BAB 1
PENDAHULUAN
A. Latar Belakang

Sebagai negara tropis dengan biodiversitas yang melimpah, Indonesia
memiliki sekitar 30.000 jenis tumbuhan yang tersebar di berbagai wilayah
hutannya. Diperkirakan sebanyak 9.600 jenis tumbuhan memiliki khasiat
farmakologis dan berpotensi digunakan sebagai obat. Dari jumlah tersebut,
sekitar 200 jenis telah dimanfaatkan secara luas sebagai sumber bahan baku
utama dalam pengembangan dan produksi obat tradisional (Pramitaningastuti
& Anggraeny, 2017). Salah satu tanaman obat di Indonesia adalah tumbuhan
kakao (Theobroma Cacao).

Sebagai salah satu komoditas unggulan sektor perkebunan, kakao
(Theobroma cacao L.) memiliki peranan penting dalam mendukung
pertumbuhan ekonomi nasional. Indonesia termasuk dalam kelompok negara
penghasil kakao terbesar di dunia dan menyumbang sekitar 20% dari
kebutuhan kakao global bersama negara-negara Asia lainnya, seperti Malaysia
dan Filipina. Data tahun 2010 menunjukkan bahwa Indonesia menempati
posisi kedua sebagai produsen kakao dunia dengan total produksi sebesar
844.630 ton, sementara posisi pertama ditempati oleh Pantai Gading dengan
produksi sekitar 1,34 juta ton. Tingginya produksi kakao tersebut juga
tercermin pada aktivitas ekspornya, yang pada tahun 2009 mencapai 535.240

ton dengan nilai ekspor sebesar Rp1.413.535.000 (Yusnaweti, 2017).



Dengan begitu, buah kakao yang diproduksi di Indonesia tentunya cukup
melimpah. sampai saat ini yang umum diambil dari buah kakao adalah bijinya.
Biji kakao merupakan produk olahan dengan nama yang sangat terkenal yaitu
cokelat (Farhanandi & Indah, 2022). Produk cokelat yang mengandung lebih
dari 70% kakao (Theobroma cacao L.) menunjukkan berbagai manfaat
kesehatan, terutama dalam meningkatkan sistem imun tubuh. Efek positif ini
terutama disebabkan oleh kandungan polifenol dalam biji kakao yang berperan
sebagai antioksidan. Secara nutrisi, biji kakao mengandung berbagai
komponen bioaktif seperti lemak, karbohidrat, protein, senyawa antioksidan,
zat penyegar, dan mineral usus (Rachmawati et al., 2023). Polifenol
(khususnya flavonoid) dan metilxantin dalam kakao tidak hanya berfungsi
sebagai antioksidan tetapi juga menunjukkan efek antiinflamasi serta potensi
terapeutik untuk mengatasi obesitas, diabetes, dan penyakit radang usus
(Rachmawati et al., 2023).

Inflamasi merupakan mekanisme pertahanan lokal tubuh yang muncul
sebagai reaksi terhadap kerusakan jaringan. Kerusakan ini dapat dipicu oleh
berbagai faktor, seperti cedera fisik, paparan bahan kimia berbahaya, atau
infeksi mikroorganisme. Fungsi utama inflamasi adalah untuk menetralisir,
membatasi penyebaran, atau mengisolasi agen penyebab kerusakan maupun
jaringan yang telah terpengaruh. Proses ini ditandai dengan beberapa gejala,
antara lain pembengkakan (edema), kemerahan pada area yang terkena, sensasi
panas, rasa nyeri, serta penurunan fungsi jaringan (Ramadhani & Sumiwi,

2016).



Penanganan inflamasi melibatkan dua aspek utama, yaitu mengurangi
rasa nyeri yang umum terjadi sebagai gejala dan mencegah kerusakan jaringan
lebih lanjut. Secara medis, terapi inflamasi dapat menggunakan obat
antiinflamasi nonsteroid (OAINS) atau obat golongan steroid, yang keduanya
efektif menekan reaksi peradangan. Namun, penggunaan jangka panjang
kedua jenis obat ini berisiko menimbulkan efek samping. OAINS berpotensi
menyebabkan gangguan saluran cerna (misalnya tukak lambung), gangguan
ginjal, serta risiko komplikasi pada ibu hamil. Sementara itu, steroid dapat
menekan sistem imun, meningkatkan risiko osteoporosis, menyebabkan wajah
membulat (moon face), dan memicu tekanan darah tinggi (hipertensi)
(Prasetya, 2024). Berdasarkan kondisi tersebut, berbagai penelitian terus
dilakukan untuk mengembangkan agen antiinflamasi yang berasal dari sumber
alami, khususnya tumbuhan. Beragam bagian tanaman dapat dimanfaatkan
sebagai bahan obat, seperti buah, daun, kulit batang, rimpang, biji, dan bunga.
Eksplorasi tumbuhan yang memiliki aktivitas antiinflamasi penting dilakukan
sebagai upaya memperoleh alternatif terapi yang lebih aman dengan risiko efek
samping yang lebih rendah dibandingkan pengobatan konvensional (Hidayati
et al., 2022).

Pada penelitian (Wardana et al., 2024) menunjukkan bahwa kakao
merupakan sumber flavonoid yang melimpah. Flavonoid yang terkandung
dalam biji kakao memiliki berbagai aktivitas farmakologis, seperti antioksidan,
antiinflamasi, hipokolesterolemik, dan vasodilator, sehingga berpotensi

dimanfaatkan dalam pengembangan terapi berbasis bahan alam. Flavanol



kakao yang luar biasa sebagai antioksidan, serta memodulasi jalur pensinyalan
yang terlibat dalam proses seluler, seperti peradangan, metabolisme, dan
proliferasi penelitian menunjukkan bahwa kakao dan flavanol turunan kakao
dapat secara efektif memodifikasi proses inflamasi.

Pada penelitian sebelumnya yang berjudul “efektivitas ekstrak biji kakao
(Theobroma cacao L.) terhadap luka penjabutan gigi sel makrofag”
menyatakan bahwa waktu paling efektif pada penyembuhan luka pencabutan
gigi yaitu pada hari ketiga melalui penurunan jumlah sel makrofag yang dapat
menganggu proses inflamasi baik dalam hal inisiasi pemeliharaan maupun
resolusi peradanagan (Kurniawati et al., 2020). Berdasarkan penelitian
(Medellada & Palacio, 2022) ekstrak etanol kulit luar buah kakao terbukti
memiliki kemampuan menghambat inflamasi, dengan efektivitas yang
meningkat sejalan dengan peningkatan dosis. Potensi antiinflamasi ini diduga
disebabkan oleh kandungan senyawa bioaktif dalam eksokarp kakao,
khususnya flavonoid, tanin, dan steroid, yang diketahui memiliki aktivitas
dalam menekan respons peradangan.

Berdasarkan hal tersebut dengan melihat banyaknya tanaman kakao yang
di jual sehingga dapat di manfaatkan sebagai bahan makanan namun setelah di
teliti lebih dalam ternyata juga di manfaatkan sebagai bahan obat, maka
peneliti ingin melakukan penelitian terhadap biji kakao dengan melihat
senyawa metabolit sekunder yang terkandung di dalamnya serta melihat
efektifitas antiinflamasi dari ekstrak biji kakao yang akan di uji pada hewan

coba mencit (Mus musculus).



B. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang diatas maka dirumuskan beberapa
permasalahan sebagai berikut:
1. Apa saja senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak
etanol biji kakao (Theobroma cacao L.)
2. Bagaimana efektivitas antiinflamasi ekstrak etanol biji kakao (Theobroma

cacao L.) pada edema kaki mencit (Mus musculus)

C. Tujuan Penelitian:
1. Untuk mengetahui apa saja senyawa metaboli sekunder yang terkandung
dalam ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L.)
2. Untuk mengetahui efektivitas antiinflamasi ekstrak etanol biji kakao
(Theobroma cacao L.) pada edema kaki mencit (Mus musculus)
D. Manfaat Penelitian
1. Manfaat teoritis
Penelitian ini memberikan pengetahuan ilmiah tentang aktivitas
antiinflamasi biji kakao (Theobroma cacao L.) dan menjadi literatur
farmasi terkait pemanfaatan tanaman lokal Indonesia. Hasilnya dapat
menjadi landasan penelitian farmakologi lanjutan yang terkait dengan
tanaman ini.
2. Manfaat Praktis
Memberikan alternatif sumber obat antiinflamasi herbal yang lebih

aman dibandingkan obat sintetik (OAINS & steroid) yang berisiko efek



samping dan memberikan informasi kepada masyarakat tentang

pemanfaatan biji kakao sebagai obat tradisional serta menjadi referensi

penelitian selanjutnya.

3. Manfaat Kebijakan

Memberikan dasar ilmiah bagi pemerintah dalam mendukung
pengembangan fitofarmaka berbasis tanaman lokal dan mendorong
kebijakan pemanfaatan hasil perkebunan kakao secara lebih luas, tidak
hanya untuk industri pangan tetapi juga industri farmasi.
E. Ruang Lingkup dan Batasan Penelitian

1. Ruang Lingkup

a. Penelitian menggunakan biji kakao matang yang telah dikeringkan dan
diekstraksi dengan metode maserasi dengan pelarut etanol 70%.

b. Uji kandungan senyawa metabolit sekunder melalui skrining fitokimia.

c. Hewan coba yang digunakan adalah mencit jantan (Mus musculus)
dengan bobot 20-30 gram dengan umur 2-3 bulan.

d. Uji efektivitas antiinflamasi biji kakao menggunakan desain
eksperimental murni yang terdiri dari kelompok kontrol negatif, kontrol
positif, dan kelompok perlakuan dengan berbagai dosis ekstrak biji
kakao.

e. Penentuan dosis yang paling efektif sebagai antiinflamasi dari ekstrak

biji kakao.



2. Batasan Penelitian

a. Bagian tanaman yang digunakan hanya biji kakao, tidak mencakup
daun, akar, atau bagian lainnya.

b. Uji antiinflamasi dilakukan menggunakan model peradangan akut
berupa edema kaki mencit yang diinduksi oleh karagenan sehingga
belum mewakili kondisi inflamasi kronik atau inflamasi sistemik.

c. Dosis yang digunakan bersifat eksploratif dan belum mengacu pada
studi toksisitas sebelumnya.

d. Efektivitas antiinflamasi hanya dinilai berdasarkan penurunan volume
edema sebagai indikator fisik, tanpa pemeriksaan histologis atau
pengukuran kadar biomarker inflamasi.

e. Observasi efek antiinflamasi dibatasi pada fase inflamasi akut, yaitu
hingga beberapa jam pasca-induksi, sehingga belum menggambarkan
efek jangka panjang dari ekstrak.

f. Penelitian ini merupakan studi awal pada hewan laboratorium dan
belum mencakup uji klinis pada manusia, sehingga hasilnya belum

dapat diterapkan langsung sebagai terapi klinis.



BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

A. Landasan Teori

1

Tanaman Kakao (Theobroma cacao L.)

a. Morfologi tanaman kakao

Kakao (Theobroma cacao L.) adalah tanaman perkebunan yang
termasuk dalam famili Sterculiaceae. Tanaman ini berasal dari
Amerika Selatan dan kini banyak dibudidayakan di berbagai wilayah
tropis. Bijinya merupakan bahan dasar pembuatan produk olahan
terkenal, yaitu cokelat. Selain itu, biji kakao juga diolah menjadi bubuk
kakao, yang menjadi bahan baku utama berbagai makanan (Farhanandi
& Indah, 2022). Secara morfologi, tanaman kakao dicirikan oleh sistem
perakaran tunggang yang berkembang dengan baik. Daunnya berbentuk
elips memanjang dengan bagian ujung yang meruncing. Bunga muncul
pada area bekas ketiak daun dan memiliki warna yang bervariasi sesuai
dengan jenis atau kultivar tanaman. Ketika matang, buah kakao
menunjukkan warna kuning atau oranye, sedangkan bijinya berwarna
cokelat dan diselimuti oleh pulp berwarna putih yang bertekstur lunak.
(Fortunata et al., 2023).

Tanaman kakao (Theobroma cacao L.) memiliki akar tunggang
yang berkembang cukup dalam, dengan pertumbuhan akar lateral dapat
mencapai sekitar 8 m dan akar vertikal hingga 15 m ke dalam tanah.

Daunnya berbentuk lonjong memanjang dengan ujung yang meruncing



pada kedua sisinya. Batang kakao tumbuh tegak dan dapat mencapai
tinggi antara 1,8 hingga 7 meter. Bunganya muncul pada bekas ketiak
daun atau langsung pada batang dan cabang, berwarna putih dengan
sedikit nuansa ungu kemerahan serta tidak memiliki aroma yang khas.
Buah kakao termasuk tipe buah buni yang memiliki daging buah lunak
yang membungkus biji. Warna kulit buah bervariasi, mulai dari merah
muda, merah muda kecokelatan, merah tua mengilap, hingga hijau.
Sementara itu, biji kakao berwarna cokelat dan dikelilingi oleh lapisan

daging buah berwarna putih. (Farhanandi & Indah, 2022).

Gambar 2.1 Tanama buah biji kakao (Theobroma cacao L.)
Sumber: Jihan Septiani (2025)
b. Klasifikasi Tanaman Kakao (7heobroma cacao L.)
Klasifikasi tanaman kakao (7heobroma cacao L.) meliputi kerajaan,

divisi, kelas, bangsa, suku, marga, dan jenis sebagai berikut:

Kerajaan : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Bangsa : Malvales

Suku : Sterculiaceae
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Marga : Thebroma
Jenis : (Thebroma cacao L) (Fortunata et al., 2023).
c. Nama Lain

Tumbuhan kakao (Theobroma cacao L.) berasal dari daerah tropis
dan tumbuh baik di wilayah dengan iklim hangat dan lembap. Kakao
memiliki nama famili Sterculiaceae yang dikenal dengan nama lokal
“pohon kakao” atau “pohon coklat” karena bijinya yang diolah menjadi
produk coklat. Tumbuhan ini umumnya ditanama sebagai penahan erosi
sekaligus produksi buah (Agus et al., 2014).

d. Kandungan biji kakao

Tumbuhan kakao (Theobroma cacao L) dikenal luas sebagai bahan
dasar pembuatan cokelat. Namun, ternyata biji kakao juga kaya akan
berbagai senyawa fitokimia yang bermanfaat. Analisis fitokimia terhadap
ekstrak biji kakao menunjukkan adanya beragam senyawa aktif, termasuk
flavonoid, alkaloid, tanin, steroid, glikosida jantung, terpenoid, antrakuinon,
saponin, dan  senyawa  fenolik. = Diantara  senyawa-senyawa
tersebut, epikatekin sejenis polifenol merupakan yang paling dominan,
terutama dalam bentuk monomer dan katekin. Selain itu, biji kakao juga
mengandung tokoferol, senyawa yang dikenal memiliki sifat antioksidan
kuat (Brahmantio et al., 2025).

Biji kakao mengandung berbagai komponen yang bermanfaat bagi
kesehatan, antara lain lemak, protein, karbohidrat, mineral, senyawa

antioksidan, serta senyawa yang memberikan efek stimulan bagi tubuh
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(Rachmawati et al., 2023). Kandungan polifenol, terutama flavonoid, dan
senyawa metilxantin yang terdapat dalam biji kakao diketahui tidak hanya
berperan sebagai antioksidan, tetapi juga memiliki aktivitas biologis yang
berpotensi membantu mengatasi berbagai kondisi, seperti peradangan,
obesitas, diabetes, dan penyakit radang usus (Rachmawati et al., 2023).
Flavonoid yang terkandung dalam biji kakao diketahui memiliki aktivitas
antiinflamasi melalui kemampuannya memodulasi metabolisme asam
arakidonat dengan cara menghambat kerja enzim siklooksigenase (COX)
dan lipooksigenase (Setiani et al., 2020).

Flavonoid menunjukkan efek antiinflamasi dengan menghalangi
metabolisme asam arakidonat melalui kedua jalur, yaitu siklooksigenase
dan lipoksigenase. Mekanisme ini menyebabkan berkurangnya jumlah
neutrofil di daerah yang mengalami peradangan. Selain itu, penghambatan
jalur lipoksigenase mengurangi pembentukan leukotrien, yang berperan
dalam mengaktifkan agregasi neutrofil dan kemotaksis. Dengan menekan
produksi leukotrien, flavonoid dapat mencegah akumulasi neutrofil yang
berlebihan, sehingga proses peradangan dapat dikendalikan (Sandhiutami et
al., 2023).

Biji kakao memiliki kandungan senyawa aktif yang menunjukkan
efek antiinflamasi melalui berbagai mekanisme. Alkaloid dalam kakao
bekerja sebagai antiinflamasi dengan cara menghambat pelepasan histamin
dari sel mast serta menurunkan produksi interleukin-1 (IL-1) oleh monosit

(Luliana et al., 2017). Flavonoid, yang merupakan senyawa antiinflamasi
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paling dominan dalam kakao, berperan penting dalam menghambat kerja
enzim COX dan LOX, sehingga menekan pembentukan mediator inflamasi
seperti histamin, prostaglandin, tromboksan, dan leukotrien yang berpotensi
mengurangi pembengkakan (Suleman et al., 2022).

Selain itu, senyawa steroid dalam kakao mampu menghalangi proses
oksidasi asam arakidonat, memberikan efek antiinflamasi sekaligus pereda
nyeri (Hesturini et al., 2022). Sementara itu, saponin menunjukkan aktivitas
antiinflamasi dengan mencegah peningkatan permeabilitas pembuluh darah
dan pembentukan cairan radang (eksudat). Adapun tanin bekerja sebagai
antiinflamasi melalui dua cara: pertama dengan menekan produksi sitokin
proinflamasi, dan kedua dengan menghambat pembentukan radikal bebas
oleh neutrofil, monosit, serta makrofag (Putri et al., 2024).

. Manfaat Biji Kakao (Theobroma cacao)

Biji kakao dalam bentuk coklat memiliki manfaat untuk kesehatan
lebih dari 70% yang dapat meningkatkan sistem kekebalan tubuh. Aktivitas
biologis biji kakao tidak terlepas dari keberadaan polifenol yang memiliki
sifat antioksidan (Rachmawati et al., 2023). Antioksidan berperan dalam
menetralisir radikal bebas sehingga dapat mengurangi kerusakan sel dan
jaringan tubuh. Senyawa fenol yang terkandung di dalamnya dilaporkan
mampu membantu mengendalikan kadar kolesterol darah, yang pada
akhirnya dapat menurunkan risiko terjadinya penyakit jantung. Selain itu,
senyawa tersebut juga dikaitkan dengan pencegahan berbagai penyakit

degeneratif, seperti kanker, stroke, dan hipertensi. Di sisi lain, lemak yang
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terkandung dalam kakao memiliki mutu yang baik karena bebas kolesterol
dan tidak berkontribusi terhadap penyumbatan pembuluh darah (Ramlah,
2016).

Biji kakao mengandung lemak dan protein yang berperan penting
dalam memenuhi kebutuhan gizi tubuh. Asam oleat, yang merupakan jenis
asam lemak tidak jenuh, merupakan komponen utama lemak dalam kakao.
Selain itu, cokelat juga kaya akan polifenol, senyawa antioksidan yang
mampu menetralisir radikal bebas penyebab kerusakan sel. Polifenol dalam
kakao juga bermanfaat untuk mencegah penyakit jantung, hipertensi,
kanker, serta membantu menurunkan risiko berbagai penyakit. Dalam
pengolahannya, biji kakao diubah menjadi tiga komponen utama, yaitu
cocoa liquor, bubuk kakao, dan lemak kakao, yang kemudian digunakan
sebagai bahan dasar pembuatan berbagai produk seperti minuman, cokelat
batangan, es krim, dan roti (Inandar, 2023).

2 Inflamasi
a. Definisi inflamasi

Peradangan (inflamasi) merupakan mekanisme alami tubuh untuk
melindungi dan mempercepat penyembuhan jaringan yang rusak. Proses
ini merupakan respons biologis terhadap infeksi mikroorganisme asing
atau cedera. Reaksi inflamasi berperan penting dalam melawan agen
perusak (inflammogen) melalui serangkaian mekanisme kompleks. Sel-
sel kekebalan seperti makrofag, neutrofil, dan limfosit yang tergolong sel

inflamasi berperan aktif dengan melepaskan berbagai mediator kimia.
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Zat-zat ini meliputi amina vasoaktif, peptida, eikosanoid, sitokin
proinflamasi, dan protein fase akut, yang bersama-sama bekerja untuk
membatasi kerusakan jaringan sekaligus memulihkan fungsi jaringan
yang terkena (Hidayati et al., 2022).

Peradangan dapat menimbulkan berbagai respon tergantung pada
penyebabnya, salah satunya adalah edema. Kondisi ini terjadi akibat
peningkatan aliran darah lokal menuju area yang terluka, yang
menyebabkan pelepasan lebih banyak zat kimia, termasuk histamin, serta
peningkatan  permeabilitas pembuluh  kapiler. Dampak dari
pembengkakan ini antara lain rasa tidak nyaman, nyeri, dan munculnya
ruam pada kulit (Febrianti & Musiam, 2020).

b. Fase inflamasi
Menurut (Amsia, 2020) inflamasi secara umum dibagi menjadi 3 fase:
1) Peradangan parah

Peradangan akut yang berat merupakan mekanisme pertahanan

pertama tubuh terhadap cedera atau kerusakan jaringan. Respons ini
ditandai dengan pelepasan mediator inflamasi, seperti autakoid, yang

diikuti oleh aktivasi sistem imun. Jika proses inflamasi berlangsung

secara terus-menerus dan tidak terkendali, dapat terjadi pembentukan

fibrosis yang berujung pada kerusakan jaringan maupun organ,

sehingga menurunkan fungsi fisiologis organ tersebut.
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2) Reaksi kekebalan tubuh

Aktivasi sistem imun terjadi sebagai respons terhadap keberadaan
antigen atau komponen asing yang muncul selama terjadinya inflamasi
berat. Berbagai sel dan jaringan imun berperan dalam mengenali serta
menghilangkan substansi tersebut melalui mekanisme pertahanan
tubuh, seperti netralisasi dan fagositosis. Respons imun ini dapat
memberikan efek protektif bagi hospes apabila berhasil mengendalikan
faktor penyebab peradangan. Sebaliknya, jika respons imun
berlangsung secara berlebihan atau tidak terkontrol, kondisi tersebut
dapat memperburuk proses inflamasi dan menyebabkan kerusakan
jaringan yang lebih luas.

3) Peradangan berkepanjangan

Peradangan kronis ditandai oleh produksi sejumlah mediator
inflamasi, termasuk interferon, platelet-derived growth factor (PDGF),
dan berbagai sitokin seperti interleukin-1, interleukin-2, serta
interleukin-3, yang perannya tidak begitu menonjol pada inflamasi akut.
Keberlanjutan proses inflamasi ini dapat menyebabkan degenerasi
jaringan dan pembentukan fibrosis, yang pada akhirnya menimbulkan
nyeri serta mengganggu fungsi normal jaringan atau organ yang
mengalami kerusakan.

c. Tanda-tanda inflamasi
Menurut (Wardani, 2024) proses inflamasi umumnya ditandai

oleh lima gejala utama, yaitu rubor (kemerahan), tumor (pembengkakan),
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kalor (peningkatan suhu pada area yang mengalami peradangan), dolor
(nyeri), dan functio laesa (penurunan atau hilangnya fungsi jaringan yang
terkena). Masing-masing tanda tersebut muncul sebagai respons tubuh
terhadap kerusakan jaringan dan proses pertahanan terhadap agen
penyebab inflamasi. Penjelasan mengenai setiap tanda inflamasi tersebut
adalah sebagai berikut:

Kemerahan (rubor)

Rubor merupakan salah satu tanda awal peradangan yang muncul
akibat terkumpulnya darah di area jaringan yang rusak. Hal ini dipicu
oleh pelepasan mediator kimia tubuh seperti kinin, prostaglandin, dan
histamin. Saat reaksi peradangan terjadi, pembuluh darah akan melebar
(vasodilatasi), menyebabkan peningkatan aliran darah menuju jaringan
yang terluka.

Panas (kalor)

Kemerahan dan sensasi panas muncul bersamaan saat terjadi
peradangan. Peningkatan suhu lokal ini disebabkan oleh aliran darah
yang lebih banyak ke area yang meradang dibandingkan jaringan di
sekitarnya. Fenomena panas ini dapat terasa jelas jika peradangan
terjadi di permukaan kulit. Namun, bila terjadi di jaringan dalam,
perubahan suhu maupun kemerahan tidak dapat terdeteksi secara

langsung.
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3) Pembengkakan (tumor)

Tumor merupakan respons peradangan tahap kedua yang terjadi
ketika plasma darah berpindah ke jaringan yang mengalami cedera.
Pembengkakan yang terlihat jelas pada tahap ini terutama disebabkan
oleh tiga faktor utama. Pertama, meningkatnya permeabilitas dinding
kapiler darah memungkinkan cairan lebih mudah keluar. Kedua, terjadi
peningkatan aliran darah menuju area yang terluka. Ketiga, protein
plasma dapat merembes keluar dari pembuluh darah dan masuk ke
ruang interstisial di antara jaringan. Mekanisme kompleks inilah yang
kemudian memunculkan gejala pembengkakan khas pada proses
inflamasi.

4) Rasa sakit (dolor)

Proses inflamasi menimbulkan rasa nyeri melalui beberapa
mekanisme yang saling terkait. Perubahan pH lokal dan fluktuasi
konsentrasi ion tertentu di jaringan yang meradang dapat secara
langsung merangsang ujung-ujung saraf, memicu sensasi nyeri. Selain
itu, pembengkakan jaringan (edema) menyebabkan peregangan
mekanis pada struktur jaringan sekitarnya, menciptakan tekanan lokal
yang turut menimbulkan rasa sakit.

Secara kimiawi, berbagai mediator inflamasi seperti
prostaglandin, histamin, dan bradikinin yang dilepaskan selama
proses peradangan bekerja dengan cara mengaktifkan saraf-saraf

perifer di area yang terkena. Kombinasi antara faktor mekanis dari
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pembengkakan dan stimulasi kimiawi oleh mediator inflamasi inilah
yang menjelaskan mengapa nyeri merupakan gejala khas yang
menyertai proses peradangan.

5) Perubahan fungsi (fungsiolaesa)

Functio laesa mengacu pada penurunan atau hilangnya fungsi
jaringan sebagai konsekuensi dari proses inflamasi. Gangguan fungsi
ini berkaitan dengan terjadinya edema, nyeri, dan perubahan
hemodinamik lokal akibat peningkatan aliran darah serta penumpukan
cairan pada daerah yang mengalami peradangan. Kondisi tersebut
menciptakan lingkungan jaringan yang tidak normal, sehingga
kemampuan jaringan untuk menjalankan fungsi fisiologisnya menjadi
terganggu.

d. Mekanisme Inflmasi

Proses inflamasi diawali oleh adanya rangsangan atau cedera yang
menyebabkan kerusakan sel. Sebagai respons terhadap kerusakan tersebut,
sel akan melepaskan berbagai komponen membran, termasuk fosfolipid
yang menjadi sumber pembentukan asam arakidonat. Asam arakidonat yang
telah terbebaskan kemudian dimetabolisme melalui aktivitas enzim
siklooksigenase (COX) dan lipooksigenase (LOX). Kedua enzim tersebut
mengubah asam arakidonat menjadi senyawa antara yang bersifat tidak
stabil, seperti hidroperoksida dan endoperoksida, yang selanjutnya akan
diubah menjadi berbagai mediator inflamasi, antara lain leukotrien,

prostaglandin, prostasiklin, dan tromboksan. Di antara mediator tersebut,
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prostaglandin dan leukotrien berperan penting dalam menimbulkan

berbagai manifestasi peradangan (Nindia et al., 2021).

Proses inflamasi terjadi melalui mekanisme yang kompleks dan

melibatkan berbagai respons biologis tubuh. Selama proses tersebut, tubuh

akan menghasilkan serta melepaskan sejumlah mediator kimia yang dikenal

sebagai sitokin proinflamasi. Sitokin ini berperan dalam memicu berbagai

manifestasi inflamasi, seperti edema, pembengkakan, kemerahan, nyeri, dan

penurunan fungsi pada jaringan atau organ yang mengalami peradangan

(Fratiwi et al., 2022).

Macam-Macam Inflamasi

)

2)

Inflamasi akut

Inflamasi akut umumnya merupakan reaksi cepat dan berdurasi
pendek yang menjadi ciri khas respons imun bawaan (innate immunity).
Proses ini sering kali melibatkan reaksi sistemik, ditandai dengan
perubahan mendadak pada kadar protein plasma tertentu. Reaksi ini
dapat memicu serangkaian efek kompleks, seperti vasodilatasi,
peningkatan permeabilitas pembuluh darah kecil yang menyebabkan
kebocoran cairan dan protein (eksudasi), serta infiltrasi sel-sel inflamasi
ke jaringan yang rusak. Selain itu, aktivasi sel mast selama inflamasi
akut juga dapat merangsang respons dari eosinofil (Susanti, 2021).
Inflamasi kronik

Inflamasi kronik adalah peradangan yang berlangsung dalam

waktu lama (beberapa minggu hingga bulan), di mana proses
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peradangan, kerusakan jaringan, dan perbaikan terjadi secara
bersamaan. Kondisi ini muncul ketika antigen bertahan lama di dalam
jaringan. Manifestasinya meliputi kerusakan jaringan yang berat,
bahkan hingga menyebabkan disfungsi organ. Awal mula inflamasi
kronik dipengaruhi oleh jenis antigen dan lokasi dominan reaksi imun.
Berbeda dengan inflamasi akut, inflamasi kronik melibatkan komponen
sistem imun adaptif, khususnya rekasi delayed type hypersensitivity
yang dimediasi oleh limfosit. Dalam proses ini, makrofag berperan
penting melalui fagositosis antigen atau sisa-sisa seluler, seperti
neutrofil yang mengalami degenerasi setelah inflamasi mulai terkontrol
dan Aktivasi limfosit T melalui presentasi antigen dan pelepasan
sitokin (Susanti, 2021).
f. Golongan Obat Antiinflamasi
Terapi antiinflamasi memiliki dua tujuan utama, yaitu mengurangi
nyeri yang umumnya menjadi gejala awal sekaligus keluhan yang paling
sering dirasakan oleh pasien, serta mencegah atau memperlambat terjadinya
kerusakan jaringan akibat proses peradangan. Berdasarkan mekanisme
kerjanya, obat antiinflamasi dapat dikelompokkan menjadi dua kategori,
yaitu antiinflamasi steroid dan antiinflamasi nonsteroid (Wardani, 2024).
1) Golongan NSAID (Non-Steroid Anti Inflamation Drugs)
a) Definisi
Obat antiinflamasi nonsteroid (OAINS/NSAIDs) merupakan

kelompok obat yang banyak digunakan dalam penanganan nyeri
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muskuloskeletal. Meskipun efektif, penggunaan obat ini dapat
menimbulkan beberapa efek samping, seperti gangguan pada saluran
pencernaan, termasuk ulkus peptikum, risiko perdarahan, serta
peningkatan tekanan darah. Selain berfungsi sebagai antiinflamasi,
NSAIDs juga memiliki aktivitas analgesik dan antipiretik. Mekanisme
kerjanya melibatkan penghambatan enzim siklooksigenase (COX)
pada jalur metabolisme asam arakidonat, sehingga produksi mediator
inflamasi seperti prostaglandin, tromboksan, dan prostasiklin dapat
ditekan (Imananta & Sulistiyaningsih, 2018).
Mekanisme kerja

Obat Antiinflamasi Nonsteroid (AINS) bekerja sebagai
antiinflamasi dan analgesik terutama dengan menghambat enzim
siklooksigenase (COX), sehingga menghalangi pembentukan
prostaglandin dan mediator proinflamasi lainnya. Prostaglandin
sendiri berperan penting dalam memicu respons inflamasi dan
merangsang nosiseptor untuk menimbulkan sensasi nyeri. Selain itu,
beberapa jenis AINS memiliki mekanisme kerja tambahan, seperti
menghambat kemotaksis leukosit, menurunkan produksi interleukin-
1 (IL-1), mengurangi pembentukan radikal bebas dan superoksida,
serta memodulasi proses intraseluler yang melibatkan ion kalsium
(Awaliyah, 2019).

Obat AINS nonselektif menunjukkan variasi dalam afinitas

penghambatan terhadap enzim COX-1 dan COX-2. Sebagai contoh,
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ibuprofen, indometasin, dan piroksikam cenderung lebih kuat

menghambat COX-1 dibandingkan COX-2. Sebaliknya, meloksikam

menunjukkan selektivitas yang lebih besar terhadap COX-2 daripada

COX-1. Perbedaan profil inhibisi ini menyebabkan variasi efek

terapeutik dan efek samping antar jenis AINS (Awaliyah, 2019).

c¢) Klasifikasi Obat Antiinflamasi Nonsteroid (NSAIDs)

OAINS diklasifikasikan berdasarkan tingkat selektivitasnya
terhadap enzim siklooksigenase (COX) yang berperan dalam proses
inflamasi (Awaliyah, 2019), Klasifikasi tersebut meliputi:

(1) OAINS COX-non selektif, aitu obat yang menghambat enzim
COX-1 dan COX-2 secara bersamaan, seperti aspirin,
indometasin, piroksikam, ibuprofen, naproksen, dan asam
mefenamat.

(2) OAINS COX-2-preferential, yaitu obat yang menunjukkan
kecenderungan lebih kuat dalam menghambat COX-2
dibandingkan COX-1. Golongan ini mencakup nimesulid,
meloksikam, nabumeton, diklofenak, dan etodolak.

(3) OAINS COX-2-selektif, yaitu obat yang secara spesifik
menargetkan enzim COX-2. Golongan ini terdiri atas generasi
pertama yang meliputi selekoksib, rofekoksib, valdekoksib,
parekoksib, dan etorikoksib, serta generasi kedua yang diwakili

oleh lumirakoksib.
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d) Indikasi
OAINS digunakan untuk mengatasi nyeri sedang-berat, demam,
dan peradangan, seperti pada artritis reumatoid, gout, cedera, nyeri
pascaoperasi, sakit gigi, dan migrain. Juga dipakai untuk menutup

duktus arteriosus persisten pada bayi baru lahir. (Awaliyah, 2019).

e) Efek samping
Mayoritas obat AINS menimbulkan efek samping yang serupa,
meliputi:

(1) Gastrointestinal: Gastritis, nyeri ulu hati, gangguan pencernaan,
mual, muntah, hingga tukak lambung (lebih sering terjadi pada
AINS non-selektif).

(2) Kardiovaskular: Peningkatan tekanan darah, edema, dan risiko
infark miokard (lebih tinggi pada AINS selektif COX-2 inhibitor).

(3) Darah: Penurunan trombosit (trombositopenia), neutropenia, atau
anemia aplastik.

(4) Pernapasan: Memicu serangan asma.

(5) Kulit: Ruam atau gatal-gatal.

(6) Ginjal: Gangguan fungsi ginjal, gagal ginjal, proteinuria, atau
peningkatan kalium darah.

(7) Saraf Pusat: Sakit kepala, pusing, atau telinga berdenging (tinitus).
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2) Golongan SAID (Steroid Anti Inflammation Drugs)
a) Definisi

Kortikosteroid merupakan senyawa turunan hormon steroid
yang diproduksi secara alami oleh kelenjar adrenal dan berperan
penting dalam mengatur respons peradangan. Kelompok obat ini
memiliki cakupan terapi yang sangat luas sehingga sering dijuluki
sebagai  "obat penyelamat nyawa". Secara farmakologis,
kortikosteroid menimbulkan dua jenis efek utama yaitu efek
glukokortikoid dan mineralokortikoid. Efek glukokortikoid mencakup
aktivitas antiinflamasi, imunosupresif, antialergi, peningkatan proses
glukoneogenesis, efek katabolik, serta perubahan distribusi lemak
tubuh. Sementara efek mineralokortikoid terutama berupa retensi
natrium dan air di tubulus ginjal disertai peningkatan ekskresi kalium
(Rahmawati et al., 2023).

Kortikosteroid, yang termasuk dalam golongan obat
antiinflamasi steroid (OAIS), memiliki mekanisme kerja yang
berbeda dibandingkan obat antiinflamasi nonsteroid (OAINS). Efek
antiinflamasi kortikosteroid diperoleh melalui peningkatan produksi
lipokortin-1, suatu protein yang mampu menghambat aktivitas enzim
fosfolipase A2. Penghambatan enzim tersebut menyebabkan
berkurangnya pembentukan asam arakidonat, yang merupakan
prekursor utama berbagai mediator inflamasi. Dengan menurunnya

ketersediaan asam arakidonat, sintesis mediator inflamasi yang
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berasal dari jalur siklooksigenase maupun lipooksigenase dapat
ditekan. Oleh karena itu, kortikosteroid memiliki efek antiinflamasi
yang lebih kuat dan cakupan kerja yang lebih luas dibandingkan
OAINS yang hanya bekerja pada jalur siklooksigenase (Akhyar,
2022).
b) Mekanisme kerja

Kortikosteroid bekerja menghambat inflamasi dengan cara
menekan pelepasan asam arakidonat melalui inhibisi enzim
fosfolipase A2. Tanpa asam arakidonat, jalur metabolisme
siklooksigenase (COX) dan lipoksigenase (LOX) tidak dapat
berlangsung. Enzim COX terdiri dari dua isoform - COX-1 yang
bertanggung jawab memproduksi prostaglandin protektif untuk
mukosa lambung, tromboksan untuk agregasi platelet, dan menjaga
fungsi ginjal; serta COX-2 yang menghasilkan prostaglandin pro-
inflamasi. Sementara itu, penghambatan LOX mencegah
pembentukan leukotrien yang berperan dalam vasokonstriksi dan
bronkokonstriksi. Dengan demikian, kortikosteroid secara efektif
mengurangi proses inflamasi, nyeri, dan reaksi alergi melalui
mekanisme penghambatan kaskade asam arakidonat ini (Rahmawati
et al., 2023).

c¢) Pengelompokkan golongan steroid
Menurut (Rinidar et al., 2020) secara klinis kortikosteroid

dibedakan menjadi dua kelompok utama, yaitu glukokortikoid dan
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mineralokortikoid. Obat antiinflamasi steroid umumnya berasal dari
hormon steroid golongan glukokortikoid yang memiliki aktivitas
farmakologis dalam mengatasi peradangan yang disebabkan oleh
berbagai faktor, seperti trauma, reaksi alergi, maupun infeksi.
Berdasarkan struktur turunannya, kortikosteroid dapat dikelompokkan
menjadi deltakortikoid dan fluorkortikoid. Golongan deltakortikoid
meliputi prednison, prednisolon, metilprednisolon, budesonid,
desonid, dan prednikarbat. Sementara itu, golongan fluorkortikoid

terdiri atas betametason, deksametason, dan triamsinolon.
Berdasarkan lama kerjanya obat kortikosteroid dibagi atas: Masa
Kerja pendek (short acting) yaitu kortison, hidrokortison, daflazacort.
Berdasarkan masa kerja sedang (intermediate acting) yaitu: prenidson,
prenidsolon, metil prenidsolon. Berdasarkan masa kerja panjang
(Long acting) yaitu: deksametason, betametason. Sediaan anti
inflamasi ini tersedia dalam bentuk sistemik antara lain oral, trans
rektal, intravena, intramuskular dan dalam bentuk sediaan lokal
seperti topikal, intranasal, intraocular, dan intraarticular (Rinidar et

al., 2020).
3 Ekstraksi
a. Definisi Ekstraksi

Ekstrak merupakan sediaan farmasi berbentuk kering, kental, atau
cair yang dihasilkan melalui proses ekstraksi dengan metode tertentu dan

harus dilindungi dari paparan cahaya matahari langsung untuk mencegah
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kerusakan senyawa aktif. Proses ekstraksi itu sendiri merupakan teknik
pemisahan komponen zat yang larut dari bahan mentah menggunakan
pelarut cair tertentu, dimana zat yang larut akan terpisah dari zat yang
tidak larut. Dalam bahan alam khususnya simplisia (bagian tanaman yang
digunakan sebagai obat), kandungan bahan aktif umumnya dapat
dikelompokkan menjadi beberapa kelas senyawa seperti minyak atsiri,
alkaloid, dan flavonoid. Pengetahuan mengenai jenis bahan aktif yang
terkandung dalam simplisia menjadi kunci penting dalam menentukan
pemilihan pelarut ekstraksi yang paling sesuai (Rahayu, 2024).

Dalam penelitian bahan alam, ekstraksi merupakan metode yang
umum digunakan untuk memperoleh senyawa bioaktif dari simplisia.
Teknik ini dilakukan dengan memanfaatkan pelarut tertentu guna
melarutkan dan memisahkan komponen aktif dari matriks bahan. Dasar
dari proses ekstraksi adalah prinsip "like dissolves like", yang menyatakan
bahwa senyawa polar akan lebih mudah larut dalam pelarut polar,
sedangkan senyawa nonpolar akan larut dalam pelarut nonpolar. Tujuan
utama ekstraksi adalah memperoleh senyawa atau kelompok senyawa
tertentu yang terdapat dalam bahan alam. Oleh karena itu, pemilihan
metode ekstraksi perlu disesuaikan dengan sifat senyawa yang akan
diekstraksi, karakteristik pelarut, serta ketersediaan peralatan yang
digunakan dalam proses tersebut (Syamsul et al., 2020).

Keberhasilan proses ekstraksi dipengaruhi oleh beberapa faktor

penting, antara lain:
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1) Ukuran bahan, pengecilan ukuran simplisia bertujuan untuk
meningkatkan luas permukaan kontak antara bahan dan pelarut.
Dengan semakin luasnya permukaan bahan, pelarut akan lebih mudah
dan cepat menembus jaringan simplisia sehingga proses penarikan
senyawa aktif menjadi lebih efektif.

2) Suhu ekstraksi, temperatur yang digunakan selama ekstraksi
berpengaruh terhadap laju perpindahan senyawa dari bahan ke dalam
pelarut. Penggunaan suhu yang lebih tinggi umumnya dapat
mempercepat proses ekstraksi dan meningkatkan jumlah senyawa
yang terekstraksi.

3) Pelarut, pemilihan pelarut merupakan faktor penting dalam proses
ekstraksi. Pelarut yang digunakan sebaiknya memiliki kemampuan
melarutkan senyawa target secara optimal sehingga senyawa aktif
dapat diekstraksi dengan hasil yang lebih baik (Rahayu, 2024).

. Prinsip Ekstraksi

Ekstraksi merupakan suatu metode pemisahan zat yang didasarkan
pada perbedaan koefisien kelarutan komponen dalam dua fase cair yang
bersifat immiscible (tidak saling bercampur), sehingga senyawa target
dapat dipisahkan dari campurannya. Prinsip dasar ekstraksi mengacu pada
kesesuaian sifat kepolaran, yaitu senyawa polar akan lebih mudah larut
dalam pelarut polar, sedangkan senyawa nonpolar cenderung larut dalam
pelarut nonpolar. Proses ekstraksi umumnya dilakukan melalui

perendaman bahan menggunakan pelarut organik pada kondisi suhu
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tertentu untuk memperoleh senyawa yang diinginkan. Selama tahap
perendaman, perbedaan tekanan antara interior dan eksterior sel dapat
menyebabkan terganggunya integritas dinding serta membran sel. Hal ini
mengakibatkan metabolit sekunder yang berada dalam sitoplasma keluar
dan terdistribusi ke dalam pelarut, sehingga proses isolasi senyawa
bioaktif dapat berlangsung dengan lebih optimal (Fakhruzy et al., 2020).

Proses maserasi sangat dipengaruhi oleh tiga faktor utama: suhu,
waktu, dan jenis pelarut yang digunakan. Pemilihan suhu yang optimal
berperan penting dalam menentukan rendemen ekstrak, di mana suhu
yang tepat dapat meningkatkan hasil ekstraksi, sedangkan suhu yang
terlalu tinggi atau waktu maserasi yang terlalu lama justru dapat
menurunkan rendemen karena degradasi senyawa aktif. Selain
itu, pemilihan pelarut yang sesuai juga sangat krusial karena berpengaruh
langsung terhadap kadar senyawa metabolit sekunder yang dihasilkan.
Pelarut dengan polaritas yang sesuai dengan senyawa target akan
meningkatkan efisiensi ekstraksi, sehingga menghasilkan rendemen dan
kualitas ekstrak yang lebih baik. Oleh karena itu, optimasi ketiga faktor
ini diperlukan untuk memperoleh hasil maserasi yang maksimal
(Fakhruzy et al., 2020).

c. Jenis-Jenis Ekstraksi
Menurut (Nurani et al., 2024) proses ekstraksi dapat dilakukan

melalui dua pendekatan utama, yaitu ekstraksi dingin dan ekstraksi panas
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1) Metode ekstraksi dingin digunakan untuk memperoleh senyawa aktif
yang rentan mengalami kerusakan atau degradasi akibat paparan suhu
tinggi. Oleh karena itu, teknik ini sangat sesuai untuk mengekstraksi
senyawa yang bersifat termolabil. Pelaksanaan ekstraksi dingin dapat
dilakukan melalui beberapa metode yang berbeda, antara lain sebagai
berikut
a) Maserasi

Maserasi merupakan teknik tradisional untuk mengisolasi
metabolit sekunder dari tumbuhan dengan menggunakan pelarut.
Dalam proses ini, bahan tanaman direndam dalam pelarut organik
seperti etanol atau metanol untuk waktu yang cukup lama, mulai
dari beberapa hari hingga minggu. Selama perendaman, pelarut
akan menarik senyawa aktif seperti pigmen, zat penyedap, atau
senyawa aromatik dari bahan tanaman. Hasil ekstraksi kemudian
disaring dan dipekatkan untuk mendapatkan senyawa murni atau
ekstrak yang kental. Teknik ini banyak diaplikasikan dalam
industri makanan, kosmetik, dan farmasi untuk menghasilkan
berbagai produk berbahan alami.

Maserasi adalah proses ekstraksi di mana bahan padat
(maserand) direndam dalam pelarut seperti alkohol, air, atau
minyak selama periode tertentu, mulai dari beberapa jam hingga
beberapa hari, untuk melarutkan senyawa target. Setelah

perendaman, pelarut yang mengandung senyawa aktif dipisahkan
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dari ampas padat melalui penyaringan atau sentrifugasi. Teknik ini
banyak dimanfaatkan dalam pembuatan ekstrak untuk industri
pangan, minuman, dan obat-obatan.

Keuntungan ekstraksi metode mascrasi antara lain: efisiensi
ekstraksi yang lebih baik, pengawetan senyawa peka panas,
mengurangi dampak lingkungan, peningkatan rasa dan aroma,

mengurangi risiko kontaminasi

b) Maserasi bertingkat

d)

Prinsip maserasi bertingkat adalah metode ekstraksi
menggunakan pelarut dengan tingkat polaritas yang berbeda secara
bertahap. Teknik ini dapat dikombinasikan dengan bioassay guided
extraction untuk memandu proses isolasi senyawa aktif. Metode ini
didasarkan pada perbedaan kelarutan senyawa aktif dalam pelarut
dengan tingkat kepolaran yang beragam.

Perkolasi

Perkolasi adalah metode ekstraksi dengan mengalirkan pelarut
melalui serbuk bahan tanaman dalam wadah khusus. Pelarut yang
meresap akan melarutkan senyawa aktif seperti zat warna, aroma,
dan komponen bioaktif. Ekstrak yang dihasilkan kemudian
dipekatkan untuk mendapatkan produk murni. Teknik ini banyak
digunakan di industri makanan, farmasi, dan kosmetik karena lebih

efisien daripada maserasi, memberikan rendemen lebih tinggi
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dengan penggunaan pelarut yang lebih hemat. Prosesnya yang
kontinu membuat ekstraksi berlangsung lebih cepat dan efektif.

Keuntungan ekstraksi metode perkolasi antara lain: efisiensi
ekstraksi yang tinggi, kondisi ekstraksi yang dapat disesuaikan,
dampak lingkungan yang rendah, keserbagunaan.

2) Ekstraksi panas, metode ekstraksi panas diterapkan untuk memperoleh
senyawa aktif yang memiliki kestabilan terhadap suhu tinggi. Teknik
ini memanfaatkan pemanasan selama proses penyarian guna
meningkatkan efisiensi ekstraksi dan mempercepat perpindahan
senyawa dari bahan ke dalam pelarut. Beberapa metode ekstraksi yang
menggunakan bantuan panas antara lain sebagai berikut.

a) Infundasi

Infundasi adalah teknik ekstraksi yang dilakukan dengan
merebus simplisia dalam air menggunakan panci infus pada suhu
90°C selama 15 menit. Metode ini khusus digunakan untuk
mengekstrak senyawa polar yang stabil terhadap panas dan larut
dalam air. Namun, hasil infundasi memiliki keterbatasan dalam
penyimpanan karena sari yang dihasilkan mudah terkontaminasi
kapang/jamur. Oleh sebab itu, infusa hanya dapat digunakan
maksimal dalam waktu 24 jam setelah proses penyarian selesai

dilakukan.
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b) Soxhletasi

Ekstraksi menggunakan alat Soxhlet termasuk dalam metode
ekstraksi termal karena melibatkan proses pemanasan pada labu alas
bulat. Oleh karena itu, teknik ini hanya cocok untuk bahan-bahan
yang memiliki stabilitas terhadap suhu tinggi. Prinsip kerjanya
memanfaatkan siklus pelarut yang terus-menerus untuk mengekstrak
senyawa dari sampel secara efisien, namun dengan syarat bahwa
senyawa target tidak terdegradasi oleh panas yang diberikan selama
proses berlangsung.

Metode ekstraksi Soxhlet memiliki beberapa keunggulan dalam
proses penyarian. Salah satunya adalah penggunaan pelarut yang
relatif lebih efisien karena pelarut yang menguap akan mengalami
kondensasi dan kembali menetes ke simplisia dalam keadaan segar.
Selain itu, metode ini memungkinkan terjadinya proses ekstraksi
secara berulang sehingga jumlah senyawa yang tersari dapat
meningkat. Proses penyarian juga dapat diperpanjang dengan mudah
hanya dengan menambah durasi ekstraksi, sehingga efisiensinya
lebih tinggi.

Di sisi lain, metode Soxhlet juga memiliki beberapa keterbatasan.
Teknik ini kurang sesuai untuk mengekstraksi senyawa aktif yang
mudah rusak atau terdegradasi oleh panas karena prosesnya
melibatkan pemanasan secara terus-menerus. Selain itu, pelarut yang

digunakan harus memiliki tingkat kemurnian yang tinggi atau
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membentuk campuran azeotrop, mengingat pelarut akan mengalami
proses pendidihan berulang selama ekstraksi berlangsung.
c¢) Destilasi

Destilasi merupakan teknik ekstraksi minyak atsiri dari bahan
tumbuhan melalui proses penguapan menggunakan air atau uap. Cara
kerjanya dengan memanaskan bahan tanaman hingga minyak atsiri
menguap, kemudian uap tersebut didinginkan kembali menjadi cairan
yang terkumpul sebagai produk akhir.

Keunggulan metode ini terletak pada sifatnya yang relatif aman
dan alami, karena tidak melibatkan bahan kimia atau pelarut keras
sehingga mampu mempertahankan komponen aromatik yang sensitif.
Namun, proses destilasi membutuhkan waktu yang cukup lama,
terutama untuk mengekstraksi minyak dalam skala besar dari bahan
tanaman. Meski demikian, teknik ini tetap menjadi pilihan utama
karena efisiensi dan kualitas minyak atsiri yang dihasilkan.

d) Digestasi

Digestasi merupakan metode ekstraksi yang prinsip kerjanya
serupa dengan maserasi, tetapi prosesnya dilakukan dengan bantuan
pemanasan ringan pada kisaran suhu 30—40°C. Teknik ini umumnya
diterapkan untuk mengekstraksi senyawa dari simplisia yang dapat
terlarut secara lebih efektif pada suhu rendah hingga sedang (Tafonao,

2019).
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e) Refluks

Refluks merupakan teknik ekstraksi yang dilakukan dengan
memanaskan pelarut hingga mencapai titik didihnya dalam waktu
tertentu, menggunakan volume pelarut yang telah ditetapkan, serta
dilengkapi dengan kondensor untuk mengembalikan uap pelarut
menjadi cairan. Proses ekstraksi ini umumnya dilakukan berulang
kali, sekitar 3—5 siklus pada residu yang sama, sehingga mampu

meningkatkan efektivitas penyarian senyawa aktif (Tafonao, 2019).

4. Karagenan

Karagenan merupakan polisakarida alami yang diperoleh dari
ekstraksi dinding sel rumput laut merah (Rhodophyta). Senyawa ini
diekstraksi menggunakan larutan alkali, seperti KOH atau NaOH, yang
berfungsi untuk mengoptimalkan pemisahan polisakarida sekaligus
memfasilitasi pembentukan ikatan 3,6-anhidro-galaktosa—struktur kunci
yang meningkatkan stabilitas dan kekuatan gel karagenan (Andriyono et al.,
2022). Selain aplikasinya dalam industri pangan sebagai pengental dan
pembentuk gel, karagenan juga digunakan dalam penelitian biomedis untuk
menginduksi edema dan inflamasi akut pada model hewan uji. Ketika
disuntikkan ke jaringan, karagenan bertindak sebagai antigen asing yang
memicu respons imun dengan melepaskan mediator inflamasi seperti
histamin, prostaglandin, dan sitokin. Reaksi ini menyebabkan vasodilatasi,
peningkatan permeabilitas pembuluh darah, dan akumulasi cairan (edema)

sebagai bagian dari mekanisme pertahanan tubuh (Sholihah, 2022). Dengan



36

demikian, karagenan menjadi alat penting dalam studi antiinflamasi untuk
mengevaluasi efektivitas obat-obatan baru.

Uji aktivitas antiinflamasi dengan Metode induksi karagenan
merupakan salah satu teknik yang paling banyak digunakan dalam pengujian
aktivitas antiinflamasi karena prosedurnya relatif sederhana, mudah
diterapkan, dan memberikan hasil yang konsisten. Peradangan yang
dihasilkan melalui induksi karagenan umumnya tidak menimbulkan
kerusakan jaringan permanen. Selain itu, penggunaan A-karagenan memiliki
sensitivitas yang baik terhadap agen antiinflamasi sehingga sering dipilih
sebagai model inflamasi dalam penelitian, serta tidak meninggalkan
perubahan atau bekas pada jaringan setelah pengujian (Sholihah, 2022).

Inflamasi yang diinduksi oleh karagenan berlangsung melalui tiga fase
utama. Fase pertama terjadi dalam waktu sekitar satu jam setelah induksi dan
ditandai oleh degranulasi sel mast yang memicu pelepasan histamin serta
serotonin. Fase kedua berlangsung pada rentang 60—150 menit, yang ditandai
dengan pelepasan bradikinin dan munculnya sensasi nyeri. Selanjutnya, fase
ketiga terjadi sekitar 3—4 jam setelah induksi, yang ditandai oleh peningkatan
produksi eikosanoid sebagai mediator inflamasi. Karagenan banyak
digunakan sebagai agen penginduksi edema karena mampu memicu respons
peradangan yang berlangsung secara bertahap melalui ketiga fase tersebut.
Inflamasi yang diinduksi oleh karagenan berkembang secara bertahap
melalui beberapa mediator. Tahap awal melibatkan pelepasan histamin dan

serotonin dalam 90 menit pertama, diikuti oleh peran bradikinin pada periode
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1,5-2,5 jam setelah induksi. Pada sekitar jam ketiga, prostaglandin mulai
mendominasi respons inflamasi sehingga edema mencapai kondisi maksimal
dan tetap berlangsung hingga sekitar 5 jam. Karena pola respons tersebut,
karagenan banyak dimanfaatkan sebagai model inflamasi akut untuk menguji
potensi obat antiinflamasi yang menargetkan jalur prostaglandin (Busyairi et
al., 2024).
5. Jangka Sorong
Jangka sorong merupakan instrumen ukur multifungsi yang digunakan
untuk menentukan dimensi panjang, diameter luar, diameter dalam, serta
kedalaman suatu objek. Alat ini memiliki tingkat ketelitian hingga 0,02 mm
atau 0,05 mm, bergantung pada jenis dan spesifikasinya. Konstruksinya terdiri
dari sepasang rahang, yakni rahang tetap dan rahang geser, yang dilengkapi
dengan sistem skala utama dan skala vernier. Kombinasi ini memungkinkan
tingkat akurasi pengukuran yang tinggi dalam berbagai kondisi aplikasi.
Kepopulerannya di bidang teknik terutama disebabkan oleh faktor
kemudahan operasional dan fleksibilitasnya dalam melakukan beragam jenis
pengukuran tanpa memerlukan peralatan tambahan. Secara umum, jangka
sorong diklasifikasikan ke dalam dua tipe utama berdasarkan mekanisme
pembacaannya, yaitu jangka sorong mekanik (analog) dan jangka sorong
digital (Efendi et al., 2025).
Pengujian aktivitas antiinflamasi dilakukan dengan menggunakan jangka
sorong sebagai alat ukur. Instrumen ini berfungsi untuk mengukur diameter

atau dimensi ketebalan pembengkakan (edema) pada kaki tikus. Dalam
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pengukuran volume edema menggunakan jangka sorong, parameter yang
harus diperhatikan adalah ketebalan kaki pada setiap waktu pengambilan data.
Metode pengukuran dengan jangka sorong ini merupakan teknik yang umum
digunakan dalam uji antiinflamasi karena kemudahannya, baik dari segi
ketersediaan alat, prosedur pelaksanaan, metode pengamatan, hingga proses
pengambilan data yang sederhana (Nasution, 2022).
6. Mencit (Mus musculus)
a. Klasifikasi mencit putih (Mus musculus)

Toksonomi mencit (Mus musculus) yaitu:

Kingdom : Animalia

Filum : Chordata

Class : Mamalia

Ordo : Rodentia

Family : Muridae

Genus : Mus

Spesies : Mus musculus (Khatimah, 2023)
'

Gambar 2.2 Mencit (Mus musculusl)

Sumber: Jihan Septiani (2025)
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Mencit (Mus musculus) merupakan hewan yang termasuk dalam
Kingdom Animalia dan sering digunakan sebagai hewan uji dalam berbagai
penelitian. Hewan ini memiliki karakteristik berupa sifat yang relatif jinak,
sensitif terhadap cahaya, aktif pada malam hari (nokturnal), mudah
dipelihara, memiliki siklus hidup yang singkat, serta termasuk hewan
poliestrus. Dalam penelitian laboratorium, mencit menjadi salah satu model
hewan yang paling banyak dimanfaatkan, dengan persentase penggunaan
mencapai sekitar 40-80% dari total hewan percobaan. Tingginya
penggunaan mencit didukung oleh berbagai keunggulan, seperti masa hidup
yang relatif pendek, kemampuan reproduksi yang tinggi dengan jumlah
anak yang banyak dalam setiap kelahiran, keragaman karakteristik genetik,
serta kemudahan dalam pemeliharaan dan penanganannya (Berliani et al.,
2021).

. Morfologi mencit putih (Mus musculus)

Mencit (Mus musculus) memiliki luas permukaan tubuh sekitar 36 cm?
dengan berat badan rata-rata sekitar 20 gram ketika mencapai usia dewasa,
yaitu pada umur kurang lebih 70 hari atau sekitar dua bulan. Bobot mencit
yang baru lahir umumnya berkisar antara 0,5—-1,5 gram dan dapat meningkat
hingga mencapai sekitar 40 gram pada kondisi tertentu. Pada fase dewasa,
berat badan mencit betina umumnya berada pada kisaran 2540 gram,
sedangkan mencit jantan memiliki berat badan sekitar 2040 gram (Zikri,

2021).
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Secara anatomi, terdapat beberapa perbedaan antara mencit jantan
dan betina. Mencit betina memiliki lima pasang kelenjar mammae, yang
terdiri atas tiga pasang di daerah toraks ventral dan dua pasang di daerah
inguinal. Selain itu, mencit memiliki susunan gigi permanen yang terdiri
atas insisivus 1/2, kaninus 0/0, premolar 0/0, dan molar 3/3. Gigi insisivus
mencit terus tumbuh sepanjang hidupnya sehingga hewan ini memiliki
kebiasaan mengerat kayu atau benda keras lainnya untuk mengendalikan
pertumbuhan gigi tersebut. Gigi pada mencit tidak mengalami pergantian
setelah dewasa dan berfungsi penting dalam memperoleh serta mengunyah
makanan. (Zikri, 2021).

Mencit (Mus musculus) merupakan hewan yang memiliki
kemampuan adaptasi tinggi sehingga dapat hidup pada berbagai kondisi
iklim, baik dingin, sedang, maupun panas. Hewan ini dapat dipelihara di
dalam kandang maupun hidup bebas di alam sebagai hewan liar. Mencit liar
umumnya lebih menyukai lingkungan dengan suhu yang relatif hangat,
namun tetap mampu beradaptasi dengan baik pada kondisi suhu yang lebih
rendah (Zikri, 2021).

Dalam penelitian, mencit sering dipilih sebagai hewan percobaan
karena memiliki berbagai keunggulan. Hewan ini mempunyai siklus estrus
yang teratur, struktur anatomi yang mudah diamati, masa kebuntingan yang
relatif singkat, serta kemampuan reproduksi yang tinggi dengan jumlah
anak yang banyak dalam setiap kelahiran. Selain itu, mencit memiliki pola

pertumbuhan dan respons biologis yang cukup mirip dengan manusia,
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sehingga banyak digunakan sebagai model penelitian. Ukuran tubuhnya
yang kecil juga membuat pemeliharaannya lebih praktis karena tidak
memerlukan ruang yang luas maupun perlakuan khusus yang rumit sebelum
digunakan sebagai hewan uji. Di samping itu, proses metabolisme dan
pencernaannya berlangsung relatif cepat, sehingga mendukung efisiensi
pelaksanaan penelitian (Zikri, 2021).
c. Karakteristik

Mencit memiliki harapan hidup rata-rata sekitar 1-2 tahun, meskipun
pada kondisi tertentu dapat mencapai usia hingga 3 tahun. Hewan ini
umumnya telah mencapai kematangan seksual pada usia sekitar 8§ minggu
sehingga siap untuk dikawinkan. Proses perkawinan biasanya berlangsung
ketika mencit betina berada pada fase estrus. Siklus estrus mencit
berlangsung selama 4-5 hari, sedangkan masa kebuntingannya berkisar
antara 19-21 hari. Berat badan mencit dewasa bervariasi berdasarkan jenis
kelamin, dengan mencit jantan memiliki berat sekitar 2040 gram dan
mencit betina sekitar 25—40 gram. Seperti halnya tikus, mencit memiliki
parameter fisiologis normal yang digunakan sebagai acuan dalam
penelitian, meskipun beberapa nilainya berbeda dari tikus. Adapun nilai
fisiologi normal pada mencit dapat dijelaskan sebagai berikut (Purwo et al.,

2018).



42

Tabel 2.1 karakteristik nilai-nilai fisiologi normal pada mencit (Purwo

et al., 2018).
Parameter Keterangan
Suhu tubuh 95-102,5°F
Denyut jantung 320-840 bpm
Respirasi 84-280
Berat lahir 2—4 gram
Berat dewasa 20-40 gram (jantan)

25-45 gram (betina)

Masa hidup

1-2 tahun

Maturitas seksual

28-49 hari

Target suhu lingkungan

68-79°F (17,78-26,11°C)

Target kelembapan lingkungan 30-70%
Gestasi 19-21 hari
Minum 6—7 ml/hari

B. Kerangka Teori

Inflamasi adalah respon tubuh terhadap cedera,
infeksi, atau iritasi
Tanda inflamasi: edema, nyeri, kemerahan

Biji kakao (Theobroma cacao) Mengandung
Flavanoid, alkaloid, tanin, saponin,
triterpenoid dan fenolik bersifat antiinflamasi

’
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Ekstrak biji kakao (Theobroma cacao)
diketahui mampu mengurangi pembentukan
edema pada telapak kaki mencit yang telah

diinduksi menggunakan karagenan

v

Hewan coba: mencit (Mus musculus)
Induksi: karagenan
Perlakuan: pemberian ekstrak biji kakao
dengan berbagai dosis
Parameter: volume edema kaki mencit pre dan

post
J

y

Mengetahui efek antiinflamasi dari ekstrak biji
kakao dan dosis yang paling efektif

J
Gambar 2.3 kerangka teori
C. Kerangka Konseptual
‘ Variabel Independen ’ .
l ‘ Variabel Dependen
Pemberian ekstrak biji kakao Pengaruh pemberian ekstrak biji
(Theobroma cacao L.) dalam kakao  (Theobroma cacao L.)
beberapa dosis 100 _|_, terhadap volume edema
mg/kgBB, 200 mg/kgBB dan (pembengkakan) pada kaki mencit
300 mg/kgBB mencit
J Y

Gambar 2.4 kerangka konseptual
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Tabel 2.2 definisi oprasiona dan kriteria objektif

NO Variabel Definisi Cara dan Kriteria Skala
Operasional  Alat Ukur Objektif
1. Efektivitas Kemampuan Perhitungan  -Signifikan Rasio
Antiinflamasi ekstrak dalam  manual jika p <0,05
ekstrak biji menurunkan dengan -Tidak
kakao volume edlema Menghitung signifikan
(Theobrama  pada mencit % penurunan  jika p > 0,05
cacao L) dibandingkan  edema:
kelompok ((VO—V1)/V0)
kontrol positif ~ x 100
dan negatif
2. Dosis Jumlah Menghitung - Rendah: Numerik
Ekstrak konsentrasi dosis 100mg/kgBB
ekstrak yang berdasarkan - Sedang:
diberikan per ~ berat badan 200mg/kgBB
berat badan mencit - Tinggi:
mencit dalam  dengan 300mg/kgBB
mg/kgBB Timbangan
digital
3.  Volume Volume Mengukur - Efektif: Rasio
Edema pembengkakan perubahan penurunan
kaki mencit volume dari  >50%
yang diukur waktu ke - Kurang
menggunakan  waktu dengan Efektif atau

Jangka sorong,

sebelum dan

menggunakan tidak efektif:

jangka

sorong

<50%




45

sesudah penurunan

perlakuan volume

E. Hipotesis

1.

Hipotesis (H1)

Pemberian ekstrak biji kakao (Theobrama cacao L) memiliki efek
antiinflamasi yang berbeda secara signifikan dalam menurunkan volume
edema kaki mencit (Mus musculus). Hipotesis diterima apabila penurunan

antiinflamasi > 50%.

. Hipotesis (Ho)

Pemberian ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L.) tidak
memiliki efek antiinflamasi atau tidak berbeda secara signifikan dalam
menurunkan volume edema kaki mencit (Mus musculus). Hipotesis ditolak

apabila penurunan aniinflamasi < 50%.



BAB 111
METODE PENELITIAN
A. Desain Penelitian
Desain penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental
laboratorium yang bertujuan untuk mengetahui senyawa yang terkandung
didalam ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L.) dan efektivitas ekstrak biji
kakao sebagai antiinflamasi pada hewan coba mencit (Mus musculus).
B. Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada Bulan Maret-April 2026 di Laboratorium
Farmakologi Farmasi, Prodi Farmasi, Fakultas [lmu Kesehatan, Universitas
Muhammadiyah Palopo.
C. Populasi dan Sampel
1. Populasi
Populasi pada penelitian ini digunakan tanaman biji kakao
(Theobroma cacao L.) yang matang, diperoleh di Desa Lera, Kecamatan
Wotu, Kabupaten Luwu Timur.
2. Sampel
Penelitian ini menggunakan sampel ekstrak tanaman biji kakao
(Theobroma cacao L.) dengan dosis I (100mg/ kg BB) dosis II (200 mg/kg

BB) dan dosis III (300 mg/kg BB).
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D. Jenis dan Sumber data

1.

Jenis data

Penelitian ini menggunakan data kuantitatif dan kualitatif. Data
kuantitatif yaitu data yang diperoleh dalam bentuk angka dan dapat
dianalisis secara statistik. Data yang dikumpulkan berupa volume edema
kaki mencit (mm), persentase penurunan volume edema, dan data dosis
ekstrak yang diberikan. Data kualitatif diperoleh dari hasil skrining
fitokimia ekstrak biji kakao (Theobroma cacao L.) yang menunjukkan
keberadaan senyawa metabolit sekunder berdasarkan perubahan warna atau
terbentuknya endapan pada uji alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, fenolik,
steroid dan triterpenoid.
Sumber data

Sumber data yang digunakan adalah sumber data primer. Data primer
yang diperoleh langsung dari hasil eksperimen laboratorium, meliputi
proses ekstraksi biji kakao (Theobroma cacao L.) dengan metode maserasi
menggunakan etanol 70%, uji fitokimia, serta uji efektivitas antiinflamasi
terhadap mencit yang termasuk pengukuran volume kaki mencit
menggunakan jangka sorong, observasi terhadap efek pemberian ekstrak

etanol biji kakao, data bobot badan mencit dan dosis yang diberikan.

E. Instrumen Penelitian

Alat-alat yang digunakan adalah pisau, keranjang, tampah, tabung reaksi

(osuka), sendok tandu, beaker glass (approx), gelas ukur (iwaki), batang

pengaduk (iwaki), blender (miyako), kain hitam, kandang mencit, mortir dan
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stamper, cawan porselen (haldenwanger), penangas air, rotary evaporator,
bunsen, gegep kayu, pipet tetes (bomex), rak tabung reaksi, lap kasar dan lap
halus, pisau, sonde oral, spoit injeksi, jangka sorong, kamera, timbangan
digital (acis) dan timbangan analitik (osuka). Bahan yang digunakan yaitu biji
kakao (Theobroma cacao L.), etanol 70% (CoHeO), karagenan, natrium
diklofenak (CisH10Cl2NNaQOy), natrium karboksimetilselulosa (CsHisNaOs),
natrium klorida (NaCl), dan air suling (H>0O), kertas saring, asam sulfat pekat
(H2SO4), asam klorida 2% (HCI), Pereaksi mayer, dragendroff, logam
magnesium (Mg), asam asetat anhidrat (CH3COy),besi III klorida (FeCls), dan
asam klorida (HCl).
F. Teknik Pengumpulan Data
1. Pengurusan etika klirens hewan coba
Etika klirens dalam penggunaan hewan uji pada pengurusannya
dilakukan di Poltekkes Kemenkes Makassar.

2. Preparasi sampel biji kakao (Theobroma cacao L.)

a. Sampel biji kakao (Theobroma cacao L.) diambil dari pohon yang
buahnya sudah matang.

b. Buah kakao dikupas untuk diambil biji dari buah kakao yang diambil,
kemudian disortasi basah menggunakan air mengalir untuk
menghilangkan kotoran.

c. Setelah itu ditiriskan kemudian biji kakao dirajang lalu dikeringkan di
bawah sinar matahari selama 5 hari.

d. Selanjutnya dilakukan sortasi kering bertujuan untuk memisahkan
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benda—benda asing dan pengotor lainnya.

e. Biji kakao dikupas dan dipisahkan dari pulpa kemudian dibuat

menjadi serbuk dengan cara diblender dan siap untuk dilakukan
ekstraksi pada serbuk biji kakao (Theobroma cacao L.) (Rusmin,

2025).

3. Uji Kadar Air

a.

Penetapan kadar air diawali dengan memperoleh bobot konstan cawan
porselen melalui pemanasan pada suhu 105°C selama 30 menit.
Sebanyak 5 g serbuk simplisia kemudian ditimbang secara teliti dan
ditempatkan ke dalam cawan porselen yang telah diketahui bobot
konstan sebelumnya.

Cawan yang berisi sampel selanjutnya dipanaskan dan dikeringkan
menggunakan oven pada suhu 105°C selama 5 jam. Setelah proses
pengeringan selesai, cawan didinginkan dan ditimbang kembali hingga

diperoleh bobot yang konstan (Fortunata et al., 2023).

4. Uji Kadar Abu

a.

Penetapan kadar abu diawali dengan memijarkan cawan porselen pada
suhu 600°C selama 30 menit hingga diperoleh berat yang konstan.

Selanjutnya, sebanyak 2 gram sampel ditimbang secara akurat dan
dimasukkan ke dalam cawan porselen yang telah dikondisikan hingga

mencapai bobot tetap.
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Cawan yang berisi sampel kemudian ditempatkan dalam tanur dan
dilakukan proses pengabuan pada suhu 600°C selama kurang lebih 3 jam
hingga seluruh bahan organik terbakar sempurna.

Setelah proses pengabuan selesai, cawan dikeluarkan dari tanur,
didinginkan hingga mencapai suhu ruang, kemudian ditimbang untuk
memperoleh berat abu yang terbentuk (Wibowo et al., 2024)

Nilai kadar abu selanjutnya dihitung menggunakan rumus berikut.

% Kadar abu = W2-Wo

x 100%

Dimana:
Wi = Berat cawan + sampel setelah tanur
W»= Berat cawan kosong

W = Berat sampel awal

5. Ekstraksi Biji Kakao (Theobroma cacao L.)

a.

Pembuatan ekstrak etanol biji kakao dilakukan dengan metode maserasi
menggunakan pelarut etanol 70%.

Sebanyak 200 gram simplisia dimasukkan kedalam toples kaca
ditambahkan etanol 70% sebanyak 2000 ml (perbandingan 1:10).
Kemudian direndam selama 72 jam dengan kondisi tertutup rapat pada
suhu ruang (28-29°C) dengan sesekali diaduk.

Kemudian dilakukan remeserasi dan didiamkan kembali selama 48 jam
dengan sesekali diaduk.

Filtrat yang dihasilkan kemudian dikumpulkan dan disaring
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menggunakan kertas saring dan kemudian dipekatkan menggunakan

vacuum rotary evaporator pada suhu 40°C sehingga diperoleh hasil

berupa ekstrak kental (Ma’ruf et al., 2024).

6. Uji Skrining Fitokimia

a. Uji senyawa alkaloid

Sebanyak 40 mg ekstrak ditambahkan 1 ml HCl 2N dan 9 ml

aquadest.

. Kemudian dipanaskan diatas penangas air selama 2 menit.

Lalu didinginkan dan disaring, dan larutan dibagi menjadi 3 tabung
reaksi dengan masing-masing tabung reaksi dimasukkan 2 ml filtrat.
Ditambahkan masing-masing 5 tetes reagen mayer, dragendroff, dan
bouchardat kedalam tabung reaksi.

Apabila terbentuk endapan menunjukka alkaloid.

Pada pereaksi mayer memberikan endapan berwarna putih, pereaksi
dragendroff memberikan endapan berwarna jingga, dan perekasi
bouchardat memberikan endapan berwarna coklat atau coklat

kemerahan (Nuraskin et al., 2022).

b. Uji senyawa flavonoid

1.

40 mg ekstrak ditambahkan 2 ml aquadest dan dipanaskan selama 5
menit dengan suhu tetap terjaga agar tidak lebih dari 50°C.
Kemudian filtrat disaring menggunakan kertas saring.

Lalu ditambahkan 0,5 mg serbuk Mg, 1 ml asam klorida pekat dan

1 ml amil alkohol
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4. Hasil positif ditandai dengan terbentuknya warna merah, kuning

atau jingga pada larutan sampel (Tasanif et al., 2023).

c. Uji senyawa saponin

1. 40 mg ekstrak sampel ditambahkan dengan 10 ml aquadest panas

kemudian dikocok kuat selama 1 menit.

2. Lalu ditambahkan 2 tetes asam klorida pekat, bila busa yang

terbentuk tetap stabil = 1 menit, maka ekstrak positif mengandung

saponin (Tasanif et al., 2023).

d. Uji senyawa tanin

1.

Sebanyak 40 mg ekstrak dicampurkan dengan akuades, kemudian
dipanaskan hingga mendidih selama 5 menit di dalam gelas ukur dan
selanjutnya disaring.

Filtrat yang diperoleh kemudian ditambahkan sebanyak tiga tetes

larutan FeCls 1%.

. Keberadaan senyawa yang diuji ditandai dengan munculnya

perubahan warna menjadi biru kehitaman atau hijau kehitaman

sebagai indikasi hasil positif (Wibawa, 2021).

e. Uji senyawa triterpenoid dan steroid

1.

2.

40 mg ekstrak ditambahkan 1 ml kloroform

Kemudian ditambahkan 1 ml asetan anhidrat dan 0,4 ml tetes asam
sulfat pekat melalui dinding tabung reaksi.

Hasil positif steroid ditunjukan dengan warna hijau kebiruan,

sedangkan adanya senyawa triterpenoid ditujukan dengan warna
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orange, jingga kecoklatan atau ungu (Nuraskin et al., 2022).
f.  Uji senyawa fenolik
1. Untuk mengidentifikasi senyawa fenolik, 40 mg ekstrak
ditambahkan 3 tetes FeCl3
2. Jika terbentuk larutan berwarna hijau atau biru menjadi hitam
menunjukkan adanya senyawa fenolik (Nuraskin et al., 2022).
7. Pembuatan Larutan Kontrol Negatif Na CMC 0,5%

a. Kurang lebih 500 mg Na CMC ditimbang, kemudian dilarutkan dalam
sebagian aquades hangat diaduk dan ditambah aquades sambil terus
diaduk.

b. Setelah larut, sisa aquades ditambahkan sampai didapatkan volume
larutan CMC Na 100 ml (Khatimah, 2023).

8. Pembuatan Larutan Kontrol Positif Natrium Diklofenak

a. Tablet natrium diklofenak digerus, kemudian timbang sesuai yang
diperlukan.

b. Setelah itu masukkan ke dalam labu ukur, tambahkan CMC Na 0,5%
sedikit demi sedikit sampai homogen, volume dicukupkan hingga 10 ml
(Latipah et al., 2021).

9. Pembuatan Larutan Penginduksi karagenan 1%
a. Ditimbang 0,1gram karagenan
b. Kemudian dilarutkan dengan Natrium Klorida 0,9% menggunakan labu

ukur 10 mL sehingga diperoleh konsentrasi 1% (Latipah et al., 2021).
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10. Pemilihan dan Penyiapan Hewan Uji

11.

a.

Penelitian ini menggunakan hewan uji mencit (Mus musculus) berjenis
kelamin jantan berjumlah 25 ekor.

Mencit dibagi menjadi 5 kelompok dengan masing-masing 5 ekor mencit
dengan berat badan antara 20-30 gram, berumur 2-3 bulan dalam kondisi
sehat.

Hewan percobaan terlebih dahulu diaklimatisasi selama satu minggu di
lingkungan laboratorium dengan menempatkannya dalam kandang yang
bersih guna menyesuaikan diri terhadap kondisi pemeliharaan.

Sebelum perlakuan diberikan, hewan uji dipuasakan selama kurang lebih

18 jam, namun tetap diberikan akses terhadap air minum.

Perlakuan Terhadap Hewan Coba

Pada awal penelitian, hewan coba mencit diberi tanda pada kaki kirinya

sebatas mata kaki. Ketebalan kaki mencit diukur dengan cara mengukur

ketebalan udema kaki mencit menggunakan jangka sorong, lalu dilihat

ketebalan atau angka pada jangka sorong. Nilai ini dinyatakan sebagai

volume awal (Vo). Volume awal kaki mencit diukur sebelum diberi

perlakuan dan dinyatakan sebagai volume awal kaki dasar (Vo). Kemudian

diinduksikan suspensi karagenan 1% pada telapak kaki mencit sebanyak 0,1

mL secara subplantar. Setelah 60 menit diinduksi karagenan diukur kembali

telapak kaki mencit dan diberikan perlakuan suspensi sesuai dengan

pembagian kelompok yaitu:

a. Kelompok kontrol negatif: Na CMC 0,5%
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b. Kelompok kontrol positif: Natrium diklofenak dengan dosis 50mg/kg BB
mencit

c. Ekstrak biji kakao diberikan dalam dosis 1: 100mg/kg BB mencit

d. Ekstrak biji kakao diberikan dalam dosis 2: 200mg/kg BB mencit

e. Ekstrak biji kakao diberikan dalam dosis 3: 300mg/kg BB mencit
Setelah dilakukan perlakuan dilakukan pengukuruan volume kaki

mencit setiap 60 menit selama 5 jam, dan dinyatakan volume akhir (Vy).

Volume udema kaki mencit dihitung dengan rumus:

Persen radang dapat dihitung dengan rumus:

Vt-vo
Vo

% Edema = x100%

Dimana:
Vt = Volume radang setelah waktu t
Vo= Volume awal kaki mencit

Persen inhibisi radang dihitung dengan rumus:

% Inhibisi Edema = “7‘” x100%

Dimana:
a = % edema rata-rata pada kelompok hewan uji kontrol negatif
b =% edema rata-rata kelompok hewan yang mendapat bahan uji atau

obat pemanding (Rahayu, 2024).
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G. Analisis Data

Analisis data dilakukan menggunakan perangkat lunak SPSS. Data
yang diperoleh kemudian dianalisis secara statistik menggunakan metode
Analysis of Variance (ANOVA), yaitu uji parametrik yang digunakan untuk
mengetahui adanya perbedaan nilai rata-rata di antara lebih dari dua
kelompok perlakuan. Sebelum dilakukan ANOVA, data terlebih dahulu
diuji normalitas dan homogenitas varians untuk memastikan bahwa asumsi
analisis terpenuhi, yang ditunjukkan oleh nilai signifikansi lebih dari 0,05
(p>0,05). Apabila persyaratan tersebut terpenuhi, analisis dilanjutkan
dengan ANOVA satu arah (One-Way ANOVA) dan uji lanjut Least
Significant Difference (LSD) pada tingkat kepercayaan 95% (Rahayu,

2024).
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BAB IV

HASIL DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Penelitian

1. Tabel 4.1. Hasil Standarisasi Mutu Simplisia Biji Kakao (7heobroma

cacao L)
No Pengujian Hasil Parameter
1 % Kadar air 6% 7,5%
(Sigalingging et al.,
2020)
2 Kadar abu 5% <16,6%
(Dayanti et al., 2023).
3 % Rendamen 10% 10-15%

(Handayani et al., 2022)

2. Tabel 4.2 Uji Skrining Fitokimia Simplisia Biji Kakao (7Theobroma cacao L)

No Senyawa Pereaksi Hasil
1 Alkaloid Mayer -
Dragendroff +
Bouchardat +
2 Flavonoid Serbuk Mg+asam +

klorida+ amil alkohol

3 Saponin Asam Klorida +
4 Tanin FeCls +
5 Triterpenoid Kloroform+ Asam +

Asetat
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anhidrat

6 Fenolik FeCls +

3. Tabel 4.3 Hasil pengukuran antiinflamasi edema kaki mencit (mus musculus)

a) Tabel 4.3.1 Pengaruh Kontrol Negatif (Na CMC) Pada Volume Edema

Kaki Mencit (Mus musculus)

Rata-rata edema mencit Penurunan
Setelah edema kaki
Hewan Sebelum Setelah perlakuan mencit
coba induksi induksi (A) selama 5 (A-B)
jam (B)
1 1,63 mm 2,88 mm 2,75 mm 0,13 mm
2 1,37 mm 2,76 mm 2,23 mm 0,53 mm
3 1,55 mm 2,73 mm 2,58 mm 0,15 mm
4 1,73 mm 2,99 mm 2,68 mm 0,31 mm
5 1,47 mm 2,73 mm 2,67 mm 0,06 mm
Rata- 1,55 mm 2,81 mm 2,58 mm 0,43 mm
rata

b) Tabel 4.3.2 Pengaruh Kontrol Positif (Natrium diklofenak) pada volume

edema kaki mencit (mus musculus)

Rata-rata edema mencit Penurunan
Setelah edema kaki
Hewan Sebelum Setelah perlakuan mencit
coba induksi induksi (A)  selama 5 (A-B)
jam (B)
1 1,51 mm 2,60 mm 1,74 mm 0,86 mm
2 1,37 mm 2,73 mm 1,74 mm 0,99 mm
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3 1,57 mm 2,72 mm 1,67 mm 1,05 mm

4 1,50 mm 2,60 mm 1,55 mm 1,05 mm

5 1,60 mm 2,59 mm 1,70 mm 0,89 mm

Rata- 1,51 mm 2,64 mm 1,68 mm 0,96 mm
rata

c) Tabel 4.3.3 Pengaruh Kelompok dosis 100 mg/KgBB pada volume

edema kaki mencit (mus musculus)

Rata-rata edema mencit Penurunan
Setelah edema kaki
Hewan Sebelum Setelah perlakuan mencit
coba induksi induksi (A)  selama 5 (A-B)
jam (B)
1 1,44 mm 2,70 mm 1,77 mm 0,93 mm
2 1,43 mm 2,76 mm 1,85 mm 0,91 mm
3 1,83 mm 2,72 mm 2,01 mm 0,71 mm
4 1,35 mm 2,90 mm 1,80 mm 1,1 mm
5 1,69 mm 2,80 mm 1,98 mm 0,82 mm
Rata- 1,54 mm 2,77 mm 1,88 mm 0,89 mm
rata

d) Tabel 4.3.4 Pengaruh Kelompok dosis 200 mg/KgBB pada volume

edema kaki mencit (mus musculus)

Rata-rata edema mencit Penurunan

Setelah edema kaki
Hewan Sebelum Setelah perlakuan mencit
coba induksi induksi (A) selama 5 (A-B)

jam (B)
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1 1,51 mm 2,62 mm 2,00 mm 0,62 mm

2 1,33 mm 2,75 mm 1,64 mm 1,11 mm

3 1,52 mm 2,81 mm 1,73 mm 1,08 mm

4 1,55 mm 2,55 mm 1,78 mm 0,77 mm

5 1,61 mm 2,82 mm 1,88 mm 0,94 mm
Rata- 1,50 mm 2,70 mm 1,80 mm 0,90 mm
rata

e) Tabel 4.3.4 Pengaruh Kelompok dosis 300 mg/KgBB pada volume

edema kaki mencit (mus musculus)

Rata-rata edema mencit Penurunan
Setelah edema kaki
Hewan Sebelum Setelah perlakuan mencit
coba induksi induksi (A) selama 5 (A-B)
jam (B)
1 1,75 mm 2,82 mm 1,83 mm 0,85 mm
2 1,47 mm 2,68 mm 1,63 mm 1,05 mm
3 1,65 mm 3,00 mm 1,93 mm 1,07 mm
4 1,71 mm 2,94 mm 2,18 mm 0,76 mm
5 1,7 mm 3,08 mm 1,98 mm 1,1 mm
Rata- 1,65 mm 2,90 mm 1,91 mm 0,96 mm
rata

4. Tabel 4.4 Hasil Rata-Rata Pengukuran Edema Kaki Mencit (Mus usculus)

No Kelompok

Perlakuan

Rata-Rata Persen

Edema (%)

Rata-Rata Persen

Inhibisi (%)

1  Kontrol negatif
(Na CMC)

95,00%

-0,00%
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2 Kontrol Positif 44,07% 53,60%
(Na. Diklofenak)
3 Dosis 100 61,45% 35,30%
mg/KgBB
4 Dosis 200 56,88% 40,11%
mg/KgBB
5 Dosis 300 45,25% 52,19%
mg/KgBB
5. Tabel 4.5 one way anova
Persen Sumof df Mean F Sig
inhibisi squares square
Between combined 8649.608 4 2162.402 15.540 <.001
of Linear contrast  3161.556 1 3161.556 22.720 <.001
groups term deviation 54.88.052 3 1829.351 13.146 <.001
Within 27.83.075 20 139.154
groups
total 11432.683 24

B Pembahasan

Pada tabel 4.1 didapatkan hasil standarisasi mutu simplisia biji kakao

(Theobroma cacao L) dimana % kadar air didapatkan hasil 6%, kadar abu 5%,

dan % rendamen 10%. (Wijaya & Noviana, 2022) menyatakan kadar air yang
ditetapkan untuk menjaga mutu simplisia adalah <10%. Hasil tersebut sesuai

dengan pernyataan (Sigalingging et al., 2020) yang menyebutkan bahwa kadar

air pada biji kakao kering sebaiknya tidak melebihi 7,5%. Kandungan air yang

melampaui batas tersebut dapat menurunkan rendemen yang diperoleh serta
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meningkatkan risiko kerusakan akibat pertumbuhan bakteri dan jamur.
Sebaliknya, kadar air yang terlalu rendah juga tidak diinginkan karena dapat
menyebabkan biji kakao menjadi lebih rapuh dan mudah mengalami kerusakan
fisik.

Kadar abu pada biji kakao dipengaruhi oleh suhu yang digunakan
selama proses pengeringan. Peningkatan suhu pengeringan cenderung
menyebabkan penurunan kadar abu yang diperoleh. Dengan demikian,
terdapat hubungan berbanding terbalik antara suhu pengeringan dan kadar abu,
di mana semakin tinggi suhu yang diterapkan, semakin rendah kadar abu yang
dihasilkan pada biji kakao (Sigalingging et al., 2020). (Dayanti et al., 2023)
menyatakan syarat kandungan kadar abu total biji kakao memenuhi
persyaratan yang tertera pada FHI, edisi 11 tahun 2017 yaitu < 16,6%. Tujuan
pengujian kadar abu ialah untuk mengetahui besarnya kandungan mineral
internal maupun eksternal yang berasal dari proses pengambilan sampel
sampai terbentuknya ekstrak. Semakin tinggi kadar abu total maka semakin
tinggi pula kandungan mineral yang terdapat pada suatu simplisia. Mineral
diperlukan manusia seperti fosfor, kalsium, dan magnesium untuk
pembentukan tulang. Natrium dan klorida untuk cairan tubuh, besi untuk
pembentukkan hemoglobin dan sel darah merah. Mineral juga dapat berbahaya
jika terakumulasi dalam tubuh manusia dalam janga waktu yang lama
(Musdalipah et al., 2023). Menurut (Fauziah et al., 2023) semakin rendah
kadar abu maka semakin baik kualitas kemurnian dari suatu bahan atau

simplisia.
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Hasil rendamen memenuhi persyaratan rendemen yang baik yaitu 10-
15% (Handayani et al., 2022). Hal ini sejalan dengan (Badriyah & Farihah,
2022) yang menyatakan bahwa menurut (Farmakope Herbal Indonesia, 2017)
syarat rendamen ekstrak kental yaitu nilainya tidak kurang dari 10%.
Rendamen merupakan salah satu parameter spesifik dalam standarisasi
ekstrak. Perhitungan rendamen bertujuan untuk menentukan jumlah sampel
yang digunakan untuk mendapatkan jumlah ekstrak yang diperlukan apabila
dilakukan pengulangan ekstraksi. Rendamen memberikan informasi total
senyawa metabolit yang tersari dari proses ekstraksi (Handayani et al., 2022).

Berdasarkan tabel 4.2 skrining fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak
biji kakao mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, saponin,
triterpenoid, dan fenolik. Hal ini sejalan dengan (Nuraskin et al., 2022) yang
menyatakan bahwa biji kakao (Theobroma cacao L) positif mengandung
fenolik, tanin, flavonoid, alkaloid, saponin, dan triterpenoid. Pada senyawa
flavonoid didaptakan warna merah. Pada uji flavonoid, sampel menunjukkan
perubahan menjadi warna merah. Setelah ditambahkan pereaksi tertentu,
terbentuk cincin berwarna jingga pada lapisan amil alkohol. Perubahan warna
tersebut terjadi akibat proses reduksi senyawa flavonoid oleh logam Mg dalam
kondisi asam setelah penambahan HCI pekat. Reaksi reduksi ini menghasilkan
senyawa kompleks yang memberikan warna kuning kemerahan sebagai
indikasi positif adanya flavonoid (Hidayatullah et al., 2023). Reaksi yang

terjadi pada saat uji flavonoid dapat dilihat pada:
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O—-GLUKOSA OH

Gambar 4.1 reaksi pengujian senyawa flavonoid
Sumber: (Hidayatullah et al., 2023)

Flavonoid mempunyai banyak peran diantaranya sebagai antikanker,
antimikroba, antioksidan, antivirus, antiangiogenik, serta agen antiproliferatif
(Khoirunnisa & Sumiwi, 2019). Berdasarkan literatur (Hudan & Praticia,
2022) golongan senyawa yang berperan sebagai antioksidan adalah golongan
senyawa flavonoid. Flavonoid berpotensi sebagai antioksidan karena mampu
mendonorkan atom hidrogen dari gugus hidroksil pada senyawa radikal bebas.
Flavonoid merupakan kelompok senyawa yang terdiri atas beberapa subkelas,
yaitu flavon, flavonol, flavanon, kalkon, xanton, isoflavon, dan biflavon. Di
antara berbagai jenis tersebut, flavonoid yang umumnya ditemukan dalam
bentuk glikosida termasuk ke dalam golongan flavon. Beberapa subkelas
flavonoid, terutama flavonol, flavon, dan isoflavon, diketahui memiliki
kemampuan berinteraksi dengan enzim siklooksigenase (COX) melalui
pembentukan ikatan tertentu, sehingga berpotensi memberikan efek
antiinflamasi (Wibowo., 2023). Turunan flavonoid yang memiliki efektivitas

antiinflamasi adalah catechin, naringenin, apigenin, dan vitexin (Knapsack.,
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2025). Hal ini sejalan dengan (Prayogi et al., 2026) yang menyatakan senyawa
Isorhamnetin-3-robinobioside (catecin glikosida dan nicotiflorin) memiliki
energi pengikatan terendah terhadap COX-2 yang menerangkan bahawa
Isorhamnetin-3-robinobioside memiliki potensi yang baik untuk kandidat anti
inflamasi terutama terhadap COX-2.

Hasil identifikasi senyawa alkaloid menunjukkan terbentuknya endapan
putih pada pereaksi mayer, endapan jingga pada pereaksi dragendorff, serta
endapan coklat kemerahan pada pereaksi bouchardat. Terbentuknya endapan
tersebut menandakan adanya reaksi antara alkaloid dengan pereaksi yang
menghasilkan kompleks kalium—alkaloid. Reaksi ini terjadi karena atom
nitrogen pada alkaloid mempunyai pasangan elektron bebas yang dapat
berikatan dengan ion K* dari pereaksi alkaloid (Oktavi & Sutoyo, 2021).

Persamaan reaksi dapat dilihat sumber (Oktavi & Sutoyo, 2021):

X X
+ K, [Hgl,] — + K[Hgl,]
= =
N 1[2'

ontoh alkaloi
BRREI Kalium-alkaloid

endapan putih
Gambar 4.2 Persamaan Reaksi Mayer

IS S
= =
N N

Kf

contoh alkaloid

Kalium-alkaloid
endapan oranye

Gambar 4.3 Persamaan reaksi dragendroff



66

b + | ——————— |y

Coklat
RS
=3
_—
N N
Alkaloid Pereaksi K* B
oklat
Boxcherd Kalium-Alkaloid
Endapan
= ~SoH
= + |3- —_—— Larut
N
+
. K : Coklat
Kalium-Alkaloid
Endapan

Gambar 4.4 Persamaan Reaksi Bouchardat
Sumber: (Fazil et al., 2017)

Alkaloid merupakan kelompok senyawa yang memiliki aktivitas
farmakologis dan fisiologis yang penting sehingga banyak dimanfaatkan
dalam bidang pengobatan. Senyawa ini diketahui memiliki berbagai efek
biologis, antara lain sebagai antiinflamasi, antidiare, antidiabetes, antimalaria,
dan antimikroba. Selain itu, alkaloid juga berperan dalam menstimulasi sistem
saraf, membantu mengatur tekanan darah, serta menghambat pertumbuhan dan
perkembangan mikroorganisme penyebab infeksi. Berdasarkan literatur
(Suhendriyo et al., 2023) Senyawa alkaloid dilaporkan memiliki aktivitas
antibakteri melalui penghambatan pembentukan peptidoglikan yang berperan
sebagai komponen utama dinding sel bakteri. Penghambatan tersebut
menyebabkan dinding sel tidak terbentuk secara utuh, sehingga stabilitas dan

kelangsungan hidup bakteri dapat terganggu. (Arifuddin & Bone, 2020) dalam
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penelitiannya menyatakan bahwa senyawa alkaloid merupakan senyawa utama
yang telah dilaporkan aktivitasnya sebagai antimalaria dan juga memiliki
aktivitas sebagai antikanker. Alkaloid diketahui memiliki potensi sebagai agen
antiinflamasi melalui kemampuannya dalam mengatur ekspresi gen yang
berperan pada proses inflamasi. Mekanisme tersebut berkaitan dengan aktivasi
reseptor glukokortikoid yang dapat memodulasi respons peradangan sehingga
produksi mediator inflamasi dapat ditekan (Wibowo, 2023). Turunan alkaloid
yang memiliki efek antiinflamasi adalah theophylline (Knapsack., 2025). Hal
ini sejalan dengan (Bin et al., 2023) melaporkan theophylline sebagai inhibitor
non-selektif fosfodiesterase menunjukkan efek antiinflamasi pada COPD pada
model tikus aminofilin membalik peningkatan NF-xBp65 akibat asap rokok
dan menurunkan kadar IL-8 dan TNF-a pada sel otot rangka.

Identifikasi senyawa tanin pada ekstrak etanol biji kakao Theobroma
cacao menunjukkan perubahan warna menjadi hijau kehitaman setelah
penambahan larutan FeCls. Perubahan warna tersebut mengindikasikan
terbentuknya senyawa kompleks antara tanin dengan ion Fe** sehingga
menandakan adanya kandungan tanin dalam ekstrak (Oktavi & Sutoyo, 2021).

Reaksi terlihat pada gambar:

HO
O‘ OH
OH

+ 3cr
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Gambar 4.3 Reaksi pengujian senyawa tanin
Sumber: (Oktavi & Sutoyo, 2021)

Tanin termasuk golongan senyawa yang memiliki beragam efek
biologis, seperti menghambat proses inflamasi, bertindak sebagai astringen,
membantu penanganan diare, meningkatkan ekskresi urin, serta berfungsi
sebagai antiseptik (Fitriyanti et al., 2020). Menurut (Akhmadi et al., 2022)
Tanin yang terkandung dalam famili Basellaceae memiliki potensi sebagai
astringen dengan cara meningkatkan kontraksi jaringan, memperkecil pori-
pori kulit, membantu menghentikan perdarahan ringan, dan mempercepat
penutupan luka. Selain itu, aktivitas antimikroba dan antioksidan yang
dimiliki tanin berperan dalam menghambat pertumbuhan bakteri patogen
serta melindungi jaringan yang mengalami luka dari kerusakan oksidatif
akibat radikal bebas. Selain itu, antioksidan pada senyawa tanin dapat
berperan sebagai agen antiinflamasi dengan menghambat produksi oksidan
(O2) oleh neutrofil, monosit dan makrofag. Terjadinya proses penghambatan
produksi oksidan dapat mengurangi pembentukan H>O; yang menyebabkan
produksi asam hipoklorid (HOCI) dan oksidan reaktif seperti radikal hidroksi
(OH) menjadi terhambat (Maharani., 2024). Senyawa turunan tanin yang
memiliki efek antiinflamasi adalah proanthocyanidin Al dan bis-
Catechinylmethane (Knapsack., 2025). Hal ini sejalan dengan (Yu et al.,
2025) Procyanidin Al terbukti meredakan kolitis ulseratif yang diinduksi
DSS melalui regulasi autopagi yang dimediasi jalur AMPK/mTOR/p70S6K,

menunjukkan potensi terapeutik pada penyakit inflamasi usus.
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Senyawa triterpenoid didapatkan hasil berubah warna menjadi merah
kecoklatan. Ketika HoSO4 pekat diteteskan melalui dinding tabung rekasi
maka anhidrat asetat akan bereaksi dalam suasana asam sehingga atom karbon
pada anhidrat asetat membentuk karbokation. Karbokation tersebut kemudian
berinteraksi dengan atom oksigen dari gugus hidroksil (-OH) pada senyawa
triterpenoid. Proses yang terjadi merupakan reaksi esterifikasi, yaitu
pembentukan senyawa ester antara triterpenoid dan anhidrat asetat (Shabira

et al., 2025). Reaksi ini dapat dilihat:

HOAc/H,80, Cé:g\/\(
AcyO)
(504)

i

Gambar 4.4 Reaksi pengujian senyawa triterpenoid

50: 4 H,00,8

Sumber: (Shabira et al., 2025)

Triterpenoid merupakan kelompok senyawa yang memiliki beragam
efek farmakologis, antara lain aktivitas antivirus, antibakteri, antiinflamasi,
penghambatan pembentukan kolesterol, serta potensi sebagai agen antikanker
(Saadah., 2024). Menurut (Hidayah et al., 2023) Triterpenoid diketahui
memiliki aktivitas antibakteri melalui interaksi dengan protein porin yang

terdapat pada membran luar sel bakteri. Interaksi ini dapat membentuk ikatan



70

polimer yang kuat sehingga menyebabkan kerusakan struktur porin, yang
pada akhirnya mengganggu integritas dan fungsi membran sel bakteri
(Puspanelli et al., 2023) triterpenoid memiliki potensi sebagai agen
antidiabetes melalui kemampuannya merangsang sel [ pankreas yang
bergantung pada insulin serta memberikan perlindungan terhadap kerusakan
akibat stres oksidatif. Selain itu, senyawa ini juga diketahui berperan dalam
meningkatkan sensitivitas terhadap insulin. Di sisi lain. (Maruwu et al., 2023)
melaporkan bahwa triterpenoid memiliki aktivitas antiinflamasi yang
berkaitan dengan aktivasi reseptor glukokortikoid, sehingga mampu
memodulasi proses transkripsi gen yang terlibat dalam respons inflamasi.
Turunan triterpenoid yang memiliki aktivitas antiinflamasi adalah f-sitosterol
yang bekerja dengan menurunkan produksi sitokin proinflamasi dan
menghambat aktivasi jalur NF-kB (Spada et al., 2023).

Hasil uji saponin menunjukkan terbentuknya buih yang stabil pada
larutan. Pembentukan buih tersebut terjadi karena senyawa glikosida pada
saponin memiliki kemampuan menghasilkan busa ketika bercampur dengan
air. Selain itu, senyawa tersebut dapat mengalami proses hidrolisis yang
menghasilkan glukosa dan senyawa lain sehingga busa yang terbentuk
menjadi lebih stabil (Oktavi & Sutoyo, 2021). Persamaan reaksi

pembentukkan buih pada saponin dapat terlihat:
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H,0 CH,0H
_H0 i
69 :
0 CO,H + OH
CH,OH
op—0
H
OH

1-arabinopiriosil-38-Aglikon Asetil oleanolat Glukosa
Gambar 4.5 Reaksi pengujian senyawa saponin
Sumber : (Oktavi & Sutoyo, 2021)

Saponin merupakan kelompok senyawa yang tersusun atas aglikon
polisiklik yang berikatan dengan satu atau lebih unit gula (Sulaeman et al.,
2022). Senyawa ini diketahui memiliki berbagai aktivitas farmakologis, di
antaranya sebagai antiinflamasi, antibiotik, antifungi, antivirus, dan antiulkus
(Wibowo., 2023). Efek antiinflamasi saponin terjadi melalui kemampuannya
menekan pembentukan eksudat serta mengurangi permeabilitas pembuluh
darah, sehingga dapat menghambat proses terjadinya inflamasi. Menurut
(Chatri et al., 2022) saponin sebagai antifungi akan mengurangintegangan
permukaan membran sterol dari dinsing sel Candica albicans, sehingga
permeabilitasnya bertambah. Permeabilitas mengakibatkan cairan intraseluler
yang lebih pekat teratrik keluar sel sehingga nutrisi, zat-zat metabolisme,
enxim protein dalam sel keluar dan jamur mengalami kematian. Saponin
berperan sebagai antiseptik, merangsa proliferasi sel epidermis dan
mempengruhi kecepatan migrasi keratinosit. Pada penelitian (Putri et al.,
2024) saponin sebagai antiinflamasi dapat menghambat kenaikan

permeabilitas vaskular dan menghambat pembentukan eksudat. Turunan
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saponin yang memiliki aktivitas antiinflamasi adalah saponin triterpenoid.
Saponin triterpenoid bekerja melalui multi target menghambat sintesis asam
lemak, memodulasi mikrobiota wusus, meringankan stres retikulum
endoplasma, serta memberikan efek qntiinflamasi melalui penghambatan
inflammasom (Zheng et al., 2025).

Pengujian senyawa fenolik menggunakan pereaksi besi (III) klorida
(FeCls) ditandai dengan munculnya perubahan warna seperti hijau, merah,
ungu, biru, hingga hitam pekat. Perubahan warna tersebut terjadi karena
pereaksi FeCls bereaksi dengan gugus hidroksil yang terdapat pada senyawa
fenol. ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L) menunjukkan
terbentuknya warna hitam pekat sehingga mengindikasikan adanya kandungan
senyawa fenolik dalam ekstrak tersebut (Alda et al., 2025). Reaksi senyawa

fenolik dapa dilihat:

OH

+ FeCly ———= [(C(HsO)¢Fe |?* + 3 HCl+ 3H"

Gambar 4.8 Reaksi pengujian senyawa fenolik
Sumber: (Alda et al., 2025)
Senyawa fenolik memiliki kemampuan sebagai agen antioksidan yang
sanat efektif. Fenolik alami ditemukan dalam bentuk polifenol yang dapat
membentuk berbagai senyawa turunan seperti eter, ester, atau glikosida,

contohnya meliputi flavonoid, tokoferol, kumarin, lignin, turunan asam
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sinamat, dan asam organik polifungsional. Sifat tambahan dari senyawa
fenolik ini tidak hanya terbatas pada antioksidan, tetapi juga termasuk sifat
bakterisida, antiemetik, antihelmintik, antiasmatik, analgetik, antiinflamasi,
serta kemampuan meningkatkan motilitas usus dan aktivitas antimikroba
(Syarif., 2024). Pada penelitian (Madani., 2024) mengatakan senyawa fenolik
selain memiliki aktivitas antibakteri juga bersifat sebagai antijamur. Senyawa
ini dilaporkan mampu menghambat pembentukan glukan dan kitin yang
merupakan komponen utama dinding sel jamur, sehingga struktur sel menjadi
tidak stabil. Menurut (Husniati et al., 2021) Senyawa fenolik dilaporkan
memiliki potensi antioksidan yang tinggi melalui mekanisme penghambatan
reaksi oksidasi berantai dengan menstabilkan radikal bebas menjadi bentuk
yang kurang reaktif. Kemampuan tersebut berperan dalam aktivitas
antiinflamasi karena dapat mengurangi kerusakan jaringan yang diakibatkan
oleh stres oksidatif serta menekan biosintesis asam arakidonat yang merupakan
prekursor berbagai mediator inflamasi (Mutiara et al., 2024). Turunan senyawa
fenolik yang berperan sebagai antiinflamasi adalah asam protokatekuat
(Knapsack., 2025). asam protokatekuat sebagai agen antiinflamasi
menghambat mediator peradangan dan penurunan sters oksidatif (Li et al.,
2025).

Bersadaskan tabel 4.3.1 terjadi kenaikan edema kaki setelah diinduksi
karagenan. Pemberian karagenan mampu menimbulkan respons inflamasi akut
yang ditandai dengan terbentuknya edema dan peningkatan volume jaringan

(Wibowo., 2023). Pada kelompok kontrol negatif yang menerima Na CMC
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0,5%, rata-rata volume edema sectelah induksi tercatat sebesar 2,81 mm,
sementara rata-rata penurunan volume edema yang diamati hanya mencapai
0,43 mm. Hal ini menunjukkan bahwa Na CMC 0,5% tidak memiliki aktivitas
antiinflamasi yang signifikan. Penurunan terjadi karena respon fisiologi tubuh
mencit (Mus musculus) berupaya untuk mempertahankan dan memulihkan
tubuh dari adanya peradangan melalui mekanisme seperti aktivasi sel imun
regulatorik (Purwanti., 2022). Hasil ini mengindikasikan bahwa Na CMC
sebagai pelarut dan kontrol negatif tidak memiliki aktivitas antiinflamasi yang
bermakna. Hal ini sejalan dengan (Fratiwi et al., 2022) Volume edema pada
kaki tikus kelompok kontrol negatif tetap tinggi setelah pemberian Na CMC
0,5% pascainduksi karagenan. Hal ini menunjukkan bahwa Na CMC 0,5%
tidak memberikan efek penghambatan terhadap proses inflamasi sehingga
tidak memiliki aktivitas antiinflamasi.

Suspensi Na CMC digunakan sebagai kontrol negatif karena bersifat
inert, sehingga tidak memberikan efek farmakologis maupun memengaruhi
aktivitas zat aktif yang diuji. Selain itu, Na CMC berfungsi sebagai media
pembawa bagi sediaan uji dan sediaan pembanding karena memiliki tingkat
kejernihan yang baik, stabil terhadap ekstrak, serta mampu membentuk
suspensi yang homogen pada konsentrasi tertentu (Afrianti et al., 2020).
Penggunaan kontrol negatif dalam penelitian ini bertujuan untuk memastikan
bahwa efek penghambatan inflamasi yang diamati berasal dari pemberian
ekstrak maupun obat pembanding, bukan disebabkan oleh faktor lain yang

dapat memengaruhi hasil pengujian (Fratiwi et al., 2022).
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Berdasarkan tabel 4.3.2 kelompok kontrol positif yang diberikan
natrium diklofenak menunjukkan hasil yang baik dalam menekan edema kaki
mencit. Rata-rata volume edema setelah induksi karagenan adalah 2,64 mm,
kemudian setelah pemberian natrium diklofenak dan pengamatan selama 5
jam, rata-rata penurunan edema sebesar 0,96 mm. Penurunan volume edema
yang diamati membuktikan bahwa natrium diklofenak memiliki potensi
antiinflamasi yang tinggi. Efek tersebut diperoleh melalui penghambatan
enzim siklooksigenase (COX) yang berperan dalam pembentukan
prostaglandin sebagai mediator utama inflamasi. Selain itu, inhibisi terhadap
COX-2 menjadi mekanisme utama yang mendasari aktivitas antiperadangan
natrium diklofenak (Purwanti., 2022).

Hal ini sejalan dengan (Pradini et al., 2023) yang menyatakan kelompok
pembanding natrium diklofenak konsisten mengalami penurunan pada menit
ke-90 dan terus berlangsung sampai pada menit ke-180. Efek antiinflamasi
natrium diklofenak berkaitan dengan kemampuannya menghambat aktivitas
enzim siklooksigenase, baik COX-1 maupun COX-2, yang berperan dalam
pembentukan prostaglandin sebagai mediator peradangan. Penghambatan
sintesis prostaglandin tersebut menyebabkan respons inflamasi dapat ditekan.
Oleh karena itu, natrium diklofenak digunakan sebagai kontrol positif dalam
penelitian ini karena termasuk golongan obat antiinflamasi nonsteroid
(OAINS) turunan fenilasetat yang efektif dalam menghambat biosintesis
prostaglandin. Selain itu, metabolit natrium diklofenak diketahui dapat

terakumulasi dalam konsentrasi yang cukup tinggi pada jaringan kaki yang



76

mengalami inflamasi, sehingga mendukung efektivitasnya dalam mengurangi
peradangan (Setiani et al., 2020).

Berdasarkan tabel 4.3.3, 4.3.4, dan 4.3.5 pemberian ekstrak biji kakao
(Theobroma cacao L) didapatkan hasil rata-rata penurunan volume edema kaki
mencit (Mus musculus) masing-masing dengan dosis 100 mg/KgBB sebesar
0,89 mm, dosis 200 mg/KgBB sebesar 0,90 mm, dan dosis 300 mg/KgBB
sebesar 0,96. Hal ini mengindikasikan bahwa ekstrak biji kakao (Theobroma
cacao L) berpotensi mengurangi edema inflamasi secara dosis dependent,
dimana semakin tinggi dosis yang diberikan, semakin besar efek yang
dihasilkan. (Pakaya et al., 2020). Hal ini sesuai dengan (Zahra et al., 2025)
yang menyatakan efek yang meningkat seiring dengan peningkatan dose-
dependent, dimana dosis 400 mg/kgBB menghasilkan penurunan edema paling
besar antara konsentrasi ekstrak dan respon inflamasi.

Efektivitas ekstrak uji biji kakao (Theobroma cacao L) sebagai
antiinflamasi kemungkinan besar disebabkan oleh kandungan senyawa
bioaktif yang memiliki kemampuan menghambat mediator inflamasi. Menurut
(Fauziah et al., 2023) senyawa yang berperan sebagai antiinflamasi yaitu
flavonoid, tanin, alkaloid, dan saponin. Dalam penelitian yang dilakukan
(Hidayah et al., 2021) menyatakan bahwa metabolit sekunder yang diduga
memiliki aktivitas antiinflamasi yaitu flavonoid, fenolik, dan triterpenoid.
Flavonoid diketahui dapat menghambat kerja enzim fosfolipase A serta jalur
siklooksigenase dan lipoksigenase yang terlibat dalam pembentukan asam

arakidonat. Penghambatan tersebut berdampak pada menurunnya sintesis
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berbagai mediator inflamasi, seperti prostaglandin, tromboksan, leukotrien,
dan asam hidroperoksida, sehingga mampu menekan terjadinya respons
inflamasi (Hidayah et al., 2021).

Berdasarkan tabel 4.4 didapatkan hasil penghambatan kontrol negatif
(Na CMC) dengan persen -0,00%, kontrol positif (Na. Diklofenak) 53,60%,
dosis 100 mg/kgBB 35,30%, dosis 200 mg/kgBB 40,11%, dan dosis 300
mg/kgBB 52,19%. Na CMC tidak memiliki aktivitas untuk menurunkan
volume edema, Hal ini berkaitan dengan karakteristik Na CMC sebagai bahan
pembawa yang tidak bereaksi dengan zat aktif serta tidak memengaruhi
parameter pengamatan, sehingga efek yang muncul dapat dikaitkan secara
langsung dengan senyawa yang diuji (Afrianti et al., 2020). Pada kelompok
kontrol positif menghambat antiinflamasi >50% hal ini karena natrium
diklofenak memiliki mekanisme kerja menghambat enzim cyclooxyenase
(COX-1 dan COX-2) sehingga penghambatan pelepasan mediator radang
seperti prostaglandin sehingga mampu mengobati inflamasi (Pradini et al.,
2023).

Pada kelompok perlakuan dengan ekstrak uji biji kakao (Theobroma
cacao L), Kelompok dosis 100 mg/KgBB menghasilkan penghambatan dengan
persen 35,30%, dosis 200 mg/KgBB 40,11%, dan dosis 300 mg/KgBB
52,19%. Hal ini terlihat, di mana semakin tinggi dosis yang diberikan, semakin
besar persen inhibisi yang dihasilkan. Hal ini dikarenakan Ekstrak biji kakao
(Theobroma cacao L) mengandung senyawa flavanoid, alkaloid, triterpenoid,

tanin, saponin, dan fenolik yang dapat menekan inflamasi. Flavonoid berperan
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dalam menurunkan respons inflamasi melalui penghambatan aktivitas enzim
siklooksigenase (COX) dan lipooksigenase (LOX). Mekanisme ini
mengakibatkan penurunan sintesis mediator inflamasi, antara lain histamin,
prostaglandin, tromboksan, dan leukotrien, sehingga proses pembentukan
edema dapat dihambat (Suleman et al., 2022).

Efek antiinflamasi yang dimiliki alkaloid diduga berasal dari
kemampuannya dalam menghambat degranulasi sel mast yang menyebabkan
pelepasan histamin serta menurunkan produksi interleukin-1 (IL-1) oleh
monosit, sehingga respons inflamasi dapat ditekan, disisi lain, saponin mampu
menghambat peningkatan permeabilitas vaskular serta pembentukan eksudat
yang terjadi selama proses inflamasi. Adapun tanin berkontribusi dalam
mengendalikan respons peradangan melalui penghambatan  sitokin
proinflamasi dan penurunan produksi oksidan yang dihasilkan oleh sel-sel
inflamasi, seperti neutrofil, monosit, dan makrofag (Nurlyta et al., 2025).

Efek antiinflamasi triterpenoid terjadi melalui penghambatan oksidasi
asam arakidonat dan penurunan aktivitas enzim lipoksigenase. Mekanisme ini
mengurangi pembentukan leukotrien yang berfungsi mengaktivasi leukosit
selama proses inflamasi. Selain itu, kemampuan triterpenoid dalam
menetralkan oksigen reaktif turut membantu menekan terjadinya peradangan
(Maarebia et al., 2021). Senyawa fenolik berpotensi sebagai agen antiinflamasi
dengan cara menghambat enzim-enzim yang berperan dalam metabolisme
asam arakidonat. Selain itu, penghambatan aktivitas fosfolipase oleh senyawa

ini dapat menekan biosintesis berbagai mediator inflamasi, seperti
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prostaglandin, leukotrien, dan tromboksan, sehingga proses inflamasi dapat
diminimalkan (Fitriyanti et al., 2020).

Pada tabel 4.4 dapat dilihat bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak,
maka daya inflamasi semakin baik (Sukmawati et al., 2022). Hasil penelitian
ini sejalan dengan (Maarebia et al., 2021) yang menyatakan bahwa efek
antiinflamasi akan meningkat seiring dengan peningkatan dosis ekstrak.
Fenomena tersebut diduga disebabkan oleh bertambahnya konsentrasi
senyawa bioaktif yang terkandung dalam ekstrak pada dosis yang lebih tinggi.
Peningkatan kadar senyawa aktif tersebut berpotensi memperkuat mekanisme
penghambatan inflamasi sehingga mampu menurunkan volume edema telapak
kaki mencit (Mus musculus) secara lebih efektif (Rachmawati et al., 2023).

Selanjutnya dilakukan analisis uji ANOVA dengan diawali pengujian
normalitas dan homogenitas. Uji normalitas dilakukan dengan metode
Kolmogrov Smirnov untuk melihat distribusi data apakah normal atau tidak dan
Levene untuk melihat homogenitas data edema kaki mencit (Mus musculus).
Adapun hasil dari kedua pengujian diatas dapat dilihat pada lampiran 12.
didapatkan data persen edema terdistribusi normal (>0,05) sehingga telah
memenuhi syarat ANOVA. Berdasarkan tabel 4.5 didapatkan hasil uji
ANOV A menunjukkan signifikansi p<0,001. Nilai p yang kurang dari 0,05 ini
mengindikasikan bahwa terdapat perbedaan yang sangat signifikan antar
kelompok perlakuan terhadap persen inhibisi. Analisis linear term juga
menunjukkan hubungan linear yang signifikan antara peningkatan dosis dan

efek inhibisi (p<0,001), yang membuktikan bahwa efek ekstrak biji kakao
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(Theobroma cacao L) bersifat dosis-dependent. Karena hasil ANOVA
signifikan, kemudian dilakukan uji lanjutan (post-hoc) untuk mengetahui
kelompok yang berbeda signifikan (Khoerunisa et al., 2022).

Hasil uji post-hoc LSD pada lampiran 12. menunjukkan bahwa
kelompok kontrol negatif memiliki perbedaan yang sangat signifikan dengan
seluruh kelompok perlakuan lainnya (p<0,001), yang mengindikasikan bahwa
pemberian ekstrak uji maupun kontrol positif memberikan efek inhibisi yang
nyata dibandingkan dengan kondisi tanpa pengobatan. Kontrol positif terbukti
berbeda signifikan dengan dosis 100 mg/kgBB (p=0,024), namun tidak
berbeda signifikan dengan dosis 200 mg/kgBB (p=0,086) maupun dosis 300
mg/kgBB (p=0,352), hal ini menunjukkan bahwa efek inhibisi dosis 200
mg/kgBB dan 300 mg/KgBB sudah memberikan efek yang setara dengan
kontrol positif. Sementara itu, perbedaan antar sesama kelompok dosis ekstrak,
yaitu (100, 200, dan 300 mg/kgBB), seluruhnya menunjukkan tidak ada
perbedaan yang signifikan (p>0,05), sehingga secara statistik ketiga dosis
tersebut memberikan efek inhibisi yang sama. Dengan demikian, dapat
disimpulkan bahwa ekstrak uji biji kakao (Theobroma cacao L) memiliki
potensi menghambat antiinflamasi dengan dosis 200 mg/kgBB yang setara
dengan kontrol positif, dan peningkatan dosis hingga 300 mg/kgBB tidak

memberikan tambahan efek yang bermakna secara statistik.



BABV
PENUTUP
A. Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan
bahwa:

1. Senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak etanol biji
kakao (Theobroma cacao L.) meliputi alkaloid, flavonoid, saponin, tanin,
triterpenoid, dan fenolik.

2. Efektivitas antiinflamasi ekstrak etanol biji kakao (Theobroma cacao L.)
terbukti mampu menurunkan edema kaki mencit (Mus musculus) yang
diinduksi karagenan. Dosis 300 mg/kgBB merupakan dosis paling efektif
dengan persentase inhibisi edema tertinggi dari dosis 100 mg/kgBB dan
dosis 200 mg/kgBB yang secara signifikan mendekati efektivitas natrium
diklofenak sebagai kontrol positif.

B. Saran
Penelitian lanjutan perlu dilakukan dengan variasi dosis yang lebih luas
serta uji toksisitas akut dan kronis untuk menentukan keamanan ekstrak biji
kakao. Pengembangan formula sediaan farmasetika seperti krim, gel, atau salep
dari ekstrak biji kakao perlu dipertimbangkan untuk aplikasi topikal pada

inflamasi lokal.
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