45 menit berikutnya (Fischer et al.,

2013). Hasil pengamatan licking time disajikan dalam bentuk satuan detik (Jakaria

et al., 2015)

3.6.6 Persentase Inhibisi

Persentase inhibisi adalah perbandingan antara selisih dari absorbansi

blanko dan absorbansi sampel dengan absorbansi blanko. Persentase inhibisi
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digunakan untuk menentukan persentase hambatan dari suatu bahan yang

dilakukan terhadap senyawa radikal bebas.

3.7 Alat dan Bahan Penelitian

3.7.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini adalah.

a. Alat untuk adaptasi dan pemeliharaan mencit adalah neraca elektrik,

bak plastik, penutup kawat, tempat makan, botol minum, dan label.

b. Alat untuk pembuatan ekstrak kakao adalah blender, ayakan,

timbangan,  maserator, waterbath dan pengaduk/vortex, centrifuge.

c. Alat untuk pemberian natrium diklofenak dan ekstrak kakao adalah

beaker glass, pengaduk, spuit sonde, dan handscoon.

d. Alat untuk injeksi formalin adalah beaker glass, spuit dan handscoon.

3.7.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah.

a. Bahan untuk pemeliharaan mencit adalah makanan pellet, air, dan

sekam.

b. Bahan untuk ekstrak kakao adalah kulit kakao, aquades dan aseton.

c. Bahan untuk perlakuan adalah formalin 2,5%, natrium diklofenak,

larutan ekstrak kakao, aquades dan NaCMC 1 %.

3.8 Prosedur Penelitian

3.8.1 Uji Kelayakan Etik

Penelitian ini dilaksanakan setelah mendapatkan keterangan persetujuan

etik dengan nomor 1.173/H25.1.11/KE/2017 yang dapat dilihat pada Lampiran

3.2. Prosedur ini bertujuan untuk menguji kesesuaian penelitian dengan etika

penelitian kesehatan secara umum yang tercantum dalam Worlds Medical

Association, yaitu respect (menghormati hak dan martabat makhluk hidup,

termasuk di dalamnya hewan coba), beneficiary (bermanfaat bagi manusia dan

makhluk lain, manfaat yang didapatkan harus lebih besar dibandingkan dengan
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risiko yang diterima), dan justice (bersifat adil dalam memanfaatkan hewan

percobaan). Uji kelayakan etik juga bertujuan untuk mengoreksi kesesuaian

penelitian dengan prinsip 3 R dalam protokol penelitian pada hewan coba, yaitu

replacement (keperluan pemanfaatan hewan percobaan telah diperhitungkan

secara seksama sehingga tidak dapat digantikan oleh makhluk hidup lain, seperti

sel atau biakan jaringan), reduction (pemanfaatan hewan dalam penelitian

seminimal mungkin, namun tetap mendapatkan hasil yang optimal), refinement

(memperlakukan hewan percobaan secara manusiawi, memelihara dengan baik,

dan meminimalisir perlakuan menyakitkan) (Ridwan E, 2013).

3.8.2 Adaptasi Hewan Coba

Sebelum penelitian dimulai, mencit diadaptasikan terlebih dahulu selama 7

hari di Laboratorium Fisiologi dan Farmakologi Fakultas Kedokteran Universitas

Jember untuk menyesuaikan dengan lingkungan baru. Makanan pelet dan

minuman diberikan pada semua kandang.

3.8.3 Pemilihan Hewan Coba

Jumlah hewan coba adalah 28 ekor mencit (Mus musculus) dibagi menjadi

7 kelompok secara randomisasi dengan kriteria Mus musculus jantan, mencit sehat

(bergerak aktif) dan usia 2-3 bulan dengan berat badan antara 20-30 gram.

3.8.4 Pembagian Kelompok Perlakuan

Jumlah kelompok pada penelitian ini adalah 7 kelompok dengan masing-

masing kelompok terdiri dari 4 mencit. Pembagian kelompok dapat dilihat pada

Tabel 3.1.
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Tabel 3.1 Pembagian kelompok perlakuan

Nama Kelompok Keterangan

Kelompok K(-) : Diberikan NaCMC 1 % peroral 30 menit sebelum injeksi
subkutan 200 L formalin dengan konsentrasi 2,5 % dalam
larutan

Kelompok K(+) : Diberikan 0,00448 mg/gBB natrium diklofenak peroral 30 menit
sebelum  injeksi subkutan 200 L formalin dengan konsentrasi
2,5 % dalam larutan

Kelompok P1 : Diberikan 0,25 mg/gBB larutan ekstrak kulit kakao peroral 30
menit sebelum injeksi subkutan 200 L formalin dengan
konsentrasi 2,5 % dalam larutan

Kelompok P2      : Diberikan 0,5 mg/gBB larutan ekstrak kulit kakao peroral 30
menit sebelum injeksi subkutan 200 L formalin dengan
konsentrasi 2,5 % dalam larutan

Kelompok P3      : Diberikan 1 mg/gBB larutan ekstrak kulit kakao peroral 30 menit
sebelum injeksi subkutan 200 L formalin dengan konsentrasi
2,5 % dalam larutan

Kelompok P4      : Diberikan 2 mg/gBB larutan ekstrak kulit kakao peroral 30 menit
sebelum injeksi subkutan 200 L formalin dengan konsentrasi
2,5 % dalam larutan

Kelompok P5      : Diberikan 4 mg/gBB larutan ekstrak kulit kakao peroral 30 menit
sebelum injeksi subkutan200 L formalin dengan konsentrasi 2,5
% dalam larutan

3.8.5 Pembuatan Ekstrak Kulit Kakao (Theobroma cacao L.)

Sebelum diproses menjadi ekstrak, tanaman kakao yang didapatkan dari

PT. Perkebunan Nasional XII (PERSERO) Kebun Banjarsari dideterminasi oleh

Laboratorium Agronomi Fakultas Pertanian Universitas Jember terlebih dahulu.

Pembuatan ekstrak kulit kakao dilakukan di Laboratorium Biokimia Fakultas

Kedokteran UNEJ.

Kulit kakao sebanyak 1,5 kg dicuci dengan air mengalir untuk

menghilangkan kotoran. Setelah itu, kakao dibagi menjadi dua bagian lalu biji

dipisahkan dari kulitnya. Kulit kakao dipotong tipis-tipis lalu dikeringkan

menggunakan inkubator 600C, setelah kering kulit tersebut dihaluskan

menggunakan blender sampai menjadi serbuk lalu diayak menggunakan ayakan

sehingga didapatkan serbuk halus. Serbuk halus kulit kakao diekstraksi

menggunakan aseton/aquades 50/50 v/v. Volume pelarut yang digunakan untuk

maserasi setiap 0,5 g serbuk halus kulit kakao kering, yaitu 5 ml aseton/aquades

50/50 v/v. Maserat disaring menggunakan kertas buchner dan disentrifugasi

dengan kecepatan 5000 rpm selama 10 menit. Filtrat diletakkan di waterbath

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


30

dengan suhu 60oC hingga terbentuk ekstrak kental kemudian ekstrak kental yang

didapatkan disimpan pada suhu -20oC (Kim et al., 2003).

Dosis ekstrak biji kakao yang dapat menghambat proses inflamasi pada

mencit adalah 0,5 mg/gBB (Andujar et al., 2011). Oleh karena itu, variasi dosis

ekstrak kulit kakao yang diberikan pada penelitian ini, yaitu 0,25 mg/gBB, 0,5

mg/gBB, 1 mg/gBB, 2 mg/gBB, dan 4 mg/gBB yang dilarutkan ke dalam NaCMC

1%.

3.8.6 Perlakuan pada Kelompok Sampel

Antinosiseptif pada tes formalin menggunakan natrium diklofenak yang

dilarutkan dalam NaCMC 1 % dengan dosis 0,00448 mg/gBB untuk kontrol

positif dan diberikan secara peroral 30 menit sebelum injeksi formalin. NaCMC 1

% juga digunakan dalam induksi kelompok kontrol negatif. Pemberian 5 variasi

dosis ekstrak kulit kakao melalui sonde lambung dilakukan pada kelompok K1,

K2, K3, K4, dan K5. Perhitungan dosis berdasarkan rata-rata berat badan hewan

coba dapat dilihat pada Lampiran 3.3 sedangkan volume maksimal penyondean

yang dapat diberikan pada hewan coba dapat dilihat pada Lampiran 3.4. Perlakuan

pada kelompok sampel tersebut dilakukan setelah adaptasi selama 7 hari. Ekstrak

kulit kakao pada lima kelompok perlakuan diberikan secara peroral 30 menit

sebelum injeksi formalin.

3.8.7 Penginduksian Formalin

Pada penelitian yang dilakukan oleh Jakaria, et al.. (2015), induksi 200 µl

formalin pada formalin test diberikan dengan konsentrasi 2,5 % dalam larutan

aquades. Induksi formalin dilakukan melalui injeksi subkutan pada bagian kaki

belakang.

3.8.8 Pemeriksaan Licking Time

Pemeriksaan licking time dilakukan dengan mengamati akumulasi waktu

yang dibutuhkan selama terjadi respons menjilat bagian kaki mencit yang

diinduksi formalin. Respons dilihat pada fase pertama, fase respons  rangsangan
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direk pada nosiseptor, yaitu 1-5 menit pertama. Setelah itu, diamati pada fase

kedua, fase nyeri inflamasi akibat produksi mediator pro-inflamasi, yaitu 15-45

menit berikutnya (Fischer et al., 2013). Dokumentasi prosedur penelitian dapat

dilihat pada Lampiran 3.5.

3.8.9 Perhitungan Persentase Daya Inhibisi

Perhitungan persentase daya inhibisi dilakukan sesuai penelitian Jakaria et

al., dengan rumus:

% inhibisi =

A merupakan licking time pada kelompok kontrol negatif sedangkan B

adalah licking time pada kelompok perlakuan.

3.9 Analisis Data

Seluruh data dianalisis secara komputerisasi menggunakan software SPSS

23.0. Sebelum dilakukan uji statistik, dilakukan uji normalitas data dengan

menggunakan uji Shapiro Wilk karena jumlah sampel <50. Hasil uji Shapiro Wilk

yang didapatkan data terdistribusi normal. Setelah uji normalitas, dilakukan uji

homogenitas kemudian dilakukan uji One Way Annova (p<0.05). Setelah

dilakukan uji signifikansi dan didapatkan hasil yang signifikan (p<0,05),

dilakukan analisis Post Hoc untuk mengetahui kelompok yang mempunyai

perbedaan signifikan. Uji Post Hoc yang digunakan adalah uji Games-Howell

karena varians data tidak homogen.

X 100
A

A-B
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3.10 Alur Penelitian

Gambar 3.2 Skema perlakuan terhadap hewan coba

K (-) K (+) K 1 K 2 K 3

NaCMC
1 %
peroral

Natrium
diklofenak
0,00448
mg/gBB
peroral

Ekstrak
kulit
kakao
0,25
mg/gBB
peroral

Ekstrak
kulit
kakao
0,5mg/gB
B peroral

Ekstrak
kulit
kakao
1
mg/gBB
peroral

30 menit kemudian dilakukan injeksi subkutan 200 µl formalin
dengan konsentrasi 2,5 % pada permukaan kaki belakang

Pengamatan licking time pada fase pertama (1-5 menit
pertama) dan fase kedua (15-45 menit berikutnya)

Adaptasi selama 7 hari

Analisis
Statistik

K4 K 5

Ekstrak
kulit
kakao
2
mg/gBB
peroral

Ekstrak
kulit
kakao
4
mg/gBB
peorral

Mencit jantan
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Kesimpulan penelitian ini, yaitu.

a. Ekstrak kulit kakao (Theobroma cacao L.) dapat menurunkan licking

time fase kedua mencit yang yang diinduksi formalin secara signifikan,

namun tidak menurunkan licking time fase pertama secara signifikan.

b. Pada dosis tertentu, ekstrak kulit kakao (Theobroma cacao L.) dapat

menghambat respons nyeri, yaitu licking time fase pertama dan fase

kedua pada mencit yang diinduksi formalin dengan persentase inhibisi

yang lebih besar daripada natrium diklofenak.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan oleh peneliti dari penelitian ini adalah sebagai

berikut.

1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai bahan aktif yang

terkandung dalam ekstrak kulit kakao (Theobroma cacao L.) sebagai

analgesik.

2. Perlu adanya penelitian lebih lanjut terkait efektivitas ekstrak kulit

kakao (Theobroma cacao L.) sebagai analgesik, khususnya terhadap

licking time fase pertama mencit yang diinduksi formalin dengan

morfin sebagai kontrol positif.

3. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai efektivitas ekstrak kulit

kakao (Theobroma cacao L.) yang dikombinasikan dengan natrium

diklofenak.
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LAMPIRAN

Lampiran 3.1 Surat Identifikasi Tanaman Kakao (Theobroma cacao L.)
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Lampiran 3.2 Surat Persetujuan Etik Penelitian
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Lampiran 3.3 Perhitungan Dosis Berdasarkan Rata-rata Berat Badan

Hewan Coba

Kelompok Rata-rata
Berat Badan

Dosis Ekstrak
Kulit Kakao

Pemberian Ekstrak
Kulit Kakao

Volume
Pelarut

K1 23,136 g 0,25 mg/gBB 5,784 mg 0,2 ml
K2 26,276 g 0,5 mg/gBB 13,138 mg 0,2 ml

K3 26,886 g 1 mg/gBB 26,886 mg 0,2 ml

K4 22,486 g 2 mg/gBB 44,972 mg 0,2 ml

K5 28,934 g 4 mg/gBB 115,736 mg 0,2 ml

Kelompok
Rata-rata

Berat Badan
Dosis Natrium

Diklofenak

Pemberian
Natrium

Diklofenak

Volume
Pelarut

K(+) 22,955 g
0,00448
mg/gBB

0,102838 mg 0,2 ml

Lampiran 3.4 Volume Maksimal Larutan yang Dapat Diberikan pada
Hewan

Jenis Hewan
Volume Maksimal (ml) sesuai Jalur Pemberian

i.v. i.m. i.p. s.c. p.o.
Mencit (20-30 gr) 0,5 0,05 1,0 0,5-1,0 1,0
Tikus (100 gr) 1,0 0,1 2-5 2-5 5,0
Hamster (50 gr) - 0,1 1-2 2,5 2,5
Marmot (250 gr) - 0,25 2-5 5,0 10,0
Merpati (300 gr) 2,0 0,5 2,0 2,0 10,0
Kelinci (2,5 kg) 5-10 0,5 10-20 5-10 20,0
Kucing (3 kg) 5-10 1,0 10-20 5-10 50,0
Anjing (5 kg) 10-20 5,0 20-50 10,0 100,0

i.v : intravena
i.m : intramuscular
i.p : intraperitonial
s.c : subcutan
p.o : peroral

Sumber: Suhardjono (1995)
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Lampiran 3.5 Dokumentasi Prosedur Penelitian

Pemisahan kulit kakao

Pemotongan kulit kakao

Pembuatan serbuk halusPenyaringan maserat

Ekstrak kental

Ekstrak kental
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Penyondean Respons menjilat
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Lampiran 4.1 Data Licking Time Fase pertama dan Fase kedua

Kelompok Sampel
Licking Time (sec)

Fase pertama Fase kedua
K(+) 1 9 51

2 0 51
3 0 39
4 3 41

K(-) 1 4 243
2 5 187
3 4 182
4 3 195

K1 1 5 124
2 2 28
3 3 6
4 2 2

K2 1 2 116
2 1 2
3 2 31
4 0 2

K3 1 2 35
2 1 13
3 2 0
4 0 0

K4 1 7 6
2 5 39
3 4 171
4 0 0

K5 1 2 4
2 1 91
3 1 146
4 4 2
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Lampiran 4.2 Hasil Uji Normalitas Shapiro Wilk

Hasil uji normalitas pada data licking time fase pertama

Test of Normality
Kelompok Shapiro Wilk

Statistic df Sig.
Ekstrak kulit kakao 0,25 mg/gBB 0,827 4 0,161
Ekstrak kulit kakao 0,5 mg/gBB 0,863 4 0,272
Ekstrak kulit kakao 1 mg/gBB 0,863 4 0,272
Ekstrak kulit kakao 2 mg/gBB 0,953 4 0,734
Ekstrak kulit kakao 4 mg/gBB 0,827 4 0,161
NACMC 1% 0,945 4 0,683
Natrium diklofenak 4,48 mg/kgBB 0,827 4 0,161

Hasil uji normalitas pada data licking time fase kedua

Test of Normality
Kelompok Shapiro Wilk

Statistic df Sig.
Ekstrak kulit kakao 0,25 mg/gBB 0,781 4 0,073
Ekstrak kulit kakao 0,5 mg/gBB 0,793 4 0,090
Ekstrak kulit kakao 1 mg/gBB 0,840 4 0,196
Ekstrak kulit kakao 2 mg/gBB 0,791 4 0,087
Ekstrak kulit kakao 4 mg/gBB 0,866 4 0,283
NACMC 1% 0,795 4 0,093
Natrium diklofenak 4,48 mg/kgBB 0,799 4 0,100

Lampiran 4.3 Hasil Uji Homogenitas

Hasil uji homogenitas pada data licking time fase pertama

Test of Homogenity of Variance
Lavene Statistic df1 df1 Sig.

1,978 6 21 0,115

Hasil uji homogenitas pada data licking time fase kedua

Test of Homogenity of Variance
Lavene Statistic df1 df1 Sig.

2,894 6 21 0,032
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Lampiran 4.4 Hasil Uji One Way ANOVA dan Post Hoc Games-Howell

Hasil uji One Way ANOVA pada data licking time fase pertama

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig

Between Groups 32,929 6 5,488 1,158 0,365
Within Groups 99,500 21 4,738
Total 132,429 27

Hasil uji One Way ANOVA dan Post Hoc Games-Howell pada data licking time

fase kedua

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig

Between Groups 93579,714 6 15596,619 5,869 0,001
Within Groups 55809,250 21 2657,583
Total 149388,964 27

Multiple Comparisons
Dependent Variable:   Lickingtime

(I)
Kelompo
k

(J)
Kelompok

Mean
Difference

(I-J)
Std.

Error Sig.

95% Confidence
Interval

Lower
Bound

Upper
Bound

Games-
Howell

dosis
0,25

dosis 0,5 2,250 39,290 1,000 -161,73 166,23
dosis 1 28,000 29,746 ,943 -132,50 188,50
dosis 2 -14,000 49,104 1,000 -226,39 198,39
dosis 4 -20,750 45,327 ,999 -212,54 171,04
kontrol
negatif

-161,750* 31,826 ,040 -313,45 -10,05

kontrol
positif

-5,500 28,756 1,000 -174,78 163,78

dosis 0,5 dosis 0,25 -2,250 39,290 1,000 -166,23 161,73
dosis 1 25,750 28,200 ,950 -124,79 176,29
dosis 2 -16,250 48,183 1,000 -227,31 194,81
dosis 4 -23,000 44,328 ,997 -212,27 166,27
kontrol
negatif

-164,000* 30,386 ,030 -306,52 -21,48

kontrol
positif

-7,750 27,153 1,000 -167,24 151,74

dosis 1 dosis 0,25 -28,000 29,746 ,943 -188,50 132,50
dosis 0,5 -25,750 28,200 ,950 -176,29 124,79
dosis 2 -42,000 40,776 ,918 -272,57 188,57
dosis 4 -48,750 36,139 ,804 -250,06 152,56
kontrol
negatif

-189,750* 16,260 ,001 -263,44 -116,06
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kontrol
positif

-33,500 8,855 ,124 -78,40 11,40

dosis 2 dosis 0,25 14,000 49,104 1,000 -198,39 226,39
dosis 0,5 16,250 48,183 1,000 -194,81 227,31
dosis 1 42,000 40,776 ,918 -188,57 272,57
dosis 4 -6,750 53,220 1,000 -229,85 216,35
kontrol
negatif

-147,750 42,317 ,161 -367,39 71,89

kontrol
positif

8,500 40,059 1,000 -229,40 246,40

dosis 4 dosis 0,25 20,750 45,327 ,999 -171,04 212,54
dosis 0,5 23,000 44,328 ,997 -166,27 212,27
dosis 1 48,750 36,139 ,804 -152,56 250,06
dosis 2 6,750 53,220 1,000 -216,35 229,85
kontrol
negatif

-141,000 37,870 ,128 -331,76 49,76

kontrol
positif

15,250 35,329 ,998 -193,99 224,49

kontrol
negatif

dosis 0,25 161,750* 31,826 ,040 10,05 313,45
dosis 0,5 164,000* 30,386 ,030 21,48 306,52
dosis 1 189,750* 16,260 ,001 116,06 263,44
dosis 2 147,750 42,317 ,161 -71,89 367,39
dosis 4 141,000 37,870 ,128 -49,76 331,76
kontrol
positif

156,250* 14,369 ,006 75,93 236,57

kontrol
positif

dosis 0,25 5,500 28,756 1,000 -163,78 174,78
dosis 0,5 7,750 27,153 1,000 -151,74 167,24
dosis 1 33,500 8,855 ,124 -11,40 78,40
dosis 2 -8,500 40,059 1,000 -246,40 229,40
dosis 4 -15,250 35,329 ,998 -224,49 193,99
kontrol
negatif

-156,250* 14,369 ,006 -236,57 -75,93

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