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RINGKASAN

Kayu putih (Melaleuca leucadendron L.) termasuk dalam family Myrtaceae, mengandung
berbagai zat diantaranya flavonoid, fenol, tanin dan terpenoid yang diduga bermanfaat sebagai
imunomodulator. Tujuan dari penelitian ini untuk mengetahui aktivitas imunomodulator ekstrak
daun kayu putih terhadap jumlah total leukosit dan leukosit diferensial. Tikus putih terdiri dari 30
ekor dan dibagi menjadi 6 kelompok meliputi kelompok normal, kelompok kontrol positif yang
diberi levamisol dosis 25 mg/kg BB , kelompok kontrol negatif diberi CMC Na 0,5%, kelompok
perlakuan 1, 2 dan 3 masing masing diberi ekstrak dengan dosis 400, 800 dan 1600 mg/kg BB
secara oral selama 21 hari. Pada semua kelompok perlakuan pada hari ke-8 kecuali kelompok
kontrol normal di injeksinya bakteri Staphylococcus aureus secara intraperitoneal. Pada hari ke 0
dan 22 semua tikus diambil darahnya untuk dilakukan pemeriksaan jumlah total leukosit dan
leukosit deferensial. Data dianalisis menggunakan anava satu jalan dan uji lanjut PostHoc. TKT
pada saat ini adalah pengembangan desain riset yang sudah ada untuk dilakukan percobaan
laboratorium secara in vivo pada hewan model. Dari hasil penelitian yang sudah diperoleh
didapatkan hasil ekstrak daun kayu putih mengandung senyawa polifenol, steroid, flavonoid, dan
alkaloid dan tannin. Efek dari perlakuan ekstrak etanolik daun kayu putih terhadap sel leukosit
dapat menurunkan jumlah leukosit total pada dosis 1600 mg/kg BB . Hasil hitung jumlah limfosit
dan eosinofil setelah perlakuan meningkat dibandingkan sebelum perlakuan, begitu juga pada
kontrol. Hitung jumlah monosit dan neutrophil cenderung tidak meningkat. Kesimpulan dari
penelitian ini adalah pemberian ekstrak etanolik daun kayu putih tidak secara signifikan
memberikan efek terhadap komponen sel sel imun, namun dapat meningkatkan jumlah total
limfosit.

KATA KUNCI:
Imunomodulator, daun kayu putih, tikus putih, Staphylococcus aereus
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BAB 1.
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tubuh manusia secara terus menerus dihadapkan dengan berbagai mikroba, toksin,
bahan kimia dan obat yang dapat menyebabkan penyakit dan infeksi (1). Namun infeksi yang
terjadi pada orang normal umumnya singkat dan jarang meninggalkan kerusakan permanen.
Hal ini disebabkan tubuh manusia memiliki sistem imun yang lengkap untuk menghadapi
serangan organisme patogen. Upaya untuk meningkatkan sistem imun menjadi penting
dilakukan agar tubuh tetap maksimal. Pada keadaan fungsi dan jumlah sel imunokompeten
kurang adekuat, upaya peningkatan melalui pemberian imunomodulator menjadi sangat
penting (2). Imunomodulator merupakan substansi ataupun obat yang dapat memodulasi
fungsi dan aktivitas sistem imun baik dengan cara merangsang ataupun memperbaiki imun
ataupun memperbaiki fungsi imun. Penggunaan imunomodulator sintetik mempunyai
banyak efek samping seperti peningkatan asam urat, agranulositosis dan lainnya (1). Maka
diperlukan imunomudalator alami yang diharapkan memiliki efek samping yang lebih kecil
pada tubuh.

Kayu putih (Melaleuca leucadendron L.) adalah salah satu tanaman yang digunakan
sebagai tanaman obat (3). Hasil penelitian terdahulu menyatakan bahwa ekstrak daun kayu
putih mempunyai efek antibiofilm serta kemampuan dalam menghambat Staphylococcus
aureus (4). kandungan senyawa kimia yang terdapat pada daun kayu putih adalah flavonoid,
fenol, tanin dan terpenoid (5). Minyak atsiri, flavonoid dan tannin telah diteliti sebelumnya
dapat meningkatkan sistem kekebalan tubuh. Kandungan senyawa kimia yang terdapat pada
daun kayu putih diduga memiliki efek sebagai imunomodulator. Hasil penelitian Sukmayadi
tahun 2014 menyatakan bahwa senyawa flavonoid (kaempferol) yang terdapat pada ekstrak
daun tempuyung dapat meningkatkan jumlah leukosit dan komponennya serta 1L-2 (6).
Menurut penelitian terdahulu ekstrak daun kayu putih terbukti mempunyai aktivitas sebagai

antibakteri dan antilarvasida, namun belum ada penelitian mengenai daun kayu putih sebagai
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imunomodulator. Oleh karena peneliti tertarik melakukan penelitian uji aktivitas
imunomudalor ekstrak daun kayu putih (Melaleuca leucadendron L) pada tikus putih yang
di infeksi Staphylococcus aureus. Penelitian ini sejalan dengan renstra penelitian
Universitas Setia Budi pada bidang Teknologi Kesehatan dengan pengembangan obat

tradisional.

1.2 Rumusan Masalah

Permasalahan pada penelitian ini adalah :

1. Apakah ekstrak daun kayu putih (Melaleuca leucadendron L) mempunyai aktivitas
imunomodulator dengan parameter jumlah total leukosit pada tikus yang telah diinfeksi
Staphylococcus aureus?

2. Apakah ekstrak daun kayu putih (Melaleuca leucadendron L) mempunyai aktivitas
imunomodulator dengan parameter diferensial leukosit pada tikus yang telah diinfeksi

Staphylococcus aureus?

1.3 Tujuan Khusus

Tujuan dari penelitian ini adalah :

1. Untuk mengetahui apakah ekstrak daun kayu putih (Melaleuca leucadendron L)
mempunyai aktivitas imunomodulator dengan parameter jumlah total leukosit pada tikus
yang telah diinfeksi Staphylococcus aureus.

2. Apakah ekstrak daun kayu putih (Melaleuca leucadendron L) mempunyai aktivitas
imunomodulator dengan parameter diferensial leukosit pada tikus yang telah diinfeksi

Staphylococcus aureus.

1.4. Target Capaian
e Publikasi ilmiah dalam jurnal Biomedika Fakultas [lmu Kesehatan Universitas

Setia Budi

e Menjadi pemakalah oral dalam pertemuan ilmiah.



BAB 2.
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 State of the Art

Obat Tradisional adalah bahan atau ramuan bahan yang berupa bahan tumbuhan,
bahan hewan, bahan mineral, sediaan sarian (galenik), atau campuran dari bahan tersebut
yang secara turun temurun telah digunakan untuk pengobatan, dan dapat diterapkan
sesuai dengan norma yang berlaku di masyarakat (7). Berdasarkan data Riset Kesehatan
Dasar (Riskesdas) dari tahun 2010 hingga 2018, masyarakat Indonesia yang
menggunakan upaya kesehatan tradisional makin meningkat menjadi sebesar 44,3%,
rata-rata jumlah penduduk yang memanfaatkan TOGA di Indonesia yaitu sebesar 24,6%
(8).

Tanaman obat sebagai bahan utama obat tradisional memiliki kandungan yang
berfungsi sebagai imunomodulator, mengurangi gejala dan mengatasi komorbid Covid-
19 namun belum diketahui sifatnya terhadap virus secara langsung. Kayu putih
(Melaleuca leucadendron L) merupakan salah satu bahan alam yang dikenal oleh
masyarakat Indonesia sebagai obat herbal atau obat tradisional yang bisa digunakan
untuk obat sakit kepala, aromaterapi, mengobati sinusitis non bakteri, menangani
scabies, antivirus (12). Ekstrak daun kayu putih memiliki beberapa kandungan senyawa
yaitu flavonoid, fenol, tanin dan terpenoid (5). Minyak atsiri, flavonoid dan tannin telah
diteliti sebelumnya dapat meningkatkan sistem kekebalan tubuh. Flavonoid (kaempferol)
yang terdapat dalam daun tempuyung (Sonchus arvensis Linn.) dapat bekerja terhadap
limfokin (Interferon y) yang dihasilkan oleh sel T sehingga akan merangsang sel-sel
fagosit melakukan respon fagositosis serta dapat memacu proliferasi limfosit,
meningkatkan jumlah sel T, dan meningkatkan sekresi terhadap IL-2 (10). Kandungan
senyawa kimia yang terdapat pada daun kayu putih diduga memiliki efek sebagai
imunomodulator.

Imunomodulator merupakan substansi ataupun obat yang dapat memodulasi fungsi
dan aktivitas sistem imun baik dengan cara merangsang ataupun memperbaiki imun

ataupun memperbaiki fungsi imun. Secara klinis suatu imunomodulator digunakan pada

_3-



pasien dengan gangguan imunitas, antara lain pada kasus kanker, HIV/AIDS, malnutrisi,
alergi, dan lain-lain. Obat sintesis yang biasa digunakan di dalam mengembalikan
ketidakseimbangan sistem imun seperti obat-obatan untuk imunostimulan yaitu
isoprinosin, levamisole arginin, dan lain-lain (1). Namun imunomodulator sintetik
mempunyai banyak efek samping maka diperlukan imunomudalator alami yang
diharapkan memiliki efek samping yang lebih kecil pada tubuh dan dapat meningkatkan
respon imun tubuh.

Sistem imun adalah semua mekanisme yang digunakan tubuh untuk
mempertahankan keutuhan tubuh sebagai perlindungan terhadap bahaya yang dapat
ditimbulkan sebagai bahan dalam lingkungan hidup (1). Pada saat antigen masuk ke
dalam tubuh maka respon imun akan terbentuk. Salah satu antigen yang dapat masuk ke
dalam tubuh adalah Stapilococcus aureus. Bakteri tersebut masuk sebagai antigen ke
dalam tubuh akan dieliminasi oleh neutrofil dan makrofag sebagai perannya pada sistem
imun innate. Selain itu makrofag juga dapat berperan sebagai antigen presenting cells
(APC). Di dalam makrofag, bakteri akan difagositosis kemudian dikenali oleh major
histocompability complex II (MHC II), kemudian akan dipresentasikan dalam bentuk
antigen peptida. Selanjutnya, MHC II akan berikatan dengan limfosit T. Limfosit T
diketahui mempunyai beberapa molekul permukaan atau cluster of differentiation (CD).
Antigen peptide yang telah dipresentasikan oleh MHC II akan berikatan dengan limfosit
T helper (CD4) pada bagian T Cell Receptor (TCR) (11).

2.2 Studi Pendahuluan dan Hasil yang Telah Dicapai

Penelitian yang sudah dilakukan terkait ekstrak daun minyak kayu putih
diantaranya penelitian Rahmadianti tahun 2015 mengenai ekstrak daun kayu putih
mempunyai efek antibiofilm pada Staphylococccus aureus isolat darah dan urin dengan
konsentrasi minimal 2,5 x 10-4 g/m (4). Hasil didapatkan adanya efek cell death dan
cell lysis pada biofilm oleh 1,8-sineol, tanin, terpenoid, dan flavanoid. Efektivitas
Ekstrak Daun Kayu Putih (Melaleuca leucadendron L.) sebagai Antibakteri secara In
Vitro (13), Hasil yang didapatkan Ekstrak daun kayu putih (Melaleuca leucadendron
L.) memiliki senyawa aktif yang berpotensi menghambat aktivitas pertumbuhan

berbagai bakteri secara in vitro. Minyak atsiri, flavonoid dan tannin telah diteliti
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sebelumnya dapat meningkatkan sistem kekebalan tubuh. Kandungan senyawa kimia
yang terdapat pada daun kayu putih diduga memiliki efek sebagai
imunomodulator.sedangkan terkait imunomodulator penelitian terdahulu mengenai
Aktivitas Imunomodulator Ekstrak Etanol Daun Tempuyung (Sonchus arvensis Linn)
menunjukkan hasil bahwa ekstrak etanol daun tempuyung dapat meningkatkan jumlah
leukosit dan komponennya serta IL-2. Senyawa flavonoid (kaempferol, luteolin-7- O-
glikosida, dan apigenin-7-O-glikosida) yang terdapat pada daun tempuyung tersebut
dapat meningkatkan fagosit dan IL-2 secara signifikan (6). Perbedaan penelitian yang
akan dilakukan belum pernah dilakukan penelitian terkait ekstrak daun kayu putih selain
berperan sebagai antibakteri dan antilarvasida dimungkinkan ekstrak daun minyak kayu
putih juga diharapkan mampu berperan sebagai imunodulator terhadap total leukosit dan

leukosit diferensial pada tikus putih jantan yang diinjeksi Staphylococcus aureus.



BAB 3

METODE PENELITIAN
3.1 Bagan Alir Penelitian
Tilkous, punih jantan wistar umur 2-3 bulan,,
WEEY:
| ! i l | l
Kelp 1 Help2 Kelp3 Kelp 4 Perlakuan Kelp 3 Kelp 6
Komtrol Normal | | BontelNeeatif | | Kontol positif 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3
+ Aauades “Levamisel, || SR || gk || - o
+ Sanades ; : - shstrak daun,
- 3 ko) dosis 25 || BARBMRSSE | | oy b dons || ke puth dow
Per ﬁ%ﬁ% . || Pereralbagl- mg/ks BB 0 mgkeBE || 500 mekg BE ﬁ}%ﬁ&@%
1 41 Pmorazll];m1- Peroral harj1-21 | | Peroralhari1- || Peroral hap 1-
21 21
| l |
‘ Pada i ke 8 diinjeksi, Staphylococcus aureus

Pada hari ke 22 diambil dargh wniuk: pemerikeaan jumlsh
total leukosit dan lenkosit diferensial
Analiza statistic dengan wji Anaya dan
posthoc test

Gambar 1. Peta Jalan (Road map) penelitian

3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli — Desember 2022, bertempat di laboratorium
fitokimia, laboratorium imunoserologi dan laboratorium hematologi Universitas Setia Budi

dan unit pemeliharaan hewan coba di Fakultas kedokteran Universitas Sebelas Maret.

3.2 Bahan dan Alat Penelitian
Alat yang digunakan adalah; seperangkat alat pengering daun dan penepung bahan,

seperangkat alat ekstraksi bahan dengan metode maserasi, rotary evaporator, oven, alat
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pengukur kadar air simplisia, timbangan analitik, botol flakon, water bath, pipa kapiler, spuit
5 ml, sentrifuge, tabung eppendorf, alat bedah, hema analyzer.

Bahan yang digunakan ; daun kayu putih segar urutan mulai ke-4 dari pucuk, etanol
teknis 96%, akuadest, CMCNa 0,5%, pakan tikus, hewan coba berupa tikus jantan galur
wistar umur 2-3 bulan, fase gerak dan reagen penyemprot KLT untuk uji flavonoid,
polifenol, terpenoid dan tannin, kultur Staphylococcus aureus dengan konsentrasi 2x108
sel/ml, ketamine hydrochloride (50 mg/kg), NaCl Fisiologis, EDTA.

3.3 Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian ini adalah sebagai berikut :

1. Pembuatan serbuk simplisia daun kayu putih.
Daun kayu putih dengan urutan mulai ke-4 dari pucuk sampai sebelum kuning diambil
dengan wadah kantong kertas. Daun dicuci bersih dan dikeringkan dengan alat
pengering selama 4-6 hari dengan suhu maksimal 40° C. Daun kemudian diserbuk
dengan alat penyerbuk dan disimpan pada suhu rendah sebelum digunakan.

2.Pembuatan ekstrak daun kayu putih
Ekstrak daun kayu putih dibuat dengan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%.
Jumlah serbuk simplisia dan pelarut berbanding 1:10 (b/v). Hasil filtrasi diuapkan

dengan rotary evaporator. Pasta yang terbentuk disimpan pada suhu rendah.

Daun kayu putih _ Dicuci bersih dan Dikeringkan selama
dari lapangan dikering anginkan 4-6 hari suhu 40° C

Diekstrak dengan etanol Gerbuk daun kayy Ditepungkan dan
96% metode maserasi putih — diayak
Dihasilkan ekstrak
Disaring dan diuapkan | o) mma

Gambar 3 Pembuatan Ekstrak Daun Kayu putih

3. Uji kualitatif golongan senyawa ekstrak daun kayu putih dengan metode KL'T
Uji kualitatif golongan senyawa dilakukan dengan metode KLT. Skrining golongan
senyawa yang dilakukan untuk melihat keberadaan flavonoid, polifenol, terpenoid dan

tannin.



Ekstrak kental
dilarutkan

dengan

metanol

Uji KLT golongan
flavanoid

Uji KLT golongan
polifenol

Uji KLT golongan

terpenaid

Uji KLT golongan

Tanin
R

Gambar 4 Uji Kualitatif golongan senyawa dengan KL T

4. Pembuatan suspense ekstrak daun kayu putih

Ekstrak ditimbang untuk membuat dosis 400mg/kg, 800mg/kg dan 1600mg/kg. Berat

ekstrak dilarutkan pada larutan CMCNa 0,5%.

Ekstrak ditimbang

Gambar 5 Pembuatan suspensi ekstrak daun kayu putih untuk 5 ekor perhari dengan dosis
tertentu

400mg/kgBB

300 mg untuk dosis

800mg/kgBB

600 mg untuk dosis

1600mg/kg BB

dilarutkan
dalam 7,5 ml

bslaryt
(CMCNa 0,5%)

1200 mg untuk dosis

5. Persiapan model hewan coba

Tikus jantan galur wistar dengan berat antara 150-200 g dengan umur 6-8 minggu
diaklimatisasi selama 7 hari dengan makan dan minum yang cukup. Pembuatan suspense
bakteri Staphylococcus aureus 2x10% CFU/ml. Kultur bakteri Staphylococcus aureus dari

koloni diencerkan dalam NaCl fisologis dengan ukuran koloni 2x10% CFU.

Suspensi dosls
400mg/kgBB

Suspensl dosis
B800mg kgBB

. o
Suspensi dosis

1600mg/kgBE




6. Perlakuan hewan coba.
Hewan coba dipelihara pada kandang yang layak dan diberi makan minum yang cukup.
Sebelum dilakukan penelitian perlu dilakukan aklimatisasi selama 7 hari. Perlakuan
dimulai dari hari ke 1- 21. Jenis perlakuan pada bagan perlakuan. Pada hari ke 8, kelompok
kontrol negatif, positif dan perlakuan 1,2 dan 3 dilakukan infeksi dengan bakteri S.aureus
secara intraperitoneal. Perlakuan pemberian ekstrak daun kayu putih diteruskan hingga hari
ke 21 (lihat bagan). Pada hari ke-22 diambil darah pada semua kelompok perlakuan untuk

dihitung jumlah total leukosit dan leukosit differensial.

Tikvus, pttal Jamtam wistar. wamur, 2-3 bulan,
—

| ! i l | l

Kelp 1 Relp2 Kelp 3 Kelp 4 Perakuan Kelp 5 Kelp 6
Kontrol Normal | | Sontel Hsgalil | | Kontrol positif 1 Perlaluan 2 Perlalugn

+ Aguades Levamiel || TSRS || g e || s o
+ fanades : : - kst dam
: (2 hex) dogis2s || FAMRMIROHS |\ o it doss || sy punh doss
Per Eﬂ% 1 Per oral harj 1- mz'kz BB 400 mg'kg BB 300 me/ke BB %%ﬁ@%
21 21 Perorallgn - | Percral g 121 | | Peroral b I- || Peroral g I-

2 21

| , |

| Pada harj ke 8 diinisksi Staphyiococcus aureus

Pada har ke 22 diambil dargh wntul pemeriksaan jumlah
total leukesit den leukosit diferensial
Analiza statistic dengan wi Angya dan
posthoc test

Gambar 6 Alur penelitian

7. Preparasi sampel

Darah ditampung pada tabung ependorf dan diberikan EDTA. Darah kemudian dianalisis jumlah

total leukosit dan jenis leukositnya dengan metode flocytometri dengan alat hema analizer.



3.4 Analisis Data
Data jumlah leukosit dan leukosit diferensial diuji perbedaan antar perlakuan dengan anava satu

jalan dan uji lanjutan posthoc test.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengajuan Ethical Clearance

Penelitian ini telah memenuhi syarat secara etik dan dinyatakan layak untuk
dilaksanakan perlakuan pada hewan uji tikus putih sesuai dengan disetujuinya Ethical
Clearance oleh Komite Etik Penelitian Universitas Muhammadiyah Purwokerto dengan
nomor registrasi : KEPK/UMP/10/1X/2022
4.2. Determinasi Tanaman

Hasil determinasi tumbuhan yang kami gunakan dilakukan Balai Besar Penelitian
dan Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional Tawangmangu menyebutkan
bahwa tumbuhan yang digunakan adalah tumbuhan kayu putih family: Myrtaceae, spesies
: Melaleuca leucadendra (L.)
4.3. Pembuatan serbuk Daun Kayu putih

Daun kayu putih yang diperoleh dari Balai Besar Penelitian dan Pengembangan
Tanaman Obat dan Obat Tradisional Tawangmangu , dikeringkan dengan menggunakan
oven selama kurang lebih 24-48 jam sampai kering. Proses pengeringan daun ini
dimaksudkan untuk mendapatkan simplisia yang tidak mudah rusak, mengurangi kadar air
sehingga mencegah terjadinya reaksi enzimatik dan mencegah terjadinya penurunan mutu
atau perusakan simplisia (Agoes, 2010). Daun kayu putih kemudian dihaluskan dengan
mesin penggiling dan di ayak dengan ayakan nomor 40 mesh.

4.4 Hasil Pembuatan ekstrak Etanol Daun Kayu Putih.

Pembuatan ekstrak etanol daun kayu putih dilakukan dengan cara maserasi. Metode
maserasi ini memiliki kelebihan antara lain : sederhana dalam peralatan dan prosesnya,
tanpa pemanasan (Azwanida, 2015). Metode ini juga cocok untuk pengekstrakan senyawa
aktif yang sifatnya umum, maka metode maserasi paling cocok digunakan karena tidak
memakai pemanasan sehingga senyawa volatile tidak hilang (Pandey & Tripathi, 2013).
Menurut Koirewoa, et al., (2012), metode maserasi ini memiliki keuntungan proses ini
sangat menguntungkan dalam isolasi senyawa bahan alam karena selain murah dan mudah
dilakukan, dengan perendaman sampel tumbuhan akan terjadi pemecahan dinding dan

membran sel akibat perbedaan tekanan antara di dalam dan di luar sel, sehingga metabolit
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sekunder yang ada dalam sitoplasma akan terlarut dalam pelarut organik dan ekstraksi
senyawa akan sempurna karena dapat diatur lama perendaman yang dilakukan. Pembuatan
ekstrak ini dilakukan dengan dimasukkan satu bagian serbuk simplisia ditambah 10 bagian
pelarut kedalam botol coklat (Pandey & Tripathi, 2013). Simplisia daun kayu putih
sebanyak 400 g direndam dengan etanol 96% sebanyak 4 L dalam bejana maserasi yang
ditutup rapat. Proses maserasi dilakukan selama 3 hari. Pengadukan dilakukan beberapa
kali sehari agar tercapai keadaan jenuh yaitu pelarut mencapai konsentrasi tertentu
sehingga tidak dapat menyari zat aktif dalam simplisia. Ekstrak disaring dengan kertas
saring. Filtrat dipekatkan dengan alat vacuum rotary evaporator pada suhu 56 C. Hasil
ekstraksi didapatkan ekstrak sebesar 118 g.

4.5. Uji kualitatif golongan senyawa ekstrak daun kayu putih dengan metode KLT

Tabel 1. Hasil uji Kualitatif golongan senyawa ekstrak daun kayu putih dengan metode

KLT
Visualisasi pada UV Vis Reagen semprot Kesimpulan
No Nama Reagen
senyawa 4254 1366 &

semprot

L. Polifenol biru kehitaman merah muda kuning FeCl3 +
flourescent kemerahan
2. Steroid biru kehitaman biru fluorescent tdk terlihat Lieberman buncard +
3 Flavanoid kuning kehu auan merah muda coklat uap amoniak +
dan biru flourescent
4. Alkaloid biru kehitaman biru gelap kunﬁliltgarigak Dragendrof +
5. Tanin Hitam merah rpuda dan hitam dan FeCI3 +
biru coklat

4.6. Uji Imunomodulator ekstrak daun kayu putih
a. Perlakuan hewan uji

Hewan uji tikus putih jantan galur wistar sebanyak 30 ekor, dipelihara pada kandang
yang layak dan diberi makan minum yang cukup. Tikus putih terdiri dari 30 ekor dan dibagi
menjadi 6 kelompok meliputi kelompok normal, kelompok kontrol positif yang diberi
levamisol dosis 25 mg/kg BB , kelompok kontrol negatif diberi CMC Na 0,5%, kelompok
perlakuan 1, 2 dan 3 masing masing diberi ekstrak dengan dosis 400, 800 dan 1600 mg/kg
BB secara oral selama 21 hari. Sebelum dilakukan penelitian dilakukan aklimatisasi selama
7 hari. Setalah aklimatisasi, diambil darah tikus pada sinus orbitalis untuk dilakukan uji

total leukosit dan leukosit deferensial untuk data awal. Perlakuan dimulai dari hari ke 1-
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21. Pada semua kelompok perlakuan pada hari ke- 8 kecuali kelompok kontrol normal di
injeksinya bakteri Staphylococcus aureus secara intraperitoneal. Pada hari ke-22 diambil
darah tikus pada sinus orbitalis untuk dilakukan uji total leukosit dan leukosit deferensial.
b. Hasil pengukuran Berat badan Tikus

Berat Badan tikus selama penelitian ditimbang dan didapatkan hasil sebagai berikut:

Tabel 2. Berat Badan Tikus Penelitian

KELOMPOK Minggu ke-
1 (gram) 2 (gram) 3 (gram) 4 (gram)

K1. Kontrol Normal 137 143 160 190
K2. Kontrol Negatif 143 154 168 191
K3.Kontrol positif 164 171 181 200
K4. Kelompok 400 mg/ kgBB 157 174 182 211
K5. Kelompok 800 mg/ kgBB 160 166 177 195
K6. Kelompok 1600 mg/ kgBB 135 142 155 187

c. Hasil Pengukuran Total Leukosit
Hasil pengukuran jumlah leukosit dapat dilihat pada Tabel 3
Tabel 3. Pengukuran jumlah Leukosit Tikus

Leukosit

Perlakuan Sebelum perlakuan Setelah perlakuan

Rerata SD Rerata SD
K1. Kontrol Normal 18700,00 1562,05 25433,33 4485,90
K2. Kontrol Negatif 10100,00 2551,47 18166,67 3847,51
K3.Kontrol positif 19033,33 3292,92 22433,33 6470,19
K4. Kelompok 400 mg/ kgBB 17700,00 6504,61 27566,67 5262,45
KS5. Kelompok 800 mg/ kgBB 12266,67 896,29 15866,67 4064,89
K6. Kelompok 1600 mg/ kgBB 26800,00 4077,99 23200,00 6449,03
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d. Hasil pengukuran Leukosit Differensial

Tabel 4. Jumlah limfosit dan Eosinofil pada Tikus

Limfosit Eosinofil
Perlakuan Sebelum Perlakuan Setelah Perlakuan Sebelum Perlakuan | Setelah Perlakuan
Rerata SD Rerata SD Rerata SD Rerata SD
K1. Kontrol Normal 15100,33 | 2717,18 20876 3928,60 | 84,50 146,36 1167,67 | 1599,51
K2. Kontrol Negatif 6671,50 | 1722,28 | 15250,67 | 4138,68 0 0 108 187,06
K3. Kontrol positif 14585 | 2608,23 | 18434,33 | 5005,91 0 0 278,67 | 268,64
K4. kelompok 400 mg/ kgBB 12269,17 | 5678,81 | 24250,67 | 4715,25 0 0 412 713,60
K5. kelompok 800 mg/ kgBB 8368 1351,72 | 11902,33 | 2119,93 0 0 137,67 142,20
K6. Kelompok 1600 mg/ kgBB | 19221,83 | 2113,14 | 18993,33 | 4770,50 0 0 1002,67 | 1384,82
Tabel 5. Jumlah Monosit dan Neutrofil pada Tikus
Monosit Neutrofil
Perlakuan Sebelum Perlakuan | Setelah Perlakuan Sebelum Perlakuan | Setelah Perlakuan
Rerata SD Rerata SD Rerata SD Rerata SD
K1. Kontrol Normal 771,33 724,11 250,33 277,05 | 2161,83 | 863,26 | 3139,33 | 700,02
K2. Kontrol Negatif 141 87,93 54 93,53 | 3287,50 | 1295,90 2754 993,67
K3. Kontrol Positif 225,33 195,19 | 339,33 380,05 4223 1198,65 3381 2214,74
K4. Kelompok 400 mg/ kgBB 160 94,46 103 178,40 | 5270,83 | 784,77 2801 523,72
K5. Kelompok 800 mg/ kgBB 181,50 51,76 68,33 118,36 | 3717,17 | 666,60 3853 1958,16
K6. Kelompok 1600 mg/ kgBB 569,17 | 552,12 | 382,33 174,00 | 7009,00 | 2513,45 | 2929,67 | 873,67

4.7. Analisa Data Penelitian

1. Jumlah total Leukosit

Uji anava satu jalan Selisih Total leukosit sesudah perlakuan dan sebelum perlakuan

Tabel 6. Analisa anava satu jalan Total Leukosit setelah perlakuan

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 289924444.444 5] 57984888.889 2.140 130
Within Groups 325193333.333 12| 27099444.444
Total 615117777.778 17
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Hasil analisa menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan signifikan total leukosit antar
kelompok perlakuan ditujukkan dengan nilai sig lebih dari 0,05. Total leukosit tikus pada
kelompok normal, kontrol negatif, kontrol positif, perlakuan 400mg/kgbb dan 800 mg/kgbb
cenderung naik, kecuali pada perlakuan 1600mg/kgBB. Hal ini membuktikan bahwa ekstrak daun
kayu putih dengan dosis 1600 mg/kgBB dapat menurunkan jumlah total leukosit. Ekstrak daun
kayu putih dapat menurunkan jumlah total leukosit dikarenakan adanya metabolit sekunder yang
terdapat pada daun. Menurut Abd et al, (2015) kandungan senyawa kimia yang terdapat pada daun
kayu putih adalah flavonoid, fenol, tanin dan terpenoid. Hasil ini sesuai penelitian yang dilakukan
oleh Sule et al, (2016) yang menunjukkan bahwa kandungan flavonoid yang terdapat pada ekstrak
daun Carica pubescens dapat menurunkan jumlah leukosit. Menurut Utama ef al, (2014) senyawa
flavonoid dapat menurunkan jumlah total leukosit karena menghambat sintesis eikosanoid melalui
penurunan kandungan asam arakidonat pada jaringan membran fosfolipid sel yang mengakibatkan
terhambatnya pelepasan sejumlah mediator inflamasi seperti prostaglandin, leukotrin dan
tromboksan. Jumlah total leukosit antar perlakuan tidak ada beda secara signifikan. Pada kontrol

normal pun juga ditemukan adanya kenaikan jumlah leukosit.

2. Leuksoit Differensial

Tabel 7. Analisa anava satu jalan limfosit setelah perlakuan

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 278316323.111 51 55663264.622 3.118 .049
Within Groups 214214077.333 121 17851173.111
Total 492530400.444 17

Hasil analisa menunjukkan bahwa ada perbedaan signifikan limfosit antar kelompok
perlakuan ditunjukkan dengan nilai sig kurang dari 0,05. Uji ini dilanjutkan dengan uji poshoc
Turkey HSD (Tabel 8).
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Tabel 8. Uji posthoc limfosit setelah perlakuan

Subset for alpha = 0.05
Perlakuan N 1 2

Tukey HSD*  perlakuan 800mg/kgbb 3 11902.3333
kontrol negatif 3 15250.6667 15250.6667
kontrol positif 3 18434.3333 18434.3333
perlakuan 1600mg/kgbb 3 18993.3333 18993.3333
kontrol normal 3 20876.0000| 20876.0000
perlakuan 400mg/kgbb 3 24250.6667
Sig. .170 .168

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000.

Jumlah limfosit perlakuan 400 mg/kgbb berbeda secara signifikan dengan kelompok
800mg/kgbb. Perbedaan jumlah limfosit sebelum perlakuan dan sesudah perlakuan kemudian

diuji beda nyata (Tabel.9).

Tabel 9. Analisa anava satu jalan selisih kenaikan limfosit setelah perlakuan

dibanding sebelum perlakuan

Sum of Squares |df Mean Square F Sig.
Between Groups 272808500.944 5 54561700.189  [2.448 .095
'Within Groups 267463950.000 |12 22288662.500
Total 540272450.944 |17

Hasil analisa tidak menunjukkan perbedaan kenaikan limfosit yang signifikan dari semua
perlakuan. Semua perlakuan cenderung menaikkan jumlah limfosit tapi jumlahnya tidak berbeda
nyata. Jika dilihat dari data, efek dari perlakuan pada dosis 800 mg/kgbb dan 1600mg/kgbb
menunjukkan adanya kenaikan limfosit yang lebih kecil dibandingkan perlakuan 400mg/kgbb,
terlebih pada perlakuan 1600mg/kgbb malah terjadi penurunan jumlah limfosit. Limfosit sebagai
komponen imun adaptive merespon terhadap adanya perlakuan ekstrak walaupun pola dari respon

ini tidak nyata.
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Tabel 10. Analisa anava satu jalan Eosinofil setelah perlakuan

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3114714.444 5 622942.889 731 .614
Within Groups 10225532.667 12 852127.722
Total 13340247.111 17

Hasil analisa menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan signifikan eosinofil antar kelompok
perlakuan ditujukkan dengan nilai sig lebih dari 0,05. Jumlah eosinofil meningkat setelah
perlakuan dibandingkan sebelum perlakuan. Akan tetapi, perbedaan perlakuan tidak menunjukkan
adanya efek perbedaan terhadap jumlah eosinofil. Jumlah eosinofil setelah perlakuan pada semua
kelompok meningkat baik pada perlakuan ekstrak maupun control, hal ini dimungkinkan adanya

faktor lain yang tidak teramati pada penelitian ini yang ikut berpengaruh terhadap kenaikan sel ini.

Tabel 11. Analisa anava satu jalan Monosit setelah perlakuan

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 309757.778 5 61951.556 1.215 .360
Within Groups 612110.667 12 51009.222
Total 921868.444 17

Hasil analisa menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan signifikan monosit antar kelompok
perlakuan ditunjukkan dengan nilai sig lebih dari 0,05. Jumlah monosit akibat perlakuan ekstrak

cenderung turun tapi tidak signifikan dibandingkan pada awal perlakuan.

Tabel 12. Analisa anava satu jalan Neutrofil setelah perlakuan

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 2623660.667 5 524732.133 .280 915
Within Groups 22508889.333 12 1875740.778
Total 25132550.000 17
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Hasil analisa menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan signifikan neutrofil antar kelompok
perlakuan ditujukkan dengan nilai sig lebih dari 0,05.Jumlah neutrofil sebelum perlakuan dan
setelah perlakuan tidak menunjukkan pola penurunan , komponen sel ini tidak terpengaruh dari
adanya perlakuan. Kinerja dari ekstrak etanol daun kayu putih cenderung berpengaruh terhadap
sel limfosit yang merupakan komponen imun adaptif, sedangkan sel neutrofil, eosinofil dan

monosit tidak terpengaruh dari kerja senyawa ini.
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BAB 5
KESIMPULAN

Kesimpulan dari penelitian ini adalah:
1. Pengaruh pemberian ekstrak etanol daun kayu putih terhadap jumlah total leukosit tikus
putih menunjukkan adanya penurunan pada dosis ekstrak 1600 g/KgBB.
2. Ekstrak etanol daun kayu putih cenderung mampu meningkatkan jumlah total limfosit,

namun jumlah total monosit, eusinofil dan neutrophil cenderung tidak meningkat.
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INTISARI

Kayu putih (Melslucs fLwcadendra L)) termasuk dalam femili Myrtaceae vang didugs bermanfast sebage:
imunomodulator. Di Indonesia, pemanfaatan dsun kave putth bag: kesehatan belom dimanfastkan secars
maksimal, serts masth minimnays penehitian mengena: tanaman in:. Untuk dapst dikembangkan sebaga:
hzhan obat tradizional, perdo diketabui kandungan senvaws metabaolit sekunder vang terdapat pada ekstrak
daun kavu putih. Penclifian im bertujuan untuk mengetahoi profil seayaws metabolit zekunder yang
terkandung pada ekstrak daun kayu putih menggunakan Kromatografi Lapis Tipss. Ekstraksi daun kavu
putth dilakukan menggunakan etanol 96%: dengan cara maserasi Ekstrak vang sudah didapatksn kemudian
dilakukan skoning Btolimia menggunakan KLT. Pade wi KLT sampel ditotolkan, diehssi dan di identifikas
secara langsung. Hasd v Kromatogeafi Lapis Tipis menvnjukkan bahwa ekstezk etancl dasa kayu putih
positif mengandung Polifenol, flavonoid, elkaloid, tanin dan steroid.

Katz kunei : KLT, daun kays putih

ABSTRACT

Melsfucs fearadewdrs L. belongz to the Dlyrtacese famuly which 15 thought to be wuseful 23 an
immunomodulator. In Indonesia, the use of Malabyrg fsradzndrs L for health has not been fully utibzed, and
there is =till 2 lack of resezrch on this plant. In order to be developed 2= 2 traditions] medicinal ingredient,
it iz necessary to know the content of secondary metsbolktes found in escalvptas leaf extract This stady
a:ms to determine the profils of secondary metabolbtes contained in Welslscs denmdensrg L. extract using
Thin Layer Chromatography. Extraction of Melaksss fwcadendrs L. was carried out using 96% ethancl by
maceration method. The extracts that have been obtained were then screened for phytochemucals using
Thin Laver Chromatography. In the Thin Layer Chromatograghy test, the sample was spotted, eluted and
identified directly. The results of the Thin Laver Chromatography test showed that the ethanol extract of
Melsfetica lncadendra L. positively contained polrphencls, flavonodds, alkaloids, taanins and sterodds.

Keywords: Thin Layer Chromatography, Melsluss bucadendra L
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