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Abstract. Consumption of alcoholic beverages can increase ROS and inflammation.

In the duodenal, the consumption of alcohol can result in erosions, bleeding, and
mucosal injury. Arabica coffee fruit skin contains antioxidant substances, which are
expected to have a good role as an antioxidant effect. Furthermore, no study has
reported the effects of alcohol and extract of Arabica coffee fruit skin administration on
the damage of the small intestine of mice (Mus musculus L.). This study used an
experimental design, and 25 males of mice were divided into five groups of treatment
for 15 days. After the treatment, the mice at necropsied and the small intestine were
taken for histopathological examination using hematoxyline-eosin staining. The Data
analyzed used One Way ANOVA and Duncan's tests. Histopathological observations
showed a dose of 250 mg/kg BW experienced the most significant improvement
damage of the small intestine of mice compared to other treatments.
Histomorphometry measurement, the dose of 250 mg/kg BB showed the high of villi
272,10 + 13,36 um, (P<0.05), duodenal villi crypt depth 117,33 + 30,35 um (P<0.05)
and surface area of small intestinal villi 7,66 + 0,55 mm2 (P<0.05) was similar with
negative control. This study's conclusion is a dose of 500 mg/kg BW treatment was
able to improve the histopathology and morphometry small intestine of mice that were
damaged due to the consumption of ethanol 10%.
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1. PENDAHULUAN
Konsumsi dan ketergantungan seseorang terhadap minuman beralkohol merupakan
masalah global. Prevalensi penggunaan minuman beralkohol di Indonesia adalah 0,8%

sedangkan prevalensi ketergantungannya sebesar 0,7% baik pada pria maupun wanita
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(WHO, 2018). Konsumsi minuman beralkohol dengan kadar tinggi maupun rendah beresiko
terhadap kesehatan, seperti penurunan fertilitas sperma, penyakit pencernaan, sirosis,
pankreatitis, dan meningkatkan resiko berbagai macam kanker yang nantinya akan
berdampak kepada kematian (Tsochatzis et al., 2014; Rehm et al.,017; Preedy and Waston,
2004). Laporan WHO pada tahun 2018 menyebutkan kematian akibat penyalahgunaan
alkohol sebanyak 3 juta tiap tahunnya dan menyumbang 5,3 % dari semua kematian.

Kandungan etanol dalam minuman beralkohol akan diserap langsung ke dalam
lambung dan usus halus. Alkohol merupakan Reactive Oxygen Species (ROS) yang akan
mengakibatkan rusaknya mukosa, degradasi vili, dan penurunan fungsional pada saluran
gastrointestinal yang akan berpotensi menyebabkan terjadinya perdarahan akut pada
lambung dan usus halus (Kolulu et al., 2014; Bode and Bode, 2003). Kerusakan mukosa usus
halus dapat mengganggu pencernaan dan penyerapan nutrisi, dan memungkinkan molekul
besar, seperti endotoksin dan bakteri patogen lebih mudah masuk ke dalam pembuluh darah
atau getah bening (Kololu et al., 2014).

Zhang et al. (2009) melaporkan bahwa senyawa isoflavon dari ekstrak Puerariae
dapat merestorasi kerusakan hati, meningkatkan permeabilitas usus dan memulihkan mukosa
vili tikus wistar jantan yang diinduksi dengan alkohol. Temulawak yang mengandung senyawa
kurkuminoid pada pakan ayam pedaging dapat meningkatkan tinggi vili jejunum (Krisna et al.,
2020). Senyawa flavonoid, tanin dan alkaloid yang terkandung dalam daun jambu biji dapat
meningkatkan pertumbuhan vili duodenum pada ayam jawa super (Setiawan et al., 2018).
Kandungan senyawa antioksidan pada kulit batang bakau (Bruguiera gymnorrhiza) dapat
memperbaiki histopatologi lambung pada tikus putih jantan yang diinduksi alkohol (Serlina et
al., 2019).

Kulit buah kopi arabika (Coffea arabica L.) mengandung senyawa kimia kafein,
senyawa-senyawa sumber antioksidan seperti tanin, flavonoid dan polifenol (Ameca et al.,
2018). Tanin yang terkandung dalam kulit buah kopi diketahui dapat menginduksi apoptosis
dan dapat mencegah proliferasi pada sel-sel kanker (Min-Hsiung et al., 1999; Lea et al., 1993).
Senyawa aktif katekin pada kopi dapat menurunkan tingkat kolesterol pada mencit (Bursill et
al., 2000). Adanya kandungan senyawa metabolit sekunder pada kulit kopi yang berperan
sebagai antioksidan, kemungkinan kulit kopi (Coffea arabica L.) memiliki potensi dalam
meregenerasi sel-sel epitel usus pada mencit yang mengalami kerusakan. Studi yang
mempelajari pengaruh ekstrak kulit kopi terhadap morfologi vili usus yang mengalami
hiperplasia epitel, nekrosis, dan inflamasi hingga saat ini belum dilaporkan. Tujuan dari
penelitian ini melihat potensi senyawa bioaktif kulit kopi terhadap kerusakan vili mencit yang

diinduksi etanol.
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2 BAHAN DAN METODE
Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah alat-alat gelas (Pyrex), satu set alat
bedah, syringe 0,5 ml, mikropipet (Socorex), rotary evaporator (Heidolph), dan mikroskop
binokuler IRIS. Bahan yang digunakan adalah kulit buah kopi arabika (Coffea arabica L.) yang
diperoleh dari petani perkebunan kopi Desa Tegalmulyo, Kecamatan Tegalrejo, Kabupaten
Klaten, Provinsi Daerah Istimewa Yogyakarta dengan tingkat kematangan Over Ripe, Metanol
96%, hewan uji mencit jantan (Mus musculus L.) galur BALB/c yang berasal dari Laboratorium
Penelitian dan Pengujian Terpadu (LPPT) UGM, Yogyakarta, Buffer Neutral Formalin (BNF)
10%, Pewarna Hematoksilin-Eosin, Xylen, Alkohol 70%.

Persiapan Hewan Uji

Hewan uji ditempatkan di dalam kandang dengan kriteria suhu ruang 22°C + 3°C,
penerangan 12 jam terang dan 12 jam gelap. Sebelum digunakan, hewan uji diaklimatisasi
selama 7 hari, makanan dan minuman hewan uji diberikan secara ad libitum.

Pembuatan Ekstrak Kulit Buah Kopi Arabika (Coffea arabica L.)

Kulit buah kopi arabika (Coffea arabica L.) segar dicuci dan dikeringkan dengan
metode kering angin lalu dihaluskan. Pembuatan ekstrak etanol kulit buah kopi arabika
(Coffea arabica L.) menggunakan metode maserasi dengan pelarut metanol 96% selama lima
hari. Setelah itu dilakukan evaporasi filtrat yang didapatkan dengan alat rotary evaporator
sehingga diperoleh pasta ekstrak etanol kopi arabika (Coffea arabica L.).

Perlakuan Hewan Uji dan Pembuatan Preparat Jaringan Usus

Hewan uji dibagi menjadi 5 kelompok, kelompok kontrol negatif tidak diberi perlakuan
(KK), kontrol positif dengan perlakuan etanol 10% (KE), kelompok dengan perlakuan etanol
10% dan ekstrak kulit kopi dosis 250 mg/kg BB (KI), kelompok dengan perlakuan etanol 10%
dan ekstrak kulit kopi dosis 500 mg/kg BB (Kll) dan kelompok dengan perlakuan etanol 10%
dan ekstrak kulit kopi dosis 750 mg/kg BB (Klll). Pada hari ke-29, hewan uji dikorbankan
secara dislokasi vertebre cervicalis. Dilakukan pembedahan untuk pengambilan organ usus
halus kemudian dicuci dengan NaCl 0,9%. Organ usus halus difiksasi dengan BNF 10% untuk
pembuatan preparat histopatologi dan dilanjutkan dengan pewarnaan Hematoksilin-Eosin.
Pengamatan Histologi Usus Halus

Pengukuran morfometrik usus halus meliputi tinggi vili, kedalaman kripta, lebar
apikal, dan lebar basal dengan lima sudut pandang pada tiap preparat. Selanjutnya luas
permukaan vili dihitung dengan rumus, luas area vili = (lebar basal vili + lebar apikal vili) x
(lebar apikal vili x tinggi vili)-1 (lji et al, 2001). Sedangkan rasio antara tinggi vili dan kedalaman
kripta dihitung dengan rumus, rasio tinggi vili dan kripta = (rata-rata panjang vili (um)) x (rata-

rata kedalaman kripta (um)) (Fard et al, 2014). Pengamatan morfometrik usus halus dengan

23



menggunakan Optilab mikroskop IRIS perbesaran 10x dan pengukuran menggunakan
software Image Raster 3.0.
Analisis Data

Data disajikan dalam bentuk rata-rata = SD. Analisis statistik menggunakan metode
One Way Anova untuk data parametrik. Guna melihat perbedaan lebih lanjut antara kelompok,
dilakukan uji dengan metode Duncan untuk data parametrik. Semua analisis statistik

dilakukan menggunakan program SPSS 26 pada tingkat kepercayaan 95% (p = 0,05).

3. HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk melihat pengaruh dari ekstrak kulit kopi arabika (Coffea
arabica L.) terhadap vili usus mencit yang diinduksi dengan etanol. Gambar.1 memperlihatkan
gambaran histopatologi kelompok kontrol dan kelompok yang diinduksi dengan etanol serta
perlakuan dengan ekstrak kulit kopi. Kelompok kontrol (KK) menunjukkan mukosa dengan vili-
vili yang panjang, sel-sel epitel columnar dengan sel goblet, lapisan submukosa, lapisan
muskularis muskosa, lapisan muskular dan lapisan serosa sesuai dengan histologi usus halus
normal (Gambar 1. A). Perubahan histopatologi yang terlihat pada kelompok tikus yang diberi
perlakuan dengan etanol (KE). Pada kelompok perlakuan dengan etanol terlihat kerusakan
vili yang disebabkan karena adanya hiperplasia epitel, nekrotik epitel, inflamasi, edema dan
deformasi. Pada bagian kelenjar intestinal kelompok perlakuan dengan etanol mulai terbentuk
ruang subepitel (Gambar. 1. B). Inflamasi pada usus halus ditandai dengan adanya edema,
infiltrasi sel-sel inflamasi seperti neutrofil, basofil dan eosinofil, serta kerusakan vili dan epitel
(Guyton & Hall (1997); Mitchell & Cotran (2003). Pada kelompok Etanol (KE), kelompok etanol
dan perlakuan ekstrak kulit kopi dosis 250 mg/kgBB (KI) terlihat adanya edema (Gambar 1.C),
serta terbentuknya ruang yang melebar pada lapisan muskuralis mukosa dan submukosa jika
dibandingkan dengan kelompok kontrol dan perlakuan lainnya.

Induksi dengan etanol akan mengakibatkan terjadinya inflamasi sehingga menginduksi
produksi radikal bebas reactive oxygen species (ROS). Adanya radikal bebas seperti hidrogen
peroksida dapat menyebabkan teraktivasinya Nuklear faktor-kB (NF-kB) yang berperan dalam
meregulasi dan merupakan faktor transkripsi ekspresi gen-gen yang berperan penting dalam
proses inflamasi, seperti sitokin, kemokin dan enzim inflamasi (Barnes,1997;
Schottelius,1999). NF-kB mampu menginduksi sel-sel inflamasi seperti makrofag dan neutrofil
yang berfungsi sebagai sel-sel pertahanan kekebalan tubuh (Zhang et al,2001; Mayer-Scholl
A, 2004).

Kulit kopi mengandung senyawa antioksidan flavonoid, polifenol, asam p-
hydroxybenzoic, asam chlorogenic, asam ferulic, asam caffeic yang tinggi (Ameca et al. 2018).
Senyawa ini mampu bertindak sebagai pereduksi radikal hidroksil, superoksida dan radikal

peroksil. Pada kelompok perlakuan etanol dan ekstrak kulit kopi dengan variasi dosis
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memperlihatkan perbaikan pada kerusakan sel yang menyerupai kelompok kontrol negatif.
Pada vili usus terjadinya regenerasi sel epitel pada jaringan yang rusak oleh sel-sel prinsipal
(Immatur) yang terdapat di dasar kripta usus. Sel immatur akan berdiferensiasi menjadi sel
goblet yang mengandung granul mukus (Scoville et al., 2008). Hasil gambaran histopatogi
menunjukkan ekstrak kulit kopi mampu memperbaiki kerusakan usus halus yang disebabkan

oleh induksi etanol 10% secara gambaran histopatologi.




Gambar 1. Histologi Usus Halus. A : KK (Kontrol Negatif) ; B : KE (Kontrol Positif) ;
C : Kl (dosis 250 mg/L) ; D : KllI (dosis 500 mg/L) ; E : KIlI (dosis 750
mg/L). Panah warna orange memperlihatkan terbentuknya ruang sub
epitel; warna merah memperlihatkan hiperplasia, nekrotik epitel dan
pemendekan vili; warna kuning memperlihatkan regenerasi sel epitel.
Pewarnaan Hematoksilin-Eosin, Mikroskop Olympus B23, perbesaran
10x.

Pengaruh pemberian ekstrak kulit kopi terhadap histomorfometri vili usus halus mencit
yang diinduksi etanol menunjukkan adanya perubahan terhadap tinggi vili, kedalaman kripta,
rasio antar tinggi vili dan kedalaman kripta, serta luas vili (Tabel 1). Berdasarkan hasil analisis
uji ANOVA bahwa pemberian ekstrak kulit kopi Arabica (Coffea arabica) pada Kl, KII dan KillI
menunjukan perbedaan nyata (P>0,05) terhadap tinggi vili dibandingkan dengan Kelompok
KE (Kontrol Positif). Pada KI dan Kl memperlihatkan data tinggi vili menyerupai kelompok
kontrol negatif, begitu juga dengan luas vili. Data kedalaman kripta menunjukkan setiap
kelompok baik kontrol negatif, etanol dan perlakuan ekstrak kulit kopi hampir sama, hanya
saja pada kelompok perlakuan etanol yang diinduksi selama 29 hari memperlihatkan

penurunan angka tetapi tidak signifikan dengan kelompok kontrol negatti.

Tabel 1. Histomorfometri Usus Halus

Kedalaman Rasio Tinggi Vili
Perlakuan Tinggi Vili (um) . dan Kedalaman Luas Vili (mm?)
Kripta (um) .
Kripta (um)

KK 288,95 + 7,73¢ 115,20 + 8,64 2,53 +0,18%® 7,58 £ 0,072
KE 166,14 + 5,78 92,84 +13,34% 1,87 + 0,232 12,13 £0,77°
Kl 256,44 + 8,77° 100,23 + 15,892 2,61 +0,35° 8,54 + 0,62
Kl 272,10 +13,36°* 117,33 + 30,35? 2,51+0,57® 7,66 £ 0,552
Kill 200,46 + 19,47° 99,01 + 4,922 2,07 £0,29® 11,05 + 2,15°

Keterangan : KK (Kontrol Negatif), KE (Kontrol Positif), KI (dosis 250 mg/L), Kll (dosis 500
mg/L), KIII (dosis 750 mg/L).
abed perpedaan notasi pada angka yang diikuti huruf berbeda dalam kolom yang
sama adalah berbeda signifikan (P>0,05).

Perlakuan KI dan KII menunjukan peningkatan tinggi vili yang semakin panjang,
namun terlihat adanya penurunan tinggi vili pada kelompok Kl (Gambar. 2) Hal ini
kemungkinan bisa disebabkan oleh adanya sifat toksik ekstrak kulit kopi dengan perlakuan
konsentrasi tinggi 750 mg/kg BB. Pertambahan tinggi vili menunjukkan adanya pengaruh
ekstrak kulit kopi arabika terhadap regenerasi sel — sel epitel yang mengalami nekrosis

ataupun kerusakan jaringan. Tinggi vili usus mempengaruhi kecepatan penyerapan nutrisi, vili
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yang panjang akan menghasilkan mukus lebih banyak yang berfungsi sebagai sawar/barrier
protektif bagi sel-sel epitel usus (Setiawan et al, 2018). Vili yang berukuran lebih pendek
memiliki kapasitas penyerapan lebih lambat dibanding vili yang lebih panjang (Erian et al.,
2018). Peningkatan tinggi vili usus halus pada kelompok | dan Il kemungkinan disebabkan
oleh kandungan flavonoid yang terdapat pada ekstrak kulit kopi arabika yang berperan
sebagai antioksidan yang dapat mempercepat proses regenerasi sel-sel usus halus. Hasil
analisis statistik terhadap kedalaman kripta menunjukan tidak adanya beda nyata (P<0,05).
Guyton dan Hall (2014), menjelaskan bahwasanya dalam kondisi fisiologis terjadi
keseimbangan antara produksi sel oleh kripta dan pelepasan sel pada puncak vili. Sel epitel
yang terletak dalam kripta liberkulum mengalami mitosis terus-menerus, sel tersebut
bermigrasi sepanjang membran basal ke luar dari kripta menuju ujung vili. Sel kripta
memproduksi epitel baru dan enterosit yang nantinya akan bermigrasi dan memenuhi
kebutuhan pergantian sel epitel vili yang mengalami kerusakan (Abdel-Raheem, 2012).
Menurut Bode and Bode (2003), etanol yang terkandung dalam alkohol dapat menyebabkan

rusaknya mukosa usus halus hingga degradasi vili.
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Gambar 2. Diagram Perbandingan Tinggi Vili dan Kedalaman Kripta Kelompok
KK (Kontrol Negatif), KE (Kontrol Positif), KI (dosis 250 mg/L), KII
(dosis 500 mg/L), Kl (dosis 750 mg/L).
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Gambar 3. Diagram Luas Vili Kelompok KK (Kontrol Negatif), KE (Kontrol Positif),
Kl (dosis 250 mg/L), KlI (dosis 500 mg/L), KlII (dosis 750 mg/L).

Luas area vili menunjukan terdapat perbedaan signifikan antara kelompok KK, KiI, KII
dengan KE perlakuan induksi etanol. Luas vili pada kelompok Kontrol KK memiliki luas yang
sama dengan luasan Kl dan KIl, sedangkan kelompok Klll memiliki luas yang sama dengan
kelompok KE (Gambar. 3). Hal ini karena alkohol dapat merusak mukosa usus halus dan
menyebabkan erosi serta perdarahan di duodenum, sehingga ukuran tinggi vili usus semakin
memendek dan melebar. Pada kelompok Killl, dosis tinggi ekstrak kulit kopi kemungkinan
memberikan efek toksik pada usus halus. Semakin tinggi konsentrasi suatu senyawa yang
diberikan, maka respons toksik yang ditimbulkan semakin besar (Amalina, 2009). Tingginya
konsentrasi ekstrak kulit buah kopi diketahui dapat menurunkan permeabilitas membran sel
dan inflamasi jaringan akibat kerusakan pembuluh oleh reaksi inflamasi akibat infiltrasi sel
radang (Maliza et al., 2019).

Luasan vili yang sama tetapi dengan tinggi dan rasio vili dengan kripta yang pendek
menandakan adanya erosi epitel. Salah satu faktor yang mempengaruhi peningkatan luas vili
adalah lebar vili (Erian et al, 2018). Sel yang terdegradasi dan terkena erosi akan digantikan
dengan sel yang baru, produksi sel epitel usus halus memengaruhi luas vili. Adanya
kandungan senyawa flavonoid, tanin, polifenol pada kulit kopi berperan sebagai antioksidan
yang dapat membantu dan mempercepat regenerasi epitel usus halus yang mengalami erosi
serta berperan dalam pengobatan jaringan ulserasi mukosa epitel yang mengalami
peradangan (Titilope et al, 2012 ; Geremu et al., 2016). Ekstrak kulit kopi arabika dosis
500mg/kg BB memiliki potensi lebih cepat dalam meregenerasi struktur epitel dan vili usus
halus. Hasil pengukuran histomorfometri menunjukkan hasil vili tertinggi dan luas vili yang

menyerupai kelompok kontrol negatif jika dibandingkan kelompok perlakuan lainnya.
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4. KESIMPULAN
Ekstrak kulit kopi arabika (Coffea arabica L.) dengan konsentrasi dosis 500 mg/kg BB
efektif yang diberikan secara oral pada mencit putih yang diinduksi etanol 10% mampu

meregenerasi sel epitel usus halus yang mengalami erosi dan menekan terjadinya inflamasi.
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