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Abstrak 

Paparan benda asing yang bersifat patogen secara terus menerus dapat menurunkan sistem imun, 
sehingga tubuh membutuhkan senyawa imunomodulator yang mengandung flavonoid. Flavonoid 
dapat meningkatkan proliferasi sel limfosit.  Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas 
imunmodulator ekstrak etanol daun kedondong terhadap proliferasi sel limfosit mencit galur balb/c 
yang diinduksi vaksin hepaitis B beserta uji kandungan flavonoid. Ekstrak daun kedondong 
diekstraksi secara maserasi dengan etanol 96%. Ekstrak diberikan secara p.o pada kelompok 
perlakuan dosis 5, 10 dan 20% kontrol positif levamisol l0,45 mg/20gram BB, kontrol dengan vaksin 
CMC-Na 0,5% dan kontrol normal selama 46 hari. Sel limfosit diisolasi dari limpa dan diuji proliferasi 
sel limfosit menggunakan MTT Assay. Identifikasi senyawa flavonoid ekstrak dengan pereaksi Mg dan 
HCL. Hasil Optical Density (OD) dianalisis statistik Kruskall-Wallis Test dilanjutkan Mann-Whitney 
taraf kepercayaan 95%. Sedangkan identifikasi kandungan kimia dibandingkan dengan pustaka 
acuan. Hasil analisis menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun kedondong memiliki aktivitas terhadap 
peningkatan proliferasi sel limfosit pada konsentrasi 10% dan mengandung senyawa flavonoid. 
Ekstrak etanol daun kedondong memiliki aktivitas imunomodulator dan mengandung senyawa 
flavonoid. 
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Abstract 

Continuous exposure to pathogenic foreign bodies can lower the immune system, so the body needs 
immunomodulatory compounds containing flavonoids. Flavonoids can increase lymphocyte cell 
proliferation. This study aims to determine the immunomodulatory activity of kedondong leaf ethanol 
extract against the proliferation of balb/c strain mice lymphocyte cells induced by hepatitis B vaccine 
along with flavonoid content tests Kedondong leaf extract was extracted by maceration with 96% 
ethanol The extract was administered on a p.o basis in the treatment group of doses 5, 10 and 20% 
positive control of levamisol l0.45 mg/20gram BB, control with CMC-Na vaccine 0.5% and normal 
control for 46 days. Lymphocyte cells were isolated from the spleen and tested for lymphocyte cell 
proliferation using MTT Assay. Identify flavonoid extract compounds with Mg and HCL reagents. 
Optical Density (OD) results analyzed by Kruskall-Wallis Test statistics followed by Mann-Whitney 
with a 95% confidence level. Meanwhile, the identification of chemical content is compared to the 
reference library. The results showed that kedondong leaf ethanol extract has activity against 
increasing lymphocyte cell proliferation at a concentration of 10% and contains flavonoid compounds. 
Kedondong leaf ethanol extract has immunomodulatory activity and contains flavonoid compounds. 
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1 Pendahuluan 

Salah satu faktor menurunnya sistem imun 
akibat paparan benda asing berupa virus, 
bakteri dan mikroorganisme yang bersifat 
patogen. Untuk meningkatkan pertahanan 
dalam tubuh dibutuhkan suatu agen 
imunomodulator. Imunomodulator adalah 
bahan obat yang  dapat mengembalikan 
ketidakseimbangan sistem imun [1].  

Agen imunomodulator dapat berasal dari 
alam berupa tanaman yang mengandung 
senyawa flavonoid. Ekstrak etanol daun 

kedondong memiliki kandungan kimia 
flavonoid, polifenol, tannin [2]. Flavonoid 
merupakan senyawa yang berpotensi sebagai 
imunomodulator [3].  

Bahan alam yang diduga dapat 
meningkatkan sistem pertahanan tubuh yaitu 
salah satunya flavonoid karena mampu 
meningkatkan produksi IL-2 yang terlibat 
dalam aktivasi dan proliferasi sel limfosit [4]. 
Kandungan flavonoid seperti quercetin dan 
epigallocatechin 3-gallate (EGCG) dalam teh 
hitam dapat meningkatkan sistem pertahanan 
tubuh [5].  
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Pengobatan alami merupakan bahan 
kajian dan sumber penting untuk mendapatkan 
senyawa obat baru [6]. Penggunaan bahan alam 
sebagai obat secara umum dinilai lebih aman 
dari penggunaan obat kimia karena dianggap 
mempunyai efek samping yang rendah jika 
digunakan secara tepat [7].  

Penelitian sebelumnya pada daun 
kedondong sebagai agen imunomodulator yaitu 
dapat meningkatkan fagositosis makrofag [8] 
dan meningkatkan antibodi IgG dan IgM [9]. 
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui 
aktivitas imunomodulator ekstrak etanol daun 
kedondong (spondias pinnata) (l.f) kurz) 
terhadap proliferasi sel limfosit mencit balb/c 
beserta uji kandungan flavonoid. 

 
2 Metode Penelitian  

2.1 Preparasi ekstrak etanol daun kedondong 

Serbuk simplisia daun kedondong 
sebanyak 2000 gram dibagi dalam 7 bejana 
masing-masing berisi 250 gram dilarutkan 
dengan cairan penyari etanol 96% sebanyak 
15000 ml, ditutup dan direndam selama 3 hari 
dengan sesekali diaduk minimal sehari 3 kali. 
Setelah 3 hari, campuran simplisia dan etanol 
96% diserkai sehingga diperoleh maserat I. 
Ampas serbuk daun kedondong dilarutkan 
dengan etanol 96% sebanyak 5000 ml, 
direndam kembali selama 2 hari dengan 
sesekali diaduk. Setelah 2 hari, campuran ampas 
dan etanol 96% diserkai kembali sehingga 
diperoleh maserat II. Maserat I dan II kemudian 
dicampur dan dipekatkan menggunakan rotary 
evaporator pada suhu < 50°C sampai diperoleh 
ekstrak kental etanol. 

2.2 Uji Kandungan Kimia flavonoid 

Ekstrak daun kedondong sebanyak 2 ml 
dilarutkan dalam 2 ml metanol, kemudian 
ditambahkan serbuk Mg dan HCl pekat 
sebanyak 5 tetes. Adanya senyawa flavonoid 
ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah 
atau jingga [10]. 

2.3 Uji Aktivitas Imunomodulator 

2.3.1 Penyiapan Larutan Uji 

a) CMC-Na 0,5% ditimbang 0,5gram dilarutkan 
dengan air panas 100 mL diaduk sampai 

homogen. Larutan CMC-Na 0,5% digunakan 
untuk suspensi ekstrak etanol daun 
kedondong. 

b) Ekstrak etanol daun kedondong yang 
digunakan adalah konsentrasi 5%, 10% dan 
20%.  yang dilarutkan dengan larutan CMC-
Na 0,5%. 

c) Vaksin Hepatitis B (engerix)  
Vaksin pertama dilakukan pada hari ke-7 

setelah dilakukan perlakuan dan vaksin kedua 
dilakukan pada hari ke-28 diberi secara 
intraperitonial dengan dosis 0,05 mcg/20 gBB 
dengan volume pemberian 0,3 ml.  
d) Levamisol 

Penelitian ini mengunakan levamisol stok 
25 mg. Dosis levamisol untuk mencit dengan 
dosis 0,7ml/0,45mg/20g BB/hari secara 
peroral. Pembuatan larutan levamisol 
dilakukan dengan cara tablet levamisol 
dihaluskan kemudian ditimbang dan dilarutkan 
dengan CMC-Na [11]. 

2.3.2 Perlakuan hewan uji  

Perlakuan hewan uji selama 46 hari dibagi 
menjadi 6 kelompok yaitu kelompok kontrol 
normal, mencit mendapat makan dan minum 
tanpa induksi vaksin hepatitis B; kontrol dengan 
vaksin mencit mendapat CMC-Na  0,5% secara 
peroral dan diinduksi vaksin hepatitis B dengan 
dosis 0,052 mcg/20 gram BB secara 
intraperitonial; kelompok kontrol positif, 
mencit mendapat levamisol hidroklorida 
dengan dosis 0,45mg/20gram BB secara 
peroral dan diinduksi vaksin hepatitis B dengan 
dosis 0,052 mcg/20 gram BB secara 
intraperitonial serta kelompok perlakuan 
ekstrak etanol daun kedondong dengan dosis 
5%, 10% dan 20% secara peroral dan diinduksi 
vaksin hepatitis B dengan dosis 0,052 mcg /20 
gram BB secara intraperitonial.   

2.3.3 Isolasi Organ Limfosit 

Isolasi sel limfosit diperoleh dari organ 
limpa mencit galur Balb/C. Isolasi dilakukan 
secara aseptis dari mencit galur Balb/C. Mencit 
dikorbankan dengan kloroform, diletakkan 
telentang pada papan bedah yang telah dibasahi 
dengan etanol 70% dan kemudian kulit 
dibersihkan dengan etanol 70%. Kulit bagian 
perut dibuka dengan menggunakan gunting dan 
pinset. Organ limpa diangkat dan diletakkan 
dalam cawan petri yang berisi PBS.Limpa dicuci 
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dengan PBS sebanyak tiga kali. Media RPMI 
sebanyak 10 ml dipompakan ke dalam limpa 
sehingga limfosit ikut keluar bersama media. 
Suspensi sel dimasukkan dalam tabung 
sentrifugasi 15 mL dan disentrifus pada 1200 
rpm selama 10 menit. Pellet yang didapat 
disuspensikan dalam 1 mL ammonium klorida 
untuk melisiskan eritrosit. Sel dicampur hingga 
homogen dan disentrifugasi pada 1200 rpm 
selama 5 menit. Supernatan dibuang dan sel 
limfosit disuspensikan dalam medium RPMI 
komplit 1 ml. Sel dihitung menggunakan 
hemositometer dan diresuspensikan lagi 
dengan medium RPMI komplit sehingga 
diperoleh suspensi sel dengan  kepadatan  
1,5×106/mL [12].  

2.3.4 Uji Proliferasi Limfosit dengan Metode 
MTT Assay 

Sel limfosit (1,5×106 sel/mL) sebanyak 
100 µL didistribusikan ke dalam sumuran 
microplate 96-wellsPlate dan diinkubasi selama 
48 jam dalam inkubator dengan aliran 5% CO₂  
pada suhu 37°C. Setelah diinkubasi 
ditambahkan 50 µL larutan 5mg/mL MTT pada 
tiap sumuran. Kultur kemudian diinkubasi 
kembali selama 4 jam pada suhu 37°C.  Reaksi 
dihentikan dengan menambahkan  50 µL reagen 
stopper  yaitu larutan 10% SDS dalam asam 
klorida (HCl) 0,01N . Inkubasi dilanjutkan 
selama 24 jampada suhu ruang kemudian 
dibaca dengan ELISA reader pada panjang 
gelombang 550 nm [12]. 

2.4  Analisis Data 

Data Optical Density (OD) dianalisis 
menggunakan statistik non parametrik Kruskal 
Wallis Test dilanjutkan uji beda berupa Mann 
Whitney Test dengan taraf kepercayaan 95%. 
Berdasarkan hasil yang diperoleh menunjukkan 
bahwa semakin besar nilai OD, maka semakin 
besar aktivitas proliferasi sel limfosit. 
Sedangkan uji senyawa flavonoid diidentifikasi 
secara deskriptip dibandingkan dengan acuan 
[13]. 

 
3 Hasil dan Pembahasan 

3.1 Preparasi ekstrak etanol daun kedondong 

Ekstraksi daun kedondong menggunakan 
metode maserasi. Metode ini dipilih untuk 

menjaga senyawa aktif dari kerusakan akibat 
pemanasan.Larutan penyari yang digunakan 
adalah etanol 96%. Pelarut ini dipilih karena 
etanol 96% merupakan pelarut universal yang 
mampu menyari senyawa dari yang bersifat 
polar, semi polar hingga senyawa non polar 
seperti flavonoid [14]. Selain itu kandungan 
terbesar flavonoid dalam ekstrak terdapat pada 
ekstrak etanol dengan kadar 80,82% [15]. Hasil 
rendemen ekstrak etanol daun kedondong yang 
diperoleh sebesar 24,32 %. 

3.2 Uji Kandungan Kimia flavonoid 

Uji kandungan kimia ekstrak etanol daun 
kedondong bertujuan untuk mengetahui 
adanya golongan senyawa flavonoid. Hasil uji 
flavonoid dengan penambahan pereaksi Logam 
Mg dan HCl pekat akan membentuk warna 
jingga yang menandakan positif karena 
terbentuknya garam flavilum yang berwarna 
merah atau jingga [13]. Hal ini menandakan 
bahwa ekstrak daun kedondong mengandung 
flavonoid. Reaksi flavonoid dengan Logam Mg 
dan HCl pekat dapat dilihat Pada Gambar 1. 
 
 
 

 
Gambar 1. Reaksi Pembentukan Garam Flavillium [13] 
 
 
 

3.3 Uji Proliferasi Limfosit dengan Metode 
MTT Assay 

Pengujian aktivitas imunomodulator 
sampel uji terhadap proliferasi sel limfosit 
dilakukan dengan menggunakan metode MTT 
Assay. Uji MTT assay memiliki kelebihan yaitu 
relatif cepat, sensitif, akurat dan dapat 
digunakan untuk mengukur sampel dalam 
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jumlah besar. Pengukuran aktivitas proliferasi 
sel limfosit dilakukan dengan menggunakan 
ELISA reader. Nilai OD yang dihasilkan dapat 
menunjukkan besarnya aktivitas proliferasi sel 
limfosit. Semakin besar nilai OD, maka semakin 
besar juga aktivitas proliferasi sel limfosit. 
Prinsip uji MTT berdasarkan pada perubahan 
garam tetrazolium [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-difeniltetrazolium bromide] (MTT) yang 
berwarna kuning menjadi formazan dalam 
mitokondria yang aktif pada sel hidup yang 
berwarna ungu. Kristal formazan yang 
berwarna ungu dapat larut sehingga dapat 
dibaca secara spektrofotometri visible pada 
panjang gelombang 550 nm. Jumlah kristal 
formazan yang terbentuk berbanding lurus 
dengan jumlah sel yang hidup. Semakin tinggi 
absorbansi yang dihasilkan maka semakin 
tinggi pula jumlah sel hidup yang terdapat di 
dalam kultur tersebut [16]. Mekanismenya 
reaksi MTT assay pada gambar 2. 
 
 
 

 
Gambar 2. Mekanismenya reaksi MTT  
 
 
 

Aktivitas imunomodulator dilihat dari 
pengaruh perbedaan seri konsentrasi dosis 
terhadap nilai OD. Ketika nilai OD kelompok 
konsentrasi sampel uji lebih tinggi secara 
statistik dari kelompok kontrol dengan vaksin, 
maka dapat dikatakan sampel uji yang memiliki 
aktivitas. Sebagai pembanding standar 
meningkatkan proliferasi sel limfosit adalah 
Levamisol. Levamisol merupakan salah satu 
senyawa yang poten untuk proliferasi sel 
limfosit, sehingga digunakan sebagai kontrol 
positif. Konsentrasi optimal levamisol sebagai 
mitogen dengan dosis 0,7ml/0,45mg/20gr BB/ 
hari secara peroral. Hasil analisa data pada 
penelitian ini, berdasarkan data nilai OD pada 
seluruh kelompok perlakuan dan dilanjutkan 

dengan uji Mann-whitney dengan taraf 
kepercayaan 95% antar kelompok dosis 
perlakuan dapat dilihat pada gambar 3. 
 
 
 

 
Gambar 3. Rata-rata Nilai OD Limfosit Kelompok Normal 
dan Kelompok Dengan Vaksin 
 
 
 

Berdasarkan gambar 3 hasil analisa 
kelompok normal dengan rata-rata nilai OD 
±0.068 terhadap kelompok dengan vaksin yaitu 
dengan rata-rata nilai OD ±0.081 memberikan 
hasil berbeda bermakna yang artinya walaupun 
memberikan hasil berbeda berbeda bermakna. 
Konsentrasi optimal dari pemberian sampel uji 
dalam meningkatkan proliferasi sel limfosit 
didapatkan pada kelompok perlakuan 10%. 
Konsentrasi optimal dapat ditentukan dengan 
melihat konsentrasi dimana sampel uji 
memberikan aktivitas tertinggi, yang kemudian 
pada pemberian beberapa konsentrasi lebih 
tinggi terjadi penurunan aktivitas 
imunostimulator terhadap proliferasi sel 
limfosit [18]. Kelompok perlakuan 5% dan 20% 
belum memberikan hasil yang optimal, sehingga 
perlu dilakukan uji toksisitas dari kelompok 
tersebut agar diperoleh konsentrasi ekstrak 
etanol daun kedondong yang menyebabkan 
toksisitas. Flavonoid dapat meningkatkan 
proliferasi sel limfosit karena mampu 
meningkatkan produksi IL-2. IL-2 memiliki 
peranan besar dalam mengaktivasi sel limfosit T 
untuk berproliferasi. Proliferasi sel limfosit T 
yang dirangsang oleh antigen, diatur oleh ikatan 
antara IL-2 dengan reseptornya. Selain itu, IL-2 
juga merangsang proliferasi dan diferensiasi  sel 
lmfosit B dan Natural Killer (NK) [19]. Senyawa 
caffeic acid dan flavonoid yang merupakan 
bagian polifenol dari tumbuhan Ocimum 
basilicum (Linn.) mampu meningkatkan 
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produksi IL-2, sehingga dapat menstimulasi 
proliferasi sel limfosit [4]. Hasil uji Mann- 
Whitney terhadap nilai OD kelompok 
konsentrasi terhadap kelompok kontrol ekstrak 
etanol daun kedondong pada waktu inkubasi 48 
jam dapat dilihat pada Gambar 3. 
 
 
 

 
Gambar 4. Rata-rata Nilai OD Limfosit kelompok perlakuan 
terhadap kelompok dengan vaksin dan kelompok positif 
 
 
 

Berdasarkan gambar 4 nilai rata-rata OD 
dan terlihat bahwa pemberian sampel uji 
memberikan hasil peningkatan terhadap 
proliferasi sel limfosit pada kelompok 
perlakuan 10% dengan rata-rata nilai OD ± 
0.171, kelompok 5% dengan nilai rata-rata 
±0.076 dan kelompok 20% dengan rata-rata 
nilai OD ±0.074. Analisa secara statistik 
terhadap nilai OD didapatkan hasil bahwa 
konsentrasi 10% memiliki aktivitas proliferasi 
sel limfosit dan dilihat terhadap kelompok 
kontrol positif menunjukkan hasil hampir sama, 
sedangkan kelompok perlakuan 5% dan 20% 
tidak memiliki aktivitas proliferasi sel limfosit. 
Senyawa flavonoid dapat meningkatkan 
aktivitas IL-2 dan proliferasi limfosit [20]. 
Proliferasi limfosit akan mempengaruhi sel 
CD4+, kemudian menyebabkan sel Th1 
teraktivasi. Sel Th1 yang teraktivasi akan 
mempengaruhi proliferasi sel limfosit. Senyawa 
Flavonoid dapat meningkatkan proliferasi sel 
limfosit karena mampu meningkatkan produksi 
IL-2.IL-2 memiliki peranan besar dalam 
mengaktivasi sel limfosit T untuk berproliferasi. 
Proliferasi sel limfosit T yang dirangsang oleh 
antigen, diatur oleh ikatan antara IL-2 dengan 
reseptornya. Selain itu, IL-2 juga merangsang 

proliferasi dan diferensiasi  sel lmfosit B dan 
Natural Killer (NK) [19].  

Mekanisme terjadinya proliferasi sel 
limfosit secara umum, yaitu ketika suatu 
antigen berikatan dengan permukaan sel T dan 
sel B, bersama dengan interlukin-1 (IL-1) dari 
Antigen Presenting Cell (APC) dapat 
mengaktivasi G-protein yang kemudian 
memproduksi fosfolipase C. Enzim ini 
menghidrolisis fosfatidil inositol bifosfat (PIP2) 
menjadi diasil gliserol (DAG) dan inositol 
trifosfat(IP3). Reaksi tersebut berlangsung 
dalam membran plasma. DAG mengaktivasi 
secara langsung protein kinase C dengan cara 
memfosforilasi residu asam amino (serin atau 
treonin) pada sel target. IP3 kemudian 
menstimulasi pelepasan Ca2+ ke dalam 
sitoplasma sehingga konsentrasi Ca2+ 

meningkat. Peningkatan Ca2+ ini berperan 
penting dalam menstimulasi kerja enzim 
protein kinase C dan 5-lipoxygenase. Protein 
kinase C menstimulasi produksi interlukin–
2(IL-2). IL-2 ini kemudian mengaktivasi 
proliferasi sel limfosit [21]. Senyawa flavonoid 
selain mempunyai efek imunostimulan juga 
memiliki efek imunosupresan [22]. Adanya efek 
sitotoksik dan imunosupresan memungkinkan 
terjadinya hambatan terhadap proliferasi 
limfosit pada batas dosis tertentu. Hal ini yang 
mungkin menyebabkan tidak adanya 
perbedaan jumlah limfosit yang bermakna 
antara kelompok perlakuan yang diberi ektrak 
etanol daun kedondong dan kemungkinan 
kedua dari hewan uji yang digunakan sudah 
toksik selama perlakuan sehingga hanya 
kelompok perlakuan 10% yang memberikan 
hasil yang optimal. 

 
4 Kesimpulan 

Ekstrak etanol daun kedondong (Spondias 
Pinnata (L.F) Kurz) memiliki aktivitas 
imunomodulator terhadap proliferasi sel 
limfosit mencit galur Balb/C yang diinduksi 
vaksin hepatitis B pada konsentrasi 10% dan 
mengandung senyawa flavonoid. 
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6 Pernyataan  

6.1 Penyandang Dana 

Penelitian ini tidak mendapatkan 
pendanaan dari sumber manapun.  

6.2 Konflik Kepentingan 

Tidak ada konflik kepentingan. 

6.3 Etik 

Ethical Clearance No. 221/VIII/2017 dari 
Komisi Bioetik Penelitian 
Kedokteran/Kesehatan Fakultas Kedokteran 
Universitas Islam Sultan Agung Semarang. 
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