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ABSTRAK

Penuaan kulit disebabkan produksi radikal bebas dalam tubuh yang
berlebih, sehingga menyebabkan kerusakan jaringan kulit, hal ini juga
mengakibatkan kerusakan kolagen kulit yang semakin mempercepat proses
penuaan kulit. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
krim kosmetik kopi terhadap penurunan Kkapasitas total kadar superoxide
dismutase (SOD) dan peningkatan jumlah kolagen (tipe I dan Ill) pada proses
penuaan kulit wistar betina.

Penelitian ini menggunakan desain true experimen design dengan rancangan
penelitian post test only group design. Populasi dalam penelitian ini adalah wistar
betina tua (Rattus norvegicus) dengan berat 200-250 gram yang berumur 14-16
bulan. Jumlah sampel secara keseluruhan adalah 24 wistar betina yang terbagi
untuk masing-masing kelompok adalah 6 ekor dalam 4 kelompok perlakuan. Data
kapasitas total kadar SOD diukur menggunakan metode ELISA (Enzyme Linked
Immune-Sorbent Assay) dan jumlah kolagen diukur melalui pengamatan
histopatologi, selanjutnya untuk speksifikasi kolagen tipe I dan 111 diukur melalui
metode imunochistokimia (IHK). Data yang diperoleh dianalisis dengan
menggunakan Kruskal Wallis Test dan Mann Whitney Test.

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa terjadi peningkatan
kapasitas total kadar SOD. serta peningkatan peningkatan jumlah kolagen tipe |
dan 11l secara bermakna (p< 0,05) pada wistar betina tua (Rattus norvegicus)
disebabkan krim kosmetik kopi mempunyai kandungan antioksidan. Hasil
penelitian ini dapat disimpulkan bahwa pemberian krim kosmetik kopi efektif
meningkatkan kapasitas total kadar SOD serta meningkatkan jumlah kolagen tipe
| dan 111 pada wistar betina tua (Rattus norvegicus).

Kata kunci: krim kosmetik kopi, SOD, kolagen, imunohistokimia.
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ABSTRACT

Skin aging is caused by excessive production of free radicals in the body,
causing damage to skin tissue, this also results in damage to skin collagen which
further accelerates the skin aging process. The purpose of this study was to
determine the effect of coffee cosmetic cream on decreasing the total capacity of
superoxide dismutase (SOD) levels and increasing the amount of collagen (types |
and I11) in the aging process of female wistar skin.

This study uses a true experimental design with a post test only group
design. The population in this study was an old female wistar (Rattus norvegicus)
weighing 200-250 grams aged 14-16 months. The total number of samples was 24
female wistars which were divided into 6 groups for each treatment group. The
total capacity data for SOD levels was measured using the ELISA (Enzyme
Linked Immune-Sorbent Assay) method and the amount of collagen was
measured through histopathological observations, then for the specification of
collagen types | and Il it was measured using the immunohistochemical (IHK)
method. The data obtained were analyzed using the Kruskal Wallis Test and the
Mann Whitney Test.

Based on the results of the study, there was an increase in the total capacity
of SOD levels and an increase in the number of collagen types | and IlI
significantly (p < 0.05) in old female wistar (Rattus norvegicus) due to coffee
cosmetic cream containing antioxidants. The results of this study can be
concluded that the administration of coffee cosmetic cream is effective in
increasing the total capacity of SOD levels and increasing the amount of collagen
types I and 1l in old female wistar (Rattus norvegicus).

Keywords: coffee cosmetic cream, SOD, collagen, immunohistochemistry.
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Proses penuaan kulit merupakan proses fisiologis yang tidak dapat
dihindari.> Secara normal sel dalam tubuh memproduksi ROS (Reactive Oxygen
Species) sebagai bagian dalam proses metabolisme.? Penuaan kulit disebabkan
produksi ROS dalam tubuh yang berlebih, sehingga menyebabkan kerusakan
jaringan kulit,® hal ini juga mengakibatkan kerusakan kolagen kulit yang semakin
mempercepat proses penuaan kulit.* Proses penuaan dapat diatasi dengan
penggunaan kosmetik anti-aging, namun bahan kimia yang terdapat pada
kosmetik dapat menyebabkan terjadinya efek samping.” Asam retinoat merupakan
bahan anti aging yang cukup berbahaya. Asam retinoat mempunyai efek terhadap
kelainan saraf pusat, wajah, jantung dan timus serta cheilitis (luka di sudut bibir).°
Kasus malformasi pada telinga bayi yang lahir juga terjadi dari wanita yang
senantiasa menggunakan krim kosmetik tretinoin.” Produk kecantikan untuk
mencegah penuaan kulit biasa diproduksi dalam bentuk kimia yang menimbulkan
efek samping, sehingga dipilih produk herbal berupa kopi yang mengandung
senyawa fenolik sebagai antioksidan yang mempunyai efek perlindungan terhadap
oksigen radikal bebas.®® Penelitian juga menunjukkan bahwa kopi untuk spa
mampu menghambat peningkatan kadar kortisol dan katekolamin yang berguna
untuk menangkal stress pada kulit,"® pemberian kopi berpengaruh terhadap

peningkatan kadar kolagen dengan pemberian 10% ekstrak kopi.'* Potensi kopi



sebagai krim kosmetik anti-aging mempunyai manfaat dalam mencegah penuaan
kulit, sehingga perlu dilakukan penelitian lebih lanjut.

Menurut WHO, populasi lansia di Asia Tenggara mencapai 8% atau sekitar
142 juta jiwa. Populasi lansia pada tahun 2050 diprediksi mengalami peningkatan
3 kali dibandingkan dengan tahun 2013. Jumlah lansia pada tahun 2000 mencapai
angka 7,4% dari total populasi atau 5,3 juta, sementara jumlah lansia pada tahun
2010 mencapai 9,77% dari total populasi atau 24 juta, dan menurut prediksi pada
tahun 2020 jumlah Lansia mencapai 28,8 juta (11,34%) dari total populasi.
Penduduk lanjut usia yang ada di Indonesia berdasarkan pada Data Badan Pusat
Statistik berjumlah 18,7 juta pada tahun 2007, kemudian mengalami peningkatan
menjadi 23,9 juta jiwa (9,77%) pada tahun 2020. Hasil prediksi menunjukkan
bahwa jumlah lanjut usia pada tahun 2020 berjumlah 28,8 juta jiwa (11,34%)".
Peningkatan ROS dari dalam diri dapat menjadi sebab kerusakan lipid, protein
serta deoxyribo nucleic acid (DNA) sel yang menyebabkan proses penuaan kulit,*®
dan kasus kerusakan kulit 50% disebabkan oleh pembentukan radikal bebas di
dalam kulit.

Beberapa penelitian menyebutkan bahwa kopi sebagai bahan herbal
bermanfaat meningkatkan kadar SOD dan meningkatkan kadar kolagen sebagai
upaya mencegah penuaan kulit. Kopi mengandung senyawa antioksidan yang
dianggap paling relevan melawan aksi radikal bebas sebagai kontributor utama
perkembangan stres oksidatif. Stres oksidatif terjadi ketika produksi sel molekul
oksidan melebihi ketersediaan antioksidan yang mampu mengalahkan spesies
oksigen reaktif (ROS),** terdapat peningkatan kadar kolagen dengan pemberian

ekstrak kopi 10%, dan besarnya konsentrasi serta lama pemberian memberikan



pengaruh positif terhadap peningkatan kadar kolagen.'! Kopi mengandung
senyawa fenolik sebagai antioksidan yang mempunyai efek melindungi kulit dari
oksigen radikal bebas.®®. Beberapa penelitian terdahulu sudah meneliti tentang
kopi dengan kandungan yang dapat dimanfaatkan sebagai anti aging, namun
belum meneliti tentang kopi dalam bentuk krim yang mampu meningkatan SOD
dan kolagen.

Penuaan kulit disebabkan produksi radikal bebas dalam tubuh yang
berlebih, sehingga menjadi penyebab kerusakan jaringan kulit.> Pembentukan
radikal bebas yang terlalu tinggi menyebabkan berkurangnya kemampuan tubuh
dalan memproduksi antioksidan, sehingga mengakibatkan terjadinya stres
oksidatif yang dapat merusak komponen seluler serta menyebabkan terjadinya
gangguan pada jalur komunikasi pada sel yang terlihat dengan adanya kulit kering
dan munculnya kerut halus pada kulit."> Reaksi terminasi pada antioksidan
muncul melalui penangkapan radikal hidroksil (*OH) pada saat terjadi reaksi
peroksidasi lemak, protein serta molekul yang lain pada membran sel normal
sehingga dapat menghindari terjadinya kerusakan sel.*® Kopi merupakan bahan
alami yang mengandung senyawa fenolik sebagal antioksidan yang mampu
melindungi dari efek radikal bebas.® Kandungan kafein dalam kopi berupa
antioksidan kuat yang memberikan perlindungan pada kerusakan sel yang
dikarenakan radikal bebas,'’ sementara antioksidan pada kopi adalah polifenol
yang membantu pertumbuhan kolagen pada tubuh.® Berdasarkan uraian di atas
dilakukan penelitian mengenai pengaruh pemberian krim kopi terhadap
peningkatan kapasitas total kadar SOD dan jumlah kolagen dalam proses penuaan

pada kulit wistar betina.



1.2. Rumusan Masalah
Bagaimana pengaruh pemberian krim kosmetik kopi terhadap kapasitas total
kadar SOD dan jumlah kolagen (tipe | dan I1l) pada proses penuaan kulit wistar

betina?

1.3. Tujuan Penelitian
1.3.1. Tujuan Umum
Tujuan umum penelitian ini adalah untuk mengetahui pengaruh pemberian
krim kosmetik kopi terhadap peningkatan  kapasitas total kadar superoxyde
dismutase (SOD) dan peningkatan jumlah kolagen (tipe | dan Ill) pada proses
penuaan Kulit wistar betina.
1.3.2. Tujuan Khusus
1. Untuk mengetahui pengaruh peningkatan konsentrasi kadar kopi dalam krim
kosmetik sebesar 10%, 15% dan 20% yang paling efektif meningkatkan
kapasitas total kadar SOD pada proses penuaan kulit wistar betina
2. Untuk mengetahui pengaruh peningkatan konsentrasi kadar kopi dalam krim
kosmetik sebesar 10%, 15% dan 20% yang paling efektif meningkatkan

jumlah kolagen (tipe I dan I1l) pada proses penuaan kulit wistar betina.

1.4. Orisinalitas Penelitian
Perbedaan penelitian yang akan dilakukan dengan penelitian sebelumnya

adalah variabel bebas menggunakan krim kopi dan variabel tergantung



menggunakan kapasitas total kadar superoxyde dismutase (SOD) dan jumlah

kolagen pada wistar betina.

Tabel 1.1
Originalistas Penelitian
No Peneliti & Judul Metode Penelitian Hasil
Tahun
1. Dhurhania & The New Uji kandungan Kopi mengandung
Novianto Paradigm of fenolik total senyawa fenolik
(2019) Wound dilakukan dengan sebagai antioksidan
Management metode Folin- yang mempunyai
Using Coffee Ciocalteu secara efek perlindungan
Powder spektrofotometri terhadap pengaruh
UV-Vis pada 760,5  oksigen radikal
nm bebas
2. Aritanoga, Gayo-Arabica Penelitian ini Kopi sebagai bahan
et.al (2019) Coffee Decreases = menggunakan desain  antioksidan
MDA and penelitian pre and eksogen dapat
Increases SOD post control group meningkatkan
after Single Bout  design kadar SOD sebagai
Submaximal enzim antioksidan
Physical Exercise endogen
in Sedentary Men
3. Girsang, Effectiveness Test  Penelitian ini Terdapat
et.al (2020)  of Robusta Coffee  menggunakan desain peningkatan kadar
(Coffea penelitian pre and kolagen dengan
cenephora) post control group pemberian ekstrak
Extract from design kopi 10%, dan
North Sumatra in lama pemberian
Collagen and berpengaruh
Hydration Skin terhadap
Level of Female peningkatan kadar
Wistar Rattus kolagen
norvegicus
4. Herawati Pengaruh Penelitian ini Senyawa

dan Sukohar
(2013)

Chlorogenic acid
Kopi Robusta
Lampung
terhadap Ekskresi
Cyclin D1 dan
Caspase 3 pada
Cell Lines HEP-
G2

menggunakan desain
pure experiment

antioksidan yang
terkandung dalam
kopi mampu
menginduksi
antioksidan
endogen sebagai
antioksidan primer
yaitu superoxide
dismutase (SOD)




1.5. Manfaat Penelitian
1.5.1. Manfaat Teoritis

Memberi informasi ilmiah mengenai pengaruh pemberian krim kosmetik
kopi dalam dunia kedokteran sebagai anti aging yang berpengaruh dalam
mencegah penuaan kulit melalui peningkatan kapasitas total kadar superoxyde
dismutase (SOD) dan peningkatan jumlah kolagen (tipe I dan III).
1.5.2. Manfaat Praktis

Penelitin ini dapat mengungkapkan peran kopi sebagai krim kosmetik dalam
mencegah penuaan kulit dengan meningkatkan kapasitas total kadar superoxyde
dismutase (SOD) dan meningkatan jumlah kolagen (tipe | dan IIl) yang efektif.
Penelitian ini juga dapat memberikan sumber informasi pada masyarakat tentang
pengaruh krim kosmetik kopi dalam mencegah penuaan kulit, sehingga dapat

dilanjutkan untuk uji klinis ketahap berikutnya atau penelitian lain pada manusia.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Penuaan
2.2.1. Konsep dasar penuaan

Penuaan adalah sebuah tahapan penurunan pada fungsi biologis tubuh,
yang kecepatannya tergantung pada faktor internal dan eksternal. Faktor internal
yang menyebabkan terjadinya proses penuaan adalah radikal bebas, perubahan
kadar hormon, metilasi, proses glikasilasi, apoptosis, sistem kekebalan yang
menurun serta gen. Faktor ini dapat diminimalisir agar memperlambat terjadinya
proses penuaan, diantaranya apabila penyebab penuaan adalah pada radikal bebas
maka dapat diatasi dengan pemberian antioksidan.’® Penuaan yang disebabkan
oleh radikal bebas berasal dari proses fisiologis pada tubuh, terutama dalam
proses rantai pernafasan aerobik pada mitokondria.*
2.2.2. Tahap proses penuaan

Menurut Pangkahila,"® proses penuaan tidak berlangsung secara tiba-tiba
pada usia lanjut, melainkan melalui tiga tahap sebagai berikut:
1. Tahap subklinik (usia 25-35 tahun)

Tahap subklinik terlihat dengan adanya beberapa hormon dalam tubuh
mulai mengalami penurunan antara lain testosteron, growth hormone serta
estrogen. Terbentuknya radikal bebas dapat merusak sel serta DNA
(Deoxyribo Nucleic Acid) yang akan mempengaruhi kondisi tubuh. Kerusakan

yang terjadi biasanya tidak tampak dari luar, sehingga pada tahap ini merasa



normal, tanpa disertai gejala serta tanda penuaan. Padahal kenyataannya sudah
dimulai terjadinya proses penuaan. Contohnya banyak wanita berusia muda
menggunakan kontrasepsi hormonal mengeluh hilangnya dorongan seksual
sebagai akibat ketidakseimbangan hormon.

. Tahap Transisi (usia 35-45 tahun)

Tahap transisi terjadi penurunan tingkat hormon mencapai 25%, hal ini
menyebabkan terjadi penurunan massa otot lebih kurang satu kilogram setiap
beberapa tahun. Dampak dari hal ini antara lain berupa kekuatan dan tenaga
terasa hilang, sehingga susunan lemak terus bertambah. Tanda awal terjadi
pada kulit berupa elastisitas kulit menurun dan pigmentasi kulit bertambah.
Banyak orang mulai merasa tidak muda dan terlihat lebih tua.

. Tahap Klinik (usia lebih dari 45 tahun')

Tahap klinik terjadi apabila kadar hormon yang menurun terus menerus
selama tahap ini antara lain growth hormone, melatonin, hormon tiroid,
testosteron, estrogen, DHEA. Selain itu, kemampuan penyerapan bahan
makanan, vitamin dan mineral menurun sampai dengan hilang. Penurunan
massa otot satu kilogram setiap tiga tahun dan densitas tulang juga menurun
sehingga kalori yang ada tidak mampu dibakar, berat badan dan lemak tubuh
bertambah. Sering timbul penyakit kronis dan mulai tampak adanya kegagalan
sistem organ tubuh. Gangguan keharmonisan dalam rumah tangga yang

misalnya terjadi disfungsi seksual.



Berdasarkan penjelasan di atas menggambarkan bahwa tidak ada gejala
atau keluhan bukan berarti proses penuaan tidak dimulai, sehingga jangan sampai
muncul gejala dan keluhan yang lebih nyata saat mengatasi proses penuaan.

2.2.3. Teori Penuaan Stres Oksidatif

Pertambahan usia (penuaan) menyebabkan terjadinya peningkatan radikal
bebas yang terjadi secara fisiologis dalam proses metabolisme tubuh, sedangkan
antioksidan yang dibutuhkan dalam menetralisir pada radikal bebas pada sel atau
antioksidan yang beradal dari luar tidak mencukupi. Jumlah radikal bebas dan anti
oksidan yang tidak seimbang menyebabkan terjadinya stres oksidatif.°

Stres oksidatif merupakan sebuah situasi dimana tidak ada keseimbangan
pada radikal bebas dengan pertahanan antioksidan yang dimungkinkan oleh
peningkatan produksi radikal bebas atau rendahnya produksi antioksidan. Radikal
bebas merupakan hasil produk sekunder dari proses metabolisme aerobik yang
berupa senyawa oksigen reaktif. Oksigen (O;) sangat dibutuhkan dalam
kehidupan pada manusia. Manusia menggunakan lebih dari 90% oksigen untuk
pross metokondria yang dapat menghasilkan energi pada tubuh.?* Radikal bebas
terbetuk dari proses pengolahan Oksigen yang tidak sempurna, sehingga
membentuk radikal bebas yang kurang stabil dengan elektron yang tidak saling
berpasangan pada orbit yang paling luar. Senyawa ini dapat menarik elektron dari
molekul yang ada di sekitar untuk dapat melengkapi senyawa elektron pada orbit
luar, akibatnya molekul tidak stabil dan melakukan pengambilan elektron dari
luar. Radikal bebas yang terbentuk cukup berbahaya bagi kulit, diantaranya adalah

anion superoksida (027), radikal hidroksil (OH’), dan peroksinitrit (ONOQO).
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Senyawa nitrit oksida (NO) dan Hidrogen peroksida (H,O,) bukan merupakan
senyawa radikal bebas, karena mempunyai kemampuan dalam mencetuskan reaksi
reduksi oksidasi dan mengakibatkan terbentuknya radikal bebas.??

Radikal bebas merupakan senyawa yang berasal dari proses fisiologis dan
mempunyai peran penting pada komunikasi sel, homeostasis, dan respons selular.
Tubuh juga mempunyai metode pertahanan (antioksidan) dalam mencegah
pengaruh negatif radikal bebas, secara enzimatik maupun nonenzimatik.
Antioksidan yang berbentuk enzim diantaranya superoksida dismutase. Produksi
antioksidan tidak sebanding dengan kecepatan produksi pada radikal bebas,
karena 1-3% O, dapat terjadi proses pengolahan yang kurang sempurna dan
menyebabkan terbentuknya radikal bebas. Radikal bebas yang terlalu tinggi dapat
menjadi toksik dan mengakibatkan kerusakan sel.*>

Oksigen mempunyai  fungsi akseptor elektron terminal pada rantai
transport elektron (electron transport chain/ETC) pada membran dalam
mitokondria. Aliran elektron apabila mengalami gangguan, maka oksigen dapat
terjadi reduksi oleh sebuah elektron sehingga menyebabkan terbentunya ROS,
yaitu O2°. Kondisi semacam ini umum terjadi pada kompleks I ETC (NADH
dehidrogenase) dan kompleks 111 ETC (ubisemikinon). Pada mitokondria terdapat
enzim MnSOD yang dapat merubah O2° menjadi H,0O,, kemudian H,O, oleh
enzim glutation peroksidase (GSPx) akan diubah menjadi air (H,O) dengan
bantuan GSH atau katalase. H,O, apabila tidak diuraikan dapat bereaksi dengan
logam transisi yang terdapat bebas, seperti Fe,. dan Cu®, akibatnya terbentuk OH'

melalui reaksi Fenton. Radikal OH menyerang berbagai makromolekul pada sel,
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seperti  DNA, lipid, dan protein, akibatnya terjadi kerusakan oksidatif
makromolekul ?®

Stres oksidatif mempunyai peran penting terjadinya penuaan pada kulit
yang disebabkan adanya kerusakan pada sel, terutama kerusakan secara intrinsik,
yang menimbulkan kerusakan oksidatif pada berbagai komponen selular,
merangsang terjadinya apoptosis, menyebabkan gangguan dalam proses
komunikasi antar sel, serta mengakibatkan penyakit terkait penuaan. ROS
memberikan dampa pada penuaan kulit karena adanya proses oksidasi selular,
aktivasi mitogen-activated pathway (MAP) Kinase, aktivasi nuclear factor kappa B
(NF-kB), serta berbagai stimulasi sitokin proinflamasi. Akibat dari kerusakan
yang disebabkan oleh radikal bebas bergantung pada sifat molekul. O2°
mempunyai sifgat reaktif dan tidak mudah berdifusi pada luar sel, sehingga
kerusakannya bersifat lokal. H,O, mudah larut pada lemak, sehingga berdifusi di
luar sel dan mengakibatkan kerusakan di luar tempat produksinya. OH
Mempunyai waktu paruh yang singkat dan bereaksi pada seluruh komponen di
sekitarnya, seperti mtDNA, lipid, dan protein.

Radikal bebas mempunyai peran penting dalam metabolisme kolagen.
Oksigen reaktif selain menghancurkan kolagen interstisial, namun juga
menginduksi beberapa kelompok enzim dalam degradasi kolagen yaitu matriks
metaloproteinase (MMPs), sehingga menyebabkan kehilangkan kolagen pada
kulit. ROS yang mengalami peningkatan melalui jalur MAPK dapat menurunkan
Extracelluler signal-regulated kinase (ERK) dan meningkatkan cJun Kinase

(JNK/p38), sehingga mengaktivasi peningkatan AP-1. AP-1 yang mengalami
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peningkatkan mengakibatkan terjadinya peningkatan MMP-1 (collagenase).
MMP-1 dan MMP-3 yang meningkat dapat mengaktivasi penurunan pro-kolagen-
1, sebab kolagen tipe-1 yang dihasilkan mengalami penurunan, sehingga kolagen

pada sel kulit juga mengalami penurunan.

2.2. SOD (Superoxide Dismutase)

Superoxide Dismutase (SOD) merupakan enzim yang berfungsi sebagai
katalis dismutasi superoksida untuk menjadi oksigen serta hidrogen peroksida.
SOD adalah enzim yang sangat penting dalam pertahanan sel dari berbagai
paparan oksigen. Oksigen dibutuhkan untuk bertahan hidup, akan tetapi dalam
proses metabolisme yang terjadi pada oksigen dalam sel menghasilkan berbagai
unsur destruktif yang berupa radikal bebas. Oksidan atau radikal bebas yang tidak
seimbang membawa elektron bebas yang berdampak pada kerusakan molekul
pada sel pada saat berusaha untuk mencapai keseimbangan, sehingga mempunyai
potensi untuk merusak sel. Radikal bebas yang mengalami kerusakan sering
disebut dengan stress oksidatif, namun tubuh sudah mempunyai sebuah sistem
pertahanan dari radikal bebas yang disebut sebagai superoxide dismutase (SOD)
atau enzim antioksidan. SOD merupakan enzim antioksidan yang berfungsi
melindungi sel dalam proses metabolisme oksigen, sehingga dengan aman dapat
menangkap radikal bebas yang berbahaya menjadi sebuah unsur penyeimbang
seperti H,0.%*

Enzim antioksidan bekerja melalui proses pencegahan pada terbentuknya

senyawa radikal bebas yang baru. Pada saat kondisi yang normal, terdapat
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keseimbangan antara dua aktivitas dan kadar antioksidan intraseluler. Kondisi
keseimbangan ini sangat pentung bagi pertahanan organisme dan kesehatan.
Berdasarkan pada pengamatan membuktikan bahwa kerusakan unsur yang terjadi
pada seluler seperti DNA, protein sel serta membran lemak disebabkan oleh
adanya stres oksidatif.*°

SOD adalah pertahanan penting bagi tubuh terhadap radikal superoksid
dan merupakan mekanisme utama dalam bertahan mencegah terjadinya stres
oksidatif. SOD merupakan enzim antioksidan yang berfungsi sebagai katalis bagi
dismutasi dari reaksi anion superoksid yang tinggi menjadi O, dan H,O, yang
kurang reaktif. Manusia  mempunyai tiga bentuk SOD, vyaitu: Cu/Zn-SOD
sitosolik, Mn-SOD_mitokondrial dan (EC-SOD) SOD ekstraseluler. Mn-SOD
terdapat pada mitokondria sel eukariout, sementara Cu/Zn-SOD berada pada
sitosol dan kloroplas tanaman tingkat tinggi. Adapun Fe-SOD terkadang tidak
dapat dideteksi, akan tetapi dapat dicermati dengan lebih lanjut pada bagian
kloroplas.®

SOD bekerja dengan menghancurkan O, melalui oksidasi dengan
berurutan serta reduksi dari transisi ion metal pada bagian aktif mekanisme tipe
ping pong dengan tingkat rekasi yang sangat tinggi. Berbagai tipe pada SOD
berfungsi mengikat anion tunggal sebagaimana azide dan fluoride, namun terdapat
perbedaan yang cukup jelas pada kerentanan Fe, CN, dan F,. Mn-SOD
mempunyai nilai rata-rata yang terdapat pada kontrol bagi orang yang sehat
sebesar 107 ng/ml. Mn-SOD pada serum mengalami peningkatan hingga lima kali

lipat pada manusia yang terinveksi virus, seperti Hepatitis A virus, Hepatitis B
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virus, Epstein barr virus di mana berbagai virus tersebut bereplikasi pada organ
dalam, sementara Mn-SOD mengalami peningkatan yang sedikit pada organ yang
terinveksi virus yang mempunyai sitopatogenisitas rendah, yaitu cytomegalovirus,
rubella dan herpes simplex virus.*

Kadar SOD yang mengalami penurunan berakibat pada berbagai kondisi
dan menyebabkan timbulnya berbagai penyakit seperti anemia Fanconi, reumatoid
artritis, katarak, infeksi saluran pernapasaran dan infertil. SOD dapat digunakan
untuk membantu ahli kesehatan dalam menegakkan diagnosis penyakit,
sebagaimana penyakit jantung koroner, kanker, diabetes, hepatitis, abnormalitas

hemoglobin, distrofi muskular, depresi, skizofrenia serta down syndrome.**

2.3. Kolagen

Kolagen adalah protein yang berupa tripel heliks yang ada di seluruh tubuh
dengan fungsi sebagai pengikat jaringan, migrasi sel, perlekatan sel, morfogenesis
jaringan, pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis) dan perbaikan
jaringan. Kolagen yang terdapat pada vertebrata ada 28 jenis dengan nomor I-
XVIII. Kulit mempunyai kolagen yang terdiri dari tipe I, 11l, V dan VI dengan
membentuk struktur horizontal pada dermis dengan diselingi serat elastin.
Kolagen tipe | merupakan jenis terbanyak pada jaringan ikat kulit. Protoglikan
terutama asam hialuronat adalah substansi amorf yang disekitarnya terdapat serat
kolagan dan elastin.?® Serat kolagen mempunyai fungsi memberi kekuatan,

ketahanan kulit dan integritas struktural.?’
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Gambar 2.1. Histologi kolagen dermis dengan pewarnaan HE?

Kolagen dengan jenis tipe | disintesis pada sel fibroblast demgam melalui
dua proses, yaitu dalam dan luar sel. Pada proses yang terjadi dalam sel diawali
dengan terbentuknya prokolagen dalam bentuk dua rantai peptida alpha dengan
translasi di ribosom sepanjang retikulum endoplasma kasar (RER), selanjutnya
rantai polipeptida dilepas menuju lumen RER. Sinyam peptide dilepaskan pada
RER, sehingga rantai peptida menjadi rantai pro-alpha, sehingga terjadilah proses
hidroksilasi lisin dan prilin asam amino pada lumen melalui kofaktor asam
askobrat yang kemudian residu hidroksilin mengalami glikosilasi. Pada retikulum
endoplasma terbentuk tripel alpha helik, yang selanjutnya prokolagen
dieksositosis menju badan golgi. Prokolagen yang terjadi dalam proses ekstrasel
sudah diekksositosisa kemudian berubah menjadi tropokolagen oleh prokolagen
peptidase. Beberapa tropokolagen membentuk fibril kolagen dengan cross-linkng
kovalen dan fibril kolagen menjadi serabut kolagen. Kolagen kemudian menempel
pada membran sel melalui beberapa protein, diantaranya yaitu fibronektin dan

integrin.?
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Kolagen sangat dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu faktor intrinsik dan
ekstrinsik. Faktor intrinsik diantaranya adalah genetik dan hormon, sementara
untuk faktor ekstrinsik terdiri dari sinar ultraviolet, diet dan polusi. Hormon
estrogen juga menjadik faktor penentu produksi kolagen, karena estrogen mampu
meningkatkan sintesis kolagen. Matrix Metalloproteinase-1 (MMP-1) atau
kolagenase adalah sebuah proteinase ekstraselular yang mendominasi kulit, dan
mempunyai peran untuk memecah kolagen tipe | secara fisiologi. MMP terdiri
dari propetida, katalik, dan hemopexin. MMP. memecah kolagen menjadi %/, dan
1/, fragmen. MMP-1 memecah kolagen setelah residu ke 775 (Gly), dalam sekuen
rantai GIA-alpha 1 dan rantai GLL-alpha 2. *°

Kolagen tipe Il banyak terdapat pada kulit, sistem limfatik, limfa, hati,
sistem kardiovaskular, paru. Tipe kolagen yang banyak terdapat pada organ kulit
yaitu kolagen tipe 1 dan tipe Il dengan fungsi sebagaih pertahanan mekanik.®
Kolagen tipe 1 dan Il termasuk pada fibril-forming collagen adalah serat yang
cukup fleksibel dengan daya regang yang kuat. Kolagen berwarna putih, sehingga
disebut dengan serat putih. Kolagen pada jaringan ikat mempuanyai diamter yang
kecil dan tidak berwarna jika tidak diberikan warnai. Setiap serat pada kolagen
terdiri dari tropocollagen, dan tropocollagen terdiri atas tiga rantai polipeptida
yang tersusun dalam bentuk triple helix. Jenis kolagen lain yang terdapat pada
kulit diantaranya adalah kolagen tipe V, VI, VII, XII dengan jumlah yang minimal
dan diperkirakan turut menunjang kulit, namun perannya belum jelas.*

Jumlah kolagen akan semakin berkurang seiring dengan bertambah umur,

namun beberapa tipe kolagen mempunyai karakter yang berbeda. Anak memiliki
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banyak kolagen dengan tipe Ill, namun pada proses penuaan secara intrinsik
terjadi penurunan jumlah kolagen tipe Il dan tumbuh jumlah kolagen tipe I.
Kolagen dengan tipe | terus mengalami peningkatan hingga usia 35 tahun, yaitu
pada saat kulit mengalami puncak kekuatan mekaniknya, kemudian kolagen tipe |
akan mengalami penurunan. Korelasi antara usia dengan jumlah kolagen hingga
saat ini belum jelas, namun jumlah kolagen manusia pasca usia 60 tahun lebih
sedikit apabila dibanding manusia yang berusia lebih muda.®*

Kolagen adalah serat utama yang terdapat pada lapisan dermis kulit dan
merupakan protein dengan fungsi sebagai penyangga kulit dan kekuatan mekanik.
Struktur protein pada kulit dan komponen kulit akan mengalami perubahan seiring
dengan bertambahnya umur, sehingga mengakibatkan terjadinya penuaan kulit.
Jumlah kolagen yang mengalami perubahan merupakan bagian integral dari
proses penuaan kulit. Penurunan kolagen diprediksi terjadi sekitar 1% setiap tahun
per unit pada area kulit, namun pada kulin yang senantiasa terpapar UV
menunjukkan adanya penurunan hingga 59%, hal ini sebagaimana ditunjukkan
pada kulit yang mengalami photodamage.*

Kolagen tipe I walaupun merupakan kolagen yang utama pada lapisan
dermis kulit, namun jenis kolagen dengan tipe yang juga mempunyai peranan
yang penting. Kolagen dengan tipe VIl banyak terdapat pada anchoring fibril
terletak pada membran basalis berfungsi melekatkan membran basalis pada papila
dermis. Pasien dengan paparan sinar UV yang kronis dapat mengalami penurunan
jumlah kolagen tipe VII dan berakibat pada perlekatan antara membran basalis

dengan papilla dermis mengalami penurunan, akibatnya ikatan epidermis dan
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dermis melemah. Kerutan yang terdapat pada kulit terbentuk karena lemahnya
ikatan antara dermis dan epidermis yang disebabkan degenerasi anchoring fibril.
Penurunan kolagen tipe VII pada dasar kerutan kulit juga mengakibatkan

penurunan kolagen tipe IV pada tempat yang sama.*

2.4. Kopi
2.4.1. Definisi Kopi

Tanaman kopi (Coffea spp) merupakan spesies tanaman yang berbentuk
pohon termasuk pada famili Rubiaceae dan genus Coffea. Tanaman kopi
tumbuhnya dengan tegak, mempunyai cabang dan dapat tumbuh hingga
ketinggian 12 m. Tanaman kopi mempunyai daun yang bulat telur dengan bagian
ujung agak meruncing, daun tumbuh berhadapan dengan batang, cabang dan
ranting-ranting. Tanaman kopi mulai berbunga setelah mempunyai umur kisaran 2
tahun. Tanaman kopi terdiri atas bebera jenis yaitu Coffea Arabica, Coffea

Robusta dan Coffea Liberica.*

Arabica Robusta

Gambar 2.2. Perbandingan Kopi Arabica dengan Kopi Robusta
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Kopi adalah jenis tanaman perkebunan yang telah dibudidayakan dan
mempunyai nilai ekonomis cukup tinggi. Kopi berasal dari Afrika, yaitu di daerah
pegunungan di Etopia, akan tetapi kopi dikenal oleh masyarakat dunia sesudah
dikembangkan di luar daerah asal, yaitu Yaman di bagian selatan Arab.** Sejarah
mencatat bahwa kopi ditemukan sebagai minuman dengan khasiat dan energi
yang tinggi. Kopi ditemukan oleh Bangsa Etiopia di benua Afrika berkisar 3000
tahun yang lalu atau 1000 SM. Kopi kemudian mengalami perkembangan hingga
saat ini dan menjadi minuman terpopuler di dunia yang dikonsumsi hampir semua
kalangan masyarakat. Indonesia sudah mampu memproduksi lebih dari 400 ribu
ton kopi dalam setiap tahun. Kopi selain mempunyai rasa dan aroma yang
menarik, juga dapat menurunkan risiko penyakit kanker, diabetes, batu empedu,
dan penyakit jantung.>

Penyebaran tanaman kopi di Indonesia saat ini telah mencapai lebih dari
95% merupakan jenis robusta, sementara lainnya yaitu kopi Arabika dan yang
lainnya. Kopi Robusta meskipun awalnya ditanam dan diusahakan oleh
perkebunan besar, akan tetapi pada perkembangannya lebih berpotensi sebagai
tanaman rakyat, karena lebih mudah ditanam dan mempunyai ketahanan pada
kondisi pertumbuhan yang kurang menguntungkan, selain itu harga pasaran kopi
Robusta relatif semakin tinggi.

Kopi Robusta mampu tumbuh dengan baik pada ketinggian (elevasi) 300-
700 meter dari permukaan laut (mdpl) dengan suhu udara harian 24-30°C dan
curah  hujan rata-rata 1.500-3.000 mm/tahun. Elevasi optimal yang

direkomendasikan dalam penanaman kopi Robusta yaitu 500-700 mdpl jika
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dihubungkan dengan cita rasa dan kandungan kimia.*’ Ketinggian tempat
mempunyai dampak yang signifikan pada komposisi biji kopi. Rata-rata
kandungan antioksidan tertinggi kopi robusta terdapat pada ketinggian tempat
1200 ++ m dpl 28,371, kandungan antioksidan pada ketinggian 1200 mdpl yaitu
26,673, kandungan antioksidan pada ketinggian 800-1000 mdpl yaitu sebesar
26,469, serta rata-rata kandungan antioksidan yang paling rendah terdapat pada
ketinggian 400-600 m dpl dengan 23,957.% Penelitian ini menggunakan kopi
untuk dijadikan sebagai krim kosmetik dari Kopi Lawu yang beralamatkan di
Gondang, RT.004/RW.003, Gondang, Jabung, Panekan, Kabupaten Magetan,
Jawa Timur 63352 yang berada pada ketinggian + 800 mdpl, sehingga kandungan
antioksidan dapat dimanfaat sebagai penangkal tumbuhnya radikal bebas (ROS).
2.4.2. Taksonomi Kopi

Klasifikasi kopi berdasarkan tingkatan taksonomi, dapat dijelaskan sebagai
berikut:

Kingdom : Plantae
Sub Kingdom : Tracheobionta
Super Divisi : Spermatophyta
Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida

Sub Kelas : Asteridae

Ordo : Rubiales
Famili - Rubiaceae
Genus : Coffea L.

Spesies : Coffea canephora Pierre ex Froehner.*
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2.4.3. Morfologi

Tanaman kopi secara alami memunyai akar tunggang sehingga tidak dapat
rebah dengan mudah. Akar tunggang pada tanaman kopi hanya dipunyai oleh
tanaman kopi dari bibit semai atau bibit sambung (okulasi) dengan batang
bawahnya dari bibit semai. Tanaman kopi dari bibit setek, cangkok, atau okulasi
dengan batang bawah dari bibit setek tidak mempunyai akar tunggang, sehingga
mudah rebah. *

Buah kopi tersusun atas tiga bagian, diantaranya yaitu lapisan kulit luar
(excocarp), lapisan daging (mesocarp), lapisan kulit tanduk (endoscarp), kulit ari,
dan biji kopi. Penampang secara melintang pada biji kopi secara lebih jelas

disajikan pada gambar dibawah:

Exocarp ==
o
l )
Endocarp
GS/
™ Sliver skin

Gambar 2.3. Penampang Melintang Biji Kopi*
2.4.4. Manfaat krim kopi dalam mencegah penuaan kulit
Penduduk di daerah-daerah penghasil kopi telah lama menggunakan kopi
untuk merawat kulit dan mencegah terjadinya penuaan. Kebiasaan tersebut pada
saat ini masih banyak dilakukan penduduk di daerah perkotaan untuk

mengencangkan kulit agar terlihat awet muda. Kopi terdiri dari senyawa fenolik
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sebagai antioksidan yang memiliki pengaruh perlindungan pada oksigen radikal
bebas sebagai antioksidan, sehingga mampu meminimalisir kerusakan sel (radical
scavenger) melalui penghambat peroksidasi lipid.® Senyawa fenolik pada biji kopi
mengandung Phenolic Acid, terdiri dari: Chlorogenic Acid, 3-Caffeoylquinic Acid,
dan Hydrooxicinnamates mempunyai khasiat sebagai anti inflamasi yang
berfungsi mengurangi efek hislamin, bradikinin, dan lekotrien, serta mengurangi
efek peningkatan permeabilitas kapiler pada fase inflamasi, dampaknya dapat
mencegah keluarnya makromolekul dari mikrosirkulasi dan meminimalisir
terjadinya pembengkakan (edema).

Menurut Farah (2012) senyawa fenolik pada biji kopi mengandung
komponen asam klorogenat yang berfungsi sebagai antiinflamsi dengan
kandungan yang berbeda-beda pada setiap jenis kopi, konsentrasi Green Coffea
arabica yaitu 4.1-7.9 (9/100g), Roasted Coffea arabica adalah 1.9-2.5 (g/100g) dan
Green Coffea canephora adalah 6.1-11.3 (g/100g) serta kandungan Roasted
Coffea canephora 3.3-3.8 (g/100g).** Senyawa fenolik dari kopi robusta secara
umum lebih tinggi jika dibanding dengan kopi arabika.*?

Senyawa fenolik adalah kelompok senyawa yang paling besar perannya
dalam tubuh sebagai antioksidan alami. Senyawa fenolik mempunyai satu (fenol)
atau lebih (polifenol) cincin fenol, yaitu gugus hidroksi yang terikat pada cincin
aromatis sehingga dapat teroksidasi dengan menyumbangkan atom hidrogen pada
radikal bebas. Senyawa fenolik sangat potensial sebagai antioksidan karena
mempunyai kemampuan dalam membentuk radikal fenoksi yang stabil saat reaksi

oksidasi.® Antioksidan mempunyai manfaat untuk mencegah terjadinya penuaan



23

dan penyakit degeneratif. Penuaan merupakan proses alami pada semua makhluk
hidup yang mengakibatkan terjadinya perubahan progesif pada kulit dan seluruh
organ.*®

Antioksidan yang ada pada kopi merupakan Flavonoid. Flavonoid
merupakan mayoritas senyawa polifenol tanaman yang tersebar secara luas pada
beberapa bahan makanan dengan beranekaragam konsentrasi. Polifenol adalah
sebuah komponen bioaktif non gizi yang mampu memberikan efek fungsional
kesehatan pada tubuh. Senyawa polifenol banyak terdapat pada kopi, teh, kakao,
rempah-rempah, serealia, biji-bijian, sayuran, bunga dan lain sebagainya.
Senyawa polifenol banyak menunjukkan aktivitas sebagai antioksidan. Polifenol

adalah senyawa kimia mempunyai peran sebagai antioksidan kuat pada kopi.'®

2.5. Pengaruh Kopi terhadap SOD dan Kolagen

Kopi diketahui dapat menurunkan konsentrasi glutamil transpeptidase,
suatu penanda stres oksidatif. Pemberian kopi yang sudah dihilangkan kandungan
hidroksihidrokuinon (komponen prooksidan) memperlihatkan efek antihipertensi,
memperbaiki bioavailabilitas nitrit oksida (NO) dan memperbaiki fungsi
endotelium. Kopi terdiri dari senyawa flavonoid yang mempunyai sifat
antioksidan. Senyawa flavonoid adalah metabolit sekunder yang diperoleh dari
tanaman yang termasuk pada senyawa polyphenol. Flavonoid mampu menangkap
radikal bebas, seperti radikal bebas yang dapat merusak endotel pada pembuluh

darah, serta mempunyai dampak dalam menghambat oksidasi lipid.**
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Kopi terdiri dari berbagai komposis yang mempunyai potensi sebagai
antioksidan. Kandungan yang terdapat dalam kopi meliputi mineral mangan (Mn),
tembaga (Cu) dan seng (Zn) yang mampu memberikan rangsangan dalam
meningkatkan kinerja enzim superoxide dismutase (SOD). SOD merupakan kadar
serum yang menjadi indikator utama adanya antioksidan pada tubuh. SOD adalah
antioksidan enzimatik endogen, sehingga keberadaan SOD sangat dibutuhkan oleh
tubuh untuk memberikan keseimbangan stress oksidatif tubuh yang tinggi.*®
Kadar serup SOD yang rendah disebabkan oleh ketidakseimbangan antara
antioksidan yang diproduksi dalam tubuh dengan jumlah radikal bebas dalam
mekanisme -metabolisme .. Sintesis pada SOD. mengalami-. gangguan akibat
tingginya' radikal bebas, sehingga mengakibatkan kadar SOD yang diproduksi
oleh tubuh 'mengalami penurunan dan tidak mampu memberikan keseimbangan
pada terbentuknya radikal bebas.® Kopi merupakan tanaman yang mengandung
antioksidan eksogen mempunyai manfaat-dalam meningkatkan enzim antioksidan
endogen, seperti SOD, = glutation. peroxidase (GPx) 'dan glutation. Kopi
mengandung flavanoid yang mampu: bekerja sebagal antioksidan, yaitu melalui
peningkatan kadar SOD yang mampu memberikan 1on hidrogen serta elektron
menuju anion superoksida, sehingga menjadikan lebih stabil dalam melindungi
DNA dan lipo-protein pada oksidasi.*’

Kopi yang mengandung antioksidan mampu merubah radikal bebas yang
dilepaskan pada waktu aplikasi gaya ortodontik menjadi produk yang stabil
melalui penghambatan faktor transkripsi redoks sehingga sel dan jaringan dapat

terlindungi dari berbagai ancaman kerusakan oksidatif dan mengalami perbaikan
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ligamen periodontal dari sabut kolagen melalui proses aktivasi sel fibroblas yang
dirangsang oleh makrofag, kekuatan mekanik, limfosit, dan bakteri untuk
mengeluarkan plasminogen activator, matriks metaloproteinase (MMP), inhibitor
jaringan metalloproteinase (TIMP), plasminogen activator inhibitor (PAI), sitokin
prostaglandin E-2 (PGE-2) dan interleukin-6 (IL-6)]. Fibroblas yang
mensekresikan protein matriks mempunyai kemampuan untuk menghasilkan
kolagen, elastin, dan glycosaminoglycans (GAG'S). Penelitian Wei-Cheng et al.,
(2013) menjelaskan bahwa asam klorogenat mampu meningkatkan ekspresi TGF-
B yang secara bersamaan dapat peningkatan produksi kolagen serta proliferasi sel
fibroblas pada hari ke 6-15 dan asam kafeat yang ada dalam biji kopi amampu
meningkatkan produksi kolagen dan proliferasi sel fibroblas pada hari ke 10 dan

15 dibanding dengan kelompok kontrol.*

2.6. Faktor Perancu

Radikal bebas adalah molekul yang terdiri dari satu atau lebih elektron tidak
berpasangan dan memunyai sifat yang tidak stabil, umur yang pendek, seta reaktif
dalam penarikan elektron pada molekul lain dalam tubuh upaya untuk mencapai
stabilitas yang mengakibatkan potensi kerusakan pada biomolekul dengan
rusaknya integritas lipid, protein, dan DNA pada peningkatan stres oksidatif
ditunjukkan  dengan  adanyak penyakit neurodegenerative, penyakit
kardiovaskular, diabetes mellitus, proses penuaan dini dan kanker.*® Penuaan dini

adalah tahapan dalam perubahan sel normal menjadi kerusakan sel yang
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diakibatkan oleh adanya mutasi dengan berbagai faktor, diantaranya dipicu oleh
adanya radikal bebas pada tubuh.

Radiasi sinar rontgen dan sinar UV juga merupakan sumber pembentukan
ROS, hal ini karena sinar tersebut dapat melisiskan air menjadi radikal OH. lon
logam sebagaimana Fe®*, Co** dan Cu* juga memberikan rekasi pada oksigen atau
hydrogen peroksida (H20,), sehingga mampu menghasilkan radikal OH. Nitric
oksida merupakan senyawa penting dalam proses relaksasi pembuluh darah, selain
dari senyawa radikal bebas mampu bereaksi melalui superoksida yang mampu
menghasilkan peroksinitrit, sehingga dapat membentuk radikal OH.*® ROS juga
berasal dari respiratory burst dari macrofag yang teraktifkan. Aktivasi macrofag
mengakibatkan terjadinya peningkatan penggunaan glukosa melalui lintasan
pentose fosfat yang digunakan dalam mereduksi NADP menjadi NADPH, dan
peningkatan dalam penggunaan oksigen yang digunakan dalam mengoksidasi
NADPH untuk menghasilkan superoksida dan halogen radikal merupakan agen
sitotoksik yang berfungsi membunuh mikroorganisme yang telah difagosit.

Oksidasi pada coenzim flavin tereduksi pada mitochondria dan rangkaian
transport electron pada mikrosome berlangsung melalui berbagai proses, dimana
radikal flavin semiquanon distabilkan oleh protein pengikat, dan menghasilkan
radikal oksigen (superoksida) sebagai efek samping. Hasil akhir dari superoksida
bukan radikal bebas, akan tetapi sifat radikal, diprediksi terdapat kebocoran
radikal bebas, sebanyak 3-5% dari 30 mol oksigen yang dikonsumsi oleh manusia
setiap hari sekitar 1.5 mol ROS. Pembentukan radikal bebas pada mitokondria

selain disebabkan karena kebocoran electron kronis yang berasal dari rantai
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pernafasan normal, juga disebabkan oleh respiratory burst intra mitochondrial,
cytoplasma, serta radikal bebas dari luar. Mitochondria superoksida dikonversi
menjadi hydrogen peroksida yang mampu menyebar dan selanjutnya dikonversi
menjadi radikal OH yang mempunyai sifat mutagenic, sehingga produksi radikal
bebas pada mitochondria menjadi faktor penting dalam pathogenesis penyakit.>

Pertambahan usia merupakan faktor utama pemicu besarnya produksi
radikal bebas. Penuaan kulit intrinsik adalah proses penuaan pada kulit secara
alami yang terjadi dengan adanya peningkatan usia pada akhir dekade ketiga.
Proses ini berjalan dengan lambat yang mengakibatkan terjadinya perubahan
struktur jaringan kulit. Penuaan kulit yang terjadi secara intrinsik mengalami
berbagai mekanisme perubahan simultan. Pada lapisan epidermis terjadi
perubahan morfologi atau struktur kulit, sementara pada lapisan dermis
mengalami perubahan biokimiawi. Perubahan turut terjadi pada organ-organ
adneksa kulit seperti rambut kelenjar minyak serta kelenjar keringat. Permukaan
kulit yang mengalaami proses penuaan secara intrinsik terlihat lebih pucat,
muncul berbagai kerutan halus (fine wrinkle), lapisan dermis dan epidermis
menjadi atrofi sehingga kulit menyebabkan kulit terlinat lebih tipis, tampak lebih
rapuh serta transparan. Kulit terasa lebih kering dan gatal. Penuaan pada kulit
secara intrinsik diikuti dengan berkurangnya jaringan lemak subkutan termasuk
facial fat, sehingga mengakibatkan pipi menjadi cekung dan muncul kantung
mata.*®

Stres oksidatif yang tinggi terjadi juga disebabkan karena berat badan. Pada

kondisi obesitas dapat memicu tumbuhnya kondisi stres oksidatif disebabkan oleh
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ketidakseimbangan peroksidan dan antioksidan pada tubuh. Seseorang yang
memiliki berat badan berlebih mengalami lipogenesis berlebih, sehingga
menghambat lipolisis. Lipogenesis dirangsang oleh diet tinggi karbohidrat. Sterol
Regulatoty Element Binding Protein-1(SREBP-1) adalah mediator penting dalam
kerja pro-lipogenik atau anti-lipogenik lain yang mempunyai hubungan dengan

lipogenesis adalah peroxisome proliferator activated receptor-y.>?

2.7. Krim

Krim (cremores) merupakan bentuk sediaan kosmetik setengah padat yang
berupa emulsi dengan kandungan satu atau lebih dari bahan obat yang larus serta
terdispersi pada bahan dasar dan mengandung air tidak kurang dari 60%. Krim
terdiri dari dua jenis yaitu krim minyak dalam air dan air dalam minyak. Krim
yang bisa dicuci air ditujukan pada penggunaan kosmetik dan estetika. Stabilitas
krim dapat rusak apabila sistem campurannya terganggu oleh adanya perubahan
suhu atau komposisi, seperti adanya peningkatan dalam salah satu fase secara
berlebihan. Krim dapat diencerkan melalui teknik aseptis, sehingga
penggunaannya terbatas dalam dalam kurun waktu satu bulan.

Kris mempunyai bahan pengemulsi yang disesuaikan dengan jenis dan sifat
krim yang diharapkan. Bahan yang digunakan untuk pengemulsi krim diantaranya
adalah emulgid, setasium, lemak bulu domba, stearil alkohol, setilalkohol,
polisorbat, golongan sorbitan, PEG, dan sabun. Metilparaben (nipagin) merupakan

bahan pengawet yang umum digunakan pada krim yaitu 0,12-0,18%, sementara
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untuk propilparaben (nipasol) adalah 0,02-0,05%. Pembuatan krim dapat
dilakukan dengan melelehkan lemak, lemak dilebur di atas penangas air,
kemudian ditambahkan pada bagian airnya dari zat pengemulsi, dan akhirnya
diaduk hingga terbentuk sebuah campuran dalam berbentuk krim.>

Krima mempunyai kelebihan dalam penyebaran secara merata, mudah
dibersihkan atau dicuci, praktis, cara kerja berlangsung pada jaringan setempat,
memberikan rasa dingin (cold cream) berupa tipe a/m, tidak lengket terutama tipe
m/a, bahan untuk pemakaian topikal jumlah yang diabsorpsi tidak cukup beracun
dan digunakan sebagai kosmetik. Adapun keterbatasan dari sediaan krim adalah
susah dalam pembuatannya, sebab dalam pembuatan krim. dilakukan dalam
keadaan panas. Gampang pecah karena pada pembuatan formula tidak pas, mudah
kering dan rusak khususnya pada tipe a/m disebabkan oleh ganguan pada sistem
campuran terutama oleh perubahan pada suhu dan komposisi pada penambahan
salah satu fase secara berlebihan. Kris kosmetik kopi dalam bentuk salep
diketahui bahwa kadar salep ekstrak biji kopi robusta tertinggi (90%)
menunjukkan nilai tertinggi dari pada konsentrasi 22,5%, sedangkan salep ekstrak
biji kopi konsentrasi 45% menunjukkan nilai rerata jumlah sel plasma dan
fibroblas tertinggi dibandingkan salep ekstrak biji kopi 90%. Secara keseluruhan
ekstrak biji kopi Robusta salep 45% dapat memberikan pengaruh yang baik
terhadap proses penyembuhan luka karena pada konsentrasi ini jumlah fibroblas
meningkat secara signifikan dibandingkan dengan kelompok kontrol, sehingga
besaran ekstrak salep kopi Robusta dapat meningkatkan proses penyembuhan luka

kulit.>* Namun berdasarkan karakteristik fisik (pH, daya sebar dan viskositas)
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serta aseptabilitas dari formula yang dibuat, formula dengan konsentrasi 15%
adalah yang terbaik karena memberikan karakterstik fisik dan septabilitas sediaan
yang paling baik adapun untuk nilai antioksidan formula dengan konsentrasi 20%
memiliki nilai persen inhibisi antioksidan tertinggi,>

Berdasarkan hal itu maka komposisi formula pembuatan krim kosmetik
berdasarkan Textbook of Cosmetic Formulation, adalah sebagai berikut:

Tabel 2.1. Formula Standar Pembuatan Krim Kosmetik

Komposisi Konsentrasi
Ekstrak Kopi 10-20%
Asam Stearat 759
Trietanolamine 0,759
Natrium Benzoat 0,19
Gliserine 5¢0
Agquadest Ad 50

Sumber: Rini (2014) dan Sharma, et al (2016)°
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Keterangan:

Pertambahan usia (penuaan) menyebabkan tingginya produksi radikal
bebas secara fisiologis sebagai hasil dari metabolisme tubuh, adapun produksi
antioksidan yang dibutuhkan dalam menetralisir radikal bebas pada sel maupun
antioksidan dari luar cenderung sedikit. Ketidakseimbangan pada radikal bebas

dengan antioksidan disebut sebagai stres oksidatif.?

Stres oksidatif merupakan
sebuah situasi adanya ketidakseimbangan antara ROS dengan kemampuan
pertahanan antioksidan, hal ini disebabkan oleh tingginya produksi ROS serta
rendahnya produksi antioksidan.

SOD adalah enzim antioksidan yang berada di garis: depan pada sistem
pertahanan tubuh yang berfungsi sebagai katalis pada dismutasi anion superoksida
menjadi oksigen dan hidregen peroksida. SOD.-mempunyai kemampuan dalam
menetralkan aktivitas dari radikal bebas dengan cara merubah anion superoksida
menjadi oksigen (Oz) dan hidrogen.peroksida (H20,). Radikalisme pada radikal
bebas dapat diredam melalui antioksidan SOD yang mempunyai kemampuan
dalam mendonasikan: elektronnya sehingga radikal bebas menjadi lebih stabil.
SOD mempunyai mekanisme kerja dengan mencegah aktivitas reseptor dan
eksprensi gen-gen AP-1 dan MMP. SOD bekerja dengan mengaktifkan jalur
sintesis kolagen dengan mengaktifkan ekspresi gen TGF-b dan prokolagen.®’
Potensi yang dimiliki oleh SOD dalam mengeliminasi radikal bebas dengan

jumlah yang berlebih digunakan sebagai senyawa aktif bahan sediaan krim

kosmetik untuk mengatasi penuaan pada kulit.
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Kopi mengandung senyawa fenolik yang merupakan antioksidan sebagai
perlindungan pada efek oksigen radikal bebas sebagai antioksidan, sehingga dapat
meminimalisir  kerusakan sel (radical scavenger) melalui mekanisme
penghambatan peroksidasi lipid.® Senyawa fenolik adalah senyawa yang palign
besar perannya sebagai antioksidan alami yang terdapat pada tumbuhan. Senyawa
fenolik mempunyai satu (fenol) atau lebih (polifenol) cincin fenol, yaitu gugus
hidroksi yang terikat pada cincin aromatis sehingga dengan mudah dapat
teroksidasi dengan memberi atom hidrogen pada radikal bebas. Reaksi oksidasi
mempunyai kemampuannya dalam membentuk radikal fenoksi yang stabil
sehingga menyebabkan fenolik mempunyai potensi sebagai antioksidan.’
Antioksidan mempunyai manfaat yang besar sebagai pencegah penuaan dan
penyakit degeneratif. Penuaan merupakan proses yang terjadi pada setiap makhluk
hidup yang mengakibatkan terjadinya perubahan progesif pada organ tubuh
termasuk kulit.*®

Flavonoid merupakan antioksidan yang terdapat pada kopi. Flavonoid
merupakan senyawa polifenol yang cukup besar pada tanaman serta berbagai
bahan makanan dengan berbagai konsentrasi. Polifenol merupakan salah satu dari
komponen bioaktif non gizi yang mampu memberikan pengaruh fungsional
kesehatan pada tubuh. Senyawa polifenol banyak terdapat pada kopi, teh, kakao,
rempah-rempah, serealia, biji-bijian, sayuran, bunga, dan lain sebagainya.
Tingginya senyawa polifenol pada tumbuhan menunjukkan besar aktifitasnya
sebagai antioksidan. Polifenol adalah senyawa kimia yang mampu bekerja sebagai

18

antioksidan kuat pada kopi.™ Antioksidan yang ada pada kopi merupakan
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polifenol yang mempunyai peran sebagai antioksidan kuat dan membantu
pertumbuhan jumlah kolagen dalam tubuh.

Faktor perancu dalam penelitian ini adalah sinar UV, Usia dan berat
badan. Sinar UV adalah sumber utama pembentukan ROS, karena sinar dari UV
melisiskan air menjadi radikal OH. Radiasi UV dapat mengakibatkan terjadinya
peningkatan radikal bebas yang terbentuk karena radiasi UV berbentuk radikal
oksigen, oksigen tunggal (*O,), lipid peroksida, radikal hidroksil ("OH), dan
radikal alkoksil. Molekul 'O, yang dihasilkan oleh radiasi UV adalah faktor utama
yang mempunyai peran dalam proses induksi radikal bebas. Oksidasi lipid oleh
0, mengakibatkan terbentuknya lipid peroksida dalam asam lemak terutama pada
asam lemak tidak jenuh rantai panjang dan membran sel yang mengakibatkan
ketidakstabilan dan kerusakan membran sel yang luas.*

Pertambahan usia juga menjadi faktor pemicu tingginya produksi ROS.
Seiring dengan bertambahnya usia, keseimbangan antara radikal bebas dan fungsi
pertahanan dari antioksidan semakin berkurang yang disebabkan karena cadangan
antioksidan berkurang dan jumlah radikal bebas semakin bertambah. Radikal
bebas dapat terbentuk dari metabolisme aerobik ataupun pada keadaan
patofisiologis. Radikal bebas merusak integritas sel, yaitu fosfolipid (penyusun
membran sel), DNA, dan protein (enzim, reseptor, antibodi). Kadar yang tidak
seimbang antara antioksidan dan Reactive Oxygen Species menyebabkan stres
oksidatif dan penuaan.*®

Stres oksidatif yang tinggi terjadi juga disebabkan karena berat badan. Pada

kondisi obesitas dapat memicu tumbuhnya kondisi stres oksidatif disebabkan oleh
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ketidakseimbangan peroksidan dan antioksidan pada tubuh. Seseorang yang
memiliki berat badan berlebih mengalami lipogenesis berlebih, sehingga
menghambat lipolisis. Lipogenesis dirangsang oleh diet tinggi karbohidrat. Sterol
Regulatoty Element Binding Protein-1(SREBP-1) adalah mediator penting dalam
kerja pro-lipogenik atau anti-lipogenik lain yang mempunyai hubungan dengan

lipogenesis adalah peroxisome proliferator activated receptor-y.>?

3.2. Kerangka konsep penelitian

Konsep penelitian ini dapat dilihat dalam bentuk bagan sebagai berikut:

Variabel Bebas Variabel Tergantung
Krim Kosmetik SOD (Superoxide Dismutase)
Kopi Kolagen Tipe |

Kolagen Tipe 111

Variabel Perancu
UV, Usiadan
Berat Badan

Gambar 3.2 Bagan konsep penelitian
3.3. Hipotesis
1. Terdapat pengaruh pemberian krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 10%,
15% dan 20% terhadap penurunan kapasitas total kadar SOD pada proses
penuaan kulit wistar betina
2. Terdapat pengaruh pemberian krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 10%,
15% dan 20% terhadap peningkatan jumlah kolagen (tipe | dan Ill) pada

proses penuaan kulit wistar betina.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1. Jenis Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain true experimen design dengan rancangan
penelitian post test only group design. Data yang diukur adalah rerata kapasitas
total kadar SOD dan jumlah kolagen (tipe | dan tipe I11) pada proses penuaan kulit

wistar betina.

Populasi
— KO- OKO
—> P1->0OP1
Sampel Random .
—> P2->0P2
—> P3>0P3
Gambar 4.1. Desain Penelitian
Keterangan:
KO : Kelompok tanpa perlakuan
P1 : Kelompok perlakuan diberi krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 10%
P2 : Kelompok perlakuan diberi krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 15%
P1 : Kelompok perlakuan diberi krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 20%

O KO : Observasi kapasitas total kadar SOD dan Jumlah Kolagen Tipe | & llI

kelompok kontrol
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O P1 :Observasi kapasitas total kadar SOD dan Jumlah Kolagen Tipe | & Il
pada kelompok perlakuan dengan pemberian krim kosmetik kopi
konsentrasi 10%

O P2 :Observasi kapasitas total kadar SOD dan Jumlah Kolagen Tipe | & Il
pada kelompok perlakuan dengan pemberian krim kosmetik kopi
konsentrasi 15%

O P3 : Observasi kapasitas total kadar SOD dan Jumlah Kolagen Tipe | & Il
pada kelompok perlakuan dengan pemberian krim kosmetik kopi

konsentrasi 20%

4.2. Waktu dan Tempat Penelitian
4.2.1. Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni 2021.
4.2.2. Tempat Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Farmakologi Fakultas Kedokteran

Universitas Islam Sultan Agung Semarang.

4.3. Populasi dan Sampel Penelitian
4.3.1. Populasi

Populasi dalam penelitian ini adalah wistar betina tua (Rattus norvegicus)
dengan berat 200-250 gram yang berumur 14-16 bulan dan telah dikondisikan
atau diadaptasikan serta diberi makan selama 4 hari. Wistar betina sesuai untuk

penelitian yang berkaitan dengan penyakit manusia karena mempunyai organisasi
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DNA dan ekspresi gen yang sama Yyaitu 95% gen pada manusia mempunyai gen
yang sesuai pada wistar. Wistar juga mempunyai sistem reproduksi, penyakit,
sistem syaraf serta tingkat kecemasan yang sama dengan manusia. Adanya
penelitian yang melakukan manipulasi terhadap gen pada wistar dapat digunakan
dalam pengembangan terkait dengan penyakit pada manusia, serta memberikan
informasi terkait dengan fisiologis pada manusia dan penyebab timbulnya
penyakit.>®
4.3.2. Sampel

Penelitian yang akan dilakukan terbagi dalam 4 kelompok, yaitu variasi
konsentrasi krim kopi terdiri dari 0% (kontrol); 10%, 15% dan 20%. Berdasarkan
pada karakteristik yang terdapat dalam fisik (viskositas, pH dan daya sebar) dan
aseptabilitas pada formula yang disiapkan, maka formula dengan konsentrasi 15%
merupakan dosis yang paling baik karena memberikan karakteristik fisik dan
septabilitas sediaan krim kosmetik yang terbaik, sedangkan untuk kandungan
antioksidan pada formula yang diberikan konsentrasi 20% mempunyai prosentase
inhibisi pada antioksidan yang paling tinggi.> Sampel dihitung menggunakan
rumus Federer, yaitu:

(n-1) (t-1) > 15, dimana:

n= besar sampel

t = jJumlah kelompok

(n-1) (t-1) > 15

(n-1) (4-1) > 15

(n-1) 3> 15
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n-1>5
n>5+ 1 =06 ekor per kelompok
Berdasarkan perhitungan diketahui bahwa jumlah sampel secara
keseluruhan adalah 24 wistar betina yang terbagi untuk masing-masing kelompok
adalah 6 ekor dalam 4 kelompok perlakuan, yaitu:
1. Kelompok pertama adalah kelompok kontrol (PO) yang tidak diberikan krim
kosmetik kopi.
2. Kelompok kedua adalah kelompok uji 1 (P1) yang diberikan krim kosmentik
kopi dengan konsentrasi 10%.
3. Kelompok ketiga adalah kelompok uji 2 (P2) yang diberikan krim kosmentik
kopi dengan konsentrasi 15%.
4. Kelompok keempat adalah kelompok uji 3 (P3) yang diberikan krim
kosmentik kopi dengan konsentrasi 20%.
4.3.3. Sampling

Penelitian ini menggunakan random sampling.

4.4. Kriteria Inklusi dan Eksklusi
4.4.1. Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi sampel dalam penelitian ini adalah sebagai berikut.
1. Wistar betina sehat.
2. Umur 14-16 bulan
3. Berat badan sebelum perlakuan 200-250 gram.
4. Tidak ada kelainan anatomis.

5. Sehat dan aktif selama masa adaptasi.
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6. Penempatan kandang, ditempatkan pada tempat yang sama (di Laboratorium

Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan Agung Semarang).

4.4.2. Kriteria Eksklusi
Kriteria eksklusi dari sampel penelitian ini adalah sebagai beriku
1. Wistar betina mati selama perlakuan berlangsung (drop out)

2. Wistar betina sakit selama masa adaptasi selama 4 hari (gerakan tidak aktif).

4.5. Variabel Penelitian
4.5.1. Variabel bebas (independen)

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah konsentrasi krim kosmetik kopi
dengan variasi 10%, 15% dan 20%.
4.5.2. Variabel terikat (dependen)

Variabel terikat pada penelitian ini adalah kapasitas total kadar SOD dan
jumlah kolagen (tipe | dan tipe lii) pada proses penuaan kulit wistar betina.
4.5.3. Variabel prakondisi

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah makanan serta minuman.

4.6. Definisi Operasional
1. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah krim kosmetik kopi.
Krim kosmetik kopi merupakan biji kopi green bean robusta yang telah
dikeringkan kedalam oven dengan suhu 40°C sampai kadar airnya kurang
dari 10%, kemudian dihaluskan, diekstrak dan dibuat menjadi krim dan

diperoleh langsung dari Kopi Lawu yang beralamatkan di Gondang,
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RT.004/RW.003, Gondang, Jabung, Panekan, Kabupaten Magetan, Jawa

Timur. Konsentrasi krim kosmetik adalah 10%, 15% dan 20%. Skala data

ordinal. Kopi mengandung senyawa fenolik merupakan senyawa yang

mempunyai sifat antioksidan.

2. Variabel Tergantung

a. SOD
Serum wistar betina diperiksa pada hari ke-21 yaitu dengan mengukur
kapasitas total kadar SOD menggunakan metode ELISA (Enzyme
Linked Immune-Sorbent Assay). Darah yang telah diambil dilakukan
sentrifugasi dan dimasukkan ke dalam tabung EDTA. Plasma yang
didapat dilakukan pemeriksaan kadar SOD dengan metode ELISA
(Enzyme  Linked Immune-Sorbent Assay). Superoxide dismustase
(SOD) adalah salah satu enzim antioksidan utama yang menangkal
radikal bebas.>** Kolagen Tipe I dan 111
Jumlah  kolagen diukur melalui  pengamatan histopatologi
menggunakan  mikroskop cahaya Yyang @ dilengkapi dengan
camera/optilab dengan pembesaran 400x. Gambar yang telah
didapatkan selanjutnya diolah dengan menggunakan software ImageJ
untuk mengetahui persentase kepadaten kolagen,®* selanjutnya untuk
speksifikasi kolagen tipe 1 dan [l diukur melalui metode
imunohistokimia (IHK).®? Kolagen tipe | dan 111 positif bila terdapat
warna kecoklatan di area dermis superfisial. Selanjutnya untuk
speksifikasi kolagen tipe | dan Il diukur melalui metode
imunohistokimia (IHK).®* Kolagen tipe | dan 111 positif bila terdapat

warna kecoklatan di area dermis superfisial.



4.7. Cara pengumpulan data

4.7.1. Alat dan bahan

1. Alat

a.

g.

Scapel

Sarung tangan steril
Pisau cukur
Gunting

Cotton bud

Kain kasa

Kandang wistar

2. Bahan

a.

b.

Krim kosmetik kopi

Makanan wistar

4.8. Prosedur Kerja

4.8.1. Pembuatan Ekstrak Biji Kopi

43

Ekstrak biji kopi dibuat dengan memasukkan biji kopi ke dalam oven

dengan suhu 40°C hingga konsentrasi air tidak lebih dari 10% yang selanjutnya

dihaluskan. Ekstrak dari biji kopi diukur dengan menggunakan timbangan digital

sebanyak 500 gram yang kemudian dimaserasi menggunakan larutan etanol 7%

sebanyak 3750 ml pada bejana. Pelaksanaan maserasi dilakukan selama 3 x 24

jam dengan sesekali dilakukan pengadukan (pengadukan dilakukan 3 kali dalam

sehari). Hasil maserasi kemudian dilakukan penyaringan dengan kain flanel

sampai didapatkan maserat. Maserat yang diperoleh selanjutnya dipekatkan
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dengan rotary evaporator sampai didapatkan ekstrak kental. Hasil ekstrak dari
500 gram biji kopi + 50 gram ektrak kental.
4.8.2. Penyedian krim kosmetik kopi

Biji kopi yang telah diproses menjadi ekstrak kental hingga menjadi krim
yang diperoleh langsung dari Kopi Lawu yang beralamatkan di Gondang,
RT.004/RW.003, Gondang, Jabung, Panekan, Kabupaten Magetan, Jawa Timur
ditempatkan pada wadah yang steril. Adapun formula krim kosmetik kopi adalah
sebagai berikut:

Tabel 4.1. Formula Krim Kosmetik Kopi

Kormposisi Konsentrasi

10% 15% 20%
Ekstrak Kopi 50 759 10 g
Asam Stearat 7,59 7,50 7,50
Trietanolamine 0,75¢ 0,759 0,759
Natrium Benzoat 0,19 0,1g 01¢g
Gliserine Y 50 50
Aqguadest 31.65qr | 29.159r | 26.65gr

1. Krim kopi dengan konsentrasi 10%

Formula pembuatan krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 10% ini
dilakukan dengan mencampurkan 5 g ekstrak kopi, 7,5 g asam stearat, 0,75 g
trietanolamine, 0,1 g natrium benzoat, 5 g gliserine dan ditambahkan 31,65 g
aquadest.

2. Krim kopi dengan konsentrasi 15%
Formula pembuatan krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 15% ini

dilakukan dengan mencampurkan 7,5 g ekstrak kopi, 7,5 g asam stearat, 0,75 g
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trietanolamine, 0,1 g natrium benzoat, 5 g gliserine dan ditambahkan 29,15 g
aquadest.

3. Krim kopi dengan konsentrasi 20%

Formula pembuatan krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 20% ini
dilakukan dengan mencampurkan 10 g ekstrak kopi, 7,5 g asam stearat, 0,75 g
trietanolamine, 0,1 g natrium benzoat, 5 g gliserine dan ditambahkan 26,65 g
aquadest.

4.8.3. Langkah kerja

1. Sebelum melakukan penelitian, wistar betina di adaptasikan selama 4 hari di
laboratorium dan diberi makan.

2. Penelitian menggunakan sampel sebanyak 24 ekor wistar betina dibagi
menjadi 4 kelompok (berdasarkan rumus Federer) dikandangkan ke dalam
kelompok masing-masing.

3. Menyiapkan alat dan bahan.

4. Mencukur bulu pada punggung wistar betina dengan menggunakan pisau
cukur.

5. Setelah dilakukan tindakan pencukuran, lakukan tindakan antiseptic dengan
pemberian alkohol 70%.

6. Wistar betina diberi perlakuan sesuai dengan kelompok perlakuan

7. Pada setiap kelompok diberi perlakuan sebagai berikut.

a. Kelompok pertama adalah kelompok uji 1 (P1) yang diberikan krim
kosmetik kopi dengan konsentrasi 10%.

b. Kelompok kedua adalah kelompok uji 2 (P2) yang diberikan krim
kosmetik kopi dengan konsentrasi 15%.

c. Kelompok ketiga adalah kelompok uji 3 (P3) yang diberikan krim

kosmetik kopi dengan konsentrasi 20%.
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d. Kelompok keempat adalah kelompok kontrol (PO) yang tidak diberikan
krim kosmetik kopi.

8. Pemberian krim kosmetik kopi dilakukan 1 kali sehari pada jam yang sama
selama 21 hari, hal ini sebagaimana penelitian Nuzantry dan Widayanti yang
melakukan penelitian tentang pemberian ekstrak aloe vera dan olive oil dalam
mencegah kekeringan pada kulit, hasil penelitian menunjukkan bahwa
penggunaan ekstrak aloe vera dan olive oil yang dioleskan di punggung
hingga paha atas selama 21 hari meningkatkan kelembapan pada kulit dan

efektif mencegah kekeringan kulit.*®

4.9. Pengamatan

1. Pengamatan secara makroskopis mengenai kapastitas total kadar SOD dan
jumlah kolagen (tipe 1 dan tipe Ill) proses penuaan kulit wistar betina.
Pengukuran kapastitas total kadar SOD dan jumlah kolagen tipe I dan tipe 11
setiap kelompok wistar betina dilakukan mulai hari ke-21. Hal ini mengacu
pada penelitian Nuzantry dan Widayanti yang melakukan penelitian tentang
pemberian ekstrak aloe vera dan olive oil dalam mencegah kekeringan pada
kulit, hasil penelitian menunjukkan bahwa penggunaan ekstrak aloe vera dan
olive oil yang dioleskan di punggun tangan selama 21 hari meningkatkan
kelembapan pada kulit dan efektif mencegah kekeringan kulit,®® hal ini dapat
diasumsikan bahwa pemberian krim efektif meningkatkan jumlah kolagen
setelah 21 hari.

2. Pengukuran kapasitas total kadar SOD menggunakan metode ELISA (Enzyme
Linked Immune-Sorbent Assay). Darah yang telah diambil dilakukan
sentrifugasi dan dimasukkan ke dalam tabung EDTA. Plasma yang didapat

dilakukan pemeriksaan kadar SOD dengan metode ELISA (Enzyme Linked
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Immune-Sorbent Assay). Superoxide dismustase (SOD) adalah salah satu
enzim antioksidan utama yang menangkal radikal bebas.>*® Proses
pemeriksaan kadar SOD plasma dilakukan metode ELISA (Enzyme Linked
Immune-Sorbent Assay). Adapun langkah-langkah metode ELISA adalah
sebagai berikut:

a. Siapkan reagen, sampel dan larutan standart. Usahakan sudah berada
dalam suhu ruang +/- 30 menit sebelum larutan dipakai.

b. Ambil plate dan strip yang berisi sumuran sesuai kebutuhan, untuk strip
yang tidak dipakai bisa disimpan dalam pendingin dengan suhu 2-8°C.

c. Masukkan 50ul larutan standart ke dalam sumuran. catatan : tidak perlu
menambahkan antibody, karena  didalam  larutan standart sudah
mengandung antibody

d. Masukkan 40ul sampel kedalam sumuran dan tambahkan 10ul anti-SOD
antibody ke dalam sumuran yang berisi sampel, setelah itu tambahkan
50pul streptavidin-HRP kedalam sumuran standart dan sampel (kecuali
kontrol negatif), campur larutan dan tutup dengan sealer lalu inkubasi
dalam inkubator pada suhu 37°C selama 1 jam.

e. Buka sealer dan cuci sumuran selama 5x dengan buffer cuci sebanyak 0,35
ml setiap sumuran sampai sumuran penuh, dan serap menggunakan tisu
hingga kering.

f. Masukkan 50ul larutan substrat A dan 50pl larutan substrat B kedalam
semua sumuran, lalu inkubasi kedalam inkubator dengan suhu 37°C
dengan kondisi tertutup (gelap) selama 10 menit (hingga larutan berubah

dari bening menjadi biru)
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g. Keluarkan plate berisi sumuran tambahkan 50 ul larutan stop kedalam
sumuran, larutan akan berubah dari warna biru menjadi kuning.
selanjutnya masukkan plate ke dalam elisa reader untuk dibaca absorbansi
warnanya dengan panjang gelombang baca 450 nm (hasil valid untuk
pembacaan dilakukan dibawah 10 menit)

Jumlah kolagen diukur melalui pengamatan histopatologi menggunakan
mikroskop cahaya vyang dilengkapi dengan camera/optilab dengan
pembesaran 400x. Gambar yang telah didapatkan selanjutnya diolah dengan
menggunakan software ImageJ untuk mengetahui persentase kepadaten
kolagen,®* selanjutnya untuk speksifikasi kolagen tipe | dan 111 diukur melalui
metode imunohistokimia (IHK).%? Kolagen tipe | dan 111 positif bila terdapat
warna kecoklatan di area dermis superfisial. Adapun langkah-langkah metode
pemulasan imunohistokimia (IHK) adalah sebagai berikut:

1) Deparafinisasi (Xylene I, Xylene Il dan Xylene 111) @ 5 menit

2) Rehidrasi (Ethanol 100%, 90% dan 70%) @ 5 menit

3) Cuci slide di bawah air mengalir

4) Siapkan 500 — 600 ml Aquabides untuk “Cuissine Art”

5) Epitope Retrieval 10 X (1 : 9) 20 ml Epitope Retrieval + 180 ml
Aguabides di wadah untuk memanaskan slide

6) Nyalakan alat dan pindahkan ke menu HI dan waktu 60 menit

7) Dinginkan di suhu ruang agar epitope tetap masih bekerja untuk membuka
jaringan

8) Cuci dalam larutan PBS pencuci 2 x 5 menit

9) Novopen (untuk memberikan batasan pada jaringan)

10) PEROXIDASE BLOCK 5 menit
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11) Cuci dalam larutan PBS pencuci 2 x 5 menit
12) PROTEIN BLOCK 5 menit
13) Cuci dalam larutan PBS pencuci 2 X 5 menit
14) Inkubasi secara optimal antibody primer 60 menit, pada tahap ini
dilakukan speksifikasi kolagen tipe I dan I1I.
15) Bilas dengan PBS cuci 2 x 5 menit
16) Inkubasi dengan Post Primary Block 30 menit
17) Bilas dengan PBS cuci 2 x 5 menit
18) Inkubasi dengan Novolink Polymer 30 menit
19) Bilas dengan PBS cuci 2 x 5 menit
20) DAB 1:205 menit
21) Tambahkan 20 ul dari DAB Chromogen ke 400 ml dari SUBSTRATE
Chromogen 5 menit
22) Bilas dengan Aguades 5 menit
23) Haematoxylin 2 X 5 menit
24) Bilas dengan Aquades 2 x 5 menit
25) Dehidrasi (Ethanol 70%, 90%, 100%) @ 5 menit
26) Clearing (Xylene I, Xylene 11 dan Xylene I1l) @ 5 menit
27) Teteskan Enthelan dan tutup dengan cover slide @ 5 menit
3. Hasil yang diperoleh dari masing-masing kelompok diuji statistic dengan
menggunakan SPSS.
4.10. Etika Penggunaan Hewan Percobaan
Menurut Hanafiah dan Amir,®* hewan percobaan akan mengalami berbagai

keadaan luar biasa yang menyebabkan penderitaan, seperti rasa nyeri,
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ketidaknyamanan, ketidak seimbangan, dan pada akhirnya kematian. Sebagai

bangsa yang beradab hewan percobaan yang menderita untuk kebaikan manusia,

wajib dihormati hak azasinya dan diperlakukan secara manusiawi. Penelitian

kesehatan dengan menggunakan hewan percobaan secara etis dapat dipertanggung

jawabkan dengan ketentuan:

1.

2.

Tujuan penelitian dinilai cukup bermanfaat.
Desain penelitian dapat menjamin bahwa penelitian mencapai tujuannya.
Tujuan penelitian tidak dapat dicapai menggunakan subjek atau
prosedur altematif.
Manfaat yang akan diperoleh jauh lebih  berarti dibandingkan dengan
penderitaan yang dialami oleh hewan tersebut.

Beberapa prinsip dasar dalam etika penelitian adalah sebagai berikut:
Untuk menjamin pengetahuan biologi dan pengembangan cara-cara lebih baik
dalam melindungi kesehatan dan kesejahteraan manusia, diperlukan pada
spesies hewan yang utuh. Ini dilakukan setelah pertimbangan yang seksama
karena jika layak, harus digunakan metode seperti model matematika, simulasi
komputer, dan sistem in vitro.
Hewan yang dipilih untuk penelitian harus sesuai spesies dan mutunya serta
jumlahnya hendaknya sekecil mungkin, namun hasil penelitiannya absah
secara ilmiah.
Peneliti dan tenaga kerja lainnya harus memperlakukan hewan percobaan
sebagai makhluk perasa, memperhatikan pemeliharaan dan pemanfaatannya

secara memahami cara mengurangi penderitaannya.
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4. Peneliti harus menganggap bahwa prosedur yang menimbulkan rasa nyeri
pada manusia, juga menimbulkan rasa nyeri pada spesies bertulang belakang
termasuk primata.

5. Pada akhir penelitian bahkan pada waktu dilakukan percobaan, hewan yang
menderita nyeri hebal atau terus menerus menjadi cacat yang tidak dapat
dihilangkan harus dimatikan tanpa rasa nyeri.

6. Hewan yang akan dimanfaatkan untuk penelitian hendaknya dipelihara dengan
baik, termasuk kandang, makan, air minum, transportasi dan cara penangan
sesuai tingkah laku dan kebutuhan biologik tiap spesies.

7. Pimpinan lembaga yang memanfaatkan hewan percobaan bertanggung jawab
penuh atas segala hal yang tidak mengikuti etik pemanfaatan hewan percobaan
dilembaganya sebaliknya pimpinan wajib menjaga keselamatan dan kesehatan
para pengelola, dengan cara:

a. Pemeriksaan kesehatan setiap satu tahun sekali dan memberikan imunisasi
terhadap penyakit-penyakit yang mungkin ditularkan akibat pekerjaannya.
b. Menyediakan alat pelindung seperti masker, sarung tangan, sepatu karet
atau pelindung sepatu, tutup kepala, pelindung mata, dan jas laboratorium.
c. Menyediakan fasilitas fisik ruangan maupun peralatan yang memenuhi
persyaratan keamaan kerja dan ergonomik sehingga mengurangi
kemungkinan terjadinya kecelakaan,
d. Penangan limbah yang baik dan benar untuk mencegah terjadinya
pencemaran.
Dalam hal memanfaatkan hewan percobaan untuk penelitian kesehatan

digunakan prinsip 3R, yaitu replacement, reduction, dan refinement.
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1. Replacement
Ada dua altematif untuk replacement, yaitu:
a. Replacement relatif: yaitu tetap memanfaatkan hewan percobaan sebagai
donor organ, jaringan, atau sel.
b. Replacement absolut, yaitu tidak memerlukan bahan dari hewan,
melainkan pemanfaatan galur sel (cell lines) atau program komputer.
2. Reduction
Mengurangi pemanfaatan jumlah hewan percobaan sehingga sesedikit
mungkin, dengan bahan bantuan ilmu statistik, program komputer, dan teknik-
teknik biokimia.
3. Refinement
Mengurangi ketidaknyamanan yang diderita oleh hewan percobaan sebelum,

selama, dan setelah penelitian, misalnya pemberian analgetik.

4.11. Cara Pengolahan dan Analisis Data

Data hasil pengamatan dianalisis secara statistik non parametrik dengan
Kruskal Wallis Test. Analisis statistik ini menggunakan program SPSS (Statistical
Product and Service Solution) dan p < 0,05 dipilih sebagai tingkat minimal
signiflkansinya. Dipilih Kruskal Wallis Test karena data penelitian tidak
berdistribusi secara normal dan penelitian ini menggunakan lebih dari dua,
kelompok untuk menguji generalisasi sehingga data sampel dianggap mewakili
populasi. Selanjutnya pabila pada Kruskal-Wallis Test menghasilkan p < 0,05

maka dilanjutkan dengan melakukan Mann Whitney Test.®



4.12. Alur Penelitian
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Gambar 4.2. Alur Penelitian



BAB V

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian eksperimental ini dilakukan selama bulan Juni 2021 di
Laboratorium Patologi Anatomi, Fakultas Kedokteran Universitas Islam Sultan
Agung, Semarang. Subjek penelitian ini adalah wistar betina tua (Rattus
norvegicus) dengan berat 200-250 gram yang berumur 14-16 bulan dan telah
dikondisikan atau diadaptasikan serta diberi makan selama 4 hari. Dalam
penelitian ini dikumpulkan sampel sebanyak 6 wistar betina dan tidak ada yang
eksklusi selama penelitian berlangsung. Penelitian ini terdiri dari 4 kelompok
dengan 3 kelompok perlakuan dan 1 kelompok kontrol. Kelompok pertama (P0)
adalah kelompok kontrol yang tidak diberikan krim kosmetik kopi, kelompok
kedua (P1) adalah kelompok uji 1 yang diberikan krim kosmentik kopi dengan
konsentrasi 10%, kelompok ketiga (P2) adalah kelompok uji 2 yang diberikan
krim kosmentik kopi dengan konsentrasi 15% dan kelompok keempat (P3) adalah
kelompok uji 3 yang diberikan krim kosmentik kopi dengan konsentrasi 20%.

5.1. Hasil Penelitian
5.1.1. Kapasitas Total Kadar SOD dan Jumlah Kolagen Tipe | dan 111

Pengukuran kapasitas total kadar SOD menggunakan metode ELISA
(Enzyme Linked Immune-Sorbent Assay). Darah yang telah diambil dilakukan
sentrifugasi dan dimasukkan ke dalam tabung EDTA. Plasma yang didapat
dilakukan pemeriksaan kadar SOD dengan metode ELISA (Enzyme Linked

Immune-Sorbent Assay). Superoxide dismustase (SOD) adalah salah satu enzim
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antioksidan utama yang menangkal radikal bebas.”*® Jumlah kolagen diukur
melalui pengamatan histopatologi menggunakan mikroskop cahaya yang
dilengkapi dengan camera/optilab dengan pembesaran 400x. Gambar yang telah
didapatkan selanjutnya diolah dengan menggunakan software ImageJ untuk
mengetahui persentase kepadaten kolagen,®® selanjutnya untuk speksifikasi
kolagen tipe I dan 111 diukur melalui metode imunohistokimia (IHK).®* Kolagen
tipe I dan Il positif bila terdapat warna kecoklatan di area dermis superfisial.
Selanjutnya untuk speksifikasi kolagen tipe | dan Ill diukur melalui metode
imunohistokimia (IHK).** Kolagen tipe | dan I positif bila terdapat warna
kecoklatan di area dermis superfisial.

Tabel 5.1. Data Total Kadar SOD dan Jumlah Kolagen Tipe | dan 11l

Variabel Kelompok Pualue
Kontrol P1 P2 P3
n=6 n=6 n=6 n=6
Mean+ SD Mean+SD Mean+£SD Mean+ SD
Kadar SOD 142 +£051 2.13+0.27 1.73+0.37 357+t242
Saphiro Wilk 0.797 0.988 0.799 0.728
Levene Test 0.000
Kruskal-Wallis Test 0.030
Kolagen Tipe | BEER el - 1 AF- 5 DREH -1 6T V-F N0 12.57 +3.91
Saphiro Wilk 0.930 0.814 0.839 0.974
Levene Test 0.011
Kruskal-Wallis Test 0.002
Kolagen Tipe Il 465+199 562+204 7.74+3.83 3.28+1.45
Saphiro Wilk 0.950 0.971 0.969 0.716
Levene Test 0.303
Kruskal-Wallis Test 0.030

Berdasarkan data tentang kadar SOD dan jumlah kolagen Tipe | dan il
dapat diketahui bahwa untuk kadar SOD terbesar adalah pada pemberian krim

kosmetik kopi dengan konsentrasi 20% dengan nilai Mean 3.57 + 2.42, hal ini
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menunjukkan bahwa pemberian krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 20%
mempunyai kontribusi paling besar dalam meningkatkan kadar SOD. Peningkatan
kolagen tipe | paling besar pada pemberian krim kopi dengan konsentrasi 20%
yaitu dengan nilai Mean 12.57 + 3.91, hal ini mengindikasikan bahwa pemberian
krim kopi dengan konsentrasi 20% memberikan kontribusi paling tinggi dalam
meningkatkan jumlah kolagen tipe I, namun untuk peningkatan jumlah kolagen
tipe NI justru pemberian krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 15%

memberikan kontribusi paling besar yaitu dengan nilai Mean 7.74 + 3.83.

5.1.2. Pengaruh Pemberian Krim Kosmetik Kopi terhadap Kapasitas Total

Kadar SOD

Kopi mengandung senyawa fenolik yang merupakan antioksidan sebagai
perlindungan pada efek oksigen radikal bebas sebagai antioksidan, sehingga dapat
meminimalisir =~ kerusakan sel (radical scavenger) melalui mekanisme
penghambatan peroksidasi lipid.® Senyawa fenolik adalah senyawa yang palign
besar perannya sebagai antioksidan alami yang terdapat pada tumbuhan. Senyawa
fenolik mempunyai satu (fenol) atau lebih (polifenol) cincin fenol, yaitu gugus
hidroksi yang terikat pada cincin aromatis sehingga dengan mudah dapat
teroksidasi dengan memberi atom hidrogen pada radikal bebas.

Kopi terdiri dari berbagai komposis yang mempunyai potensi sebagai
antioksidan. Kandungan yang terdapat dalam kopi meliputi mineral mangan (Mn),
tembaga (Cu) dan seng (Zn) yang mampu memberikan rangsangan dalam

meningkatkan kinerja enzim superoxide dismutase (SOD). SOD merupakan kadar
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serum yang menjadi indikator utama adanya antioksidan pada tubuh. SOD adalah
antioksidan enzimatik endogen, sehingga keberadaan SOD sangat dibutuhkan oleh
tubuh untuk memberikan keseimbangan stress oksidatif tubuh yang tinggi.*®
Kadar serup SOD yang rendah disebabkan oleh ketidakseimbangan antara
antioksidan yang diproduksi dalam tubuh dengan jumlah radikal bebas dalam
mekanisme metabolisme. Sintesis pada SOD mengalami gangguan akibat
tingginya radikal bebas, sehingga mengakibatkan kadar SOD yang diproduksi
oleh tubuh mengalami penurunan dan tidak mampu memberikan keseimbangan
pada terbentuknya radikal bebas.*® Kopi merupakan tanaman yang mengandung
antioksidan eksogen mempunyai manfaat dalam meningkatkan enzim antioksidan
endogen, ' seperti SOD, glutation peroxidase (GPx) dan glutation. Kopi
mengandung flavanoid yang mampu bekerja sebagal antioksidan, yaitu melalui
peningkatan kadarSOD yang mampu- memberikan ion. hidrogen serta elektron
menuju anion superoksida, sehingga menjadikan lebih stabil dalam melindungi
DNA dan lipo-protein pada oksidasi.*” Pada penelitian ini peneliti mendapatkan
hasil bahwa pemberian krim kosmetik kopi mampu meningkatkan kadar SOD

tergantung pada besarnya konsentrasi.
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Uji Kruskal-Wallis: *mean difference significant p < 0,05

Gambar 5.1. Grafik Kadar SOD pada Semua Kelompok Penelitian
(*p signifikan < 0,05)

Tabel 5.2. Uji Mann Whitney Kadar SOD antar Kelompok Penelitian

Kelompok  Kelompok ~ Signifikansi

Pembanding

Kontrol P1* 0.041
P2 0.180

pP3* 0.026

P1 Kontrol 0.041
P2 0.093

P3 0.818

P2 Kontrol 0.180
P1 0.093

P3 0.093

P3 Kontrol* 0.026
P1 0.818

P2 0.093

Berdasarkan gambar di atas tampak bahwa pemberian krim kosmetik kopi
secara signifikan mempengaruhi peningkatan kadar SOD, namun pemberikan

krim kosmetik kopi tidak signifikan pada nilai konsentrasi 15%.
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Pada data deskriptif kadar SOD masing-masing kelompok dilakukan uji
normalitas dengan menggunakan Saphiro Wilk dan Uji Homogenitas dengan
menggunakan Levene Test. Hasil uji normalitas dan homogenitas didapatkan nilai
tidak signifikan pada kelompok 3 (P3) dengan p < 0,05. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa data tidak berdistribusi secara normal dan homogen,
sehingga dilakukan uji non parametrik Kruskal-Wallis Test, dan dilanjutkan Mann
Whitney Test. Uji beda Kruskal-Wallis Test didapatkan p < 0,05 dan hasil uji
lanjut Kruskal-Wallis Test disajikan dalam bentuk grafik pada gambar 5.1 dan
tabel 5.2. pada penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan p < 0,05 antara
pemberian krim kosmetik kopi pada konsentrasi 10% dan 20% dengan kelompok
penelitian.

5.1.3. Pengaruh Pemberian Krim Kosmetik Kopi terhadap Jumlah Kolagen

Tipe |

Kolagen adalah protein yang berupa tripel heliks yang ada di seluruh tubuh
dengan fungsi sebagai pengikat jaringan, migrasi sel, perlekatan sel, morfogenesis
jaringan, pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis) dan perbaikan
jaringan. Kolagen dengan jenis tipe | disintesis pada sel fibroblast demgam
melalui dua proses, yaitu dalam dan luar sel. Pada proses yang terjadi dalam sel
diawali dengan terbentuknya prokolagen dalam bentuk dua rantai peptida alpha
dengan translasi di ribosom sepanjang retikulum endoplasma kasar (RER),
selanjutnya rantai polipeptida dilepas menuju lumen RER. Sinyam peptide
dilepaskan pada RER, sehingga rantai peptida menjadi rantai pro-alpha, sehingga
terjadilah proses hidroksilasi lisin dan prilin asam amino pada lumen melalui

kofaktor asam askobrat yang kemudian residu hidroksilin mengalami glikosilasi.
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Pada retikulum endoplasma terbentuk tripel alpha helik, yang selanjutnya
prokolagen dieksositosis menju badan golgi. Prokolagen yang terjadi dalam
proses ekstrasel sudah diekksositosisa kemudian berubah menjadi tropokolagen
oleh prokolagen peptidase. Beberapa tropokolagen membentuk fibril kolagen
dengan cross-linkng kovalen dan fibril kolagen menjadi serabut kolagen. Kolagen
kemudian menempel pada membran sel melalui beberapa protein, diantaranya
yaitu fibronektin dan integrin.?

Kopi mempunyai kemampuan untuk meningkatkan produksi kolagen dan
elastin yang berguna untuk memberi perlindungan terhadap berkurangnya
kelembapan.®® Kolagen dihasilkan dari aktivitas sel fibroblas, fibroblas
merupakan sel paling umum pada jaringan ikat serta satu-satunya sel yang
terdapat pada tendon. Meningkatnya jumlah sel fibroblas dengan pemberian krim
kosmetik kopi, menyebabkan lebih banyaknya sel-sel- tersebut menghasilkan
molekul-milekul kolagen yang selanjutnya akan meningkatkan jumlah fibril-fibril
kolagen.®’

Kandungan yang terdapat dalam kopi berupa kafein dan asam lorogenik
yang mempunyai mekenisme sebagaimana asam hialuronat dengan meningkatkan
tingkat kelembapan pada kulit serta menjaga kandungan air. Asam haluronat
mempunyai fungsi sebagai pengatur keseimbangan kandungan air, tekanan pada
osmotik, aliran pada ion serta menstabilkan struktur pada kulit dengan interaksi
elektrostatik. Asam hialuronat mempunyai fungsi seperti spons yang dapat
menyimpan air dengan jumlah yang besar. Asam hialuronat mengalami tingkat
resistensi yang tinggi pada aliran air sehingga dapat menjadi penghalang pada

perubahan kadar air serta menghambat tekanan pada osmotik non ideal.®
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Jaringan Kolagen Tipe |

Jaringan Kolagen Tipe |

Kontrol Kelompok 1 (P1)

) pa A S < '
-7 #7 Jaringan Kolagen Tipe |

Jaringan Kolagen Tipe |

7

' Kelompok 3 (P3)

Kelompok 2 (P2)
Gambar 5.2. Hasil Imunohistokimia jaringan kulit, menunjukkan gambaran warna
hitam pada kolagen tipe I. Kontrol (Tanpa pemberian krim kopi), P1 (Kelompok 1
dengan pemberian krim kosmetik kopi konsentrasi 10%), P2 (Kelompok 2 dengan
pemberian krim kosmetik kopi konsentrasi 15%) dan P3 (Kelompok 3 dengan
pemberian krim kosmetik kopi konsentrasi 20%).

Berdasarkan Gambar 5.2 tengan gambaran histologis kolagen Tipe |
diketahui bahwa bahwa pemberian krim kosmetik kopi mampu meningkatkan

jumlah kolagen tergantung pada besarnya konsentrasi.
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Uji Kruskal-Wallis: *mean difference significant p < 0,05

Gambar 5.3. Grafik Jumlah Kolagen Tipe | pada Semua Kelompok Penelitian
(*p signifikan < 0,05)

Tabel 5.3. Uji Mann Whitney Jumlah Kolagen Tipe | antar Kelompok Penelitian

Kelompok  Kelompok  Signifikansi

Pembanding

Kontrol P13 0.002
p2* 0.041

s | 0.004

P1 Kontrol 0.002
P2 0.310

P3 0.078

P2 Kontrol 0.041
P1 0.310

pP3* 0.015

P3 Kontrol* 0.004
P1 0.078

p2* 0.015

Berdasarkan gambar di atas tampak bahwa pemberian krim kosmetik kopi
secara signifikan mempengaruhi peningkatan kolagen tipe I, namun pemberikan

krim kosmetik kopi tidak signifikan pada nilai konsentrasi 15%.
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Pada data deskriptif jumlah kolagen tipe | masing-masing kelompok
dilakukan uji normalitas dengan menggunakan Saphiro Wilk dan Uji
Homogenitas dengan menggunakan Levene Test. Hasil uji normalitas didapatkan
nilai signifikan pada semua kelompok dengan p > 0,05, sementara hasil uji
homogenitas nilai signifikansi p < 0,05. Hasil tersebut menunjukkan bahwa data
berdistribusi secara normal dan tidak homogen, sehingga dilakukan uji nonb
parametrik Kruskal Wallis Test, dan dilanjutkan uji Mann Whitney. Uji beda
dengan Kruskal Wallis Test didapatkan p < 0,05 dan hasil uji lanjut Mann
Whitney disajikan dalam bentuk grafik pada gambar 5.2 dan tabel 5.3. pada
penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan p < 0,05 antara pemberian

krim kosmetik kopi pada konsentrasi 10% dan 20% dengan kelompok penelitian.

5.1.4. Pengaruh Pemberian Krim Kosmetik Kopi terhadap Jumlah Kolagen

Tipe 111

Kolagen tipe Il banyak terdapat pada kulit, sistem limfatik, limfa, hati,
sistem kardiovaskular, paru. Telah banyak dibuktikan bahwa tipe kolagen yang
mendominasi organ kulit adalah kolagen tipe | dan kolagen tipe 111 yang berfungsi
pada pertahanan mekanik.*" Kedua tipe kolagen tersebut termasuk dalam fibril-
forming collagen merupakan serat yang fleksibel dan mempunyai daya regang
yang besar dan kuat. Kolagen tipe ini berwarna putih oleh sebab itu dikenal juga
dengan serat putih. Kolagen pada jaringan ikat berdiameter lebih kecil dan hampir

tak berwarna apabila tidak diwarnai.
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Kolagen adalah serat utama yang terdapat pada lapisan dermis kulit dan
merupakan protein dengan fungsi sebagai penyangga kulit dan kekuatan mekanik.
Struktur protein pada kulit dan komponen kulit akan mengalami perubahan seiring
dengan bertambahnya umur, sehingga mengakibatkan terjadinya penuaan kulit.
Jumlah kolagen yang mengalami perubahan merupakan bagian integral dari
proses penuaan kulit. Penurunan kolagen diprediksi terjadi sekitar 1% setiap tahun
per unit pada area kulit, namun pada kulin yang senantiasa terpapar UV
menunjukkan adanya penurunan hingga 59%, hal ini sebagaimana ditunjukkan
pada kulit yang mengalami photodamage.**

Kopi yang mengandung antioksidan mampu merubah radikal bebas yang
dilepaskan pada wakiu aplikasi gaya ortodontik menjadi produk yang stabil
melalui penghambatan faktor transkripsi redoks sehingga sel dan jaringan dapat
terlindungi dari berbagai ancaman kerusakan oksidatif dan mengalami perbaikan
ligamen periodontal dari sabut kolagen melalui proses aktivasi sel fibroblas yang
dirangsang oleh makrofag, kekuatan mekanik, limfosit, dan bakteri untuk
mengeluarkan plasminogen activator, matriks metaloproteinase (MMP), inhibitor
jaringan metalloproteinase (TIMP), plasminogen activator inhibitor (PALI), sitokin
prostaglandin E-2 (PGE-2) dan interleukin-6 (IL-6)]. Fibroblas yang
mensekresikan protein matriks mempunyai kemampuan untuk menghasilkan
kolagen, elastin, dan glycosaminoglycans (GAG'S). Penelitian Wei-Cheng et al.,
(2013) menjelaskan bahwa asam klorogenat mampu meningkatkan ekspresi TGF-
B yang secara bersamaan dapat peningkatan produksi kolagen serta proliferasi sel

fibroblas pada hari ke 6-15 dan asam kafeat yang ada dalam biji kopi amampu
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meningkatkan produksi kolagen dan proliferasi sel fibroblas pada hari ke 10 dan

15 dibanding dengan kelompok kontrol.*

Jaringan Kolagen Tipe 111

Jaringan Kolagen Tipe 111

Kelompok 1 (P1)

C et |
Yy =]

Jaringan-Kelagen Tipe 111

J "."q‘ar‘lh'gan Kola&h‘-_Tipe 111
2 : : Ty N
A o

Kelompok 3 (P3)

Gambar 5.4. Hasil Imunohistokimia jaringan kulit, menunjukkan gambaran warna
hitam pada kolagen tipe I1l. Kantrol (Tanpa pemberian krim kopi), P1 (Kelompok
1 dengan pemberian krim kosmetik kopi konsentrasi 10%), P2 (Kelompok 2
dengan pemberian krim kosmetik kopi konsentrasi 15%) dan P3 (Kelompok 3
dengan pemberian krim kosmetik kopi konsentrasi 20%).

Berdasarjab Gambar 5.4 dapat diketahui bahwa pemberian krim kosmetik
kopi mampu meningkatkan jumlah kolagen tipe Il tergantung pada besarnya

konsentrasi.
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Uji Kruskal-Wallis: *mean difference significant p < 0,05

Gambar 5.5. Grafik Jumlah Kolagen Tipe 111 pada Semua Kelompok Penelitian
(*p signifikan < 0,05)

Tabel 5.4. Uji Mann Whitney Jumlah Kolagen Tipe Il antar Kelompok Penelitian

Kelompok  Kelompok  Signifikansi

Pembanding

Kontrol P1 0.394
P2 0.132

P3 0.180

P1 Kontrol 0.394
P2 0.240

P3 0.065

P2 Kontrol 0.132
P1 0.240

pP3* 0.009

P3 Kontrol 0.180
P1 0.065

p2* 0.009

Berdasarkan gambar di atas tampak bahwa pemberian krim kosmetik kopi
secara signifikan mempengaruhi peningkatan jumlah kolagen Tipe I1l, namun
pemberikan krim kosmetik kopi tidak signifikan pada nilai konsentrasi 10% dan

20%.
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Pada data deskriptif jumlah kolagen Tipe Il masing-masing kelompok
dilakukan uji normalitas dengan menggunakan Saphiro Wilk dan Uji
Homogenitas dengan menggunakan Levene Test. Hasil uji normalitas dan
homogenitas didapatkan nilai tidak signifikan dengan p < 0,05. Hasil tersebut
menunjukkan bahwa data tidak berdistribusi secara normal dan homogen,
sehingga dilakukan uji non parametrik Kruskal-Wallis Test, dan dilanjutkan Mann
Whitney Test. Uji beda Kruskal-Wallis Test didapatkan p < 0,05 dan hasil uji
lanjut Kruskal-Wallis Test disajikan dalam bentuk grafik pada gambar 5.3 dan
tabel 5.4. pada penelitian ini didapatkan perbedaan yang signifikan p < 0,05 antara
pemberian krim kosmetik kopi pada konsentrasi 15% dengan kelompok

penelitian.

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian

Kopi merupakan bahan herbal bermanfaat meningkatkan kapasitas total
kadar SOD dan jumlah kolagen sebagali upaya mencegah penuaan Kkulit.
Implementasi penelitian ini dimulai dari pembuatan ekstrak biji kopi dilakukan
dengan memasukkan biji kopi ke dalam oven dengan suhu 40°C sampai kadar
airnya kurang dari 10% kemudian dihaluskan. Ditimbang sebanyak 500 gram
menggunakan timbangan digital lalu dimaserasi dengan larutan etanol 70%
sebanyak 3750 ml dalam benjana, maserasi selama 3 x 24 jam sambil sesekali
diaduk (3 kali sehari diaduk). Disaring dengan menggunakan kain flanel hingga

diperoleh maserat. Kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator hingga
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diperoleh ekstrak kental. Hasil ekstrak dari 500 gram biji kopi + 50 gram ektrak
kental.

Biji kopi yang telah diproses menjadi ekstrak kental dibuat menjadi krim
dengan konsentrasi 10%,15% dan 20%. Sebelum melakukan penelitian, wistar
betina di adaptasikan selama 4 hari di laboratorium dan diberi makan. Peneliti
menggunakan sampel sebanyak 24 ekor wistar betina dibagi menjadi 4 kelompok
dikandangkan ke dalam kelompok masing-masing. Kemudian peneliti
menyiapkan alat dan bahan serta mencukur bulu pada punggung wistar betina
dengan menggunakan pisau cukur. Setelah dilakukan tindakan pencukuran,
lakukan tindakan antiseptic dengan pemberian alkohol 70%.

Wistar betina diberi perlakuan sesuai dengan kelompok perlakuan,
kelompok pertama adalah kelompok uji 1 (P1) yang diberikan krim kosmetik kopi
dengan konsentrasi 10%, kelompok kedua adalah kelompok uji 2 (P2) yang
diberikan krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 15%, kelompok ketiga adalah
kelompok uji 3 (P3) yang diberikan krim kosmetik kopi dengan konsentrasi 20%
dan kelompok keempat adalah kelompok kontrol (PO) yang tidak diberikan krim
kosmetik kopi. Pemberian krim kosmetik kopi dilakukan 1 kali sehari pada jam
yang sama selama 21 hari, penggunaan krim kosmetik kopi yang dioleskan di
punggung selama 21 hari diharapkan dapat menurunkan total kadar ROS dan
meningkatkan jumlah kolagen Tipe | dan Ill.

Pada penelitian ini pengukuran kapasitas total kadar SOD menggunakan
metode ELISA (Enzyme Linked Immune-Sorbent Assay). Darah yang telah

diambil dilakukan sentrifugasi dan dimasukkan ke dalam tabung EDTA. Plasma
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yang didapat dilakukan pemeriksaan kadar SOD dengan metode ELISA (Enzyme
Linked Immune-Sorbent Assay). Superoxide dismustase (SOD) adalah salah satu
enzim antioksidan utama yang menangkal radikal bebas.>*®® Hasil penelitian
menunjukkan bahwa pemberian krim kosmetik kopi secara signifikan
mempengaruhi peningkatan kapasitas total kadar SOD.

Kopi merupakan bahan herbal bermanfaat meningkatkan kapasitas total
kadar SOD dan jumlah kolagen sebagai upaya mencegah penuaan kulit. Kopi
mengandung senyawa antioksidan yang dianggap paling relevan melawan radikal
bebas sebagai kontributor utama perkembangan stres oksidatif. Stres oksidatif
terjadi ketika produksi sel molekul oksidan melebihi ketersediaan antioksidan
yang mampu mengalahkan radikal bebas,'* terdapat peningkatan kadar kolagen
dengan pemberian ekstrak kopi 10%, dan besarnya konsentrasi serta lama
pemberian memberikan pengaruh positif terhadap peningkatan kadar kolagen.™
Kopi terdiri dari senyawa fenolik sebagai antioksidan yang mempunyai efek
perlindungan terhadap pengaruh oksigen radikl bebas.?,°. Kopi merupakan bahan
alami yang mengandung senyawa fenolik sebagai antioksidan yang mempunyai
efek perlindungan terhadap pengaruh oksigen radikal bebas.® Kandungan kafein
dalam kopi merupakan antioksidan kuat yang melindungi terhadap kerusakan sel
yang disebabkan radikal bebas,'” sementara antioksidan pada kopi adalah
polifenol yang membantu pertumbuhan kolagen pada tubuh.*®

Senyawa fenolik pada kopi merupakan kelompok senyawa terbesar yang
berperan sebagai antioksidan alami pada tumbuhan. Senyawa fenolik memiliki

satu (fenol) atau lebih (polifenol) cincin fenol, yaitu gugus hidroksi yang terikat
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pada cincin aromatis sehingga mudah teroksidasi dengan menyumbangkan atom
hidrogen pada radikal bebas. Kemampuannya membentuk radikal fenoksi yang
stabil pada reaksi oksidasi menyebabkan senyawa fenolik sangat potensial sebagai
antioksidan.’ Antioksidan sangat bermanfaat dalam pencegah penuaan dan
penyakit degeneratif. Penuaan adalah proses yang akan terjadi pada semua
makhluk hidup yang dapat menyebabkan perubahan progesif pada seluruh organ
termasuk kulit.*®

Antioksidan yang terdapat pada kopi adalah Flavonoid. Flavonoid adalah
sekelompok besar senyawa polifenol tanaman yang tersebar luas dalam berbagai
bahan makanan dan dalam berbagai konsentrasi. Polifenol merupakan salah satu
dari komponen bioaktif non gizi memberikan efek fungsional sehat pada tubuh.
Senyawa polifencl banyak terkandung pada teh, kopi, rempah-rempah, kakao,
biji-bijian, serealia, bunga, sayuran, dan lain-lain. Banyak senyawa polifenol yang
menunjukkan ' aktifitasnya sebagai antioksidan. Polifenol merupakan senyawa
kimia yang bekerja sebagai antioksidan kuat di dalam kopi.*®

Pengamatan jumlah kolagen diukur melalui pengamatan histopatologi
menggunakan mikroskop cahaya yang dilengkapi dengan camera/optilab dengan
pembesaran 400x. Gambar yang telah didapatkan selanjutnya diolah dengan
menggunakan software ImageJ untuk mengetahui persentase kepadaten kolagen,®:
selanjutnya untuk speksifikasi kolagen tipe | dan Il diukur melalui metode
imunohistokimia (IHK).%? Kolagen tipe | dan Il positif bila terdapat warna

kecoklatan di area dermis superfisial. Selanjutnya untuk speksifikasi kolagen tipe
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I dan 111 diukur melalui metode imunohistokimia (IHK).®* Kolagen tipe I dan Il
positif bila terdapat warna kecoklatan di area dermis superfisial.

Pemberian kopi yang sudah dihilangkan kandungan hidroksihidrokuinon
(komponen prooksidan) memperlihatkan efek antihipertensi, memperbaiki
bioavailabilitas nitrit oksida (NO) dan memperbaiki fungsi endotelium.
Kandungan antioksidan kuat di dalam kopi dapat merubah produk ROS yang
dilepaskan saat aplikasi gaya ortodontik menjadi produk yang stabil dengan cara
menghambat faktor transkripsi redoks sehingga sel maupun jaringan akan
terlindungi dari kerusakan oksidatif selain itu akan terjadi perbaikan ligamen
periodontal oleh sabut kolagen melalui aktivasi sel fibroblas yang dirangsang oleh
makrofag, limfosit, kekuatan mekanik, dan bakteri untuk mengeluarkan
plasminogen activator, inhibitor jaringan metalloproteinase (TIMP), matriks
metaloproteinase (MMP), sitokin [prostaglandin E-2 (PGE-2), plasminogen
activator inhibitor (PAI), interleukin-6 (I1L-6)]. Fibroblas yang diinduksi untuk
mensekresikan  protein matriks dapat menghasilkan kolagen, elastin, dan
glycosaminoglycans (GAG'S). Penelitian Wei-Cheng et al., (2013) menyebutkan
bahwa asam klorogenat dapat meningkatkan ekspresi TGF-f yang secara
bersamaan juga terjadi peningkatan produksi kolagen dan proliferasi sel fibroblas
pada hari ke 6-15 serta asam kafeat yang terdapat dalam kopi dapat meningkatkan
produksi kolagen dan proliferasi sel fibroblas pada hari ke 10 dan 15 yang
dibandingkan dengan kelompok kontrol.*®

Secara keseluruhan, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa pemberian

krim kosmetik kopi memiliki pengaruh dalam meningkatkan kapasitas total kadar
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SOD serta jumlah kolagen Tipe | dan kolagen tipe IIl. Hal ini menunjukkan
bahwa pemberian krim kosmetik kopi memiliki potensi untuk dikembangkan
sebagai krim kosmetik dalam mencegah penuaan pada kulit. Penelitian ini juga
menunjukkan bahwa meskipun ada pengaruh pemberian krim kosmetik kopi,
namun peningkatan kapasitas total kadar SOD dan jumlah kolagen tipe | dan Ill
berbeda-beda, hal ini disebabkan faktor hormonal atau genetika dari wistar betina
yang mengalami siklus estrus. Keberaturan siklus estrus pada wistar betina sangat
tergantung pada hormon estrogen, sehingga dengan adanya penurunan hormon
estogren berakibat pada gangguan siklus estrus. Penurunan yang terjadi pada
hormon estrogen disebabkan oleh tingginya radikal bebas. Keberadaan radikal
bebas menyebabkan ketidakaturan pada siklus estrus yang berakibat pada
perubahan tekanan darah, emosional, nustrisi dan hormon serta kapasitas total

kadar SOD dan jumlah kolagen.®*"

5.3. Kelemahan Penelitian

Kelemahan penelitian ini adalah tidak ada variasi waktu pengamatan pada
setiap fase penurunan kapasitas total kadar SODA dan jumlah kolagen tipe | dan
I11, sehingga adanya variasi waktu dalam pengamatan dapat menjadi acuan dalam
memastikan efek yang ditimbulkan dari pemberian krim kosmetik kopi secara

alami.



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian tentang pemberian krim kosmetik kopi
terhadap kapasitas total kadar SOD dan jumlah kolagen tipe | dan Il dapat
disimpulkan:

1. Pemberian krim kosmetik kopi berpengaruh secara bermakna terhadap
penurunan kapasitas total kadar SOD pada wistar betina tua (Rattus
norvegicus).

2. Pemberian krim kosmetik kopi berpengaruh secara bermakna terhadap
peningkatan jumlah kolagen tipe | pada wistar betina tua (Rattus norvegicus).

3. Pemberian krim kosmetik kopi berpengaruh secara bhermakna terhadap
peningkatan jumlah kolagen tipe Il pada wistar betina tua (Rattus

norvegicus).

6.2. Saran
Berdasarkan uraian hasil penelitian, maka penulis menyampaikan beberapa
saran sebagai berikut:
1. Perlu adanya variasi waktu pengamatan pada setiap periode penurunan
kapasitas total kadar SOD, sehingga dapat diketahui waktu optimal dalam
menurunkan kapasitas total kadar SOD dengan pemberian krim kosmetik

kopi.
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2. Perlu adanya variasi waktu pengamatan pada setiap tahapan dalam
meningkatkan jumlah kolagen tipe | dan Ill, sehingga dapat diketahui waktu
optimal dalam meningkatkan jumlah kolagen tipe | dan Il pada pemberian

krim kosmetik kopi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Surat Spesifikasi Hewan Percobaan

“ABIMANYU FARM”
¥ Mencit putih jantan v Tikus Wistar v Swis Webster V' Cacing
Mencit Balb/C V' Kelinci New Zaeland

Ngampon RT 04 / RW 04. Mojosongo Kec. Jebres Surakarta. Phone 085 629 994 33 / Lab USB Ska
Yang bertanda tangan di bawah ini:
Nama : Sigit Pramono

Selaku pengelola Abimanyu Farm, menerangkan bahwa hewan uji yang digunakan untuk
penelitian, oleh:

Nama : Arief Mukti Mindiroesend
Nim : MBK 1913010146
Institusi : Universitas Islam Sultan Agung Semarang

Merupakan hewan uji dengan spesifikasi sebagai berikut
Jenis hewan  : Tikus Wistar

Umur : 14-16 bulan

Berat : 200-250 gram

Jenis kelamin  : Betina

Jumlah : 30 ekor

Keterangan : Sehat

Asal-usul : Unit+ Pengembangan Hewan Percobaan UGM. Yogyakarta

Yang pengembangan dan pengelolaannya disesuaikan standar baku penelitian. Demikian
surat keterangan ini dibuat untuk digunakan sebagaimana mestinya.

Surakarta, 22 Maret 2021
Hormat _kami

"ABIMANYU FARM"
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Lampiran 2. Data Penelitian
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LABORATORIUM PATOLOGI ANATOMI
HASIL PEMBACAAN

Hasil pengukuran kepadatan kolagen tipe 1

No Tikus mean intD Area fraksi (%)
1 K1 13.429 70406010 5.266
2 K2 6421 | 33664080 2.518
3 K3 12.383 | 64924020 4.856
4 k4 ; 6870785 3.506
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HASIL PEMBACAAN
Hasil pengukurankolagen tipe-3
No Tikus mean intD Area fraksi (%)
1 K1 6.206 32537235 2.434
2 K2 9.218 48329130 3.615
3 K3 77976450 5.832
4 K4 65546475 4,903
5 105206370 7.869
6 ' 2.505
7 6.250
8 7.392
9 5.170
10 4351
11 6.549
12 2.633
13 8.225
14 9.168
15 5.805
16 | 201 A RGEaT. 2.509
17 5.244
18 2.194
19 8 2.380
20 —36753765 2.300




Lampiran 3. Analisis Statistik
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Explore
Subjek
Case Processing Summary
Cases
Valid Missing Total
Subjek N Percent N Percent N Percent
Kadar SOD PO 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
P1 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
P2 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
P3 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
Kolagen Tipel PO 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
P1 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
P2 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
P3 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
Kolagen Tipe lll PO 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
P1 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
P2 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
P3 6 100.0% 0 0.0% 6 100.0%
Descriptives
Subjek Statistic Std. Error
Kadar SOD PO Mean 1.4167 .20883
95% Confidence Interval for Lower Bound 8798
Mean
Upper Bound 1.9535
5% Trimmed Mean 1.3852
Median 1.2500
Variance 262
Std. Deviation 51153
Minimum 1.00
Maximum 2.40
Range 1.40
Interquartile Range 65
Skewness 1.873 .845
Kurtosis 3.745 1.741
P1 Mean 2.1333 11155
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95% Confidence Interval for Lower Bound 1.8466
Mean
Upper Bound 2.4201
5% Trimmed Mean 2.1370
Median 2.1500
Variance .075
Std. Deviation 27325
Minimum 1.70
Maximum 2.50
Range .80
Interquartile Range 42
Skewness -.435 .845
Kurtosis .586 1.741
P2 Mean 1.7333 .15420
95% Confidence Interval for Lower Bound 1.3369
Mean
Upper Bound 2.1297
5% Trimmed Mean 1.7259
Median 1.6500
Variance 143
Std. Deviation 37771
Minimum 1.40
Maximum 2.20
Range .80
Interquartile Range .73
Skewness 247 845
Kurtosis -2.697 1.741
P3 Mean 3.5667 .98714
95% Confidence Interval for Lower Bound 1.0291
Mean
Upper Bound 6.1042
5% Trimmed Mean 3.4574
Median 2.1500
Variance 5.847
Std. Deviation 2.41799

Minimum

1.90
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Maximum 7.20
Range 5.30
Interquartile Range 4.48
Skewness 1.042 .845
Kurtosis -1.346 1.741
Kolagen Tipe | PO Mean 3.829833 4616852
95% Confidence Interval for Lower Bound 2643034
Mean
Upper Bound 5.016633
5% Trimmed Mean 3.822926
Median 3.834000
Variance 1.279
Std. Deviation 1.1308932
Minimum 2.5180
Maximum 5.2660
Range 2.7480
Interquartile Range 2.3258
Skewness .048 .845
Kurtosis -1.906 1.741
P1 Mean 8.534167 1.2756278
95% Confidence Interval for Lower Bound 5.255061
Mean
Upper Bound 11.813272
5% Trimmed Mean 8.434407
Median 7.170500
Variance 9.763
Std. Deviation 3.1246373
Minimum 5.9090
Maximum 12.9550
Range 7.0460
Interquartile Range 6.1685
Skewness .822 .845
Kurtosis -1.703 1.741
P2 Mean 6.621833 .8592174
95% Confidence Interval for Lower Bound 4.413145
Mean
Upper Bound 8.830522

5% Trimmed Mean

6.583370
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Median 6.286000
Variance 4.430
Std. Deviation 2.1046441
Minimum 4.6260
Maximum 9.3100
Range 4.6840
Interquartile Range 4.0173
Skewness .246 .845
Kurtosis -2.590 1.741
P3 Mean 12.567333 1.5944960
95% Confidence Interval for Lower Bound 8.468551
Mean Upper Bound | 16.666116
5% Trimmed Mean 12.567981
Median 12.545500
Variance 15.255
Std. Deviation 3.9057016
Minimum 7.3560
Maximum 17.7670
Range 10.4110
Interquartile Range 7.0158
Skewness .001 .845
Kurtosis -1.347 1.741
Kolagen Tipe Il PO Mean 4.653500 .8106546
95% Confidence Interval for Lower Bound 2.569646
Mean Upper Bound 6.737354
5% Trimmed Mean 4.598167
Median 4.259000
Variance 3.943
Std. Deviation 1.9856901
Minimum 2.4340
Maximum 7.8690
Range 5.4350
Interquartile Range 3.2817
Skewness 773 .845
Kurtosis -.039 1.741
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P1 Mean 5.615167 .8332114

95% Confidence Interval for Lower Bound 3.473328

Mean Upper Bound 7.757005

5% Trimmed Mean 5.654185

Median 5.710000

Variance 4.165

Std. Deviation 2.0409429

Minimum 2.5050

Maximum 8.0230

Range 5.5180

Interquartile Range 3.6603

Skewness -.436 .845

Kurtosis -.606 1.741
P2 Mean 7.740667 1.5653704

95% Confidence Interval for Lower Bound 3.716754

o Upper Bound 11.764579

5% Trimmed Mean 7.673130

Median 7.387000

Variance 14.702

Std. Deviation 3.8343588

Minimum 2.6330

Maximum 14.0640

Range 11.4310

Interquartile Range 5.3800

Skewness .605 .845

Kurtosis 1.197 1.741
P3 Mean 3.277667 .5914835

95% Confidence Interval for Lower Bound 1.757210

Mean Upper Bound 4.798123

5% Trimmed Mean 3.228630

Median 2.444500

Variance 2.099

Std. Deviation

1.4488327
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Minimum 2.1940
Maximum 5.2440
Range 3.0500
Interquartile Range 2.8167
Skewness .955 .845
Kurtosis -1.823 1.741
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Subjek Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kadar SOD PO 269 6 200 797 6 .055
P1 146 6 2007 .988 6 .985
P2 311 6 071 799 6 .058
P3 .366 6 012 728 6 012
Kolagen Tipe| PO 181 6 2000 .930 6 577
P1 251 6 .200 814 6 .078
P2 .285 6 .139 .839 6 128
P3 156 6 2007 974 6 917
Kolagen Tipe Il PO .200 6 .200 .950 6 741
P1 141 6 .200° 971 6 .899
P2 .188 6 200 .969 6 .888
P3 .369 6 011 716 6 .009

*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
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Oneway
Descriptives
95% Confidence
Interval for Mean
Std. Std. Lower Upper
N Mean Deviation Error Bound Bound Minimum | Maximum
Kadar SOD PO 6 1.4167 .51153 .20883 .8798 1.9535 1.00 2.40
P1 6 2.1333 .27325 11155 1.8466 2.4201 1.70 2.50
P2 6 1.7333 37771 .15420 1.3369 2.1297 1.40 2.20
P3 6 3.5667 2.41799 .98714 1.0291 6.1042 1.90 7.20
Total 24 2.2125 1.44231 .29441 1.6035 2.8215 1.00 7.20
Kolagen PO 6 3.829833( 1.1308932 4616852 | 2.643034 5.016633 2.5180 5.2660
Tipe | P1 6| 8.534167| 3.1246373| 1.2756278 | 5.255061 | 11.813272 5.9090 12.9550
P2 6 6.621833 | 2.1046441 .8592174 | 4.413145 8.830522 4.6260 9.3100
P3 6| 12.567333| 3.9057016 | 1.5944960( 8.468551| 16.666116 7.3560 17.7670
Total 24 7.888292 | 4.1490966 .8469308 | 6.136282 9.640302 2.5180 17.7670
Kolagen PO 6 4.653500 | 1.9856901 .8106546 | 2.569646 6.737354 2.4340 7.8690
Tipe 11l P1 5.615167 | 2.0409429 [  .8332114| 3.473328( 7.757005| 2.5050 8.0230
P2 6 7.740667 | 3.8343588 | 1.5653704 | 3.716754 | 11.764579 2.6330 14.0640
P3 3.277667 | 1.4488327 5914835 | 1.757210 4.798123 2.1940 5.2440
Total 24 5.321750| 2.8584102 .5834705 | 4.114749 6.528751 2.1940 14.0640
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
Kadar SOD 20.258 3 20 .000
Kolagen Tipe | 4.843 8 20 .011
Kolagen Tipe IlI 1.297 3 20 .303
ANOVA
Sum of Squares | df Mean Square F Sig.
Kadar SOD Between Groups 16.218 3 5.406 3.418 .037
Within Groups 31.628| 20 1.581
Total 47.846| 23
Kolagen Tipe |  Between Groups 242.314( 3 80.771 10.515 .000
Within Groups 153.632| 20 7.682
Total 395.945 | 23
Kolagen Tipe Il Between Groups 63.373| 3 21.124 3.392 .038
Within Groups 124.549| 20 6.227
Total 187.922| 23
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Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

LSD
Mean 95% Confidence Interval

Dependent ) J) Difference Std.
Variable Subjek  Subjek (1-9) Error Sig. | Lower Bound | Upper Bound
Kadar SOD PO P1 -.71667 72604 | .335 -2.2312 .7978
P2 -.31667 72604 | .667 -1.8312 1.1978
P3 -2.150007 .72604 | .008 -3.6645 -.6355
P1 PO .71667 72604 .335 -.7978 2.2312
P2 .40000 .72604 | .588 -1.1145 1.9145
P3 -1.43333 72604 .062 -2.9478 .0812
P2 PO .31667 72604 | .667 -1.1978 1.8312
P1 -.40000 .72604 | .588 -1.9145 1.1145
P3 -1.83333" .72604 | .020 -3.3478 -.3188
P3 PO 2.15000" .72604 | .008 .6355 3.6645
P1 1.43333 72604 | .062 -.0812 2.9478
P2 1.83333 .72604 | .020 .3188 3.3478
Kolagen Tipe | PO P1 -4.7043333 | 1.6001643 | .008 -8.042218 -1.366449
P2 -2.7920000 | 1.6001643| .096 -6.129884 .545884
P3 -8.7375000 | 1.6001643| .000 -12.075384 -5.399616
P1 PO 4.7043333"| 1.6001643| .008 1.366449 8.042218
P2 1.9123333| 1.6001643| .246 -1.425551 5.250218
P3 -4.0331667 | 1.6001643 | .020 -7.371051 -.695282
P2 PO 2.7920000 | 1.6001643 | .096 -.545884 6.129884
P1 -1.9123333| 1.6001643 | .246 -5.250218 1.425551
P3 -5.9455000 | 1.6001643| .001 -9.283384 -2.607616
P3 PO 8.7375000 | 1.6001643 | .000 5.399616 12.075384
P1 4.0331667 | 1.6001643| .020 .695282 7.371051
P2 5.9455000 | 1.6001643| .001 2.607616 9.283384
Kolagen Tipe Il PO P1 -.9616667 | 1.4407705| .512 -3.967061 2.043728
P2 -3.0871667 | 1.4407705| .045 -6.092561 -.081772
P3 1.3758333 | 1.4407705| .351 -1.629561 4.381228
P1 PO .9616667 | 1.4407705( .512 -2.043728 3.967061
P2 -2.1255000 | 1.4407705| .156 -5.130895 .879895
P3 2.3375000 | 1.4407705| .120 -.667895 5.342895
P2 PO 3.0871667 | 1.4407705| .045 .081772 6.092561
P1 2.1255000 | 1.4407705| .156 -.879895 5.130895
P3 4.4630000 | 1.4407705| .006 1.457605 7.468395
P3 PO -1.3758333 | 1.4407705| .351 -4.381228 1.629561
P1 -2.3375000 | 1.4407705| .120 -5.342895 .667895
P2 -4.4630000 | 1.4407705| .006 -7.468395 -1.457605

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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NPar Tests
Descriptive Statistics
N Mean Std. Deviation Minimum Maximum
Kadar SOD 24 2.2125 1.44231 1.00 7.20
Kolagen Tipe | 24 7.888292 4.1490966 2.5180 17.7670
Kolagen Tipe IlI 24 5.321750 2.8584102 2.1940 14.0640
Subjek 24 2.5000 1.14208 1.00 4.00
Kruskal-Wallis Test
Ranks
Subjek N Mean Rank
Kadar SOD PO 6 6.50
P1 6 16.17
= 6 10.33
P3 6 17.00
Total 24
Kolagen Tipe | PO 6 4.33
Rl 6 14.83
P2 11.00
P3 19.83
Total 24
Kolagen Tipe IlI PO 11.33
P1 14.17
P2 18.17
P3 6.33
Total 24
Test Statistics®”
Kadar SOD Kolagen Tipe | Kolagen Tipe llI
Chi-Square 8.973 15.380 8.913
df 3 3 3
Asymp. Sig. .030 .002 .030

a. Kruskal Wallis Test
b. Grouping Variable: Subjek



NPar Tests
Mann-Whitney Test

Ranks
| Subjek N Mean Rank Sum of Ranks

Kadar SOD PO 4.33 26.00
P1 8.67 52.00
Total 12

Kolagen Tipe | PO 6 3.50 21.00
P1 6 9.50 57.00
Total 12

Kolagen Tipe llI PO 5.50 33.00
P1 7.50 45.00
Total 12

Test Statistics®

Kadar SOD Kolagen Tipe | Kolagen Tipe I
Mann-Whitney U 5.000 .000 12.000
Wilcoxon W 26.000 21.000 33.000
z -2.082 -2.882 -.961
Asymp. Sig. (2-tailed) .037 .004 .337
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .041° .002° .394°

a. Grouping Variable: Subjek
b. Not corrected for ties.




NPar Tests
Mann-Whitney Test

Ranks
| Subjek N Mean Rank Sum of Ranks

Kadar SOD PO 5.00 30.00
P2 8.00 48.00
Total 12

Kolagen Tipe | PO 4.33 26.00
P2 8.67 52.00
Total 12

Kolagen Tipe llI PO 4.83 29.00
P2 8.17 49.00
Total 12

Test Statistics®

Kadar SOD Kolagen Tipe | Kolagen Tipe IlI
Mann-Whitney U 9.000 5.000 8.000
Wilcoxon W 30.000 26.000 29.000
z -1.451 -2.082 -1.601
Asymp. Sig. (2-tailed) 147 .037 .109
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .180° .041° .132°

a. Grouping Variable: Subjek
b. Not corrected for ties.




NPar Tests
Mann-Whitney Test

Ranks
| Subjek N Mean Rank Sum of Ranks

Kadar SOD PO 4.17 25.00
P3 8.83 53.00
Total 12

Kolagen Tipe | PO 3.50 21.00
P3 9.50 57.00
Total 12

Kolagen Tipe llI PO 8.00 48.00
P3 5.00 30.00
Total 12

Test Statistics®

Kadar SOD Kolagen Tipe | Kolagen Tipe IlI
Mann-Whitney U 4.000 .000 9.000
Wilcoxon W 25.000 21.000 30.000
z -2.246 -2.882 -1.441
Asymp. Sig. (2-tailed) .025 .004 .150
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .026° .002° .180°

a. Grouping Variable: Subjek
b. Not corrected for ties.




NPar Tests
Mann-Whitney Test

Ranks
| Subjek N Mean Rank Sum of Ranks

Kadar SOD P1 8.33 50.00
P2 4.67 28.00
Total 12

Kolagen Tipe | P1 7.67 46.00
P2 5.33 32.00
Total 12

Kolagen Tipe IlI P1 5.17 31.00
P2 7.83 47.00
Total 12

Test Statistics®

Kadar SOD Kolagen Tipe | Kolagen Tipe IlI
Mann-Whitney U 7.000 11.000 10.000
Wilcoxon W 28.000 32.000 31.000
z -1.780 -1.121 -1.281
Asymp. Sig. (2-tailed) .075 .262 .200
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .093° .310° .240°

a. Grouping Variable: Subjek
b. Not corrected for ties.




NPar Tests
Mann-Whitney Test

Ranks
| Subjek N Mean Rank Sum of Ranks

Kadar SOD P1 6.17 37.00
P3 6.83 41.00
Total 12

Kolagen Tipe | P1 4.67 28.00
P3 8.33 50.00
Total 12

Kolagen Tipe llI P1 8.50 51.00
P3 4.50 27.00
Total 12

Test Statistics®

Kadar SOD Kolagen Tipe | Kolagen Tipe IlI
Mann-Whitney U 16.000 7.000 6.000
Wilcoxon W 37.000 28.000 27.000
z -.322 -1.761 -1.922
Asymp. Sig. (2-tailed) 747 .078 .055
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .818° .093° .065°

a. Grouping Variable: Subjek
b. Not corrected for ties.




NPar Tests
Mann-Whitney Test

Ranks
| Subjek N Mean Rank Sum of Ranks

Kadar SOD P2 4.67 28.00
P3 8.33 50.00
Total 12

Kolagen Tipe | P2 4.00 24.00
P3 9.00 54.00
Total 12

Kolagen Tipe llI P2 9.17 55.00
P3 3.83 23.00
Total 12

Test Statistics®

Kadar SOD Kolagen Tipe | Kolagen Tipe IlI
Mann-Whitney U 7.000 3.000 2.000
Wilcoxon W 28.000 24.000 23.000
z -1.787 -2.402 -2.562
Asymp. Sig. (2-tailed) .074 .016 .010
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .093° .015° .009°

a. Grouping Variable: Subjek
b. Not corrected for ties.




Lampiran 4. Foto Kegiatan Penelitian
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Setelah Oven Kopi Dihaluskan
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Proses Maserasi

Sampel Darah Kurang Lebih 2 cc
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Setelah Disentrifuge 15 Menit



