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MOTTO 

 

“Hai orang-orang yang beriman, bersabarlah kalian dan kuatkanlah kesabaran 

kalian dan tetaplah bersiap siaga (di perbatsan negeri kalian) dan bertakwalah 

kepada Allah supaya kalian beruntung ” (terjemahan Q.S. Ali-Imran: 200)
 *) 

 

Dia (Ibrahim) berkata, “Tidak ada yang berputus asa dari rahmat Tuhannya, kecuali  

orang yang sesat” (terjemahan Q.S. Al-Hijr: 56)
 *)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
*) Departemen Agama Republik Indonesia. 2009. Al-Qur’an dan Terjemahannya. Jakarta: Pustaka al-Fatih 
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 Inflamasi merupakan suatu respon pertahanan tubuh terhadap adanya trauma 

meliputi trauma fisik dan trauma kimia ataupun adanya mikroorganisme patogen. 

Mikroorganisme patogen yang sering menimbulkan inflamasi adalah bakteri. Salah 

satu bakteri yang dianggap sering menyebabkan inflamasi adalah bakteri golongan 

Streptococcus dan Staphylococcus. Staphylococcus dianggap sebagai penyebab 

infeksi baik pada manusia maupun pada hewan. Proses Inflamasi yang disebabkan 

oleh bakteri Staphylococcus aureus dapat terjadi karena adanya eksotoksin yang 

dimiliki bakteri gram positif pada umumnya. Untuk menekan adanya inflamasi 

biasanya digunakan obat-obatan sintetis berupa NSAID (Non Steroid Anti 

Inflamatory Drugs) ataupun kortikosteroid. Namun penggunaan NSAID ataupun 

kortikosteroid dapat menimbulkan efek samping berupa reaksi alergi diantaranya 

mual, muntah, pusing, urtikaria dan diare. Maka dari itu diperlukan alternatif lain 

untuk mengatasi efek samping dari obat-obatan sintesis tersebut. Salah satu altenatif 

untuk mengatasi masalah tersebut adalah menggunakan tanaman kopi robusta (Coffea 

canephora). Kopi robusta mempunyai banyak kandungan yang berguna untuk tubuh, 

senyawa aktif yang terkandung dalam kopi adalah polifenol dan alkaloid. Senyawa 

polifenol dalam kopi adalah asam klorogenat dan asam ferulat, komponen kimia lain 

yang terkandung di dalam kopi adalah kafein. Penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui efek pemberian seduhan biji kopi robusta (Coffea canephora) terhadap 

jumlah sel limfosit pada tikus Wistar jantan yang diinduksi Staphylococcus aureus. 
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Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental laboratoris. Pada 

penelitian ini menggunakan rancangan the post test only control group design. Besar 

sampel yang digunakan adalah 12 ekor tikus sebagai sampel yang terbagi secara acak 

dalam 3 kelompok, kelompok kontrol negatif, kontrol positif, dan perlakuan kopi. 

Kemudian membuat hapusan darah, darah diambil melalui plexus retroorbitalis pada 

tikus dan diwarnai dengan pewarnaan giemsa. Selanjutnya, dilakukan penghitungan 

jumlah limfosit per seratus leukosit. 

Data yang diperoleh terlebih dahulu dilakukan uji normalitas dengan 

menggunakan uji Shapiro-Wilk Test untuk mengetahui distribusi data dan uji 

homogenitas data menggunakan Levene Test. Data yang diperoleh normal dan 

homogeny, maka dilakukan uji parametrik dengan One Way Anova  kemudian 

dilanjutkan uji LSD (Least Significance Difference). Perbedaan yang signifikan dari 

hasil analisis statistik menandakan bahwa terdapat penurunan jumlah limfosit yang 

signifikan. Penurunan jumlah limfosit menunjukkan bahwa kopi robusta mengandung 

senyawa asam klorogenat, asam ferulat, dan kafein. Dari penelitian ini, dapat 

disimpulkan bahwa seduhan biji kopi robusta efektif untuk menurunkan jumlah sel 

limfosit pada tikus wistar jantan yang diinduksi Staphylococcus aureus. 
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1 

BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Inflamasi merupakan suatu respon pertahanan tubuh terhadap adanya trauma 

meliputi trauma fisik dan trauma kimia ataupun adanya mikroorganisme patogen. 

Mikroorganisme patogen yang sering menimbulkan inflamasi adalah bakteri 

(Achmadi, 2006). Salah satu bakteri yang dianggap sering menyebabkan inflamasi 

adalah bakteri golongan Streptococcus dan Staphylococcus. Staphylococcus 

merupakan bakteri normal yang biasa ditemukan dalam rongga mulut, kulit dan 

selaput lendir manusia. Staphylococcus dianggap sebagai penyebab infeksi baik pada 

manusia maupun pada hewan (Morgan, 2008).  

Proses inflamasi yang disebabkan oleh bakteri Staphylococcus aureus dapat 

terjadi karena adanya eksotoksin yang dimiliki bakteri gram positif pada umumnya. 

Eksotoksin tersebut akan mengaktifkan sistem pertahanan tubuh yaitu makrofag. 

Makrofag berperan sebagai antigen presenting cell (APC). Antigen ini membawa 

muatan polipeptida spesifik yang berasal dari major histocompatibility complex 

(MHC), kemudian berikatan dengan CD
4+

 (limfosit Th1 dan Th2) dengan perantaraan 

T cell receptor (TCR) (Llewelyn., 2002).  

Saat terjadi proses inflamasi, tubuh berusaha untuk bereaksi terhadap infeksi 

tersebut maka limfosit T akan mengeluarkan substansi dari Th1 yang berfungsi 

sebagai imunomodulator yaitu: IFN-γ, IL-2, dan macrophage colony stimulating 

factor (M-CSF) dan metabolit arakidonat. Limfosit Th2 akan mengeluarkan IL-4, IL-

5, IL-6, dan IL-10. IFN-γ merangsang makrofag mengeluarkan IL-1ß dan TNF-α. 

Pada kondisi ini, IL-2 dan TNF-α menginduksi polimorfonuklear (PMN) neutrofil 

untuk menuju area infeksi. IL-1ß berperan dalam pembentukan prostaglandin E2 

(PGE)2, adanya prostaglandin menyebabkan timbulnya rasa sakit dan vasodilatasi 

pembuluh darah (Llewelyn., 2002). Obat-obatan sintetis berupa NSAID (Non Steroid 

Anti Inflamatory Drugs) ataupun kortikosteroid digunakan untuk menekan adanya 

inflamasi, namun penggunaan NSAID ataupun kortikosteroid dapat menimbulkan 
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efek samping berupa reaksi alergi diantaranya mual, muntah, pusing, urtikaria dan 

diare. Oleh karena itu diperlukan alternatif lain untuk mengatasi efek samping dari 

obat-obatan sintesis tersebut (Gunawan et al., 2007) 

Kopi adalah salah satu tanaman yang dapat diolah untuk menjadi minuman 

dan salah satu jenis kopi tersebut adalah kopi robusta (Coffea canephora). Kopi 

robusta merupakan kopi yang dapat ditemukan hampir di seluruh wilayah Indonesia. 

Menteri Pertanian Direktorat Jenderal Perkebunan (2014) menyatakan areal kopi 

robusta tersebar di hampir seluruh kepulauan Indonesia dengan Sumatera sebagai 

pulau terluas yakni sekitar 777,037 ribu hektar (67%), Jawa (12%), Nusa Tenggara 

dan Bali (8%). Sisanya terdapat di Kalimantan (4%), Sulawesi (7%), Maluku dan  

Papua (1%).  

       Kopi robusta mempunyai banyak kandungan yang berguna untuk tubuh 

(Farah, 2012). Setiap bahan yang akan dikonsumsi manusia harus dilakukan uji 

biokompatibilitas terlebih dahulu. Uji biokompatibilitas secara in vivo dilakukan 

terlebih dahulu pada hewan coba sebelum pada manusia. Penelitian sebelumnya 

menunjukkan bahwa kandungan kopi robusta memiliki efek antiinflamasi dan 

antibakteri pada tikus wistar (Dewanti et al., 2016). Senyawa aktif yang terkandung 

dalam kopi adalah polifenol dan alkaloid. Senyawa polifenol dalam kopi adalah asam 

klorogenat dan asam ferulat (Iwahashi et al., 1990). Asam klorogenat merupakan 

senyawa polifenol yang berfungsi sebagai antioksidan dan antibakteri (Daglia et al., 

2000). Asam ferulat telah terbukti memiliki efek pada keradangan dan memicu 

penurunan produksi IL-1β dan TNF-α (Hall et al., 2015). Salah satu komponen kimia 

lain yang terkandung didalam kopi adalah kafein. Kadar kafein yang lebih tinggi 

memiliki aktivitas antiinflamasi yang lebih baik. Kopi robusta dipilih karena 

memiliki kadar kafein yang lebih tinggi dibandingkan dengan kopi arabika (Farah, 

2012). Dalam beberapa penelitian, kafein mengurangi sekresi sitokin proinflamasi 

TNF-α, IL-1β, IL-6 sehingga proses inflamasi terhambat (Lou et al., 2011). 

Berdasarkan latar belakang tersebut peneliti bertujuan untuk mengetahui efek 
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pemberian seduhan biji kopi robusta (Coffea canephora) terhadap jumlah sel limfosit 

pada tikus Wistar jantan yang diinduksi Staphylococcus aureus. 

 

1.2 Rumusan Masalah  

Berdasarkan latar belakang tersebut, maka rumusan masalah dalam penelitian ini 

adalah bagaimana efek pemberian seduhan biji kopi robusta (Coffea canephora) 

terhadap jumlah sel limfosit pada tikus Wistar jantan yang diinduksi Staphylococcus 

aureus ? 

 

1.3 Tujuan Penelitian  

Penelitian yang dilakukan bertujuan untuk mengetahui efek pemberian seduhan 

biji kopi Robusta (Coffea canephora) terhadap jumlah sel limfosit pada tikus Wistar 

jantan yang diinduksi Staphylococcus aureus. 

 

1.4 Manfaat Penelitian  

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat : 

a. Memberi informasi ilmiah mengenai efek dari seduhan biji kopi robusta 

terhadap jumlah sel limfosit pada tikus wistar jantan yang diinduksi 

Staphylococcus aureus 

b. Memberi informasi mengenai manfaat dari kandungan kopi  

c. Hasil penelitian ini dapat dipakai sebagai acuan untuk penelitian  

selanjutnya 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Staphylococcus aureus 

2.1.1 Taksonomi Staphylococcus aureus 

Sistematika taksonomi Staphylococcus aureus menurut Rosenbach (1884) 

adalah sebagai berikut : 

Kingdom  : Bacteria  

Filum  : Firmicutes  

Kelas   : Bacilli  

Ordo   : Bacillales  

Famili   : Staphylococcaceae  

Genus   : Staphylococcus  

Spesies  : Staphylococcus aureus 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Staphylococcus aureus dalam mikroskop (Sumber: Jawetz et al.,   2013) 

2.1.2 Morfologi dan Karakteristik Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus  adalah bakteri gram positif dengan bentuk bulat, 

biasanya tersusun dalam rangkaian dan tidak beraturan seperti anggur (Gambar 2.1). 

Bakteri ini hidup bebas dalam lingkungan dan membentuk kelompok teratur yang 

biasanya terdiri atas empat sampai delapan kokus. Koloni bakteri ini berwarna 

kuning, merah, atau jingga. Staphylococcus aureus  tidak bergerak dan tidak 
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membentuk spora (Jawetz et al., 2013). Staphylococcus aureus  dapat bertahan hidup 

sampai berbulan-bulan baik dalam lemari es maupun pada suhu kamar.  

 

2.1.3  Staphylococcus aureus Penyebab Infeksi 

Infeksi Staphylococcus aureus merupakan hasil interaksi berbagai protein 

permukaan bakteri dengan berbagai reseptor pada permukaan sel inang. Penentuan 

faktor virulen mana yang paling berperan sulit dilakukan karena demikian banyak dan 

beragam faktor virulen yang dimiliki Staphylococcus aureus (Frank, 2003). Berbagai 

zat yang berperan sebagai faktor virulensi dapat berupa protein, termasuk enzim dan 

toksin (Jawetz et al., 2013).  

Eksotoksin adalah salah satu toksin yang dihasilkan oleh bakteri 

Staphylococcus aureus. Eksotoksin merupakan komponen protein terlarut yang 

disekresikan oleh bakteri hidup pada fase pertumbuhan. Produksi toksin ini biasanya 

spesifik pada beberapa spesies bakteri tertentu yang menyebabkan terjadinya penyakit 

terkait dengan toksin tersebut (Garna, 2013). 

 

2.2 Inflamasi  

2.2.1 Definisi Inflamasi 

  Inflamasi adalah respons biologis kompleks dari jaringan vaskuler atas adanya 

bahaya, seperti patogen, kerusakan sel, atau iritasi. Hal ini merupakan usaha 

perlindungan diri organisme untuk menghilangkan rangsangan penyebab luka dan 

inisiasi proses penyembuhan jaringan. Jika inflamasi tidak ada maka luka dan infeksi 

tidak akan sembuh dan akan mengalami kerusakan yang lebih parah. Inflamasi yang 

tidak terkontrol juga dapat menyebabkan penyakit, seperti demam, atherosklerosis, 

dan reumathoid arthritis (Gard, 2001). 

  Inflamasi disebabkan oleh mikroorganisme, trauma mekanis, zat kimia, dan 

pengaruh fisika. Tujuan akhir dari respon inflamasi adalah menarik protein plasma 

dan fagosit ke tempat yang mengalami cedera atau terinvasi agar dapat mengisolasi, 
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menghancurkan, atau menginaktifkan agen yang masuk, membersihkan debris dan 

mempersiapkan jaringan untuk proses penyembuhan (Corwin, 2008). 

 

2.2.2 Hubungan Infeksi Staphylococcus aureus dengan Terjadinya Inflamasi 

Infeksi diawali dengan adanya toksin bakteri Staphylococcus aureus berupa 

eksotoksin. Eksotoksin berperan sebagai superantigen, proses ini terjadi setelah 

eksotoksin difagosit oleh makrofag. Makrofag memiliki peran sebagai antigen 

processing cell dan kemudian ditampilkan sebagai antigen presenting cell (APC). 

Antigen ini membawa muatan polipeptida spesifik yang berasal dari major 

histocompatibility complex (MHC), kemudian berikatan dengan CD
4+

 (limfosit Th1 

dan Th2) dengan perantaraan T cell receptor (TCR) (Llewelyn., 2002).  

Saat terjadi proses inflamasi, tubuh berusaha untuk bereaksi terhadap infeksi 

tersebut maka limfosit T akan mengeluarkan substansi dari Th1 yang berfungsi 

sebagai imunomodulator yaitu: IFN-γ, IL-2, dan macrophage colony stimulating 

factor (M-CSF). Limfosit Th2 akan mengeluarkan IL-4, IL-5, IL-6, dan IL-10. IFN-γ 

merangsang makrofag mengeluarkan IL-1ß dan TNF-α. Pada kondisi ini, IL-2 dan 

TNF-α dapat merusak endotel pembuluh darah. IL-1ß juga berperan dalam 

pembentukan prostaglandin E2 (PG-E)2 dan merangsang ekspresi intercellular 

adhesionmolecule-1 (ICAM-1). ICAM-1 berperan pada proses adesi neutrofil dengan 

endotel. Neutrofil yang beradesi dengan endotel akan mengeluarkan lisosim yang 

menyebabkan dinding endotel lisis. Kerusakan endotel akan menyebabkan gangguan 

vaskuler sehingga terjadi kerusakan pada daerah yang terinfeksi (Llewelyn., 2002). 

 

2.3 Limfosit  

2.3.1 Definisi dan Morfologi Limfosit  

            Limfosit merupakan sel utama pada sistem getah bening, memiliki ukuran 

yang relatif lebih kecil daripada makrofag dan neutrofil. Limfosit memiliki rentang 

usia sekitar 100-300 hari. Selama periode ini, sebagian besar dari sel ini secara 

kontinu beredar di antara jaringan limfoid, limfe, dan darah dengan menghabiskan 
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waktu beberapa jam saja di dalam darah. Dengan demikian, hanya sebagian kecil 

limfosit total yang transit di darah pada waktu tertentu (Sherwood, 2001). 

 Limfosit merupakan sel bulat di dalam darah manusia mempunyai diameter 

yang bervariasi antara 6 sampai 8 μm, walaupun beberapa diantaranya mungkin lebih 

besar. Kebanyakan limfosit hanya lebih besar sedikit dibandingkan eritrosit. Jumlah 

limfosit adalah 20 sampai 35 persen dari leukosit darah normal. Pada jaringan ikat, 

limfosit merupakaan sel yang paling kecil di antara sel bebas, kebanyakan hanya 

berukuran 7 sampai 8 μm. Limfosit memiliki inti bulat, gelap yang hampir memenuhi 

seluruh sel. Di sekitar inti terdapat sedikit sitoplasma homogen yang basofil (Gambar 

2.2) (Leeson et al., 1996). 

Limfosit paling banyak ditemukan dalam nodus limfe, namun juga dijumpai 

dalam jaringan limfoid khususnya, seperti limpa, daerah submukosa saluran cerna, 

timus dan sumsum tulang. Jaringan limfoid tersebar di lokasi-lokasi yang sangat 

menguntungkan di dalam tubuh untuk menahan invasi organisme atau toksin sebelum 

dapat menyebar luas (Guyton dan Hall, 2008). 

 

2.3.2 Limfosit Kecil  

Menurut Fawcett (2002) berdasarkan diameter dan jumlah relatif 

sitoplasmasnya, limfosit dibagi menjadi tiga, yaitu limfosit kecil, limfosit sedang dan 

limfosit besar. Limfosit kecil merupakan limfosit yang paling mendominasi dalam 

darah, memiliki inti sferis yang terlihat lekukan kecil pada salah satu intinya yang 

bulat, kromatinnya padat dan tampak sebagai gumpalan kasar, sehingga inti terlihat 

lebih gelap pada tampilan biasa. Sitoplasmanya sangat sedikit dan pada hapusan 

darah tampak sebagai tepian tipis disekitar inti. Limfosit hidup bersifat motil dan 

dapat menyusup di antara sel-sel endotel pembuluh darah. Mereka juga mampu 

bermigrasi melalui epitel basal lainnya (Junqueira et al., 2007). 

Berdasar sifat fungsionalnya limfosit kecil digolongkan dalam dua kelompok 

besar yaitu : 
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a. Limfosit T 

Limfosit T berasal dari dalam sel induk sumsum tulang yang bermigrasi di timus, 

yang berdiferensiasi menjadi sel T dewasa dan meninggalkan timus. Sel T ikut aliran 

darah dan juga berada dijaringan limfoid perifer. Sel T mengarahkan beragam unsur 

imunitas selular dan juga penting untuk menginduksi imunitas humoral yang berasal 

dari sel B terhadap antigen. Sel T berjumlah 60%-70% dari limfosit dalam sirkulasi 

darah (Kumar et al., 2007). Limfosit T bertanggung jawab dalam pembentukan 

limfosit teraktivasi yang dapat membentuk imunitas yang diperantai sel. Ketika 

terpapar antigen yang sesuai, limfosit T akan berproliferasi dan melepaskan banyak 

sel T yang teraktivasi, yang kemudian akan masuk ke dalam sirkulasi dan disebarkan 

ke seluruh tubuh, melewati dinding kapiler masuk ke dalam cairan limfe dan darah, 

dan bersirkulasi ke seluruh tubuh demikian seterusnya, hal ini dapat berlangsung 

sampai berbulan-bulan atau bahkan bertahun-tahun (Guyton dan Hall, 2008). Respon 

sel T terhadap antigen sangat bersifat spesifik, sama seperti respon antibodi sel B. 

Pada kenyataannya respon imun adaptif membutuhkan bantuan sel T untuk 

memulainya dan sel T berperan penting untuk membantu melenyapkan patogen yang 

masuk. Ada tiga kelompok utama dari sel T yaitu sel T pembantu, sel T sitotoksik 

dan sel T supressor (Guyton dan Hall, 2008). 

b.   Limfosit B 

Limfosit B merupakan kelompok limfosit yang bertanggung jawab dalam 

pembentukan antibodi yang memberikan imunitas humoral. Limfosit B ini pada 

awalnya diolah lebih dahulu dalam hati selama masa pertengahan kehidupan janin 

dan sesudah dilahirkan. Kemudian sel ini bermigrasi ke jaringan limfoid di seluruh 

tubuh dimana mereka menempati daerah yang sedikit lebih kecil daripada limfosit T 

(Guyton dan Hall, 2008). Menurut Leeson et al (1996), limfosit ini bertugas untuk 

memproduksi antibodi (humoral antibody response) yang beredar dalam peredaran 

darah dan mengikat secara khusus dengan antigen asing yang menyebabkan 

terbentuknya antigen asing terikat antibodi (Antibody-Coated Foreign Antigen) yang 

dapat mempertinggi kemampuan fagositosis dan penghancuran oleh sel pembunuh 
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Nature Killer cell (NK cell) dari organisme yang menyerang. Jumlah limfosit B 

dalam total limfosit normal pada manusia adalah sekitar 15%. Nilai limfosit B 

mendapat rangsangan yang sesuai, akan membelah diri beberapa kali dan 

berdiferensiasi menjadi sel plasma dalam jaringan dan menghasilkan immunoglobulin 

(Junqueira et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Bentukan sel limfosit (Sumber: Junqueira et al., 2007) 

 

2.3.3 Peran Limfosit Dalam Proses Peradangan 

Limfosit memiliki peranan fungsional yang berbeda, yang semuanya 

berhubungan dengan reaksi imunitas dalam bertahan terhadap serangan 

mikroorganisme, makromolekul asing dan sel kanker. Limfosit T secara langsung 

menghancurkan sel-sel sasaran spesifik, suatu proses yang dikenal sebagai respon 

imun yang diperantarai sel hidup (respon imun seluler). Sel yang menjadi sasaran 

limfosit T mencakup sel tubuh yang dimasuki oleh virus dan sel kanker (Sherwood, 

2001). Limfosit umumnya terdapat pada eksudat dalam jumlah yang sangat kecil 

untuk waktu yang cukup lama yaitu sampai reaksi peradangan menjadi kronik (Price, 

2005). 
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2.4 Kopi 

 Kopi merupakan salah satu minuman yang sering dikonsumsi oleh masyarakat 

Indonesia. Kopi dijadikan sebagai komoditas andalan dalam sektor perkebunan 

Indonesia (Chandra et al., 2013). Kopi (coffeea spp) merupakan spesies tanaman 

berbentuk pohon yang termasuk dalam famili Rubiaceae dan genus Coffea (Najiyati 

et al., 2009).  

Kopi di Indonesia pertama kali dibawa oleh pria berkebangsaan Belanda 

sekitar tahun 1646 yang mendapatkan biji arabika mocca dari Arab (Prastowo et al., 

2010). Kemudian tanaman kopi ditanam sehingga tersebar di berbagai provinsi di 

Indonesia. Pada saat itu, setelah timbul serangan penyakit karat daun (coffee leaf 

rust), Pemerintah Hindia Belanda kemudian mendatangkan jenis kopi robusta yang 

berasal dari Kongo, Afrika pada tahun 1900. Kopi jenis ini lebih tahan penyakit dan 

memerlukan syarat tumbuh serta pemeliharaan yang ringan, dengan hasil produksi 

yang jauh lebih tinggi. Hal inilah yang menyebabkan kopi robusta lebih cepat 

berkembang di Indonesia (Panggabean, 2011). 

 

2.4.1 Taksonomi Kopi  

 Sistematika taksonomi tanaman kopi secara lengkap adalah sebagai berikut : 

Kingdom   : Plantae (Tumbuhan)  

Subkingdom  : Tracheobionta (Tumbuhan berpembuluh)  

Super Divisi   : Spermatophyta (Tumbuhan penghasil biji)  

Divisi    : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)  

Kelas   : Magnoliopsida (Tumbuhan berkeping dua/ dikotil)  

Subclass   : Asteridae  

Ordo     : Rubiales  

Family   : Rubiaceae (Suku kopi-kopian)  

Genus     : Coffea  

Species   : Coffea sp. Coffea canephora var robusta (kopi robusta)  

(Rahardjo, 2012).  
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2.4.2 Kopi Robusta (Coffea canephora) 

 Menteri Pertanian Direktorat Jenderal Perkebunan (2014) menyatakan bahwa, 

selama ini Indonesia dikenal sebagai negara produsen kopi robusta yang memiliki 

presentase sebesar 20% dari ekspor kopi robusta dunia. Areal kopi robusta tersebar di 

hampir seluruh kepulauan Indonesia dengan Sumatera sebagai pulau terluas yakni 

sekitar 777,037 ribu hektar (67%), Jawa (12%), Nusa Tenggara dan Bali (8%). 

Sisanya terdapat di Kalimantan (4%), Sulawesi (7%), Maluku dan  Papua (1%).  

 Biji kopi robusta memiliki karakteristik, biji kopi agak bulat, lengkungan biji 

lebih tebal jika dibandingkan dengan jenis arabika, garis tengah (parit) dari atas ke 

bawah hampir rata, dan untuk biji yang sudah diolah, tidak terdapat kulit ari di 

lekukan atau bagian parit (Gambar 2.3) (Panggabean, 2011). Ciri-ciri dari tanaman 

kopi robusta yaitu tinggi pohon mencapai 5 meter, batangnya berkayu, keras, tegak  

berwarna putih keabu-abuan (Prastowo et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Buah kopi jenis robusta  (Sumber: Panggabean, 2011) 

 

2.4.3 Kandungan Senyawa Kopi 

 Senyawa aktif dari bahan alami yang terkandung dalam kopi adalah polifenol, 

yang terdiri dari Chlorogenic acid, Caffeic acid, dan Ferulic acid (Pathak et al., 

2013). Senyawa aktif lain yang terkandung dalam kopi robusta adalah alkaloid yaitu 

kafein (Oestreich-Janzen, 2010).  
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a. Chlorogenic acid (CGA) 

 Chlorogenic acid (asam klorogenik) memberikan efek biologi yang meliputi 

antimutagen, antivirus, dan antikarsinogen (Xu et al., 2012), selain itu sebagai 

antiinflamasi, antioksidan, neuroprotektif, dan memberikan aktivitas neurotrofik 

(Shen et al., 2012). CGA terbukti dapat mengurangi jumlah produksi mediator 

proinflamasi, yaitu meliputi TNF-α, interleukin (IL)-1β, IL-6, dan interferon (IFN)-γ 

pada sel makrofag (Shen et al., 2012). CGA juga merupakan senyawa antioksidan 

dengan kandungan terbanyak yaitu kurang lebih 200-550 mg/cangkir dalam 1 kali 

seduhan kopi jika dibandingkan dengan antioksidan lain seperti beta karoten, alfa 

tokoferol, dan vitamin C (Daglia et al., 2000).  

b. Ferulic acid (Asam Ferulik) 

Ferulic acid terbukti memiliki efek pada peradangan. Penelitian yang telah 

dilakukan oleh Xu et al., (2013), pada korteks depan regio dari otak tikus, dengan 

dosis kandungan biji kopi robusta 80 mg/kg dari asam ferulik dapat menurunkan 

produksi IL-1β dan TNF-α. Ferulic acid memiliki bioaktivitas sebagai antiinflamasi 

dengan mekanisme penurunan kadar mediator inflamasi melalui inhibisi 

Cyclooxygenase (COX) (Tagaki et al., 2009).  

c. Kafein  

Kafein adalah senyawa alkaloid. Kopi mengandung kafein cukup tinggi yaitu 

1,2-3,8% (Oestreich-Janzen, 2010). Kafein sebagai antioksidan dapat berperan 

sebagai peredam radikal bebas. Antioksidan dapat membantu tubuh dalam 

mengurangi efek perusakan oleh senyawa radikal bebas, seperti penurunan sistem 

imun (Handayani et al., 2014). Menurut Ramanavicience et al., (2003) kafein 

memiliki peran dalam pengembangan pertahanan tubuh melawan agen infeksi dengan 

meningkatkan aktivitas sel imun dan memperkuat aktivitas lisozim. Kandungan 

kafein pada kopi terbukti sebagai antiinflamasi dan memberikan efek 

immunosupresan (Daly, 2007). Evaluasi hasil studi mengatakan bahwa kafein 

merupakan parameter yang memiliki keterkaitan dengan inflamasi. Kafein adalah 

salah satu metabolit utama yang memiliki peran untuk menghambat produksi tumor 
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necrosis factor alpha (TNF-α) yang telah dirangsang oleh LPS serta dapat 

menghambat enzim Cyclooxygenase-2 (COX-2) (Horrigan et al., 2004; Chen et al., 

2012).  

 

2.5 Obat Antiinflamasi Non Steroid  

2.5.1 Definisi Obat Antiinflamasi Non Steroid 

 Obat anti inflamasi (anti radang) Non Steroid (AINS), atau yang lebih dikenal 

dengan NSAID (Non Steroidal Anti-inflammatory Drugs) adalah suatu golongan obat 

yang memiliki khasiat analgesik (pereda nyeri), anti piretik (penurun panas), dan anti 

inflamasi (anti radang). Istilah non steroid digunakan untuk membedakan jenis obat-

obatan ini dengan steroid, yang juga memiliki khasiat serupa. AINS bukan tergolong 

obat-obatan jenis narkotika (Gunawan et al., 2007).  

 

2.5.2 Efek Samping Obat Antiinflamasi Non Steroid 

Obat anti inflamasi non steroid memiliki efek samping pada tiga sistem organ 

yaitu saluran cerna, ginjal, dan hati. Efek yang paling sering timbul adalah tukak 

peptik (tukak duodenum dan tukak lambung) biasanya dapat menimbulkan anemia 

sekunder karena perdarahan saluran cerna. Terdapat dua mekanisme iritasi lambung, 

yaitu  iritasi yang bersifat lokal menimbulkan difusi asam lambung ke mukosa dan 

menyebabkan kerusakan jaringan, serta iritasi yang bersifat sistemik yang akan 

melepaskan prostaglandin dan menghambat sekresi asam lambung dan merangsang 

sekresi mukus usus halus (Gunawan et al., 2007). 

Terdapat efek samping yang lain berupa gangguan fungsi trombosit akibat 

penghambatan biosistesis tromboksan A2 (TXA2) yang berakibat bertambah 

panjangnya waktu perdarahan (Gunawan et al., 2007). Penghambatan biosintesis 

prostaglandin di ginjal menyebabkan gangguan homeostasis. Pada orang normal 

gangguan ini tidak begitu berpengaruh pada fungsi ginjal. Pada pasien hipovolemia, 

gagal jantung, sirosis hepatis, aliran darah ginjal dan kecepatan filtrasi glomerolus 

akan berkurang, bahkan dapat terjadi gagal ginjal akut (Gunawan et al., 2007).  
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2.5.3 Ibuprofen  

Ibuprofen merupakan derivat asam fenil propionat yang banyak digunakan 

sebagai obat anti inflamasi non steroid, analgetik, dan antipiretik yang tidak larut 

dalam air maka dari itu sebaiknya sediaan ibuprofen dibuat menjadi suspensi 

(Gunawan et al., 2007; Eichie et al., 2009). Ibuprofen merupakan inhibitor non 

selektif cyclooxigenase (COX) yang dapat menghambat enzim COX-1 dan COX- 2. 

Enzim COX- 2 diduga bertanggung jawab untuk efek antiinflamasi NSAID, 

sedangkan enzim COX-1 bertanggung jawab untuk toksisitas gastrointestinal (Neal, 

2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


15 

2.6 Kerangka Konseptual  
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Diteliti     :   

Staphylococcus aureus 

Gangguan Membran Sel  

Eksotoksin 

LTB4 

Lipooksigenase  Siklooksigenase 

TNF-α, IL-1, IL-2, IL-6 PGE2 

Fagosit  

Vasodiltasi & 

Permeabilitas Vaskular  

PMN 

Bereaksi/ 

fagosit 

bakteri  

Monosit  

Keluar dari 

sel endotel 

Makrofag  

CD 4
+
 

Asam 

klorogenik 

Kafein 
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2.6.1 Penjelasan Kerangka Konseptual 

Staphylococcus aureus memiliki eksotoksin, yaitu salah satu toksin yang 

merupakan komponen protein terlarut yang disekresikan oleh bakteri hidup pada fase 

pertumbuhan. Adanya eksotoksin akan direspon oleh makrofag jaringan yang 

merupakan antigen presenting cell yang mempunyai peranan utama memfagosit 

bakteri. Eksotoksin menyebabkan gangguan membran sel host, gangguan membran 

ini menghasilkan metabolit asam arakidonat dengan bantuan enzim fosfolipase A2. 

Asam arakidonat menginduksi terbentuknya lipoksigenase yang mengaktikan LTB4 

yang berperan dalam agregasi platelet. Adanya asam arakidonat juga menginduksi 

enzim siklooksigenase untuk menghasilkan prostaglandin E2, TNF-α, IL- α, IL-1, IL-

2, IL-6 yang berperan penting dalam proses inflamasi. Adanya prostaglandin E2, 

TNF-α, IL- α, IL-1, IL-2, IL-6 menyebabkan teraktivasinya sel-sel radang akut 

berupa polimorfonuklear neutrofil (PMN) dan monosit. PMN merespon adanya 

bakteri paling tinggi 6-24 jam pertama, setelah itu sel-sel monosit akan keluar dari 

pembuluh darah dan berubah menjadi makrofag, kemudian makrofag akan 

memfagosit bakteri dan akan mengaktifkan sel T helper untuk mengaktifkan limfosit. 

Limfosit akan bermigrasi ke tempat radang dan menandakan bahwa terjadi radang 

kronis. Limfosit bermigrasi ke tempat radang setiap ada rangsang imun spesifik 

berupa infeksi maupun pada inflamasi yang diperantarai trauma jaringan. 

Kopi robusta memiliki kandungan seperti kafein, asam  klorogenik, dan asam 

ferulik yang dapat berperan sebagai antiinflamasi. Zat aktif tersebut dapat 

menghambat enzim siklooksigenase, adanya penghambatan enzim siklooksigenase ini 

menyebabkan menurunnya sel-sel inflamasi, salah satunya adalah sel limfosit. 
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2.7 Hipotesis  

 Hipotesis dari penelitian ini adalah seduhan biji kopi robusta (Coffea 

canephora) efektif menurunkan jumlah sel limfosit pada tikus Wistar jantan yang 

diinduksi Staphylococcus aureus. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian  

       Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental laboratoris. Pada 

penelitian ini menggunakan rancangan the post test only control group design yaitu 

melakukan pengukuran atau pengamatan setelah diberi suatu perlakuan dan hasilnya 

dibandingkan dengan kelompok kontrol (Notoatmodjo, 2010). 

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian  

3.2.1 Tempat Penelitian  

a. Identifikasi tanaman kopi robusta (Coffea robusta) dilakukan di Laboratorium 

Tanaman Fakultas Pertanian Politeknik Negeri Jember.  

b. Pembuatan suspensi bakteri Staphylococcus aureus dilakukan di Laboratorium 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

c. Proses perlakuan hewan coba dilakukan di Laboratorium Biomedik Fakultas 

Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

d. Proses penghitungan jumlah sel limfosit dilakukan di Laboratorium 

Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

 

3.2.2 Waktu Penelitian  

          Penelitan dilakukan pada bulan Oktober-Desember 2018. 

 

3.3 Variabel Penelitian 

3.3.1 Variabel Bebas  

Variabel bebas dalam  penelitian ini adalah seduhan biji kopi robusta (Coffea 

robusta) 

 

3.3.2 Variabel Terikat   

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah jumlah sel limfosit darah tikus pada 

hapusan darah. 
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3.3.3 Variabel Terkendali 

 Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah : 

1. Waktu pemberian seduhan kopi  

2. Dosis pemberian seduhan kopi   

3. Hewan coba (tikus wistar) 

1. Jenis kelamin hewan coba (tikus wistar jantan) 

2. Berat badan hewan coba (180-200 gram) 

3. Usia hewan coba (usia 2-3 bulan) 

      4. Makan dan minum hewan coba 

4.   Prosedur penelitian 

5.   Suspensi bakteri Staphylococcus aureus 

 

3.4 Definisi Operasional  

3.4.1  Seduhan Biji Kopi Robusta (Coffea robusta)  

Seduhan biji kopi robusta (Coffea robusta) adalah hasil pelarutan bubuk biji 

kopi robusta sebanyak 13 gram dengan air mendidih 200 ml, kemudian didinginkan. 

Bubuk kopi Robusta yang digunakan dalam penelitian ini merupakan bubuk kopi 

robusta murni kemasan Sekar Arum yang didapatkan dari PTPN XII Kabupaten 

Jember. 

 

3.4.2  Jumlah Sel Limfosit   

 Sel limfosit diambil dari darah mata tikus yang diambil sebanyak 2 ml. 

Jumlah sel limfosit diamati pada hari ke 3, 5, dan 7. Sel limfosit ditandai dengan inti 

berwarna gelap, mengandung kromatin tebal dan sitoplasma berwarna biru pucat 

Pengamatan sel limfosit dilakukan dibawah mikroskop binokuler dengan perbesaran 

1000 kali, penghitungan sel limfosit dimulai dari hapusan yang tipis ke hapusan yang 

tebal. Pengamatan dan perhitungan jumlah sel limfosit dilakukan oleh 3 orang. 
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3.4.3  Bakteri Staphylococcus aureus  

Staphylococcus aureus didapat dari laboratorium mikrobiologi Fakultas 

Kedokteran Gigi Universitas Jember. Karakteristik bakteri tersebut berbentuk bulat, 

tidak beraturan seperti anggur dan koloni berwarna jingga. Dosis Staphylococcus 

aureus yang digunakan adalah 0,09 cc/100 gr BB tikus. Bakteri tersebut diinjeksikan  

secara intraperitoneal pada tikus (Gjertsson et al., 2000). 

 

3.4.4  Sediaan Hapusan Darah Mata Tikus 

Darah dari mata tikus yang diambil pada plexus retroorbitalis, ditampung 

pada tabung Eppendorf  yang telah diberi EDTA. Darah diambil 1-2 tetes dari tabung 

Eppendorf diletakkan pada object glass kemudian diratakan dengan deck glass, 

dengan satu kali hapusan, selanjutnya dilakukan pengecatan giemsa, diamati di 

bawah mikroskop untuk dihitung jumlah sel limfositnya.  

 

3.5 Sampel Penelitian 

3.5.1 Kriteria Sampel Penelitian 

         Sampel penelitian adalah tikus Wistar jantan (Rattus norvegicus) dengan 

kriteria sampel sesuai kriteria inklusi.  

 

3.5.2   Kriteria Inklusi dan Eksklusi 

a. Kriteria inklusi: 

1. Tikus jenis kelamin jantan 

2. Berat badan 180-200 gram 

3. Usia 2-3 bulan 

4. Kondisi umum baik 

b. Kriteria eksklusi: 

1. Tikus tidak sehat atau mati selama penelitian 
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3.5.3    Besar Sampel 

Besar sampel yang digunakan dalam penelitian ini didapat dari penghitungan 

dengan menggunakan rumus (Daniel, 2005): 

 

       

            

   n  : besar sampel tiap kelompok 

 Z : nilai Z pada tingkat kesalahan tertentu, jika α= 0,05 maka Z= 1,96 

 σ : standart deviasi sampel 

 d : kesalahan yang masih dapat ditoleransi 

Dengan asumsi bahwa kesalahan yang masih dapat di terima (σ) sama besar 

dengan (d) maka :  

    n > Z
2
σ

2
 

       d
2 

   n ≥ (1,96
2
) 

   n ≥ (3,84) 

   n ≥ 4 

Berdasarkan rumus diatas, jumlah sampel minimum yang harus digunakan 

adalah 4 sampel untuk masing-masing kelompok. Jadi, pada penelitian ini peneliti 

menggunakan 12 ekor tikus sebagai sampel yang terbagi secara acak dalam 3 

kelompok.  

 

3.6 Alat dan Bahan Penelitian  

3.6.1 Alat Penelitian  

         Alat-alat yang digunakan untuk penelitian ini adalah : 

a. Kandang hewan coba 

b. Tempat makan tikus 

c. Tempat minum tikus 

d. Disposable syringe  

n > Z
2
σ

2
 

  d
2
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e. Timbangan neraca 

f. Masker dan sarung tangan 

g. Microhematocrit 

h. Tabung Eppendorf 

i. Object glass dan deck glass 

j. Mikroskop binokuler 

 

3.6.2  Bahan Penelitian 

a) Bubuk biji kopi Robusta  

b) Etanol 96% 

c) Aquadest  

d) Tikus Wistar jantan 

e) Makanan tikus 

f) Bakteri Staphylococcus aureus  

g) Alkohol 

h) Minyak emersi 

i) Methanol 96% 

j) Pewarnaan giemsa  

 

3.7 Prosedur Penelitian  

3.7.1 Permohonan Ethical Clearance  

Sebelum dilakukan penelitian dilakukan permohonan ethical clearance di 

Komisi Etik Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember  

 

3.7.2 Tahapan Persiapan Hewan Coba 

          Penelitian ini akan dilakukan pada hewan coba tikus dengan kriteria yang 

sudah ditentukan. Hewan coba diadaptasikan terhadap lingkungan kandang selama 5 

hari sebelum perlakuan dan juga dilakukan pengukuran berat badan pada hewan coba. 
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Tikus diberi makan dan minum setiap hari secara ad libitum. Kandang dibersihkan 

setiap 3 hari sekali untuk menghindari adanya penyakit. 

 

3.7.3 Persiapan Bahan Perlakuan  

a. Pembuatan suspensi Staphylococcus aureus  

Sediaan Staphylococcus aureus pada blood agar plate berasal dari 

penyimpanan suhu rendah kemudian didiamkan hingga mencapai suhu ruang. 

Mengambil suspensi kuman sebanyak satu ose, dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

yang berisi laruan NaCl sebanyak 524 ml, kemudian suspensi dihomogenkan sampai 

diperoleh konsentrasi bakteri 1x10
9 
CFU/ml (Gjertsson et al., 2000).  

b. Dosis dan Pembuatan Seduhan Biji Kopi 

 Seduhan biji kopi yang akan dibuat disesuaikan dengan pembuatan secangkir 

kopi pada umumnya. Cara membuatnya : aquades dipanaskan sampai mendidih (100
o 

C), diambil 200 ml, dituangkan ke dalam gelas ukur yang berisi 13 gram bubuk kopi, 

kemudian diaduk selama 2 menit (Susilawati, 2013). Seduhan kopi kemudian 

didinginkan dalam suhu ruangan sampai mencapai suhu tubuh, kemudian 

disondasekan ke setiap tikus sebanyak 0,6 ml/hari. Dosis tersebut didapat dari,  

 70kg manusia : 200 ml = 200 gram BB tikus : X 

 70.000 gram   : 200 ml = 200 gram : X 

 70.000X     = 40.000 

 X     = 4:7 

 X     = 0,6 ml 

 Pemberian dosis tersebut berdasarkan aturan single dose one cup of coffee per 

day yang merupakan simulasi kebiasaan meminum satu cangkir kopi (200 ml) dalam 

satu hari.  

c. Dosis Ibuprofen 

Menurut penelitian (Kusumastuti et al., 2014), dosis ibuprofen yang 

digunakan pada tikus  dengan berat badan 180-200 gram adalah 20 mg/kg BB.  

Ibuprofen yang dibutuhkan untuk 200 gram/BB hewan coba adalah  
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Dosis tersebut kemudian dilarutkan ke dalam 2 ml larutan Na CMC 0,5% 

yang didapat dari perhitungan standart pemberian sondase dengan berat badan per 1 

g/BB yaitu 0,01 ml, sehingga apabila tikus dengan berat badan 200 g/BB didapat 2 ml 

larutan yang dicampurkan. Jadi, konsentrasi sediaan yang dibuat adalah 4 mg/2 ml = 

2 mg/ml.  

d. Pembuatan Suspensi Ibuprofen  

Ibuprofen ditimbang sesuai perhitungan diatas kemudian disuspensi dengan 

larutan Na CMC 0,5% sedikit demi sedikit. Serbuk Na CMC ditimbang sebanyak 500 

mg, kemudian dilarutkan dalam sebagian aquadest hangat, diaduk dan ditambah 

aquadest sambil terus diaduk. Setelah larut semua sisa aquadest ditambahkan sampai 

didapatkan volume larutan Na CMC 100 mL.  

 

3.7.4 Tahap Perlakuan 

a.  Sebelum diinduksi Staphylococcus aureus, tikus dipuasakan (tidak diberi 

pakan) selama 8 jam, tetapi  tetap diberi air secara ad libitum (Gambar 3.1). 

 

 

 

 

                                            Gambar 3.1 Adaptasi hewan coba 

b. Masing-masing tikus diinjeksi Staphylococcus aureus dengan dosis 0,09  

cc/100 gr BB tikus secara intraperitoneal yaitu dilakukan pada bagian bagian 
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posterior abdomen. Tikus dipegang pada bagian punggungnya, jarum diinjeksikan di 

posisi bawah lekukan lutut, kiri atau kanan dari garis tengah. Hindari melakukan 

injeksi pada garis tengah untuk mencegah penetrasi ke dalam kandung kemih. Sudut 

kemiringan jarum sekitar 45° ke tubuh (Gambar 3.2). 

 

 

 

 

 

     Gambar 3.2 Injeksi bakteri Staphylococcusaureus secara intraperitoneal 

 

c. Tikus yang sudah diinjeksi suspensi Staphylococcus aureus dikelompokkan 

menjadi 3 kelompok secara acak , yaitu : 

1. Kelompok 1 

Terdiri dari 4 ekor tikus, merupakan kelompok kontrol (-) yang disondase 

aquades 2 ml 

2. Kelompok 2 

Terdiri dari 4 ekor tikus, merupakan kelompok kontrol (+) yang disondase 

ibuprofen sebanyak 2 mg/ml untuk 200 g/BB tikus.  

3. Kelompok 3  

Terdiri dari 4 ekor tikus, merupakan kelompok yang disondase seduhan biji 

kopi sebanyak 0,6 ml. 

d. Tikus diletakkan dalam kandang dan ditunggu 2 x 24 jam untuk proses 

pembentukan inflamasi.  

e. Seduhan biji kopi robusta dan ibuprofen diberikan 1 kali sehari selama 7 hari 

setelah terjadinya infeksi pada pagi hari (jam 7 pagi) setelah perlakuan dengan dosis  

0,6 ml/hari untuk seduhan kopi dan 2 mg/ml  ibuprofen untuk 200 g/BB tikus 

(Gambar 3.3). 
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              Gambar 3.3 Tahap perlakuan hewan coba. (A) Pemberian sondase akuades 2 ml  

                                (B) Pemberian sondase obat ibuprofen 2 ml, (C) Pemberian sondase  

                                 seduhan kopi robusta 0,6 ml                        

f. Pemeriksaan hapusan darah dilakukan pada hari ke 3, 5, dan 7 setelah  perlakuan.  

 

3.7.5 Tahap Pengamatan  

a.         Pengambilan sampel darah 

 Sampel darah diambil pada hari ke 3, 5, dan 7 setelah perlakuan. Cara 

pengambilan sampel darah yaitu dengan memegangi bagian tengkuk tikus dan 

menjepitnya dengan jari tangan, setelah itu tikus dikondisikan senyaman mungkin. 

Microhematocrit dimasukkan 1-2 mm pada ujung soket bagian tengah dibawah bola 

mata tikus dengan sudut 45
o
. Kemudian microhematocrit diputar sampai darah 

keluar, selanjutnya darah ditampung pada tabung Eppendorf  (Gambar 3.4) 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.4 Pengambilan darah melalui mata (plexus retroorbitalis) 

C 

B A 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


27 

b. Pembuatan hapusan darah  

1. Menyiapkan object glass dan deck glass. 

2. Memegang object glass yang telah ditetesi dengan darah kemudian memegang 

deck glass dengan sudut + 30
o 
. 

3. Deck glass diletakkan pada tetesan darah, sehingga menyentuh darah. 

4. Kemudian deck glass ditarik satu arah sehingga darah akan  

     merata di atas object glass dan membentuk lapisan yang tipis.  

5. Kemudian hapusan darah dikeringkan dengan mengangin-anginkan di udara. 

6. Object glass siap untuk dilakukan pengecatan (Gambar 3.5). 

 

 

 

 

 

 

                                       

   Gambar 3.5 Sampel hapusan darah 

c. Pengecatan hapusan darah dengan giemsa (Wahyuni, 2015) 

1. Letakkan object glass berisi hapusan darah yang sudah mengering diatas rak  

2. object glass. 

3. Hapusan darah difiksasi dengan cara meneteskan methanol 96% pada seluruh  

4. permukaan object glass selama 3-5 menit. Diletakkan dalam keadaan miring  

5. dan biarkan mengering.  

6. Object glass ditetesi dengan larutan giemsa dan biarkan selama 30 menit. 

7. Kemudian object glass disiram dengan air mengalir sampai bersih. 

8. Setelah bersih object glass diletakkan dalam keadaan miring dan dibiarkan  

9. mengering. 

10. Sediaan siap untuk dilakukan pengamatan (Gambar 3.6). 
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 Gambar 3.6 Tahap pewarnaan hapusan darah. (A) Proses pemberian methanol 96% 

        (B) Proses pengecatan dengan giemsa 

d.  Penghitungan jumlah sel limfosit 

 Pewarnaan giemsa dilakukan untuk melihat ada atau tidaknya sel limfosit.  

Bila pewarnaan telah dianggap baik, sediaan dikeringkan pada bagian bawah dengan 

menggunakan tisu, kemudian diberi label keterangan sesuai perlakuan, dan terakhir 

object glass ditutup dengan deck glas. Sebelum dilakukan pengamatan diberi 1 tetes 

minyak emersi pada sediaan yang akan diperiksa, kemudian dilakukan pengamatan 

menggunakan mikroskop binokuler dengan perbesaran 1000 kali (Zayyan et al., 

2016). Tabel 3.1 merupakan langkah penghitungan jumlah sel limfosit. 

 

Tabel 3.1 Penghitungan jumlah sel limfosit 

 

3.8 Analisa Data 

Data yang diperoleh terlebih dahulu dilakukan uji normalitas dengan 

menggunakan uji Shapiro-Wilk Test untuk mengetahui distribusi data dan uji 

homogenitas data menggunakan Levene Test. Kedua uji tersebut dilakukan untuk 

mengetahui distribusi data dengan signifikansi (p>0,05). Apabila diperoleh data 

Jenis 

Leukosit 

Jumlah Kolom ke 

I II III IV V VI VII VIII IX X Jumlah 

Limfosit            

B A 
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terdistribusi normal dan homogen maka dilakukan uji parametrik dengan One Way 

Anova dengan tingkat kepercayaan 95% (p<0,05), kemudian dilanjutkan uji LSD 

(Least Significance Difference) untuk mengetahui perbedaan antar kelompok. Apabila 

diperoleh hasil uji data tidak terdistribusi normal dan tidak homogen, maka 

dilanjutkan dengan uji statistik non parametrik yaitu Kruskal-Wallis Test, selanjutnya 

Mann-Whitney Test untuk mengetahui adanya perbedaan yang bermakna antar 

kelompok penelitian, perbedaan kelompok bermakna jika nilai (p<0,05) 

(Notoatmodjo, 2010) 
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3.9 Alur Penelitian  

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Gambar 3.7 Alur Penelitian 

12 ekor tikus Wistar jantan  

diinjeksi Staphylococcus 

aureus dengan dosis 0,09  

cc/100 gr BB tikus secara 

intraperitoneal  

4 ekor tikus  

(Kelompok kontrol -)  

yang disondase aquades 

 

4 ekor tikus  

(Kelompok kontrol +) 

yang disondase ibuprofen 

sebanyak 20 mg/kg BB 

tikus selama 7 hari  

 

 

4 ekor tikus  

(Kelompok perlakuan) 

yang disondase seduhan 

biji kopi sebanyak 0,6 ml 

selama 7 hari 

 

 

Pengambilan darah (hari ke 3, 5, 7) pada mata tikus 

Pembuatan preparat histologi  

Penghitungan Jumlah Limfosit  

Analisis Data  
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa 

seduhan biji kopi robusta (Coffea canephora) efektif menurunkan jumlah sel limfosit 

pada tikus wistar jantan yang diinduksi Staphylococcus aureus. 

 

5.2 Saran  

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat diberikan 

penulis adalah sebagai berikut : 

1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efektivitas seduhan kopi 

robusta (Coffea canephora) terhadap berbagai sel radang (monosit, neutrofil, 

eosinofil, dan basofil)  pasca induksi Staphylococcus aureus. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai efektivitas seduhan kopi 

robusta (Coffea canephora) sebagai antiinflamasi pada tikus yang diinduksi 

bakteri lain. 
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Lampiran E. Alat Penelitian 

1. Alat Pemeliharaan hewan c  oba 

 

 

 

 

 
     

     

   

      

 

Keterangan : 

A  : Kandang tikus 

B : Tempat makan tikus  

C : Tempat minum tikus 

D : Timbangan digital 

 

2. Alat sondase aquades, ibuprofen, dan seduhan kopi robusta 

 

  
Keterangan : 

A : Sonde lambung tikus 

B : Dispossible syringe  

 

 

 

 

 

A 
B 

C 

D 

A B 
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3. Alat pengambilan dan pengamatan darah tikus 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

A : Hematocrite 

B : tabung Eppendorf 

C : Mikroskop 

 

Lampiran F. Bahan Penelitian 

 

 
Keterangan : 

A : Kopi bubuk robusta murni  

B : Akuades 

C : Ibuprofen 

D : CMC-Na  

 

 

 

 

 

A B C 

A B 

C 
D 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


52 

Lampiran G. Hasil Penelitian Jumlah Sel Limfosit Perbesaran 1000X 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kelompok K- hari ke-3               Kelompok K- hari ke-5           Kelompok K- hari ke-7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kelompok K+ hari ke-3             Kelompok K+ hari ke-5          Kelompok K+ hari ke-7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Kelompok perlakuan kopi H-3     Kelompok perlakuan kopi H-5   Kelompok perlakuan kopi H-7 
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Lampiran H. Tabel perhitungan jumlah sel limfosit 

Kelompok Sampel Jumlah Limfosit Jumlah 

Total 

Rata-

rata Pengamat 

1 

Pengamat 

2 

Pengamat 

3 

1 H3 K-1 20 19 24 63 21 

 H3 K-2 24 26 25 75 25 

 H3 K-3 29 32 29 90 30 

 H3 K-4 29 33 30 93 31 

2 H5 K-1 42 42 42 126 42 

 H5 K-2 45 42 48 135 45 

 H5 K-3 44 44 47 135 45 

 H5 K-4 48 47 46 141 47 

3 H7 K-1 59 51 55 165 55 

 H7 K-2 55 49 58 162 54 

 H7 K-3 63 59 62 183 61 

 H7 K-4 61 58 58 177 59 

4 H3 K+1 22 27 26 75 25 

 H3 K+2 30 24 26 81 27 

 H3 K+3 24 26 22 72 24 

 H3 K+4 29 26 24 81 27 

5 H5 K+1 19 17 18 54 18 

 H5 K+2 20 22 18 60 20 

 H5 K+3 16 20 15 51 17 

 H5 K+4 23 19 24 66 22 

6 H7 K+1 14 10 12 36 12 

 H7 K+2 14 16 12 42 14 

 H7 K+3 11 11 14 36 12 

 H7 k+4 17 20 14 51 17 

7 H3 P1 34 29 33 96 32 

 H3 P2 27 31 32 90 30 

 H3 P3 22 27 29 78 26 

 H3 P4 27 30 33 90 30 

8 H5 P1 27 21 24 72 24 

 H5 P2 26 24 19 69 23 

 H5 P3 18 22 20 60 20 

 H5 P4 28 22 25 75 25 

9 H7 P1 10 14 12 36 12 

 H7 P2 13 9 11 33 11 

 H7 P3 14 18 16 48 16 

 H7 P4 22 18 20 60 20 
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Lampiran I. Hasil uji statistik 

I1. Hasil Uji Normalitas dengan Saphiro Wilk 

Tests of Normality 

 

kelom

pok 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 
Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

jumlahlimfosit 1 .258 4 . .917 4 .519 

2 .298 4 . .926 4 .572 

3 .252 4 . .916 4 .513 

4 .298 4 . .849 4 .224 

5 .214 4 . .963 4 .798 

6 .271 4 . .848 4 .220 

7 .329 4 . .895 4 .406 

8 .250 4 . .927 4 .577 

9 .248 4 . .925 4 .564 

a. Lilliefors Significance Correction     

 

Descriptives 

Jumlahlimfosit 
       

 

N Mean Std. Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for 

Mean 

Minimum Maximum 
 

Lower Bound Upper Bound 

1 4 26.75 4.646 2.323 19.36 34.14 21 31 

2 4 44.75 2.062 1.031 41.47 48.03 42 47 

3 4 57.25 3.304 1.652 51.99 62.51 54 61 

4 4 25.75 1.500 .750 23.36 28.14 24 27 

5 4 19.25 2.217 1.109 15.72 22.78 17 22 
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6 4 13.75 2.363 1.181 9.99 17.51 12 17 

7 4 29.50 2.517 1.258 25.50 33.50 26 32 

8 4 23.00 2.160 1.080 19.56 26.44 20 25 

9 4 14.75 4.113 2.056 8.21 21.29 11 20 

Total 36 28.31 13.866 2.311 23.61 33.00 11 61 

 

I2. Hasil Uji Homogenitas dengan Levene Test 

Test of Homogeneity of Variances 

jumlahlimfosit   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.978 8 27 .089 

 

I3. Hasil Uji Parametrik One Way Anova 

ANOVA 

jumlahlimfosit      

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 6497.389 8 812.174 94.418 .000 

Within Groups 232.250 27 8.602   

Total 6729.639 35    
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I4. Hasil Uji LSD (Least Significance Difference) 

Multiple Comparisons 

jumlahlimfosit 

LSD 

    

(I) kelompok (J) kelompok 

Mean Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

K (-) hari ke 3 K(-) hari ke 5 -18.000
*
 2.074 .000 -22.26 -13.74 

K(-) hari ke 7 -30.500
*
 2.074 .000 -34.76 -26.24 

K(+) hari ke 3 1.000 2.074 .634 -3.26 5.26 

K(+) hari ke 5 7.500
*
 2.074 .001 3.24 11.76 

K(+) hari ke 7 13.000
*
 2.074 .000 8.74 17.26 

Perlakuan hari ke 3 -2.750 2.074 .196 -7.01 1.51 

Perlakuan hari ke 5 3.750 2.074 .082 -.51 8.01 

Perlakuan hari ke 7 12.000
*
 2.074 .000 7.74 16.26 

K(-) hari ke 5 K (-) hari ke 3 18.000
*
 2.074 .000 13.74 22.26 

K(-) hari ke 7 -12.500
*
 2.074 .000 -16.76 -8.24 

K(+) hari ke 3 19.000
*
 2.074 .000 14.74 23.26 

K(+) hari ke 5 25.500
*
 2.074 .000 21.24 29.76 

K(+) hari ke 7 31.000
*
 2.074 .000 26.74 35.26 

Perlakuan hari ke 3 15.250
*
 2.074 .000 10.99 19.51 

Perlakuan hari ke 5 21.750
*
 2.074 .000 17.49 26.01 

Perlakuan hari ke 7 30.000
*
 2.074 .000 25.74 34.26 

K(-) hari ke 7 K(-) hari ke 3 30.500
*
 2.074 .000 26.24 34.76 

K(-) hari ke 5 12.500
*
 2.074 .000 8.24 16.76 

K(+) hari ke 3 31.500
*
 2.074 .000 27.24 35.76 

K(+) hari ke 5 38.000
*
 2.074 .000 33.74 42.26 

K(+) hari ke 7 
43.500

*
 2.074 .000 39.24 47.76 

Perlakuan hari ke 3 27.750
*
 2.074 .000 23.49 32.01 
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Perlakuan hari ke 5 34.250
*
 2.074 .000 29.99 38.51 

Perlakuan hari ke 7 42.500
*
 2.074 .000 38.24 46.76 

K(+) hari ke 3 K(-) hari ke 3 -1.000 2.074 .634 -5.26 3.26 

K(-) hari ke 5 -19.000
*
 2.074 .000 -23.26 -14.74 

K(-) hari ke 7 -31.500
*
 2.074 .000 -35.76 -27.24 

K(+) hari ke 5 6.500
*
 2.074 .004 2.24 10.76 

K(+) hari ke 7 12.000
*
 2.074 .000 7.74 16.26 

Perlakuan hari ke 3 -3.750 2.074 .082 -8.01 .51 

Perlakuan hari ke 5 2.750 2.074 .196 -1.51 7.01 

Perlakuan hari ke 7 11.000
*
 2.074 .000 6.74 15.26 

K(+) hari ke 5 K(-) hari ke 3 -7.500
*
 2.074 .001 -11.76 -3.24 

K(-) hari ke 5 -25.500
*
 2.074 .000 -29.76 -21.24 

K(-) hari ke 7 -38.000
*
 2.074 .000 -42.26 -33.74 

K(+) hari ke 3 -6.500
*
 2.074 .004 -10.76 -2.24 

K(+) hari ke 7 5.500
*
 2.074 .013 1.24 9.76 

Perlakuan hari ke 3 -10.250
*
 2.074 .000 -14.51 -5.99 

Perlakuan hari ke 5 -3.750 2.074 .082 -8.01 .51 

Perlakuan hari ke 7 4.500
*
 2.074 .039 .24 8.76 

K(+) hari ke 7 K(-) hari ke 3 -13.000
*
 2.074 .000 -17.26 -8.74 

K(-) hari ke 5 -31.000
*
 2.074 .000 -35.26 -26.74 

K(-) hari ke 7 -43.500
*
 2.074 .000 -47.76 -39.24 

K(+) hari ke 3 -12.000
*
 2.074 .000 -16.26 -7.74 

K(+) hari ke 5 -5.500
*
 2.074 .013 -9.76 -1.24 

Perlakuan hari ke 3 -15.750
*
 2.074 .000 -20.01 -11.49 

Perlakuan hari ke 5 -9.250
*
 2.074 .000 -13.51 -4.99 

Perlakuan hari ke 7 -1.000 2.074 .634 -5.26 3.26 

Perlakuan hari 

ke 3 

K(-) hari ke 3 2.750 2.074 .196 -1.51 7.01 

K(-) hari ke 5 -15.250
*
 2.074 .000 -19.51 -10.99 

K(-) hari ke 7 -27.750
*
 2.074 .000 -32.01 -23.49 
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K(+) hari ke 3 3.750 2.074 .082 -.51 8.01 

K(+) hari ke 5 10.250
*
 2.074 .000 5.99 14.51 

K(+) hari ke 7 15.750
*
 2.074 .000 11.49 20.01 

Perlakuan hari ke 5 6.500
*
 2.074 .004 2.24 10.76 

Perlakuan hari ke 7 14.750
*
 2.074 .000 10.49 19.01 

Perlakuan hari 

ke 5 

K(-) hari ke 3 -3.750 2.074 .082 -8.01 .51 

K(-) hari ke 5 -21.750
*
 2.074 .000 -26.01 -17.49 

K(-) hari ke 7 -34.250
*
 2.074 .000 -38.51 -29.99 

K(+) hari ke 3 -2.750 2.074 .196 -7.01 1.51 

K(+) hari ke 5 3.750 2.074 .082 -.51 8.01 

K(+) hari ke 7 9.250
*
 2.074 .000 4.99 13.51 

Perlakuan hari ke 3 -6.500
*
 2.074 .004 -10.76 -2.24 

Perlakuan hari ke 7 8.250
*
 2.074 .000 3.99 12.51 

Perlakuan hari 

ke 7 

K(-) hari ke 3 -12.000
*
 2.074 .000 -16.26 -7.74 

K(-) hari ke 5 -30.000
*
 2.074 .000 -34.26 -25.74 

K(-) hari ke 7 -42.500
*
 2.074 .000 -46.76 -38.24 

K(+) hari ke 3 -11.000
*
 2.074 .000 -15.26 -6.74 

K(+) hari ke 5 -4.500
*
 2.074 .039 -8.76 -.24 

K(+) hari ke 7 1.000 2.074 .634 -3.26 5.26 

Perlakuan hari ke 3 -14.750
*
 2.074 .000 -19.01 -10.49 

Perlakuan hari ke 5 -8.250
*
 2.074 .000 -12.51 -3.99 

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