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ABSTRAK

Salah satu faktor yang dapat mempengaruhi kesehatan adalah makanan. Kebutuhan
pangan yang terus meningkat mendorong inovasi industri, salah satunya dengan
penambahan zat pengawet sodium benzoat. Penambahan pengawet sodium benzoat
memberikan banyak kelebihan dalam proses produksi, tetapi disisi lain sodium
benzoat dapat menyebabkan imunosupresi, penumpukan radikal bebas, dan
masalah kesehatan lainnya jika dikonsumsi berebih. Adanya dampak negatif dari
sodium benzoat memerlukan adanya penanggulangan, salah satunya dengan
penggunaan imunomodulator ekstrak getah gambir (Uncaria gambir Roxb.)
sebagai imunomodulator alami untuk menjaga keseimbangan sistem imun. Latar
belakang tersebut menjadi dasar penelitian ini yaitu untuk mengetahui perubahan
jumlah splenosit mencit setelah pemberian ekstrak getah gambir (Uncaria gambir
Roxb.) terhadap mencit yang diinduksi sodium benzoat, serta mengetahui dosis
ekstrak getah gambir (Uncaria gambir Roxb.) paling optimal yang dapat
meningkatkan jumlah splenosit. Peningkatan jumlah splenosit merupakan salah
satu indikator adanya proliferasi sel imun sebagai respon imunitas. Ekstrak getah
gambir diujikan pada 24 mencit yang dibagi menjadi 6 kelompok perlakuan yaitu
kontrol negatif dengan pemberian sodium benzoat 500mg/kgBB, kontrol positif,
kelompok ekstrak gambir 50 mg/kgBB, 100 mg/kgBB, 150 mg/kgBB, dan 200
mg/kgBB. Hasil penelitian membuktikan bahwa pemberian ekstrak getah gambir
dapat meningkatkan jumlah splenosit dibandingkan kelompok kontrol negatif dan
positif. Dosis 200 mg/kgBB merupakan dosis terbaik dalam meningkatkan jumlah
splenosit yaitu 72,6% terhadap kontrol negatif dan 49,7% terhadap kontrol positif.

Kata Kunci: gambir, imunomodulator, sodium benzoat

viii



ABSTRACT

One of the factors that can affect health is food. The ever-increasing need for food
encourages industrial innovation, one of which is the addition of sodium benzoate
as a preservative. The addition of preservative sodium benzoate provides many
advantages in the production process, but on the other hand sodium benzoate can
cause immunosuppression, legitimize free radicals, and other health problems if
consumed in excess. The negative impact of sodium benzoate requires
countermeasures, one of which is by using an immunomodulator of gambir sap
extract (Uncaria gambir Roxb.) as a natural immunomodulator to maintain the
balance of the immune system. This background became the basis of this study,
namely to determine changes in the number of splenocytes of mice after
administration of gambir sap extract (Uncaria gambir Roxb.) to mice induced by
sodium benzoate, and to determine the optimal dose of gambir sap extract (Uncaria
gambir Roxb.) splenocytes. An increase in the number of splenocytes is an indicator
of the proliferation of immune cells as an immune response. Gambir latex extract
was tested at 24 minutes which was divided into 6 treatment groups, namely
negative control with 500 mg/kgBB sodium benzoate, positive control, 50
mg/kgBB, 100 mg/kgBB, 150 mg/kgBB, and 200 mg/kgBB gambir extract group.
. The results of the study proved that administration of gambier sap extract increased
the number of splenocytes compared to the negative and positive control groups.
The dose of 200 mg/kgBW was the best dose in increasing the number of
splenocytes, namely 72.6% for the negative control and 49.7% for the positive
control.

Kata Kunci: gambir, immunomodulator, sodium benzoate
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BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kesehatan merupakan sesuatu yang penting agar manusia tetap bisa
beraktivitas dan produktif sebagaimana mestinya. Kesehatan merupakan hak
asasi setiap manusia dan merupakan unsur kesejahteraan untuk menunjang
kelangsungan hidup, dimana faktor kesehatan akan sangat berpengaruh
terhadap kualitas sumber daya manusia (Sulistiarini dan Hargono, 2016).
Berbagai macam faktor dapat mempengaruhi kesehatan, seperti pola hidup yang
tidak sehat, stres, kurangnya aktivitas fisik, makanan, lingkungan, dan faktor
lainnya (Permana dan Sumaryana, 2018). Salah satu faktor yang dapat
memepengaruhi kesehatan bisa datang dari makanan, terlebih makanan
merupakan kebutuhan penting dan tidak dapat dipisahkan dari manusia karena
merupakan sumber energi agar manusia dapat beraktifitas. Makanan yang sehat
akan mengandung zat dan gizi yang baik bagi metabolisme dan kesehatan
tubuh, namun tidak menutup kemungkinan zat yang terkandung dalam makanan
juga dapat berdampak buruk bagi tubuh itu sendiri (Tahir dkk, 2019). Tidak
semua makanan mengandung zat yang baik untuk tubuh, terlebih lagi di zaman
modern ini dimana kebutuhan terus meningkat mendorong berbagai kemajuan
di berbagai bidang, tidak terkecuali bidang pangan (Alfitasari dkk, 2017).

Kebutuhan pangan manusia yang terus meningkat mendorong berbagai
inovasi dan perkembangan terhadap industri pangan, salah satunya berupa
penambahan zat aditif seperti penyedap, pewarna ataupun pengawet makanan.

Penggunaan bahan tambahan atau zat aditif dalam makanan merupakan salah



satu penemuan untuk menjawab kebutuhan pangan manusia, salah satu zat aditif
yang sering digunakan adalah pengawet sintetis. Penggunaan pengawet sintetis
memberikan dampak pada produksi makanan yang menjadikan makanan tidak
cepat rusak, memperpanjang masa simpan, memperbaiki tekstur, sehingga
produksi menjadi lebih praktis dan murah jika dibandingan pengawetan secara
tradisional. Penggunaan pengawet sintetis memang memberkan kelebihan
tersendiri namun disisi lain juga menimbulkan dampak negatif terhadap
kesehatan jika penggunaannya tidak sesuai prosedur (Buana dan Harahap,
2022). Salah satu pengawet sintetis yang sering digunakan dalam makanan
adalah sodium benzoat atau sering disebut natrium benzoat. Pengawet sodium
benzoat merupakan gabungan dari asam benzoat dan natrium hidroksida yang
umum digunakan dalam produksi makanan sebagai penghambat pertumbuhan
bakteri, jamur, maupun mikroba sehingga daya simpan makanan lebih lama
(Hilda, 2015).

Penggunaan sodium benzoat sebagai pengawet makanan memang
diperbolenkan dan meningkatkan hasil produksi pangan, tetapi disisi lain
konsumsi sodium benzoat yang telalu sering dan dalam konsentrasi yang tinggi
dapat menyebabkan gangguan pada imun tubuh dan dapat menyebabkan
masalah kesehatan (Thafrihani dkk, 2021). Efek samping akibat penggunaan
pengawet sodium benzoat tidak berdampak secara langsung, tetapi akan
terkumpul dan menumpuk di dalam tubuh (Gibbs dkk, 2016). Penelitian dari
Dar dkk (2017), menunjukkan bahwa sodium benzoat dapat menyebabkan
kerusakan sistem imun bahkan kanker, sodium benzoat juga diketahui mampu

menghambat oksigen pada sel, bertindak sebagai imunosupresan dengan



menurunkan ekspresi sitokin interleukin (IL) seperti IL-4, IL-6, interferon
gamma (IFN-y) dan IL-17 pada splenosit terstimulasi Con A. Menurut
penelitian Maier dkk (2010), menunjukkan bahwa sodium benzoat dapat
menyebabkan imunosupresi dengan menekan aktivitas sel Th1. Sodium benzoat
diketahui menghambat aktifitas dari limfosit B dan T, yakni menghambat
proliferasi limfosit T melawan antigen MHC alogenik dan mempengaruhi kadar
sitokin, selain itu sodium benzoat juga dapat menyebabkan penurunan ekspresi
CD8 limfosit T dan CD19 limfosit B (Nowicka dan Mariola, 2022). Hasil
penelitian dari Pizzino dkk (2017), menunjukkan bahwa konsumsi sodium
benzoat yang terlalu sering dan dalam jumlah banyak dapat menyebabkan stress
oksidatif, yakni keadaan dimana jumlah radikal bebas di dalam tubuh melebihi
kapasitas tubuh untuk menetralkannya. Akibat radikal bebas yang berlebih
dalam tubuh dapat menyebabkan intensitas proses oksidasi sel-sel tubuh normal
menjadi semakin tinggi dan menimbulkan kerusakan sel bahkan kanker.
Beberapa penelitian mengenai efek samping sodium benzoat menunjukkan
bahwa pengawet makanan ini memiliki dampak yang kurang baik terhadap
imunitas tubuh, padahal jika imunitas tubuh dalam kondisi menurun akan
berdampak pada rentannya seseorang untuk terserang berbagai penyakit. Sistem
imun pada makhluk hidup merupakan anugrah dari Tuhan, sebagai pertahanan
terhadap zat asing yang masuk kedalam tubuh. Tubuh manusia secara alami
memiliki mekanisme pertahanan agar tetap sehat berupa sistem imun, yang
menjaga tubuh agar tetap pada kondisi normal (Oktavia dkk, 2021).
Kesempurnaan penciptaan manusia dijelaskan dalam surah At-Tin ayat 4, Allah

SWT berfirman :



Artinya: Sungguh, Kami telah menciptakan manusia dalam bentuk yang sebaik-
baiknya.

Firman Allah dalam potongan ayat tersebut mengandung makna tersirat
mengenai penciptaan manusia yang sangat sempurna. Dalam tafsir lbnu Katsir
menjelaskan bahwa ayat tersebut menjadi obyek sumpah, betapa manusia
diciptakan oleh Allah SWT dalam bentuk yang sebaik-baiknya, dengan
perawakan yang sempurna dan normal beserta semua mekanismenya. Hal ini
juga terkait dengan sistem kekebalan tubuh dengan mekanisme yang luar biasa
untuk memberikan perlindungan terhadap penyakit. Mekanisme kerja imunitas
tubuh manusia menunjukkan betapa besar anugrah dari Allah melihat
bagaimana sistem kerja dari sistem imun yang bekerja dengan sendirinya dan
bekerja dengan sangat rapi. Hal ini menunjukkan kebesaran Allah karena segala
sesuatu berjalan atas izin-Nya, dan Dia lah yang mengatur segalanya. Oleh
karena itu, sebagai umat muslim sudah sepatutnya bersyukur atas semua nikmat
yang telah Allah berikan, serta selalu menjaga kesehatan sebagai bentuk rasa
syukur tersebut (Shofiyah, 2022).

Sistem imun mampu mengenali antigen asing, sehingga ketika antigen yang
sifathya membahayakan masuk kedalam tubuh, akan menimbulkan respon
pertahanan baik secara humoral maupun seluler (Marlina dan Retno, 2018). Jika
suatu antigen berhasil memasuki tubuh, maka akan mengaktifkan respon
imunitas tubuh, yang dapat dikategorikan menjadi 2 macam, yaitu imunitas
nonspesifik (innate immunity) yang merupakan pertahanan awal tubuh dalam
melawan patogen dan imunitas spesifik (adaptive immunity) yang terbentuk

setelah adanya antigen dan memberikan respon yang spesifik sesuai



karakteristik antigen (Rubiana dkk, 2021). Sistem imun adaptive memainkan
peran dalam pertahanan terhadap penyakit yang telah dikenali sebelumnya dan
menjadikan respon sistem imun ini cenderung lebih lama tetapi mampu
memberikan respon yang spesifik juga efektif (Kondororik dkk, 2017). Hal ini
menjadikan imunitas tubuh sangat penting untuk diandalkan dalam pertahanan
melawan berbagai zat asing yang masuk kedalam tubuh, tidak terkecuali dalam
menangkal dampak negatif dari sodium benzoat maupun zat aditif lain dalam
makanan.

Sistem imun tubuh berperan penting dalam melawan zat asing yang masuk
kedalam tubuh, oleh karenanya menjaga agar imun selalu dalam kondisi prima
sangatlah penting. Salah satu cara untuk menjaga agar imun dalam kondis prima
adalah penggunaan imunomodulator (Setiawan, 2015). Imunomodulator
merupakan substansi atau obat yang dapat mempengaruhi aktivitas sistem imun
baik dengan cara merangsang atau memperbaiki sistem imun (Lawrenti, 2018).
Penggunaan imunomodulator penting dilakukan untuk menyeimbangkan dan
memperbaiki efek imunosupressan ataupun patogen yang dapat mempengaruhi
sistem imun. Indonesia sebagai negara tropis memiliki berbagai macam
tanaman yang berkhasiat sebagai obat dan memiliki kandungan yang bersifat
sebagai imunomodulator alami, sehingga dapat digunakan sebagai alternatif
terhadap mahalnya obat imunomodulator kimia yang tersedia di pasaran
berpaten.

Penggunaan tanaman obat di Indonesia sudah dikenal sejak lama dalam
pengobatan tradisional. Terdapat lebih dari 7.000 spesies tanaman obat di

Indonesia yang telah diteliti untuk mengatasi masalah kesehatan, dimana salah



satu tanaman yang telah diteliti dan berpotensi sebagai imunomodulator adalah
tanaman gambir (Uncaria gambir Roxb.) (Frinanda dan Rahayu, 2014). Gambir
mengandung berbagai senyawa aktif seperti flavonoid, tanin, polifenol, katekin,
dan senyawa aktif lainnya (Dibisono dkk, 2021). Komponen utama pada gambir
terdiri dari katekin (asam katekin), asam katekin tanat (catechin anhydrid), dan
kuersetin (Sabarni, 2015). Katekin termasuk kedalam senyawa polifenol dengan
kadar tertinggi pada tanaman gambir yakni berkisar 55 - 76% (Hilmi dan
Rahayu, 2018). Senyawa polifenol yang terdapat pada gambir memiliki sifat
antioksidan yang kuat (Aditya dan Ariyanti, 2016).

Antioksidan berperan dalam melindungi organ tubuh dari serangan radikal
bebas yang bisa membantu meningkatkan imunitas tubuh (Siswanto dkk, 2013).
Katekin pada gambir juga memiliki efek sebagai antikanker, antioksidan,
antiinflamasi, dan sebagai imunomodulator (Devagaran, 2012). Menurut
Kurniawati (2016), katekin dan derivatnya memiliki potensi sebagai terapi
kanker dan HIV yang dapat menghambat protease dalam metastasis kanker dan
infeksi oleh virus. Selain itu, Kuo dkk (2014) melaporkan bahwa katekin
mampu meningkatkan sekresi. IL-2 dan IFN-y, serta menurunkan produksi
Imunoglobulin E (IgE) spesifik antigen. Penelitian dari Rahayu dkk (2018)
juga menunjukkan bahwa katekin dapat berperan sebagai imunostimulan dalam
meningkatkan ekpresi IL-17A, IL-8, dan HBD-2. Hal ini mempertegas potensi
gambir (Uncaria gambir Roxb.) dengan kadar katekinnya yang tinggi dapat
berperan sebagai agen yang dapat mempengaruhi sistem imunitas tubuh.

Beberapa penelitian terkait efek imunomodulator ekstrak gambir telah

dilakukan, salah satunya adalah penelitian dari Zihadia dkk (2012), dimana



pemberian kombinasi ekstrak katekin gambir dari fase etil asetat gambir
(Uncaria gambir Roxb.) dan eugenol terhadap tikus dengan menggunakan
metode bersihan karbon secara in vivo menunjukkan bahwa perbandingan
katekin gambir : eugenol (1:2) dengan dosis 100mg/kgBB dan 200 mg/kgBB,
merupakan imunomodulator kuat dengan indeks fagositosis lebih dari 1,5.
Penelitian mengenai gambir dilakuan oleh Putri (2021) yakni pemberian gambir
terpurifikasi dengan dosis 200 mg/kg BB, dan kombinasi gambir terpurifikasi
200 mg/kgBB + propolis 195 mg/kgBB terhadap mencit yang diberi vaksin
H5N1 terhadap titer antibodi mencit, menunjukkan hasil bahwa pemberian
gambir terpurifikasi 200 mg/kgBB mampu meningkatkan titer antibodi,
meningkatkan jumlah leukosit, dan meningkatkan persentase limfosit terhadap
mencit.

Uji efek imunomodulator gambir juga dilakukan oleh Nurhidayah (2010),
yakni pemberian kombinasi ekstrak katekin dan ekstrak daun sirih terhadap
mencit dengan antigen Staphylococcus epidermidis terhadap kadar enzim asam
fosfatase pada sel makrofag peritonium mencit secara in vivo. Hasil terbaik
menunjukkan pada dosis 100mg/kgBB dan 200 mg/kgBB dengan aktivitas dan
kapasitas fagositosis makrofag terbesar jika dibandingkan kontrol. Penelitian
Dewi dan Sabrina (2015) menggunakan katekin gambir sebagai sediaan tablet
hisap dengan parameter kadar CD4 dalam darah sebelum dan sesudah
pemberian obat menunjukkan adanya kadar sel CD4 yang meningkat bermakna
setelah pemberian tablet hisap, hal ini menunjukkan potensi gambir sebagai

imunomodulator.



Mengacu pada penelitian sebelumnya mengenai efek imunomodulator
ekstrak gambir, pada penelitian digunakan getah gambir sebagai bahan ekstrak
dengan parameter yang digunakan adalah jumlah sel splenosit. Getah gambir
merupakan hasil olahan dari campuran daun dan ranting tanaman gambir
(Marlinda, 2019), sedangkan splenosit merupakan sel dari organ spleen yang
merupakan organ tempat pematangan dan aktivasi sel-sel imun. Splenosit
mengandung beberapa sel imun seperti sel B, sel T, sel Th, maupun sel NK,
(Alquraisi dkk, 2021). Induksi sodium benzoat juga dilakukan terhadap mencit
sebagai antigen yang dapat merangsang aktivitas sistem imun melalui parameter
jumlah sel splenosit. Oleh karena itu penggunaan sodium benzoat sebagai
antigen sejalan dengan tujuan penelitian ini yang ingin mengetahui pengaruh
ekstrak katekin gambir (Uncarian gambir Roxb.) terhadap jumlah sel splenosit

untuk mengetahui pengaruhnya terhadap imunitas.

1.2 Rumusan Masalah
1. Bagaimana pengaruh ekstrak getah gambir (Uncarian gambir Roxb.)
terhadap jumlah splenosit mencit yang diinduksi sodium benzoat ?
2. Berapakah dosis ekstrak getah gambir (Uncarian gambir Roxb.) yang
paling optimal dalam meningkatkan splenosit mencit yang diinduksi sodium

benzoat?

1.3 Tujuan Penelitian
1. Mengetahui pengaruh ekstrak getah gambir (Uncarian gambir Roxb.)

terhadap jumlah splenosit mencit yang diinduksi sodium benzoat.



2. Mengetahui dosis ekstrak getah gambir (Uncarian gambir Roxb.) yang
paling optimal dalam meningkatkan sel splenosit mencit yang diinduksi

sodium benzoat.

1.4 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pengetahuan bahwa
senyawa metabolit pada tanaman gambir (Uncaria gambir Roxb.) dapat
digunakan sebagai imunomodulator yang dapat meningkatkan jumlah splenosit.
Aktivitas imunomodulator dari ekstrak getah gambir dapat menjadi dasar bahwa
ektrak getah gambir memiliki potensi yang besar untuk diadopsi menjadi agen
imunomodulator dalam menjaga kesehatan, dapat dijadikan alternatif
pengobatan atau sebagai imunomodulator alami yang memiliki efek samping

yang lebih minim terhadap tubuh.

1.5 Batasan Penelitian
Pembatasan masalah dalam penelitian bertujuan untuk membatasi
pembahasan pada pokok permasalahan, yang bertujuan agar tidak terjadi
penyimpangan tujuan penelitian, sehingga mempermudah mendapatkan data
serta informasi yang dibutuhkan. Oleh karena itu, penulis menetapkan batasan-
batasan penelitian sebagai berikut :
1. Bahan uji dalam penelitian ini adalah gambir (Uncaria gambir Roxb.).
2. Indikator uji efek imunomodulator adalah jumlah sel splenosit hidup pada
organ spleen mencit.
3. Dosis ekstrak gambir (Uncaria gambir Roxb.) yang digunakan adalah 50,

100, 150, 200 mg/kgBB.
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Kontrol negatif berupa induksi sodium benzoat 500mg/kgBB pada mencit
tanpa pemberian ekstrak gambir.
Kontrol positif adalah perlakuan mencit tanpa induksi sodium benzoat

maupun pemberian ekstrak gambir.



BAB I1
KAJIAN PUSTAKA
2.1 Tanaman Gambir
2.1.1 Klasifikasi Gambir

Gambir (Uncaria gambir Roxb.) merupakan tanaman perdu asal
Asia Tenggara dengan ketinggian dapat mencapai 3 meter (Aditya dan
Ariyanti, 2016). Persebaran tanaman gambir di Indonesia meliputi Pulau
Sumatra, Riau, Kepulauan Riau, Pulau Kalimantan, Nusa Tenggara, dan
Maluku, namun daerah yang memproduksi gambir sebagai
komoditasnya masih terbatas di Sumatra Barat (Marlinda, 2018).
Persebaran sentra produksi gambir di provinsi Sumatra Barat juga
tidaklah merata, dimana produksi utamanya berada di Kabupaten Lima
Puluh Kota di Kecamatan Pangkalan, Bukit Barisan, Harau, Kapur 1X,
dan beberapa kecamatan lainnya. Sentra produksi gambir di Sumatra
Barat juga berada di Kabupaten Pesisir Selatan yang berada di kecamatan
Batang Kapas, Bayang, Koto Xl Tarusan, dan kevamatan Sutera
(Winardi, 2011). Produksi gambir juga tersebar di Riau, yang berada di
Kecamatan Kampar Kiri, Koto KamparHulu, XIIl Koto Kampar,
Kampar Kiri Hulu, yang kesemuanya berada di Kabupaten Kampar

(Helmi, 2015).
Penyebutan tanaman Uncaria gambir berbeda-beda disetiap daerah
di Indonesia, di Pulau Sumatra tanaman ini biasa disebut gambe, gimber,
gambu, kacu, lain halnya dengan di pulau jawa yang disebut santun dan

gambir. Adapun penyebutan Uncaria gambir di Kalimantan biasa

11
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disebut gamelo, gambit, gambe, di Nusa Tenggara disebut sebagai
gambele, tagambe, sedangkan di Maluku dikenal dengan sebutan
kampir, kambir, gaber, gambe, dan lain sebagainya (Marlinda, 2018).
Klasifikasi tanaman gambir sebagai berikut.

Kingdom : Plantae

Divisi : Magnoliophyta
Kelas : Magnoliopsida
Ordo : Gentianales
Family  : Rubiaceae
Genus : Uncaria

Spesies  :Uncaria gambir Roxb. (Thorper dan Whiteley,1921).
Gambir memiliki batang yang tergak berwarna coklat agak pucat,

serta memiliki percabangan simpodial. Pada tanaman yang sudah tua,

lingkar batang pohon dapat berukuran hingga 36 cm (Sa’id dkk, 2009).

Morofologinya ditunjukkan pada gambar 2.1.

Gambar 2.1 Morfologi Tanaman Gambir
Sumber : (Hera dkk. 2016)

Gambir memerlukan cahaya matahari yang merata sepanjang tahun
untuk dapat tumbuh, tanaman ini dapat ditemukan pada daerah dengan

ketinggian hingga 500m diatas permukaan air laut (Marlinda, 2019).
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Selain itu, lingkungan dengan curah hujan yang memadai, kelembaban
sekitar 70-85% dan suhu lingkungan 26-28°C turut menjadi pendukung
agar tanaman gambir dapat tumbuh dengan baik. Tanaman gambir dapat
tumbuh dengan baik di daerah khatulistiwa karena beriklim tropis
dengan curah hujan yang cukup, selain itu tanaman ini juga dapat
tumbuh pada hampir semua jedis tanah podsolik dengaan pH berkisar
antara 4,8 hingga 5,5 (Marlinda, 2019).

Pada umumnya tanaman gambir ditanaman sebagai tanaman
perkebunan atau tanaman budidaya. Dalam budidaya tanaman gambir,
biasanya dilakukan dengan semiintensif, yakni dilakukan perawatan
berupa pembersihan tanaman dan pemangkasan tetapi jarang dilakukan
pemupukan. Tanaman gambir dapat beradabtasi dengan berbagai
lingkungan tumbuh dan perubahan cuaca, akan tetapi tanaman ini tidak
tahan dengan genangan air. Hujan yang terlalu deras dan
berkepanjangan bisa menyebabkan kerusakan tanaman terutama
pembusukan akar dan merambat sampai pangkal batang (Udarno dan

Setiyono, 2013)..

Morfologi Gambir

Tanaman gambir memiliki daun tunggal yang berbentuk lonjong dan
saling berhadapan. Daun gambir memiliki panjang sekitar 8 hingga 13
cm serta lebar sekitar 4 hingga 7 cm, dengan pangkal daun berbentuk
bulat, tepi daun yang bergerigi, serta ujung yang meruncing. Selain itu
daun gambir memiliki warna hijau pada sisi depan dan belakang untuk

daun yang sudah tua, serta berwarna kemerahan untuk daun muda.
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Beberapa varietas gambir juga memiliki daun berwarna kemerahan di
sisi depan maupun belakang walaupun daun sudah tua (Pitriyah, 2016).

Morfologi daun gambir ditunjukkan pada gambar 2.2,

XY

Gambar 2.2 Morfologi Daun Gambir
Sumber : (Hera dkk, 2016)

Berdasarakan karakterstik morfologi, tanaman gambir memiliki
bunga majemuk berbentuk lonceng dengan panjang sekitar 5cm.
Tanaman gambir memiliki mahkota bunga berjumlah 5 helai dengan
warna ungu dan memiliki bentuk lonjong (Haryanto, 2009). Bunga pada
tanaman gambir memiliki bentuk seperti bola, dan dapat dikategorikan
sebagai bunga sempurna berdasarkam kelengkapan organ dasar bunga,
seperti cepal, petal, stamen, dan carpel (Udarno dan Setiyono, 2013).
Bunga gambir terdiri dari bunga jantan dan bunga betina dalam satu
rangkaian, dengan bentuk kuncup menyerupai jarum. Gambir memiliki
kelopak bunga berjumlah 5 kelopak dengan panjang sekitar 0,8 cm,
sedangkan panjang tangkai bunga sekitar 4 cm. Bunga gambir pada
awalnya akan muncul dengan diawali bakal bunga pada ketiak daun
penumpu yang akan terus berkembang menjadi bunga ( Udarno dan

Setiyono, 2013).
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Tanaman gambir juga memiliki buah dengan bentuk seperti polong
dengan ukuran sekitar 3 hingga 7 cm, dimana setiap polong memiliki biji
halus yang cukup banyak. Buah gambir memiliki warna hijau muda
hingga hijau tua ketika masih muda, namun berubah menjadi kuning
kecoklatan hingga coklat kehitaman ketika sudah matang. Ketika buah
gambir dalam kondisi terlalu matang, biasanya buah akan pecah dengan
sendirinya sehingga bijinya akan keluar (Jamsari dkk., 2007). Pecahnya
buah gambir ketika dalam keadaan terlalu masak merupakan salah satu
mekanisme penyebaran biji tanaman gambir guna melestarikan
spesiesnya. Biji gambir yang ringan juga menjadi faktor pendukung agar
penyebaran biji menjadi lebih mudah, bahkan hanya dengan bantuan
angin (Kurniawan, 2020).

2.1.3 Kandungan Tanaman Gambir

Gambir mengandung berbagai senyawa bioaktif yang memiliki
banyak potensi terhadap kesehatan. Senyawa bioaktif yang terkandung
dalam tanaman gambir salah satunya adalah flavonoid, dimana senyawa
flavonoid ini merupakan senyawa bioaktif terbesar yang terkandung pada
tanaman gambir. Kandungan flavonoid tanaman gambir berupa katekin
sekitar 7 — 33%, asam catechu tannat sekita 20 — 55%, pyrocatechol
sekitar 20 — 30%, dan kuersetin sekitar 2 — 3 %, asam lemak, minyak,
dan abu (Frinanda dkk, 2014). Katekin dan tanin merupakan penyusun
gambir yang terbesar, dimana katekin merupakan monomer dari tannin.
Jika sejumlah molekul katekin membentuk polimer, maka polimer yang

terbentuk tergolong kepada tanin, yakni tanin kondensasi. Gambir
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sebagian besar terdiri dari monomer flavanol seperti katekin, epikatekin
dan alkaloid (Kasim dkk. 2015). Tanaman gambir memiliki kandungan
senyawa kimia berupa flavonoid, alkaloid, saponin, tanin dan senyawa
lainnya. Senyawa penyusun gambir cukup bervariasi, tetapi sebagian
besar gambir terdiri dari katekin yang termasuk dalam golongan
flavonoid, yakni berkisar 40 - 60% (Anggraini dkk, 2011). Senyawa
katekin termasuk kedalam polifenol golongan flavonoid dengan sifat
tidak berwarna dan larut dalam air (Sukaesih, 2021). Manfaat katekin
diantaranya sebagai antioksidan yang dapat menangkal radikal bebas
dalam tubuh. Katekin juga bermanfaat sebagai antibakteri yang dapat
mencegah tumbuhnya bakteri penyebab racun pada makanan, dan
sebagai imunomodulator yang mampu memodulasi sistem imun
(Anjarsari, 2016). Peranan katekin sebagai imunomodulator dapat
berperan sebagai imunostimulan yang mampu meningkatkan respon
pada limfosit dan merangsang pembelahan sel sehingga terjadi
proliferasi sel-sel imun (Devagaran, 2012). Struktur kimia katekin dapat

dilihat pada gambar 2.3.

*

Gambar 2.3 Struktur Kimia Katekin
Sumber : (Marlinda, 2018)

OH

Falvonoid memiliki berbagai macam kandungan metabolit dengan

banyak kegunaannya bagi kesehatan, salah satunya memiliki
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kemampuan sebagai antioksidan. Hal ini karena kemampuan dari
katekin untuk menangkap radikal melalui proses transfer elektron
(Janeiro dan Brett, 2004). Katekin dapat diekstrak dan di purifikasi dari
tanaman dengan berbagai metode seperti ekstraksi cara dingin maserasi
karena sifat flavonoid yang tidak tahan panas, ekstraksi cairan
superkritis, kromatografi kolom, maupun metode lainnya (Vuong dkk,
2010).
2.1.4 Manfaat Tanaman Gambir

Tanaman gambir memiliki senyawa metabolit dengan beragam
manfaat bagi kesehatan. Pada umumnya bagian tanaman gambir yang
dimanfaatkan dan dijadikan produk berupa hasil ekstraksi rebusan daun
dan ranting tanaman gambir yang dikeringkan (Gambar 2.4.).
Pemanfaatan gambir oleh masyarakat Indonesia kebanyakan hanya
sebatas sebagai campuran makan sirih atau sebagai obat tradisional

(Saputra, 2017). Penggunaannya sebagai obat tradisional antara lain

Gambar 2.4 Getah Gambir
Sumber : (Rosalinda, 2021)

sebagai obat luka bakar, rebusan daun muda dan rantingnya sebagai obat
tradisional untuk penyembuhan diare maupun hanya sekedar untuk
kumur seabagai obat sakit kerongkongan. Penggunaan gambir secara

modern biasa digunakan sebagai bahan baku berbagai macam industri
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farmasi, industri obat, hingga industri makanan (Marlinda, 2019).

Kandungan senyawa aktif pada gambir diantaranya adalah katekin,
asam catechu tannat, kuersetin, dan senyawa aktif lainnya (Kristina dkKk,
2019). Senyawa katekin merupakan flavonoid utama dalam gambir,
dimana senyawa golongan Kkatekin memiliki sifat sebagai
imunomodulator. Berbagai penelitian juga membuktikan bahwa gambir
memiliki banyak aktivitas farmakologi lain yaitu antioksidan,
antimikroba, antikanker, antidiabetes, dan lain sebagainya (Hilmi dan
Rahayu, 2018). Banyaknya manfaat dari tanaman gambir menunjukkan
sebuah nikmat dari Allah mengenai penciptaan berbagai macam
tumbuhan untuk diambil manfaatnya oleh manusia. Allah SWT

berfirman :
Laa (a1 s g BT pLatalf e 4300 o Tak 13RI 5 ] (i W

sy (i o8l

Artinya : “Sesungguhnya perumpamaan kehidupan duniawi itu, adalah
seperti air (hujan) yang Kami turunkan dari langit, lalu tumbuhlah
dengan suburnya karena air itu tanaman-tanaman bumi, di antaranya
ada yang dimakan manusia dan binatang ternak (QS.Yunus (10): 24).

Berdasarkan Tafsir Ibnu Katsir menjelaskan bahwa Allah
mengumpamakan kehidupan dunia dan perhiasannya dengan tumbuhan
yang tumbuh beserta hujan yang diturunkan dari langit untuk
menumbuhkannya. Tumbuhan tersebut Allah tumbuhkan dari bumi

bermacam-macam seperti tanaman dan buah-buahan yang penuh

dengan manfaat. Kandungan dalam ayat 24 Surah Yunus diatas
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menjelaskan bentuk rahmat Allah terhadap hamba-Nya dengan
tumbuhnya berbagai macam tanaman yang bermanfaat, dimana
tumbuhnya tanaman tersebut diawali dengan air hujan yang dapat
memunculkan kehidupan, air hujan ini kemudian jatuh ke tanah subur
dan menubuhkan berbagai tanaman. Tanaman yang tumbuh di bumi
mengandung berbagai manfaat serta berkah sebagai bentuk kenikmatan
dari Allah SWT, dimana ayat ini juga menjelaskan bahwa kegunaan
tanaman tidak hanya ditujukan kepada manusia saja tetapi kepada

seluruh makhluk (Ritonga, 2012).

2.2 Mencit (Mus musculus)

Mencit merupakan mamalia yang umum dijadikan sebagai hewan uji
dalam penelitian laboratorium (Mutiarahmi dkk, 2021). Hal ini dikarenakan
adanya kesamaan respon diantara manusia dan mencit, sehingga data
penelitian yang didapatkan akan lebih akurat. Penggunaan mencit sebagai
hewan laboratorium juga dikarenakan beberapa kelebihan yakni struktur
genetik, struktur anatomi, dan fisiologiv yang mirip manusia. Penggunaan
mencit di laboratorium juga dikarenakan penanganannya yang mudah,
siklus "hidupnya yang relatif pendek, dan mampu memiliki anak yang
banyak dalam 1x kelahiran (Hermann dkk, 2019). Berikut adalah klasifikasi

dari mencit (Mus musculus).

Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Kelas : Mammalia

Ordo : Rodentia
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Famili : Muridae
Genus : Mus
Spesies : Mus musculus (Arington, 1972).

Mencit merupakan mamalia pengerat yang memiliki ciri-ciri rambut
berwarna putih dengan tekstur lembut dan halus. Badan mencit berbentuk
silindris dengan berat 20 hingga 40 gram, memiliki hidung berbentuk
kerucut, dan mata berwarna merah. Mencit secara alami memiliki habitat
disekitar rumah, gudang, maupun sawah, namun sekarang sudah banyak
dibiakkan secara laboratorium (Nugroho, 2020). Mencit betina dapat
dikenali melalui genitalnya, yang juga memiliki jarak berdekatan diantara
genital dan anus. Ciri mencit jantan cukup mudah dikenali karena memiliki
testis yang cukup terlihat jelas dikarenakan biasanya tidak tertutup oleh
rambut. Mencit betina memiliki 5 pasang kelenjar susu yang tidak dapat
dijumpai pada mencit jantan, 3 pasang terdapat pada bagian ventral toraks
dan 2 pasang lainnya di bagian inguinal (Darmawan, 2014). Morfologi

mencit dapat dilihat pada Gambar 2.4.

Gambar 2.4 Morfologi Mencit (Mus musculus)
Sumber : (Sari, 2016)
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2.3 Sistem Limfatik

Sistem imun adalah gabungan sel, molekul, dan jaringan yang
berperan dalam resistensi terhadap infeksi patogen. Sistem imun terdiri dari
sistem imun non spesifik (innate immunity) yang sifatnya cepat namun tidak
spesifik terhadap antigen, dan sistem imun spesifik (adaptive immunity)
yang responnya lebih lambat namun lebih efektif karena spesifik antigen
(Mustikasari dkk, 2021). Sistem limfatik merupakan transudat atau jalan
tambahan, sehingga terdapat jalan yang mengalirkan cairan dari ruang
interstisial menuju darah dimana juga berperan dalam respon imun
(Sudaryat dkk, 2015).

Sistem limfatik berinteraksi dengan sistem sirkulasi darah yang
berfungsi untuk drainase cairan baik dari sel maupun jaringan tubuh.
Peranan sistem limfatik adalah sebagai trasnportasi cairan limfe dimana
dalam cairan ini terdapat sel maupun faktor imunitas lain sehingga dapar
terdistribusi ke seluruh tubuh (Hasanah dkk, 2012). Fungsi sistem limfatik
secara umum dapat dibagi menjadi 3, fungsi yang pertama yaitu dapat
memperbesar volume jaringan tubuh, dapat meningkatkan tekanan cairan
interstisial, dan mampu mempertahankan konsentrasi protein yang rendah
dalam cairan interstisial sehingga protein darah akan tertahan dalam
jaringan tubuh ketika terjadi filtrasi oleh kapiler. Fungsi kedua dari sistem
limfatik yakni memproduksi sel imunitas tubuh seperti limfosit, monosit,
maupun sel penghasil antibodi/sel plasma. Adapun fungsi ketiga adalah
berperan dalam transpor lemak dan kilus, serta mengabsorbsi asam lemak

pada sistem sirkulasi (Anand dkk, 2017).
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Sistem limfatik merupakan bagian dari sistem imun tubuh yang
terdiri dari sistem konduksi, jaringan limfoid, dan organ limfoid. Sistem
konduksi tersusun atas pembuluh tubuler, yang berfungsi sebagai
transportasi limfe, dikarenakan hampir semua jaringan tubuh memiliki
saluran limfe yang mengalirkan cairan dari interstisial (Lee dkk, 2014).
Sistem limfatik memiliki jaringan limfoid yang terdistribusi di seluruh,
dimana jaringan ini adalah penyambung retikuler yang diinfiltrasi oleh
limfosit. Distribusi jaringan limfoid di tubuh berupa organ limfoid atau
kumpulan limfosit difus maupun padat. Organ limfoid dalam sistem limfatik
dapat dibedakan menjadi organ limfoin sentral/primer dan organ limfoid
perifer/sekunder. Organ limfoid primer berfungsi dalam menghasilkan
limfosit dari immature progenitor cells. Hal ini diperlukan untuk
pematangan, proliferasi, maupun diferensiasi sel T dan sel B menjadi
limfosit yang dapat merespon antigen spesifik. Fungsi berbeda dimiliki oleh
organ limfoid sekunder, yakni berperan dalam menangkap antigen yang
masuk dan menciptakan lingkungan yang sesuai bagi limfosit untuk
berproliferasi, diferensiasi, serta sebagai tempat untuk mengenali antigen
yang masuk (Hasanah dkk, 2012). Organ limfoid primer terdiri atas kelenjar
timus dan sumsum tulang, sedangkan organ limfoid sekunder terdiri atas
SALT (skin associated lymphoid tissue), GALT (gut associated lymphoid
tissue), MALT (mucosal associated lymphoid tissue), kelenjar limfe, dan

spleen (Pastoriza dkk, 2017).
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2.4 Organ Spleen
2.4.1 Anatomi Spleen

Spleen merupakan organ yang berwarna merah tua dengan bentuk
memanjang, ditutupi oleh peritoneum (Begay dkk, 2022). Organ spleen
tersusun atas sel splenosit dimana sel ini terdapat sel T sitotoksik sekitar
50%, sel B kurang lebih 40%, sel Th sekitar 10% dan sel NK (Alquraisi
dkk, 2021). Penampakan sel splenosit hidup dapat dilihat pada gambar
2.6. Organ spleen disebut juga limpa, merupakan organ limfoid terbesar
dan berfungsi dalam pertahanan tubuh terhadap antigen melalui proses
filtrasi darah dari zat asing. Darah disuplai oleh arteri limpa (cabang
arteri seliaka) yang berjalan ke kiri melintasi dinding perut dorsal di
bawah penutup peritoneum parietal sebelum memasuki limpa di hilus
dan terbagi menjadi banyak cabang.

Spleen terletak di area abdomen depan diafragma dengan dikelilingi
oleh omentum visceral kecuali pada bagian hilum. Spleen dipertahankan
oleh 2 ligamen vyaitu ligamentum splenorenal dan ligamentum
gastrosplenikum. Organ spleen pada tikus berbentuk sedikit memanjang
dari spleen manusia, dengan herat sekitar 100-200 mg (Maynard dan

Downes, 2019). Organ spleen ditunjukkan pada gambar 2.5.

Gambar 2.5 Organ Spleen
Sumber : (Begay dkk, 2022)
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2.4.2 Fisiologi Spleen

Spleen merupakan salah satu organ limfoid sekunder yang berperan
dalam imunitas tubuh. Spleen atau limpa berperan dalam sistem
pertahanan tubuh, dimana organ ini berhubungan dengan respon imun
terhadap antigen yang berhasil mencapai aliran darah dan melawan
serangan patogen atau toksin sebelum antigen menyebar (Hanum dkk,
2017). Spleen merupakan organ yang juga berfungsi sebagai tempat
pematangan sel-sel imun yang menghasilkan antibodi spesifik antigen.
Organ spleen juga merupakan tempat utama penghancuran sel darah
merah yang sduah tua oleh makrofag dan secara imunologis dapat
menyaring darah sebagai respon terhadap antigen yang dibawa
bersamanya (Adrian dkk, 2020).

Limpa atau spleen termasuk kedalam komponen sistem limfatik
sekunder dimana organ ini berperan sebagai tempat pematangan limfosit
yang penting dalam menangani serangan patogen atau terhadap antigen
tertentu. Terdapat banyak sel-sel fagositik pada spleen, yang hubungan
erat dengan sirkulasi darah sel-sel ini. Organ spleen merupakan organ
penting untuk respon cepat terhadap antigen yang dibawa dalam darah
serta memiliki peranan dalam pengaturan sistem imun dimana organ ini
akan berperan dalam penentuan komponen imunitas yang akan
diaktifkan dalam merespon antigen (Intan dkk, 2017).

Sebagai organ limfoid sekunder dan fungsinya sebagai drainase,
organ spleen atau limpa tentu sering dilewati oleh darah yang melalui 2

arteri limpa. Kedua arteri limpa beranastomosis di bagian dalam limpa,
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membentuk sistem arteri longitudinal yang memanjang ke sepanjang
organ. Sistem arteri longitudinal ini membentuk arteri trabekular
(Ruberte dkk, 2017).

Adanya kontak erat antara sel-sel limfosit dalam spleen dengan
sirkulasi darah sangat berperan dalam pertahanan tubuh terhadap
mikroorganisme dan antigen asing lain. Ketika terdapat antigen yang
masuk bersama darah kedalam organ limpa, maka respon yang akan
terjadi adalah penambahan diameter germinal center pada limpa, yang
merupakan pusat maturasi sel silmfosit. Penambahan diameter germinal
center juga terjadi pada penambahan imunostimulan (Rousdy dan
Wardoyo, 2018). Limpa sebagai organ limfoid sekunder juga memiliki
peranan sebagai tempat aktivasi dari sel imun, selain itu limpa juga
berperan melawan invasi antigen asing yang bersifat patogen sebelum
menyebar luas kedaam keseluruh tubuh ketika patogen tersebut

mencapai aliran darah (Hanum dkk, 2017).

2.5 Induksi Sodium Benzoat
Sodium benzoat atau biasa disebut natrium henzoat (C6H5COONa)
merupakan garam atau ester dari asam benzoat secara komersial yang dibuat
dengan sintesis kimia. Natrium benzoat termasuk zat pengawet organik
yang berwarna putih, tanpa bau, bubuk kristal atau serpihan. Sifat fisiknya
adalah lebih larut dalam air dan juga dapat larut dalam alkohol (Nurhayati

dkk, 2012). Struktur kimia sodium benzoat ditunjukkan pada gambar 2.6.
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Gambar 2.6 Struktur Kimia Sodium Benzoat
Sumber : (Wuyung, 2016)

Sodium benzoat biasanya dimanfaatkan untuk mengawetkan jus
buah, sirup, makanan yang mudah rusak, saus, selai, atau minuman (Delavar
dkk, 2012). Pengkonsumsian natrium benzoat secara berlebihan dapat
menyebabkan keram perut, iritasi lambung, serta gangguan kesehatan lain.
Pengawet ini juga bersifat akumulatif yang dapat menimbulkan penyakit
kanker dalam jangka waktu panjang akibat penumpukan radikal bebas.
Pemakaian bahan pengawet sodium benzoat dari satu sisi menguntungkan
karena dengan bahan pengawet bahan pangan dapat dibebaskan dari
kehidupan mikroba, baik yang bersifat patogen yang dapat menyebabkan
gangguan keracunan atau ganggguan kesehatan lainnya maupun mikroba
yang nonpatogen yang dapat menyebabkan kerusakan bahan pangan

(Maidah, 2015).

2.6 Imunomodulator
Sistem imun pada tubuh mampu mengenali antigen yang masuk
kedalam tubuh dan memberikan respon yang spesifik terhadap antigen
tersebut. Berbagai antigen yang masuk kedalam tubuh terkadang berasal
dari patogen seperti bakteri, jamur, virus, atau bahkan sel tumor. Sistem

imun tubuh mampu mengenali patogen yang masuk karena mekanisme
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pertahanan bawaan maupun adaptif yang dimilikinya, sehingga mampu
membunuh patogen tersebut. Hal ini juga berlaku sebaliknya, yakni patogen
yang masuk kedalam tubuh juga dapat melakukan mekanisme tertentu untuk
melawan/lolos dari sistem imun, oleh karena itu dibutukan agen dari luar
tubuh untuk membantu sistem imun saat terjadi penurunan akibat patogen
atau menekan sistem imun saat berlebihan (Sukmayadi dkk, 2014).
Imunomodulator merupakan zat yang dapat memodulasi sistem
imun sehingga dapat menjaga keseimbangan sistem imun, baik itu
meningkatkan atau menekan kinerja dari sistem imun (Perdana, 2022).
Imunomodulator dapat dikategorikan menjadi imunostimulan dan
imunosupresan. Imunostimulan  merupakan substansi yang dapat
meningkatkan sistem imun dengan memodulasi komponen penyususn
sistem imun, hal ini akan sangat berguna ketika melawan serangan patogen
atau ketika imun dalam kondisi menurun. Imunomodulator juga dapat
bekerja untuk menekan respon imun, yang disebut imunosupresan.
Imunosupresan biasanya digunakan untuk pengobatan penyakit auto imun,
atau memodulasi reaksi penolakan oleh tubuh agar berkurang, misalnya
untuk menurunkan reaksi alergi tubuh terhadap antigen tertentu, atau

kepada pasien setelah melakukan operasi (Hadi dkk, 2020).



BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN
3.1 Rancangan Penelitian
Penelitian ini menggunakan metode eksperimental laboratorium dengan
menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) yang terdiri atas 6

perlakuan dan 4 ulangan.

Tabel 3.1 Desain Perlakuan

Perlakuan
Ulangan

P1 P2 P3 P4 P5
1 PO.1 P1.1 P21 P3.1 P4.1 P5.1
2 P0.2 P1.2 P22 P3.2 P4.2 P5.2
3 PO.3 P13 pp3 P33 P43 PS3
4 P0.4 P1.4 P24 P3.4 P4.4 P5.4

Keterangan :

PO : mencit yang diinduksi sodium benzoat 500mg/kgBB.

P1 : mencit tanpa induksi sodium benzoat dan tanpa pemberian ekstrak
getah gambir.

P2 : mencit yang diinduksi sodium benzoat 500mg/kgBB dan pemberian
ekstrak getah gambir dosis 50 mg/kgBB.

P3 :'mencit yang diinduksi sodium benzoat 500mg/kgBB dan pemberian
ekstrak getah gambir dosis 100 mg/kgBB.

P4 : mencit yang diinduksi sodium benzoat 500mg/kgBB dan pemberian
ekstrak getah gambir dosis 150 mg/kg BB.

P5 : mencit yang diinduksi sodium benzoat 500mg/kgBB dan pemberian
ekstrak getah gambir dosis 200 mg/kg BB.

Semua perlakuan masing-masing dulang sebanyak 4 kali
berdasarkan rumus federer [(n— 1) (t —1) > 15], dengan hitungan sebagai

berikut.
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(n-1) (t-1)>15
(n-1) (6-1)> 15
(n-1) (5)>15
Sn—-5>15
5n>20
n=4
Keterangan:

t : jumlah perlakuan

n : jumlah ulangan minimal dari tiap perlakuan

Penelitian ini dilakukan secara in vivo terhadap mencit DDY betina
dengan umur 2 bulan yang diinduksi sodium benzoat dan pemberian ekstrak
gambir berbagai dosis. Efek yang ditimbulan dari berbagai perlakuan

diamati pada sel splenosit hidup.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian skala laboratorium ini dimulai pada bulan September
2022 — Juni 2023 di Laboratorium Terintegerasi Jurusan Biologi Fakultas
Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri (UIN) Sunan Ampel

Surabaya. Jadwal penelitian dijasikan pada tabel 2.3.

Tabel 3.2 Jadwal Penelitian Skala Laboratorium

Bulan

No. Kegiatan 9 10 11 12 1 2 3 4 5 6 7

Penyusunan Proposal Skripsi
Seminar Proposal

Penelitian di Laboratorium
Analisis Data

Penulisan draft skripsi

© a0k~ w D P

Sidang Skripsi
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3.3 Alat dan Bahan Penelitian

Alat-alat yang digunakan pada peneltitian ini adalah kertas saring,
ayakan 60 mesh, blender, gelas beker, erlenmeyer, oven, ultrasonikator,
corong, alumunium foil, plastik warp, neraca analitik, spatula, pengaduk,
kandang mencit, tempat makan mencit, tempat minum mencit, spuit, jarum
sonde, mikropipet, mikrotube, tisu, mikroskop, cover glass, objek glass, alat
bedah, hemocytometer, rotary evaporator, alat tulis, dan alat pendukung
lainnya.

Bahan-bahan yang diperlukan dalam penelitian ini adalah getah
gambir (Uncaria gambir Roxb.), sodium benzoat, etil asetat, HCI, serbuk
Mg, pereaksi mayer, FeClI3, asam sulfat, asam asetat anhidrat, kloroform,

alkohol, aquades, PBS, trypan blue, sekam dan pakan mencit.

3.4 Variabel Penelitian
3.4.1. Variabel Bebas
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah variasi dosis ekstrak
gambir (Uncaria gambir Roxb.) yang diberikan terhadap mencit (Mus
musculus) secara oral.
3.4.2. Variabel Terikat
Variabel terikat dalam penelitian ini adalah efek imunomodulator
berupa perubahan jumlah splenosit hidup pada organ spleen.
3.4.3. Variabel Kontrol
Variabel kontrol dalam penelitian ini adalah dosis sodium benzoat,
lama pemberian ekstrak gambir dan sodium benzoat, jenis mencit

(DDY), umur mencit, organ spleen mencit.
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3.5 Prosedur Penelitian

3.5.1

3.5.2

3.5.3

Determinasi Hewan Uji

Penelitian ini menggunakan hewan uji mencit (Mus musculus) galur
Deutsch Denken Yoken (DDY) berumur 5 minggu, dengan jenis kelamin
betina yang diperoleh dari Pusat Veteraria Farma (PUSVETMA)
Surabaya. Penggunaan mencit betina dikarenakan sifatnya yang
cenderung tidak agresif dibandingkan mencit jantan, sehingga mudah
ditangani dalam satu kandang dengan jumlah yang banyak (Hasanah dkk,
2015).
Determinasi Tanaman

Determinasi gambir digunakan untuk menetapkan kredibilitas
tanaman sampel dalam penelitian. Determinasi tanaman gambir
dilakukan dengan menyesuaikan ciri morfologi dari tanaman gambir

terhadap pustaka dan dibuktikan di laboratorium.

Ekstraksi Getah Gambir

Getah gambir (Uncaria gambir Roxb.) didestruksi dengan alu dan
mortar, kemudian diayak dengan saringan 60 mesh hingga didapatkan
serbuk (Mahendra dan Azhar, 2020). Tujuan bahan dibuat serbuk halus
adalah memperluas permukaan bahan, sehingga pelarut akan lebih
mudah dalam mengekstrak senyawa yang terkandung dalam bahan
(Tambun dkk, 2016). Serbuk gambir sebanyak 100 gram direndam dalam
400 ml pelarut etil asetat kemudian diultrasonik selama 90 menit. Proses

ultrasonik dimaksudkan agar dinding sel dari bahan pecah akibat getaran
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ultrasonik,sehingga kandungan yang ada didalamnya dapat keluar
dengan mudah saat ekstraksi dengan pelarut (Adhiksana, 2017).

Hasil ultrasonik kemudian dimaserasi selama 3x24 jam, lalu
disaring dengan kertas whatmann hingga terpisah dengan ampasnya.
Filtrat ditampung kedalam erlenmeyer, sedangkan ampas diremaserasi
selama 1x24 jam dengan prosesdur yang sama. Pelarut diuapkan dengan
rotary evaporator selama 1 jam hingga didapatkan ekstrak kering
gambir. Ekstrak kering dikerok dengan spatula dan ditampung dalam
cawan petri (Ningsih dan Rahayuningsih, 2019).

3.5.4 Uji Fitokimia

a. Uji Flavonoid

Ekstrak gambir dimasukkan kedalam erlenmeyer sebanyak 1 gram
dan ditambahkan akuades 100 ml. Proses selanjutnya dilakukan
pemanasan selama 5 menit dan didiamkan hingga terbentuk 2 lapisan.
Dipisahkan lapisan bagian atas lalu ditambahkan HCI 1ml beserta serbuk
Mg. Ekstrak dikatakan mengandung flavonoid jika terdapat warna merah
hingga kuning (Thaib dkk, 2021).
b. Uji Alkaloid

Ekstrak gambir diambil sebanyak 2 gram dan diuapkan diatas pada
cawan porselin, setelah itu residu dilarutkan denga HCL sebanyak 5ml.
Larutan ekstrak kemudian dimasukkan kedalam 3 tabung reaksi dan
ditetesi HCI 2N sebanyak 3 tetes pada tabung pertama yang berfungsi
sebagai blanko. Pada tabung kedua ditetesi dragendorff dan tabung ketiga

dengan pereaksi Mayer. Ekstrak gambir mengandung alkaloid jika
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terbentuk endapan berwarna jingga pada tabung kedua, dan warna putih
pada tabung ketiga (Thaib dkk, 2021).
c. Uji Saponin

Ekstrak gambir dimasukkan kedalam tabung reaksi sebanyak 2 gram
kemudian ditambahkan 10 ml akuades yang telah dipanaskan. Proses
selanjutnya yakni larutan dikocok selama 1 menit dan didiamkan selama
10 menit untuk kemudian diamati. Ekstrak mengandung saponin jika
terdapat busa yang terbentuk (Thaib dkk, 2021).
d. Uji Tanin

Uji tanin dilakukan dengan mengambil 2 gram ekstrak gambir dan
dimasukkan kedalam tabung reaksi. Proses selanjutnya adalah
penambahan akuades yang telah sipanaskan sebanyak 10 ml. Diteteskan
FeCI3 1% sebanyak 2 tetes, ekstrak mengandung tanin jika terbentuk

warna hijau kehitaman (Thaib dkk, 2021).

e. Uji Steroid

Ekstrak gambir dimasukkan kedalam tabung reaksi sebanyak 2 gram
dan ditambahkan etil asetat sebanyak 2 ml, kemudian dilakukan
pengocokan. Proses selanjutnya yakni pengambilan larutan dan
diteteskan diatas kaca arloji, kemudian dibiarkan mengering. Setelah
mengering, ditetesi 2 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes asam sulfat
pekat. Ekstrak gambir positif mengandung steroid jika terbentuk warna

hijau (Thaib dkk, 2021).
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Penetapan Dosis Ekstrak Getah Gambir

Dosis yang digunakan pada penelitian ini mengacu pada penelitian
Putri (2021) yang menguji efek imunomodulator ekstrak katekin gambir
pada mencit. Adapun dosis optimal yang digunakan adalah 200 mg/kg
BB yang mampu meningkatkan titer antibodi, jumlah leukosit, dan
persentase limfosit mencit. Penelitian ini menggunakan dosis yang
mengacu pada penelitian tersebut dikarenakan memilki tujuan yang sama
yaitu melihat efek imunomodulator ekstrak gambir, dosis tersebut
dipecah untuk melihat efek yang lebih luas, sehingga didapatkan dosis
sebagai berikut.
Dosis | : 50 mg/kg BB
Dosis Il : 100 mg/kg BB
Dosis Il : 150 mg/kg BB
Dosis IV : 200 mg/kg BB
Aklimatisasi Mencit

Mencit DDY berumur sekitar 5 minggu diletakkan pada 6 buah
kandang yang berada pada animal room Laboratorium Taksonomi
Hewan UIN Sunan Ampel Surabaya. Kandang diisi sebanyak 4 mencit
dengan pemberian makan dan minum dilakukan setiap hari, sedangkan
penggantian sekam dilakukan tiap 3 hari sekali. Proses aklimatisasi
mencit dilakukan hingga mencapai 7 hari agar mencit yang digunakan
beradaptasi terhadap lingkungan sekitarnya yang baru (Fithria dkk,

2018).
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Induksi Sodium Benzoat

Pemberian sodium benzoat dilakukan secara oral menggunakan
sonde dengan dosis 500mg/kgBB. Sodium benzoat dilarutkan dengan
aquades dan dimasukkan kedalam sonde, kemudian diberikan secara oral
melalui mulut mencit secara hati-hati hingga jarum masuk kedalam
esofagus mencit. Perlakuan pemberian sodium benzoat dilakukan setiap

hari selama 30 hari (Budianto dkk, 2019).

Pemberian Ekstrak Gambir
Mencit yang telah menjalani induksi sodium benzoat selama 30 hari,
selanjutnya diberikan ekstrak getah gambir secara oral dengan metode
yang sama seperti pemberian sodium benzoat. Dosis perlakuan meliputi
dosis 1 (50 mg/kg BB), dosis 2 (100 mg/kg BB), dosis 3 (150mg/kg BB),
dan dosis 4 (200mg/kg BB). Pemberian ekstrak gambir dilakukan selama
14 hari berturut-turut pada pagi sekitar pukul 09.00-12.00 WIB (Adelina
dkk, 2013).
Pengoleksian Organ Spleen
Mencit dibius dengan kleroform, kemudian diletakkan diatas papan
bedah secara telentang. Bulu dan kulit abdomen mencit kemudian
disemprot alkohol 70% agar steril dan mulai dilakukan pembedahan
abdomen mencit dari bagian urogenital secara vertikal hingga ke
kerongkongan. Setelah nampak isi abdomen, organ abdomen yang
menutupi spleen disingkirkan dengan menggunakan pinset hingga
tampak organ spleen yang berwarna merah tua kehitaman untuk

kemudian dicari pangkalnya dan dipotong. Organ spleen mencit yang
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telah diambil diletakkan dalam botol vial yang telah diisi PBS (Qarni
dan Rifa’i, 2013).
3.5.10 Penghitungan Sel Splenosit

Organ spleen yang diambil dari mencit dicuci dengan PBS,
kemudian diletakkan pada cawan petri berisi PBS. Organ limpa
dihancurkan dengan ujung object glass diatas cawan petri berisi PBS.
Suspensi yang didapatkan disaring dengan cell strainer 70 um agar
potongan kasar organ tersaring. Proses selanjutnya suspensi disedot
dengan syringe ukuran 26G dan dikeluarkan lagi diatas cawan petri,
proses ini dilakukan hingga 3 kali dan dilanjutkan dengan ukuran
syrynge 22G dan 18G masing-masing 3 kali pengulangan. Proses
penyedotan dan pengeluaran dengan syringe berbagai ukuran bertujuan
agar tidak terjadi penumpukan pada sel splenosit. Selanjutnya dilakukan
pengambilan suspensi sebanya 100ul dan ditambahkan 100l trypan
blue lalu dihomogenkan dalam mikrotube. Sel splenosit hidup diamati
dan dihitung dengan haemocytometer dibawah mikroskop dengan

perbesaran 100 kali (Qarni dan Rifa’i, 2013).

3.6 Analisis Data
Pengambilan data penelitian ini bertujuan untuk menguji efek
imunomodulator ekstrak getah gambir terhadap jumlah splenosit mencit.
Analisis statistik dilakukan menggunakan software SPSS versi 16 pada
sistem operasi Windows. Data hasil penelitian dianalisis menggunakan

Kolmogorov Smirnov untuk uji normalitas dan homogenitas dan



dilanjutkan dengan uji one way ANOVA. Uji

menggunakan Post Hoc Duncant (Saadah dkk, 2020).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
4.1 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Getah Gambir (Uncaria gambir)

Uji fitokimia ekstrak getah gambir bertujuan untuk mengetahui golongan
senyawa kimia pada ekstrak dengan melihat perubahan warna pada ekstrak
setelah direaksikan dengan pereaksi tertentu (Jafar dkk, 2020). Sebelum
dilakukan uji fitokimia, getah gambir di ekstrak terlebih dahulu menggunakan
metode maserasi. Maserasi merupakan salah satu metode pemisahan senyawa
dengan cara perendaman menggunakan pelarut organik pada temperatur
tertentu. Pada saat proses perendaman, akan terjadi pemecahan dinding sel dan
membran sel yang diakibatkan oleh perbedaan tekanan antara luar sel dengan
bagian dalam sel sehingga metabolit sekunder yang ada dalam sitoplasma akan
pecah dan terlarut pada pelarut organik yang digunakan (Wijaya & Jubaidah,
2022). Metode maserasi merupakan metode ekstraksi dengan cara dingin,
sehingga cocok digunakan untuk ekstraksi getah gambir yang sebagian besar
terdiri dari senyawa flavonoid berupa katekin dan asam kateku tannat yang
tidak tahan suhu tinggi (Isnawati dkk, 2012). Pelarut etil asetat digunakan
dalam maserasi kali ini, kerena bersifat semi polar. Kepolaran pelarut etil asetat
memiliki kesamaan dengan kepolaran katekin yang menyusun sebagian besar
getah gambir, sehingga diharapkan senyawa akan lebih mudah terekstrak dan
mendapatkan rendemen yang besar (Kiswandono, 2017). Rendemen hasil

ekstraksi getah gambir disajikan dalam tabel 4.1.
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Tabel 4.1. Hasil perhitungan persen rendemen ekstrak getah gambir

Berat Awal Hasil Ekstraksi  Jumlah Pelarut Etil ~ Rendemen
Sampel
(an (an Asetat (mL) (%)
Getah
gambir 100 30,05 400 30,05

Rendemen ekstrak getah gambir diuapkan pelarutnya dengan rotari
evaporator hingga kering, ekstrak kemudian dihaluskan hingga berbentuk
serbuk dan dilakukan uji fitokimia. Beberapa uji fitokimia yang dilakukan
terhadap ekstrak getah gambir antara lain uji flavonoid, tanin, terpenoid,
steroid, dan saponin. Hasil uji fitokimia sejalan dengan penelitian Melati dan
Parbuntari (2022), dimana hasil menunjukkan ekstrak getah gambir positif
mengandung senyawa flavonoid, alkaloid, tanin, steroid, dan saponin,
sedangkan terpenoid menunjukkan hasil negatif. Hasil uji fitokimia lebih lanjut

disajikan dalam tabel 4.2 berikut.

Tabel 4.2 Hasil Uji Fitokimia Ekstrak Getah Gambir

Hasil Referensi Hasil Observasi Kete
No Senyawa
Karakteristik Gambar Karakteristik Gambar rangan
LETAM
Perubariag Perubahan
o warna
Flavonoid . warna
1 b menjadi menjadi (+)
oranye,
y kemerahan

kemerahan
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Terbentuk Terbentuk
2 Alkaloid®  endapan endapan
putih putih
T(iz;eigguk Terbentuk
3 Tanin™ hi warna hijau (+)
ijau .
kehitaman
kehitaman
Terbentuk
4 Steroid®~  warna biru
kehijauan

Terben;hk‘ |
buih stabil

selama 2
menit

I Terbentu1<
5 Saponin™* ‘buih stab
5 selama
menit

(+)

Tidak terjadi
perubahan )
warna

Keterangan : *(Parbuntari, 2022) **(Septiana dkk, 2017) ***(Nugrahani dkk, 2016) ™™ (Dewi dkk.,
2013)

Hasil uji fitokimia menunjukkan ekstrak gambir positif mengandung

flavonoid ditandai dengan berubahnya warna sampel menjadi kemerahan

http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/
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setelah ditetesi HCI dan serbuk Mg. Hasil positif flavonoid pada ekstrak gambir
sesuai dengan peneitian Tavita dkk (2022), yang menunjukkan ekstrak etil
asetat gambir memiliki kandungan flavonoid ditandai dengan perubahan warna
sampel menjadi merah bata. Perubahan warna sampel menjadi kemerahan
merupakan reaksi reduksi antara senyawa flavonoid dengan Mg dan HCI pekat,
dimana penambahan logam Mg dan HCI akan mereduksi inti benzopiron pada
struktur flavonoid dan menghasilkan garam flavilium yang berwarna jingga
kemerahan (Oktavia & Sutoyo, 2021). Senyawa flavonoid merupakan senyawa
fenolik yang dapat ditemukan melimpah pada tumbuhan. Kadar flavonoid pada
tanaman gambir merupakan yang terbesar, yakni sekitar 60%. Flavonoid dapat
ditemukan pada bagian tumbuhan seperti daun, buah, akar, bahkan kulit
batang, hal ini sesuai dengan bahan baku pembuatan getah gambir yang
merupakan olahan dari daun dan ranting tanaman gambir, sehingga keberadaan

flavonoid dapat ditemukan melimpah pada gambir (Lumbessy dkk, 2013).

Uji fitokimia terhadap ekstrak getah gambir juga menunjukkan positif
alkaloid yang ditandai dengan adanya endapan putih. Pereaksi yang digunakan
adalah pereaksi mayer, dimanahal ini sejalan dengan penelitian Isromarina dkk
(2019), yang menunjukkan hasil positif alkaloid yang ditunjukkan dengan
adanya endapan warna putih. Endapan berwarna putih terbentuk karena adaya
reaksi yang membentuk kompleks kalium-alkaloid. Penambahan asam klorida
pekat kedalam ekstrak getah gambir akan bereaksi dengan senyawa alkaloid
membentuk garam yang mudah larut dalam air, asam klorida pekat juga
bersifat asam sehingga akan mengekstrak alkaloid yang sifatnya basa. Adapun

pereaksi yang digunakan adalah reagen mayer yang mengandung kalium iodida
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dan merkuri klorida (kalium tetraiodomerkurat(ll)) (Wardhani & Supartono,
2015). Senyawa alkaloid yang memiliki pasangan elektron bebas pada atom
hidrogen akan bereaksi dengan ion logam K+ dari merkuri klorida (kalium
tetraiodomerkurat(I1)) reagen mayer, sehingga membentuk kompleks kalium-
alkaloid yang kemudian mengendap berwarna putih (Ergina dkk, 2014).

Hasil uji senyawa tanin sesuai dengan penelitian Jaya dkk (2012), yang
menunjukkan hasil positif dengan terjadinya perubahan warna pada ekstrak
gambir menjadi hijau kehitaman setelah ditambahkan reagen FeCls.
Penambahan reagen FeCls untuk menentukan apakah sampel uji mengandung
senyawa fenol, dimana salah satunya adalah tanin. Terbentuknya warna hijau
kehitaman merupakan reaksi antara gugus hidroksil tanin dengan ion Fe®*
(Irianty & Komalasari, 2013). Menurut penelitian Hilmi dan Rahayu (2018),
kadar tanin pada tanaman gambir sekitar 25%. Uji fitokimia terhadap ekstrak
getah gambir juga menunjukkan hasil positif saponin. Hasil positif saponin
sesuai dengan penelitian dari Melati dan Parbuntari (2022) yang menunjukkan
adanya busa yang timbul setelah dilakukan pengocokan terhadap sampel, busa
yang timbul bersifat stabil selama lebih dari 5 menit.

Saponin merupakan senyawa yang memiliki gugus polar dan non polar
sehingga memiliki sifat seperti sabun, atau sering disebut surfaktan alami.
Gugus polar saponin memiliki sifat hidrofilik, sedangkan gugus non polar
memiliki sifat hidrofobik. Pengocokan pada ekstrak getah gambir
mengakibatkan gugus yang bersifat hidrofilik akan berikatan dengan air,
sedangkan gugus yang bersifat hidrofobik berikatan dengan udara, maka

terbentuklah busa atau buih (Suleman dkk, 2022). Hasil uji fitokimia terakhir
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adalah steroid yang menunjukkan hasil negatif karena tidak terbentuk warna
biru kehijauan setelah penambahan HCI pekat dan H2SO4 pekat. Perubahan
warna menjadi biru kehijauan dikarenakan adanya reaksi senyawa steroid
dengan HCI dan H,SO4; (Oktavia dan Sutoyo, 2021). Hasil negatif
dimungkinkan karena ekstraksi getah gambir yang menggunakan pelarut etil
asetat yang bersifat semi polar, sedangkan senyawa steroid bersifat non polar,
sehingga senyawa steroid tidak terekstrak dengan sempurna (Ergina dkk,

2014).

Pengaruh Ekstrak Getah Gambir (Uncaria gambir Roxb.) terhadap
Jumlah Splenosit

Aktivitas imunomodulator ekstrak getah gambir terhadap mencit yang
diinduksi sodium benzoat dilakukan dengan melihat pengaruh pemberian
ekstrak getah gambir terhadap jumlah splenosit mencit yang diinduksi sodium
benzoat. Pemberian sodium benzoat dilakukan secara oral selama 30 hari
sebagai antigen untuk merangsang respon imun pada mencit. Adapun
pemberian ekstrak getah gambir berfungsi sebagai imunomodulator yang
diharapkan dapat meningkatkan imunitas mencit setelah  diberi sodium
benzoat. Setelah pemberian ekstrak ‘getan gambir selama 14 hari, mencit

dikorbankan dan dilakukan pengamatan terhadap jumlah splenosit mencit.

Sel splenosit didapatkan dari organ limpa yang diisolasi dari mencit,
limpa yang telah diisolasi lalu digerus dan ditambahkan 5ml phosphate
buffered saline (PBS) yang berfungsi mengatur keseimbangan osmolaritas sel
dan mengatur pH agar sel mendapat lingkungan yang sesuai seperti dalam

keadaan in vivo (Rosdiana & Hadisaputri, 2016). Sel splenosit yang telah
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disuspensi dengan PBS di-wire untuk menghilangkan debris, setelah itu
diambil 10pul suspensi sel kedalam mikrotube dan ditambahkan pewarna trypan
blue 10ul (1:1) lalu dihomogenkan. Sel splenosit hidup dan mati diamati dan
dihitung dengan haemocytometer dibawah mikroskop dengan perbesaran 200
kali (Qarni dan Rifa’i, 2013). Hasil pengamatan sel splenosit ditunjukkan pada

gambar 4.1.

Gambar 4.1. Perbedaan sel splenosit Gambar 4.2. Litaeratur perbedaan sel
hidup dan mati. splenosit hidup dan mati
Sumber : (dokumentasi pribadi) Sumber : (Sitrus, 2013)

Gambar 4.3. Literatur sel splenosit
Sumber : (Ebrahim dkk, 2020)

Keterangan : —» Sel splenosit hidup
Sel splenosit mati
Gambar 4.1 menunjukkan perbedaan antara sel splenosit hidup dan sel

splenosit mati. Sel splenosit hidup menunjukkan warna putih transparan

sedangkan sel splenosit hidup berwarna biru. Perbedaan warna antara sel

http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/http://digilib.uinsby.ac.id/
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splenosit hidup dan mati disebabkan karena zat warna trypan blue, hal ini
dikarenakan sel normal mempunyai membran sel yang masih normal dan utuh
sehingga mampu menahan zat asing yang masuk ke dalam sel seperti pewarna
trypan blue, sementara sel mati membran selnya telah rusak sehingga tidak
mempunyai kemampuan untuk menahan zat asing yang mengakibatkan zat
warna masuk kedalam sel (Bahi dkk, 2016). Splenosit merupakan salah satu
jenis sel darah putih yang berasal dari organ limpa, yang merupakan organ
limfoid terbesar. Limpa termasuk organ limfatik sekunder yang memiliki peran
penting dalam homeostasis sistem imun dan hematopoietik (Wang dkk, 2019).
Limpa berperan dalam menyimpan dan memurnikan eritrosit, memetabolisme
hemoglobin, selain itu juga menyediakan fungsi penting untuk sistem
kekebalan tubuh dengan respons imun primer terhadap antigen di darah dan

sintesis antibodi (Berrington dkk, 2005).

Splenosit merupakan salah satu sel darah putih mononuklear yang
terdiri dari berbagai populasi sel seperti limfosit T, limfosit B, sel NK, dan Sel
T NK. Splenosit secra umum digunakan dalam penelitian dan kultur primer,
karena dapat digunakan untuk mengisolasi sel T CD4+ , sel T CD8+ dan sel
B CD45R+ . Jumlah splenosit merupakan salah satu cara untuk mengetahui
adanya respon imun terhadap antigen, dikarenakan splenosit mengandung sel-
sel imun dan jumlah dari splenosit mengindikasikan adanya proliferasi sel
imun sebagai bentuk respon imun seluler dan humoral (Faradila dan Iwo,
2013). Splenosit biasa digunakan untuk berbagai tes seperti aktivasi sel-T,
proliferasi sebagai respons terhadap antigen, maupun digunakan untuk

berbagai macam aplikasi berbasis imunologi. Splenosit dalam berbagai
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penelitian juga digunakan dalam tes sitotoksisitas, pengujian ekstrak tanaman,
apoptosis dan studi toksikologi (Ebrahim dkk, 2020). Banyaknya sel imun
dalam splenosit, maka jumlah splenosit pada penelitian ini dijadikan parameter
pengaruh ekstrak getah gambir sebagai imunomodulator, dikarenakan

proliferasi splenosit menunjukkan adanya respon dari sel-sel imun.

Setelah diketahui perbedaan sel splenosit hidup dan mati, kemudian
dilakukan penghitungan terhadap sel splenosit tersebut. Jumlah splenosit hidup
masing-masing perlakuan dihitung nilai rata-ratanya (data lengkap tertera pada
lampiran), adapun hasil hitung rata-rata jumlah splenosit hidup semua

perlakuan disajikan dalam histogram pada gambar 4.4.

Pengaruh Ekstrak Getah Gambir Terhadap Jumlah

Splenosit
20.000
E—_‘S 14.960 15.599 15.739
E o 13000 11.178
3% 10.509 :
=} 9.118
S S 10.000
°3
s 5.000
¢
02
0
PO P1 P2 P3 P4 PS5

Kelompok Perlakuan

Gambar 4.4 Histogram Jumlah Splenosit Hidup Mencit

Keterangan : PO (sodium benzoat 500mg/kgBB/kontrol negatif), P1(kontrol positif/normal),
P2(ekstrak getah gambir 50mg/kgBB), P3(ekstrak getah gambir 100mg/kgBB), P4 (ekstrak
getah gambir 150mg/kgBB), P5 (ekstrak getah gambir 200mg/kgBB).

Berdasarkan data histogram dapat diketahui bahwa rata-rata jumlah
splenosit hidup pada kelompok kontrol negatif(PO) adalah 9.118, dimana
jumlah ini mengalami penurunan sebesar 15,2% jika dibandingkan kelompok

kontrol positif(P1) dengan jumlah splenosit 10.509. Jumlah splenosit pada
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kelompok kontrol negatif dengan pemberian sodium benzoat mengalami
penurunan diduga karena respon imun terhadap antigen sodium benzoat. Organ
limfoid sekunder seperti limpa berfungsi untuk menangkap dan
mengumpulkan antigen dengan efektif, untuk proliferasi dan diferensiasi sel-
sel imun. Sel imun seperti sel limfosit mengalami resirkulasi dari organ limfoid
satu kelainnya, kesaluran limfe dan darah, sehingga disaat terjadi infeksi akan
banyak limfosit terpapar dengan antigen atau bahkan patogen penginfeksi
(Zuhra, 2022). Limfosit yang telah distimulasi oleh antigen spesifik akan
segera membelah dan akan mengekspresikan reseptor baru yang
memungkinkan mereka untuk merespon terhadap sitokin dari sel lain yang
merupakan sinyal proliferasi. Jumlah splenosit pada pemberian antigen sodium
benzoat seharusnya mengalami peningkatan sejalan dengan proliferasi sel-sel
imun dalam menanggapi antigen sodium benzoat, namun dalam perlakuan kali
ini justru mengalami penurunan. Hal ini diduga akibat efek samping dari
paparan sodium benzoat yang dapat menyebabkan stress oksidatif yang
menyebabkan meningkatnya radikal bebas dalam tubuh. Penumpukan efek
negatif sodium benzoat selama 30 hari juga diduga menyebabkan penurunan
respon imun dan menyebabkan Kketidakmampuan sistem imun untuk
menetralisir antigen sodium benzoat yang bersifat patogen sehingga berimbas
pada penurunan sel splenosit (Jafet, 2022).

Sodium benzoat juga memiliki efek imunosupresan diduga turut
menjadi faktor yang menyebabkan jumlah splenosit menurun. Dar dkk (2017),
menyebutkan bahwa sodium benzoat dapat menyebabkan penghambatan

proliferasi limfosit T, selain itu sodium benzoat juga dapat menurunkan
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ekspresi sitokin 1L-4, IL-6, IFN-y dan IL-17. Penelitian Maier dkk (2010),
menunjukkan bahwa sodium benzoat mampu menekan proliferasi sel Thl, hal
ini mungkin dapat mengurangi respon inflamasi, tetapi disisi lain dapat
menurunkan respon imun terhadap patogen yang masuk. Sodium benzoat juga
dapat menyebabkan stres oksidatif, dimana semakin lama sodium benzoat
terkumulasi dapat mengakibatkan penumpukan radikal bebas dapat

menyebabkan kanker ataupun kerusakan sel (Nowicka dan Herbet, 2022).

Penghitungan jumlah splenosit juga dilakukan terhadap kelompok
pemberian ekstrak getah gambir. Data pada histogram menunjukkan bahwa
rata-rata jumlah splenosit mengalami peningkatan setelah pemberian ekstrak
getah gambir pada semua dosis jika dibandingkan kelompok kontrol negatif
maupun kelompok kontrol positif. Rata-rata jumlah splenosit pada kelompok
pemberian ekstrak getah gambir 50mg/kgBB sebesar 11.178, dimana jumlah
ini meningkat 22,5% jika dibandingkan kelompok kontrol negatif, dan
meningkat sebesar 6,3% dibandingkan kelompok kontrol positif. Pada
pemberian ekstrak getah gambir 100mg/kgBB, rata-rata jumlah splenosit
sebesar 14.960, meningkat sebesar 64% jika dibandingkan kelompok kontrol
negatif dan meningkat sebesar 42,3% dibandingkan kontrol positif. Pemberian
ekstrak getah gambir dosis 150mg/kgBB menunjukkan rata-rata jumlah
splenosit sebesar 15.599, meningkat 75% dibanding kelompok kontrol negatif
dan meningkat 48,4% dibandingkan kelompok kontrol positif. Dosis terkahir
adalah pemberian ekstrak getah gambir 200mg/kgBB, meningkatkan rata-rata
jumlah splenosit sebesar 72,6% dibandingkan kelompok kontrol negatif dan

meningkat sebesar 49,7% jika dibandingkan kemlompok kontrol positif.
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Jumlah splenosit mencit pada pengulangan kedua dosis 150mg/kgBB tidak
diikutsertakan dikarenakan kondisi mencit yang terlalu kecil dibandingkan
lainnya, sehingga membuat data menjadi tidak valid. Hal ini diduga karena
mencit mengalami sakit sehingga kondisinya berbeda jika dibandingkan
kelompok lain. Hasil lengkap mengenai penghitungan jumlah splenosit tertera

pada lampiran.

Selanjutnya dilakukan uji statistik terhadap data dengan One Way-
ANOVA untuk mengetahui ada tidaknya pengaruh ekstrak getah gambir
terhadap jumlah splenosit mencit. Sebelum dilakukan uji One Way-ANOVA,
terlebih dahulu dilakukan uji normalitas dan homogenitas terhadap data. Hasil
uji normalitas menunjukkan bahwa data terdistribusi normal dengan nilai
probabilitas masing-masing perlakuan berada diatas 0,05 (P>0.05), sedangkan
uji homogenitas menunjukkan hasil sebesar 0,197 (P>0.05) yang menjukkan
bahwa data homogen. Data yang terdistribusi normal dan homogen
menunjukkan telah memenuhi syarat untuk dilanjutkan dengan uji One Way-
ANOVA. Hasil uji One Way-ANOVA menunjukkan nilai probabilitas sebesar
0,000 (P<0,05), sehingga dapat dikatakan ekstrak getah gambir dapat

mempengaruhi jumlah splenosit mencit yang diinduksi sodium benzoat.

Hasil uji One Way-ANOVA menunjukkan bahwa ekstrak getah gambir
memiliki pengaruh terhadap jumlah splenosit mencit, pengujian dilanjutkan
dengan uji Post Hoc Duncan untuk melihat apakah ekstrak getah gambir
berbagai dosis secara signifikan mampu meningkatkan jumlah splenosit. Hasil
uji Post Hoc Duncan menunjukkan bahwa ekstrak getah gambir dosis 100, 150

dan 200mg/kgBB berpengaruh nyata terhadap jumlah splenosit jika
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dibandingkan kelompok kontrol negatif dan kontrol positif, sedangkan dosis
50mg/kgBBtidak berpengaruh nyata. Uji post hoc duncan juga menunjukkan
bahwa dosis terbaik dalam penelitian ini yang mampu meningkatkan jumlah
splenosit adalah 200mg/kgBB. Data pada histogram menunjukkan grafik yang
terus naik sejalan dengan penambahan dosis ekstrak, hal ini menunjukkan
bahwa semakin tinggi dosis ekstrak maka persentase kenaikan jumlah splenosit

juga semakin tinggi. Data uji spss secara lengkap dapat dilihat di lampiran.

Meningkatnya jumlah splenosit setelah pemberian ekstrak getah
gambir diduga karena kandungan senyawa metabolit sekunder pada tanaman
gambir yang memiliki peran sebagai imunostimulan (Eriani, 2018).
Kandungan metabolit sekunder pada ekstrak getah gambir salah satunya adalah
flavonoid. Flavonoid merupakan senyawa yang dapat meningkatkan proliferasi
limfosit, dimana limfosit merupakan salah satu sel target dari imunomodulator
karena mempunyai peran sebagai induktor imunitas terutama dalam membantu
dalam menstimulasi mekanisme pertahanan seluler. Pertahanan seluler inilah
yang bertugas membasmi antigen yang masuk kedalam tubuh. Senyawa
flavonoid pada ekstrak getah gambir juga dapat meningkatkan produksi IL-2
yang dapat mempengaruhi proliferasi limfosit T, karena proliferasi limfosit T
dirangsang oleh antigen, terutama diatur oleh pengaruh IL-2 terhadap reseptor
IL-2 yang dimiliki pada selnya (Putri, 2021). Peranan dari flavonoid juga
didukung oleh penelitian Devagaran & Diantini (2012), yang menyebutkan
bahwa flavonoid memiliki sifat sebagai imunomodulator yang dapat
meningkatkan respon pada limfosit dan merangsang pembelahan sel sehingga

terjadi proliferasi. Mekanisme flavonoid sebagai imunomodulator, yaitu
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dengan cara memicu proliferasi limfosit, meningkatkan jumlah sel T dan
meningkatkan aktivitas IL-2.

Salah satu senyawa golongan flavonoid yang terkandung dalam ekstrak
getah gambir adalah katekin, dimana senyawa ini merupakan senyawa utama
yang menyusun gambir (Rahmawati dkk, 2012). Penelitian menunjukkan
bahwa katekin dapat berperan sebagai imunomodulator. Gambaran katekin
sebagai imunomodulator dapat berperan sebagai penyeimbang sistem imun
ketika terdapat antigen yang masuk kedalam tubuh yang sifatnya patogen.
Gambaran umum katekin sebagai imunomodulator dapat dilihat pada gambar
4.4. Antigen yang masuk kedalam tubuh dapat berikatan dengan berbagai
reseptor sel. Pada gambar 4.5 respon imun akibat antigen masuk ditunjukkan
oleh panah biru, yang mengakibatkan respon imun yang beragam. Gambar 4.5
menunjukkan peranan katekin dalam menyeimbangkan sistem imun akibat
adanya antigen yang masuk, yakni penyeimbangan sitokin pro inflamasi, sel
natural killer, neutrofil, serta sifatnya sebaga antioksidan yang ditunjukkan

dengan panah oranye (Chowdhury dan Barooah, 2020).

e :'1_.' :‘/ Antigen i

Gambar 4.5 Peran Katekin Sebagai Imunomodulator
Sumber : (Chowdhury dan Barooh, 2020)
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Beberapa penelitian menunjukkan bahwa katekin memiliki fungsi sebagai
imunomodulator, salah satu penelitian dilakukan oleh Rahayu dkk (2016), yang
menunjukkan bahwa katekin dapat meningkatkan ekspresi dari interleuikin IL-
8, dan IL-17A. Penelian dari Kuo dkk (2014), menunjukkan bahwa katekin
dapat meningkatkan sekresi dari IL-2 dan IFN-y. Dalam penelitian Kim dkk
(2016), menunjukkan bahwa katekin mampu meningkatkan meningktkan
aktivitas sel T CD4(+) dan juga meningkatkan aktivitas sitotoksik sel NK in
vivo. Peningkatan ekspresi dari sitokin interleukin (IL) salah satunya diduga
karena peranan katekin yang mampu mengikat reseptor dari sitokin tertentu.
Sitokin adalah molekul pensinyalan seluler yang mengintensifkan respon imun
lokal dan sistemik. Sitokin sangat penting untuk stimulasi sel limfosit T dan B,
terjadinya peningkatan kadar sitokin tertentu dapat dianggap sebagai
peningkatan respons imun (Ding dkk, 2018). Katekin dapat berinteraksi dengan
beberapa asam amino dari reseptor interleukin (IL) misalnya pada dua gugus
hidroksil dari inti benzopiron (OH pada C-3 dan OH pada C-5) masing-masing
berikatan dengan fenilalanin 74(PHE) dan serin 176 (SER). Selain itu pada

gugus masing-masing berikatan dengan arginin 179 (ARG) dan arginin182

(ARG).
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Gambar 4.6 Interaksi Katekin dengan Asam Amino Reseptor Sitokin
Sumber : (Ganeshpurkar dan Saluja, 2018)
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Katekin pada gambir mampu menargetkan 3 reseptor seluler yang berbeda,
diantara reseptor yang berikatan dengan katekin adalah 67 kDa laminin
receptor (67LR) yang merupakan reseptor permukaan sel dengan fungsi
memediasi aktivitas antikanker. Selain itu katekin juga dapat berikatan dengan
reseptor zeta chain of T cell receptor associated protein kinase 70 (ZAP 70)
yang berperan penting dalam aktivasi limfosit T (Kim dkk, 2022). Reseptor
ketiga yang mampu berikatan dengan katekin adalah retinoic acid-inducible
gene | (RIG-I) yang berperan penting dalam sistem imun bawaan dalam
melawan virus (Onomoto dkk, 2021). Senyawa metabolit pada gambir juga
memiliki fungsi sebagai antioksidan untuk menangkal radikal bebas. Katekin
mampu bereaksi dengan radikal bebas untuk mengganggu reaksi berantai
radikal bebas, seperti reaksi oksidatif umum dari oksidasi lipid. Mekanisme
yang dimiliki oleh katekin yakni dapat menyumbangkan satu elektron gugus

OH untuk mengurangi radikal bebas (Onomoto dkk, 2021).
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Gambar 4.7 Katekin sebagai antioksidan
Sumber : (Yan dkk, 2017)

Peningkatan respon imun juga dimungkinkan karena efek
imunostimulan dari senyawa alkaloid yang terkandung pada ekstrak getah
gambir. Menurut penelitian Sholikhah dan Rahayuningsih (2015), mekanisme

imunomodulator alkaloid memiliki kesamaan dengan flavonoid yaitu dengan
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meningkatkan aktivitas IL-2 dan proliferasi limfosit T. Limfosit T apabila
distimulasi oleh antigen akan mengalami aktivasi, kemudian menghasilkan
limfokin dan melakukan proliferasi. Berbagai limfokin yang sudah diketahui
sebagai hasil dari aktivasi limfosit adalah IFN v, IL-1, sampai IL-13. Senyawa
metabolit lain yang terkandung dalam ekstrak getah gambir adalah saponin.
Senyawa aktif saponin merupakan zat aktif yang diduga meningkatkan sistem
kekebalan tubuh dengan cara meningkatkan produksi sitokin seperti interleukin
dan interferon. Ekstrak getah gambir juga mengandung senyawa tanin yang
dapat mempengaruhi aktivitas fisiologi seperti menstimulasi sel fagosit,
antitumor, dan antiinfeksi (Pakadang et al, 2015).

Data pada histogram menunjukkan bahwa dosis 200mg/kgBB ekstrak
getah gambir mampu meningkatkan jumlah splenosit paling tinggi. Data
menunjukkan  bahwa pada dosis 200mg/kgBB memberikan efek
imunomodulator yang paling tinggi, hal ini diperkuat dengan penelitian Yunia
(2009) yang menunjukkan ekstrak katekin gambir dengan dosis 100mg/kgBB
dan 200mg/kgBB memberikan efek imunomodulator kuat dengan parameter
indeks fagositosis 1,9. Penelitian lain dilakukan oleh Zihadia dkk (2012), yang
menyatakan bahwa = ekstrak gambir dengan dosis 100mg/kgBB dan
200mg/kgBB dan perpaduan dengan eugenol menunjukkan efek
imunomodulator kuat, dengan parameter indeks fagositosis lebih dari 1,5.
Senyawa yang memiliki nilai indeks fagositosis >1 digolongkan sebagai
senyawa imunostimulan, sedangkan senyawa dengan nilai indeks fagositosis
<1 digolongkan sebagai senyawa imunosupresan (Handayani dkk, 2018). Putri

(2021) dalam penelitiannya menunjukkan bahwa ekstrak gambir 200mg/kgBB
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dan propolis menghasilkan efek imunomodulator tertinggi yang mempu
meningkatkan titer antibodi, jumlah leukosit, dan persentase limfosit mencit.
Sebagai data pendukung, dilakukan penghitungan terhadap berat organ
limpa. Hasil dari pengukuran berat organ limpa menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak getah gambir menyebabkan kenaikan pada rata-rata berat
organ limpa mencit jika dibandingkan kelompok kontrol negatif dan kontrol
positif. Berat organ limpa dapat dijadikan indikator untuk melihat respon imun,
hal ini dikarenakan berat limpa dapat berubah karena adanya aktivitas imun
(Zhao dkk, 2015). Penambahan berat organ limpa sejalan dengan
bertambahnya dosis ekstrak getah gambir, yang diduga akibat dari
bertambahnya jumlah splenosit. Berubahnya berat organ limpa salah satunya
dapat diakibatkan karena proliferasi splenosit limpa, yang mengakibatkan
peningkatan volume sel dalam limpa sehingga berat limpa ikut meningkat

(Wang dkk, 2014). Kenaikan berat organ limpa dapat dilihat pada tabel 4.4.

Tabel 4.4. Berat-rata Organ Limpa Mencit

Berat Organ Limpa Rata-
Perlakuan
1 2 3 4 rata
Kontrol Negatif 0,101 0,114 0,124 0,118 0,114
Kontrol Positif 0,093 0,122 0,117 0,129 0,115

Dosis ekstrak getah gambir
50mg/kgBB

Dosis ekstrak getah gambir
100 mg/kgBB

0,130 0,103 0,121 0,116 0,117

0,103 0,149 0,114 0,107 0,118

Dosis ekstrak getah gambir

0,117 0,08" 0,116 0,124 0,119
150 mg/kgBB

Dosis ekstrak getah gambir

0,127 0,131 0,135 0,119 0,128
200 mg/kgBB

Keterangan : *data tidak ikut dihitung karena memiliki berat yang terlalu jauh
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Berdasarkan data pada penelitian ini menunjukkan bahwa tanaman gambir
memiliki kandungan senyawa metabolit dengan berbagai manfaat. Tanaman
gambir dengan berbagai manfaat yang dimilikinya merupakan satu dari sekian
banyak tanaman atau mahluk ciptaan Allah yang telah diciptakan sebagai bukti
kebesaran dan kasih sayang Allah SWT terhadap manusia. Oleh karenanya
manusia diperintahkan untuk mencari tau dan memperhatikan terhadap
ciptaan-ciptaan Allah yakni dalam hal ini tumbuhan, untuk meneliti dan
mempelajarinya agar diketahui manfaatnya. Allah Subhanahu wa Ta’ala

berfirman dalam surat Asy-Syu’ara (26) ayat 7 yaitu:
PN R S O R S TR LY Pt
228 £330 08 O L W) AS a3l () 1302 a3

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan terhadap bumi, berapakah
banyaknya kami tumbuhkan di dalamnya (bumi itu) berbagai macam tumbuh-
tumbuhan yang baik? " (Q.S. Asy-Syu’ara (26): 7).

Lafadz 1322 dalam surat Asy-Syu’ara ayat 7 diatas berarti “memperhatikan”
yang bermakna apakah manusia tidak memikirkan bahwa Allah SWT yang
menciptakan uéﬂ‘ yang berarti “bumi” dengan isinya sebagai tanda-tanda
kebesaran Allah SWT. Dalam surat Asy-Syu’ara ayat 7 menunjukkan bahwa
anugrah dan kebesaran Allah SWT terdapat pada lafadz a4 ;393 yang memiliki
makna “ditumbuhkannya tumbuh-tumbuhan yang baik”. Dalam tafsir oleh
Qurthubi, kata a8 artinya baik dan mulia, berasal dari kata al karam dalam
bahasa arab al-fadhl yaitu keutamaan, serta kariimun yang artinya mulia dan

unggul.

Berdasarkan penjelasan tersebut Allah SWT menumbuhkan berbagai

macam tumbuhan yang dapat diambil manfaatnya oleh manusia. Oleh karena
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itu, dalam ayat ini manusia diperintahkan Allah Subhanahu wa Ta’ala untuk
memperhatikan serta memikirkan pada ciptaan-Nya, salah satunya adalah
tumbuh-tumbuhan, sehingga apabila manusia memikirkan kepada tanda
kekuasaan Allah, hal tesebut dapat dijadikan media pembelajaran mendekatkan
diri kepada Allah Subhanahu wa Ta’ala dan meningkatkan keimanan dan
ketaqwaan kepada-Nya. Memperhatikan kuasa Allah Subhanahu wa Ta’ala
yang ada di bumi tidak hanya sekedar melihat ataupun memikirkan saja, tetapi
salah satunya dengan melakukan suatu penelitian. Penelitian yang dapat
dilakukan yaitu mengeksplorasi potensi kandungan bioaktif pada tumbuh-
tumbuhan. Oleh karena itu eksplorasi mengenai tumbuh-tumbuhan serta
penelitian mengenai kandungan senyawa bioaktif, selain bernilai tinggi di masa

kini dan mendatang, juga sebagai bentuk pendekatan diri kepada Allah SWT.



BAB V

KESIMPULAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan tentang uji aktivitas
imunomodulator ekstrak getah gambir (Uncaria gambir Roxb.) terhadap
mencit yang diinduksi sodium benzoat, dapat disimpulkan bahwa:

1. Ekstrak getah gambir memberikan pengaruh signifikan terhadap kenaikan
jumlah splenosit mencit pada dosis 100mg/kgBB, 150mg/kgBB,
200mg/kgBB dengan persentase kenaikan berturut turut 64%, 71%, 72,6%
terhadap kontrol negatif dan 42,3%, 48,4%, 49,7% terhadap kelompok
kontrol positif.

2. Belum ditemukan dosis optimal ekstrak getah gambir dalam meningkatkan
jumlah splenosit, dikarenakan grafik pada histogram terus mengalami
kenaikan pada dosis 200mg/kgBB dengan persentase kenaikan jumlah
splenosit 72% terhadap kontrol negatif dan 49,7% terhadap kontrol positif.

5.2 Saran

Saran yang dapat diberikan untuk penelitian selanjutnya, yaitu:

1. Peneliti perlu melakukan studi lebih lanjut terkait kandungan senyawa aktif
katekin pada tanaman gambir yang berpotensi sebagai imunomodulator.

2. Peneliti perlu melakukan uji lebih lanjut dengan penambahan rentang dosis

hingga ditemukan dosis optimal dalam meningkatkan jumlah splenosit.
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