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INTISARI

Tujuan dari penelititan ini adalah untuk mengevsiugemampuan brotowali
terhadap pengaturan fungsi hepatoprotektif dan emadulator dengan penginduksi
vaksin hepatitis B pada mencit balb c.

Pengujian aktifitas imunomodulator dengan menggan#laya fagositosis sel
makrofag, sedangkan pengujian hepatoprotektor denm@Emeriksaaan serum ALT
(Alanin Aminotransaminase) dan perubahan histopgtosel hati. Hewan uji dibagi
menjadi 6 kelompok perlakuan. Masing-masing terdairi 5 mencit. Kelompok T1
diberikan fraksi kloroform metanol dosis 0,3416 &fg/gram BB mencit, T2 0,4844
mg/20 gram BB mencit, T3 0,0942 mg/20 gram BB migriét 0,8671 mg/20 gram BB
mencit), kelompok kontrol positif dan kelompok kaitnegatif. Induksi menggunakan
vaksin hepatitis B (0,52 mcg / 20 g BB mencit) pddai ke 7 dan 14. Percobaan
dilakukan selama 28 hari.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pengobatan derfgaksi kloroform :
metanolTinospora cordifoliaMiers memberikan pertolongan pada perbaikan fuhgsi
dan fungsi imun pada penginduksian dengan vakspathis B. Fraksi yang aktif
sebagai imunostimulan dan hepatoprotektor adatsifiT1l dengan dosis 0,3416 mg/20
gram BB mencit.

Kata kunci : Hepatoprotektor, imunostimuld@mospora cordifoliaMiers
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ABSTRACT

Effect of Tinospora cordifolia Miers on modulatiaf hepatoprotective and
immunostimulatory functions in hepatitis B vaccintxicated mouse balb/c has been
done. Administration of hepatitis B vaccine ,0526&ynm mL suspensi/20 g Body weight
mice balb/c) produces damage in the liver as etidgnincrease of enzymes such as
alanin transaminase (ALT) and liver necrosis. HgmaB vaccine administration also
causes immunosuppressive effects as indicated &yopitic capacity of macrophage.
Treatment with fraction chloroform : methanol ond@spora cordifolia (fraction T1
dosage 0,3416 mg/20 gram Body weight balb/c, T843,4ng/20 gram bw balb/c, T3
0,0942 mg/20 gram bw balb/c, T4 0,8671 mg/20 granbalb/c ) in hepatitis B vaccine
intoxicated balb/c was found to protect the livaes,indicated by decrease of enzyme level
in serum. A significant reduction in serum level\bT were observed during treatment
with Tinospora cordifolia. Treatment with fractiamloroform : methanol of Tinospora
cordifolia also increase the immunostimulant dff@as observed by increment in the
functional capacities of mouse peritoneal macrogsagdhe results of our experiment
show that treatment by fraction chloform : methaobTinospora cordifolia extract may
be the critical remedy for the adverse effect qfdtitis B vaccine in liver function as well
as immune functions. The active fraction as hepateftor and imunostimulant function
was T1 with dosage dosis 0,3416 mg/20 gram bw dalb/

Key Words : Hepatoprotector, imunostimulant, TirerspcordifoliaMiers
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BAB |
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Hepatitis merupakan penyakit virus yang berbahag@a perlu perhatian yang
lebih. Pada organ hati yang terkena virus akaraderfibrosis, yaitu terbentuknya
jaringan parut yang menggantikan sel-sel hati yteigh rusak. Pada awalnya, hati
membentuk jaringan parut untuk melindungi dirinyaridoeradangan, namun karena
beratnya kerusakan, jaringan parut yang terbentuk ggmakin banyak sehingga hati
tidak dapat berfungsi sebagaimana mestinya. Akylaatjaringan hati yang sehat tidak
cukup untuk melakukan fungsi metabolisme, detdkssi dan fungsi lainnya untuk
menjaga agar tubuh tetap sehat (Hargono, 1996).

Virus hepatitis B adalah virus nonsitopatik, yangrdsti virus tersebut tidak
menyebabkan kerusakan langsung pada sel hati,ilsglzakarena reaksi yang bersifat
menyerang oleh sistem kekebalan tubuh yang biasamgayebabkan radang dan
kerusakan pada hati (Horn dan James, 2005). Séairvirus hepatitis B dapat
menyebabkan karsinoma hepatoseluler (Liang, 2002).

Obat-obat alam termasuk obat-obat nabati diakuyarakat mempunyai peranan
dalam upaya pemeliharaan. Pada akhir-akhir inihtd@nyak berkembang peran
imunomodulator yaitu zat atau obat yang memperbaiki sistem ing@mgan cara
merangsang sistem imun pada orang yang sistem yauberkurang atau sebaliknya,

menekan atau menormalkan sistem imun pada oramggrgapons imunnya berlebihan.



Obat-obatan alam termasuk obat nabati dapat merapgng mekanisme
pertahanan atau sistem imunitas tubuh, yang melgmtem imunitas spesifik maupun
non spesifik, namun pengaruh tersebut lebih terpgda sistem imunitas tubuh yang
tidak spesifik yaitu suatu sistem imunitas yangliteratas komplemen dan sel-sel
fagostik. Pengaruh obat nabati tersebut dapat rgkatkan (stimulasi) dan dapat pula
bersifat menurunkan (supresi) derajat imunitas ybegsangkutan. Obat yang dapat
meningkatkan derajat imunitas disebut imunostinomjatsedang yang menurunkan
derajat imunitas disebut imunosupresor.

Di pasaran telah tersedia berbagai macam obatiraistivAda yang bekerja
menghambat replikasi virus, dengan menghambat pawiken protein dan enzim yang
dibutuhkan virus untuk perkembangbiakannya. Adaapyihang bekerja sebagai
imunomodaulator, yaitu selain aktif membasmi virugg meningkatkan sistem kekebalan
tubuh.

Brotowali (Tinospora cordifolia Miers) merupakan salah satu tanaman yang
dilaporkan mempunyai efek memperbaiki kerusakgratoseluler yang diinduksi oleh
obat-obat TBC yaitu isoniazid, rifampicin dan pyreanid (Panchabai, 2008). Beberapa
penelitian lain tentang brotowali dalam meningkatkaistem imun diantaranya
dilakukan oleh Adharywet al (2007) meneliti bahwa ekstrak air dari brotowdsgipat
meningkatkan respon imun dan mencegah kerusakaar paeda induksi obat-obat TBC
pirazinamid, rifampicin dan isoniazid. Penelitiaredai (2002) menyebutkan bahwa
kandungan yang berkhasiat sebagai imunomodulatala paduksi denganshock
endotoxicadalah polysakarida, komponen aktif G1-4A yangalési dengan metanol.

Bishayi et al. (2002) meneliti bahwa ekstrak awtbwali dengan kadar 100 mg/kg BB



dapat menurunkan level serum SGCHerum Glutamate Oxaloacetat transaminase
SGPT Gerume Glutamate Pyruvate Transaminase.P (Alkaline Phosphat bilirubin,
dan juga menghilangkan efek imunosupresif pada paarb CCl, yang ditandai adanya
kemampuan peningkatan kapasitas fungsi makrofagpto®ali dibuktikan juga
mempunyai efek hepatoproteketor dengan mengevaldasigsi sel kupffer
menggunakan tedearence carborsebagai parameter (Nagarkadti al, 1994). Sebagai
anti tumor ternyata brotowali juga mempunyai kemaamp untuk menaikkan respon
makrofag, interleukin 4 datumor necrosis facto(Singh Nishaet al, 2005). Penelitian
terbaru yang dilakukan oleh Kalikat al (2008) secara klinis menunjukkan bahwa
brotowali sebagai imunostimulan dapat menurunkardansi terjadinya macam-macam
simptomyang dihubungkan dengan penyakit pada 60% peaddi¥. Sedangkan dari
segi tingkat keamanan telah dibuktikan secaraikkloleh Bairy dan Karkal (2007)
bahwa brotowali aman dengan dosis 500 mg/hari padderian selama 21 hari.
Berdasar uraian diatas menarik dilakukan peamalitiebih lanjut mengenai
apakah brotowali juga bisa sebagai imunomodulagor kepatoprotektor pada induksi
vaksin hepatitis B, dan mengetahui senyawa yand sébagai imunomodulator dan
hepatoprotektorMetode penelitian ini mengacu pada penelitian Iseb@ya diantarnya
Kisworo (2008) yang meneliti pengaruh pemberiantrakskloroform buah mengkudu
terhadap titer IgG dan prolifersi limfosit pada rogryang diinduksi vaksin hepatitis B

serta penelitian lain yang dilakukan oleh ThalH200g8) dan Metiani (2008).



B. Perumusan Masalah
Pada penelitian ini permasalahan yang akan dissldglah :
1. Apakah ekstrak brotowali mempunyai khasiat sabmgunomodulator yang diinduksi
oleh vaksin hepatitis B ?
2. Apakah brotowali mempunyai efek hepatoprotekpada kerusakan hati yang
disebabkan oleh induksi vaksin hepatitis B ?
3. Senyawa aktif apa yang berfungsi sebagai imadoator dan hepatoprotektor dalam

brotowali ?

C. Tujuan dan Kegunaan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah :
1. Untuk mengetahui apakah ekstrak brotowali mem@unkhasiat sebagai
imunomodulator yang diinduksi oleh vaksin hepatiis
2. Untuk mengetahui apakah brotowali mempunya& bépatoprotektor pada kerusakan
hati yang disebabkan oleh induksi vaksin hepdsitis
3. Untuk mengetahui senyawa aktif yang berfungdagai imunomodulator dan

hepatoprotektor dalam brotowali.



BAB I

TELAAH PUSTAKA

A. Telaah Pustaka

1. Sistem imunitas

Sistem imunitas tubuh terdiri atas tiga bagian d@&ndari bagian luar sampai
bagian dalam, yakni : Pertahanan terluar disebublpgnanBarrier epitel (kulit dan
selaput lendir), pertahanan baris kedua disebutamse pertahanan (sistem imunitas)
tak spesifik yang terdiri dari sistem komplemengdsitosis. Pertahanan ketiga
merupakan sistem reaksi—reaksi imunologik. Berd@asar sistem imunitas yang
diuraikan, maka jika ada mikroba yang mampu menamkeiiga sistem pertahanan
tubuh tersebut, maka barulah mikroba penyerangebdrkng dan tubuh penderita mulai
merasakan akibatnya. Virus, bakteri, parasit damgifumasing-masing dapat
menggunakan strategi yang berbeda untuk dapat mdragggkan dirinya dalam hospes
sebagai akibatnya respon imun untuk tiap kelasaobikipatogen juga berbeda (Hargono,
1996).

Manusia mempunyai dua mekanisme imun, yaitu imarbwvaan (non spesifik)
dan imunitas perolehan (spesifik). Imunitas bawdardiri dari pertahanan fisik,
membran mukosa, fagositik dan sitotoksik dari rféfrananosit, makrofag dan sel
limfatik. Imunitas perolehan dapat diklasifikasikaa dalam dua tipe yaitu, imunitas
humoral dan imunitas seluler. Imunitas humoral dip&arai oleh immunoglobulin yang

diproduksi oleh sel limfosit B dan bertanggung jawatuk pengenalan dan eliminasi



spesifik antigen ekstraseluler. Imunitas selulpedantarai oleh sel-sel imun terutama sel
limfosit T. Imunitas seluler bertanggung jawab knteaksi hipersensisivitas tipe lambat
(Gibbs, 2000).

Salah satu upaya tubuh untuk mempertahankan diradep masuknya antigen,
misalnya bakteri adalah menghancurkan bakteri hgkedan dengan cara non spesifik
dengan proses fagositosis. Supaya terjadi fagasitesl-sel fagosit harus berada pada
jarak dekat dengan partikel atau bakteri atau k®drttersebut harus melekat pada
permukaan fagosit. Hal ini dapat dicapai jika sejdsit bergerak menuju sasaran, ini
dimungkinkan berkat dilepaskannya zat atau medi@xentu yang disebut leukotatik
atau kemotaktik yang berasal dari bakteri maupurgy@ilepaskan oleh neutrofil atau
makrofag yang sebelumnya telah berada di lokasiebakatau yang dilepaskan oleh
komplemen (Kresno, 2001).

1. 1. Makrofag

Pada umumnya makrofag merupakan sel berbentuk tiakturan dengan
cabang-cabang yang biasanya pendek, kadang mempuoagang yang langsing
panjang. Sel ini tidak memiliki ciri morfologis ygrmembedakan dengan pasti dari sel
lain. Mereka diidentifikasi berdasarkan afinitasiypgamg sangat besar terhadap zat warna
koloid non toksik dan untuk materi halus yang tid&kif. Makrofag mempunyai reseptor
yang mengikat antibodi dan makrofag bersenjata kiami sanggup mencari dan
menghancurkan antigen yang khas terhadap antihodseélama proses infeksi limfosit —
T yang terangsang menghasilkan sejumlah limfokingymenarik makrofag ke tempat
yang membutuhkannya dan terus mengaktifkannya. dfagrberukuran 10 — 30 mm,

bentuk tidak teratur, inti lonjong atau bentuk glrgtak eksentrik, mengandung granula



azurofilik. Makrofog merupakan sel yang panjang umya dapat bertahan berbulan-
bulan dalam jaringan. Bila cukup dirangsang sel#sel dapat bertumbuh besar,
membentuk sel epiteloid atau beberapa melebur miesg datia (sel raksasa) multi
nukleus, jenis-jenis sel yang ditemukan dalam kaadaatologis. Makrofag kadang-
kadang mempunyai bentuk yang sangat tidak teratugah kaki-kaki palsu yang terjulur
keseluruh arah, membran plasma yang melipat-lipattertonjolan kecil-kecil. Keadaan
permukaan demikian itu membantu perluasan fagasitwan gerakan sel. Makrofag
merupakan agen penting untuk pertahanan, karenat daprgerak dan berdaya
fagositosis. Mereka dapat bertindak sebagai penmherenelan sel darah yang keluar
dari pembuluh darah, sel mati, bakteri dan bendagaselama fagositosis, zat renik
partikel kecil dimasukkan melalui invaginasi membrgel. Begitu partikel yang

difagositosis terbungkus dalam membran sel yangpateke dalam, akan menjauh dari
permukaan sel masuk ke sitoplasma. Materi orgaailgyditelan dihancurkan oleh kerja
enzim proteolitik intrasel yang berasal dari lsmsprimer. Makrofag juga berperan pada
reaksi imunologis tubuh. Makrofag menelan, mem@odan menyimpan antigen,

menyampaikan informasi kepada sel-sel berdekatag gacara imunologis kompeten

(Leesoret al, 1996). Berikut di bawah ini adalah gambar sel mozg

\ 4

Sel makrofag

\ 4

Perpanjangan
kaki

\ 4

Sel bakteri

Gambar 1 . Sel makrofag



2. Hepatitis

Hepatitis adalah istilah umum yang berarti radaragi, hyang mempunyai
beberapa penyebab, termasuk racun dan zat kimetsatkohol berlebihan, Penyakit
yang menyebabkan sistem kekebalan tubuh menyeagingan sehat dalam tubuh, yang
disebut sebagai penyakit autoimun dan Mikroorgaajgermasuk virus.

Virus hepatitis dapat menyebabkan karsinoma hegplates, salah satu dari
delapan kanker yang umum di dunia. Kanker hati addatalah satu yang dapat
menaikkan angka kesakitan dan kematian di dung&dén terjadinya kematian karena
kanker ini adalah 1:1 dan kebanyakan pasien tids& bertahan lebih dari satu tahun
setelah di diagnosa penyakit ini (Liang, 2002)

Ada lima virus yang diketahui mempengaruhi hati daenyebabkan hepatitis:
HAV, HBV, HCV, virus hepatitis delta (HDV, yang hgam menyebabkan masalah pada
orang yang terinfeksi HBV), dan virus hepatitis HE{/). Tidak ada virus hepatitis F.
Virus hepatitis G (HGV) pada awal diperkirakan dapsenyebabkan kerusakan pada
hati, tetapi ternyata diketahui sebagai virus yadak menyebabkan masalah kesehatan,
dan virus ini sekarang diberi nama baru sebagaisvieB-C (GBV-C). Periode masa
inkubasi virus hepatitis B, infeksi akut 45 samp@d hari dengan periode masa inkubasi
sekitar 90 hari. Infeksi hepatitis B akut dapattsimatik maupun asimtomatik. Fase akut
diikuti dengan infeksi yang didahului dengan sispgjagal hati, karsinoma hepatoseluler
dan kematian (Polaret al, 2004).

HAV (Hepatitis A Virus), HBV (Hepatitis B Virus),a&h HCV (Hepatitis C virus)
menyerang sel hati ataunepatosit,yang menjadi tempat yang bersahabat bagi virus

untuk berkembang biak. Sebagai reaksi terhadapksnfesistem kekebalan tubuh



memberikan perlawanan dan menyebabkan peradangaBitehepatitisnya akut (yang
dapat terjadi dengan HAV dan HBV) atau menjadi Isofterjadi dengan HBV dan
HCV) maka dapat berkembang menjadi jaringan parubati, sebuah kondisi yang
disebut fibrosis. Lambat laun, semakin banyak gamhati diganti dengan jaringan parut
seperti bekas luka, sehingga dapat menghalanginatiarah yang normal melalui hati
dan sangat mempengaruhi bentuk dan kemampuannyk lb@tfungsi semestinya, yang
disebut sebagai sirosis. Bila hati rusak berat, gakibatkan bendungan di limpa dan
kerongkongan bagian bawah sebagai akibat tekanargah yang tinggi. Dampak dari
kondisi ini yang disebut sebagai hipertensi pot&amasuk pendarahan saluran cerna atas
dan cairan dalam perut (asites). Kerusakan padgugat dapat mengurangi pembuatan
cairan empedu yang dibutuhkan untuk pencernaan yaalg dan mengurangi
kemampuan hati untuk menyimpan dan menguraikan rbaldrisi yang dibutuhkan
untuk hidup (Horn dan James, 2005).

Dampak lain dari hati yang rusak temasuk ketidakpuaan untuk menyaring
racun dari aliran darah, yang pada akhirnya dagatyebabkan penurunan kesadaran dan
bahkan koma. Kerusakan hepatoseluler preiktergianndapat dideteksi dari peningkatan
transaminase plasma dan dari peningkatan eksresilinogen di dalam urin. Bila
penyakit ini telah jelas, terdapat ikterus modedhsertai peningkatan bilirubin
dikonjugasi dan total plasma, serta bilirubin diada urin tanpa urobilinogen dan warna
feses pucat. Transaminase plasma meningkat. Koaserglbumin plasma mungkin
sedikit menurun, Selama pemulihan dari serangam, &kurubin hilang dari urin dan

urobilinogen timbul kembali (Baron, 1981).



Hepatitis B disebabkan oleh virus DNA yang tersudan (1) inti bagian dalam
yang disintesis di dalam nukleus hepatosit dan i@ethgng antigen inti HbcAg, HbeAg;
(2) kapsul luar yang disintesis dalam sitoplasmia hepatosit mengandung HbsAg.
Secara menyeluruh partikel tersebut berukuran 42 dam disebut partikel Dane,
berstruktur sferis atau tubular (Chandrasoma,200éja utama penularan HBV adalah
melalui parenteral dan menembus membran mukosa,dagat ditularkan oleh produk
darah seperti semen, saliva, air mata. Masa inkubtsrata adalah sekitar 60-90 hari
(Price, 2006). Terdapatnya beragam antigen darbahtihepatitis B penting untuk
menentukan titik tolak diagnosis. HbsAg muncul gera kali pada akhir masa inkubasi,
dan diikuti oleh HbeAg. Adanya HbeAg berhubungaat eélengan adanya partikel Dane
yang infeksius dalam darah dan merupakan indik&siularan. Pada pasien yang
sembuh, HbsAg dan HbeAg menghilang pada awal pemyeamn. Antibodi yang
pertama timbul adalah anti Hbc pada masa akututilitbe dan anti Hbs. Terdapatnya
anti Hbe menandakan tidak menular. Perubahan nogifgang terjadi pada hati sering
kali mirip untuk berbagai virus yang berlainan. @&asus yang klasik, hati tampaknya
berukuran dan berwarna normal, namun kadang agakadnembesar dan nyeri tekan.
Secara histologi, terjadi kekacauan susunan heglates cedera dan nekrosis hati dalam
beberapa derajat, dan peradangan periportal. Hexnbai bersifat reveribel sempurna
bila fase akut penyakit mereda. Pada beberapa kaski®sis submasif atau masif dapat
mengakibatkan gagal hati fulminan dan kematianc@12006). Gejala prodromal timbul
pada semua penderita, terutama 1 atau 2 minggluselasval ikterus berupealaise
rasa malas, anoreksia, sakit kepala, demaamisea Sesudah itu akan terjadi ikterus

kemudian diikuti berbagai keluhan yang menonjoltwanoreksia, nyeri perut kanan
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atas, pruritus, akan terjadi hepatomegali dengdnyaag melunak. Enzim hati yang
berasal dari sel nekrotik memasuki peredaran dgaaly tampak pada awal perjalanan
penyakit (Soedarto, 1990). Kerusakan dan perbakaansakan hati dapat ditentukan
berdasarkan serum enzim seperti AST dan ALT, lirpuperubahan histopatologi dari
hati, perubahan biokimia pada hati. Kenaikan peaamtzim dalam serum ini

menunjukkan adanya kerusakan hati (Subramonian$)199

2.1. Alanin aminotransaminase (ALT)

Analisa enzim alanin aminotransferase (ALT) atalu dlisebut Serum Glutamat-
Piruvat Transaminase (GPT) meningkat pada destjaksgan seperti kerusakan hati.
Enzim ALT banyak terdapat pada organ hati, karem&mzim ini cukup spesifik dalam
mendeteksi adanya kerusakan hati dalam stadiumPlwia hepatitis virus transaminase
meningkat di atas normal selama masa pradormadi Nilncak (sekitar 500-2000 U/I)
ditemukan pada waktu penyakit maksimum dan nilanjagé normal dalam sekitar
empat minggu kecuali timbul penyakit hepar sub &Batron, 1981).

2.3. Mikroskopi kerusakan hati

Sel hati dikatakan normal apabila sel-selnya tensuadier, inti normokromatis,
bentuk sel sama (isositosis), tidak ada kelainada matoplasmanya. Hati katakan tidak
normal apabila inti piknotik yaitu bila inti sebitmenyusut, batas tidak teratur, berwarna
gelap prosesnya dinamakan piknosis sedangkan antisebut inti piknotik, bentuk sel
tidak sama (anisositosis) dan terdapat kelainara gadplasmanya (Price dan Wilson,

2006).
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3. Brotowali (Tinospora cordifolia Miers)

Brotowali adalah semak memanjat, tahunan. Batandnyat berkayu dengan
permukaannya berbenjol-benjol, dan bercabang. BDauranggal berbentuk jantung,
panjang 7-12 cm dan lebar 7-11 cm ujung runcing r&ja, pangkal berlekuk panjang,
dengan bunga majemuk bentuk tandan. Khasiat brdtoyetu batangnya dapat
digunakan untuk dyspepsiademam dan penyakit saluran kencing, anti inflandas
antipiretik (Thatte, 1992 ; Dahanukar, 1988 ; Jagd88). Brotowali banyak digunakan
dalam pengobatan ayurveda sebagai komponen imundatod Sekarang ini banyak
sekali penelitian tentang brotowali di antaranyanji@a (2008) telah meneliti bahwa
ekstrak air dan etanol dari brotowali dapat memnaikagositosis secaran vitro,
sedangkan ekstrak etanolnya dapat menginduksi leraiproduksi antibodi secama

vivo. Gambar brotowali seperti terlihat dibawah ini :

Gambar 2. Tanaman brotowali dan batang brotowali

Brotowali (Tinospora cordifoliaMiers) mengandungtinosporine, tinosporide,

tinosporaside, cordifolide, cordifol, heptacosanotlerodane furano diterpene,
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diterpenoid furanolactone tinosporidine, columhilan b-sitosterol. Ekstrak air dari
brotowali yaitu arabinogalactanmenunjukkan aktifitas imunologi (Chintalwat al,
1999).

Ekstrak metanol mengandung fenillpropanomrditerpene furan glycosides
diterpene furon glycosidefan plytoecdysonefGangaret al, 1997). Pemberian dosis 10
mg/kg BB epoxy clerodane diterpengiang diisolasi dari brotowali berkhasiat
kemopreventif potensial untuk melawan diethylnigmogne yang menyebabkan
carcinoma hepatoseluldDhanasekaraet al, 2008).

Penelitian yang telah dilakukan oleh Jagetia ( 2006nunjukkan bahwa dosis
ekstrak diklormetan brotowali 50 mg /BB dapat mencegah proliferasi sel-sel tumor.
Panchabhai (2008) meneliti bahwa brotowali juga atlagerfungsi sebagai
hepatoprotektor pada tikus yang di induksi dendzat-obat TBC.

Klasifikasi tanaman brotowali adalah sebagai beriku

Divisi : Spermatophyta

Sub divisi ‘Angiospermae

Kelas :Dicotyledonae

Bangsa Ranunculales

Suku :Menispermaceae

Marga ‘Tinosporae

Jenis Tinospora cordifolia MiergDepkes RI, 2001)
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4. Kromatografi kolom dan kromatografi lapis tipis

Kromatografi Kolom (KK) merupakan teknik kromatofijrayang sangat
menguntungkan karena dapat digunakan untuk tujuoafisss maupun preparatif. KK
tidak hanya digunakan untuk mengetahui banyaknyaplkmen dalam sampel tetapi juga
dapat digunakan untuk melakukan pemisahan kompkoemonen dalam sampel untuk
analisis lebih lanjut. Kerugian KK adalah memednkvaktu yang lebih lama dan kita
perlu memastikan pelarut atau campuran pelarut ylpmat menghasilkan pemisahan
yang diinginkan (Gritteet al, 1991)

Kromatografi kolom merupakan kromatografi cair gas@nggunakan fase diam
berupa zat padat, sedangkan fase geraknya berinaa.c@eori kromatografi kolom
hampir sama dengan teori Kromatografi Lapis TiglET). Penjerap yang paling umum
digunakan adalah silika gel dan alumina. Ukurartikerpenjerap pada KK biasanya
lebih besar daripada ukuran partikel penjerap padd. Pada KK ukuran partikel
penjerap biasanya 60-250 um. Sementara untuk KK yigalankan dengan memakai
tekanan, baik dengan udara maupun pompa, ukuramaad0-63 pum. Penjerap KLT
mempunyai ukuran yang lebih kecil dari 63 um (@rigt al, 1991).

KLT adalah metode pemisahan fisiko kimia. Fase dpada KLT ditempatkan
pada penyangga yang berupa plat gelas, logam apesah yang cocok (Stahl, 1985).
Fase diam yang paling umum pada KLT adalah sildadgn alumina. Fase gerak pada
KLT dapat dipilih dari pustaka, tetapi lebih seridgngan mencoba karena waktu yang
diperlukan hanya sebentar. Sistem yang sederhfafadampuran pelarut organik yang

dipakai untuk memisahkan molekul yang mempunyai atdu dua gugus fungsi dengan
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cara kromatografi cair preparatif pada lapisarkaifjel atau alumnia aktif (Grittet al,
1991)

Bercak hasil pemisahan pada KLT sering kali meropakrcak yang tidak
berwarna. Deteksinya dapat dilakukan secara kifisika dan biologi. Cara kimia yang
biasa digunakan yaitu dengan mereaksikan bercagadesuatu pereaksi melalui cara
penyemprotan sehingga bercak menjadi jelas. Calleafiyang dapat digunakan untuk
menampakkan bercak adalah dengan cara pencacalakididan fluoresensi sinar
ultraviolet.

Penggunaan umum KLT untuk menentukan banyaknya &oerp dalam
campuran, identifikasi senyawa, memantau berjalamaaksi, menentukan efektifitas
pemurnian, menentukan kondisi yang sesuai untukn&tografi kolom, serta untuk

memantau kromatografi kolom (Failey dan Haines 2200

B. Landasan Teori

Respon imun sangat tergantung sistem imun untukgemeli antigen yang
terdapat pada patogen potensial dan kemudian megkiiean reaksi yang tepat untuk
menyingkirkan sumber antigen yang bersangkutarsélrpengenalan antigen dilakukan
oleh unsur utama sistem imun yaitu limfosit yangnkdian diikuti dengan melibatkan
berbagai jenis sel. Bila sistem imun terpapar satigamaka ada dua jenis respon yang
terjadi yaitu respon imun non spesifik dan respoun spesifik Respon imun non
spesifik diantaranya pertahanan fisik dan kimiesei;sel fagosit yaitu polymorfonuklear
dan makrofag sertblatural Killer (NK). Sistem imun spesifik terdiri dari sistem pes

imun seluler seperti pengaktifan sel Aelper dan respon imun humoral yang
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dilaksanakan oleh sel B dan produknya yaitu antid@dda akhir-akhir ini telah banyak
berkembang mengenai peran imunomodulator, yaituzatatatau obat-obat yang
memperbaiki sistem imun dengan cara merangsarersigiun pada orang yang sistem
imunnya berkurang dan sebaliknya, menekan atau mmaican sistem imun pada orang
yang respons imunnya berlebihan. Obat-obat yanghbsiat sebagai imunostimulan
yang biasa digunakan umumnya berdasarkan salalatsatieberapa mekanisme respon
pertahanan tubuh tersebut.

Hepatitis menjadi perhatian khusus karena selaumiy ada vaksin dan obat yang
benar-benar efektif, virus hepatitis pandai mengedan berkembang tanpa diketahui
sampai mencapai tahap berbahaya. Misalnya, kaddr ddn AST yang dimanfaatkan
untuk pemeriksaan penyaring, terkadang nampak dedatang nilai normal atau hanya
sedikit meningkat, padahal hati penderita sudalerdgpti virus tersebut. Di pasaran,
telah tersedia berbagai macam obat antivirus. Aateg\bekerja menghambat replikasi
virus, dengan menghambat pembentukan protein damerang dibutuhkan virus untuk
perkembangbiakannya. Ada pula yang bekerja selragaomodulator, yaitu selain aktif
membasmi virus juga meningkatkan sistem kekebalbaht Hingga saat ini belum ada
satupun obat antivirus yang bisa memusnahkanwwted hepatitis. Interferon termasuk
dalam pengobatan yang bekerja sebagai immunomodul@tternatif pengobatan
hepatitis dengan menggunakan bahan alam yang dapagobati hepatitis perlu
dikembangkan baik dengan mekanisme pertahanannyadtgp hati (hepatoprotektor)
maupun kemampuannya dalam meningkatkan sistem &kletubuh (imunostimulan).

Brotowali merupakan salah satu tanaman yang dkapormempunyai efek

memperbaiki kerusakan hepatoseluler dan sebagamamodulator selain banyak fungsi
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yang lain yaitu sebagai antipiretik, analgetik, gamatan ulkus lambun@Bairy, 2004).
Panchabha (2008) melaporkan bahWwaospora cordifolia Miers bisa memperbaiki
kerusakan hepar yang disebabkan karena induksiobiad@ttuberkulosis. Penelitian Desai
(2002) menyebutkan bahwa kandungan yang berkheslatgai imunomodulator adalah
polysakarida, komponen aktif G1-4A yang diisolagingan metanol, pada induksi
dengarshock endotoxic.

Brotowali menjadi menarik untuk diteliti tentang ddmtnya sebagai

hepatoprotektor dan imunomodulator pada pengindak$engan vaksin hepatitis B.

C. Hipotesa
Berdasarkan tinjauan pustaka kita dapat menapiétésa :
1. Ekstrak brotowali bersifat sebagai imunomodulatda induksi oleh vaksin hepatitis
B.
2. Brotowali mempunyai efek hepatoprotektor padais@kan hati yang disebabkan oleh
induksi vaksin hepatitis B.
3. Senyawa aktif yang berfungsi sebagai imunomaduldan hepatoprotektor dalam

brotowali adalah senyawa yang bersifat polar.

17



BAB Il

METODOLOGI PENELITIAN

A Bahan dan Alat

1. Bahan

Bahan utama : Batang brotowaliijospora cordifoliaMiers) yang di ambil dari
Balai Besar Penelitian dan Pengembangan Tanamart @dra Obat tradisional
(B2P2TO2T) Tawang Mangu, Karanganyar, Jawa Tengahcit balb/c.

Bahan kimia : Metanol, amoniak, etil asetat, asasnmiat, asam asetat,
kloroform, toluen, Liebermann Burchad, asam sulfat%, Dragendorf, vanilin-asam
sulfat, sellulosa, silika gel G&, reagen kit ALT, Vaksin Hepatitis B, reagen RPMI

(Roswell Park memorial Institutdarutan NBT, Hematoxyllin-eosin.

2. Alat
Alat : Inkubator CO2, , sentrifuge berpendingin GIECentra 7R),sentrifuge
eppendorf (Sorfall MC 12 V, Dupont),Laminar Air Flow inverted microscope

(Olympus), mikropipet , timbangan, alat-alat getemmositometer, Spektrofotometer.

B. Jalannya Penelitian
1. Determinasi tanaman
Determinasi tanaman dilakukan di laboratorium BdBssar Penelitian dan
Pengembangan Tanaman Obat dan Obat tradisional2{E2PT) menurut buku C.A

Backer ( 1968 ).
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2. Pengumpulan bahan

Batang brotowali Tinospora cordifolia Miers) diperoleh dari daerah
Karangpandan, Karanganyar, Jawa Tengah. Batangwabtdipilih yang sudah tua dan
dikumpulkan pada bulan Desember 2008.

3. Penyiapan bahan

Batangnya dibersihkan, diiris, dan dikeringkamnadaloven dengan vakum, untuk
menghindari kerusakan kandungan senyawanya. Dglesainplisia kering dibuat serbuk
dan siap digunakan untuk pembuatan sediaan ekstrak.

4. Penyediaan ekstrak batang brotowali{inospora cordifolia Miers)

Sebanyak 300 g serbuk kering diekstraksi dengainSaixhlet dengan-heksan.
Hasil soxhlet disaring, filtrat dipisahkan. Ampaangiiangin-angin hingga kering dan
tidak berbaun-heksan. Selanjutnya ampas yang sudah kering, ldetoxengan etil
asetat. Hasil soxhlet disaring, filtrat dipisahk&mpasnya diangin-angin hingga kering
dan tidak berbau etil asetat. Ampas diekstraksgderSoxhlet dengan metanol. Hasil
soxhlet disaring, pelarut diuapkan, sampai didapdiaan kental. Filtrat hasil ekstraksi
untuk tiap pelarut diuapkan, sampai didapat sedigamny kental. Semua penguapan
dilakukan dengamaccum rotary evaporatqrada suhu 40C.

Masing—masing fraksi dilakukan uji orientasi daymunomodulator dan
hepatoprotektor dengan dyemaglutinatiortestdan Uji ALT. Pengujian yang dilakukan
didapatkan hasil fraksi yang aktif sebagai imundulator dan hepatoprotektor adalah
fraksi metanol. Kandungan senyawa dalam fraksi noétaselanjutnya dipisahkan

menjadi sub fraksi dengan kromatografi lapis tgas kromatografi kolom vakum.
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5. Pemisahan sub fraksi aktif
5. 1. Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Fraksi metanol yang paling aktif dari hasil oriemtailanjutkan dipisahkan
senyawanya dengan kromatografi lapis tipis denganggunakan fase diam silica gel
GF.54dan beberapa macam campuran fase gerak dengarateepgbng berbeda. Hasil
KLT yang dilakukan didapatkan pemisahan yang paliadk adalah dengan fase gerak
campuran kloroform : metanol. Pemisahan senyawangghya dilakukan dengan
kromatografi kolom vakum dengan perbandingan famakgkloroform : metanol yang
berbeda.

5.2. Kromatografi kolom vakum

Fraksi metanol dipisahkan menjadi beberapa subsifriEdgi dengan metode
kromatografi kolom vakum dengan sistem fase gemtingkat. Penyarian dilakukan
atas dasar perbedaan tingkat polaritas. Ketigalselbsfraksi hasil pemisahan tersebut
dianalisis menggunakan KLT dengan fase diam sgidaGFs4 dan fase gerak kloroform

metanol ( 2:8 ), dengan analisa ¥ dan pereaksi anisaldehid-asam sulfat.

Kromatogram yang sama dikumpulkan menjadi satunkpik sub fraksi.
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Tabel 1. Fase gerak untuk elusi gradien pada frakshetanol

Fraksi Pelarut Perbandingan Volume
1 kloroform 100 100
2 Kloroform : metanol 90:10 100
3 Kloroform : metanol 80: 20 100
4 Kloroform : metanol 70:30 100
5 Kloroform : metanol 60 : 40 100
6 Kloroform : metanol 50 :50 100
7 Kloroform : metanol 40 : 60 100
8 Kloroform : metanol 30:70 100
9 Kloroform : metanol 20:80 100
10 Kloroform : metanol 10:90 100
11 Metanol 100 100
12 Metanol : Air 50:50 100 (2x)

6. Penyediaan dan persiapan hewan uiji

Digunakan hewan uji mencit galur Balb/oitgan, umur 10 minggu, sehat, sebanyak
30 ekor, yang dibagi menjadi 5 grup perlakuan yaarbeda, (kontrol positif, kontrol
negatif dan dosis masing-masing kelompok uji, kggoknT1 0,3416 mg/20 gram BB
mencit, kelompok T2 0,4844 mg/20 gram BB mencitpkgok T3 0,0942 mg/20 gram
BB mencit, kelompok T4 0,8671 mg/20 gram BB mef(iearhitungan dosis di lampiran),
tiap grup terdiri dari 5 ekor mencit. Sebelum pégizel dilakukan, semua hewan uji
ditimbang dan dipuasakan 1 malam. Selanjutnya heyvalipelihara selama 7 hari untuk
penyesuaian diri terhadap lingkungan, menyeragamhkakanannya. Perhitungan dosis

konversi manusia (70 kg) ke mencit (20 g) digunadagka perkalian : 0,0026.
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Kontrol positif yang digunakan sebagai imunomothriadan hepatoprotektor
berbeda. Kontrol positif sebagai imunomodulatorl@uaEkstrakEchinaceadari tablet
Imboosf dengan dosis 0,65 mg/20 g BB mencit. Kontrol itfossebagai
hepatoprotektor adalah ekstrak temulawak dari taBlercum& dengan dosis 0,52
mg/20 gram BB mencit. Kontrol negatif adalah kepmk mencit yang diinduksi dengan
vaksin hepatitis B dan hanya diberikan pakan bfts#a zat aktif yang diberikan setiap
hari). Untuk vaksin hepatitis B dosis 0,52 pg 2@8B mencit . Berikut di bawah ini

adalah skema penyediaan dan persiapan hewan uji.

T1 T2 T3 T4 Kontrol Kontrol
negatif positif
v v \ 4 \ 4 \ 4 \ 4

Aklimatisasi selama 7 hari

A 4

Hari ke 8
Cek kadar ALT (1), kemudian vaksinasi |
dengan vaksin hepatitis B 0,52 pg/20 gram B
mencit intraperitoneal

@©

A 4

Hari ke 28
Vaksinasi ke Il dengan vaksin hepatitis B 0,5
1g/20 gram BB mencit intraperitoneal

N

\ 4

Hari ke 33
Cek kadar ALT (2)

\ 4

Hari ke 35
Isolasi dan kultur sel makrofag
Pemeriksaaan histologi hati

Gambar 3. Skema penyediaan dan persiapan hewan uji
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7. Pemberian vaksinasi

Setelah semua hewan uji disesuaikan dengan lingkusglama 7 hari, diberi
vaksinasi | (hari ke 8), vaksinasi Il (hari ke 28cara intraperitoneal.
8. Uji efek imunomodulator

Untuk penelitian ini, akan dilakukan :
8.1. Uji fungsi makrofag

Pengujian fungsi makrofag dilakukan melalui tahaipap sebagai berikut :
8.2.1. Isolasi dan kultur sel makrofag

Mencit dibunuh dengan narkose menggunakan klorafdviancit diletakkan
dalam posisi telentang, kulit bagian perut dibukan ddibersihkan selubung
peritoneumnya dengan alkohol 70%. Suntikkan 10 mtliom RPMI dingin ke dalam
rongga peritoneum, tunggu 3 menit sambil ditekacase perlahan-lahan. Cairan
peritoneal diaspirasi dari rongga peritoneum derggaga menekan organ dalam dengan 2
jari, cairan diaspirasi dengan spuit injeksi, dipppada bagian yang tidak berlemak dan
jauh dari usus. Cairan yang didapat ditampung da&bung sentrifuse pada 1200 rpm
selama 10 menit. Supernatan dibuang, kemudian dabhkan 3 ml medium RPMI yang
mengandung FBS 10%¢tal Bovine Seruni0%) dan biasa disebut dengan RPMI
komplit pada pellet yang didapat. Jumlah sel yangdamht dihitung dengan
hemositometer, kemudian diresuspensikan lagi dengadium RPMI komplit sehingga
didapat suspensi sel dengan kepadatan 2,5°¥ml0 Suspensi sel yang telah dihitung
dikultur pada sumuran mikroplat 24 yang telah dilbewer slip bulat, setiap sumuran
200 pl. Diinkubasi pada inkubator GGelama 30 menit. Kemudian ditambahkan

medium RPMI komplit 1 ml/sumuran dan diinkubasikagi selama 2 jam. Sel dicuci
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dengan RPMI 2x ditambahkan medium komplit 1 ml/stanudan inkubasi dilanjutkan
sampai 24 jam.
8.2.2. Uji sekresi ROI

Kultur makrofag dicuci 2x dengan RPMI, kemudiaradibahkan 500 pl larutan
NBT (1 mg/ml PBS) yang mengandung 125 mg/ml PMA dhinkubasikan pada
inkubator selama 60 menit. Sel kemudian dicuci dengBS 3x, dikeringkan pada suhu
kamar dan difiksasi dengan metanol absolut selathaledik. Setelah kering dipulas
dengan 2%neutral red solutionselama 15 menit kemudian dicuci dengan aquadest.
Keringkan pada suhu ruangan dan sel makrofag yargunukkan reduksi NBT dapat
diperiksa secara mikroskopis dengan perbesaran 400x

Masing-masing kelompok perlakuan kemudian dihitundeks fagositosisnya

(IF) dengan rumus IndexFagositoss (IF) = %b

Keterangan

a = Jumlah lateks yang difagosit oleh suatu magrofa
b = Jumlah makrofag yang memfagositosis lateks

¢ = Jumlah makrofag dalam sediaan

9. Uji efek hepatoprotektor
9.1. Uji ALT (Alanin Aminotransferase)

Darah tikus yang telah diambil lalu ditampung diada tabung, disentrifugasi agar
sel-sel darah mengendap dan terpisah dari plasn{aapangan di atas endapan). Darah dan
reagen dicampur dan diamkan selama satu menit.tuddhikadar enzim ALT pada
spektrofotometer dengan panjang gelombang 340 mia gzhu 37° C.

Pengambilan darah dilakukan melalui vena mataatengenggunakan pipa kapiler.

Darah ditampung dalam tabung reaksi didiamkan selaB menit kemudian diputar dan
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disentrifuge dengan kecepatan 3500 rpm selama I&t.m&ktifitas enzim ALT yang
dihitung, dinyatakan dalam U/L. Makin kuat dayai dr@patotoksik bahan uji, makin besar
kemampuannya untuk mempertahankan aktivitas anainsaminase.
9.2. Uji histologi hati

Pengamatan Hepatoseluler dilakukan dengan médthstelogicall-microscopic
photographmenggunakan pengecathematocylin-eosiruntuk melihat apakah terdapat
perubahan pada sel hati, setelah pemberian perlalaagan masing-masing fraksi,
dibanding dengan kontrol. Pengamatan preparatganirnepar dengan perbesaran 100
kali untuk mengamati seluruh lapangan pandang, Heanulitentukan daerah yang akan
diamati. Daerah yang akan diamati adalah daeradkiths vena sentralis dan perifer
lobulus hepar. Daerah perifer lobulus adalah dagaaly sel-selnya paling dekat dengan
pembuluh darah sehingga akan mendapat pengaruhpgatagna kali dari zat-zat toksik
yang akan didetoksifikasi di hepar. Pemilihan loilsuhati dilakukan secara acak dan
masing-masing perparat diambil sebanyak 2 lobutesbesaran mikroskop ditingkatkan
menjadi perbesaran 1000 kali sehingga inti sel yatig akan diamati tampak dengan
jelas. Masing-masing lapang pandang kemudian digijumlah total inti sel hati yang
tampak lalu dihitung juga inti sel hati yang mergail piknosis. Masing-masing preparat
kemudian dihitung presentase kerusakan sel hatabarkan perbandingan antara jumlah

inti piknotik dan jumlah total inti sel hati.

Persentase nekrosis sel hatl4niahint piknotikselhati, ) 0,
Jumlah tcalinti se hati
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10. Analisis hasil

Data kuantitatif yang diperoleh dari uji fungsi mafiag, uji ALT dan uji histologi
hati dievaluasi secara statistik yang melibatkamuse kelompok perlakuan. Analisis
statistik yang digunakan adalah analisis non-pand@negaitu uji one way ANOVA

dilanjutkan uji Tukey dan Dunett T3 dengan tarajpdércayaan 95 % .

11. Identifikasi kandungan senyawa kimia sub fraksimetanol
11.1 Identifikasi dengan kromatografi lapis tipis

Sub fraksi metanol hasil pemisahan kromatografilomo vakum ditetapkan
kandungan senyawa kimianya. Fraksi dites kandurg&aloid, flavonoid, steroid,
terpenoid, glikosida. Berikut adalah tabel idek#ii kandungan senyawa kimia dalam

fraksi brotowali secara TLC.

Tabel 2. Identifikasi kandungan senyawa kimia subrfiksi metanol brotowali secara TLC

Senyawa Kimia Fase gerak Fase diam deteksi
Alkaloid Metanol : amoniak (100 : 1,5 Silika geFés, Dragendorf
Flavonoid Etil asetat : Asam formiat|:Sellulosa Amonia
Asam asetat : Air (100 : 11|:
11:27)
Terpenoid Kloroform : methanol (2 : 8) Silika gelF£, Liberman
burchad
Steroid Toluen : Etil asetat (93 : 7) Silika gelf&F Vanilin-asam
sulfat
glikosida Kloroform : methanol : air (3|: Silika gel Ghs, Asam sulfat 10
1:0,1) %

Penentuan fase gerak berdasarkan Anonim (1978 YW@aner, H. (1984)
11.2. Penentuan kadar fenol total

Total fenol ditentukan berdasarkan metode Foline@lieu (Singleton, Orthefor
dan Lamuela-Ravento, 1999). Sampel sebanyak 50itaimidah dengan 250 uL reagen
Folin-Ciocalteu. Sesudah 1 menit ditambah dengah |¥5 larutan NgCO; dalam air

20% (b/w), kemudian ditambah dengan air sampaimel,0 pL. Kontrol dilakukan
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sama seperti dengan sampel. Inkubasi selama 2 gamdian ditentukan absorbansinya
pada 760 nm dan dibandingkan dengan kurva kalilaisesin gallat. Total fenol dihitung
sebgai ekivalensi asam gallat (mg asam gallat/ gelstrak). Nilai ditetapkan sebagai

rata-rata dari 3 kali replikasi
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BAB IV

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

A. Hasil Determinasi Tumbuhan
Hasil determinasi tumbuhan menyatakan bahwa tangaratelah diteliti adalah
brotowali (Tinospora cordifolia Miers), surat keterangan terlampir pada lampiran.
Pelaksanaan determinasi tumbuhan dilakukan untukgetehui bahwa bahan utama
yang digunakan dalam penelitian adalah benar-bbr@owali (Tinospora cordifolia

Miers), dan menghindari kesalahan dalam pengamb#éan utama yang akan diteliti.

B. Pengeringan dan Pembuatan Serbuk
Bahan utama yang dipakai, yaitu batang brotowlahdspora cordifoliaMiers).
Pengeringan dilakukan untuk mengurangi kandungardam mencegah pertumbuhan
mikroba. Pengeringan dilakukan dibawah sinar maiadecara tidak langsung dengan

ditutupi kain warna hitam agar kerusakan senyawié@dpat dikurangi.

C. Pemisahan Fraksi

Berikut skema pemisahan senyawa dalam serbuk bdmeotgwali (Tinospora

cordifolia Miers) dan uji aktifitas imunomodulator dan hemaitdektor.
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Serbuk batang brotowali
(Tinospora cordifoliaMiers)
300 gran

Soxhlet, sirkulasi 8 ke (1 iam/sirlukasi

v v
Fraksi heksan Residu
Tes ALT : -

Tes hemaglutination-

Soxhlet, sirkula: 12 kali (55 menit/sirkulas

v v
Fraksi etil asetat Residu
Tes ALT : -

Tes hemaglutination : -

Soxhlet, sirkula: 12 kali (1 jam/sirkulasi

v v

Fraksi metanol Residu
Tes ALT : +

Tes hemaglutination : +
(Paling aktif

Pemisahan dengan kromatogarafi kolom vakum

\ 4 \ 4 \ 4 \ 4
Sub Fraksi T1 Sub Fraksi T2 Sub Fraksi T3 Sub Fraksi T4
Tes ALT : + Tes ALT : + Tes ALT : + Tes ALT : +
Tes Makrofag : + Tes Makrofag : + Tes Makrofag : + Tes Makrofag : +
Histologi hati : - Histologi hati : - Histologi hati : - Histologi hati: +

One wayANOVA Uiji Tukey, Uji Dunett T3
Identifikasi kandungan senyawa

Sub fraksi
paling aktif

A 4 A 4
Imunomodulator : T1 Hepatoprotektor : T1 dan T3

Gambar 4. Skema Pemisahan senyawa dan uji aktifisimunomodulator dan hepatoprotektor

Keterangan gambar

Tes ALT : + (memberikan penurunan kadar ALT)

Tes Makrofag : + memberikan peningkatan fagositoskrofag
Tes Histologi : + memberikan penurunan persengiikn
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Simplisia kering batang brotowaliTihospora cordifoliaMiers) sebanyak 300
gram diekstraksi dengan Soxhlet menggunakan petenatirut dari non polar ke polar
yaitu heksan, etil asetat dan metanol. Percobaaggbelluan uji imunomodulator dengan
hemaglutination testlan hepatoprotektor dengan uji ALT didapatkan|helstrak yang
paling aktif adalah fraksi metanol. Pada percobpandahuluan uji aktifitas dengan
menggunakan tes hemaglutinasi ekstrak heksan daasetat memberikan hasil negatif
(tidak memberikan efek imunomodulator). Pada ujifisks enzim ALT, selisih nilai
aktifitas penurunan enzim ALT yang terbaik addlaksi metanol. Berdasarkan hasil ini
fraksi yang efektif sebagai imunomodulator dan hepater adalah fraksi metanol.

Fraksi metanol dipisahkan senyawanya menjadi saksifrmetanol. Tiga gram
fraksi metanol dipisahkan dengan kromatografi kohakum, menggunakan fase gerak
campuran kloroform dan metanol dengan 12 macanasigoerbandingan. Berdasarkan
hasil uji KLT dengan fase gerak kloroform : meta@i8) fase diam silika gel G&
dengan pereaksi semprot anisaldehid-asam sulfaphdogram yang sama dikumpulkan
dan didapatkan hasil menjadi 4 sub fraksi. Berda@sakromatogram diperoleh sub fraksi
1-3 (kelompok T1, sebanyak 366 mg ), sub fraksi(k&ompok T2, sebanyak 519 mg),
sub fraksi 6 (kelompok T6, sebanyak 101 mg), saksir7-13 (kelompok T4, sebanyak

929 mg). Hasil kromatogram dapat dilihat pada gamnalobawah ini.
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Gambar 5. Kromatogram ekstrak metanol dengan fase @rak kloroform : metanol (2 ; 8)
dengan fase diam Silika Gel G, deteksi menggunakan U\ss,.

Gambar 6. Kromatogram ekstrak metanol dengan fase grak kloroform : metanol (2 ; 8)
dengan fase diam Silika Gel GF254 deteksi menggunak pereaksi anisaldehid-asam sulfat

D. Uji Aktifitas

1. Uji efek imunomodulator

Perubahan aktifitas fungsi makrofag diperlukan kindiketahui dan dipelajari

kemampuannya dalam memfagositosis lateks. Lateksupakan poliskarida yang

dianggap benda asing yang sangat direspon baik mbsfcit dan manusia, sehingga
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adanya lateks akan memacu aktifitas makrofag ydéongan memfagositosis lateks
(Sheehan, 1997). Kemampuan fagositosis sel makuitdgir dengan cara menghitung
peningkatan jumlah partikel lateks intra-sel.

Jumlah makrofag yang memfagositosis lateks tiaprkpbk perlakuan berbeda.
Berdasarkan hasil percobaan perhitungan jumlahragéaindeks fagositosis didapatkan

data sebagai berikut :

Tabel 3. Rata-rata indeks fagositosisap kelompok perlakuan

NO Kelompok Rata-rata
perlakuan Indeks Fagositosis

1 Kelompok T1 328.66 + 35, 82
2 Kelompok T2 260.43 £42, 35
3 Kelompok T3 221.19 + 45, 39
4 Kelompok T4 291.04 + 23, 64
5 Kelompok kontrol positif 296.53 + 40, 97
6 Kelompok kontrol negatif 170.69 + 29, 47

Data fagositosis makrofag pada 6 kelompok perlakudinji statistik
menggunakan ujANOVA untuk mengetahui adanya perbedaan yang signifjeda
fagositosis makrofag tiap kelompok. Pertama kdakdikan uji Kolmogorov-Smirnov
untuk mengetahui data yang dihasilkan terdistrimesmal atau tidak. Apabila data yang
didapat merupakan data terdistribusi normal, malkakukan uji parametrik tetapi jika
data terdistribusi tidak normal dilanjutkan kengin parametrik.

Uji Kolomogorov-Smirnoterhadap daya fagositosis makrofag memberikar hasi

data terdistribusi secara normal, ini ditunjukkamgian signifikasi percobaan lebih besar
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dari 0,05 ( 0,728 > 0,05 ). Kesimpulan yang dianti@hwa data terdistribusi normal,
sehingga uji dapat dilanjutkan dengan menggunai@VA

Uji homogenitasANOVAdidapatkan hasil percobaan sebesar 0,849, nikelat
lebih besar bila dibandingkan dengan 0,05 ( 0,8490% ). Berdasarkan hasil ini dapat
disimpulkan bahwa variasi fagositotis lateks oleh akrofag pada satu kelompok
percobaan tidak berbeda secara bermakna, makeN@\VAbaru dapat dilakukan. Uji
yang digunakan selanjutnya adalah uji Tukey untwdngetahui pengaruh pemberian
fraksi Brotowali {Tinospora cordifoliaMiers) pada respon fagositosis lateks oleh sel
makrofag antara masing-masing kelompok perlakudn T2, T3, T4) dengan kelompok
kontrol positif dan kontrol negatif.

Uji Tukey yang didapatkan terlihat tanda * (birgah disebelah angkenean
difference yang terdapat pada lampiran, ini menunjukkan aalapgrbedaan yang
signifikan antara pemberian kelompok fraksi Brotbw@dinospora cordifoliaMiers)
dengan respon fagositosis lateks oleh makrofagar@eangsung dapat menunjukkan
bahwa ada perbedaan bermakna antar kelompok yamandingkan pada respon
fagositotis lateks oleh sel makrofag.

Pada kelompok kontrol negatif memberikan perbedaagnifikan dalam
peningkatan fagositosis lateks oleh sel makroféagriliingkan dengan kelompok lainnya
yaitu kelompok T1, T2, T4 dan kelompok kontrol pibsilni terlihat dengan adanya
tanda * (bintang) pada uji Tukey. Sedangkan dengdompok T3 tidak berbeda secara
signifikan dalam peningkatan fagositosis latek$1@el makrofag, hal ini terlihat dengan
tidak adanya tanda bintang. Artinya pemberian frakstowali pada kelompok T1, T2,

T4 dan kontrol positiEchinaceadidak berbeda secara bermakna dalam meningkatkan
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fagosistosis lateks oleh sel makrofag. Rata-ratangk&atan fagositosis sel makrofag
pada tiap kelompok yaitu : kelompok T1= 328.66, B.43, T4= 291.04 dan kontrol
positif 296.53. Kemampuan rata-rata kontrol negddéifam memfagositosis lateks oleh
sel makrofag sebesar 170.69 yang tidak berbedaassimifikan dengan kelompok T3

dengan rata-rata fagositosi sel makrofag 221.19.

Pada kelompok T1 memberikan perbedaan signifikatandapeningkatan
fagositosis makrofag dengan kelompok lainnya y&élompok T3 dan kelompok
kontrol negatif, ini terlihat dengan adanya tand#amg pada uji Tukey. Kelompok T1
tidak berbeda secara signifikan dalam peningkatagoditosis makrofag bila
dibandingkan dengan kelompok T2, T4 dan kontroltfgos

Pada kelompok T2 memberikan perbedaan signifikatandapeningkatan
fagositosis makrofag dengan kelompok lainnya y&élompok kontrol negatif, ini
terlihat dengan adanya tanda bintang pada uji Tukelompok T1 tidak berbeda secara
signifikan dalam peningkatan fagositosis makrofdg Bibandingkan dengan kelompok
T1, T3, T4 dan kontrol positif.

Pada kelompok T3 memberikan perbedaan signifikatandapeningkatan
fagositosis makrofag dengan kelompok lainnya y&élompok T1 dan kelompok
kontrol positif, ini terlihat dengan adanya tandatédng pada uji Tukey. Kelompok T3
tidak berbeda secara signifikan dalam peningkatagoditosis makrofag bila
dibandingkan dengan kelompok T2, T4 dan kontrobitiég

Pada kelompok T4 memberikan perbedaan signifikatandapeningkatan
fagositosis makrofag dengan kelompok lainnya y&élompok kontrol negatif, ini

terlihat dengan adanya tanda bintang pada uji Tukelompok T4 tidak berbeda secara
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signifikan dalam peningkatan fagositosis makrofdg dibandingkan dengan kelompok
T1, T2, T3 dan kontrol positif.

Pada kelompok kontrol positif memberikan perbedasignifikan dalam
peningkatan fagositosis makrofag dengan kelompaknya yaitu kelompok T3 dan
kelompok kontrol negatif, ini terlihat dengan adanynda bintang pada uji Tukey,.
Kelompok kontrol positif tidak berbeda secara digan dalam peningkatan fagositosis
makrofag bila dibandingkan dengan kelompok T1, a& @4.

Pada tehhomogenousukey didapatkan hasil tidak ada perbedaan yangfikign
rata-rata kemampuan fagositosis lateks oleh selrafak antara kelompok kontrol
negatif dengan kelompok T3 dengan signifikasi seb@29. Pada kelompok T3, T2, dan
T4 tidak terdapat perbedaan yang signifikan rata-kamampuan fagositosis lateks oleh
sel makrofag dengan signifikasi sebesar 0,06. Raldanpok T1 dan kontrol positif tidak
terdapat perbedaan yang bermakna pada kemampuaalseifag dalam memfagositosis
lateks, dengan signifikasi sebesar 0,07. Berikuiledd gambar sel makrofag dalam

memfagositosis lateks.

Keterangan :

A : Sel makrofag yang tidak
memfagosit lateks

B : Sel makrofag yang
memfagosit lateks

C : Perpanjangan kaki dari
sel makrofag

Gambar 7. Sel makrofag dalam memfagositosis lateks

gambar sel makrofag dalam memfagositosis latekskurap kelompok perlakuan

terlihat seperti pada gamabr di bawah ini.
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Kontrol positif Kontrol negatif Kelompok T1

Kelompok T2 Kelompok T3 Kelompok T4

Gambar 8. Sel makrofag dalam memfagositosis late tiap kelompok perlakuan

Berdasarkan nilai rata-rata kemampuan sel makmbdizgm memfagositosis lateks

diperoleh nilai yang paling efektif adalah kelompldk yaitu sebesar 328,66.

2. Uji Efek hepatoprotektor
2.1. Uji ALT

Transaminase adalah sekelompok enzim yang merup&edalisator dalam
pemindahan gugus amino antara suatu asam alfa alengan asam keto (Soemoharelj@l
1983). Enzim transaminase dalam darah terdiri di#ai enzim yaitu ALT dan ASTAlanine
aminotransferasg ALT) adalah enzimaminotransferaseyang paling sensitif dan paling

banyak digunakan di hati. Apabila terjadi kerusakati maka enzim yang berada pada sel-
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sel hati akan tumpah ke dalam darah, sehingga ale@mngkatkan kadar enzim ALT di
dalam darah dan merupakan tanda terjadi kerusak@&nALT juga dikenal sebagai serum
glutamic pyruvic transaminas€SGPT). ALT sebagian besar ditemukan di hati maka
digunakan sebagai indikator yang spesifik darugakan hati.

Data nilai ALT pada 6 kelompok perlakuan diuji stk menggunakan uji
ANOVAuntuk mengetahui adanya perbedaan yang signiplkala fagositosis makrofag
tiap kelompok. Pertama kali dilakukan #olmogorov-Smirnowntuk mengetahui data
yang dihasilkan terdistribusi normal atau tidak.aBpa data yang didapat merupakan
data terdistribusi normal, maka dilakukan uji pagtnik tetapi jika data terdistribusi tidak
normal dilanjutkan ke uji non parametrik.

Uji Kolomogorov-Smirnoterhadap selisih kenaikan nilai ALT memberikanilhas
data terdistribusi secara normal, ini ditunjukkamgian signifikasi percobaan lebih besar
dari 0,05 ( 0,281 > 0,05 ). Kesimpulan yang diantd@ihwa data terdistribusi normal,
sehingga uji dapat dilanjutkan dengan menggunaké@VA

Uji homogenitasANOVAdidapatkan hasil percobaan sebesar 0,849, nikeltat
lebih kecil bila dibandingkan dengan 0,05 ( 0,049,685 ). Berdasarkan hasil ini dapat
disimpulkan bahwa variasi selisih nilai ALT padaus&elompok perlakuan berbeda
secara bermakna, maka AJNOVAdelanjutkan dengan uji Dunett T3 untuk mengetahui
pengaruh pemberian fraksi Brotowalilijospora cordifolia Miers) pada respon
penurunan nilai ALT antara masing-masing kelompeitagkuan (T1, T2, T3, T4) dengan
kelompok kontrol positifCurcumg dan kontrol negatif.

Uji Dunett T3 yang didapatkan terlihat tanda *nflaing ) disebelah angkaean
difference yang terdapat pada lampiran, ini menunjukkan aalapgrbedaan yang

signifikan antara pemberian kelompok fraksi Brotbw@dinospora cordifoliaMiers)
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dengan selisih kenaikan atau penurunan nilai Aldca®a langsung dapat menunjukkan
bahwa ada perbedaan bermakna antar kelompok padikée nilai ALT.

Pada kelompok kontrol negatif memberikan perbedagnifikan dalam selisih
penurunan nilai ALT dibandingkan dengan kelompdkriga yaitu kelompok T1, T2,
T3, T4 dan kelompok kontrol positif. Ini terlihdengan adanya tanda * (bintang) pada
uji Dunett T3. Artinya pemberian fraksi brotowakga kelompok T1, T2, T3, T4 dan
kontrol positif Curcumaberbeda secara bermakna dalam menurunkan nilai Bilar
dibandingkan dengan kontrol negatif. Rata-rata peran nilai ALT pada tiap kelompok
yaitu : kelompok T1= 3.60, T2=5.20, T =11.80, d&ontrol positif= 1.60. Sedangkan
pada kelompok T4 memberikan kenaikan nilai ALT seabe2.80. Kontrol negatif

menaikkan nilai ALT rata-rata 21.26

Tabel 4. Rata-rata nilai ALT tiap kelompok perlakuan

NO Kelompok perlakuan Rata-rata nilai

ALT (U/L)

1 Kelompok T1 3.60+ 0.89

2 Kelompok T2 5.20 £1.64

3 Kelompok T3 11.80 +8.64

4 Kelompok T -2.80 £2.17

5 Kelompok kontrol positif 1.60 +4.62

6 Kelompok kontrol negatif | -21.26 +6.40

Pada kelompok T1 tidak memberikan perbedaan skgmfdalam penurunan nilai

ALT vyaitu pada kelompok T2, T3 dan kontrol positBedangkan berbeda secara
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signifikan dalam peningkatan nilai ALT bila dibangkan dengan kelompok T4 dan
kontrol negatif.

Pada kelompok T2 berbeda secara signifikan dalamngleatan nilai ALT bila
dibandingkan dengan kelompok T4 dan kontrol negdetapi tidak memberikan
perbedaan signifikan dalam penurunan nilai ALT ygi&da kelompok T1,T3 dan kontrol
positif.

Pada kelompok T3 berbeda secara signifikan dalamngleatan nilai ALT bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol negatif, tetéglak memberikan perbedaan
signifikan dalam penurunan nilai ALT yaitu padadmpok T1, T2, T4 dan kontrol
positif.

Pada kelompok T4 berbeda secara signifikan dalamarpaan maupun kenaikan
nilai ALT bila dibandingkan dengan kelompok T1, @@n kontrol negatif, tetapi tidak
memberikan perbedaan signifikan dalam penurunam ALLT yaitu pada kelompok T3
dan kontrol positif.

Pada kelompok kontrol positif berbeda secara slgmf bila dibandingkan
dengan kelompok kontrol negatif, tetapi tidak menkam perbedaan signifikan dalam
penurunan nilai ALT yaitu pada kelompok T1, T2,d&h T4.

Berdasarkan nilai rata-rata kemampuan menurunkim ALT diperoleh nilai
yang paling baik adalah kelompok T1 yaitu sebe$a8Q
2.2.Uji Histologi Hati

Hati adalah organ utama dalam metabolisme obaitai@a obat-obat peroral.
Enzim hati pada dasarnya merubah obat menjadi bgdnamlebih polar dan mudah larut

dalam air sehingga mudah diekskresikan melaluagifparameter yang digunakan untuk
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mengukur derajat kerusakan hati adalah jumlahpikinotik yang merupakan pertanda
terjadinya nekrosis sel. Bagian yang diamati irdimgenyusut, batas tidak teratur dan
berwarna gelap (Cotran dan Mitchell, 2004).

Data nekrosis hati pada 6 kelompok perlakuan ditgtistik menggunakan uji
ANOVAuntuk mengetahui adanya perbedaan derajat kems$atayang signifikan pada
tiap kelompok. Pertama kali dilakukan #olmogorov-Smirnowntuk mengetahui data
yang dihasilkan terdistribusi normal atau tidak.aBja data yang didapat merupakan
data terdistribusi normal, maka dilakukan uji pagtnik tetapi jika data terdistribusi tidak
normal dilanjutkan ke uji non parametrik.

Uji Kolomogorov-Smirnoverhadap persentase kerusakan hati memberikah hasi
data terdistribusi secara normal, ini ditunjukk@&mgian signifikasi percobaan lebih besar
dari 0,05 ( 0,164 > 0,05 ). Kesimpulan yang dianti@hwa data terdistribusi normal,
sehingga uji dapat dilanjutkan dengan menggunai@VA

Uji homogenitasANOVAdidapatkan hasil percobaan sebesar 0,849, nikelat
lebih besar bila dibandingkan dengan 0,05 ( 0,0@R0% ). Berdasarkan hasil ini dapat
disimpulkan bahwa variasi terjadinya nekrosis paatadalam satu kelompok percobaan
berbeda secara bermakna. uji yang digunakan seigajiadalah uji Dunett T3 untuk
mengetahui pengaruh pemberian fraksi Brotow@lngspora cordifoliaMiers) pada
persentase penurunan nekrosis pada hati antaragyasising kelompok perlakuan (T1,
T2, T3, T4) dengan kelompok kontrol positdyrcumag dan kontrol negatif.

Uji Dunett T3 didapatkan tanda * (bintang ) disaebelngkamean difference

yang terdapat pada lampiran, ini menunjukkan ad@eybedaan yang signifikan antara
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pemberian fraksi BrotowaliT{nospora cordifoliaMiers) dalam penurunan nekrosis hati
antara masing-masing kelompok perlakuan.

Pada kelompok kontrol negatif memberikan perbedaagnifikan dalam
penurunan nekrosis hati dibandingkan dengan duarigk lainnya yaitu kelompok T2,
dan kelompok kontrol positif. Ini terlihat dengadaaya tanda * (bintang) pada uji
Dunett T3. Sedangkan dengan kelompok T1, T3 datidbk berbeda secara signifikan
dalam penurunan nekrosis hati dibandingkan dengarirdd negatif, hal ini terlihat
dengan tidak adanya tanda bintang.. Rata-rata peanr nekrosis hati pada tiap
kelompok yaitu : kelompok T1= 48.30%, T2= 41.0693-46.95% T4= 48.28% dan
kontrol positif 45.90%. Rata-rata terjadinya nelsopada kontrol negatif sebesar
65.52%

Tabel 5. Rata-rata persentase nekrosis hati

NO Kelompok perlakuan Rata-rata
nekrosis hati (%)
1 Kelompok T1 48.30 + 2.45
2 Kelompok T2 41.06 +5.46
3 Kelompok T3
46.95 + 3.25
4 | Kelompok T4 48.28 £ 5.52
5 Kelompok kontrol positif 45.90 + 3.34
6 Kelompok kontrol negatif
65.52 £ 8.62

Pada kelompok T1 tidak ada perbedaan signifikaandgbenurunan persentase

nekrosis hati dengan kelompok lainnya yaitu keloknp2, T3, T4, kontrol positif dan
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kelompok kontrol negatif, ini terlihat dengan tidaklanya tanda bintang (*) pada uji
Dunett T3,.

Pada kelompok T2 memberikan perbedaan signifikdand@ersentase nekrosis
hati dengan kelompok kontrol negatif, ini terliltlgngan adanya tanda bintang pada uiji
Dunett T3. Kelompok T2 tidak berbeda secara sigaifidalam penurunan persentase
nekrosis hati dibandingkan dengan kelompok T1,TE3dan kontrol positif.

Pada kelompok T3 tidak ada perbedaan signifikaandgdersentase nekrosis hati
dengan semua kelompok perlakuan, yaitu kelompokiZ;1T4, kontrol negatif dan
kontrol positif.

Pada kelompok T4 tidak ada perbedaan signifikaandglersentase nekrosis hati
dengan semua kelompok perlakuan, yaitu kelompokZ;1T3, kontrol negatif dan
kontrol positif.

Pada kelompok kontrol positif terdapat perbedagmifskan dalam persentase
nekrosis hati dengan kelompok kontrol negatif,terlihat dengan adanya tanda bintang
pada uji Dunett T3. Sedangkan dengan kelompok P1,TB, T4 tidak berbeda secara
signifikan dalam penurunan persentase nekrosis hati

Berdasarkan nilai rata-rata kemampuan menurunkesepese nilai nekrosis hati
diperoleh nilai yang paling baik adalah kelompokykitu sebesar 48.30 %.

Pengamatan nekrosis dilihat inti sel yang terjakigsis :

Keterangan :
C A: Sel normal

B: Sel yang mengalami piknosis
B C : Vena sentralis

Gambar 9. Sel normal dan piknotik.
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Bantral positif Eontrol negatif

Kelompok T2 Kelompok T1

Kelompok T3 Kelnmpok T4

Gambar 10. Sel yang mengalami nekrosis pada tiap kempok perlakuan.

3. Identifikasi sub fraksi aktif

Kelompok fraksi T1, T2, T3, T4 dilakukan identifddakandungan senyawa
aktifnya. Masing-masing senyawa aktif yang diujalath alkaloid, terpenoid, glikosida,
flavonoid. Berikut adalah hasil identifikasi alkemladengan fase diam silika gel 6854
fase gerak metanol : amoniak (100 : 1,5). Warna dippawah sinar U\ss meredam dan

UV3es warna kuning dengan pereaksi Dragendorff memberianma spot alkaloid
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orange Alkaloid terdeteksi pada kelompok fraksi T1 Rf(regatif), fraksi T2 Rf. 0,69

(positif), fraksi T3 Rf. 0,63 (positif), fraksi TRf. 0.15 (positif).

ETN 254 mnpmn L% %8S man R Bl

Gambar 11. Identifikasi senyawa alkaloid dengan fasdiam silika gel 60 ks, dan fase gerak metanol
: amoniak (100 : 1,5) dan pereaksi Dragendorff

Pada identifikasi kualitatif steroid dengan TLC mguanakan fase diam silika gel
60 Fs4 fase gerak toluen : etil asetat (93 : 7) dan paieaanillin-asam sulfat dan
pembanding Tymol. Dipanaskan £00, kemudian diamati secara visibel. Didapatkan
Warna spot di bawah sinar UV 254 nm meredam, sg@andengan pereaksi semprot
didapatkan bercak warna merah violet. steroid tekde pada kelompok fraksi T1
dengan harga Rf sebesar Rf. 0.31. Sedangkan pddapgak T2, T3 dan T4 tidak

terdapat bercak merah violet.

L2254 iy uy IS5 I isidea|

Gambar 12. Identifikasi senyawa steroid dengan fasdiam silika gel 60 ks, dan fase gerak toluen :
etil asetat (93 : 7) dan pereaksi vanillin-asam sfat
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Pada identifikasi kualitatif terpenoid dengan TL@nggunakan fase diam Silika
gel 60 ks4 fase gerak kloroform : metanol (2 : 8) dan peredksberman-burchad
didapatkan warna spot di bawah sinar UV 254 nmed®n, sedangkan dengan pereaksi
semprot didapatkan bercak warna coklat abu-abipeheid terdeteksi pada kelompok
fraksi T1 dengan harga Rf sebesar Rf. 0.83, keldnijo(Rf 0,83) dan kelompok T3 (Rf

0,67).

Lieberman Burchad

Gambar 13. Identifikasi senyawa terpenoid dengan e diam silika gel 60 b, dan fase gerak
kloroform : methanol (2 : 8) dan pereaksi Liebermanburchad

Pada identifikasi kualitatif adanya flavonoid demgBlLC, menggunakan fase
diam sellulosa dan fase gerak etil asetat : asamidid : asam asetat : air (100 :11:11:27)
dengan pereaksi amoniak dan pembanding rutin Wegpatdi bawah sinar UV 254 nm
meredam. Sedangkan dengan pereaksi ammonia memrbewarna spot kuning.
Flavonoid terdeteksi pada kelompok T1 denganORG6, kelompok T2 dengan Rf.

0.78, kelompok T3 dengan Rf. 0.39, 0.78, kelomfd@kdengan Rf. 0.55.
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WI i LA S nmy
Gambar 14 . Identifikasi senyawa flavonoid denganafse diam sellulosa dan fase gerak etil
asetat : asam formiat : asam asetat : air (100 :111:27) dan pereaksi amoniak

Pada identifikasi kualitatif glikosida dengan TLGmnggunakan fase diam Silika
gel 60 ks, fase gerak kloroform : metanol : air (3 : 1 :0dan pereaksi asam sulfat 10%
Didapatkan Warna spot di bawah sinar UV 254 nm eaem, sedangkan dengan
pereaksi semprot didapatkan bercak warna hitanbkdkxrdeteksi pada kelompok fraksi
T1 dengan harga Rf sebesar Rf. 0,98. Sedangkankpéatapok T2 Rf 0,16 dan 0,59, T3

Rf 0,16 dan Rf 0,34 dan T4 RfO0,16.

L 254 LM 365 “isibal

Tabel 15. Identifikasi kandungan glikosida dengan dse diam silika gel 60 b, fase gerak
kloroform : metanol : air (3 : 1 :0,1) dan pereaksiasam sulfat 10%

Fraksi metanol ditentukan kandungan senyawa yadgpat di dalamnya. secara
analisis kimia. Fraksi di tes kandungan alkaloldydnoid, steroid, terpenoid, glikosida,

dengan menggunakan fase gerak yang berbeda-bedéasdadiam silika gel Gk, dan
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selulosa untuk flavonoid. Analisis kimia menunjuRk&aksi metanol kelompok T1
mengandung steroid, terpen, flavonoid dan glikegldn kadar fenol total 33,87% dan
alkaloid negatif. Kelompok T2 mengandung senyawavéihoid, glikosida, alkaloid,
terpen dengan kadar fenol total 29,05%. KelompokriERigandung senyawa Flavonoid,

glikosida, alkaloid, terpen dengan kadar fenollt8352%. Kelompok T4 mengandung

senyawa Flavonoid, glikosida, alkaloid, dengan ké&elaol total 16, 63%.

Tabel 6. Data kandungan senyawa tiap sub fraksi

Kelompok | Flavonoid Glikosida Alkaloid Terpen steroid Total
sub fraksi fenol
(%)
Fase diam | fase diam| fase diam| fase  diam| fase diam| fase diam -
dan fase | sellulosa dan silika gel 60| silika gel 60| silika gel 60| silika gel 60
gerak fase gerak F,s, dan fase| Fosy dan| Fys, dan| Fys4dan
etil asetat : gerak fase gerak fase gerak fase gerak
asam formiat kloroform metanol :| kloroform : | toluen : etil
: asam asetdat metanol : air| amoniak methanol (2| asetat (93 :
. ar (100 (3:1:0,1) (100:1,5). |:8) 7
:11:11:27)
Deteksi Amonia Asam sulfat Dragendorf Lieberman-vanillin- -
burchad T asam sulfat
Kelompok
sub fraksi
T1 Positif Positif - Positif Positif 33,87
(Rf 0,96) (Rf 0,98) (Rf. 0.83) (Rf 0,31)
T2 Positif Positif Positif Positif - 29,05
(Rf0,78) ( Rf 0,16 dan| (0,69) (Rf0,83)
0,59
T3 Positif Positif Positif Positif - 20,52
(Rf 0,38 dan| (Rf 0,16 dan| Rf(0,63) (Rf 0,67)
Rf 0,78) 0,34)
T4 Positif Positif Positif - - 16,63
(Rf 0,55) (Rf 0,16) (Rf 0,15)

4. Pembahasan

Pemaparan organisme atau infeski bakteri akan nasigan aktifasi bermacam
respon imun diantaranya fagositosis. Sebagai apebses fagositosis kontak antara
antigen dengan sel fagosit sangat penting (Bisayal, 2002). Banyak antigen yang

dapat menyebabkan respon imun diantaranya viruseli#an ini juga menunjukkan
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aktifitas respon imun yang ditunjukkan dengan adafggositosis makrofag dengan
pemaparan vaksin hepatitis B.

Aktifitas brotowali (Tinospora cordifolia Miers) sebagai imunostimulan dan
hepatoprotektor sudah banyak diteliti. Kebanyakampunyai persamaan hasil bahwa
yang mempunyai aktifitas imun aktif adalah ekstptar. Berdasarkan hal tersebut,
penelitian ini diperkirakan juga memberikan efelumstimulan yang tinggi adalah fraksi
polar. Penelitian yang telah dilakukan sebelumnigh @eneliti pada identifikasi fraksi
kasar, fraksi metanol adalah yang paling aktif. dibuktikan dengarHemagglutinasi
Testmenunjukkan adanya aglutinasi pada plate, sedang&da fraksi heksan dan etil
asetat tidak. Fraksi metanol yang aktif dipisahankanyawanya dengan kromatografi
kolom dengan fase gerak kloroform : methanol. Hdslhpatkan 4 macam fraksi yaitu
kelompok fraksi T1 (berat 366 mg), T2 (berat 519 M@ (berat 101 mg) dan T4 (berat
929 mg). Berikut identifikasi kandungan senyawa da aktfitas imunomodulator dan
hepatoprotektor dari brotowali.

Tabel 7. Hasil identifikasi kandungan senyawa

Kelompok
Uji Kandungan | Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kontrol Kontrol
senyawa T1 T2 T3 T4 positif negatif
Flavonoid Rf 0,96 Rf 0,78 Rf 0,38 dan Rf 0,55 # #
Rf0,78
Glikosida Rf 0,98 Rf 0,16 dan Rf 0,16 dan | Rf 0,15 # #
Jantung 0,59 Rf 0,34
Alkaloid - 0,69 Rf 0,63 Rf 0,16 # #
Terpen Rf 0,83 0,83 Rf 0,67 - # #
Steroid Rf 0,31 - - - # #
Total fenol 33,87 29,05 20,52 16, 63 # #
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Tabel 8. Hasil identifikasi uji aktifitas

Kelompok
Uji Aktifitas Kelompok | Kelompok | Kelompok | Kelompok Kontrol Kontrol
T1 T2 T3 T4 positif negatif
Uji fungsi 328.66 + 35, 260.43 + 42,/ 221.19 + 45, 291.04 + 23, 296.53 + 40,| 170.69 +
makrofag
(Rata-rata IF) | 82 * 35 39 64 97 29, 47
Uji ALT 3.60+ 0.89 | 520+1.64 | 11.80+8.64| -2.80+2.17 | 1.60 £4.62 21.26 +
* 6.40
Uji Histologi 48.30 = 2.45| 41.06 +5.46| 46.95+3.2% 48.28+5.5245.90+3.34 | 6552+
hati * 8.62
Keterangan :

K+ = Kontrol positif

K- = Kontrol positif

# = Tidak dilakukan uji identifikasi senyawa
* = Aktifitas yang paling besar

Penelitian uji aktifitas imunomodulator dilanjutkatengan menggunakan uji
makrofag untuk mengetahui kemampuan fagositosisiaktofag terhadap lateks dengan
pemberian keempat macam fraksi. Hasil yang didapathkenunjukkan fraksi yang
paling aktif sebagai imunostimulan adalah fraksi ddngan dosis pemberian 0,3416
mg/20 gram mencit. Berdasarkan analisa kualitagiighn TLC diketahui kandungan
senyawa yang ada didalamnya adalah flavonoid, gjlikg terpen, steroid dengan total
fenol di dalmnya 33, 87. Keempat senyawa ini dipakan bertanggung jawab dalam
meningkatkan efek imunostimulan dari brotowali. Ksiaaktif nomer dua sebagai
imunostimulan adalah kelompok fraksi T4 dengan sipgimberian 0,8671 mg/20 gram
mencit, walaupun secara statistik deng&OVAsatu jalan pada uji Tukey tidak berbeda
secara signifikan tetapi rata-rata kemampuan fémgsimakrofag dari kedua kelompok
ini berbeda Rata-rata kemampuan fagositosis makrofag kelompblkadalah 328,664

sedangkan kelompok T4 291,042. Hasil identifikasidungan senyawa kimia yang ada
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didalamnya adalah flavonoid, glikosida, alkaloichdatal fenol 16,63. Berdasarkan data
diatas ada perbedaan kandungan senyawa kimia pyadta fraksi T1 terdapat senyawa
terpen dan steroid sedangkan pada fraksi T4 tifakksi T4 mengandung senyawa
alkaloid sedangkan pada T1 tidak. Jadi kandungagase yang diperkirakan paling
aktif sebagai imunstimulan adalah senyawa flavongittosida, dan terpen. Glikosida
juga aktif dalam meningkatkan sistem imunitas. @eray glikosida yang aktif sebagai
imunostimulan pada brotowali diantarargtaroden furano diterpen glycosidgyringin,
cordiol, cordioside, cordifoliosidA dan B. Syringin dan cordial dapat meningkatkan
serum IgG (Kapil dan Sharma, 1997¢ordioside dan cordiofoliosideA dapat
menginduksi aktifitas makrofag (Kapil dan sharm&alf97). Brotowali dalam
meningkatkan respon imun diperkirakan karena kensampya dalam memperbaharui
sitokin, selain itu brotowali juga dapat meningkatk GM-CSF Granulocyte
Machrophage Colony Stimulating Fac}or

Senyawa aktif lain sebagai imunstimulan yaitu tarpBalam penelitian ini
senyawa terpen ditemukan dalam fraksi T1, dan&tapt kalu dilihat aktifitasnya antara
fraksi T1 dan T2, fraksi T1 lebih bagus dalam faigsss makrofag. Perbedaan yang
nyata antara keduanya adalah adanya senyawa steemld fraksi T1 didapatkan bercak
senyawa terpen denngan Rf 0,83. Besar kemunglksi@ayawa ini yang menyebabkan
aktifitas fagositosis makrofag berbeda antara frddsdan T2. Senyawa terpen yang
aktif dalam brotowali sebagai imunstimulan salalusga adalahepoxy clerodane
diterpen yang dapat mencegah terjadinp@patoselluler carcinomgDhanasekaran,
2008). Berikut adalah gambar histogram rata-ratdeka fagositosis tiap kelompok

perlakuan.
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Historgram rata-rata indeks fagositosis makrofag
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Gambar 16. Histogram Rata-rata Indeks fagositosi Makrofag

Berdasarkan hasil nilai ALT dan uji histologi h&rlihat fraksi yang memiliki
aktivitas yang bagus adalah dengan uji histopatdiati kelompok fraksi T1 dan dengan
menggunakan parameter nilai ALT adalah kelompoksird3. Keduanya memberikan
hasil yang paling tinggi dengan uji yang berbedand®jian dengan mengamati keadaan
histopatologi sel hati relatif lebih spesifik dilslimg dengan uji ALT. Berdasarkan
identifikasi kandungan senyawa dalam brotowali, gyarberkhasiat sebagai
hepatoprotektor adalah flavonoid, glikosida jantusgaloid, terpen. Pada kelompok T1
Senyawa flavonoid yang aktif sebagai hepatoprotéiemungkinan senyawa dengan Rf
0,96, sedangkan glikosida jantung yang aktif sebhagpatoprotektor yang mempunyai
Rf 0,98.senyawa terpen Rf 0,83 dan senyawa st&bl31. Pada kelompok fraksi T3
senyawa yang aktif sebagai hepatoprotektor ad#abrfoid, glikosida jantung, terpen,
alkaloid. Senyawa flavonoid yang aktif sebagai hepatektor kemungkinan senyawa
dengan Rf 0,78, sedangkan glikosida jantung yand sébagai hepatoprotektor yang
mempunyai Rf 0,34, senyawa terpen Rf 0,67 dan semyalkaloid Rf 0,63. Perlu
penelitian lebih lanjut untuk mengetahui kesamaanyawa antara T1 dan T2 yang

mempunyai khasiat sebagai hepatoprotektor dan imodalator. Berikut gambar
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histogram uji aktifitas ALT dan uji histopatologelshati dari masing-masing kelompok

uji.
Histogram selisih rata-rata nilai ALT
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Gambar 17. Histogram Selisih Rata-rata i ALT
Histogram rata-rata persentase nekrosis hati
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Gambar 18. Histogram Persentase Rata-ratad¥rosis

Kemampuan brotowali sebagai hepatoprotektor adadadna aktivitasnya dalam
memperbaiki fungsi sel kupffer, dan kemampuan membu dari dari sel
polymorphonuclear (Dahanukar, 2000). Brotowali juiggat mencegah pefoksidasi lipid
yagn biasa memicu terjadinya kerusakan pada sejt{haet al, 2008).

Penelitian ini memberikan hasil bahwa brotowdlinpspora cordifoliaMiers )
mempunyai kemampuan dalam imunomodulator dan hepéktor dengan diinduksi

vaksin hepatitis B. Fraksi yang aktif sebagai imandulator dan hepatoprotektor adalah
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fraksi T1. Senyawa yang dimungkinkan aktif sebagawunomodulator dan

hepatoprotektor adalah terpen, steroid, flavorglitpsida dan alkaloid.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

A. Kesimpulan

Kesimpulan yang dapat diperoleh dari penelitiaragalah sebagai berikut :

Pertama, ekstrak brotowali mempunyai khasiat selagsmomodulator yang
diinduksi oleh vaksin hepatitis B.

Kedua, brotowali mempunyai efek hepatoprotektadap&erusakan hati yang
disebabkan oleh induksi vaksin hepatitis B

Senyawa aktif yang berfungsi sebagai imunomodulatan hepatoprotektor

dalam brotowali adalah terpen, steroid, flavonglikosida dan alkaloid.

B. Saran

Penelitian lebih lanjut tentang senyawa pada sakksfrmetanol yang memberi

efek hepatoprotektor dan imunostimulan.
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Lampiran 1. Surat keterangan pengambilan bahan dameterminasi tanaman

DEPARTEMEN KESEHATAN R.L

BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN V’

BALAI BESAR PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN
TANAMAN OBAT DAN OBAT TRADISIONAL

INDONESIA
%—h x§'— J1. Raya Lawu No. 11 Tawangmangu, Karanganyar, Surakariz, Jawa Tengah SEHAT
HE Telp. (0271) 697010 Fax. (0271) 697451, E-mail : b2p2to2t@gmail.com 2010
Nomor : KS.01.02./3/765% /2008 A2 Desember 2008
Lampiran : 1 (satu) berkas
Perihal : Keterangan Determinasi

Yth. Dekan Fak. Farmasi
Universitas Setia Budi Surakarta
di tempat

Menunjuk surat Saudara nomor : 169.1//PPs/X11/2008 tanggal 2 Desember 2008 perihal
seperti pada pokok surat, dengan ini kami beritahukan bahwa mahasiswa Saudara

No Nama/NIM Determinasi tanaman
(@ | Rini Prastiwi, S.5i., Apt.
SBF.010710014 Tinospora cordifolia (L.) Miers.

telah melakukan determinasi tanaman tersebut di Balai Besar Penelitian dan
Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional (B2P2TO2T) Tawangmangu. Untuk
itu, setelah selesai penelitian mahasiswa yang bersangkutan diwajibkan menyerahkan 1
(satu) ekspl. hasil penelitian kepada Kepala B2P2TO2T

Demikian, atas perhatian Saudara kami sampaikan terimakasih

oM PErGE,

A

;E;::'A‘ EESAR PENELITIAN DAy
El aiMLANHAW TANAM AN OBAT
N OBAT TRADSIONAL

Tembusan :

1. Kepala B2P2TO2T (sebagai laporan)
2. Mahasiswa yang bersangkutan
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SURAT KETERANGAN DETERMINASI

Nama : Tinospora cordifolia (L.) Miers.

Suku : Menispermaceae.

Hasil determinasi menurut C.A. Backer (1968):
1b 2b 3b 4b 12b 13b_14b_17b_18b 19b 20b_21b 22b 23b_24b 25b_26b_27a 28

b 29b 30b 31a 32a 33a 34a 35a 36d_37b_38b 39a 40b 19. Menispermaceae

1b_2b 3b_6b_10a_1la 12a 9. Tinospora
1b Tinospora cordifolia (L.) Miers.
Deskripsi tanaman :

Habitus; Semak, memanjat, tahunan, tinggi 2-5 m. Batang; Bulat, berkayu, permukaan
berbenjol-benjol, bercabang, hijau. Daun; Tunggal, tersebar, bentuk jantung. ujung
runcing, tepi rata, pangkal berlekuk, panjang 7-12 cm, lebar 7-11 cm, bertangkai,
pertulangan menjari, tangkai daun menebal pada pangkal dan ujung, hijau. Bunga;
Majemuk, bentuk tandan, panjang 7-25 cm, terletak pada batang, kelopak tiga, bulat
telur, kecil, hijau, mahkota 3, bentuk benang, bulat telur, hijau, benang sari 6, panjang
tangkai 2-3 mm, hijau muda, kepala sari kuning, Buah; Batu, kecil, hijau. Akar;
Tunggang, putih kotor.

Tawangmangu, Desember 2008
Penanggung jawab,
Instalasi Sistimatika Tumbuhan Obat

[/ &,

Suprivati
NIP. 140 219199

60



Lampiran 2. Surat keterangan pembelian mencit ballz

Bagian Farmakologi dan Farmasi Klinik
Fakultas Farmasi

Universitas Gadjah Mada
Sekip Utara Yogyakarta 55281 Telp. (0274) 902660 Fax (0274) 543120

SURAT KETERANGAN
Nomor : FA/FFK/004/Kandang/V1I/2009

Yang bertanda tangan di bawah ini Kepala Bagian Farmakologi dan Farmasi Klinik
Fakultas Farmasi UGM menerangkan bahwa :

Nama : Rini Prastiwi
No. Mhs e
Institusi : Fak. Farmasi Univ. Setia Budi Surakarta

Telah melakukan pembelian mencit galur Balb-c jenis kelamin jantan umur 2 bulan
sebanyak 25 ekor dalam keadaan sehat. Mencit tersebut digunakan untuk penelitian .

Pembelian dilakukan pada tanggal 15 Juni 2009.

Demikian, semoga surat keterangan ini dapat digunakan sebaik-baiknya.

Yogyakarta, 23 Juli 2009
Kepala Bagian,

A

Dra. Nurlaila, M.Si., Apt.
[¢ NIP. 130 885 708
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Lampiran 3. Berat tiap fraksi yang dihasilkan dari kromatografi kolom vakum
Fraksi metanol sebanyak 3 gram dipisahkan dengamatografi kolom vakum dengan
campuran fase gerak kloroform : metanol. Didapatk&elompok fraksi. Berikut berat

dari masing-masing kelompok fraksi

Kelompok Fraksi Berat (gram)
T1 0,366 gram
T2 0,591 gram
T3 0,101 gram
T4 0,929 gram
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Lampiran 4. Penentuan dosis

Dosis Kontrol Positif hepatoprotektor (Curcuma®)

Tiap tablet mengandung 200 mg Curcuma.

Dosis pemakaian pada manusia = 1 tablet/hari =n2§/@ari

Dosis pemakaian pada mencit = faktor konversi mankis mencit x dosis pemakaian
pada manusia

Dosi mencit = 0,0026 x 200 mg = 0,52 mg/20 gramgeiten

Dosis Kontrol Positif untuk imunomodulator (Imboost®)

Tiap tablet mengandung 250 mg Echinaceae.

Dosis pemakaian pada manusia = 1 tablet/hari =n2&p0ari

Dosis pemakaian pada mencit = faktor konversi mankis mencit x dosis pemakaian
pada manusia

Dosi mencit = 0,0026 x 250 mg = 0,65 mg/20 gramgaiten

Dosis masing-masing fraksi metanol

Dosis ekstrak brotowali = 100 mg/kg BB tikus (Bigh&002)

Dosis fraksi =100/1000 x 200 mg20 mg/200 gramtiRBs

Konversi dosis tikus ke mencit = 0,14 x 20 mg =@@20 BB mencit (dosis ini
digunakan untuk uji pendahuluan mencari fraksifaeri heksan, etil asetat, kloroform)
Fraksi yang aktif dengan uji aktifitas = fraksi aueol.

Kelompok dosis untuk tiap kelompok perlakuan :
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Kelompok Berat tiap fraksi Dosis Pemberian /20 gram mencit
perlakuan

T1 0,366 gram 0,366/3 x 2,8 mg = 0,3416 mg

T2 0,591 gram 0,519/3 x 2,8 mg = 0,4844 mg

T3 0,101 gram 0,101/3 x 2,8 mg = 0,0942 mg

T4 0,929 gram 0,929/3 x 2,8 mg = 0,8671 mg

Dosis Pemberian Vaksin Hepatitis B

Vaksin hepatitis B Engeffanengandung HbsAg 20 pg/1 ml.

Dosis untuk mencit berat 20 gram

Dosis pemakaian pada mencit = faktor konversi markesmencit x dosis pemakaian
=0,0026 x 20 ug = 0,052 ug/20 gram mencit

= 0,052 pg x 10 = 0,52 ng/20 gram mencit
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Lampiran 5. Data pengamatan uji makrofag

Kelompok Replikasi Indek Fagositosis
makrofag

Kelompok T1 303.38
387.10
310.98
338.92

302.94

U'I-b(JOI\J'_\

Kelompok T2 261.63
260.26
273.60
312.05

194.60

U'I-b(JOI\J'_\

Kelompok T3 191.06
224.22
283.72
166.14

240.81

U'I-b(JOI\J'_\

Kelompok T4 284.66
276.34
328.32
298.08

267.81

U'I-b(JOI\J'_\

277.60
319.60
237.00
304.88
343.56

Kelompok
kontrol positif

a b wnN Bk

121.44
189.61
191.78
165.24
185.40

Kelompok
kontrol negatif

abhwnN Bk
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Lampiran 6. Data pengamatan aktivitas enzim ALT

Kelompok Replikasi Selisih nilai ALT
(U/L)

Kelompok T1

O'I-bwl\)'_\
wWhwwo

Kelompok T2

O‘I-bwl\)l_\
~ O100 01~

Kelompok T3

O'I-bwl\)'_\
N =
N 5 ©

Kelompok T4

O'I-bwl\)'_\
1
(6]

Kelompok
kontrol positif

abhwNPE
(o]

-14
-23
-31
-17
-21

Kelompok
kontrol negatif

abhwNPE
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Lampiran 7. Data pengamatan persentase nekrosis hat

Kelompok

Replikasi

Nekrosis hati (%)

Kelompok T1

U'I-b(JOI\J'_\

48.72
46.15
50.00
51.16
45.45

Kelompok T2

U'I-b(JOI\J'_\

43.18
45.65
37.50
33.33
45.65

Kelompok T3

U'I-b(JOI\J'_\

50.00
45.31
47.06
42.37
50.00

Kelompok T4

U'I-b(JOI\J'_\

52.08
41.67
44.78
55.42
47.44

Kelompok
kontrol positif

a b wnN Bk

43.48
46.51
47.83
41.67
50.00

Kelompok
kontrol negatif

abhwnN Bk

72.88
76.74
60.00
58.00
60.00
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Lampiran 8. Hasil tes hemaglutination

Gambar 19. Hasil Hemaglutination test

Fraksi metanol

Fraksi etil asetat

Fraksi heksan

Heksan Etil Asetat Metanol
Lubang
1 + + + + + + + + +
2 - - - - - - + + +
3 - - - - - - + + +
4 - - - - - - + + +
5 - - - - - - + + +
6 - - - - - - + + +
7 - - - - - - + + +
8 - - - - - - + + +
9 - - - - - - + + +
10 - - - - - - + + +
11 - - - - - - + + +
12 - - - - - - - - -

Keterangan = (-) tidak terjadi aglutinasi (terdapat endapan)
(+) terjadi aglutinasi
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Lampiran 9. Hasil analisa uji makrofag dengan metde Tukey HSD

NPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Makrofag

_fagosit
N 30
Normal Parametersab  Mean 261.4243
Std. Deviation 63.07837

Most Extreme Absolute 126
Differences Positive 122
Negative -.126
Kolmogorov-Smirnov Z .690
Asymp. Sig. (2-tailed) .728

a. Test distribution is Normal.

b. calculated from data.

Oneway

Makrofag fagosit

Descriptives

95% Confidence Interval for
Mean

N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
T1 5 | 328.6640 35.82485 | 16.02136 284.1816 373.1464 302.94 387.10
T2 5 | 260.4280 42.34717 | 18.93823 207.8470 313.0090 194.60 312.05
T3 5 | 221.1900 45.39396 | 20.30080 164.8260 277.5540 166.14 283.72
T4 5 | 291.0420 23.64206 | 10.57305 261.6865 320.3975 267.81 328.32
Kontrol positif 5 | 296.5280 40.97540 | 18.32476 245.6503 347.4057 237.00 343.56
Kontrol negatif 5 | 170.6940 29.47204 | 13.18029 134.0996 207.2884 121.44 191.78
Total 30 | 261.4243 63.07837 | 11.51648 237.8705 284.9782 121.44 387.10

Test of Homogeneity of Variances
Makrofag_fagosit
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
.393 5 24 .849
ANOVA
Makrofag_fagosit
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups |82412.170 5 16482.434 11.996 .000
Within Groups 32975.382 24 1373.974
Total 115387.6 29
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Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Makrofag_fagosit

Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(I) Kelompok_perlakuan  (J) Kelompok_perlakuan (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
T1 T2 68.2360 | 23.44333 .073 -4.2492 140.7212
T3 107.4740* | 23.44333 .001 34.9888 179.9592
T4 37.6220 | 23.44333 .603 -34.8632 110.1072
Kontrol positif 32.1360 | 23.44333 743 -40.3492 104.6212
Kontrol negatif 157.9700* | 23.44333 .000 85.4848 230.4552
T2 T1 -68.2360 | 23.44333 .073 -140.7212 4.2492
T3 39.2380 | 23.44333 .561 -33.2472 111.7232
T4 -30.6140 | 23.44333 779 -103.0992 41.8712
Kontrol positif -36.1000 | 23.44333 .643 -108.5852 36.3852
Kontrol negatif 89.7340* | 23.44333 .009 17.2488 162.2192
T3 T1 -107.4740* | 23.44333 .001 -179.9592 -34.9888
T2 -39.2380 | 23.44333 .561 -111.7232 33.2472
T4 -69.8520 | 23.44333 .064 -142.3372 2.6332
Kontrol positif -75.3380* | 23.44333 .038 -147.8232 -2.8528
Kontrol negatif 50.4960 | 23.44333 .295 -21.9892 122.9812
T4 T1 -37.6220 | 23.44333 .603 -110.1072 34.8632
T2 30.6140 | 23.44333 779 -41.8712 103.0992
T3 69.8520 | 23.44333 .064 -2.6332 142.3372
Kontrol positif -5.4860 | 23.44333 1.000 -77.9712 66.9992
Kontrol negatif 120.3480* | 23.44333 .000 47.8628 192.8332
Kontrol positif T1 -32.1360 | 23.44333 743 -104.6212 40.3492
T2 36.1000 | 23.44333 .643 -36.3852 108.5852
T3 75.3380*% | 23.44333 .038 2.8528 147.8232
T4 5.4860 | 23.44333 1.000 -66.9992 77.9712
Kontrol negatif 125.8340* | 23.44333 .000 53.3488 198.3192
Kontrol negatif T1 -157.9700*% | 23.44333 .000 -230.4552 -85.4848
T2 -89.7340* | 23.44333 .009 -162.2192 -17.2488
T3 -50.4960 | 23.44333 .295 -122.9812 21.9892
T4 -120.3480* | 23.44333 .000 -192.8332 -47.8628
Kontrol positif -125.8340* | 23.44333 .000 -198.3192 -53.3488

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Homogeneous Subsets

Makrofag_fagosit

Tukey HSD®

Subset for alpha = .05
Kelompok perlakuan N 1 2 3
Kontrol negatif 5 | 170.6940
T3 5 | 221.1900 | 221.1900
T2 5 260.4280 | 260.4280
T4 5 291.0420 | 291.0420
Kontrol positif 5 296.5280
Tl 5 328.6640
Sig. .295 .064 .073

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 5.000.
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Lampiran 10. Hasil analisa uji ALT dengan metodeDunett T3

NPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
KADAR

N 30
Normal ParametersaP  Mean -.31

Std. Deviation 11.425
Most Extreme Absolute 181
Differences Positive 150

Negative -.181
Kolmogorov-Smirnov Z .989
Asymp. Sig. (2-tailed) .281

a. Test distribution is Normal.

b. calculated from data.

Oneway
Descriptives
KADAR
95% Confidence Interval for
Mean

N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum [ Maximum
Kelompok T1 5 3.60 .894 400 2.49 4.71 3 5
Kelompok T2 5 5.20 1.643 .735 3.16 7.24 4 8
Kelompok T3 5 11.80 8.643 3.865 1.07 22.53 6 27
Kelompok T4 5 -2.80 2.168 .970 -5.49 -11 -5 0
Kontrol positif 5 1.60 4.615 2.064 -4.13 7.33 -4 8
Kontrol negatif 5 -21.26 6.396 2.861 -29.20 -13.32 -31 -14
Total 30 -.31 11.425 2.086 -4.58 3.96 -31 27

Test of Homogeneity of Variances
KADAR
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
2.671 5 24 .047
ANOVA
KADAR
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups | 3205.255 5 641.051 26.506 .000
Within Groups 580.452 24 24.186
Total 3785.707 29

Oneway
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Descriptives

KADAR
95% Confidence Interval for
Mean

N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
Kelompok T1 5 3.60 .894 400 2.49 471 3 5
Kelompok T2 5 5.20 1.643 735 3.16 7.24 4 8
Kelompok T3 5 11.80 8.643 3.865 1.07 22.53 6 27
Kelompok T4 5 -2.80 2.168 .970 -5.49 -11 -5 0
Kontrol positif 5 1.60 4615 2.064 -4.13 7.33 -4 8
Kontrol negatif 5 -21.26 6.396 2.861 -29.20 -13.32 -31 -14
Total 30 -31 11.425 2.086 -4.58 3.96 -31 27

Test of Homogeneity of Variances
KADAR
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
2.671 5 24 .047
ANOVA
KADAR
Sum of

Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 3205.255 5 641.051 26.506 .000
Within Groups 580.452 24 24.186
Total 3785.707 29
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Post Hoc Tests

Dependent Variable: KADAR

Multiple Comparisons

Dunnett T3
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(I) Kelompok_perlakuan  (J) Kelompok_perlakuan (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Kelompok T1 Kelompok T2 -1.60 .837 .616 -5.14 1.94
Kelompok T3 -8.20 3.886 .539 -28.04 11.64
Kelompok T4 6.40* 1.049 .013 1.70 11.10
Kontrol positif 2.00 2.102 .983 -8.44 12.44
Kontrol negatif 24.86* 2.888 .007 10.26 39.46
Kelompok T2 Kelompok T1 1.60 .837 .616 -1.94 5.14
Kelompok T3 -6.60 3.934 .740 -26.16 12.96
Kelompok T4 8.00* 1.217 .003 3.17 12.83
Kontrol positif 3.60 2.191 .758 -6.50 13.70
Kontrol negatif 26.46* 2.953 .004 12.18 40.74
Kelompok T3 Kelompok T1 8.20 3.886 .539 -11.64 28.04
Kelompok T2 6.60 3.934 .740 -12.96 26.16
Kelompok T4 14.60 3.985 132 -4.72 33.92
Kontrol positif 10.20 4.382 413 -8.41 28.81
Kontrol negatif 33.06* 4.809 .002 13.89 52.23
Kelompok T4 Kelompok T1 -6.40* 1.049 .013 -11.10 -1.70
Kelompok T2 -8.00* 1.217 .003 -12.83 -3.17
Kelompok T3 -14.60 3.985 132 -33.92 4.72
Kontrol positif -4.40 2.280 .609 -14.36 5.56
Kontrol negatif 18.46* 3.020 .016 4.41 32.51
Kontrol positif Kelompok T1 -2.00 2.102 .983 -12.44 8.44
Kelompok T2 -3.60 2.191 .758 -13.70 6.50
Kelompok T3 -10.20 4.382 413 -28.81 8.41
Kelompok T4 4.40 2.280 .609 -5.56 14.36
Kontrol negatif 22.86* 3.527 .003 8.74 36.98
Kontrol negatif Kelompok T1 -24.86* 2.888 .007 -39.46 -10.26
Kelompok T2 -26.46* 2.953 .004 -40.74 -12.18
Kelompok T3 -33.06* 4.809 .002 -52.23 -13.89
Kelompok T4 -18.46* 3.020 .016 -32.51 -4.41
Kontrol positif -22.86* 3.527 .003 -36.98 -8.74

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Lampiran 11. Hasil analisa uji histologi hati den@n metodeDunett T3

NPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Nekrosis_sel

N 30
Normal Parametersab  Mean 49.3343
Std. Deviation 9.09864

Most Extreme Absolute 204
Differences Positive .204
Negative -.133

Kolmogorov-Smirnov Z 1.118
Asymp. Sig. (2-tailed) .164

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.

Oneway
Descriptives
Nekrosis_sel
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound [ Upper Bound | Minimum | Maximum
T1 5 48.2960 2.44903 1.09524 45.2551 51.3369 45.45 51.16
T2 5 41.0620 5.45566 2.43985 34.2879 47.8361 33.33 45.65
T3 5 46.9480 3.25127 1.45401 42.9110 50.9850 42.37 50.00
T4 5 48.2780 5.52420 2.47050 41.4188 55.1372 41.67 55.42
kontrol positif 5 45.8980 3.34127 1.49426 41.7493 50.0467 41.67 50.00
kontrol negatif 5 65.5240 8.62481 3.85713 54.8149 76.2331 58.00 76.74
Total 30 49.3343 9.09864 1.66118 45.9368 52.7318 33.33 76.74
Test of Homogeneity of Variances
Nekrosis_sel
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
5.415 5 24 .002
ANOVA
Nekrosis_sel
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 1751.169 5 350.234 12.940 .000
Within Groups 649.604 24 27.067
Total 2400.773 29
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Oneway

Descriptives

Nekrosis_sel
95% Confidence Interval for
Mean

N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound [ Upper Bound | Minimum [ Maximum
T1 5 48.2960 2.44903 1.09524 45.2551 51.3369 45.45 51.16
T2 5 41.0620 5.45566 2.43985 34.2879 47.8361 33.33 45.65
T3 5 46.9480 3.25127 1.45401 42.9110 50.9850 42.37 50.00
T4 5 48.2780 5.52420 2.47050 41.4188 55.1372 41.67 55.42
kontrol positif 5 45.8980 3.34127 1.49426 41.7493 50.0467 41.67 50.00
kontrol negatif 5 65.5240 8.62481 3.85713 54.8149 76.2331 58.00 76.74
Total 30 49.3343 9.09864 1.66118 45.9368 52.7318 33.33 76.74

Test of Homogeneity of Variances

Nekrosis_sel
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
5.415 5 24 .002
ANOVA
Nekrosis_sel
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups | 1751.169 5 350.234 12.940 .000
Within Groups 649.604 24 27.067
Total 2400.773 29
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Post Hoc Tests

Multiple Comparisons

Dependent Variable: Nekrosis_sel

Dunnett T3
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(I) Kelompok perlakuan (J) Kelompok perlakuan (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
T1 T2 7.2340 2.67440 .287 -4.5553 19.0233
T3 1.3480 1.82036 .999 -5.8886 8.5846
T4 .0180 2.70239 1.000 -11.9259 11.9619
kontrol positif 2.3980 1.85266 921 -4.9972 9.7932
kontrol negatif -17.2280 4.00961 .074 -36.3755 1.9195
T2 T1 -7.2340 2.67440 .287 -19.0233 4.5553
T3 -5.8860 2.84025 529 -17.6669 5.8949
T4 -7.2160 3.47221 516 -20.7259 6.2939
kontrol positif -4.8360 2.86106 .736 -16.6367 6.9647
kontrol negatif -24.4620* 4.56402 .013 -43.1649 -5.7591
T3 T1 -1.3480 1.82036 .999 -8.5846 5.8886
T2 5.8860 2.84025 529 -5.8949 17.6669
T4 -1.3300 2.86662 1.000 -13.2514 10.5914
kontrol positif 1.0500 2.08494 1.000 -7.0636 9.1636
kontrol negatif -18.5760 4.12209 .053 -37.3890 .2370
T4 T1 -.0180 2.70239 1.000 -11.9619 11.9259
T2 7.2160 3.47221 516 -6.2939 20.7259
T3 1.3300 2.86662 1.000 -10.5914 13.2514
kontrol positif 2.3800 2.88724 997 -9.5592 14.3192
kontrol negatif -17.2460 4.58048 .073 -35.9703 1.4783
kontrol positif T1 -2.3980 1.85266 921 -9.7932 4.9972
T2 4.8360 2.86106 .736 -6.9647 16.6367
T3 -1.0500 2.08494 1.000 -9.1636 7.0636
T4 -2.3800 2.88724 .997 -14.3192 9.5592
kontrol negatif -19.6260* 4.13646 .042 -38.4080 -.8440
kontrol negatif T1 17.2280 4.00961 .074 -1.9195 36.3755
T2 24.4620* | 4.56402 .013 5.7591 43.1649
T3 18.5760 4.12209 .053 -.2370 37.3890
T4 17.2460 4.58048 .073 -1.4783 35.9703
kontrol positif 19.6260* | 4.13646 .042 .8440 38.4080

*. The mean difference is significant at the .05 level.
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Lampiran 12. Kadar ALT Orientasi dengan metodeTukey HSD

NPar Tests
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
KADAR

N 15
Normal Parametersab  Mean -3.2000

Std. Deviation 8.14336
Most Extreme Absolute 213
Differences Positive 122

Negative -.213
Kolmogorov-Smirnov Z .823
Asymp. Sig. (2-tailed) .507

a. Test distribution is Normal.

b. calculated from data.

Oneway
Descriptives
KADAR
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
Fraksi heksan 3 -1.6667 6.65833 3.84419 -18.2069 14.8735 -9.00 4.00
Fraksi etil asetat 3 -10.6667 15.01111 8.66667 -47.9563 26.6230 -28.00 -2.00
Fraksi metanol 3 2.6667 5.13160 2.96273 -10.0809 15.4143 -3.00 7.00
Kontrol positif 3 -1.0000 3.00000 1.73205 -8.4524 6.4524 -4.00 2.00
Kontrol negatif 3 -5.3333 2.51661 1.45297 -11.5849 .9183 -8.00 -3.00
Total 15 -3.2000 8.14336 2.10261 -7.7096 1.3096 -28.00 7.00
Test of Homogeneity of Variances

KADAR

Levene

Statistic dfl df2 Sig.

5.547 4 10 .013
ANOVA
KADAR
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups 305.733 4 76.433 1.228 .359
Within Groups 622.667 10 62.267
Total 928.400 14

Oneway
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Descriptives

KADAR
95% Confidence Interval for
Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound | Upper Bound | Minimum | Maximum
Fraksi heksan 3| -1.6667 6.65833 | 3.84419 -18.2069 14.8735 -9.00 4.00
Fraksi etil asetat 3| -10.6667 15.01111 | 8.66667 -47.9563 26.6230 -28.00 -2.00
Fraksi metanol 3 2.6667 5.13160 | 2.96273 -10.0809 15.4143 -3.00 7.00
Kontrol positif 3| -1.0000 3.00000 | 1.73205 -8.4524 6.4524 -4.00 2.00
Kontrol negatif 3| -5.3333 251661 | 1.45297 -11.5849 9183 -8.00 -3.00
Total 15 | -3.2000 8.14336 | 2.10261 -7.7096 1.3096 -28.00 7.00
Test of Homogeneity of Variances
KADAR
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
5.547 4 10 .013
ANOVA
KADAR
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 305.733 4 76.433 1.228 .359
Within Groups 622.667 10 62.267
Total 928.400 14
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: KADAR
Tukey HSD
Mean
Difference 95% Confidence Interval
(1) kelompok_perlakuan  (J) kelompok_perlakuan (1-J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Fraksi heksan Fraksi etil asetat 9.0000 6.44291 .643 -12.2042 30.2042
Fraksi metanol -4.3333 6.44291 .958 -25.5375 16.8708
Kontrol positif -.6667 6.44291 1.000 -21.8708 20.5375
Kontrol negatif 3.6667 6.44291 977 -17.5375 24.8708
Fraksi etil asetat Fraksi heksan -9.0000 6.44291 .643 -30.2042 12.2042
Fraksi metanol -13.3333 6.44291 .303 -34.5375 7.8708
Kontrol positif -9.6667 6.44291 .584 -30.8708 11.5375
Kontrol negatif -5.3333 6.44291 .916 -26.5375 15.8708
Fraksi metanol Fraksi heksan 4.3333 6.44291 .958 -16.8708 25.5375
Fraksi etil asetat 13.3333 6.44291 .303 -7.8708 34.5375
Kontrol positif 3.6667 6.44291 977 -17.5375 24.8708
Kontrol negatif 8.0000 6.44291 729 -13.2042 29.2042
Kontrol positif Fraksi heksan .6667 6.44291 1.000 -20.5375 21.8708
Fraksi etil asetat 9.6667 6.44291 .584 -11.5375 30.8708
Fraksi metanol -3.6667 6.44291 977 -24.8708 17.5375
Kontrol negatif 4.3333 6.44291 .958 -16.8708 25.5375
Kontrol negatif Fraksi heksan -3.6667 6.44291 977 -24.8708 17.5375
Fraksi etil asetat 5.3333 6.44291 916 -15.8708 26.5375
Fraksi metanol -8.0000 6.44291 .729 -29.2042 13.2042
Kontrol positif -4.3333 6.44291 .958 -25.5375 16.8708
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Homogeneous Subsets

KADAR

Tukey HSD®

Subset

for alpha

=.05
kelompok perlakuan N 1
Fraksi etil asetat 3 -10.6667
Kontrol negatif 3 -5.3333
Fraksi heksan 3 -1.6667
Kontrol positif 3 -1.0000
Fraksi metanol 3 2.6667
Sig. .303

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.
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Lampiran 13. Hasil data uji total fenol

Standard Table Report

09/25/2009 12:54.59 PM

File Name: D:\Data Analisa\Anif\445-T1-4.pho

Standard Curve

0.928 . : T
P 0.600 2
< 0.400 —&
02001 . a4 -
-0.059E ! 1 L
31.875 200.000 400.000 600.000 800.000
Conc. (mg/l)
y = 0.00082 x - 0.00276
Correlation Coefficient r2 = 0.99530
Standard Table
SampleID | Ex | Conc | WL760.0
1 STD 1 31.875 0.037
2 STD1-2 31.875 0.037
3 STD 1-3 31.875 0.037
4 STD 1-Avg 31.875 0.037
= STD2 63.750 0.075
6 STD 2-2 63.750 0.075
7 STD 2-3 63.750 0.075
8 STD 2-Avg 63.750 0.075
9 STD 3 127.50 0.088
10 STD 3-2 127.50 0.088
11 STD 3-3 127.50 0.088
12 STD 3-Avg 127.50 0.088
13 STD 4 255.00 0.187
14 STD 4-2 255.00 0.187
15 STD 4-3 255.00 0.187
16 STD 4-Avg 255.00 0.187
17 STD 5 510.00 0.389
18 STD 5-2 510.00 0.389
19 STD 5-3 510.00 0.389
20 STD 5-Avg 510.00 0.389
21 STD 6 1020.0 0.846
22 STD 6-2 1020.0 0.846
23 STD 8-3 1020.0 0.845
24 STD 6-Avg 1020.0 0.846
25

1020.000
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Sample Table Report

09/25/2009 12:55:09 PM

File Name: D:\Data Analisa\Anif445-T1-4.pho

Sample Table
Sample ID | Conc | WL760.0 Comments
1 T 0.378
2 T1-2 0.379
3 T1-3 0.378
4 T1-Avg 467.372 0.378 |Avg of preceding 3 Samples
& T2 0.571
6 T2-2 0.571
7 T2-3 0.570
8 T2-Avg 703.055 0.571 |Avg of preceding 3 Samples
9 T3 0.258
10 T3-2 0.258
11 T3-3 0.258
12 T3-Avg 320.094 0.258 | Avg of preceding 3 Samples
13 T4 0.198
14 T4-2 0.198
15 T4-3 0.198
16 T4-Avg 246.157 0.198 | Avg of preceding 3 Samples
17
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