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KATA PENGANTAR

Pertama tama kami mengucapkan Puji dan Syukur ke hadirat Allah SWT. vang telah
melimpahkan Rahmat dan Karunianya kepada Kita bersama. sehingga Seminar Nasional dan workshop
Perkembangan Terkini Sains Farmasi dan Klinik 111 dengan tema “Pelayanan Kefarmasian dan Herbal
Medicine” vang telah dilaksanakan pada Tanggal 4-5 Oktober 2013. berjalan dengan lancer dan sukses
yang luar biasa dan telah dapat menyusung Buku Prosiding. Seminar Nasional ini merupakan bagian
dari kegiatan Dies Natalis Faluktas Farmasi Universitas Andalas yang ke 49.

Ucapan terima kasih yang tidak terhingga kami sampaikan kepada Bapak Rektor Universitas
Andalas. Dekan Fakultas Farmasi Universitas Andalas dan Ketua Pengurus Daerah lkatan Apoteker
Indonesia serta para alumni Fakultas Farmasi yang telah memberikan arahan dan membantu sehingga
terlaksananya Seminar Nasional dan workshop Perkembangan Terkini Sains Farmasi dan Klinik III
dan pembuatan Buku Prosiding.

Ucapan terima kasih yang tidak terhingga juga kami sampaikan kepada para Pemakalah
Utama. Pemakalah Undangan dan Pemakalah Oral dan Pemakalah Poster yang telah datang dan telah
menyampaikan karya ilmiahnya pada acara Seminar Nasional dan workshop Perkembangan Terkini
Sains Farmasi dan Klinik 11l dan telah menyerahkan makalah lengkapnya pada Panitia.

Selanjutnya ucapan terima kasih kami kepada semua panitia dan tim editor sehingga dapat
menyelesaikan pembuatan Buku Prosiding Seminar Nasional dan workshop Perkembangan Terkini
Sains Farmasi dan Klinik II1.

Akhirnya, kami mengucapkan permitaan ma’af jika terdapat kesalahan dan kekurangan dalam
penyusunan Buku Proseding Nasional dan workshop Perkembangan Terkini Sains Farmasi dan Klinik
I1.

Semoga Buku Prosiding Seminar Nasional dan workshop Perkembangan Terkini Sains

Farmasi dan Klinik III dapat bermanfaat bagi kita semua.

Padang. Oktober 2013

Ketua Panitia,

(Dr. H. Yufri Aldi, M.Si. Apt.)
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UJI AKTIVITAS BEBERAPA SUBFRAKSI EKSTRAK ETIL ASETAT DARI
HERBA MENIRAN (Phyllanthus niruri Linn.) TERHADAP TITER ANTIBODI DAN
JUMLAH SEL EUKOSIT PADA
MENCIT PUTIH JANTAN

Yufri Aldi, Idil Farhan dan Dian Handayani
Fakultas Farmasi Universitas Andalas

ABSTRAK

The study concerning the activity of ethyl acetate subfraction from meniran herbs
(Phyllanthus niruri Linn.) on antibody titers and leukocyte cell numbers in male white mice
has been conducted. Subfraction 1.2.3.4.5.6.7 and 8 at dose 100mg/KgBB and twen 80 1%
and sheep ervthrocytes 5% as a control given for 7 days. Titers number and leukocyte cell
numbers counted on day-8. The results show that subfraction 1.2.3.4.5,6.7 and 8 at dose of
100 mg / kgBB increased the titers number significantly (P <0.05). the highest activity is
given by subfraction 4. whereas leukocyte cell numbers are not showed significant differences
(P> 0.05). This results indicated the the immunostimulant activity of ethyl acetate subfraction

from meniran herb (Phyllanthus niruri Linn.).

Keywords: Phyvllanthus niruri Linn..titer antibody. leucosit

PENDAHULUAN

Lingkungan di sekitar —manusia
mengandung berbagai jenis organisme yang
bersifat patogen. Organisme tersebut bisa
berupa bakteri, virus, jamur. protozoa. serta
parasit. Organisme tersebut bisa
menyebabkan penyakit pada manusia itu
sendiri (Kresno, 2001).

Manusia mempunyai sistem
pertahanan tubuh yang lengkap untuk

menghadapi serangan organisme patogen.
Akan tetapi. munculnya manifestasi penyakit
pada seorang individu tidak  hanya
dipengaruhi oleh organisme patogen tersebut.
Proses munculnya manifestasi penyakit
dipengaruhi oleh sistem pertahanan tubuh
yang lemah. Ketika sistem pertahanan tubuh

(imunitas) berfungsi secara maksimal.
paparan unsur patogen tidak sampai
menimbulkan penyakit. Namun., dengan

melemahnya imunitas tubuh. paparan ringan
dapat menimbulkan penyakit, terlebih jika
terjadi serangan agen infeksi yang ganas
(Kresno, 2001)

Salah satu upaya yang digunakan
masyarakat untuk mengatasi gangguan

sistem imun adalah dengan mengkonsumsi

078-602-71830-1-8

tanaman obat. Salah satu tanaman yang
berkhasiat sebagai imunomodulator adalah
Phyllanthus niruri Linn. Saat keadaan fungsi
dan jumlah sel imun kurang memadai, upaya

peningkatan melalui pemberian
imunostimulan menjadi sangat penting
(Kresno, 2001).

Perkembangan penggunaan obat-

obatan tradisional khususnya dari tumbuh-
tumbuhan untuk membantu meningkatkan
derajat kesehatan masyarakat sudah cukup
meluas.  Secara  empiris  masyarakat
memanfaatkan tumbuh-tumbuhan tersebut
sebagai obat, akan tetapi masih sedikit yang
diteliti  tentang kandungan zat aktif
didalamnya, oleh karena itu perlu dilakukan
penelitian tentang kandungan kimia dan
efek farmakologinya (Putra, 2010).
Tumbuhan meniran  (Phyllanthus
niruri  Linn.) telah  digunakan oleh
mayarakat sebagai pengobatan untuk batu
ginjal, hepatitis, demam, flu, tuberkulosis,
anemia, kanker hati, infeksi bakteri seperti
penyakit kelamin dan infeksi saluran kemih,
diabetes, hipertensi serta untuk diuretik,
analgesik, dan antispasmodik. Dalam
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penelitian  klinis selama bertahun-tahun.
tumbuhan ini telah menunjukkan aktivitas

antihepatotoksik.  antilithik.  analgesik.
hipotensi, antispasmodik. antivirus,
antibakteri. diuretik. antimutagenik. dan

aktivitas hipoglikemik (Taylor. 2003).
Phyllanthus niruri memiliki banyak
kandungan kimia. salah satunya adalah
golongan lignan., yaitu filantin dan
hipofilantin. Filantin dilaporkan sebagai
konstituen terapi aktif dan berfungsi sebagai
agen hepatoprotektif (Arvind, Ram, Anil.

Madan. and Suman. 2006: Khan. 2010).

Namun se¢jauh  ini.  berdasarkan  studj
literatur  belum ada informasi tentang
penelitian  bioaktivitas ektrak etil asetat

herba meniran sebagai imunomodulator.

Berdasarkan wuraian diatas. maka
dilakukan penelitian tentang uji aktivitas
subfraksi dari tumbuhan meniran

(Phyllanthus niruri Linn.) untuk mengetahui
pengaruhnya terhadap titer antibodi dan
jumlah sel leukosit.

METODOLOGI PENELITIAN

Alat

Alat yang digunakan adalah kertas
saring. alat soklet, rotary evaporator, alat
kromatografi kolom flash. wvial, bejana
{chamber). plat KLT. pipet tetes. lampu UV
254 nm. timbangan hewan. timbangan
analitik. lumpang dan stamfer, kaca objek,
mortar dan stamper, neraca hewan, oral

sonde, kandang mencit, mikroskop,
mikropipet.
Bahan

Bahan yang digunakan adalah

meniran (Phyllanthus niruri Linn.), n-heksan,
etil asetat. air suling. NaCl fisiologis, eritrosit
kambing, metanol murni. pewarna giemsa.
Prosedur Kerja

Sebanyak 5 kg sampel kering meniran
dirajang halus, kemudian dimaserasi dengan
menggunakan pelarut etil asetat dalam botol
coklat selama__5 hari sehingga didapat
ekstrak. Ekstrak disaring dengan kertas
saring Whatman No. 1 dan maserasi diulangi
kembali sampai tiga kali. Gabungan filtrat
maserat kemudian dikentalkan secara in-
vacuo dengan menggunakan alat rotary
evaporator.

Kemudian hasil ekstrak kental
dikromatografi kolom flash menggunakan
metoda SGP (Step Gradien Polarity) dengan
perbandingan  pelarut sebagai  berikut:
Heksan 100%, Heksan : etil asetat (19:1),
Heksan : etil asetat (9:1), Heksan : etil asetat
(4:1), Heksan : etil asetat (2:1), Heksan : etil
asetat (1:1), Heksan : etil asetat (1:4), Etil
asetat 100% '
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Pembuatan larutan antigen

Darah kambing dicuci dengan NaCl
fisiologis (1:1) masing-masing sebanyak 5 ml
aduk homogen. Kemudian disentrifus dengan
kecepatan 2000 rpm selama 15 menit. buang

supernatannya. ulangi 3 kali dengan
menambahkan  NaCl fisiologis  setiap
pengulangan. Setelah didapatkan eritrosit

kambing. kemudian buat suspensi 5%,
caranya ambil 0.2 ml eritrosit kambing lalu
tambahkan dengan NaCl fisiologis hingga
volume 4 ml.

Pembuatan larutan uji

Larutan uji dengan dosis 100 mg/kg
BB dibuat dengan cara mensuspensikan 2 mg
subfraksi etil asetat herba meniran dengan
0.1 ml tween 80. Kemudian gerus homogen
dan cukupkan volume dengan aquadest
sampai 0.2 ml.

Sensitisasi hewan

Mencit disensitisasi (diberi antigen)
dengan 0.2 ml suspensi eritrosit kambing 5%
pada hari | secara intra peritoneal. kemudian
lakukan pembosteran dengan 0.1 ml suspensi
eritrosit kambing 5% secara subkutan pada
hari ke-7. Suspensi dari subfraksi diberikan
pada hari ke-8 sampai hari ke-14 secara oral
dengan dosis 100 mg/kg BB.

Penentuan Titer Antibodi

Pada hari ke-15 mencit dibunuh,
ambil darah dengan cara memotong vena
bagian leher, biarkan selama 30 menit. lalu

978-602-71830-1-8
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disentrifus  dengan kecepatan 2000 rpm
sclama 15 menit. Ambil bagian serumnyva.
stapkan 10 tabung reaksi. masukkan larutan
NaCl fisiologis 0.2 ml pada semua tabung.
Pada tabung pertama ditambahkan 0.2 ml
serum. kocok sampai homogen. Pindahkan
0.2 ml larutan tabung pertama kedalam
tabung kedua kemudian kocok dan pipet 0.2
ml larutan tabung kedua. pindahkan kedalam
tabung ketiga. Lakukan ini sampai tabung
kesepuluh. pada tabung 10 buang 0.2 ml.
schingga hasil pengenceran dari serum yaitu,
1/2. 1/4. 1/8. 1/16, 1/32, 1/64, 1/128. 1/256,
/512, 1/1024. Masukkan 0.1 ml suspensi
eritrosit  kambing 5% ke dalam masing-
masing tabung reaksi tersebut. Sentrifus
selama 5 menit dengan kecepatan 2000 rpm.
amati gumpalan yang terjadi.

Angka titer ditentukan  dengan
pengenceran tertinggi dari serum mencit

Menghitung Jumlah Sel Leukosit dari
Hapusan Darah

Darah segar diteteskan pada gelas
objek (1 tetes) tipiskan dan ratakan dengan
gelas objek lain sehingga diperoleh lapisan
darah yang homogen (hapusan darah). lalu
keringkan. Setelah kering ditetesi dengan
metanol sehingga menutupi seluruh hapusan
darah. biarkan 5 menit. Tambahkan satu tetes
giemsa vang telah diencerkan dalam aquades
(1:20). biarkan selama 20 menit. Cuci dengan

aquadest. setelah kering lihat dibawah
mikroskop. Hitung jumlah sel eusinofil.

netrofil batang, netrofil segmen, limfosit. dan
monosit pada perbesaran 1000 X dengan
menggunakan minyak emersi.

Analisis Data

Data hasil penelitian ini diolah secara
statistik dengan menggunakan ANOVA satu
arah, dan dilanjutkan dengan uji berjarak
Duncan (Duncan Multiple Range Test).

HASIL DAN DISKUSI

yang masih dapat beraglutinasi dengan
eritrosit kambing.
Sampel yang digunakan pada

penelitian ini adalah tumbuhan meniran.
Bagian tumbuhan meniran yang digunakan
adalah seluruh bagian tumbuhan kecuali
akarnya.

Sampel meniran segar dikeringkan
selama 3 hari sehingga sampel menjadi
kering. kemudian sampel meniran yang telah
kering tersebut digrinder sampai menjadi
halus. Sampel tersebut kemudian diekstraksi
dengan menggunakan metoda maserasi.
Dengan cara ini sampel dapat diekstraksi
dalam jumlah yang lebih banyak, tidak
memerlukan peralatan khusus, pengerjaannya
mudah dan sederhana, serta tanpa pemanasan
sehingga perubahan kimia terhadap senyawa-
senyawa tertentu dapat dihindari. Dengan
demikian, metoda ini baik untuk sampel
dengan zat aktif yang tahan pemanasan
maupun zat aktif yang tidak tahan pemanasan
(Depkes RI, 2000).

Ekstraksi dilakukan dengan
menggunakan pelarut etil asetat (Anonim,
2009; Arvind, Ram, Anil, Madan, and

978-602-71830-1-8

Suman, 2006). Sampel dimaserasi selama
lima hari dengan tiga kali pengulangan agar
zat aktif tertarik secara maksimal. Rendaman
sampel dikocok tiga sampai empat kali sehari
agar pelarut mengalir berulang-ulang masuk
ke seluruh permukaan sampel. sehingga
bahan ekstraktif lebih cepat berpindah ke
dalam pelarut.

Maserat yang diperoleh diuapkan
dengan destilasi vakum untuk mengurangi
tekanan udara pada permukaan, sehingga
akan menurunkan tekanan uap pelarut yang
selanjutnya akan menurunkan titik didihnya.
Hal ini dapat mengurangi kemungkinan
terurainya senyawa yang tidak tahan
pemanasan (Depkes RI, 2000). Selanjutnya
sampel dipekatkan dengan menggunakan
rotari evaporator sampai didapatkan ekstrak
kental. Ekstrak kental meniran diperoleh
sebanyak 178 gram.

Ekstrak kental tersebut selanjutnya
diisolasi menggunakan kromatografi kolom
flash. Sebelumnya dibuat sedian preabsorbsi

~dengan cara melarutkan 80 g ekstrak kental
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vang etil asetat. dan ditambah dengan 80 ¢
silika gel. kemudian dirotary menggunakan
rotary evaporator sampai seluruh pelarut
kering. Setelah itu masukkan silika gel 100
¢ kedalam kolom dan dibasahi dengan n-
heksan  yang  bertujuan agar permukaan
silika menjadi datar dan padat. Lalu sediaan
preabsorbsi dimasukkan sedikit demi sedikit
kedalam kolom agar permukaannva datar
dan tidak berongga. Kemudian dilakukan
elusi menggunakan kombinasi pelarut n-
heksan dan etil asetat (Putra. 2010: Nayak.
Upadhyay. Dwidevi. Rao. 2010). Isolasi
dilakukan menurut metoda SGP (Step
Gradien Polarity) menggunakan eluen n-
heksan 100 %. H:E (19:1). H:E (9:1). H:E
(41, H:ER @2 e EEER =l ) SH BN (=4 sEt]
asetat 100%.
Subfraksi dari tumbuhan meniran
diuji dalam dosis 100 mg/ kgBB. Dosis 100
mg/ KgBB dipilih karena pada uji
pendahuluan terhadap 7 ekor mencit putih
jantan. dosis ini tidak memperlihatkan efek
toksik  terhadap mencit. Karena sifat
subfraksi meniran yang sukar larut dalam
cairan pembawa, maka larutan uji dibuat
dengan menambahkan suspending agent
tween 80 sehingga dihasilkan campuran yang
homogen. Suspending agent ini berfungsi
menurunkan tegangan permukaan bahan
dengan air ( Putra. 2012).
Setelah dilakukan isolasi didapat hasil
dari tiap subfraksi sebagai berikut:
1. Sub fraksi n- heksan sebanyak 89.5 g
2. Sub fraksi n-heksan : etil asetat (19:1)
sebanyak 8.5 g
3. Sub fraksi n-heksan :
sebanyak 4 g
4. Sub fraksi n-heksan :
sebanyak 4.2 g
5. Sub fraksi n-heksan :
sebanyak 7.6 g
6. Sub fraksi n-heksan :
sebanyak 9,7 g
7. Sub fraksi n-heksan : etil asetat (1:4)
sebanyak 8.3 g
8. Sub fraksi etil asetat sebanyak 4,5 g

etil asetat (9:1)
etil asetat (4:1)
etil asetat (2:1)

etil asetat (1:1)
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Penetuan titer antibodi dilakukan dengan
metoda  hemaaglutinasi.  metoda  inj
digunakan karena murah dan waktu yang
dibutuhkan untuk mengetahui angka titernya
relatif singkat. Angka titer ditentukan pada
pengenceran tertinggi dari serum mencit
yang masih dapat beraglutinasi dengan sel
darah merah kambing (Subowo. 1993)
Angka titer dapat dicari dengan rumus 2log
pengenceran.  Aglutinasi  yang  terjadi
dipengaruhi oleh komplemen. Antigen yang

digunakan eritrosit kambing 5% yang
diinjeksikan pertama kali secara intra
peritorial dengan tujuan agar terbentuk

antibodi spesifik terhadap atigen dalam tubuh
mencit dan terbentuk pula sel memori yang

akan mengenal antigen tersebut pada
pemaparan berikutnya (Suhatri.. Aldi. Y.
2010).

Pemilihan eritrosit kambing 5%

sebagai antigen terbukti dapat meningkatkan
jumlah antibodi dari serum mencit. Setelah
pemberian suspensi eritrosit kambing 5% dan
pemberian  beberapa subfraksi meniran
didapat hasil bahwa subfraksi meniran dapat
meningkatkan  produksi  antibodi  dan
subfraksi yang memberikan angka titer
paling tinggi adalan subfraksi n-heksan —
etil asetat (4:1) yaitu dengan angka titer 8.67.
diikuti oleh subfraksi n- heksan — etil asetat
(9:1) dengan angka titer 8.33. Angka fiter
paling rendah ditunjukkan oleh subfraksi n-
heksan : etil asetat (1:4) dan subfraksi etil
asetat dengan angka titer sama yaitu 4.
Sedangkan untuk kontrol negatif dan kontrol
positif didapat angka titer masing-masing
1.67 dan 3.33.

Hasil uji statistik analisa varian satu
arah dan dilanjutkan dengan uji berjarak
memperlihatkan bahwa subfraksi meniran
memberikan efek secara bermakna terhadap
produksi  antibodi.  Subfraksi ~ yang
menunjukkan pengaruh paling tinggi adalah
subfraksi n-heksan : etil asetat (4:1).
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Tabel 1. Hasil penentuan Titer Antibodi Dari Serum Mencit Putih Jantan Setelah Diinduksi
Dengan Eritrosit Kambing 5% dan Pemberian Subfraksi dari Meniran
No 1 2 3 raa
Pengenceran Ai]gl\ﬂ pengenceran Aﬂgka pengenceran Al-ﬂ:’.kﬂ ‘
% titer - titer 5 titer
Kontrol - | 1/2 1 Ya 2 1/4 2 1.67
Kontrol + | 1/16 4 1/8 3 1/8 3 3.33
| 1/32 5 1/64 6 1/32 5 5.33
1l 1/64 6 1/128 7 1/64 6 6.33
11 1/512 9 1/256 8 1/256 8 8.33
v 1/256 8 1/512 9 1/512 9 8.67
Vv 1/128 7 1/64 6 1/256 8 7
VI 1/128 7 1/256 8 1/32 5 6.67
VII 1/32 5 1/16 4 1/8 3 4
VIII 1/64 6 1/8 3 1/8 3 4

Pada perhitungan jumlah sel leukosit
digunakan metoda hapusan darah. Sel lekosit
yang diamati adalah sel eusinofil. sel
neutrofil batang, sel neutrofil segmen, sel
limfosit, dan sel monosit. Sedangkan sel
basofil tidak tampak. Hasil dari perhitungan
jumlah sel leukosit didapatkan bahwa sel
cusinofil terdapat dalam jumlah yang sangat
kecil dalam tubuh. Sedikitnya jumlah sel
eusinofil ini menyebabkan kecilnya aktifitas
fagosiosis dari sel tersebut. Sedangkan

jumlah sel neutrofil segmen lebih banvak
dibandingkan dengan sel neutrofil batang.
Sel leukosit yang paling banyak jumlahnya
adalah sel limposit.

Dari hasil uji statistik analisa varian
satu arah terlihat bahwa subfraksi ekstrak etil
asetat dari herba meniran tidak memberikan
efek secara bermakna terhadap sel limposit,
sel eusinofil, sel neutrofil batang. sel
neutrofil segmen dan sel monosit.

Tabel II. Hasil Perhitungan Sel Leukosit Darah Mencit Putih Jantan Setelah Diinduksi
Dengan Eritrosit Kambing 5% dan Pemberian Subfraksi dari Meniran

Kelompok Persen sel leukosit
PElaK no eosinofil Neahahl'yiNedtrol limfosit | Monosit
batang segmen
1 2 7 27 54 10
Kontrol - 2 9 24 56 9
3 1 8 25 ST 9
g;:;a_ 1.67 8 2533|5567 |933
+SD | 0.57 1 1,52 1.52 0,57
1 2 8 25 a5 10
Kontrol + 3 7 28 53 9
3 2 9 28 53 8
Rata- ﬂ "
eofic 2:33 8 27 53.67 9
SN0, 1 173 1.15 1
I 1 2 7 22 55 9
2 3 8 24 53 12
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3 > B 22 55 10
r?:;““ 233 8.66 22.66 5qigs TG R
=SD | 0.57 2.08 115 115 152
I > 9 26 53 10
Il 7 4 10 23 54 9
3 2 13 22 56 7
rt:;ta‘ 2.67 1067 |23.66 |5433 |8.66
+SD | 1.15 2.08 2.08 o 52
1 > 9 25 52 12
m ® 3 10 23 55 9
3 3 12 26 51 8
r[;z‘“' 2:67 e ) B s e
=SD | 0.57 1.52 1.52 208 | 2.08
1 > 9 25 56 8
v 2 3 1 25 51 10
3 3 8 27 53 9
rl;‘[zta' 2.67 9,33 25 eriIiSaigs 1 g
+SD | 0.57 1.52 115 A
1 3 10 23 56 8
V/ 5 2 10 26 52 10
3 3 8 22 56 T
r’;i‘a' 2167 9,33 2867 | 5467 ¢ |97
SD | 0.577 1.15 2.08 250N 52
1 2 9 26 53 10
VI 2 3 8 24 56 9
3 2 12 23 52 T
Rata- e b
- 2:33 9.67 24,33 53.67 10
+SD | 0.57 2.08 1.52 208 |1
1 3 T 26 51 9
VIl 7 2 9 23 56 10
3 2 12 26 52 8
r}:f‘;a' 233 10,66 |25 53 9
+SD | 0.57 1.52 1,73 2.61 I
] 2 T 23 53 I
Vil 2 3 10 24 53 10
3 5 9 24 56 8
SEES S 10 2366 | 54 9,67
rata
+SD | 057 I 0,57 ) W R
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Dari parameter diatas vaitu uji titer
antibodi dan perhitungan peningkatan jumlah

subfraksi dari tumbuhan meniran
(Phyllanthus  nirwri Linn.) terbukt  dapat

sel leukosit dapat disimpulkan bahwa meningkatkan produksi antibodi.
KESIMPULAN

Dari  penelitian  imi  dapat diperoleh berpengaruh terhadap jumlah sel leukosit dan

kesimpulan bahwa pemberian subfraksi subfraksi vang  menunjukkan  efek

ckstrak etil asetat dengan dosis 100 imunomodulator paling tinggi adalah

mg/KgBB dari herba meniran dapat subfraksi dengan perbandingan pelarut n-

meningkatkan titer antibodi. namun tidak

heksan : etil asetat (4:1).
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