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Abstract
Immunomodulator is a compound that can increaase the imuno system. One of
the plants that have immunomodulator’s activity is Waru Leaf (Hibiscus
tiliaceus). the purpose of this research was to test the effect of
immunomodulator by extract of Waru Leaf ethanol on rat male. The activity of
immunomodulator was determined by using digital pletysmometer by measuring
the differences between the last leg swelling’s volume and the first leg swelling’s
volume. The treatment group were divided into 5 groups. Each group consistof 5
rats CMC-Na 0,5% (negative control), Stimuno® 32,5 mg/kgBW (positive
control), dose of EEDW 50, 100 and 200 mg/kgBW, and bacteria E.coli as
antigen. The results slowed that distribution of EEDW dose 200 mg/kgBW can
give the effect of immunostimulant by swelling enthancement compared by
CMC-Na 0,5 %. EEDW 200 mg/kgBW that have activity comparable with
Stimuno® 32,5 mg/kgBW. Thus, it is concluded that of Waru Leaf extract has
immunomodulator effects on delayed-type hypersensitivity response of rat male.
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1.PENDAHULUAN meningkatnya harapan hidup pada saat
prevalensi penyakit kronik meningkat,

adanya kegagalan penggunaan obat
modern untuk penyakit degenerative
dankanker, serta semakin meluasnya
akses informasi obat herbal diseluruh

Menurut World Health Organization
(WHO) penggunaan obat tradioinal telah
lama digunakan di dunia, sekitar 65%
dari penduduk Negara majudan 80%
dari penduduk negara berkembang telah

dunia.
menggunakan obat herbal. Obat herbal o
atau herbal medicine merupakan bahan Dengandemikiankonsepback to
baku sediaan yang berasal dari naturetelahdibuktikanadanyarekomenda
tumbuhan yang memiliki efek terapi siuntukmenggunakanobat herbal
atau efek lain yang bermanfaat bagi dalampemeliharaankesehatanmasyaraka
kesehatan manusia, sediaan obat herbal tdanpencegahanpenyakitterutamapenya
diproduksi melalui proses ekstraksi, kit yang
faksinasi atau proses biologi berisi disebabkanmikroorganismekhususnyape
eksipien atau bahan inert sebagai bahan nurunan system imundalamtubuhseperti
inert sebagai bahan aktif. Faktor dermatitis (alergi kulit),
pendorong terjadinya peningkatan alergi,astmadanhay fever. Indonesia
penggunaan obat herbal yaitu: merupakannegaradengansumberdayaala
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memilikikeanekaragamanhayatinomordu
adiduniasetelah Brazil. Indonesia
memilikisekitar 30.000 jenistumbuhan
yang telahdiidentifikasidan 950
jenisdiantaranyadiketahuimemilikipotens
iuntukdikembangkansebagaiobat,
suplemenmakanan,
kosmetikadanfarmasinutrisi
(nutraceutical). Lebihkurang 180
jenistumbuhantelahdigunakanolehindust
ridibidangobattradisional.

Obattradisional Indonesia
merupakanwarisanbudayabangsasehingg
aperludilestarikan,
ditelitidandikembangkan.Penelitianobattr
adisional Indonesia
mencakuppenelitianobat herbal
tunggalmaupundalambentukramuan.
Jenispenelitian yang
telahdilakukanselamainimeliputipenelitia
nbudidayatanamanobat,
analisiskandungankimia, toksisitas,
farmakodinamik, formulasi, danujiklinik
(Dewoto, 2007).
Prinsippemakaianobattradisionalpadaum
umnyabersifatpromotifyakniuntukpenyeg
arbadan,
preventifuntukpencegahanpenyakit,
kuratifuntukpenyembuhanpenyakit,
danpaliatifyaitumengurangipenderitaanp
asiensetelahpenyakitnyatidakmungkindis
embuhkan (Katno, 2008).

Suatubahan yang
dapatmemperbaikiketidakseimbangansys
temimundisebutimunomodulator
(Baratawidjaja,
2012).Sisteminiberperanmelindungitubu
hdaribenda-bendaasing yang
masuksehinggafungsitubuhtidaktergangg
u.
Sistemkekebalantubuhuntukmencegahsu
atupenyakit,terjadikarenaadanyainfeksid
apatdiperolehsecaraalami.Namunsystem
kekebalan yang
alamiahsajabelummencukupi,
sehinggasystemkekebalantubuhbuatandi
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perlukanjugaolehtubuhkita (Aldi, dkk.,
2014).
Suatuzat yang

berperansebagaipenambahataupeningka
timundapatdiperolehdenganpenggunaan
herbal
yangberkhasiatsebagaiimunostimulan.

Salah satu herbal yang digunakan
sebagai imunostimulan adalah ekstrak
etanol daun waru (Hibiscus
tiliaceus)yang menurut peneliti

sebelumnya
berpotensisebagaiimunomodulatordenga
naktivitasantioksidan yang tinggi.

Beberapapenelitian daunwaru
menyebutkan bahwa daun waru memiliki
kandungankimiasepertisaponin,
flavonoidadanpolifenol (Dalimartha,
2000).Ekstrakalamidaunwarumengandun
g flavonoid, tanin, danfenol(Achmad et
al., 2018).

Ujiaktivitassystemimundapatdilakukande
nganberbagaimetodeyaitudenganmelihat
aktivitasfagositosismenggunakanmetode
bersihankarbon (carbon  clearance),
responhipersensitivitastipelambat,
danujihemaglutinasititerantibodi
(Shukla, dkk., 2009). Metode
hipersensitivitas tipe lambat merupakan
suatu metode yang sederhana untuk
pengujian efek imunostimulator.

Berdasarkanpertimbangan di atas,
penulismerasapentingdanperluuntukmela
kukanpengujianefekimunostimulatordari
ekstrak etanol etanol daun waru
(Hibiscus tiliaceus) padatikusjantan yang
akan di lakukan di Lab
Farmakologilnstitutkesehatan MEDISTRA
lubukpakamkarenasudahmemilikialatdan
bahan yang lengkap. Maka,
diperlukanpenelitianilmiahsepertipeneliti
andanpengujianimunostimulatordi
bidangfarmakologi.

2.METODE PENELITIAN
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Penelitian ini merupakan penelitian
eksperimental yang menggunakan tikus
jantan sebagai hewan percobaan untuk

melihat efek imunostimulator daun
waru(Hibiscus tiliaceus)pada tikus
jantan.

Pengujian imunomodulator yang

digunakan adalah hipersensitivitas tipe
lambat dan uji analisa data. Penelitian
ini dilakukan di laboratorium Biologi,
laboratorium Farmakologi di Fakultas

Farmasi Institut Kesehatan MEDISTRA
Lubuk pakam.

Alat

Alat-alat yang
digunakandalampenelitianiniAlat-alat
yang

digunakandalampenelitianiniadalahalat-

alatgelaslaboratorium, aluminium foil,
neracalistrik (Vibra),
seperangkatalatdestilasipenetapankadar
air, rotary evaporator, blender
(National), mortir dan stamfer,
neracahewan, spuit 1 ml (Terumo), oral
sonde, pletismometer air raksa, velocity
18R refrigerated centrifuge (Dynamic),

microtube, microtitration plate,
micropipette (Socorex), dan
kertassaring.

Bahan

Bahan-bahan yang

digunakandalampenelitianiniadalahdaun

waru, karboksimetilselulosa (CMQ),
inokulum e.coli, natrium klorida (NaCl),
kaliumklorida (KCI),
dinatriumhidrogenfosfat,
Stimuno,(Na;HPOQ,),
kaliumdihidrogenfosfat (KH,PO,4), aqua

bidestilasi, heparin, etanol 96%, toluen,
kloroform dan air suling.

PengambilanSampel

Pengumpulan sampel dilakukan secara
purposif yaitu tanpa membandingkan
dengan tumbuhan yang sama dari
daerah lain. Bagian yang digunakan
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adalah ekstrak etanoldaun waru
(Hibiscus tiliaceus).Pengambilan sampel
dilakukan di tebing tinggi.

Pembuatan Simplisia

Daun waru (Hibiscus
tiliaceus)dibersihkandaripengotorandeng
ancaramencuci di bawah air

mengalirhinggabersih,
ditiriskanlaluditimbangsebagaiberatbasa

h, selanjutnyadikeringkan di
lemaripengering (£50°C). Setelah
kering,

Daunwaruditimbangkembalilaludiserbukh
inggahalus.Serbuksimplisiadimasukkank
edalamwadahplastikbertutup, dan
disimpan pada suhukamar.

PembuatanEkstrakEtanol

Sebanyak 1 kg serbuk simplisia daun
warudimasukkan ke dalam bejana
tertutup, ditambahkan 7,5 liter etanol
96% lalu bejana ditutup dan dibiarkan
selama 5 hari terlindung dari cahaya
sambil sering diaduk. Kemudian disaring
dan ampas dibilas kembali dengan
etanol 96% hingga diperoleh 100
bagian.Maserat ditampung pada botol
gelap, dibiarkan di tempat sejuk dan
terlindung dari cahaya selama 2 hari

kemudian disaring.Kemudian ekstrak
dipekatkan dengan menggunakan rotary
evaporator.  Masing-masing  ekstrak
dikeringkan dengan freeze dryer
(Depkes RI, 1979).
PembuatanSuspensiEkstrak Etanol
Daun Waru
Dalampengujianakandigunakan 3

variasidosisyaknidosis 50, 100 dan 200

mg/kgBB. Ditimbang 50 mg
EkstrakEtanolDaunwaru (Hibiscus
tiliaceus.). Dimasukkankedalamlumpang,
kemudiantuangsedikit demi
sedikitsuspensi CMC Na 0,5%

sambildigerushinggahomogen,
setelahhomogendituangkankedalamlabut
entukur 100 ml.
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Demikiandenganvariasidosis 100dan 200
mg/kgBB.

PenyiapanHewanPercobaan

Hewan uji yang digunakan adalah tikus
jantan sebanyak 25 ekor dengan berat
150-200 gram. Sebelum perlakuan,
hewan percobaan dikondisikan terlebih
dahulu selama 2 minggu dalam kandang

yang baik untuk menyesuaikan
lingkungannya dan menyeragamkan
makanan.

Penyiapan Kontrol, Suspensi

Stimuno®, Inokulum Bakteri Dan Uji
Hipersensitivitas Tipe Lambat

Uji hipersensitivitas tipe lambat meliputi
penyiapan kontrol suspensi CMC Na
0,5%, suspensi Stimuno®, penyiapan
suspensi ekstrak (Hibiscus tiliaceus)dan
inokulum.

Uji Respon Hipersensitivitas

Efek imunomodulator ekstrak etanol
daun waru ditentukan dengan mengukur

volume respon hipersensitivitas
menggunakan uji pembengkakan
telapak kaki hewan uji (foot paw

swelling test) (Ray 1996 dalam Yolanda,
2017).

Sebanyak 25 ekor tikus dibagi menjadi 5
kelompok dengan pembagian 1
kelompok kontrol negatif, 1 kelompok
kontrol positif, dan 3 kelompok uji. Tiap
kelompok terdiri dari 5 ekor tikus jantan.
Hewan dikelompokkan sebagai berikut:

Kelompok I diberi sediaan suspensi CMC
Na 0,5 %; Kelompok II diberi sediaan
suspensi EEDW dengan dosis 50 mg/kg
BB; Kelompok III diberi sediaan
suspensi EEDW dengan dosis 100 mg/kg
BB; Kelompok IV diberi sediaan suspensi
EEDW dengan dosis 200 mg/kg BB;
Kelompok V diberi sediaan suspensi
Stimuno32,5 mg/kg BB.

Tiap kelompok diinjeksikan dengan 0,1
ml inokulum bakteri E. Coli secara
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intraperitonial pada hari ke-0. Perlakuan
pemberian ekstrak etanol daun waru
dimulai dari hari ke-1 dan diberikan satu
kali setiap hari selama 7 hari. Pada hari
ke-7, sendi kaki tikus sebelah kanan
diberi tanda batas pengukuran volume
kaki tikus. Volume kaki tikus diukur
sebagai volume awal (V0). Kemudian
tikus diinjeksikan dengan 0,1 ml
inokulum bakteri E. Coli secara
intraplantar pada telapak kaki sebelah
kanan.

Pada hari kedelapan (setelah 24 jam)
diukur volume pembengkakan kaki tikus
dengan plethysmometer digital.
Pengukuran dilakukan dengan
mencelupkan kaki tikus ke dalam tabung
yang berisi air raksa sampai tanda batas
pengukuran. Perubahan volume air
raksa terlihat pada kenaikan skala pada
plestimometer sebagai volume waktu
akhir(Vt) kaki tikus. Volume
pembengkakan kaki tikus ditentukan
berdasarkan selisih antara volume waktu
akhir (Vt) dengan volume awal (V0).
(Shivaprasad, 2006 dalam Yolanda,
2017).

Analisis Statistik

Data hasil penelitian dianalisis dengan
menggunakan program SPSS 18 untuk
menentukan homogenitas dan
normalitasnya dengan uji ANOVA satu
arah (One-Way ANOVA) dan untuk
mengetahui perbedaan rata-rata
diantara  perlakuan. Jika terdapat
perbedaan, dilanjutkan dengan
menggunakan uji Post Hoc Tukey untuk
mengetahui variabel mana yang
memiliki perbedaan. Berdasarkan nilai
signifikan, P < 0,05 dianggap signifikan.

PEMBAHASAN

Pemeriksaan Karakterisasi Serbuk

Simplisia
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Tabel 1 Hasil 5. mg/kgBB 2,4 3,7 1,3
pemeriksaankarakterisasiserbuksimplisia 2,5 3,8 1,3
herbabinara. 2,5 3,8 1,3
StandartKeterangan :
SimplisiaHerbaBinara | MMI VP = Volume awal kaki tikus
Parameter % Binara Vf=Volume pembengkakan kaki tikus
o AV = Selisih antara volume waktu akhir (Vt)
Kadar Al 37 010 dengan volume awal (VO)
adar Air , <
Kadar Sari 13 Pada Tabel 2 terlihat bahwa EEDW dosis
LarutDalam Air >5,0 200 mg/kgBB dengan volume
Kadar Sari 9 pembengkakan 1,360 ml menunjukkan
>4,5 vplume pembengkakan lebih besar
LarutDalamEtanol P 9
Kadar Abu Total 5 <13 dibandingkan dengan EEDW dosis 50
Kadar Abu 0.69 dan 100 mg/kgBB dan suspensi Stimuno
TidakLarutAsam ' <1,5 32,5 mg/kgBB yang masing-masing
Uji Respon Hipersensitivitas Tipe bernilai 0,88 ml, 1,16 ml dan 1,26 ml.
L;mbat P P P Hasil uji ANOVA menunjukkan P < 0,000

Tabel2 Volume pembengkakankaki

tikus.
Volume Kaki Tikus
NO | Perlakuan (ml)
Vo Vi AV
2,3 2,7 0,4
2,3 2,6 0,3
1. CMC - Na |24 2,7 0,3
0,5% 2,5 2,8 0,3
2,4 2,8 0,4
2,3 3,2 0,9
EEDW 50| 2,4 3,2 0,8
2. mg/kgBB 2,3 3,2 0,9
2,5 3,4 0,9
2,4 3,3 0,9
2,4 3,6 1,2
EEDW 100 | 2,3 3,5 1,2
3. mg/kgBB 2,4 3,5 1,1
2,4 3,7 1,2
2,5 3,6 1,1
2,4 3,7 1,3
EEDW 200 | 2.4 3,8 1,4
4. mg/kgBB 2,3 3,7 1,4
2,4 3,8 1,4
2,5 3,9 1,4
Stimuno 2,3 3,6 1,3
32,5 2.4 3,6 1,2
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yang artinya terdapat perbedaan
signifikan volume pembengkakan kaki
tikus (P < 0,05).

KESIMPULAN

Ekstrak etanol herba binara (EEDW)
menunjukkan aktivitas imunomodulator
khususnya sebagai imunostimulan.
Volume awal (Vo) pembengkakan pada
kaki tikus setelah diinduksi bakteri E.coli
secara intraperitonium vyaitu: CMC-Na
0,5% 2,380 ml, EEDW dosis 50
mg/kgBB 2,40 ml, EEDW dosis 100
mg/kgBB 2,40 ml, EEDW dosis 200
mg/kgBB 2,400 ml dan Stimuno 32,5
mg/kgBB 2,420 ml.

Volume akhir (Vt) pembengkakan pada
kaki tikus setelah diinduksi bakteri E.coli

secara intraplantar yaitu: CMC-Na 0,5%
2,720 ml, EEDW dosis 50 mg/kgBB
3,260 ml, EEDW dosis 100 mg/kgBB
3,580 ml, EEDW dosis 200 mg/kgBB
3,780 ml dan Stimuno 32,5 mg/kgBB
3,70 ml.

Rentang perbedaan volume

pembengkakan volume (Vt-Vo) pada
kaki tikus yaitu: CMC-Na 0,5% 0,340
ml, EEDW dosis 50 mg/kgBB 0,880 ml,
EEDW dosis 100 mg/kgBB 1,160 ml,
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EEDW dosis 200 mg/kgBB 1,380 ml dan
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Stimuno 32,5 mg/kgBB 1,260ml.

4
3,5
3
2,5
2 - mVo
1,5 -
1 - | mVt
0,5 - -
0 4 AV
CMC - Na EEDW 50 EEDW  EEDW STIMUNO
0,5% mg/kg BB 100 200 32,5
mg/kg BBmg/kg BB mg/kgBB
Gambar 1. Ekstrak etanol herba binara
[press release]. Yogyakarta:
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