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“Artinya: Bagi manusia ada malaikat-malaikat yang selalu mengikutinya
bergiliran, di muka dan di belakangnya, mereka menjaganya atas perintah Allah.
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ABSTRAK

Habibi, 2020. Efek Imunomodulator Ekstrak Kopi Hijau Robusta Terhadap
Aktivitas Fagositosis Makrofag Peritoneal Mencit Secara in Vitro. Skripsi. Jurusan
Biologi Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim
Malang. Pembimbing Biologi: Kholifah Holil, M.Si; Pembimbing Agama: Mujahidin
Ahmad, M.Sc.

Kata kunci: aktivitas fagositosis, imunomodulator, kopi hijau robusta, makrofag
peritoneal

Kopi hijau robusta (Coffea canephora) diketahui mengandung senyawa antioksidan dan
antiinflamasi yang lebih tinggi dibandingkan dengan kopi hitam. Kandungan fenolik
asam klorogenat, kafein, dan flavonoid dalam kopi hijau robusta memiliki potensi sebagai
imunomodulator. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui efek imunomodulator
ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) terhadap aktivitas fagositosis makrofag
peritoneal mencit (Mus musculus) secara in vitro. Penelitian ini menggunakan Rancangan
Acak Lengkap (RAL) dengan lima perlakuan dan lima kali ulangan. Sel makrofag
diisolasi dari rongga peritoneal mencit (Mus musculus) jantan dan dikultur dalam media
RPMI 10% FBS selama 1x24 jam dengan CO, 5% dan suhu 37°C kemudian diberi
perlakuan. Perlakuan yang digunakan yaitu K+ (produk-X imunomodulator), ekstrak kopi
hijau robusta dengan varian konsentrasi yaitu PO (0 pug/ml), P1 (25 pg/ml), P2 (50 pg/ml)
dan P3 (75 pg/ml) yang diberikan dalam media kultur tersebut kemudian diinkubasi
dalam inkubator CO, 5% suhu 37°C selama 6 jam. Variabel yang digunakan adalah
aktivitas fagositosis makrofag meliputi dua parameter yaitu persentase fagositosis (PF)
dan kapasitas fagositosis (KF). Aktivitas fagositosis makrofag dapat dilihat dengan
pewarnaan Giemsa 20%. Data penelitian ini dianalisis menggunakan one way ANAVA
(0=0.05). Hasil analisis yang berpengaruh kemudian diuji lanjut sesuai dengan besar nilai
koefisien keragaman (KK) yang didapat. Pada penelitian ini menunjukkan bahwa ekstrak
kopi hijau robusta (Coffea canephora) berpengaruh terhadap aktivitas PF dan KF
makrofag peritoneal mencit (Mus musculus) secara in vitro. Pemberian ektrak kopi hijau
robusta dengan konsentrasi P2 (50 pg/ml) merupakan perlakuan yang paling efektif
dalam meningkatkan aktivitas PF dan KF makrofag peritoneal vyaitu sebesar
61.70+4.738% dan 188+12.124 lateks/ml.

XV
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ABSTRACT

Habibi, 2020. Immunomodulatory Effects of Robusta Green Coffee Extract
on Peritoneal Macrophage Phagocytosis Activity of Mice in Vitro. Thesis.
Department of Biology, Faculty of Science and Technology, State Islamic University of
Maulana Malik Ibrahim Malang. Biology Advisor: Kholifah Holil, M.Si; Religion
Advisor: Mujahidin Ahmad, M.Sc.

Keywords: immunomodulators, phagocytic activity, peritoneal macrophages, robusta
green coffee

Robusta green coffee (Coffea canephora) is known to contain antioxidant and anti-
inflammatory compounds that are higher than black coffee. The phenolic content of
chlorogenic acid, caffeine, and flavonoids in robusta green coffee has potential as an
immunomodulator. The purpose of this research was to determine the immunomodulatory
effect of robusta green coffee extract (Coffea canephora) on the phagocytosis activity of
peritoneal macrophages of mice (Mus musculus) in vitro. This research used a completely
randomized design (CRD) with five treatments and five replications. Macrophage cells
were isolated from the peritoneal cavity of male mice (Mus musculus) and cultured in
RPMI medium 10% FBS for 1x24 hours with 5% CO. and 37°C then treated. The
treatments used were K + (product X-immunomodulator), robusta green coffee extract
with various concentrations namely PO (0 pg / ml), P1 (25 pg / ml), P2 (50 pg / ml), and
P3 (75 pg / ml) which were given in some culture medium was then incubated in a 5%
CO> incubator at 37°C for 6 hours. The variable used was the phagocytosis activity of
macrophages including two parameters, namely the percentage of phagocytosis (PF) and
the capacity of phagocytosis (KF). Macrophage phagocytosis activity can be seen with a
20% Giemsa stain. The research data were analyzed using one-way ANOVA (o = 0.05).
The results of the influential analysis were then further tested according to the resulting
coefficient of diversity (KK). The results showed that robusta green coffee extract (Coffea
canephora) affected the PF and KF activity of peritoneal macrophages of mice (Mus
musculus) in vitro. The administration of robusta green coffee extract with a
concentration of P2 (50 pg / ml) was the most effective treatment in increasing the
activity of PF and KF of peritoneal macrophages, namely 61.70 + 4.738% and 188 +
12,124 latex/ml.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Indonesia merupakan negara terbesar ke-4 dalam produksi kopi dunia
setelah Brazil, Vietnam dan Colombia. Hal tersebut dilihat dari luas areal
perkebunan di Indonesia dan nilai ekspor kopi dari Indonesia (Hartono, 2013).
Nilai ekspor biji kopi dari Indonesia kurang lebih 0,353 juta ton (ICO, 2014) dari
produksi kopi dunia yang mencapai 9,2 juta ton. Hal tersebut juga didukung
dengan luas areal perkebunan kopi di Indonesia yang mencapai 12 juta ha yang
tersebar di beberapa wilayah di Indonesia (AEKI, 2015; Martauli 2018). Oleh
karena itu, produksi kopi di Indonesia telah menjadi salah satu komoditas yang
diperhitungkan dalam penguat devisa negara (Kusmiati & Reni, 2011,
Ramadhani, 2018).

Tanaman kopi yang dibudidayakan di Indonesia sebagian besar adalah jenis
kopi robusta (Coffea canephora). Saat ini terdapat dua jenis kopi robusta yang
dipasarkan, yaitu green coffee dan black coffee. Kopi hijau robusta (Coffea
canephora) diketahui mengandung senyawa antioksidan yang lebih tinggi
dibandingkan kopi hitam (Isnandar dkk., 2017). Kopi hitam mengalami proses
roasting yang membuat perubahan komposisi kimia dan aktivitas bioaktif kopi
(Raharjo, 2012). Beberapa penelitian terkait skrining pada ekstrak kopi hijau
dengan pelarut aquades menunjukkan bahwa, kopi hijau robusta memiliki
kandungan fenolik asam klorogenat, kafein dan flavonoid lebih tinggi
dibandingkan yang terkandung dalam kopi hitam dan kopi hijau dengan pelarut
lain (Nohta dkk., 2016; Affonso dkk., 2016; aldeltafi, 2018).

Hampir 83 % dari total senyawa bioaktif dalam kopi hijau robusta adalah
senyawa polifenol dengan kadar asam klorogenat tertinggi sebesar 14,4% (Farah,
2006; Sentkowska dkk., 2016) dan kadar kafein pada kopi hijau robusta berkisar
2,38% (Bicho, 2013). Selain fenolik asam klorogenat dan juga kafein, kopi hijau
robusta memiliki kandungan senyawa bioaktif lain seperti flavonoid, sterol
(stigmasterol, sitosterol), diterpen, diterpen pentasiklik (methyl kafestol, kafestol
dan kahweol), tripterpen ester dan alkohol serta seramid (Isnindar, 2017).



Penelitian sebelumnya membuktikan komponen kimia di dalam kopi seperti
flavonoid, fenolik asam klorogenat, kafein memiliki aktivitas antioksidan dan
antiinflamasi yang tinggi (Siva et al. 2016), serta banyak dimanfaatkan dalam
terapi kesehatan (Priftis et al. 2015; Jeszka-Skowron et al. 2016).

Allah Subhanaiu wa Ta’ala menciptakan tanaman kopi sebagai salah satu
tumbuhan yang memiliki banyak manfaat diantara tumbuh-tumbuhan yang lain.
Tumbuh yang tersebar di Bumi merupakan bentuk kasih sayang Allah SWT
kepada manusia, sekaligus sebagai tanda-tanda kuasa-Nya. Oleh karena itu,
manusia diperintahkan untuk memperhatikan dan mengamati serta meneliti
tumbuh-tumbuhan. Sebagaimana firman Allah Subhanahu wa Ta’ala Surat Asy-

Syu’ara (26) ayat 7 yaitu:
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Artinya:  “Dan apakah mereka tidak memperhatikan terhadap bumi,
berapakah banyaknya kami tumbuhkan di dalamnya (bumi itu) berbagai
macam tumbuh-tumbuhan yang baik? " (Q.S. Asy-Syu’ara (26): 7).

Berdasarkan ayat diatas kata “!323” berarti “memperhatikan” memiliki
makna apakah manusia tidak memikirkan bahwa Allah telah menciptakan “Bumi”
dan “Berapa banyak Kami tumbuhkan di bumi itu” dengan berbagai tanda-tanda
kekuasaan-Nya (Shihab, 2009). Tanda kekuasaan Allah Subhanahu wa Ta’ala
beserta anugerah-Nya, tercantum di dalam kata “a S ;53” yang berarti
ditumbuhkannya “tumbuh-tumbuhan yang baik”. Menurut Qurthubi (2009) dalam
tafsirnya, kata “~_S” artinya baik dan mulia, berasal dari kata al karam dalam
bahasa Arab adalah al fadhl yaitu keutamaan, serta kariimun yang artinya mulia
dan unggul.

Berdasarkan penjelasan tersebut Allah SWT menumbuhkan berbagai
macam tumbuhan yang dapat diambil manfaatnya oleh manusia. Oleh karena itu,
dalam ayat ini manusia diperintahkan Allah  Subhanahu wa Ta’ala untuk
memperhatikan serta memikirkan pada ciptaan-Nya, salah satunya adalah tumbuh-

tumbuhan, sehingga apabila manusia memikirkan kepada tanda kekuasaan Allah,



hal tesebut dapat dijadikan media pembelajaran mendekatkan diri kepada Allah
Subhanahu wa Ta’ala dan meningkatkan keimanan dan ketagwaan kepada-Nya.

Memperhatikan kuasa Allah Subhanahu wa Ta’ala yang ada di bumi tidak
hanya sekedar melihat ataupun memikirkan saja. Namun, salah satunya dengan
melakukan suatu penelitian. Penelitian yang dapat dilakukan yaitu mengeksplorasi
potensi kandungan bioaktif pada tumbuh-tumbuhan. Menurut Amirghofran,
(2012); Wang et al., (2018) dalam beberapa tahun terakhir, senyawa bioaktif dari
tumbuhan-tumbuhan yang ditemukan, terbukti secara ilmiah memiliki potensi
imunomodulator yang dapat digunakan secara luas dalam pengobatan gangguan
imunologis. Namun dalam praktiknya, belum ditemukan cukup bukti-bukti yang
kemudian digunakan dalam praktik klinis (Kumar et al., 2011), Oleh karena itu
eksplorasi kandungan senyawa bioaktif yang berpotensi sebagai imunomodulator
menjadi penelitian yang bernilai tinggi di masa kini dan mendatang.

Kopi hijau robusta (Coffea canephora) dalam penelitian sebelumnya
diketahui memiliki kandungan asam klorogenat yang memiliki khasiat pengobatan
gangguan imunologis (Liang dan David, 2015). Asam klorogenat dalam kopi
robusta (Coffea canephora), masuk dalam senyawa turunan polifenol yang
memiliki manfaat sebagai antiinflamasi (Shin et al., 2014; Naveed et al., 2018).
Mekanisme asam klorogenat sebagai agen antiinflamasi berkaitan erat dengan
produksi mediator inflamasi yang dihasilkan oleh aktivitas makrofag. Berdasarkan
hasil uji asam klorogenat pada sel-sel makrofag RAW?264.7 yang distimulasi
rangsangan inflamasi menunjukkan, bahwa asam klorogenat dapat menurunkan
produksi sitokin proinflmasi berupa tumor necrosis factor (TNF-a), interferon
(IFN-Y) dan interleukin (IL-1pB, IL-6) (Chen & Wu, 2014; Hwang et al., 2014,
Kim et al., 2017).

Penekanan produksi pada sitokin pronflamsi berupa TNF-a dan IFN-Y akan
berefek pada aktivitas fagositosis makrofag (Cheng et al., 2019). Hal tersebut
dikarenakan dua jenis sitokin tersebut berperan penting dalam mediator respon
imun bawaan yang dapat mengaktivasi fagositosis makrofag (Baratawijaja, 2010).
TNF (Tumor Necrosis Factor) merupakan mediator utama pada respon inflamasi
akut yang dapat merangsang makrofag untuk memproduksi IL-1 dan IL-6.

Sedangkan IFN-Y" memiliki fungsi poten sebagai aktivator fagosit mononuklear



seperti makrofag. IFN-Y menginduksi sintesis enzim yang berfungsi dalam
respiratory brust secara langsung, sehingga sel makrofag teraktivasi untuk
menghilangkan partikel asing dengan mekanisme fagositosis (Kresno, 2010).
Berdasarkan hal tersebut, pada penelitian ini efek imunomodulator ekstrak kopi
hijau robusta diuji pada aktivitas fagositosis.

Menurut Ponkshe dan Indap (2002), penelitian uji aktivitas fagositosis
makrofag merupakan salah satu metode uji yang cukup banyak dilakukan untuk
mengetahui respon imunologis dari senyawa bioaktif yang memiliki daya
imunomodulator. Berdasarkan penelitian sebelumya oleh Asti (2015), pemberian
ekstrak biji kopi robusta pada konsentrasi 25% dan 50% secara in Vvivo
meningkatkan aktivitas fagositosis terhadap antigen lateks. Sedangkan pada
konsentrasi 100% menunjukkan penurunan aktivitas fagositosis. Hal tersebut
dikarenakan terlalu tingginya konsentrasi, menyebabkan rusaknya keutuhan
membran sel atau viabilitas sel, sehingga terjadi lisis dan aktivitas fagositosis
menurun.

Akan tetapi pada penelitian tersebut, ekstrak kopi robusta didapat dari kopi
yang sudah dipanggang serta menggunakan pelarut etanol 96%. Hal tersebut dapat
mengakibatkan komponen utama fenolik asam klorogenat berkurang, serta etanol
memiliki sifat toksit pada sel kultur (Farah, 2012; Farhaty dan Muchtaridi, 2016),
sehingga akan berpengaruh terhadap khasiat imunologis dan aktivitas sel. Oleh
karena itu, penelitian ini merupakan skrining awal pada ekstrak aquades dari kopi
hijau robusta (Coffea canephora) yang sebelumnya telah diketahui memilki
kandungan imunomodulator lebih tinggi kemudian diuji menggunakan metode
aktivitas fagositosis makrofag.

Penelitian uji aktivitas fagositosis makrofag peritoneal menggunakan
ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) secara in vitro masih sangat
terbatas, sehingga konsentrasi perlakuan pada penelitian ini mengacu pada
penelitian lain yang setara dengan metode yang sama. Penelitian oleh Arifah
(2014) menunjukkan bahwa, kandungan bioaktif ekstrak pasak bumi (Eurycoma
logifolia) berpengaruh terhadap aktivitas fagositosis makrofag peritoneal pada
konsentrasi 10-100 pg/ml. Akan tetapi, peningkatan kadar 100 pg/ml dapat



menurunkan pengaruh aktivitas fagositosis makrofag, disebabkan sifat sitotoksik
ekstrak lebih dominan dari pada sifat immunomodulator.

Penelitian lain oleh Shan dkk., (2009) dan Hwang (2014), menunjukkan
bahwa kandungan kafein dan asam klorogenat pada kopi dengan kadar 20 pg/mL
dan 37,5 pg/mL secara signifikan efektif mempengaruhi aktivitas fagositosis
makrofag dan produksi sitokin proinflamasi. Namun, pada penelitian tersebut
menggunakan LPS sebagai rangsangan inflamsi dalam setiap perlakuan pada sel
makrofag (RAW 264,7). Sedangkan pada penelitian ini, ekstrak kopi hijau robusta
diuji pada sel makrofag peritoneal yang diinduksi dengan partikel lateks sebagai
model antigen asing, sehingga dapat mengamati aktivitas fagositosis makrofag.
Oleh karena itu, konsentrasi ekstrak yang akan digunakan pada penelitian ini
adalah 0 pg/mL ,25 pug/mL, 50 pg/mL dan 75 pg/mL.

Terbatasnya laporan penelitian uji aktivitas fagositosis makrofag peritoneal
menggunakan ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) secara in vitro
menjadi salah satu alasan untuk melakukan eksplorasi lebih lanjut untuk
mengetahui khasiat imunomodultor kopi hijau robusta (Coffea canephora)
terhadap aktivitas fagositosis makrofag. Pada Penelitian ini, ekstrak kopi hijau
robusta (Coffea canephora) akan diuji secara in-vitro pada sel makrofag yang
diisolasi dari jaringan peritoneal mencit (Mus musculus) Balb/C yang berumur 6
sampai 8 minggu.

Parameter aktivitas fagositosis yang diamati dalam penelitian ini adalah
persentase fagositosis (PF) dan kapasitas fagositosis (KF). Parameter PF
dilakukan untuk menujukkan gambaran aktivasi fungsi (peningkatan aktivitas) sel
makrofag untuk memfagositosis partikel asing, sedangkan KF dilakukan untuk
melihat kemampuan maksimal makrofag untuk memfagositosis partikel asing
(Rosnizar, 2017). Berdasarkan latar belakang yang telah dipaparkan di atas,
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek imunomodulator ekstrak kopi hijau
robusta (Coffea canephora) terhadap aktivitas fagositosis makrofag peritoneal

Mus musculus secara in vitro.



1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

Rumusan Masalah

Rumusan masalah penelitian ini adalah:

. Apakah ada pengaruh ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora)

terhadap persentase fagositosis makrofag peritoneal mencit secara in vitro?

. Apakah ada pengaruh ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora)

terhadap kapasitas fagositosis (KF) makrofag peritoneal mencit secara in

vitro?

Tujuan

Tujuan dari penelitian ini adalah :

Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kopi hijau robusta (Coffea
canephora) terhadap persentase fagositosis makrofag peritoneal mencit
secara in vitro.

Mengetahui pengaruh pemberian ekstrak kopi hijau robusta (Coffea
canephora) terhadap kapasitas fagositosis makrofag peritoneal mencit

secara in vitro.

Hipotesis
Hipotesis pada penelitian ini meliputi:

. Ada pengaruh pemberian ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora)

terhadap persentase fagositosis (PF) makrofag peritoneal mencit secara in

vitro.

. Ada pengaruh pemberian ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora)

terhadap persentase fagositosis (PF) makrofag peritoneal mencit secara in

vitro.

Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini sebagai berikut:

. Secara teoritis penelitian ini dapat dijadikan sebagai sumber informasi

mengenai efek imunomodulator ekstrak kopi hijau robusta (Coffea
canephora) terhadap aktivitas fagositosis sel makrofag.



1.6.

. Secara aplikatif penelitian ini diharapkan memberi informasi dalam bidang

kesehatan khususnya pada gangguan imunologis mengenai pengobatan

alternatif dengan menggunakan kopi hijau robusta (Coffea canephora).

Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini yaitu:

. Varietas biji kopi hijau yang digunakan adalah Robusta (Coffea canephora

Pierre var. Rabusta), didapat dari Pusat Penelitian Kopi dan Kakao
(PUSLIT KAKAO) di Jember Jawa Timur.

Isolat sel makrofag yang dugunakan adalah sel makrofag yang dikultur
dari cairan rongga peritoneal mencit Balb/c (Mus musculus) berumur 6
sampai 8 minggu.

Media kultur sel makrofag peritoneal yang digunakan adalah media RPMI
1640 (with L-Glutamine without glucose and sodium bicarbonate).

. Perlakuan pada penelitian ini meliputi; perlakuan kontrol positif dan empat

perlakuan ekstrak biji kopi hijau robusta dengan varian konsentrasi: 0

pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml dan 75 pg/mi.

. Produk obat imunomodulator yang digunakan sebagai kontrol positif

dalam penelitian ini adalah jenis obat yang mengandung ekstrak meniran

yang telah diuji dan dipatenkan sebagai imunomodulator alami.

. Pengamatan pada penelitian ini hanya dibatasi pada jumlah makrofag

peritoneal atau persentase fagositsosis (PF) dan kapasitas fagositosis (KF)
makrofag.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

2.1.  Kopi dalam Prespektif Islam

Al-Quran merupakan firman Allah Subhanahu wa ta’ala yang di dalamnya
terdapat dorongan untuk bersikap ilmiah secara konsisten. Al-Qur’an dalam surat
Al-Alag: 1-5 memerintahkan manusia untuk membaca, menulis, mengamati,
meneliti, mengobservasi, dan menyikapi kebenaran yang tertulis dalam ayat-ayat
kauniyah (Kurniawan dkk, 2008). Oleh karena itu, kaum muslim sepanjang zaman
dituntut untuk berijtihad, mengamati dan meneliti alam semesta dengan segala
seluk-beluk fenomena yang kompleks, kemudian memanfaatkan akal pikiran dan
semua indra untuk menafsirkan ayat Al-Qur’an tentang fenomena kauniyah
tersebut (ITB, 2010). Salah satu fenomena kauniyah yang dapat menjadi objek
penelitian adalah tumbuhan-tumbuhan yang Allah Subhanahu wa ta’ala ciptakan
di Bumi ini.

Allah Subhanahu wa ta’ala telah menciptakan macam tumbuh-tumbuhan
di Bumi ini agar dapat diambil manfaatnya oleh manusia. Tumbuh-tumbuhan
merupakan rahmat Tuhan sekaligus sebagai tanda-tanda kuasa-Nya yang
diberikan kepada manusia, yang apabila mengamati dan menelitinya dapat
meningkatkan iman dan tagwa kepada-Nya. Sebagaimana firman Allah
Subhanahu wa Ta’ala dalam Al-Qur’an Surat Al An’aam (6) ayat 99.

Goy CSVER G 45 & 53 a0 536508 IS S0 ey 53 6 5 ST e Il 3T 555
: IR /,/./W’//f}/'”i’f’%‘/ S I I SR NN I T
13l ze 5 oI5 Bl a0l Shes R SLl O3 el G cras b 8155 Gals e 31

a3 ‘:)}i'f;{f}éj t::n'_;ﬁ S:’&J’)SL;?SLZE\;;E};ET

Artinya: “Dan Dialah yang menurunkan air hujan dari langit, lalu Kami
tumbuhkan dengan air itu segala macam tumbuh-tumbuhan, maka Kami
keluarkan dari tumbuhan-tumbuhan itu tanaman yang menghijau. Kami
keluarkan dari tanaman yang menghijau itu butir yang banyak; dan dari
mayang korma mengurai tangkai-tangkai yang menjulai, dan kebun-kebun
anggur, dan (Kami keluarkan pula) zaitun dan delima yang serupa dan tidak
serupa. Perhatikan buahnya di waktu pohonnya berbuah dan (perhatikan



pulalah) kematanganya. Sesungguhnya pada yang demikian itu ada tanda-tanda
(kekuasaan Allah) bagi orang-orang yang beriman” (Q.S. Al An’aam: 99).

Ayat ini menjelasakan kepada manusia agar selalu memperhatikan
sekelilingnya yang merupakan bukti-bukti Maha Kuasa Allas SWT sebagai
pencipta langit Bumi dan seisinya (Shihab, 2009). Ayat ini memang tidak secara
langsung menyebutkan kata morfologi tumbuhan, namun cukup menjelaskan
beberapa karakter yang dimiliki tumbuhan. Menurut Abdullah (2013) dalam tafsir
Ibnu Katsir kata ‘I »=3” berarti “menghijau” yang menunjukkan tanaman-
tanaman dan pepohonan yang hijau, kemudian Kami ciptakan biji-bijian dan
buah-buahan. Menurut Mahalli dan Suyuti (2010) dalam tafsirnya kata “LsS)_jie La”
yang artinya “biji-bijian yang tersususn” maksudnya menyebutkan jenis
tumbuhan yang memiliki biji dan buah-buah yang bersusun antara satu dan yang
lainya, menggerombol seperti bulir gandum dan sejenisnya. Salah satunya adalah
kopi, Allah Subhanahu wa Ta’ala menciptakan tanaman kopi yang tergolong
dalam tumbuhan ever green, memiliki daun yang berwarna hijau serta biji dan
buahnya tumbuh menggerompol pada tangkainya.

Tanaman kopi merupakan sumber dari minuman kopi yang populer dan
dikenal dunia dari masa-kemasa. Sejarah ke-Islaman dunia juga sangatlah dekat
dengan kopi. Minuman kopi disebut dengan “Qohwa” dan tanamannya disebut
dengan “bun” oleh bangsa Yaman pada masa kerajaan Islam di Ethiopia (Haq,
2015). Menurut sejarah, Qohwah diminum oleh para sufi karena memiliki esensi
untuk mendekatkan diri kepada Allah Subhanahu wa Ta’ala dengat khasit
mencegah rasa kantuk disaat beribadah di malam hari. Selain itu, qohwa juga
memiliki khasit yang baik untuk kesehatan.

Hal ini ditulis dalam Tarikh Ibnu Toyyibi bahwa “Kopi adalah penghilang
kesusahan pemuda, senikmat-nikmat keinginan bagi engkau yang sedang mencari
ilmu. Kopi adalah minuman yang dekat kepada Allah di dalamnya ada
kesembuhan bagi pencari hikmah diantara manusia” (Al-Qodir, 1558 dalam
Zaimeche, 2004). Dari kutipan kalimat tersebut, menjelaskan bahwa sejarah ke-
Islaman di dunia juga mengenal kopi yang memiliki manfaat dalam menjaga
semangat beribadah kepada Allah Subhanahu wa Ta’ala dan khasiat untuk

menjaga kesehatan.
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2.2.  Kopi Robusta (Coffea canephora)

Kopi (Coffea sp) merupakan tanaman yang tumbuh secara alami di hutan
Afrika, termasuk pulau Madagaskar. Tanaman kopi kemudian dibudidayakan di
daerah tropis seperti Indonesia dan pulau-pulau lain di Hindia Belanda, Hindia
Barat. India, Arab serta pulau-pulau Pasifik seperti Meksiko, Amerika Tengah dan
Amerika Selatan. Sampai dengan saat ini, tanaman kopi terus dibudidayakan di
seluruh belahan dunia termasuk Indonesia karena memiliki nilai ekonomis yang
tinggi serta dijadikan minuman berenergi dengan cita rasa yang khas (Preedy,
2014).

Tanaman kopi tersebar di Indonesia sudah sejak abad ke-17 Masehi
sebagai wilayah jajahan Belanda. Penyebaran kopi di Idonesia berpusat di Pulau
Jawa di tahun 1700 tahun. Setelah penanaman kopi di Pulau Jawa berhasil,
penyebaran dilakukan di Pulau Sumatera dan Sulawesi (Siregar, 2008). Jenis kopi
yang pertama kali dibudidayakan di Indonesia adalah kopi jenis arabika. Akan
tetapi, kopi arabika sangat rentang terhadap serangan penyakit, kemudian
pemerintah Belanda mendatangkan jenis kopi baru yaitu kopi robusta yang lebih
tahan terhadap serangan penyakit karat daun dan memiliki produksi lebih baik
dibandingkan kopi jenis lain. Oleh karena itu kopi robusta menjadi kopi
komuditas yang diunggulkan dan dibudidayakan di Indonesia (Panggabean, 2011;
Prastowo dkk., 2012; Anshori, 2014).

2.2.1. Sistematika Tanaman

Tanaman kopi dikenal secara ilmiah sebagai tanaman yang masuk dalam
subdivisi Angiospermae, yang berarti tanaman kopi bereproduksi menggunakan
biji yang tertutup oleh daging buah. Tanaman kopi masuk dalam famili Rubiaceae
yang memiliki sekitar 500 genus dan lebih dari 6000 spesies. Kopi termasuk
dalam genus Coffea, sejauh ini merupakan anggota paling penting dari famili
Rubiaceae (Ukers, 2012; Preedy, 2014). Berdasarkan data NCBI di Amerika
Serikat oleh Davis et al., (2007) menyebutkan, lebih dari 90 spesies tanaman
masuk dalam genus Coffea, 25 di antaranya telah dipelajari lebih luas. Dari 25
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spesies ini, hanya tiga yang memiliki kepentingan komersial yaitu Coffea
canephora, Coffea arabica, dan Coffea liberica (Murthy, 2012).

Klasifikasi dari tanaman kopi robusta (Coffea canephora) berdasarkan
Integrated Taxonomic Information System (ITIS) (2009) adalah sebagai berikut:
Kingdom : Plantae (tumbuhan)

Subkingdom : Tracheobionta (berpembuluh)

Divisio : Spermatophyta (tumbuhan berbiji)
Subdivisi : Angiospermae (Biji ditutupi oleh ovulum)
Kelas : Dicotyledoneae (memiliki dua kotiledon)
Subkelas : Sympetalae atau Metachlamydeae

Ordo : Rubiales

Famili : Rubiaceae

Genus : Coffea

Spesies : Coffea canephora — (kopi robusta)

2.2.2. Morfologi Tanaman

Kopi robusta (Coffea canephora) memiliki karakteristik morfologi yang
khas sehingga dapat dibedakan dengan kopi jenis arabika yang sudah lebih dahulu
dibudidayakan. Ciri khas morfologi yang dimiliki oleh kopi robusta yaitu
memiliki tajuk yang lebar dengan perawakan pohon dapat tumbuh mencapai
ketinggian 10 meter, berdaun lebar dan besar dibandingkan daun kopi arabika.
Kopi robusta merupakan tumbuhan dikotil, sehingga memiliki perakaran
tunggang. Akar kopi robusta berada lebih dipermukaan dibandingkan akar kopi
arabika yang lebih ke dalam, sehingga kopi robusta memerlukan tanaman
pelindung untuk mengurangi trasnpirasi. Daun kopi robusta tumbuh berhadapan
pada batang, cabang dan rating dengan bentuk pangkal daun tumpul (Najiyatih
dkk., 2012; Ramadiana dkk., 2018).

Bunga tanaman kopi robusta (Coffea canephora) berwarna putih yang
muncul pada cabang reproduksi atau tangkai utama di ketiak daun. Bentuk ujung
mahkota bunga kopi robusta rata-rata memiliki ujung berbentuk acute, sedangkan

pada pangkal bunga saling berhimpit dan beberapa mahkota menggulung
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(Anshori, 2014). Biji kopi robusta juga memiliki perbedaan dengan biji kopi
arabika. Secara umum, kopi robusta memiliki biji yang lebih bulat dengan
rendemen yang lebih jelas dibandingkan dengan biji kopi arabika. Lengkungan
biji kopi robusta lebih tebal dengan garis tengah dari atas ke bawah hampir rata,
morfologi tanaman kopi dapat dilihat dalam gambar 2.1.

Bagian dalam dari buah kopi robusta apabila dilihat dari penampang
melintang terdiri dari lapisan kulit luar, daging buah, lapisan kulit tanduk, kulit ari
dan biji. Buah kopi robusta yang mentah berwarna hijau muda, setelah itu berubah
menjadi hijau tua, lalu kuning. Buah kopi yang matang berwarna merah atau
merah tua. Lapisan paling luar disebut kulit luar buah (eksokarp), lapisan daging
buah (mesokarp), lapisan kulit tanduk (endocarp) dan biji yang masih dibungkus

lagi dengan kulit ari (Pangabean, 2011).

Gambar 2.1 Karakteristik a. Buah, b. Daun dan bunga, c,d. Habitat dari tanaman
kopi robusta (Prsatowo dkk., 2010).

Kopi robusta adalah tanaman yang hidup dengan baik di iklim Indonesia,
tumbuh baik pada ketinggian di atas 600 sampai 700 mdpL dengan temperatur
rata-rata yang diperlukan berkisar 20° — 24°C (Indrawando dkk., 2010). Selain itu,
kopi robusta memerlukan curah hujan yang cukup selama tiga bulan masa kering.
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Masa kering dibutuhkan untuk pembentukkan bunga serta penyerbukkan
(Anshori, 2014). Kopi robusta memiliki produksi lebih tinggi daripada kopi
arabika dan liberika. Rata-rata 9-3 ku kopi beras/ha/thn, dan apabila dikelolah
secara intensif dapat memproduksi 20 ku/ha/thn (Agestin, 2019).

2.2.3. Kandungan Fitokimia

Kopi umumnya mengandung senyawa bioaktif berupa fenol, kafein,
flavonoid, alkaloid, saponin dan trigonelin. Selain senyawa bioaktif kopi juga
mememilki kandungan air, polisakarida, protein, lipid dan mineral (Yowanda,
2015). Kandungan yang terdapat pada kopi bervariasi sesuai dengan jenis kopi,
daerah asal, metode analisis dan pelarut yang digunakan (Preedy, 2010; Handoyo,
2012).

Kopi hijau (green coffee) merupakan olahan dari biji kopi yang belum
melewati proses pemanggangan. Kopi hijau memiliki rasa yang lebih pahit serta
memiliki lebih banyak kandungan fitokimia dibandingkan dengan kopi yang
sudah dipanggang (Handoyo, 2017). Hal ini disebabkan karena proses
pemanggangan dapat mengubah kandungan fitokimia khususnya pada senyawa
fenolik menjadi senyawa volatil dan melanoidin sebagai perasa kopi (Panggabean,
2011). Kopi hijau menjadi salah satu produk dari olahan biji kopi yang berkhasiat
bagi kesehatan, karena menjadi sumber senyawa bioaktif yang kaya akan
antioksidan (Preedy, 2014).

Hasil penelitian oleh Babova (2016), diketahui bahwa kopi hijau robusta
(Coffea canephora) merupakan jenis kopi dengan komponen fitokimia utama
berupa fenolik asam klorogenat (5-CQA) dan kefein dari golongan alkaloid. Hal
tersebut juga dikuatkan berdasarkan hasil NMR terdapat 16 senyawa utama yang
larut dalam air dari biji kopi hijau yang diidentifikasi dari ekstrak biji kopi hijau
berupa: asam klorogenat (5-CQA), asam asetat, kafein, kolin, asam sitrat, asam 1-
glutamat, 1-alanin,, 1-asparagin, asam kuinat, asam malat, mionositol, sukrosa dan
trigonelin (Belay, 2011; Preedy, 2010).

Selain fenolik asam klorogenat (5-CGA) dan juga kafein, kopi hijau
robusta memiliki kandungan senyawa bioaktif lain seperti seramid, sterol

(stigmasterol, sitosterol), diterpen, diterpen pentasiklik (methyl kafestol, kafestol



14

dan kahweol), alkohol diterpen, tripterpen ester yang larut dalam air (Isnindar et
al., 2017). Saponin, terpenoid, triterpenoid dan tanin yang larut dalam alkohol
(Almaeda, 2015; Romadhano dkk., 2014).

1. Asam Klorogenat

Asam Klorogenat (ACG) adalah salah satu polifenol yang paling
melimpah pada biji kopi hijau dengan sifat larut dalam air (Cliffort MN, 1999).
ACG terbentuk antara asam trans-kinetinat dengan asam kuinat tertentu, paling
sering adalah caffeic, p-coumaric, dan ferulic. Asam klorogenik yang paling
melimpah dalam biji kopi hijau adalah isomer asam caffeoylquinic: asam 5 -
caffeoylquinic yang saat ini dikenal dengan 5-CQA sesuai pedoman IUPAC
(Naveed dkk., 2018). Struktur asam klorogenat representatif dalam biji kopi hijau
ditunjukkan pada gambar 2.2.

Asam klorogenat merupakan salah satu senyawa polifenol yang melimpah
dalam biji kopi hijau, total kandungan asam klorogenat dalam kopi robusta
sebesar 7,1-14,4% lebih tinggi dibandingkan dengan kopi arabika dari 4-8,4%
(Farah dkk., 2006; Naidu dkk., 2008). Asam klorogenat telah terbukti memiliki
sifat aktivitas antioksidan yang mensuplai hingga 3.66 mg/ml, sifat antiinflamasi,
antipiretik, dan antineoplastik dari ekstrak biji kopi hijau (Preedy, 2014; Isnindar,
2017).

N— ¥

|
OH OH
Fig. 1. The chemical structure of chlorogenic acid (CGA).

Gambar 2.2 Struktur kimia asam klorogenat (5-ACG) (Belay, 2011).
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2. Kafein

Kafein atau 1,3,7-trimetilxantin adalah senyawa bioaktif terbanyak dalam
kopi hijau robusta setelah asam klorogenat. Kafein merupakan alkaloid dari
golongan xantin, memiliki efek sangat penting karena berhubungan dengan sifat
fisiologis kopi dan menentukkan karakter rasa pahit (Hastuti, 2018). Rumus kimia
untuk kafein ditunjukkan pada gambar 2.3.

Kandungan kafein dari biji kopi hijau bervariasi sesuai dengan spesies.
Kopi robusta mengandung sekitar 2,2— 2,8% kafein, dan arabika sekitar 0,6— 1,2%
(Mumin et al., 2006: Belay et al., 2011). Secangkir minuman kopi biasa
mengandung 70 - 140 mg kafein, tergantung pada sediaan, campuran, dan ukuran
cangkir. Kafein larut dalam air, tetapi juga cukup hidrofobik, sehingga kafein
dengan mudah melewati membran biologis melalui proses difusi pasif. Dengan
demikian, kafein cepat dan sepenuhnya diserap dari saluran pencernaan (Preedy,
2010).

/
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Gambar 2.3 Struktur kimia kafein (Preedy, 2010).

2.2.4. Manfaat dan Efek Samping

Kopi merupakan minuman yang telah banyak dikenal dan banyak
dikonsumsi di dunia, dipuji karena aroma dan rasanya. Namun, kopi juga
diketahui memiliki manfaat kesehatan yang potensial. Hal ini terbukti oleh
banyaknya penelitian yang menguji khasiat dari kopi dalam bidang kesehatan,
antara lain: kopi memiliki pengaruh terhadap penurunan dan perbaikan resiko
penyakit kardiovaskuler (Jiang-an, 2006; Mostofsky, 2008), dapat menurunkan
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resiko diabetes melitus tipe 2 (Loopstra, 2011; Wedick, 2011); menurunkan resiko
kanker dan sirosis hati (Klasky, 2006); kopi dapat memperbaiki sistem
neurotransmiter saraf serta daya ingat (Maia, 2002; Kopperlstatter, 2005); kopi
juga memiliki efek pada sistem imunitas tubuh dan menurunkan efek infeksi
(Ciptaningsih, 2012; Asti, 2015).

Potensi manfaat kesehatan yang dimiliki oleh kopi disebabkan karena
kandungan fitokimia yang menunjukkan efek biologis. Senyawa Asam klorogenat
serta kafein adalah senyawa yang berkontribusi besar terhadap efek yang
menguntungkan setelah konsumsi kopi. Asam klorogenat adalah polifenol paling
banyak dalam kopi hijau robusta (Coffea canephora) dan memiliki fungsi sebagai
antioksidan yang potensial. Studi epidemiologis menunjukkan bahwa asam
klorogenat memiliki sifat antioksidan, antimutaasi, antikarsinogenik, antibiotik,

antihiperkolesterolemia, antihipertensi dan antiinflamasi (Isnindar, 2017).

2.2.4.1 Asam Klorogenat Sebagai Antiinflamasi

Sehubungan dengan efek antiinflamasi atau imunologis, terdapat beberapa
laporan tentang efek kopi pada fungsi imunologis. Asam klorogenat dilaporkan
menghambat produksi histamin oleh sel mast yang distimulasi oleh imunoglobulin
(Ig) E. Disisi lain, beberapa laporan menunjukkan bahwa konsumsi kopi berkaitan
dengan kepekaan alergi (Habeda dkk., 2011). Penelitian lain yang dilakukan oleh
Liang dan David (2015), telah terbukti memodulasi sistem imun secara in-vitro.
Schulze et al (2014), juga melaporkan bahwa asupan kopi berbanding terbalik
dengan sitokin inflamasi. Beberapa penelitian secara in-vivo dan in-vitro telah
membuktikan bahwa, kandungan CGA yang diekstrak dari kopi memiliki aktivitas
antiinflamasi yang signifikan (Liang dan Kitts, 2015).

Mekanisme asam klorogenat sebagai agen antiinflamasi berkaitan erat
dengan produksi mediator inflamasi yang dihasilkan oleh aktivitas makrofag.
Berdasarkan hasil perlakuan uji asam klorogenat pada sel-sel makrofag
RAW264.7 yang distimulasi lipopolisakarida (LPS) sebagai rangsangan inflamasi,
menunjukkan CGA dapat menurunkan produksi sitokin proinflmasi berupa
interleukin (IL-1B, IL-6) TNF-a dan IFN-Y (Chen & Wu, 2014; Hwang et al.,

2014, Kim et al., 2017). Penurunan sitokin proinflamasi disebabkan senyawa



17

ACG memiliki sifat antioksidan yang dapat menghambat ekspresi COX-2 dan
INOS pada makrofag RAW264.7 melalui penurunan aktivitas jalur NF-kB dan
JNK/ AP-1 (Shan, J et al., 2009). Oleh karena itu, efek antiinflamasi dari senyawa
CGA telah dideskripsikan meregulasi mediator inflamasi yang dapat berpengaruh

pada aktivitas fagositosis makrofag.

2.2.4.2 Kafein Sebagai Antioksidan

Kafein adalah salah satu fitokimia yang ditemukan dalam tanaman kopi
yang dikenal memiliki karakteristik biologis serta memiliki beragam respon
farmakologi (Hwang dkk., 2016). Kafein adalah alkaloid xanthine kristal putih
yang diekstrak dari biji tanaman kopi yang berfungsi sebagai antioksidan,
sehingga dapat menangkal efek kerusakan yang diakibatkan oleh radikal bebas
(Naidu dkk., 2008). Kerusakan akibatkan radikal bebas dapat menurunkan sistem
kekebalan tubuh. Oleh karena itu, senyawa kafein dapat melindungi imunitas
tubuh dari kerusakan sel yang berujung terjadinya inflamasi (Weinberg dkk.,
2002). Penelitian oleh Ramanavicience dkk., (2003), menyatakan bahwa senyawa
kefein terbukti meningkatkan sistem imunitas tubuh untuk melawan agen infeksi
dengan meningkatkan aktivitas lisozim. Hal ini juga dibuktikan oleh Asti (2015),
membuktikan bahwa ekstrak kopi robusta (Coffea canephora) memiliki pengaruh
dalam meningkatkan aktivitas fagositosis sel monosit yang diuji secara in-vitro.

Mekanisme senyawa kafein sebagai antioksidan sehingga dapat
mempengaruhi sistem imun tubuh berkaitan erat dengan penurunkan sitokin
inflamasi yang dihasilkanoleh makrofag. Berdasarkan penilitai oleh Hwang dkk
(2016), kafein memberikan efek antiinflamasi pada peradangan yang diinduksi
lipopolisakarida (LPS) baik dalam keadaan in vitro dan in vivo pada sel makrofag
(RAW?264,7). Kafein menurunkan mediator inflamasi yang diinduksi LPS. Kafein
juga mengurangi ekspresi gen pro-inflamasi, termasuk yang diinduksi nitric oxide
synthase (iNOS) dan cyclooxygenase-2 (COX-2) sehingga menurunkan produksi
interleukin (IL)-3, IL-6 dan IL-12 yang disekresi oleh sel makrofag (RAW264.7).
Hal tersebut disebabkan karena kafein menghambat translokasi nuclear factor kB

(NF-xB) melalui fosforilasi IkBa. Oleh karena itu kafein menunjukkan efek
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antioksidan dengan menekan respon inflamasi yang diinduksi LPS dalam sel
makrofag (RAW264.7) dengan mengatur aktivasi NF-«B.

2.3.  Imunomodulator

Imunomodulator adalah suatu agen yang dapat memiliki kemampuan
memperbaiki dan mengembalikan fungsi sistem imun tubuh yang terganggu serta
dapat menurunkan respon imun tubuh karena fungsi imun yang berlebih
(Handayani, 2010), dan mampu merangsang sel-sel leukosit terutama makrofag
untuk membentuk system kekebalan tubuh yang normal (Mahadi et al., 2018).
Imunomodulator secara umum memicu perubahan respon imun yang melibatkan
induksi, ekspresi, amplifikasi atau penghambatan fase yang terjadi pada respon
imun (Mohan et al., 2019).

Dunia kesehatan mengklasifikasikan senyawa imunomodulator ke dalam
tiga kategori berikut: imunorestorator, imunostimulator dan imunosupresan
(Bratawidjaja, 2010). Senyawa yang bersifat imunomodulator memiliki peran
yang sangat diperlukan oleh sistem kekebalan tubuh untuk mempertahankan tubuh
agar terhindar dari patogen. Oleh karena itu, mekanisme sistem kekebalan tubuh
yang oleh Allah Subhanahu wa Ta’ala ciptakan perlu dijaga karena merupakan
nikmat yang telah diberikan-Nya kepada mahluknya.

Tubuh mahluk hidup khususnya manusia telah diciptakan Allah
Subhanahu wa Ta’ala dengan sempurna. Allah Subhanahu wa Ta’ala telah
menciptakan di dalam tubuh manusia yaitu sistem pertahanan yang menjaga tubuh
dari penyakit disebut dengan sistem imun. Adanya sistem imun di dalam tubuh
menjadi anugrah yang besar dan menunjukkan kasih sayang dari Allah
Subhanahu waTta’ala kepada manusia. Sistem imun di dalam tubuh bekerja
memusnahkan patogen secara sistematis dan rapi. Hal tersebut menunjukkan
Kuasa Allah Subhanahu wa Ta’ala di dalam tubuh manusisa, karena tidaklah
mungkin semua sistem yang bekerja dengan rapi dalam tubuh bergerak dengan
sendirinya, tidak lain bahwa Allah Subhanahu wa Ta’ala adalah Zat yang
memiliki kuasa yang besar atas bergeraknya sistem imun di dalam tubuh. Oleh
karena itu, mempelajari sistem imun dapat menjadi jalan untuk meningkatkan
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keimanan dan ketagwaan kepada Allah Subhanahu wa Ta’ala Yang Maha
Pencipta.

Al-Qur’an telah menjelaskan bahwa di dalam tubuh terdapat tanda-tanda
kekuasaaan Allah Subhanahu wa Ta’ala yang  perlu diperhatikan. Allah
Subhanahu wa ta’la berfirman di dalam Q.S Ad-Dzariyat ayat 20-21:

3 755, U £ NS < -
0 Q)j.«’a.:_}'\.b\ K‘,Ez‘:w\@) o uﬁ?éfj‘ﬁuf\; Q?_)U\ L%)

Artinya: “Dan di Bumi itu terdapat tanda-tanda (kekuasaan Allah) bagi orang
orang yakin, dan (juga) pada dirimu sendiri. Maka apakah kalian tidak
memperhatikan? ” (Q.S Ad-Dzariyat: 20-21).

Pada ayat ini Allah Subhanahu wa Ta’ala menyampaikan, bahwa tanda-tanda
kekuasaan-Nya ada di Bumi dan di dalam diri manusia bagi orang-orang
meyaqini. Bukti-bukti kebesaran Allah yang terdapat di Bumi antara lain sistem
kerja bumi dan keseimbangan yang terdapat di dalamnya, disamping itu
kejadiannya terjadi secara berulang-ulang, teratur dan konsisten. Bukti-bukti ke-
Esaan Allah Subhanahu wa Ta’ala yang terdapat pada diri manusia dapat dilihat
pada mekanisme kerja di dalam tubuh manusia yang sangat unik, serta pada
organ-organ tubuh yang demikian serasi tetapi kompleks serta pada sistem
kerjanya yang demikian rumit (Shihab, 2009). Salah satu sistem kerja di dalam
tubuh manusia yang rumit adalah sistem imun yang berfungsi sebagai pertahanan
agar tubuh terjaga dari serangan penyakit.

Sistem imun dalam tubuh memiliki dua macam respon yang mungkin akan
terjadi apabila terpapar oleh zat yang dianggap asing. Respom imun adalah
serangkaian proses yang saling berkaitan dan diatur oleh suatu sistem yang saling
menunjang. Respon imun bekerja sangat komplek dan teratur dalam setiap lini
yang melibatkan interaksi sejumlah jenis sel, produk sel, jaringan dan organ yang
berbeda. Respon imun sering terjadi di organ-organ limfoid primer dan sekunder,
terutama terdapat di tempat-tempat yang terpapar langsung ke luar, seperti
mukosa, paru-paru, usus dan kulit. Respon imun diketahu terbagi menjadi dua
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macam yaitu; respom imun bawaan (nonspesifik) dan respon imun didapat
(spesifik) (Bratawidjaja, 2010; Kresno, 2010).

2.3.1. Respon Imun Bawaan

Respon imun bawaan (nonspesifik) merupakan sistem imun  tubuh
terdepan dalam menghadapi serangan mikroba secara langsung (Campbell dan
Reece, 2010). Respon imun bawaan muncul akibat paparan antigen setelah
infeksi, walaupun sebelumnya tubuh belum pernah terpapar oleh antigen tersebut
(Kresno, 2010). Respon imun bawaan juga disebut dengan respon imun alami, hal
ini disebabkan karena komponen imunitas bawaan terbentuk sejak seseorang
dilahirkan dan akan selalau hadir dalam waktu yang singkat untuk melindungi
tubuh dari serangan patogen (Coico dan Geoffrey, 2015).

Komponen respon imun bawaan (nonspesifik) menjadi sistem imun sejak
seseorang dilahirkan. Komponen tersebut meliputi; pertahanan permukaan tubuh
dan komponen internal, seperti kulit, selaput lendir dan refleks batuk yang
menjadi penghalang efektif terhadap agen lingkungan; pertahanan oleh komponen
kimia, seperti pH dan asam lemak yang disekresikan dan efektif terhadap invasi
oleh banyak mikroorganisme (Coico dan Geoffrey, 2015); dan komponen
nonselular lain dari sistem imun bawaan adalah sistem komplemen yang
menghasilkan serangkaian reaksi biokimia berurutan sehingga menyebabkan
lisisnya mikroba patogen (Campbell dan Reece, 2010).

Sejumlah komponen lain juga merupakan imunitas bawaan seperti: respon
inflamasi, interferon, zat lain yang dilepaskan oleh leukosit, protein serum (B -
lysin, enzim lisozim, poliamin, dan kinin) dan molekul pengenal atau reseptor
yang dapat berikatan dengan berbagai mikroorganisme. misalnya, Toll Like
Receptore (TLR). Semua komponen ini mempengaruhi patogen secara langsung
atau meningkatkan efektivitas reaksi inang terhadap patogen. Komponen internal
lain dari imunitas bawaan adalah sel-sel fagosit seperti granulosit, makrofag, sel
Natural Killer (NK) dan sel mikroglia pada sistem saraf pusat. Sel-sel fagosit
berpartisipasi dalam penghancuran bahan asing yang telah menembus pertahanan
fisik dan kimia dengan cara fagositosis (Kresno, 2010; Coico dan Geoffrey,
2015).
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2.3.2. Respon Imun Didapat

Respon imun didapat (spesifik) merupakan respon yang memiliki
kemampuan mengenali benda asing yang berbeda-beda. Terbentuknya respon ini,
diawali oleh aktivitas makrofag atau antigen prescenting cell (APC) lain yang
memproses antigen yang masuk ke tubuh kemudian akan menimbulkan interaksi
dengan sel-sel imun didapat. Rangsangan antigen oleh APC mengakibatkan
tejadinya ploroiferasi dan berdiferensiasi oleh sel-sel imun didapat, sehingga sel-
sel imun memiliki kemampuan spesifik melawan antigen tersebut (kresno, 2010).

Respon imun didapat terdiri atas respon imun humoral, respon imun
seluler dan interaksi antara respon imun humoral dan respon imun seluler
(Kresno, 2010). Pada imunitas humoral diperankan oleh sel limfosit B dan
produknya, yakni antibodi. Respon ini diawali dengan sel limfosit B yang
dirangsang oleh benda asing akan berproliferasi, berdiferensiasi dan berkembang
menjadi sel plasma yang akan menghasilkan antibodi spesifik untuk
menghilangkan mikroba ekstraseluler, virus dan bakteri. Sedangkan pada imunitas
seluler, sel limfosit T memproduksi berbagai jenis limfokin temasuk interferon
yang akan mengaktifkan makrofag sebagai efektor untuk melakukan fogisitosis
kepada mikroba patogen atau makrofag akan mengaktifkan CTC/Tc (sel T-
sitostoksik) sebagai efektor yang menghancurkan sel terinfeksi (Bratawidjaja,
2010; Coico, 215). Berikut adalah gambar 2.4 hubungan antara respon imun

spesifik dengan aktivitas fagositosis makrofag (respon imun non spesifik).



22

1. Pathogen Recognition
and Initial Attack )

2. Transmission
| of Pathogen
| Information to

Moving to

\ lymph nodes

3, Speaﬂc Attack Innate Immumty N\
on Pathogens —7 [
UC) = Tcell
T

Immunological : T ool B interaction
Memory

B cell

i : Plasma cell
b % Adaptive Immunity

Gambar 2.4 Gambaran umum respon imun bawaan (non-spesifik) dan respon
imun didapat (spesifik) (Venkatalakshmi et al., 2016).

2.3.3. Faktor-Faktor Mempengaruhi Respon Imun

Banyak faktor yang memainkan peran penting dalam sistem imun
sehingga terjadi perubahan efektivitas sistem imun, antara lain (Venkatalakshmi et
al., 2016).
i | Usia

Proses penuaan dapat melemahkan sistem imun tubuh dan membuat
individu tersebut menjadi lebih rentan terhadap gangguan kekebalan tubuh dari
patogen. Seringkali presentase kerentangan terhadap infeksi patogen pada usia
lanjut lebih tinggi daripada kelompok usia muda. Hal tersebut terjadi karena
penuaan berakibat pada penurunan efektivitas respon imun bawaan dan juga
respon imun didapat.
2. Jenis kelamin

Jenis kelamin manjadi salah satu faktor yang mempengaruhi kerentanan
seseorang terhadap suatu penyakit. Dibandingkan dengan perempuan, laki-laki
memiliki prevelensi yang lebih tinggi dalam hal penyakit menular. Hal ini
disebabkan karen perempuan mempu meningkatkan respon imun yang lebih besar
serta dapat menghilangkan infeksi lebih cepat. Dibuktikan juga dengan resiko
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kematian karena kanker, diketahui bahwa laki-laki memiliki risiko 1,6 kali lebih
tinggi dibandingkan perempuan.
3. Variabilitas Genetik

Variabilitas genetik diantara individu memainkan peran penting dalam
pembetukan variasi respon imun tubuh yang muncul untuk melawan patogen.

4. Stres
Stres atau tekanan psikologis mengakibatkan penekanan pada sistem imun

tubuh, sehingga terjadi penurunan respon imun tubuh yang berdampak pada
peningkatan penularan penyakit resiko terinfeksi oleh patogen. Pada individu
dengan stres kronis menunjukkan peningkatan angka infeksi. Hal tersebut karena
stres kronis mengakibatkan total jumlah sel T yang beredar dalam tubuh
berkurang hingga 20% di bawah nilai kontrol rata-rata, serta rasio CD4 dan rasio
CD8 dapat berkurang sebanyak 40% serta aktivitas sel NK menurun sebesar 10-
25% di bawah nilai rata-rata.
5. Penyalah Gunaan Obat dan Konsumsi Alkohol

Penyalah gunaan narkoba dan konsumsi alkohol dapat secara langsung
menekan berbagai respon imun tubuh. Penggunaan obat terlarang dan konsumsi
alkohol akan merusak sel limfosit T, limfosit B, sel NK, monosit dan makrofag
yang berdampak pada perubahan respon imu untuk meproduksi sitokin. Hal
tersebut menyebabkan penurunan pada respon imun bawaan dan didapat serta
respon imun humoral dan seluler. Konsumsi alkohol serta narkoba juga dapat
meningkatkan keruskan jaringan tubuh akibat kegagalan dalam mengenal antigen
secara selektif yang berakibat hilangnya self-toleransce sehingga sistem imun
melawan sel sendiri.
6. Malnutrisi

Nutrisi berperan sangat penting dalam pembentukkan dan pemeliharaan
sistem Imun tubuh yang optimal. Malnutrisi seperti protein dan kalori atau
defisiensi mikronutrien akbiat pola makan dan diet, mengakibatkan defensif
tubuh, menurunkan jumalah leukosit dalam tubuh, serta menurunkan produksi
protein-protein sistem imun tubuh yang sangat penting untuk respon imun bawaan
dan respon imun didapat. Kekurangan gizi mikro tertentu sepertu zat besi,
yodium, vitamin A dan seng (Zn) menyebabkan efek yang buruk pada efektivitas

fungsi imun tubuh untuk melawan patogen.
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7. Polutan Lingkungan

Paparan polusi dari lingkungan memiliki dampak yang buruk dan merusak
fungsi imun tubuh. Paparan jangka pendek oleh polutan dari lingkungan
mempengaruhi kesehatan saluran pernapasan yang mengakibatkan infeksi saluran
pernapasan atas dan asma. Bahan-bahan yang bersifat polutan lingkungan
berdampak pada sistem imun disebut xenobiotik seperti herbisidan, insektisida,
fungisida dan bahan-bahan kimia yang dihasilkan industri seperti lateks, styren,
timbal dan merkuri. Bahan-bahan tersebut dapat merusak hormon endogen dan
mempengaruhi sistem endokrin, reprodksi serta sistem imun tubuh.
8. Gaya Hidup tidak Sehat

Gaya hidup yang tidak sehat memiliki dampak besar terhadap penurunan
sistem kekebalan tubuh. konsumsi makanan yang tidak sehat serta olahraga yang
tidak lagi aktif dilakukan, beresiko terhadap efektivitas fungsi kekebalan tubuh

yang diakibatkan penurunan sistem imun tubuh untuk melawan patogen.

2.3.4. Macam-Macam Imunomodulator

Perkembangan penelitian Imunomodulator selama tiga dekade terakhir
mendapatkan perhatian lebih oleh dunia, karena peran yang sangat diperlukan
untuk mempertahankan sistem imun tubuh dari patogen. Banyak polisakarida,
protein, asam amino, dan senyawa dari tumbuh-tumbuhan telah menunjukkan
kemampuan yang signifikan untuk mengatur respons imun termasuk interferon-y
(IFN-y) dan steroid (Mohan, 2019). Imunomodulator menjadi agen terapi
pendukung berupa kemoterapi konvensional yang mengaktifkan mekanisme
pertahanan tubuh inang, sehingga dapat membantu mempertahankan kondisi
tubuh yang bebas dari penyakit pada orang normal atau tidak sehat seperti
hepersensitifitas, autoimun yang berujung inflamasi (Amirghofran, 2012; Mohan,
2019). Zat-zat ini, yang dapat meningkatkan, menekan dan memodulasi sistem
imun meliputi respon imun didapat dan sistem bawaan. Oleh karena itu,
Imunomodulator dapat diklasifikasikan ke dalam tiga kategori berikut
(Bratawidjaja, 2010; Venkatalakshmi et al., 2016).
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2.3.4.1. Imunorestorator

Imunorestorator ~ adalah  agen  imunofarmakologi  yang  dapat
mengembalikan fungsi respon imun tubuh yang bergantung pada cara pemberian
berbagai komponen dari sistem imun. Komponen imunorestorator seperti Immune
Serum Globulin (SIG), Hyperimmune Serum Globulin (HSG), plasma, plasma
feresis, leukoferesis, transplantai sumsum tulang, hati dan timus merupakan
komponen yang berasal dari komponen imun yang sebelumnya sudah ada di
dalam tubuh, namun pada orang yang memiliki kerusakan pada komponen
tersebut, memerlukan injeksi dari luar agar fungsi imun tubuh yang tergangu
dapat kembali dengan baik (Bratawidjaja, 2010).
1. ISG dan HSG

Imunoglobulin (Ig) seperi HSG dan ISG mampu diberikan efek sebagai
imunorestorator pada penderita defisiensi respon imun humoral primer dan
sekunder. Defisiensi ini terjadi apabila tubuh kehilangan Ig dengan jumlah yang
banyak, misalnya pada kejadan luka bakar, dermatitis eksfoliatif dan sindrom
nefrotik. Pemberian ISG dan HSG dapat membentuk kompleks imun dengan IgA,
komplek tersebut dapat mengaktifkan komplemen melalui jalur klasik atau jalau
alternatif. Antibodi dapat terbentuk oleh B-lipoprotein yang berada dalam ISG
(Bratawidjaja, 2010).
2. Plasma

Pemberian plasma melalui infus pada seorang dengan defisiensi fungsi
imun sudah dilakukan sejak tahun 1960 untuk memperbaiki sistem imun. Infus
plasma dapat memberikan komponen-komponen imun seperti imunoglobulin
dalam jumlah besar, sehingga fungsi imun tetap terjaga. Pemberian infus plasma
dapat memiliki efek samping penularan virus dan reaksi anafilaksis (Bratawidjaja,
2010).

Plasmaferesis merupakan terapi pemisahan darah berdasarkan komponen
leukosit, eritrosit dan plasma darah yang dilakukan diluar tubuh. Plasma yang
sudah dipisahkan akan diganti dengan isi plasma yang mengandung sedikit
antibodi kemudian dimasukkan lagi ke dalam pembuluh darah. Penggunaan
plamaferesis disebabkan plasma mengandung banyak antibodi yang dapat
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merusak jaringan atau sel. Hal tersebut dapat terjadi pada miastenia gravis dan
Sindrom Goodpasture (Bratawidjaja, 2010).
3. Leukoferesis

Leukoferesis adalah terapi pemisalah komponen sel darah putih (leukosit)
yang dilakukan diluar tubuh dan akan dimasukkan kembali ke dalam tubuh.
Pemisahan leukosit secara selektif dilakukan sebagai usaha terapi penderita
artritis reumatoid (AR) (Hardayani, 2010).

2.34.2. Imunostimulator
Imunostimulator adalah suatu senyawa yang memiliki efek meningkatkan

daya tahan tubuh terhadap infeksi, alergi, autoimun dan kanker. Imunostimulator
berpengaruh terhadap respon imunitas bawaan dan juga adaptif, sehingga dapat
meningkatkan level dasar respon imun pada individu dengan defisiensi imun
primer dan sekunder (Venkatalakshmi et al., 2016). Imunostimulator disebut juga
dengan imunopotensiasi (Hardayani, 2010). Pada individu yang sehat,
imunostimulator diharapkan berfungsi sebagai agen profilaksis dan promotor,
yaitu, sebagai imunopotensiator, dengan meningkatkan tingkat dasar respons imun
(Sethi dan Singh, 2015). Bahan-bahan yang dapat menjadi imunostimulator dapat
bersumber dari: bahan biologis, bahan asal bakteri, bahan asal jamur dan bahan
sintetik (Hardayani, 2010).
a. Bahan Biologis
1. Hormon timus

Timus memproduksi beberapa hormon yang berfungsi sebagai maturasi sel
limfosit T serta modulasi sel limfosit T yang sudah matang. Terdapat 4 jenis
hormon timus, yaitu timolin, timosin-a, timopoietin dan faktor humoral timus.
Hormon-hormon tersebut ditemukan dalam darah dan kadarnya menurun pada
berbagai penyakit, gangguan fungsi imun pada usia lanjut, kanker, autoimunitas
dan penurunan sistem imun akbibat pengobatan (Handarsula, 2011). Terapi
hormon-hormon timus tersebut jelas menunjukkan peningkatan jumlah, fungsi
dan reseptor sel T serta beberapa mekanisme yang terjadi pada respon seluler
(Bratawidjaja, 2010).
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2. Limfokin
Limfokin disebut juga interleukin (IL) merupakan sitokin yang diproduksi

oleh limfosit yang aktif. Contohnya adalah MAF, MGF, IL-2, CSf dan IFN.
Limfokin memiliki fungsi meningkatkan respon imunitas seluler, induksi enzim
tertentu, peningkatan fagositosis oleh makrofag, aktivasi limfosit, eosinofil,
trombositopenia dan pelepasan macam-macam sitokin lain serta meningkatkan
deferensiasi myeloid. Limfokin digunakan sebagai terapai pada penderita AIDS
usia lanjut dan autoimunitas (Bratawidjaja, 2010; Venkatalakshmi et al., 2016).
3. Antibodi monoklonal

Antibodi monoklonal didapat dari gabungan dua sel yaitu sel pembentuk
antibodi dan sel yang dapat hidup terus menerus, sehingga antibodi dalam tubuh
dapat dihasilkan dalam jumlah yang besar. Antibodi secara in vivo di dalam tubuh
manusia dan tikus memiliki fungsi dapat mengikat komplemen dan membunuh sel
tumor (Bratawidjaja, 2010).
4. Tranfer Factor/ Ekstrak Leukosit

Tranfer Factor (TF) dan ekstrak leukosit telah digunakan sebagai
imunoterapi. TF dan ekstrak leukosit memperlihatkan fungsi sebagai
imunotsimulator yang spesifik yang dapat menjadi solusi penyakit seperti
candidiasi kronik, koksidiomikosis, lepra dan tuberkolosis (Bratawidjaja, 2010).
b Lymphokin Activated Killer (LAK) cell

Lymphokin Activated Killer (LAK) cell merupakan sel limfosit T-
sitotoksik yang dihasilkan secara in vitro dengan proses penambahan IL-2 ke
dalam sel seseorang yang kemudian di masukkan kemabali. Terapi ini dapat
meningkatkan respon imun seluler dan humoral. Digunakan sebagai imunoterapi
terhadap keganasan (Bratawidjaja, 2010).
b. Bahan asal bakteri

Mikroorganisme seperti halnya bakteri memiliki fungsi yang dapat
mengaktifkan dan meningkatkan respon imun tubuh untuk melawan patogen.
Beberapa bahan seperti Bacillus Calmette Guerin (BCG), Corynebacterium
parvum, klebsiela dan brusela, Bordetela pertusis serta endotoksin adalah bahan-
banah yang telah diketahui memiliki aktivitas tersebu. BCG, Klebsiella dan
Brucella diketahui dapat memperbaiki respon imun spesifik dan nonspesifik

seperti dengan memproduksi limfokin serta mengaktifkan sel natural killer (NK).
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Corynebacterium parvum sebagai imunostimulator pada respon imun non-
spesifik. Bordetella pertusis dapat menghasilkan lymphocytosis promoting factor
(LPF) merupakan mitogen untuk sel T dan menjadi imunostimulator, sedangkan
pada endotoksin dapat mengaktifkan sel makrofag dan merangsang proliferasi
limfosit B dan limfosit T.
C. Bahan asal jamur

Bahan asal jamur misal letin, krestin, glukan dan schizophyllan diketahui
dapat meningkatkan respon imun bawaan. Kresin dan lentinan dapat
meningkatkan fungsi aktivitas makrofag. Bahan lain yaitu muramil dipeptida
(MDP) adalah komponen aktif pada dinding sel micobakterium yang berefek baik
pada peningkatan respon imun didapat (seluler dan humoral) pada pemberian oral.
Bahan asal jamur digunakan sebagai pengobatan kanker, HIV dan kerusakan hati
(Bratawidjaja, 2010).
d. Bahan sintetik
1. Levamisol

Levamisol merupakan derivat dari tetramizon yaitu Fenil imodotiazol yang
dapat mengembalikan fungsi imunitas tubuh yang tertekan. Bahan ini
meningkatkan ploriferasi dan sitotoksisitas sel limfosit T dan menjadi
imunostimulator respon imun nonspesifik. Levamisol digunakan pada beberapa
pendirita kanker stadium C karena dapat berefek peningkatan antigen, limfokin,
mitogen, dan faktor kemotaktik yang merangsang sel-sel limfosit, sel granulosit
serta sel makrofag. Levamisol juga telah dijadikan obat penanggulangan penyakit
artritis reumatoid dan virus (Bratawidjaja, 2010; Venkatalakshmi et al., 2016).
Penggunaan levamisol memiliki efek samping seperi mual, muntah, urtikaria dan
agranulositosis (Hendarsula, 2011).
2. Isoprinosin

Isoprinosin atau inosiplex (ISO) atau metisoprinol merupakan agen
imunostimulator dari bahan sintesis yang mimiliki sifat antivirus. Isoprinosin
dapat meningkatkan ploriferasi dan toksisitas dari sel limfosit T, membantu
produksi IL-2 yang berperan dalam diferensiasi limfosit, makrofag dan
meningkatkan fungsi sel NK (Handarsula, 2011). Isoprionosin juga dapat
menambah produksi sitokin seperti IL-1, IL-2 dan IFN v, sehingga meningkatkan
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proliferasi limfosit sebagai respons terhadap rangsangan mitogenik atau antigenik.
Efek samping yang biasa ditemukan adalah peningkatan kadar asam urat
(Bratawidjaja, 2010; Venkatalakshmi et al., 2016).

3. Antioksidan

Antioksidan adalah molekul yang dapat menghambat oksidasi yang
disebabkan oleh radikal bebas. Reaksi antioksidan yaitu dengan mentransfer
elektron atau hidrogen dari satu bahan yang dapat mengoksidasi. Antioksidan
memiliki berat molekul yang sangat kecil, tetapi mampu menginaktivasi
berkembangnya reaksi oksidasi, dengan cara mencegah terbentuknya radikal.
Antioksidan juga merupakan senyawa yang dapat menghambat reaksi oksidasi,
dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat reaktif, sehingga
kerusakan sel terhambat (Bratawidjaja, 2010; Aher, et al., 2011).

Antioksidan dapat berfungsi sebagai modulator kekebalan tubuh dan dapat
digunakan bersama dengan terapi utama pada gangguan imunologis. Dalam
Tubuh setiap sel telah memiliki mekanisme perlindungan yang memadai terhadap
setiap efek berbahaya dari radikal bebas: SOD, glutathione peroksidase,
glutathione reductase thioredoxin, ikatan tiol dan disulfida adalah sistem
penyangga di setiap sel. Antioksidan non-enzimatik lainnya termasuk karotenoid,
flavonoid dan polifenol terkait, asam a-lipoat dan glutathione, vitamin C dan E
(Venkatalakshmi et al., 2016).

4, Arginin

Arginin adalah salah satu asam amino yang diperlukan untuk
mempertahankan  keseimbangan  nitrogen dan  menunjukkan  fungsi
imunostimulator. Pemberian argini pada hewan coba dapat meningkatkan volume
timus, jumlah limfosit dan meningkatkan respon mitogenik limfosit terhadap
mitogen dan antigen. Arginin juga dapat meningkatkan sitesis IL-2 sehingga dapat
merangsang aktivitas fagositosis dan respn imun seluler, serta melindungi involusi
timus akibat trauma dan gannguan fungsi sel T. Arginin adalah esensial untuk
timosin, timopentin dan berbagai sel dan molekul pada sistem imun (Bratawidjaja,
2010).
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5. Biologic Response Modifier (BRM)

Biologic Response Modifier (BRM) adalah kelas obat baru yang digunakan
untuk mengobati gangguan imunologis seperti artritis idiopatik dan radang usus.
Beberapa agen BRM memiliki efek terhadap sitokin proinflamasi seperti BMR
abatacept atau orencia (nama jual) dapat mengikat ke CD80 dan CD86 pada sel
penyaji antigen, sehingga menghambat produksi TNF-o, IL-2 dan interferon-y.
BMR seperti certolizomab, etanercept, golimumab, infliximab dan adalimumab
memiliki mekanisme berlawanan dengan TNF. Beberapa BMP juga dikenal
sebagai penghambat sitokin, molekul yang dapat meningkatkan sistem imun,
produksi sitokin, IFN, CSF, TNF, GF, limfotoksin MAF dan faktor kemotaktik.
Terapi dengan BRM ini untuk merangsang pemulihan kemampuan sistem imun
tubuh dalam manyingkirkan penyakit dan infeksi (Bratawidjaja, 2010; Le-Saux, et
al., 2012).

2.3.4.3. Imunosupresan

Imunosupresan adalah agen penekan respon imun yang digunakan untuk
mengendalikan imunitas tubuh pada penyakit autoimun, penolakan organ dan
jaringan transplantasi dan menekan reaksi hipersensitifitas (Venkatalakshmi et al.,
2016). Sejumlah obat herbal telah terbukti bermanfaat pada aktivitas biologi
termasuk imunosupresan. Imunosupresan menggunakan produk herbal dapat
memberikan alternatif kemoterapi konvensional, karena beberapa obat
imunosupresan kimia telah menunjukkan berbagai efek samping, dan ada
peningkatan kebutuhan untuk menemukan obat baru dengan efek samping yang
lebih sedikit (Hardayani, 2010).

1. Glukokortikosteroid (GKS)

Glukokortikosteroid adalah molekul lipofilik yang ditemukan dalam darah
yang diikat oleh globulin dan albumin. GKS seperti methylprednesolone dapat
dijumpai dengan mudah dan dijual bebas. GKS menembus membran sel dengan
efek antiinflamasi yang luas, produksi pengerahan aktivisi dan fungsi sel efektor.
GKS juga dapat menghambat ekspresi gen dari sel limfosit yang menyandi
beberapa jenis interleukin dan TNF-Y. Produksi sitokin yang berkurang akan

menekan ploriferasi sel T. GKS juga menekan imunitas humoral, sel B yang
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mengekspresikan sedikit IL-2 dan reseptor IL-2, sehingga akan menurunkan klon
sel B dan sintesis antibodi (Bratawidjaja, 2010).

Terapai pengobatan menggunakan GKS umum digunakan untuk penyakit
autoimun, psoriasis, polimiositis, beberpa penyakit reumatik, hepatitis aktif, dan
inflamatory bowel disease, penolakan transplantasi akut, penyakit graft-versus-
host dalam transplantasi sumsum tulang, rheumatoid dan artritis lainnya, systemic
lupus erythematosus, dermatomiositis sistemik, dan kondisi kulit lainnya, asma
dan gangguan alergi lainnya seperti penyakit radang usus (Venkatalakshmi et al.,
2016).

2. Sirolimus

Sirolimus atau disebut rapamisin merupakan mikrolida yang dihasilkan
dari isolasi streptomyces hygroscopicus. Obat ini memiliki efek untuk mencegah
prolifetasi sel T dan menghambat sinyal transduksi melalui IL-2 dan sitokin lain.
Sirolimus hanya mencegah sel-sel yang sudah aktif, sel produksi lg, degranulasi
eusonifil. Serolimus mengikat reseptor intraseluler yang sama dan mencegah
diferensiasi sel B menjadi sel plasma, sehingga menurunkan produksi IgM, IgG
dan IgA (Bratawidjaja,2010).

8. Obat Sitostatik

Sitostatik adalah obat yang digunakan untuk kemoterapi sebagai
pengobatan kanker. Sitostatik meliputi Cyclophosphamide atau Cytoxan dan
chlorabucil dengan efek mengaktifkan agen-agen imunologis dan sebagai agen
sitotoksik (Venkatalakshmi et al., 2016).

4. Antibodi monoklonal dan poliklonal

Antibodi merupakan bahan biologi yang dapat digunakan sebagai
imunosupresan  dalam pencegan dan penolakan akut pada penyakit
limfoproliferasi (Al). Antibodi monoklonal diproduksi oleh sel limfosit B tunggal
terhadap satu epitop spesifk serta menghambat interaksi antara limfosit T dan B
dan sel APC sebagai imunosupresan biologis dalam penanganan berbagai
penyakit. Sedangkan pada antibodi poliklonal dapat berpengaruh terhadap respon
imun yang melibatkan aktivitas sel B multipel, sehingga dihasilkan sejumlah
antibodi dengan spesifitas yang berbeda. Terapi antibodi monoklonal dan
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poliklonal yaitu pada transplantasi organ dengan menekan respon imun tubuh
melalui sel B (Bratawidjaja, 2010).

2.3.5. Imunomodulator dari Tumbuhan

Tumbuhan merupakan sumber dari fitokimia yang memiliki banyak
potensi bioaktif salah satunya adalah potensi sebagai imunomodulator. Lebih dari
4000 senyawa fitokimia yang ditemukan saat ini dan telah dikelompokkan
berdasarkan fungsi sebagai senyawa imunomodulator. Kelompok fitokimia dari
golongan Polisakarida, terpenoid, fenolik dan alkaloid merupakan kelompok yang
mendominasi memiliki potensi aktivitas imunomodulator (Venkatalakshmi et al.,

2016). Berikut adalah fitokimia dengan akvitas imunomodulator:

2.3.5.1. Fitokimia yang Memiliki Efek Imunostimulator
1. Alkaloid

Alkaloid merupakan fitokimia yang paling efisien dan signifikan dijadikan
terapi respon imunu. alkaloid menunjukkan aktivitas fisiologis yang nyata ketika
diberikan kepada hewan. Fitokimia ini memiliki aktivitas antitumor (vinblastine
dan vincristine), antimikroba (cepharanthine), aktivitas analgesik (morfin) dan
juga dikenal untuk meningkatkan respon imun (imunostimlator) (Venkatalakshmi
etal., 2016).

Alkaloid merupakan senyawa yang dapat menjadi agen imunostimulator
pada sel-sel imun dalam sumsum tulang, dan produksi antibodi serta total WBC
(Sunila dkk., 2004). Alkaloid berefek secara signifikan dalam produksi sitokin
TNF-0 dan IFN-plasma serta bereaksi dengan nitrit oksidan (NO). Prpduksi
sitokin oleh alkaloid diakibatkan karena efek antiinflamasi yang dimediasi oleh
jalur NF-kB. produksi sitokin oleh alkaloid berefek pada penurukan aktivitas
makrofag dan sel limfosit (Xue Y dkk., 2008). Oleh karena itu, alkaloid
merupakan imunomodulator yang dapat memberikan rangsangan peningkatan
respon imun seluler (Venkatalakshmi et al., 2016).

2. Polisakaridan dan Glikosid
Polisakaridan dan glikosid menunjukkan sifat imunoterapetik yang

bermanfaat sebagai stimulasi respon imun dalam tubuh untuk menghalau patogen.
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Efek polisakaridan memodulasi imunitas bawaan pada aktivitas makrofag
(Venkatalakshmi et al., 2016). Pada Glikosid yang merupakan sub kelompok dari
gula dan aglycan (non-gula) memiliki efek aktivitas antimikroba dan stimulasi
sistem kekebalan tubuh (Akbay, 2003). Beberapa senyawa seperti Isorhamnetin-3-
O-glucoside (Urtica dioica), Eupalitin-3-O-p-D-galactopiranosida (Boerhaavia
diffusa), Aucubin (sebagian besar tumbuhan) dan Mangiferin (Mangifera indica)
menunjukkan sifat imunomodulator yang efektif (Schepetkit dkk., 2006).

Aktivitas imunomodulator dari senyawa glikosid dan polisakarida yaitu
potensi imunomodulator secara in vitro dengan menghambat stimulasi ploriferasi
sel mononuklear dalam darah, serta menghambat penurunan IL-2 dan TNF-a.
Senyawa glikosid meningkatkan proliferasi dan sekresi limfosit serta IFN-y dan
meningkatkan produksi 1gG1l dan 1gG2b. Hal tersebut sangat berpengaruh
terhadap aktivitas sel-sel limfosit dan sel mononuklear seperti makrofag
(Venkatalakshmi et al., 2016).
& Antosianin

Antosianin merupakan fitokimia yang mampu mengatur respon imun
didalam tubuh. Antosianin dapat meningkatkan produksi sitokin dan menjadi agen
antiinflamasi. Antosianin seperti Cyanida-3-glycoside dan Peonidin pada tanaman
Blackberry telah terbukti memiliki kemampuan imunomodulator. Antosianin
sebagai antioksidan menangkal radikal bebas yang merusak fungsi sel imun,
sehingga sel imun meningkatkan produksi sitokin dan mengatur komponen lain
dalam respon imun tubuh. Oleh karena itu aktivitas antioksidan dapat digunakan
sebagai antiinflamasi (Rechner dkk., 2005; Wang dkk., 2008).
4. Flavonoid

Flavonoid merupakan fitokimia yang paling melimpah pada tanaman.
flavonoid seperti kafein, centaurein, quersetin apigenin dan luteolin telah terbukti
memiliki kemampuan sebagai imunomodulator. Hal ini disebabkan karena
flavonoid memiliki efek antioksidan tinggi yang larut dalam air dan mecegah
kerusakn sel dengan menghambat reaksi oksidasi akibat infeksi (Venkatalakshmi
et al., 2016).

Flavonoid  menghambat enzim lipooksidase yang berperan dalam

biositesis prostaglandin. Flavonoid mampu mengaktifkan [L-12 sehingga
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meningkatkan plorifeasi sel limfosit dan merangsang aktivitas sel Thl. Sel Th 1
yang teraktifasi, mengekspresikan IFN-Y ,sehingga dapat memperkuat aktivitas
fagositosis makrofag dengan memproduksi nitrit oksidan (NO) yang efektif untuk
melawan patogen. Oleh karena itu, flavonoid merupakan imunostimulator yang
dapat memberikan rangsangan intra seluler yaitu pada makrofag dan sel T,
sehingga bekerja lebih efisien (Abror dkk., 2018).
5. Terpenoid

Terpenoid adalah fitokimia yang juga memiliki kemampuan dalam
memediasi sistem imunologis tubuh. Efek terpenoid pada sistem imun tubuh
adalah meningkatkan produksi antibodi serta dapat menekan respon sel limfosit T,
sehingga dapat meningkatkan respon imun seluler dalam membunuh patogen.
Selain itu, Terpenoid dapat meningkatkan ekspresi IL-2 dan mengahambat reaksi
nitrit oksidan (NO), sehingga terpenoid dapat mestimulasi sel fagosit intraseluler
yaitu makrofag selama infeksi bakteri. Terpenoid juga secara signifikan dapat
menghambat degradasi pada sel mast yang berfungsi menjaga pertahanan tubuh
pada mekanisme peradangan (Venkatalakshmi et al., 2016).
6. Sterol

Sterol adalah fitokimia yang diketahui memiliki kemampuan dalam
menjaga keseimbangan sistem imun tubuh sehingga tubuh terhindar dari patogen.
Senyawa ini meningkatkan kemampuan sitotoksik sel NK pada sel target, serta
dapat mengembalikan keseimbagan respon imun tubuh dengan mengembalikan
fungsi sel Th dan meningkatkan ploriferasi limfosit. Sterol pada Withanolid
(withania somnifera) juga telah terbukti mengaktivasi respon imun bawaan yaitu
meningkatkan daya fagositosis makrofag dan aktivitas enzim lisosomal untuk
melawan infeksi bakteri (Bouic dkk., 1996; Venkatalakshmi et al., 2016).

2.3.5.2. Fitokimia yang Memiliki Efek Imunosupresor
1. Fenolik

Fenolik adalah fitokimia dengan cincin aromatik dan mengandung satu
atau lebih ikatan hidroksil. Fenolik yang umumnya terletak di dalam vakuola,
berpotensi sebagai toksik bagi pertumbuhan dan perkembagan patogen. Bebera

sennyawa dari golongan fenolik seperti Asam klorogenat (CGA), Asam gallik,
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Asam ellagik, Asam ferulik, asam P-Coumarik, Asam vanilik, Curcumin serta
Gingerol telah terbukti memiliki aktivitas imunomodulator yang efektif pada
respon imun bawaan dan respon imun didapat (Okwu dkk., 2004).

Fenolik secara umum diketahui berperan sebagai imunosupresan yakni
dengan menurunkan sitokin proinflamasi seperti IL-2, IL-6, TNF dan IFN (Chiang
dkk., 2003: Liang dkk., 2015). Fenolik juga berperan dalam ploriferasi sel B dan
penghambatan degranulasi sel mast serta dapat meningkatkan sel limfosit pada
sumsum tulang. Penurunan sitokin oleh fenolik melalui jalur NF-kB, berujung
pada pengaturan mekanisme respon imun seluler seperti aktivitas makrofag baik
sebagai scavenger cell dan APC (Venkatalakshmi et al., 2016).

2. Tanin

Tanin merupakan fenolik kompleks yang dapat larut dalam air dan alkohoh
serta memiliki rasa yang pahit. Fitokimia ini umum ditemukan pada tumbuhan
vaskuler angiospermae. Tanin diketahui memiliki kemampuan untuk mengatur
respon imun seluler sebagai imunosupresan. Seperti pada senyawa Asam
Chebulagik dan corilagin dari Terminalia chebula dapat menurunkan produksi
sitokin TNF dan IL-6 yang akan mempengaruhi aktivitas fagositosis oleh sel
mononuklear seperti makrofag, sehingga dapat menekan inflamasi. Tanin juga
memiliki aktivitas antiinfeksi sehingga mampu menjaga tubuh dari serangan
patogen (Venkatalakshmi et al., 2016).

K Saponin

Saponin sering ditemukan pada berbagai tanaman tingkat tinggi dan
biasanya ditemukan di akar, umbi, daun serta biji. Penelitian modern menemukan
bahwa saponin memiliki potensi mengatur sistem imun tubuh. Saponin memiliki
aktivitas antitumor dengan menghentikan siklus sel dan apoptosis. Saponin seperti
asiaticosid pada Centella asiatica diketahui dapat meningkatkan sistem imun
dengan meningkatkan indeks fagositosis dan total WBC, sedangkan saponin dari
jenis glycyrrhizin pada Glycyrrhiza glabra dapat menghambat aktivitas
komplemen (Sparg dkk., 2004).



36

2.4.  Aktivitas Fagositosis Makrofag Peritoneal
2.4.1. Fagositosis

Istilah fagositosis berasal dari bahasa Yunani, “fagos” yang berarti “makan”
dan “kytos” yang berarti “rongga”. Fagositosis merupakan mekanisme pertahanan
tubuh oleh sel-sel fagosit untuk melawan partikel asing yang menyerang dengan
proses; mengenal antigen, menelan, mencerna serta mendegradasi pada partikel
tersebut (Coico dan Geoffrey, 2015). Fagositosis termasuk respon imun non-
spesifik yang berperan penting dalam mekanisme pertahanan tubuh terhadap
serangan mikroorgansme. Melalui fagositosis, sel-sel fagosit yang tersebar
diseluruh tubuh akan memakan mikroorganisme yang menjadi sebab suatu
penyakit, sehingga tubuh terlindungi oleh unsur-unsur patogen tersebut (Kresno,
2010).

Fagositosis pada sistem imun tubuh memiliki mekanisme yang kompleks
serta melibatkan sejumlah molekul perantara untuk mengatur sel-sel fagosit untuk
memusnakan mikroorganisme patogen. Hal ini menunjukkan Kekuasaan Allah
Subhanahu wa Ta’ala yang merupakan Pencipta alam semesta dan makhluk-
makhluk di dalamnya, serta menyempurnakan dan menentukan kadar citptaan-
Nya. Allah Subhanahu wata’la telah berfirman dalam Al-Qur’an surat Al-A’la
(87) ayat 2-3 yaitu:

P 2 -

v 63 535 Lg;dw\js 0555 Ol:-g_;.)j\

Artinya “Dialah zat yang telah menciptakan dan menyempurnakan (penciptaan
Nya), dan menentukan kadar (masing-masing) dan memberi petunjuk” (Q.S. Al-
A’la (87): 2-3).

Ayat ini menjelaskan bahwa sesungguhnya Allah Subhanahu wa Ta’ala yang
menciptakan dan menyempurnakan, serta menentukan kadar -ciptaan-Nya;
memberikan petunjuk kepada jalan-jalan yang membahagiakan di dunia dan
akhirat (YPM Salman ITB, 2014).

Kata “s3& & dalam ayat ini berarti "yang menciptakan dan
menyempurnakan” memiliki makna yakni menciptakan makhluknya dan
menyempurnakannya dengan bentuk yang sebaik-baiknya (Abdullah, 2013). Salah

satunya adalah aktivitas fagositosis pada sistem imun tubuh, yang Allah SWT
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kemudian menyempurnakan tubuh manusia dengan mekanisme kompleks dan
sempurna tersebut untuk menjaga tubuh dari serangan patogen. Kata “_ 3 berasal
dari kata ,¥ diartikan “ukuran”, “memberi kadar”, atau “mengukur”, berarti
seluruh makhluk yang Allah SWT ciptakan diberinya kadar, ukuran serta batas-
batas tertentu dalam diri, sifat dan kemampuan maksimal (Shihab, 2009).
Sepertihalnya pada fagositosis, aktivitasnya diperantarai sejumlah molekul
pensinyalan yang mengatur sel-sel fagositik untuk memfagosit mikroorganisme
patogen.

Sistem imun non-spesifik melalui mekanisme fagositosis terjadi apabila sel-
sel fagosit diaktivasi oleh molekul-molekul perantara. Molekul perantara disebut
juga faktor leukotaktik atau kemotaktik yang bersal dari bakteri maupun yang
dilepaskan oleh sel fagosit. Produksi faktor leukotaktik terjadi apabila sel-sel
fagosit berada dalam jarak dekat dengan partikel bakteri atau bakteri melekat pada
permukaan fagosit. Proses fagositosis selanjutnya yaitu opsonisasi bakteri oleh
imunoglobulin atau komplemen (C3). Opsonisasi adalah mekanisme pelapisan
mikroba atau antigen oleh Ig dan komplemen yang memberikan tanda untuk
reseptor permukaan sel fagosit, sehingga meningkankan aktivitas fagositosis.
Bakteri kemudian masuk ke dalam sel fagosit dengan cara endositosis sehingga
terbentuk fagosom. Bakteri dalam fagosom kemudian dihancurkan melalui proses
oksidasi-reduksi (ROS) ataupun dengan derajat keasaman nitrit oksidan (NO)
yang ada dalam fagosit atau penghancuran oleh lisozim dari fusi fagosom dengan
lisosom disebut fagolisosom (Gambar 2.5) (Kresno, 2010; Coico dan Geoffrey,
2015).
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Gambar 2.5 Mekanisme fagositosis (Coico dan Geoffrey, 2015)

Fagositosis mikroba patogen merupakan sistem imun bawaan yang
diperankan oleh sel-sel fagosit. Sel leukosit yang termasuk fagosit memiliki peran
yang sangat penting untuk mempertahankan tubuh terhadap antigen. sel-sel
fagosit meliputi sel polymorfonuklear (neutrofil), makrofag, sel dendritik (SD)
dan natural killer (NK). Meskipun berbagai sel-sel tersebut dapat melakukan
fagositosis, akan tetapi sel utama yang berperan penting dalam pertahanan non-
spesifik adalah makrofag sehingga makrofag diberi julukkan scavenger utama

untuk melawan patogen (Bratawidjaja, 2010; Kresno, 2010).

2.4.2. Makrofag
Sistem fagositosis yang dilakukan oleh sel mononuklear terdiri atas sel

monosit yang ada dalam sirkulasi darah dan sel makrofag yang ada di dalam
jaringan. Monosit dan makrofag berasal dari sel asal hematopoietik yang sama,
selama hematopoiesis dalam sumsum tulang, sel progenitor granulosit
berdiferensiasi menjadi premonosit yang kemudian meninggalkan sumsum tulang
dan masuk kedalam sirkulasi menjadi monosit matang (Bratawidjaja, 2010).
Berikut adalah gambar 2.6 hematopoietik sel mononuklear makrofag dari sel
induk pluripoten dalam sumsum tulang.
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Gambar 2.6 Hematopoietik sel mononuklear (monosit dan makrofag) dari sel
induk pluripoten dalam sumsum tulang (Coico dan Geoffrey,
2015).

Makrofag mempunyai peran penting dalam respon imun. Fungsi utama
makrofag dalam imunitas bawaan adalah: (1) makrofag memfagositosis partikel
asing seperti mikroorganisme, makromolekul termasuk antigen bahkan sel atau
jaringan sendiri yang mengalami kerusakan atau apoptosis, sehingga makrofag
disebut sebagai “scavenger cells” utama dalam tubuh. (2) makrofag juga memiliki
fungsi untuk memproduksi sejumlah sitokin yang berdampak pada sel-sel
inflamasi lain, khususnya neutrofil dan bertanggung jawab atas berbagai dampak
sistemik inflamasi (Kresno, 2010).

Makrofag dalam jaringan berasal dari monosit atau dari proliferasi sel
monosit yang membentuk koloni makrofag resident. Monosit akan berdeferensiasi

menjadi makrofag setelah meninggalkan sirkulasi dan masuk ke jaringan. Di
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dalam jaringan makrofag dapat teraktivasi dengan adanya rangsangan dan dapat

mengubah aktivitas fisiologisnya (Zhang X,dkk., 2008). Fisiologi makrofag dapat

berubah tergantung lingkungan atau jaringan yang ditempati makrofag serta

rangsangan lokal yang terjadi (Bratawidjaja, 2010). Berikut adalah tabel 2.5 yang

menunjukkan jenis makrofag residen dalam beberapa jaringan.

Tabel 2.5 Jenis sel makrofag residen dalam beberapa jaringan yang berbeda
(Bratawidjaja, 2010).

Sel Makrofag Residen dalam Beberapa Jaringan Tubuh

Lokasi Nama Sel
Otak Sel mikroglia
Ginjal Sel mesangial
Tulang Osteoklas
Hati Sel Kuppfer
Jaringan ikat Histiosit
Paru-paru Makrofag alveolar dan sel Langerhans
Kulit Sel dendritik/ sel Langerhans
Usus Makrofag intestinal
Peritoneal Makrofag peritoneal

2.4.3. Makrofag Peritoneal

Resident Peritoneal Makrofag (RPM) merupakan sel fagosit yang hidup
bebas pada rongga peritoneal (Gambar 2.7). Rongga peritoneum merupakan
tempat yang mudah untuk memanen makrofag resident yang belum mengalami
manipulasi. Resident makrofag peritoneal dapat diambil dari satu mencit dengan
jumlah sel yang banyak. Menurut Susanti (2015) bahwa, hasil rata-rata jumlah
makrofag yang diisolasi dari rongga peritoneal berkisar 1,03 x 10° sel/ mL.
Menurut Wang et al.,, (2008) bahwa, makrofag peritoneal lebih matur
dibandingkan makrofag yang didapat dari jaringan lain.

Makrofag peritoneal memiliki ekspresi MHC 11 dan CD 86 dalam jumlah
yang tinggi dan menunjukkan fungsi optimal. Menurut Bratawidjaja (2010) bahwa
makrofag peritoneal bergerak bebas dalam cairan peritoneal. Kehadiranya
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memungkinkan menangkap patogen dan antigen yang masuk ke dalam tubuh,
kemudian mengikat dan memakan partikel tersebut setra mempresentasikanya ke
pada sel T. Oleh karena itu, mekrofag peritoneal dibagi menjadi dua golongan,

pertama sebagai fagosit dan kedua sebagai APC (Antigen Precenting Cell).
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Gambar 2.7 Kultur sel makrofag peritoneal pada media RPMI1640, (a) isolat sel
makrofag sebelum diwarnai, (b) isolat sel makrofag dengan pewarna
Giemsa (Susanti dkk., 2015; Wang dkk., 2013).

2.4.4. Faktor-Faktor Aktivasi Fagositosis

Makrofag melaksanakan sebagian besar fungsi efektor hanya setelah sel
makrofag diaktivasi oleh mikroba, sitokin dan stimulus lain. Makrofag yang
teraktivasi menunjukkan kemampuan yang meningkat untuk membunuh beberapa
jenis mikroorganisme, tetapi peningkatan kemampuan membunuh ini tidak
berlaku bagi sasaran yang lain. Hal ini disebabkan karena makrofag dapat
melakukan berbagai efektor serta aktivitasnya berlangsung dalam beberapa fase
yang memerlukan stimulasi berurutan, mencakup limfokin, endotoksin, berbagai
mediator dan regulator inflamasi berupa sitokin pro-inflamasi dan antiinflamasi
(Kresno, 2010).

Produksi sitokin TNF-a dan IFN-Y akan berefek pada aktivitas fagositosis
makrofag (Cheng et al., 2019). Hal tersebut dikarenakan dua jenis sitokin tersebut
berperan penting dalam mediator respon imun bawaan yang dapat mengaktivasi
fagositosis makrofag (Baratawijaja, 2010). TNF (Tumor Necrosis Factor)
merupakan mediator utama pada respon inflamasi akut yang dapat merangsang
makrofag untuk memproduksi IL-1 dan IL-6. Sedangkan IFN-Y memiliki fungsi
poten sebagai aktivator fagosit mononuklear seperti makrofag. IFN-Y
mengaktifkan faktor transkripsi Ap-1 dan NF-kB menginduksi ekspresi gen untuk
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mensintesis ROl enzim yang berperan dalam respiratory brust, sehingga
makrofag dapat membunuh bakteri Oleh karena itu, TNF-a dan IFN-Y
meningkatkan fungsi fagositosis makrofag (Kresno, 2010).

IFN-Y juga merangsang produksi isotop antbodi IgG2 yang mengaktifkan
komplemen untuk opsonisasi bakteri. Aktivitas fagositosis makrofag akan lebih
efisien dengan hadirnya atibodi zat kimia sebagai opsonin yang membungkus
permukaan bakteri. Opsonin adalah makro molekul yang diikat pada permukaan
mikroba dan dapat dikenal oleh reseptor permukaan sel makrofag. Opsonin
membantu sel fagosit untuk memakan bakteri. Contoh opsonin adalah IgG yang
dikenal sebagai FcY-R pada fagosit dan fragmen komplemen yang dikenal oleh
reseptor komplemen tipe 1 dan integrin Mac-1 pada leukosit (Bratawidjaja, 2010).

Opsonin dapat terjadi melaluai tiga mekanisme. Pertama adalah antibodi
zat kimia sendiri dapat berperan sebagai opsonin. Dua yaitu antibodi zat kimia
ditambah dengan antigen depat mengaktifkan kompleman melalui jalur klasik
untuk menghasilkan opsonin dan tiga yaitu opsonin dapat dihasilkan oleh sistem
yang tidak tahan panas, dimana imunoglobulin atau faktor lain mengaktifkan C3
melalui jalur alternatif. Pada selaput makrofag terdapat reseptor bagian Fc dari
antibodi dan reseptor untuk komplemen C3 dari komplemen. Hal ini membantu
fagositosis oleh makrofag terhadap partikel-partikel asing (Brook dkk., 2009).

Aktivasi fagositosis makrofag sebagian besar juga dipengaruhi oleh
stimulan lain yang dihasilkan oleh senyawa metabolik sekunder seperti pada
tumbuhan. Senyawa metabolik sekunder yang dapat mengaktivasi respon imun ini
disebut dengan imunomodulator, yang sudah dipaparkan sebelumnya
(Venkatalakshmi et al., 2016). Senyawa imunomodulator umumnya memiliki sifat
antioksidan dan dapat menjadi Mancrophage Activating Factor (MAF). Sifat
antioksidan ini dapat menghambat ekspresi COX-2 dan iNOS pada sel makrofag
RAW?264.7 melalui penurunan aktivitas jalur NF-kB dan JNK/ AP-1 (Shan, J et
al., 2009), sehingga dapat menghambat produksi sitokin pro-inflamasi yang
diperlukan sebagai aktivator fagositosis makrofag.

Penelitian aktivasi fagositosis makrofag merupakan salah satu metode
yang banyak dilakukan untuk mengetahui respon imunologis dari senyawa

bioaktif yang memiliki daya imunomodulator. Prinsip pengukuran kemampuan
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fagositosis adalah mengukur jumlah partikel bakteri atau antigen lain yang
difagositosis olen makrofag atau sel fagosit lain setelah inkubasi selam waktu
tertentu. Pengukuran partikel yang difagositosis dapat dilakukan dengan berbagai
cara, diantaranya menghitung proporsi sel fagosit yang mengandung partikel di

bawah mikroskop, atau dengan menggunakan flowsitometri (Kresno, 2010).

2.4.5. Antigen Lateks

Antigen merupakan partikel yang mampu merangsang respon imun, baik
respon imun seluler maupun respon imun humoral ketika senyawa tersebut berada
dalam jaringan tubuh atau pembuluh darah. Partikel ini secara genetik tidak dapat
dikenali tubuh, sehingga dapat merangsang sistem imun untuk menproduksi
antibodi (Brooks, 2009). Antigen dapat berasal dari protein, asam nukleat,
karbohidrat dan lipid yang lebih lanjut dapat mengaktivasi respon imun tubuh
(Coico dan Geoffrey, 2015).

Lateks merupakan karet alam yang mengandung protein, ditemukan dalam
getah pohon karet Havea bransiliensis. Lateks adalah partikel yang mengandung
60% air, 35% senyawa cis 1,4 polysoprene (karet), dan 5-10% bahan lain seperti
protein, karbohidrat, resin, dan lain-lain. Protein yang terkandung di dalam lateks
berkisar 1-1,8% yang berbeda bergatung dari spesies, tempat tumbuh, dan tempat
penyemaian. Saat ini telah terdeteksi kurang lebih sebanyak 200 jenis protein
yang dapat menyebabkan reaksi alergi (Kahn dkk, 2016).

Protein yang ditemukan dalam karet alam atau bahan kimia dalam lateks
komersial dapat menyebabkan beberapa orang memiliki reaksi alergi terhadap
lateks. Jenis reaksi alergi dapat terjadi karena penggunaan lateks karet alam,
antara lain; Iritasi dermaitis adalah reaksi paling umum akibat kontak dengan
produk atau benda berbahan lateks. Hal Ini disebabkan, bahan kimia yang
ditambahkan ke lateks selama manufaktur, secara langsung menembus kulit yang
menyebabkan kemerahan, bengkak, kering, gatal, dan terbakar, atau masuk ke
dalam sistem pernapasan yang menyebabkan gejala pernapasan seperti pilek dan
bersin (Kahn dkk, 2016; Gathen dkk., 2017). Beberapa kasus juga menunjukkan
reaksi anafilaksis yaitu pembekakan wajah, kesulitan bernafas dan penurunan

tekanan darah akibat protein lateks masuk langsung ke dalam darah. Reaksi ini
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juga dapat terjadi dari bubuk yang ditambahkan ke sarung tangan lateks (Gathen
dkk., 2017).

Penolakan tubuh terhadap lateks, menjadikan lateks sebagai antigen oleh
para peneliti dalam pengujian respom imun tubuh terhadap antigen yang
menginfeksi (Asti, 2015). Pengujian aktivitas respon imun dapat menggunakan
bahan lateks, karena lateks memiliki bentuk homogen dan dapat terlihat jelas pada
hasil pewarnaan. Dalam uji imunologi di laboratorium, antigen latek juga
digunakan dalam tes aglutinasi untuk mengidentifikasi bakteri. Selain itu, dalam
pengujian respon imun bawaan pada aktivitas fagositosis yang diperantarai oleh
sel-sel fagositik, leteks polistyren digunakan untuk pengukuran kemampuan
fagositosis pada sel fagosit seperti makrofag, neutrofil, monosit dan sel dentritik
(Kresno, 2010).

2.5.  Mencit (Mus musculus)
2.5.1. Deskripsi

Mencit merupakan hewan bertulang belakang yang tergolong dalam kelas
mamalia pengerat (rodentia). Hewan ini memiliki ciri-ciri bertunuh kecil dengan
rambut-rambut putih menutupi tubuhya. Ekor mencit berwarna kemerahan dan
memiliki berat badan saat dewasa sekitar 20-40 gram (akbar, 2010). Selain itu,
mencit merupakan hewan yang jinak, takut cahaya, aktif pada malam hari,
perkembangbiakannya mudah dengan siklus estrus teratur yaitu 4-5 hari. Mencit
memiliki umur hidup yang pendek antar 1-3 tahun (Hasanah, 2015).

Mencit banyak digunakan sebagai hewan coba dalam beberapa penelitian
di laboratorium, sekitar 40-80 %. Mencit mudah didapat dengan harga yang relatif
murah serta biaya pakan yang rendah. Mencit digunakan sebagai model dalam
penelitian berbagai penyakit termasuk dengan metabolismenya, perkembangan,
kelainan saraf, imunitas dan lainnya. (Hasanah, 2015). Selain itu, mencit juga
berkembang baik dengan cepat, mudah dipelihara, genetiknya bervariasi serta
memiliki sifat anatomi dan fisiologi yang terkarakteristik dengan baik (Akbar,
2010).Penciptaan mencit dan pemanfaatannya sebagai hewan percobaan adalah
salah satu nikmat dari Allah SWT kepada manusia. Hal tersebut secara tersirat

dijelaskan dalam Al-Qur’an surah Lugman (31) ayat 20:
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Artinya: “Tidakkah kamu perhatikan sesungguhnya Allah telah menundukkan
untuk (kepentingan) mu apa yang di langit dan apa yang di Bumi dan
menyempurnakan untukmu nikmat-Nya lahir dan batin. Dan diantara manusia
ada yang membantah tentang (ke-Esaan) Allah tanpa ilmu pengetahuan atau
petunjuk dan tanpa kitab yang memberi penerangan” (Q.S. Lugman (31): 20).

Kata “_ A~" memiliki arti “menundukkan” (Shihab, 2009), bahwa Allah
SWT telah menundukkan sesuatu yang ada di muka Bumi ini untuk dimanfaatkan
sebaik-baiknya untuk kepentingan manusia. Salah satunya vyaitu dengan
ditundukkan mencit, hewan yang tergolong liar namun atas izin dan kuasa Allah
SWT dapat dikendalikan oleh manusia untuk berbagai kepentingan, salah satunya
adalah penelitian. Ditundukkannya mencit (Mus musculus) sebagai hewan coba
dalam penelitian dapat menghasilkan sebuah pengetahuan seperti kata 5 57,
berarti kenikmatan dunia atau apa yang tampak dilihat mata dan kata “4ikbs”
memiliki makna apa yang didapatkan manusia untuk dirinya (Qurthubi, 2009).
Pengetahun yang didapat dari sebuah penelitian yang didukung dengan
penggunaan hewan coba seperti mencit (Mus musculus) adalah bermanfaat bagi

manusia.

2.5.2. Taksonomi
Taksonomi hewan mencit (Mus musculus) berdasarkan Integrated
Taxonomic Information Syatem (ITIS) (2019) sebagai berikut:
Kingdom : Animalia
Filum : Chordata
Sub Filum : Vertebrata
Intrafilum : Tetrapoda
Superkelas  : Mamalia
Sub kelas : Theria
Ordo : Rodentia (Pengerat)
Famili : Muridae



Sub famili
Genus

Spesies

: Murinae
: Mus

: Mus musculus. Linnaeus.
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1. Rancangan Penelitian
Penelitian berjudul, “Efek imunomodulator ekstrak kopi hijau robusta
terhadap aktivitas fagositosis makrofag peritoneal mecit secara in vitro”
merupakan penelitian eksperimental laboratorium. Penelitian ini menggunakan
Rancanga Acak Lengkap (RAL) terdiri dari perlakuan kontrol positif dan 4
perlakuan ekstrak dengan 5 kali ulangan pada masing-masing perlakuan, antara
lain:
1. Kelompok kontrol (+) yaitu kelompok isolat sel makrofag peritoneal yang
diberi perlakuan produk imunomodulator dengan konsentrasi 100 pg/mL.
2. Kelompok perlakuan PO yaitu kelompok isolat sel makrofag peritoneal yang
diberi perlakuan ekstrak kopi hijau robusta dengan konsentrasi O pg/ml.
3. Kelompok Perlakuan (P1) yaitu kelompok isolat sel makrofag peritoneal yang
diberi ekstrak kopi hijau robusta dengan konsentrasi 25 pg/ml.
4. Kelompok Perlakuan (P2) yaitu kelompok isolat sel makrofag peritoneal yang
diberi ekstrak kopi hijau robusta dengan konsentrasi 50 pg/ml.
5. Kelompok perlakuan (P3) yaitu kelompok isolat sel makrofag peritoneal yang

diberi ekstrak biji kopi hijau robusta dengan konsentrasi 75 pg/ml.

3.2.  Variabel Penelitian

Penelitian ini menggunakan 3 variabel terdiri dari: (1) variabel bebas, (2)
variabel terikat dan (3) variabel terkendali. Variabel bebas dalam penelitian ini
adalah ekstrak biji kopi hijau (Coffea canephora) yang diberikan pada sel
makrofag peritoneal dengan varian konsentrasi antara lain: 0 pg/ml, 25 pg/ml, 50
pg/ml dan 75 pg/ml. Variabel terikat dalam penelitian ini adalah aktivitas
fagositosis sel makrofag peritoneal yang dibagi menjadi dua parameter antara lain;
persentase fagositosis (PF) dan kapasitas fagositosis (KF) sel makrofag peritoneal.
Variabel terkendali yaitu isolat sel makrofag peritoneal dari mencit (Mus

musculus) Balb/C yang berumur 6 sampai 8 minggu, media kultur sel yaitu

47



48

RPMI1640 dengan 10% serum FBS, tempat inkubasi sel dalam inkubator CO2 5%
dengan suhu 37°C.

3.3. Waktu dan Tempat

Penelitian ini InsyAllah dilaksanakan pada bulan Februari - Desember
tahun 2020. Penelitian dilakukan di laboratorium kultur jaringan hewan sebagai
laboratorium utama, laboratorium fisiologi hewan, laboratorium biokimia dan
laboratorium hewan coba sebagai laboratorium pendukung, Jurusan Biologi,
Fakultas Sains dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim,
Malang.

3.4. Alat dan Bahan
3.4.1. Alat

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah ; Lamina Air Flow
(LAF), inkubator CO2 5%, mikroskop inverted, haemositometer, sel count test
autoklaf, oven, timbangan analitik, plate Culture (24 well F-Base), sentrifus suhu,
hot plate stirel, water bath mikro pipet 20-200 pl dan 100-1000 ul (Biored), tube
sentrifus 15 ml, botol tutup ulir (scot), filter single use 0.22 um, spuit 19 G dan 25
G (onemad), gunting bedah, pinset, blue tip dan yellow tip, cawan petri, tabung
reaksi, rak tabung, beaker glass, cover glass, hand glove, masker, penutup

kepala, kertas label, tissu, alumunium foil, bunsen, korek dan karet.

3.4.2. Bahan

Bahan-bahan yang digunakan adalah isolat sel makrofag peritoneal Mus
musculus strain Balb/C yang berumur 1,5 bulan, biji kopi hijau (Coffea
canephora), alkohol 70%, media RPMI 1640, DMSO, latex polystyrene beads,
Phospat Buffer Saline (PBS), TC230 (natrium bikarbonat), Fetal Bovine Serum
(FBS), penicillin, streptomycin, DI water, tripan blue, pewarna giemsa, NaCl
fisiologis, ice balok dan aquades, methanol absolut, wepol, tepol, media NA dan
PDA.



49

3.5.  Prosedur Penelitian
3.5.1. Populasi dan Sampel Penelitian

Penelitian ini menggunakan biji kopi hijau robusta (Coffea canephora)
varietas robusta (Kopi Robusta). Sampel diperoleh dari Pusat Penelitian Kopi dan
Kakao Indonesia (PUSLIT KAKAO) kota Jember Jawa Timur, sedangkan hewan
coba berupa mencit (Mus musculus) strain Balb/C jantan berumur 6-8 minggu.
Hal ini berdasarkan Susanti (2015). Mencit diperoleh dari Unit Pengembangan
Hewan Coba (UPHP) Jalan Soekarno Hatta kota Malang Jawa Timur. Adapun
perhitungan jumlah sampel penelitian menggunakan rumus federer yaitu: (t-1) (n-
1) > 15 (Hanafiah, 2015). Tanda “(t)” adalah jumlah kelompok perlakuan dan
“(n)” adalah jumlah sampel perkelompok perlakuan. Berdasarkan rumus di atas
maka diperoleh perhitungan sebagai berikut:
t-1)(h-1)>15
65-1)(h-1)>15
5n-5-1n+1>15
4n—-4>15
dn>15+4
n>19/4
n>4.75
n=>5
Jadi jumlah kelompok sampel perlakuan ada 5 kelompok dan masing — masing

kelompok terdiri dari 5 kali ulangan.

3.5.2. Preparasi Ruang

Preparasi ruang dilakukan dengan mensterilkan ruang yang akan
digunakan sebagai tempat penelitian (kultur sel). Proses sterilisasi diawali dengan
membersihkan seluruh ruangan kemudian dibersihkan dengan alkohol 70% dan
diusap dengan lap bersih. Lantai ruangan dibersihkan dengan wipol sebanyak tiga
kali kemudian dilakukan sterilisasi menggunakan sinar UV selama 1 x 24 jam.
Setelah itu dilakukan uji sterilisasi menggunakan media NA dan PDA untuk

mengetahui adanya kontaminasi bakteri dan jamur.
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3.5.3. Preparasi Alat

Preparasi alat dilakukan dengan melakukan sterilisasi pada alat-alat yang
digunakan untuk penelitian. Langkah dalam sterilisasi alat meliputi alat-alat yang
dissecting seperti pinset gunting dan alat alat gelas, non-gelas dan logam
direndam dengan tipol selama 1x24 jam. Alat tersebut digosok kemudian dibilas
sebanyak 21 kali dengan air mengalir, untuk mengoptimalkan gunakan aquades
pada bilasan terakhir. Alat-alat yang sudah dicuci dikeringkan dalam oven dengan
suhu 50° C. Semua peralatan dibungkus rapat dengan alumunium foil. Peralatan
gelas dan logam disterilisasi kering dalam oven dengan suhu 125° C selama 3 jam.
Sedangkan peralatan yang sifatnya plastik disterilisasi basah dalam autoklaf

dengan suhu 121°C bertekanan 1.5 atm selama 15 menit.

3.5.4. Preparasi Bahan
3.5.4.1. Pembuatan Ekstrak Aquades Kopi Hijau Robusta

Biji kopi hijau robusta (Coffea canephora) yang sudah dikeringkan,
dijadikan serbuk dengan grider. Serbuk kopi hijau sebanyak 100 gram kemudian
diekstraksi menggunakan metode infus dengan suhu. Pelarut yang digunakan
adalah aquades 6000 ml (rasiol:6), dilakukan selama 2 jam dengan suhu pelarut
70°C serta pengadukan berkala menggunakan magnetic stirer. Maserat kemudian
disaring menggunakan kertas saring sebanyak 3 kali. Ampas yang dihasilkan dari
proses penyaringan kemudian diinfus kembali selama 3 jam kemudian direinfus
kedua dengan waktu yang sama. Perendaman dihentikan ketika pelarut sudah
berwarna bening. Untuk mendapatkan serbuk ekstrak biji kopi hijau, hasil
ekstraksi yang diperoleh kemudian dikeringkan dengan oven pada suhu 40°C, Hal
ini berdasarkan penelitian oleh Handoyo (2017) yang telah dimodifikasi.
selanjutnya serbuk ekstrak aquades kopi hijau robusta yang diperoleh dapat

digunakan atau disimpan di dalam lemari pendingin.

3.5.4.2. Pembuatan Media Stok RPMI 1640
Pembuatan media stok dilakukan di LAF (Laminar Air Flow). Media
kultur yang digunakan untuk sel makrofag peritoneal pada penelitian ini yaitu

media RPMI1640 (with L-Glutamine without glucose and sodium bicarbonate).
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Pembuatan media stok diawali dengan melarutkan 0,84 gram media kultur
RPMI1640 dalam 100 ml DI (Deionized Water) pada tabung erlenmeyer
kemudian ditambahkan 0,2 gram NaHCOs, 0,01 gram streptomicin dan 0,01
gram penisilin. Aduk semua bahan perlahan sampai benar-benar larut atau dapat
juga menggunakan stirrer sampai menjadi larutan yang homogen. Sterilkan media
dengan menggunakan filter membrane (millipore) dengan porositas 0,22 pm.
Simpan media dalam Freezer dengan suhu 2-4° C sampai digunakan Hal ini

berdasarkan informasi produk oleh Vandani (2011) yang telah dimodifikasi.

3.54.3. Pembuatan Media Kultur dan Media Washing

Media kultur yang digunakan pada saat isolasi sel makrofag dari rongga
peritoneal Balb/c adalah media RPMI 1640 dingin, sedangkan untuk media kultur
sel makrofag peritoneal pada well berupa media RPMI 1640 dengan 10% FBS
serta antibakteria streptomicin dan fungisida penicilin. Media yang digunakan

untuk washing adalah PBS dan media RPMI non-serum.

3.5.5. Isolasi Sel Makrofag Peritoneal

Proses isolasi makrofag dari cairan peritoneal mencit (Mus musculus)
dilakukan di dalam LAF (Laminar Air Flow). Berikut langkah isolasi makrofag
dari cairan peritoneal (Susanti, dkk, 2015):

1. Mencit (Mus musculus) berusia 6-8 minggu dinekropsi secara dislokasi
cervical, kemudian bagian abdomen disterilkan dengan alkohol 70%.

2. Bagian abdomen dibedah hanya pada bagian kulit luar abdomen saja,
sedangkan bagian kulit dalam disterilkan lagi dengan alkohol 70%.

3. Rongga perut diinjeksikan media dingin RPMI non-serum sebanyak 10 ml
menggunakan spuit 25 G, kemudian ditunggu selama 3 menit sambil
menepuk-nepuk pada bagian abdomen secara perlahan.

4. Cairan peritoneal mencit diambil menggunakan spuit 19 G dengan cara
menekan rongga peritoneal ke dalam dengan 2 jari dan dipilih pada bagian

yang tidak berlemak dan jauh dari usus.
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Cairan peritoneal dimasukkan pada tabung sentrifus 15 ml, kemudian
dilakukan setrifugasi pada putaran 1200 rpm, 4° C selama 10 menit, Hasil
sentrifugasi berupa supernatan dapat disisihkan.

Sentrifugasi ulang secara bertahap dengan putaran 1200 rpm, 4° C selama
10 menit pada isolat sel makrofag peritoneal menggunakan media dingin
RPMI 0% serum, kemudian RPMI 5% serum dan RPMI 10% serum.
Diambil 100 pl isolat makrofag yang diperoleh dan diresuspensi dengan
medium komplit (RPMI+10%FBS) sebanyak 900 pl.

Dihitung Jumlah sel makrofag peritoneal menggunakan haemositometer
atau countest cell, kemudian dihitung konsentrasi sel makrofag yang
digunakan untuk pengujian fagositosis yaitu sebanyak 2,5x10° sel atau

sekitar 50 pl.

Kultur Sel Makrofag Peritoneal

Dilakukam Thawing pada Isolat sel makrofag hasil sentrifugasi di dalam
water bath dengan suhu 37° C hingga merata.

Isolat sel makrofag peritoneal ditanam ke dalam mikroplate 24 well yang
terlebih dahulu dimasukkan 1 ml media RPMI 10% (sudah diinkubasi), sel
makrofag peritoneal yang dimasukkan sebanyak 2,5x10°sel/well.
Diinkubasi dengan suhu 37°C, CO2 5% selama 1x24 jam sampai kultur sel
makrofag peritoneal menempel pada bagian dasar well, setelah inkubasi,
kultur sel makrofag peritoneal siap digunakan untuk uji aktivitas

fagosistosis.
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Gambar 3.1 Isolasi makrofag peritoneal mencit (Mus musculus): (a) mencit yang
sudah didislokasi kemudian disemprot dengan alkohol 70% pada
bagian abdomen untuk dibedah kulit luarnya. (b) menginjeksi media
kultur RPMI non-serum dingin 10 mL pada rongga abdomen. (c)
ditunggu selama 3 menit dan rongga peritoneal ditepuk-tepuk
perlahan. (d) cairan peritoneal dan media kultur diambil jauh dari
organ usus dan tidak berlemak (Susanti et al., 2015).

3.5.7. Uji Aktivitas Fagositosis

Pengujian ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) pada aktivitas
fagositosis makrofag dapat diawali dengan menghilangkan media kultur RPMI
yang ada pada well, sehingga tersisa hanya kultur sel makrofag peritoneal dalam
well yang menempel bagian dasar plate, kemudian tutup plate diberi identitas
sesuai dengan bahan uji serta konsentrasi ekstrak yang akan dimasukkan pada
masing-masing well. Masing-masing well diberi 1 mL media RPMI komplit yang
ditambahkan bahan uji, yakni ekstrak aquades biji kopi hijau robusta dengan
variasi kadar yaitu: 0 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL dan 75 pg/mL. pada kontrol
positif diberi 100 pg/ml produk imunomodulator. Kultur sel makrofag peritoneal
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yang sudah diberi perlakuan diinkubasi selama 6 jam dengan suhu 37°C dan CO:
5%.

Uji aktivitas fagositosis dilakukan dengan meresuspense latex beads dalam
PBS kemudian sebanyak 400 pl/well dengan kepadatan 2,5 x 107 latek/mL
dimasukkan pada plate kultur sel makrofag peritoneal yang sudah diberi
perlakuan kemudian diinkubasi pada suhu 37°C dengan CO. 5% selama 60
menit. Setelah inkubasi selesai, media yang berisi bahan uji dan latex beads
dihilangkan dengan menggunakan mikropipet, kemudian dicuci dengan 1 mL
PBS sebanyak 3 kali untuk menghilangkan latex beads yang tidak terfagositosis.
Dikeringkan pada suhu ruang untuk masuk dalam proses pewarnaan, hal ini
berdasarkan Arifah (2014) .

Pewarnaan pada aktivitas fagositosis makrofag peritoneal menggunakan
pewarna Giemsa 20%. Proses pewarnaan diawali dengan memfiksasi sel kultur
dengan metanol sebanyak 300 ul pada setiap well. Setelah fiksasi selama 30 detik
larutan metanol dibuang, kemudian ditunggu hingga kering. Ditambahkan 1000
pl/well pewarna giemsa 10% kemudian ditunggu pada suhu kamar selama 20
menit. Dicuci dengan aquades sampai bersih (4-5 kali hingga aquades menjadi
jernih). Cover slip diangkat dari well kemudian dikeringkan pada suhu ruang.
Aktivitas fagositosis makrofag peritoneal diamati dengan mikroskop inverted atau
mikroskop cahaya, hal ini berdasarkan Hartini (2013) dan Arifah (2014) yang

telah dimodifikasi.

3.5.8. Pengamatan dan Pengambilan Data
a. Persentase Fagositosis (PF)

Persentase fagositosis (PF) merupakan jumlah sel makrofag yang
memakan (memfagositosis) minimal satu latex beads kemudian dibagi dengan
jumlah 200 makrofag (Hartini, 2013):

PF = makrofag yang aktif memfaqositosis latex beads X 100%

200 sel makrofag peritoneal
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b. Kapasitas Fagositosis (KF)

Kapasitas fagositosis (KF) merupakan jumlah latex beads yang dimakan
(difagositosis) oleh 50 sel makrofag peritoneal (Hartini 2013):
KF =3 latex beads yang difagositosis oleh 50 sel makrofag peritoneal

3.5.9. Analisis Data

Analisis data hasil pengamatan pada penelitian ini dengan menggunakan
uji statistic Analysis of Varience (ANOVA) One Way. Bertujuan untuk
mengetahui perbedaan hasil yang diperoleh dari masing-masing perlakuan secara
statistik. Beberapa hal yang harus dipenuhi untuk uji ANOVA-One Way adalah
sampel yang diujikan harus bersifat independen, distribusi sampel yang diiuji
normal dan masing-masing populasi tidak menunjukkan perbedaan yang
signifikansi satu sama lain. Data yang tidak memenuhi syarat parametrik maka
akan dianalisis menggunakan uji Kruskall-wallis (Hanafia, 2015).

Apabila hasil uji ANOVA-One Way terdapat perbedaan yang signifikan,
maka dilakukan uji lanjut dengan o = 0.05. Apabila nilai koefisien keragaman
(KK) kecil, maka dilakukan uji lanjut beda nyata jujur (BNJ), nilai KK sedang,
dilakukan uji lanjut beda nyata terkini (BNT) dan nilai KK besar, maka uji lanjut

dilakukan dengan menggunakan uji lanjut Duncan (Hanafia, 2015).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

Uji efek imunomodulator ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephor)
terhadap aktivitas fagositosis makrofag peritoneal mencit Balb/c dilakukan secara
in vitro menggunakan partikel lateks berdiameter 3 um. Lateks merupakan salah
satu makromolekul yang dapat mengaktifkan respon imun non spesifik sel
makrofag melalui mekanisme fagositosis (Arifah & Nurkhasanah, 2014).Oleh
karena itu, pada penelitian ini partikel lateks dipakai sebagai model uji
imunomodulator terhadap kemampuan fagositosis makrofag (Hartini et al., 2014).

Pengamatan dengan mikroskop dapat mempermudah membedakan antara
sel makrofag yang aktif memfagositosis lateks dengan sel makrofag yang tidak
memfagositosis lateks. Hasil pengamatan secara mikroskopis terlihat pada gambar
4.1, bahwa sel makrofag yang tidak memfagositosis lateks tidak ada fagosom
lateks, yang tampak hanya inti selnya saja. Sedangkan makrofag yang
memfagositosis lateks memiliki fagosom lateks. Partikel lateks yang terfagositosis
olen makrofag akan tampak berbentuk bulat putih cerah berpendar (Rosnizar et
al., 2017).
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Gambar 4.1 Aktivitas fagositosis makrofag peritoneal mencit Balb/c yang diamati
dengan mikroskop inverted perbesaran 200X dan pewarnaan Giemsa
20% (a) adalah sel makrofag yang tidak aktif memfagositosis
sehingga tidak ada fagosom, (b) adalah sel makrofag yang aktif
memfagositosis lateks sehingga ada fagosom lateks berwarna putih.
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Kemampuan fagositosis adalah fungsi yang melekat pada sel makrofag
dan penting untuk perlindungan inang serta sebagai permulaan dari respon imun
bawaan dan respon imun didapat. Oleh karena itu, makrofag peritoneal sering
digunakan dalam studi imunologi untuk mempelajari aktivitas fagositik (Pavlou
dkk, 2017). Kemampuan fagositosis sel makrofag dapat diukur menggunakan
parameter persentase fagositosis (PF) dan kapasitas fagositosis (KF). Parameter
PF dapat diketahui dari jumlah sel makrofag yang aktif memfagositosis minimal
satu partikel lateks. Sedangkan parameter KF merupakan jumlah partikel lateks
yang terfagositosis oleh sel makrofag yang telah aktif (Safri, 2018). Berikut
adalah hasil penelitian efek imunomodulator ekstrak kopi hijau robusta (Coffea
canephora) terhadap dua parameter aktivitas fagositosis yaitu PF dan KF

makrofag peritoneal mencit (Mus musculus) secara in vitro.

4.1. Efek Imunomodulator Ekstrak Kopi Hijau Robusta
(Coffeacanephora) Terhadap Persentase Fagositosis Makrofag
Peritoneal Secara in vitro
Perhitungan parameter PF sel makrofag peritoneal dilakukan untuk

menunjukkan gambaran aktivasi fungsi (peningkatan aktivitas) fagositosis sel

makrofag dalam menghancurkan antigen asing yang masuk ke dalam tubuh
setelah diinduksi ekstrak kopi hijau robusta (Rosnizar, 2017 dan Greogory dkk.,

1999). Nilai PF diperoleh dari jumlah sel makrofag yang aktif memfagositosis

partikel lateks dari total 200 sel makrofag yang dihitung kemudian

dipersentasikan (Makiyah dkk., 2016). Hasil perhitungan PF menunjukkan nilai
rerata PF berbeda pada masing-masing kelompok perlakuan, kemudian data nilai

PF dianalisis secara statistika menggunakan SPPS v25. Hasil perhitungan PF sel

makrofag peritoneal pada setiap kelompok perlakuan dapat dilihat pada lampiran

2.1.

Berdasarkan analisis statistika, uji normalitas One Sample Kolmogorov
Smirnov menunjukkan bahwa, nilai PF yang dihasilkan pada masing-masing
kelompok perlakuan terdistribusi normal. Nilai signifikansi normalitas sebesar
0.200 (P>0.05) (Lampiran 3.1). Selanjutnya, pada uji homogenitas Levene

menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0.252 (P>0.05), sehingga data pada
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penelitian ini homogen (Lampiran 4.1). Hasil analisis statistika uji normalitas
serta homogenitas secara lengkap dapat dilihat pada lampiran 2.1 Setelah data
yang diuji terbukti berdistribusi normal dan homogen, maka selanjutnya dilakukan
uji One Way-ANOVA dengan taraf signifikasi 5% untuk mengetahui ada tidaknya
pengaruh ekstrak kopi hijau robusta terhadap aktivitas PF makrofag.

Hasil uji One Way-ANOVA menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0.00
(P<0.05), sehingga dapat disimpulkan bahwa hipotesa nol (Ho) ditolak dan
hipotesa 1 (Hi) diterima. Hal ini menunjukkan bahwa pemberian ekstrak kopi
hijau robusta (Coffea canephora) secara siginifikan dapat mempengaruhi aktivitas
fagositosis makrofag peritoneal secara in vitro pada parameter PF (Lampiran 5.1).
Oleh karena itu, data diuji lebih lanjut untuk mengetahui perbedaan pengaruh dari
masing-masing perlakuan. Jenis uji lanjut yang digunakan tergantung pada besar
nilai koefisien keragaman (KK). Hasil uji One Way-ANOVA yang dapat dilihat
dalam lampiran 5.1.

Uji lanjut yang digunakan adalah uji Beda Nyata Terkecil (BNT) untuk
mengetahui perbedaan antar perlakuan terhadap persentase fagositosis sel
makrofag. Hal ini disebabkan hasil perhitungan nilai KK yang diperoleh sebesar
7.75% (Lampiran 2.1), sehingga uji lanjut yang digunakan adalah BNT. Uji lanjut
BNT digunakan apabila nilai KK pada data homogen antara 5-10% (Hanafiah,
2016). Hasil uji lanjut BNT pada taraf signifikansi 0.05 disajikan dalam tabel 4.3.,
sedangkan hasil analisis statistika dengan SPSSv25 secara lengkap dapat dilihat

dalam lampiran 6.1.

Tabel 4.1 Hasil uji BNT pemberian ekstra kopi hijau robusta (Coffea canephora)
terhadap aktivitas PF makrofag peritoneal secara in vitro

Perlakuan Rata-Rata PF £ SD (%) | Notasi (o= 0.05)
PO (0 pg/mi) 45.60+3.543 a
P1 (25 pg/ml) 48.40+5.572 a
P3 (75 pg/ml) 54.60+2.725 b
Kontrol (+) 54.90+3.324 b
P2 (50 pg/ml) 61.70+4.738 c

Keterangan: Notasi dengan huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan
nyata atau signifikan.
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Tabel 4.3 di atas menunjukkan pada P2 menyebabkan PF sel makrofag
yang berbeda secara nyata dibandingkan keempat perlakuan yang lainnya (PO,
K+, P1 dan P3). Hal ini dapat dilihat dari notasi pada P2 yang memiliki notasi
yang berbeda dari perlakuan yang lainnya. Selain itu, pada P3 juga menunjukkan
perbedaan secara nyata dengan PO, tetapi tidak berbeda nyata dengan K+.
Sedangkan K+ berbeda secara nyata dengan PO. Dengan demikian, P2 dan P3
menunjukkan pengaruh yang berbeda secara nyata dengan PO. Berdasarkan uiji
lanjut di atas, pemberian ekstrak kopi hijau robusta pada kelompok perlakuan P2
memiliki pengaruh yang berbeda secara nyata dengan dengan PO, K+, P1 dan P3
terhadap aktivitas PF makrofag dalam keadaan in vitro.

Tingkat aktivitas makrofag pada kontrol (+) produk-X imunomodulator
berdasarkan hasil penelitian mampu meningkatkan PF sebesar 54.60%
dibandingkan dengan perlakuan PO vyaitu sebesar 48.4%. Hal tersebut
menunjukkan bahwa, terjadinya aktivitas fagositosis makrofag selain berasal dari
imunitas alami sel makrofag, juga berasal dari efek imunomodulator dalam
produk yang diinduksikan ke dalam lingkungan kultur sel makrofag. Hal ini
sesuai dengan penelitian sebelumnya oleh Puspitasari (2010), bahwa ekstrak
Phyllathus niruri dalam produk imunomodulator tersebut memiliki kandungan
flavonoid dan alkaloid yang tinggi yang mampu mengaktifkan sel imun. Pada
konsentrasi 100 pg/ml ekstrak Phyllathus niruri terbukti mampu meningkatkan
aktivitas fagositosis makrofag secara in vitro (Santoso dkk, 2013 dan Aldi dkk,
2014).

Aktifitas fagositosis pada perlakuan PO (0 pg/ml) menunjukkan adanya
respon imun bawaan yang diperankan sel makrofag. Hal ini sesuai dengan Coico
dan Geoffrey (2015), bahwa respon imun bawaan juga disebut dengan respon
imun alami yang muncul sejak lahir dan bekerja cepat untuk melindungi tubuh
dari serangan patogen. Rosales dan Eileen (2017) juga menambahkan, bahwa
respon imun oleh sel makrofag memiliki peran penting dalam imunitas bawaan
berupa fagositosis, sehingga dapat mempertahankan tubuh dari antigen yang
masuk kedalam tubuh. Oleh karena itu aktivitas PF makrofag pada PO merupakan
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respon alami sel makrofag peritoneal yang muncul akibat paparan partikel lateks
sebagai antigen yang masuk ke dalam tubuh.

Hal tersebut disebabkan karena lateks memiliki kandungan protein alergen
berkisar antara 1-1.8% yang dapat mengaktifkan respon imun tubuh secara alami
(Kahn dkk, 2016). Berdasarkan Kresno (2010) makrofag yang aktif
memfagositosis lateks meningkatkan pembentukkan IL-1 baik di dalam sel
maupun Yyang dilepas, sehingga akan merangsang makrofag lain untuk
memfagositosis partikel lateks. Hal ini sesuai dengan Bratawidjaja (2010), bahwa
IL-1 merupakan mediator respon inflamasi pada imunitas bawaan (non-spesifik)
yang dapat merangsang aktivitas sel makrofag (leukocite activating factor). Oleh
karena itu pada perlakuan PO makrofag dapat merespon partikel lateks sebagai
antigen, sehingga dapat mengaktifkan makrofag untuk melakukan fagositosis.

Berdasarkan hasil uji lanjut BNT pada setiap perlakuan (P1, P2 dan P3)
dapat dijelaskan, belum ada efek imunomodulator yang bermakna pada
konsentrasi 25 pg/ml (P1) terhadap peningkatan aktivitas PF makrofag. Hal
tersebut ditunjukkan pada konsentrasi 25 pg/ml (P1) memiliki PF sebesar 45.6%
yang tidak jauh berbeda dengan PF pada PO yaitu sebesar 48.4%. sedangkan pada
konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi 50 pg/ml (P2) dan 75 pg/ml (P3)
menunjukkan efek imunomodulator yang bermakna, ditunjukkan pada
peningkatkan aktivitas PF makrofag yang signifikan yaitu sebesar 61.7% dan
54.9% dibandingkan dengan PO.

Namun, pada perlakuan dengan konsentrasi ekstrak 75 pg/ml (P3)
menunjukkan aktivitas PF makrofag yang tidak jauh berbeda dengan aktivitas PF
makrofag pada perlakuan kontrol (+). Oleh karena itu dapat disimpulkan bahwa,
hasil uji lanjut BNT pemberian ekstrak kopi hijau robusta dengan konsentrasi 50
pug/ml (P2) dalam penelitian ini efektif meningkatkan aktivitas PF makrofag
secara in vitro.

Tingkat aktivitas makrofag peritoneal pada perlakuan dengan konsentrasi
ekstrak 25 pg/ml (P1) menunjukkan aktivitas PF yang lebih rendah dibandingkan
dengan perlakuan yang lain (P2, P3 dan K+). Artinya perlakuan ekstrak dengan
konsentrasi tersebut belum menunjukkan peningkatan efek imunomodulator yang
bermakna terhapat aktivitas PF makrofag peritoneal secara in vitro. Hal ini sesuai
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dengan penelitian oleh Nurhasanah (2017) bahwa, pada konsentrasi perlakuan
ekstrak yang rendah menunjukkan pengaruh yang tidak signifikan terhadap PF
makrofag dibandingkan kelompok perlakuan normal.

Tingkat aktivitas PF yang rendah pada konsentrasi 25 pg/ml (P1)
ditunjukkan dengan banyak makrofag yang mengalami lisis. Lisis merupakan
proses pecahnya sel yang disebabkan kerusakan membran sel (Cannon dan Joel,
2015). Menurut Azzahra (2014), Kresno (2010) dan Bratawidjaja (2010)
menyatakan bahwa, sel fagositik yang mengalami lisis disebabkan karena terjadi
peningkatan ROS, sehingga mengakibatkan sel makrofag mengalami stres
oksidatif dan memproduksi radikal bebas berlebih. Terjadinya stres oksidatif
cenderung merusak komponen lipid pada membran, protein, asam nukleat dan
DNA sel makrofag.

Hal tersebut dibuktikan berdasarkan penelitian Nurhasanah (2017) bahwa,
pada konsentrasi ekstrak yang rendah, kandungan antioksidan tidak mampu
menurunkan produksi ROI dan NO pada makrofag yang diinduksi partikel lateks,
sehingga sel makrofag mengalami stres oksidatif. Radikal bebas yang dihasilkan
akibat stres oksidatif, dalam jumlah besar melebihi batas kemampuan proteksi
antioksidan endogen bersifat toksik bagi sel, cenderung merusak sel makrofag
serta menyebabkan gangguan fungsi makrofag (Chapter, 2015; Rosales dan
Eileen, 2017). Oleh karena itu kandungan dalam ekstrak kopi hijau robusta
(Coffea canephora) pada konsentrasi rendah memiliki efek imunomodulator yang
rendah pada PF makrofag secara in vitro.

Sedangkan pada penelitian ini kelompok perlakuan dengan konsentrasi
tinggi yaitu 75 pg/ml (P3) menunjukkan efek imunomodulator yang meningkat
terhadap aktivitas PF makrofag. Efek imunomodulator pada konsentrasi ini
menunjukkan efek yang sama dengan kelompok perlakuan kontrol (+) (Produk-X
imunomodulator). Hal ini disebabkan pada dosis 75 pg/ml kandungan polifenol,
alkaloid dan flavonoid dalam keadaan in vitro mampu meningkatkan aktifitas
fagositosis makrofag setara dengan produk-X imunomodulator 100 pg/ml (Hartini
(2015).

Namun, pada konsentrasi ini (75 pg/ml/ P3) menunjukkan kemampuan

aktivitas PF yang menurun dibandingkan dengan kelompok perlakuan P2 (50
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pg/ml). Hal ini disebabkan karena ekstrak kopi hijau robusta pada dosis 62.5
pg/ml -125 pg/ml memiliki sifat sitotoksik yang lebih dominan daripada sifat
imunomodulatornya (Dewi, 2018). Hal ini sesuai dengan Arifah (2014) bahwa
peningkatan dosis ekstrak (50 pg/ml - 100 pg/ml) menurunkan kemampuan
imunostimulator dari ekstrak yang disebabkan pada dosis tinggi sifat sitotoksik
ekstrak lebih dominan dibandingkan dengan sifat imunomodulator.

Sifat sitotoksik ekstrak yang lebih dominan pada konsentrasi tinggi,
mengakibatkan penurunan pertahanan viabilitas sel makrofag (Syarah, 2016),
sehingga menurunkan jumlah sel makrofag yang aktif memfagositosis antigen
asing. Penurunan PF makrofag oleh ekstrak kopi robusta menurut Agestin, (2019)
disebabkan karena pada konsentrasi tinggi ekstrak kopi hijau robusta belum
efektif mengurangi ekspresi TNF-a pada sel fagositik yang mengalami inflamasi,
sehingga mengakibatkan penurunan aktifitas fungsi fagositosis pada sel makrofag
(Kresno, 2010). Oleh karena itu semakin tinggi konsentrasi ekstrak kopi hijau
robusta yang diberikan, mengakibatkan PF makrofag semakin menurun.

Pada penelitian ini diperoleh bahwa, konsentrasi yang efektif untuk
meningkatkan aktifitas PF adalah pada konsentrasi 50 pg/ml (P2). Hal tesebut
ditunjukkan oleh peningkatan yang signifikan dibandingan keempat kelompok
perlakuan yang lainnya (PO, P1, P3 dan K+). Hal tersebut sesuai dengan penelitian
oleh Asti (2015) bahwa, pada konsentrasi 25% - 50% ekstrak biji kopi robusta
memiliki efek imunostimulator yang efektif meningkatkan PF sel monosit secara
in vitro. Penelitian oleh Safri (2018) juga membuktikan bahwa, aneka seduhan
kopi robusta dengan konsentrasi yang lebih tinggi berpengaruh terhadap aktivitas
PF sel makrofag peritoneal yang sebelumnya diinduksi Bacillus cereus.

Peningkatan aktivitas PF makrofag pada kelompok perlakuan P2 (50
pg/ml) dan P3 (75 pg/ml) disebabkan karena pada ekstrak kopi hijau robusta
memiliki kandungan senyawa yang kaya antioksidan. Hal ini sesuai dengan
Preedy (2010) dan Affonso dkk (2016), bahwa ekstrak kopi hijau robusta (Coffea
canephora) tinggi akan senyawa asam klorogenat, kafein dan flavonoid yang
memiliki potensi sebagai imunomodulator. Penelitian oleh Percival (1998) dan
Birben dkk. (2012) membuktikan bahwa antioksidan dari kopi robusta telah
terbukti menstabilkan Reactive Oxidative Species (ROS) yang dihasilkan dari
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proses aktivitas seluler seperti aktivitas fagositosis makrofag, sehingga sel
makrofag terjaga dari kerusakan sel yang diakibatkan oleh radikal bebas. Menurut
kresno (2010) Produksi ROS yang tidak berlebih meningkatkan fungsi fagositosis
makrofag dalam melawan partikel asing (Hwang et al., 2014 dan Kim et al.,
2017).

Peningkatan aktivitas PF makrofag pada penelitian ini juga disebabkan
karena pada ekstrak kopi hijau robusta memiliki kandungan senyawa bioaktif
yang memiliki efek antiinflamasi (Hwang dkk., 2014). Menurut Chen & Wu
(2014) kandungan asam klorogenat dan kafein dalam kopi terbukti dapat
mempengaruhi produksi sitokin inflamasi aktivitas sel makrofag (RAW?264.7).
Kedua senyawa tersebut dapat menurunkan produksi sitokin proinflamasi berupa
interleukin IL-1B, IL-6, IL-12, TNF-a dan IFN-Y. Hal ini terjadi karena secara
molekuler, senyawa asam klorogenat serta kafein dapat menghambat translokasi
nuclear factor kB (NF-kB) melalui fosforilasi IxBa, sehingga menurunkan
produksi sitokin dan interleukin proinflamasi oleh sel makrofag (RAW264.7)
(Shan, J dkk, 2009). Oleh karena itu penurunan produksi sitokin proinflamasi
pada makrofag dapat menstabilkan aktifitas fagositosis makrofag (Liang dan
David, 2015).

Sedangkan kadungan flavonoid dalam ekstrak kopi hijau robusta yang
cukup tinggi, terbukti memiliki kemampuan imunomodulator untuk memperbaiki
sistem imun (Kusmadi, 2007; Kartika, 2016), sehingga mampu meningkatkan PF
sel fagositik (Asti, 2015). Hal tersebut dijelaskan dalam penelitian oleh
Venkatalakshmi et al., (2016) bahwa, kandungan flavonoid memiliki efek
antioksidan yang mampu memperbaiki respon imun dan mencegah kerusakan sel
fagositik dengan menghambat reaksi oksidasi akibat infeksi. Hal tersebut
disebabkan karena kandungan flavonoid telah terbukti mampu mengaktifkan
makrofag untuk memproduksi 1L-12 dan meningkatkan IFN-Y, sehingga
flavonoid memperkuat aktivitas fagositosis makrofag dengan memproduksi nitrit
oksidan (NO) yang efektif untuk melawan patogen (Abror, 2018). Oleh karena itu
kandungan flavonoid pada ekstrak kopi hijau robusta dapat meningkatkan aktifitas
PF makrofag peritoneal secara in vitro.
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Berdasarkan penjelasan di atas, pada penelitian ini menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) dapat mempengaruhi
aktivitas fagositosis makrofag peritoneal dalam keadaan in vitro secara signifikan
pada parameter PF. Hal tersebut dibuktikan dalam hasil Uji One Way-ANOVA.

Perbedaan kelompok konsentrasi ekstrak yang diberikan menunjukkan
pengaruh yang beragam. Pada uji lanjut BNT menunjukkan bahwa, pemberian
ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) dengan konsentrasi 50 pg/ml
merupakan konsentrasi yang efektif dalam meningkatkan aktivitas PF makrofag.
Sedangkan pada konsentrasi yang lebih rendah atau konsentrasi yang terlalu tinggi
menunjukkan aktivitas PF yang lebih rendah, sehingga belum menunjukkan efek
imunomodulator yang bermakna terhadap aktivitas PF makrofag peritoneal secara

in vitro.

4.2. Efek Imunomodulator Ekstrak Kopi Hijau robusta (Coffea
canephora) Terhadap Kapasitas Fagositosis Makrofag Peritoneal
secara in vitro
Perhitungan parameter kapasitas fagositosis (KF) sel makrofag peritoneal

dilakukan untuk mengamati kemampuan maksimal sel makrofag untuk

memfagositosis antigen asing yang masuk ke dalam tubuh setelah diinduksi
ekstrak kopi hijau robusta (Greogory dkk., 1999; Rosnizar, 2017). Pengamatan

KF pada uji aktivitas fagositosis makrofag peritoneal secara in vitro diperoleh dari

jumlah antigen lateks yang difagositosis oleh 50 makrofag yang teraktivasi

(Rosnizar dkk, 2017). Hasil pengamatan menunjukkan nilai rerata KF berbeda

pada setiap kelompok perlakuan, yang kemudian data dianalisis statistika untuk

menguji normalitas dan homogenitas pada data tersebut. Adapun nilai rerata KF

disajikan pada lampiran 2.2.

Berdasarkan analisis statistika, uji normalitas One Sample Kolmogorov
Smirnov menunjukkan, bahwa nilai KF yang dihasilkan pada masing-masing
kelompok perlakuan terdistribusi normal. Nilai signifikansi normalitas sebesar
0.200 (P>0.05) (Lampiran 3.2). Selanjutnya, pada uji homogenitas Levene
menunjukkan nilai signifikansi sebesar 0,299 (P>0.05), sehingga data pada

penelitian ini telah homogen (Lampiran 4.2). Hasil analisis statistika uji
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normalitas serta homogenitas secara lengkap dapat dilihat pada lampiran 2.2.
Setelah data yang diuji terbukti berdistribusi normal dan homogen, selanjutnya
dilakukan uji One Way-ANOVA dengan taraf signifikansi 5% untuk mengetahui
ada tidaknya pengaruh ekstrak kopi hijau robusta terhadap aktivitas fagositosis
pada parameter KF.

Berdasarkan hasil uji One Way-ANOVA menunjukkan nilai signifikansi
sebesar 0.032 (P<0.05), sehingga dapat disimpulkan bahwa hipotesa nol (Ho)
ditolak dan hipotesa 1 (Hz) diterima. Hal tersebut menunjukkan bahwa pemberian
ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) secara siginifikan dapat
mempengaruhi aktivitas fagositosis makrofag peritoneal dalam keadaan in vitro
pada parameter KF (Lampiran 5.2). Oleh karena itu, data diuji lanjut untuk
mengetahui perbedaan pengaruh dari masing-masing perlakuan. Jenis uji lanjut
yang digunakan tergantung pada besar nilai koefisien keragaman (KK). Hasil uji
One Way-ANOVA yang dapat dilihat pada lampiran 5.2.

Uji lanjut yang digunakan adalah uji Duncan untuk mengetahui perbedaan
antara kelompok perlakuan yang berpengaruh terhadap KF makrofag. Hal ini
disebabkan hasil perhitungan nilai KK yang diperoleh sebesar 15.37% (Lampiran
2.2), sehingga uji lanjut yang digunakan adalah Duncan. Hal ini sesuai dengan
Hanafiah (2016), Uji lanjut Duncan digunakan apabila nilai KK pada data
homogen minimal 10%. Hasil uji lanjut Duncan pada taraf signifikasi 0.05
disajikan dalam tabel 4.6. Sedangkan hasil analisis statistika dengan SPSSv25
dapat dilihat dalam lampiran 6.3.

Tabel 4.6 Hasil uji lanjut Duncan pemberian ekstra kopi hijau robusta (Coffea
canephora) terhadap KF sel makrofag peritoneal mencit Balb/c secara

in vitro
Perlakuan Rerata KF = SD (lateks/ml) | Notasi (o = 0.05)
P1 (25ug/ml) 151.60+21.721 a
PO (Oug/ml) 163.00+33.963 ab
P3 (75pg/ml) 188.00+12.124 abc
Kontrol (+) 194.40+31.389 bc
P2 (50ug/ml) 205.60+33.063 c

Keterangan: Notasi dengan huruf yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan
nyata atau signifikan.
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Tabel 4.6 di atas menunjukkan pada P2 menyebabkan KF makrofag yang
berbeda nyata dibandingkan PO dan P1. Hal ini dapat dilihat dari notasi pada P2
yang memiliki notasi yang berbeda dengan PO dan P1l. Akan tetapi, P2
menunjukkan notasi yang sama dengan K+ dan P3. Hal tersebut menunjukkan
pengaruh yang tidak berbeda nyata dengan K+ dan P3. Oleh karena itu,
berdasarkan uji lanjut di atas pemberian ekstrak kopi hijau robusta pada kelompok
perlakuan P2 memiliki pengaruh yang berbeda secara nyata dengan perlakuan PO
dan P1. Namun, tidak berbeda nyata dengan perlakuan P3 dan K+.

Aktivitas fagositosis pada perlakuan PO (0O pg/ml) mampu memfagositosis
lateks dengan jumlah 163.0 lateks/ml. Hal tersebut menunjukkan adanya respon
imun alami yang diperankan sel makrofag. Hal tersebut disebabkan karena
partikel lateks yang diinduksikan diketahui memiliki protein alergen yang mampu
mengaktifkan respon sel imun (Khan dkk., 2016). Berdasarkan penelitian
sebelumnya oleh Kresno (2010) partikel lateks dapat mengaktifkan makrofag
untuk memproduksi interleukin (IL)-1 yang kemudian dilepaskan ke lingkungan
sebagai leukocyte activating factor, sehingga makrofag memproduksi beberapa
sitokin proinflamasi lain seperti TNF-a dan IFN-y (Bratawidjaja, 2010 dan
Kresno, 2010). Oleh karena itu pada perlakuan PO makrofag dapat merespon
lateks sebagai antigen, sehingga mengaktifkan makrofag untuk melakukan
fagositosis.

Aktivitas makrofag pada kontrol (+) (produk-X imunomodulator) dengan
konsentrasi 100pg/ml pada penelitian ini mampu meningkatkan jumlah lateks
yang terfagositosis sebanyak 194.4 lateks/mL dibandingkan dengan perlakuan PO
(Opg/ml). Hal tersebut sesuai dengan penelitian Susanto dkk. (2013) Pada
konsentrasi 100ug/ml ekstrak dari produk-X imunomodulator terbukti mampu
meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag peritoneal secara in vitro. Produk-X
imunomodulator pada penelitian ini mengandung ekstrak Phyllathus niruri yang
sudah dipatenkan menjadi obat imunomodulatur alami (Sunarno, 2009;
Widayanti, 2008). Hal tersebut disebabkan karena ekstrak Phyllathus niruri
memiliki kandungan flavonoid dan alkaloid yang terbukti meningkatkan respon
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imun (Farhan, 2013) serat mampu meningkatkan aktivitas fagositosis makrofag
(Aldi dkk., 2014).

Berdasarkan uji lanjut Duncan pada setiap perlakuan ekstrak (P1, P2 dan
P3) dapat dijelaskan, belum ada peningkatan efek imunomodulator yang
bermakna pada konsentrasi 25 pg/ml (P1) terhadap KF makrofag. Hal tersebut
ditunjukkan pada konsentrasi 25 pg/ml (P1) mampu memfagositosis lateks
sebanyak 151.6 lateks/ml yang lebih rendah dengan KF pada PO (0 pg/ml) yaitu
sebanyak 163.0 lateks/ml. Sedangkan, pada konsentrasi ekstrak yang lebih tinggi
yaitu 50pg/ml (P2) 75 pg/ml  (P3) menunjukkan peningkatan efek
imunomodulator yang ditunjukkan dengan peningkatan KF makrofag yang
bermakna yaitu sebanyak 205.60 lateks/ml dan 188.00 lateks/ml dibandingkan PO
(O pg/ml).

Namun, pada perlakuan konsentrasi ekstrak 75 pg/ml (P3) menunjukkan
KF makrofag yang tidak jauh berbeda dengan KF makrofag pada perlakuan
kontrol (+) dan P1. Oleh karena itu hasil uji lanjut Duncan pada penelitian ini
menunjukkan bahwa, semakin tinggi konsentrasi ekstrak kopi hijau robusta
(Coffea canephora) yang diberikan pada sel makrofag peritoneal secara in vitro,
mengakibatkan KF makrofag peritoneal semakin meningkat.

Tingkat KF makrofag peritoneal pada konsentrasi ekstrak 25 pg/ml (P1)
menunjukkan KF yang lebih rendah dibandingkan dengan kelompok perlakuan
yang lainnya (PO, P2, P3 dan K+). Hal ini menjelaskan bahwa pada konsentrasi
rendah, efek imunomodulator ekstrak kopi hijau robusta belum dapat
meningkatkan kemampuan makrofag peritoneal untuk memfagositosis partikel
asing dengan jumlah yang lebih banyak dibandingkan keempat perlakuan yang
lainnya. Hal tersebut dapat disebabkan karena senyawa bioaktif yang terkandung
dalam ekstrak tidak cukup memiliki aktivitas antioksidan untuk menghambat
terbentuknya radikal bebas yang disebabkan aktivitas fagositosis, sehingga banyak
sel makrofag yang mengalami kerusakan atau lisis (Asti, 2015).

Menurut Azzahra (2014), Kresno (2010) dan Bratawidjaja (2010) sel
fagositik yang mengalami lisis disebabkan karena sel mengalami stres oksidatif
akibat produksi ROS dan NO berlebih. Peningkatan ROS dan NO pada makrofag
disebabkan induksi lateks (Rauf dkk., 2016), sehingga radikal bebas yang
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dihasilkan merusak fungsi fagositosis makrofag. Hal ini sesuai dengan Chapter,
(2015) dan Rosales dan Eileen, (2017) bahwa radikal bebas dalam jumlah besar
melebihi batas kemampuan proteksi antioksidan endogen bersifat toksik bagi sel,
cenderung merusak sel serta menyebabkan gangguan fungsi sel. Oleh karena itu
ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) pada konsentrasi rendah memiliki
efek imunomodulator yang rendah pada KF makrofag secara in vitro.

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh bahwa, konsentrasi yang efektif
untuk meningkatkan KF makrofag adalah pada konsentrasi 50 pg/ml (P2). Hal
tesebut ditunjukkan dengan terjadi peningkatan KF dibandingan keempat
kelompok perlakuan yang lainnya (PO, P1, P3 dan K+). Hal tersebut sesuai
dengan penelitian oleh Asti (2015) bahwa, pada konsentrasi 25% - 50% ekstrak
biji kopi robusta memiliki efek imunostimulator yang efektif meningkatkan
aktivitas fagositosis secara in vitro. Penelitian oleh Safri (2018) juga
membuktikan bahwa, aneka seduhan kopi robusta dengan konsentrasi yang lebih
tinggi berpengaruh terhadap aktivitas KF sel makrofag peritoneal yang
sebelumnya diinduksi Bacillus cereus.

Peningkatan aktivitas KF makrofag pada kelompok perlakuan P2 (50
pg/ml) disebabkan karena ekstrak kopi hijau robusta memiliki kandungan
senyawa flavonoid dan fenol yang dapat meningkatkan fungsi opsonisasi
(penempelan antigen pada protein reseptor) pada sel fagositik (Brooks dkk.,
2009), sehingga dapat mempermudah makrofag untuk memfagositosis partikel
asing (Asti, 2015) serta meningkatkan jumlah antigen terfagositosis (Safri, 2018).

Selain fungsi opsonisasi, kandungan bioatif dalam ekstrak kopi robusta
mampu meningkatkan KF makrofag karena memiliki efek antioksidan. Penelitian
oleh Percival (1998) dan Birben dkk. (2012) membuktikan bahwa senyawa asam
klorogenat dan kafein terbukti menstabilkan Reactive Oxidative Species (ROS)
yang dihasilkan dari proses aktivitas fagositosis makrofag, sehingga mencegah
kerusakan pada sel makrofag yang diakibatkan oleh radikal bebas. Hal ini sesuai
dengan Syarah (2019) dan Asti (2015) bahwa senyawa antioksidan dalam kopi
robusta mampu mempertahankan keutuhan bentuk membran sel dan fungsi sel
terhadap antigen asing, sehingga meningkatkan viabilitas sel makrofag yang

secara tidak langsung meningkatkan PF dan KF makrofag.
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Peningkatan KF makrofag pada penelitian ini juga disebabkan karena
kandungan asam klorogenat dan kafein dalam kopi telah terbukti dapat
mempengaruhi produksi sitokin inflamasi oleh aktivitas sel makrofag RAW264.7
(Chen dan Wu, 2014). Menurut Cannon dan Joel (2015) produksi sitokin
inflamasi mempengaruhi  pemanjangan pseudopodia makrofag, sehingga
meningkatkan jumlah lateks yang terfagositosis. Hal ini sesuai dengan
Djojodibroto  (2009) bahwa pembentukkan pseudopodia dapat membantu
makrofag dalam melakukan pergerakan sel dan perluasan fagositosis, serta dapat
mengoptimalkan proses opsonisasi.

Menurut McWhortera dkk. (2013) perpanjangan makrofag (pseudopodia
makrofag) terjadi karena peningkatan IL-4 dan IL-13. Sedangkan pada induksi
IFN, mengakibatkan makrofag membesar yang menandakan terjadi peningkatan
aktivitas makrofag. Hal ini sesuai Jung et al. (2017) dan Shan et al. (2009) bahwa
kandungan asam klorogenat serta kafein menghambat translokasi nuclear factor
kB (NF-kB) melalui fosforilasi IkBa, sehingga menurunkan produksi sitokin
proinflamasi pada sel makrofag (RAW264.7). Oleh karena itu, ekstrak kopi hijau
robusta memiliki efek antiinflamasi dan imunomodulator pada penelitian ini
mampu meningkatkan KF makrofag peritoneal secara in vitro.

Sedangkan. Pada konsentrasi yang lebih tinggi (75 pg/ml/ P3)
menunjukkan kemampuan KF yang menurun dibandingkan dengan kelompok
perlakuan P2 (50 upg/ml). Hal ini disebabkan karena ekstrak kopi hijau robusta
pada konsentrasi tinggi memiliki sifat sitotoksik yang lebih dominan daripada
sifat imunomodulatornya (Dewi, 2018). Hal ini sesuai dengan Arifah (2014)
bahwa peningkatan dosis ekstrak (50 pg/ml - 100 pg/ml) menurunkan
kemampuan imunostimulator dari ekstrak yang disebabkan karena pada dosis
tinggi sifat sitotoksik ekstrak lebih dominan dibandingan dengan sifat
imunomodulator.

Berdasarkan penjelasan di atas, pada penelitian ini menunjukkan bahwa
pemberian ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) dapat mempengaruhi
aktivitas fagositosis makrofag peritoneal dalam keadaan in vitro secara signifikan
pada parameter KF. Hal tersebut dibuktikan dalam hasil Uji One Way ANOVA.
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Perbedaan kelompok konsentrasi ekstrak yang diberikan menunjukkan
pengaruh yang beragam. Pada uji lanjut Duncan menunjukkan bahwa, pemberian
ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) dengan konsentrasi 50ug/ml
merupakan konsentrasi yang optimal dalam meningkatkan aktivitas KF makrofag.
Sedangkan pada konsentrasi yang lebih rendah atau konsentrasi yang terlalu tinggi
menunjukkan KF yang lebih rendah, sehingga belum menunjukkan efek
imunomodulator yang bermakna terhadap KF makrofag peritoneal secara in vitro.

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat diketahui bahwa
dalam konsentrasi ekstrak tertentu memiliki efek imunomodulator yang lebih
efektif untuk meningkatkan jumlah sel makrofag yang aktif memfagositosis dan
meningkatkan jumlah antigen yang difagositosis. Konsentrasi tertentu pada
aktivitas makrofag yang lebih efektif merupakan salah satu bentuk tanda
kebesaran Allah SWT sebagai Pencipta yang telah menciptakan segala sesuatu
dengan ukurannya. Allah SWT berfirman dalam Al-Qur’an Surat Al-Qomar (54)
ayat 49,

= a7 . 3t 2
54 )@wi&&d{b\g

Artinya: “Sesungguhnya Kami menciptakan segala sesuatu menurut ukuran

Kata s-< & memiliki makna “segala sesuatu” yang Allah SWT ciptakan.
Sedangkan dalam kata )M—' memiliki makna “kadar tertentu” yang tidak
bertambah dan berkurang (Shihab, 2003). Menurut Sayyid Quthub (2004) dalam
tafsirnya menjelaskan bahwa segala mahluk yang diciptakan-Nya, diatur oleh-
Nya kadarnya dan keseimbangannya masing-masing. Serta Allah tentukan dan
tetapkan ukurannya (Basyir dkk., 2011).

Berdasarkan hal tersebut, ayat di atas menjelaskan bahwa Allah SWT telah
menciptakan sesuatu dengan ukuranya, bukan karena suatu hal kebetulan. Seperti
halnya penerapan konsentrasi ekstrak dalam penelitian ini terhadap PF dan KF sel
makrofag. Pada konsentrasi yang lebih rendah (25 pg/ml) atau konsentrasi yang
terlalu tinggi (75 pg/ml) menunjukkan aktivitas PF dan KF yang lebih rendah
dibandingkan pada konsentrasi 50pug/ml yang menujukkan aktivitas PF dan KF

yang tinggi. Berdasarkan hal tesebut, konsentrasi ekstrak yang tepat dapat
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memberikan manfaat interaksi yang lebih optimal antar kandungan bioaktif
ekstrak dengan aktivitas fagositosis makrofag.

Ekstrak kopi hijau robusta memiliki kandungan bioaktif yang kaya
antioksidan dan antiinflamasi, sehingga mampu meningkatkan PF dan KF
makrofag. Meningkatkan jumlah makrofag yang aktif serta jumlah partikel lateks
yang terfagositosi, menunjukkan kandungan bioaktif pada ekstrak kopi hijau
robusta menjadi jalan keseimbangan aktivitas makrofag, sehingga makrofag dapat

mengoptimalkan aktivitasnya.

Allah SWT telah menjelaskan secara implisit mengenai keseimbangan di
alam ini dalam Surat Al-Mulk (67) ayat 3,

© ks e &5 B8 5l B B e T GIE 5 653 B BEL il 2 Bl sl

Artinya: “Yang telah menciptakan tujuh langit berlapi-lapis. Kamu sekali-kali
tidak melihat pada ciptaan Tuhan yang Maha Pemurah sesuatu yang tidak
seimbang. Maka hendaklah kamu melihat berulang-ulang. Adakah kamu lihat
sesuatu yang tidak seimbang?”

Maksud dari kalimat i;ﬁu oo a2 5 313 8 1553 L adalah semua ciptaan Allah SWT
saling bersesuaian dan seimbang. Tidak ada pertentangan, benturan,
ketidakcocokkan, kekurangan dan kerusakan (Abdullah, 2006). Hal tersebut
menjelaskan bahwa Allah SWT menciptakan seluruh mahluk dalam keadaan
seimbang sebagai rahmat, karena seandainya ciptaan-Nya tidak seimbang, maka
tentulah akan terjadi kekacauan (Shihab, 2013). Sedangkan dalam kalimat “ @j@
=il memiliki makna “Maka lihatlah berulang-ulang”. Maksud dari kalimat
tersebut adalah telitilah berulang-ulang apakah terdapat ketidaksimbangan
padanya (ciptaan-Nya) (Abdullah, 2006).

Berdasarkan Surat Al-Mulk (67): 3, Allah SWT telah menjelaskan bahwa
tidak ada sesuatu apapun dari ciptaan Allah SWT yang tidak seimbang yang
menunjukkan kekuasaan-Nya (Al-Jazairi, 2017). Hal tersebut juga berlaku untuk
aktivitas fagositosis sel makrofag yang merupakan salah satu respon imun untuk

menjaga homeostasis tubuh dari antigen asing yang masuk ke dalam tubuh. Pada
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penelitian ini sel makrofag aktif memfagositosis partikel lateks yang dapat
menjadi sumber kerusakan sel. Lateks dapat memicu radikal bebas di dalam sel
makrofag, sehingga sel mengalami stres oksidatif dan berakibat pada penurunan
aktivitas fagositosis.

Sedangkan, kandungan ekstrak kopi hijau robusta dapat menghambat
kerusakan sel makrofag dengan menstabilkan Reactive Oxidative Species (ROS)
dan menurunkan produksi sitokin proinflamasi pada makrofag yang mengalami
stres oksidatif (Sukma, 2018; Naveed dkk., 2018). Oleh karena itu aktivitas
fagositosis makrofag menjadi lebih stabil dan optimal. Hal ini ditunjukkan pada
kelompok perlakuan P2 (50 pg/ml) mampu meningkatkan KF makrofag paling
efektif dibandingkan perlakuan yang lebih rendah (P1) dan tinggi (P3).
Berdasarkah hal tersebut, menunjukan segala sesuatu yang Allah SWT ciptakan
baik itu di dalam sel sekalipun tidak ada yang diciptakan tidak seimbang, sehingga
bagi orang yang mau berfikir terhadap hal-hal tersebut dapat menjadi

pembelajaran untuk meningkatkan keimanan dan ketagwaan kepada Allah SWT.



5.1.

BAB V
PENUTUP

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian di atas dapat diambil kesimpulan sebagai

berikut:

2.

1. Pemberian ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) berpengaruh

terhadap aktivitas persentase fagositosis (PF) makrofag peritoneal mencit
secara in vitro. Konsentrasi ekstrak yang paling efektif dalam

meningkatkan PF makrofag peritoneal mencit secara in vitro adalah 50

pg/ml.

. Pemberian ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora) berpengaruh

terhadap aktivitas kapasitas fagositosis (KF) makrofag peritoneal mencit
secara in vitro. Konsentrasi ekstrak yang paling efektif dalam
meningkatkan KF makrofag peritoneal mencit secara in vitro adalah 50

pg/ml.

SARAN

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka beberapa saran yang

dapat diambil yaitu:

1. Penelitian selanjutnya disarankan menggunakan range konsentrasi yang

lebih sempit pada ekstrak kopi hijau robusta (Coffea canephora)
berdasarkan konsentrasi ekstrak yang paling efektif dari hasil penilitian

ini, sehingga dapat mengetahui efek imunomodulator yang lebih optima.

. Penelitian selanjutnya dapat menggunakan ekstrak kopi hijau robusta

(Coffea canephora) untuk mengetahui aktivitas fagositosis makrofag pada
parameter yang berbeda seperti IL-1.
3. Perlu dilakuakan optimasi ukuran partikel lateks yang tepat, sehingga
mengetahui kemampuan KF makrofag peritoneal yang lebih optimal.
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LAMPIRAN

Lampiran 1.1 Hasil Perhitungan PF dan KF Makrofag
a. Perlakuan PO (0 pg/ml)

ULANGAN 1
Lateks Yan
No Gambar Ke- Jumizh Sel Sel Makrofag Di%gositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 24 9
2 Gambar 2 26 12
3 Gambar 3 29 10
4 Gambar 4 20 7
5 Gambar 5 30 11
6 Gambar 6 39 17
7 Gambar 7 32 19
TOTAL 200 sel 79
% 39.5% 115 lateks/ml
ULANGAN 2
Lateks Yan
No Gambar Ke- J#Amlah e 3 Makrofag Difzagositosis 50gsel
akrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 30 11
2 Gambar 2 31 15
8 Gambar 3 34 20
4 Gambar 4 24 13
5 Gambar 5 25 10
6 Gambar 6 18 7
7 Gambar 7 19 11
8 Gambar 8 20 %
TOTAL 200 sel 95
% 47.5% 171 lateks/ml
ULANGAN 3
Lateks Yan
No Gambar Ke- Jumiah Sel Sl Makrofag Di%agositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 27 16
2 Gambar 2 21 12
3 Gambar 3 19 9
4 Gambar 4 27 10
5 Gambar 5 10 3
6 Gambar 6 10 6
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7 Gambar 7 12 8
8 Gambar 8 18 6
9 Gambar 9 12 7
1 Gambar 10 26 11
1 Gambar 11 18 5
TOTAL 200 sel 93
% 46.5% 184 lateks/ml
ULANGAN 4
Lateks Yan
No Gambar Ke- Tl . ok Makrofag Difzagositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 27 8
2 Gambar 2 20 6
3 Gambar 3 22 12
4 Gambar 4 21 10
5 Gambar 5 25 10
6 Gambar 6 25 14
7 Gambar 7 16 10
8 Gambar 8 21 11
9 Gambar 9 23 1.4
TOO-I/;AL 4k a 42;) 144 lateks/ml
ULANGAN 5
Lateks Yan
d: Gambar Ke- G & Makrofag Di%igositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 17 13
2 Gambar 2 25 13
3 Gambar 3 21 13
4 Gambar 4 17 8
5 Gambar 5 17 12
6 Gambar 6 26 12
7 Gambar 7 18 9
8 Gambar 8 14 8
9 Gambar 9 17 7
10 | Gambar 10 18 9
11 | Gambar 11 10 5
TOTAL 200 sel 97
% 48.5% 201 lateks/ml




b. Perlakuan P1 (25pg/ml)

ULANGAN 1
Lateks Yan
No Gambar Ke- Jumlah Sel Sel Makrofag Di%algositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 41 14
2 Gambar 2 22 11
3 Gambar 3 40 15
4 Gambar 4 28 6
5 Gambar 5 23 9
6 Gambar 6 21 9
7 Gambar 7 26 8
8 Gambar 8 10 8
A7 Big L 125 lateks/m
ULANGAN 2
Lateks Yan
No Gambar Ke- J#Amlah o R Makrofag Difzagositosis 50gsel
akrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 23 13
2 Gambar 2 21 10
3 Gambar 3 19 9
4 Gambar 4 .74 8
5 Gambar 5 13 10
6 Gambar 6 13 8
1 Gambar 7 14 8
8 Gambar 8 8 4
9 Gambar 9 11 4
10 | Gambar 10 4 2
11 Gambar 11 6 3
12 Gambar 12 9 4
13 | Gambar 13 16 8
14 Gambar 14 14 5
15 | Gambar 15 22 11
16 Gambar 16 3 3
TOTAL 200 sel 107
% 53.5% 183 lateks/ml
ULANGAN 3
Lateks Yan
No Gambar Ke- Jltj/lmlah Sel Sel Makrofag Di%agositosis 50gsel
akrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 23 14
2 Gambar 2 10 7




3 Gambar 3 15 7
4 Gambar 4 17 10
5 Gambar 5 30 15
6 Gambar 6 24 9
7 Gambar 7 25 14
8 Gambar 8 14 10
9 Gambar 9 9 3
10 | Gambar 10 18 7
11 Gambar 11 15 7
TOTAL 200 sel 103
% 515% 154 lateks/ml
ULANGAN 4
Lateks Yan
No Gambar Ke- LD . 5y Makrofag Difzagositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 10 4
2 Gambar 2 14 8
3 Gambar 3 15 11
4 Gambar 4 18 8
5 Gambar 5 18 §
6 Gambar 6 21 i3
7 Gambar 7 13 9
8 Gambar 8 28 15
9 Gambar 9 14 8
10 Gambar 10 22 5
11 Gambar 11 7 4
TOTAL 200 sel 91
% 45.5% 139 lateks/ml
ULANGAN 5
Lateks Yan
No Gambar Ke- J'tj/lmlah pal kb Makrofag Difzagositosis 50gsel
akrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 21 5
2 Gambar 2 28 17
3 Gambar 3 20 10
4 Gambar 4 20 9
5 Gambar 5 20 12
6 Gambar 6 17 10
7 Gambar 7 15 9
8 Gambar 8 29 17
9 Gambar 9 30 14
TOTAL 200 sel 103
% 515% 157 lateks/ml




c. Perlakuan P2 (50 pg/ml)

ULANGAN 1
Lateks Yan
No Gambar Ke- J:Amlah Sel Sel Makrofag Difzagositosis 50gsel
akrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 24 7
2 Gambar 2 17 7
3 Gambar 3 20 12
4 Gambar 4 9 15
5 Gambar 5 21 14
6 Gambar 6 26 18
7 Gambar 7 17 9
8 Gambar 8 17 10
9 Gambar 9 13 4
10 | Gambar 10 20 5
11 Gambar 11 16 13
TOTAL 200 sel 114
% 5704 193 lateks/ml
ULANGAN 2
Lateks Yan
No Gambar Ke- J#Amlah = o Makrofag Difzagositosis 50gsel
akrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 18 11
2 Gambar 2 16 11
8 Gambar 3 24 14
4 Gambar 4 20 10
5 Gambar 5 25 14
6 Gambar 6 13 11
7 Gambar 7 17 11
8 Gambar 8 18 8
9 Gambar 9 14 10
10 | Gambar 10 7 6
11 Gambar 11 12 8
12 Gambar 12 16 12
TOO-I/;AL Bl 615302) 218 lateks/mi
ULANGAN 3
> Lateks Yang
No Gambar Ke- m&gfigl SiLnMga;rgig Difagositosis 50 sel
makrofag
1 Gambar 1 19 9
2 Gambar 2 33 17
3 Gambar 3 18 14




4 Gambar 4 10 7
5 Gambar 5 5 3
6 Gambar 6 16 13
7 Gambar 7 18 14
8 Gambar 8 15 11
9 Gambar 9 9 7
10 | Gambar 10 28 18
11 | Gambar 11 30 21
TOO-I/;AL 200 sgl 617?:;; 257 lateks/ml
ULANGAN 4
Lateks Yan
No Gambar Ke- JUmear3el e Makrofag Di%lgositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 30 17
2 Gambar 2 6 3
8 Gambar 3 22 14
4 Gambar 4 14 9
5 Gambar 5 15 10
6 Gambar 6 18 13
7 Gambar 7 20 14
8 Gambar 8 21 11
9 Gambar 9 26 17
10 | Gambar 10 28 18
TOO-I/;AL kN 613202 162 lateks/ml
ULANGAN 5
Lateks Yan
. Gambar Ke- J'tj/lmlah = B! Makrofag Difzagositosis 50gsel
akrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 36 LY
2 Gambar 2 30 18
3 Gambar 3 17 7
4 Gambar 4 18 13
5 Gambar 5 16 11
6 Gambar 6 26 14
7 Gambar 7 13 9
8 Gambar 8 19 10
9 Gambar 9 27 14
TOTAL 200 sel 113
% 56.5% 203 lateks/ml




d. Perlakuan P3 (75 pg/ml)

ULANGAN 1
> Lateks Yang
No Gambar Ke- Jumiah Sel Sel Makrofag Difagositosis 50 sel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 36 22
2 Gambar 2 34 15
3 Gambar 3 33 20
4 Gambar 4 30 16
5 Gambar 5 32 19
6 Gambar 6 35 16
TOTAL 200 sel 118
% 59% 177 lateks/ml
ULANGAN 2
> Lateks Yang
pro Gambar Ke- LD B, o Makrofag Difagositosis 50 sel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 35 17
2 Gambar 2 40 26
3 Gambar 3 33 19
4 Gambar 4 27 453
5 Gambar 5 32 21
6 Gambar 6 B3 13
TOTAL 200 sel 111
% 55 5% 195 lateks/ml
ULANGAN 3
> Lateks Yang
N Gambar Ke- R S =2 Makrofag Difagositosis 50 sel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 39 24
2 Gambar 2 40 25
3 Gambar 3 55 25
4 Gambar 4 40 18
5 Gambar 5 26 14
TOTAL 200 sel 106
% 5306 173 lateks/ml
ULANGAN 4
> Lateks Yang
No Gambar Ke- J&?L?gfiel ngnMafg;%g Difagositosis 50 sel
g g makrofag
1 Gambar 1 18 10
2 Gambar 2 25 13
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3 Gambar 3 44 24
4 Gambar 4 26 13
5 Gambar 5 34 20
6 Gambar 6 40 20
7 Gambar 7 17 6

TOO/TOA'— 200 sel 5139,2 195 lateks/ml
ULANGAN 5

Lateks Yan

No Gambar Ke- Jumlah Sel Sel Makrofag Difzagosi tosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 19 10
2 Gambar 2 41 21
3 Gambar 3 29 15
4 Gambar 4 28 16
5 Gambar 5 34 20
6 Gambar 6 31 14
7 Gambar 7 18 9

TOTAL 200 sel 105

% 5250 200 lateks/ml

er

Perlakuan Kontrol + (Produks X-Modulator)

ULANGAN 1
Lateks Yan
)’ Gambar Ke- 1 o= Makrofag Di%igositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 17 6
2 Gambar 2 16 9
3 Gambar 3 20 7
4 Gambar 4 21 iy
5 Gambar 5 28 20
6 Gambar 6 53 23
7 Gambar 7 36 19
8 Gambar 8 9 6
TOTAL 200 sel 101
% 50.5% 150 lateks/ml
ULANGAN 2
Lateks Yan
No Gambar Ke- Jumiah Sel Sl Makrofag Di%agositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 28 13
2 Gambar 2 14 8
3 Gambar 3 10 7




4 Gambar 4 12 6
5 Gambar 5 13 7
6 Gambar 6 18 9
7 Gambar 7 12 9
8 Gambar 8 14 8
9 Gambar 9 10 3
10 | Gambar 10 6 5
11 | Gambar 11 11 7
12 Gambar 12 13 6
13 | Gambar 13 17 9
14 Gambar 14 22 13
TOO—I/;AL 2L 5151020 223 lateks/ml
ULANGAN 3
Lateks Yan
) 4 Gambar Ke- LA Sl o Makrofag Di%agositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 20 14
2 Gambar 2 16 6
3 Gambar 3 14 9
4 Gambar 4 25 15
5 Gambar 5 20 14
6 Gambar 6 27 16
7 Gambar 7 20 8
8 Gambar 8 14 8
9 Gambar 9 26 18
10 | Gambar 10 18 11
TO;;AL 20 5171;0 212 lateks/ml
ULANGAN 4
Lateks Yan
No Gambar Ke- J'tj/lmlah P 2! Makrofag Di%igositosis 50gsel
akrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 21 15
2 Gambar 2 36 27
3 Gambar 3 38 19
4 Gambar 4 43 23
5 Gambar 5 46 21
6 Gambar 6 16 13
TOTAL 200 sel 118

%

59%

214 lateks/ml
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ULANGAN 5
Lateks Yan
No Gambar Ke- Jumiah Sel Sel Makrofag Di%algositosis 50gsel
Makrofag Yang Aktiv
makrofag
1 Gambar 1 39 24
2 Gambar 2 40 25
3 Gambar 3 55 25
4 Gambar 4 40 18
5 Gambar 5 26 14
TO;;AL ghe-c 513%2 173 lateks/ml

Lampiran 2 Hasil Uji Statistika PF dan KF Makrofag Peritoneal

Lampiran 2.1 Hasil Uji Statistika PF

Perlakuan Persentase Fagositosis (%) Mean+SD
i) 2 3 4 5

PO 25pug/mL | 39.5 47.5 46.5 46 48.5 45.6+£3.543
Kontrol (+) 50.5 55 57 59 53 54.9+3.324
P1 25ug/mL 40 53.5 515 45.5 515 48.4+5.572
P2 50pg/mL 7 65 67 63 56.5 61.7+4.738
P3 75ug/mL 59 55.5 53 53 525 54.6+2.725

a. Faktor Koreksi (FK)=70331.04

b. Jumlah Kuadrat Total (JKT)=1126.960

¢. Jumlah Kuadrat Perlakuan (JKP)= 788.860

d. Jumlah Kuadrat Galat (JKG) = 338.100

e. Kuadrat Tengah Perlakuan (KTP) = 197.215

f. Kuadrat Tengah Galat (KTG) = 16.905

g. Fhitung = KTP/KTG = 11.666

h. Tabel Ansir ANOVA
SK Db | JK KT F Hitung | F Tabel (5%0)
Perlakuan | 4| 788.860| 197.215 11.666 2.776
Galat 20| 338.100 16.905
Total 24 | 1126.960

Nilai KK=VKTG/ Y (rata-rata dari rata-rata) X 100% = 7.7518%




Lampiran 2.2 Hasil Uji Statistika KF
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Perlakuan | Kapasitas Fagositosis 50 Sel Makrofag yang Aktif Mean+SD
(lateks/ml)
1 3 4 5
PO 115 171 184 144 201 163+33.963
Kontrol (+) 150 223 212 214 173 194.4+31.389
P1 125 183 154 139 157 151.6+21.721
P2 193 218 252 162 203 205.6+33.063
P3 177 195 173 195 200 188+12.124

Hasil Uji Statistika

S@ o a0 T

Faktor Koreksi (FK) = 814686.76
Jumlah Kuadrat Total (JKT) = 25508.240
Jumlah Kuadrat Perlakuan (JKP) = 10104.640
Jumlah Kuadrat Galat (JKG) = 15403.600
Kuadrat Tengah Perlakuan (KTP) = 2526.160
Kuadrat Tengah Galat (KTG) = 770.180

F hitung = KTP/KTG = 3.280
Tabel Ansir ANOVA

SK

Db

JK

KT

F Hitung

F Tabel (5%)

Perlakuan

4

10104.64

2526.160

3.280*

2.776

Galat

20

15403.40

770.180

Total

24

25508.24

i. Nilai KK =VKTG/ Y (rata-rata dari rata-rata) X 100%
= 15.3734306%

Lampiran 3 Hasil SPSS Uji Normalitas PF dan KF Makrofag Peritoneal

Lampiran 3.1 Uji Normalitas PF

NPar Tests

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

PF
N 25
Normal Parameters° Mean 53.0400
Std. Deviation 6.85249
Most Extreme Differences Absolute .091
Positive .082
Negative -.091

Test Statistic

.091




Asymp. Sig. (2-tailed)

.200¢¢

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

c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

Lampiran 3.1 UJi Normalitas KF

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

KF
N 25
Normal Parameters®° Mean 180.52
Std. Deviation 32.601
Most Extreme Differences Absolute .089
Positive .056
Negative -.089
Test Statistic .089
Asymp. Sig. (2-tailed) .200°4d

a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.

d. This is a lower bound of the true significance.

Lampiran 4 Hasil SPSS Uji Homogenitas PF dan KF Makrofag Peritoneal

Lampiran 4.1 Hasil SPSS Uji Homogenitas PF

Test of Homogeneity of Variances
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Levene Statistic dfl df2 Sig.
PF Based on Mean 1.525 4 20 .233
Based on Median .456 4 20 767
Based on Median and with 456 4 12.959 767
adjusted df
Based on trimmed mean 1.458 4 20 .252
Lampiran 4.2 Hasil SPSS Uji Homogenitas KF
Test of Homogeneity of Variances
Levene Statistic dfl df2 Sig.
KF Based on Mean 1.363 4 20 .282
Based on Median .603 4 20 .665
Based on Median and with .603 4 15.086 .666

adjusted df



Based on trimmed mean

1.312
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20 .299

Lampiran 5 Hasil SPSS Uji One-Way ANOVA PF dan KF Makrofag Peritoneal

Lampiran 5.1 Hasil SPSS Uji One-Way ANOVA PF

Oneway
ANOVA
PF
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 788.860 4 197.215 11.666 .000
Within Groups 338.100 20 16.905
Total 1126.960 24
Lampiran 5.2 Hasil SPSS Uji One-Way ANOVA KF
Oneway
ANOVA
KF
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 10104.640 4 2526.160 3.280 .032
Within Groups 15403.600 20 770.180
Total 25508.240 24

Lampiran 6 Hasil SPSS Uji Lanjut PF dan KF Makrofag Peritoneal

Lampiran 6.1 Hasil SPSS Uji Lanjut BNT PF

Multiple Comparisons

Dependent Variable: PF

Mean 99% Confidence Interval

0] J) Difference Std. Lower Upper

Perlakuan  Perlakuan (1-J) Error Sig. Bound Bound
LSD Normal K+ -9.30000" 2.60038 .002 -16.6990 -1.9010
P1 -2.80000 2.60038 .294 -10.1990 4.5990
P2 -16.10000° 2.60038 .000 -23.4990 -8.7010
P3 -9.00000" 2.60038 .002 -16.3990 -1.6010
K+ Normal 9.30000° 2.60038 .002 1.9010 16.6990
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P1 6.50000 2.60038 .021 -.8990 13.8990
P2 -6.80000 2.60038 .017 -14.1990 .5990
P3 .30000 2.60038 .909 -7.0990 7.6990
P1 Normal 2.80000 2.60038 .294 -4.5990 10.1990
K+ -6.50000 2.60038 .021 -13.8990 .8990
P2 -13.30000" 2.60038 .000 -20.6990 -5.9010
28 -6.20000 2.60038 .027 -13.5990 1.1990
P2 Normal 16.10000" 2.60038 .000 8.7010 23.4990
K+ 6.80000 2.60038 .017 -.5990 14.1990
2l 13.30000" 2.60038 .000 5.9010 20.6990
P 7.10000 2.60038 .013 -.2990 14.4990
B8 Normal 9.00000" 2.60038 .002 1.6010 16.3990
K+ -.30000 2.60038 .909 -7.6990 7.0990
P1 6.20000 2.60038 .027 -1.1990 13.5990
P2 -7.10000 2.60038 .013 -14.4990 .2990
*. The mean difference is significant at the 0.05 lavel
Lampiran 6.2 Hasil SPSS Uji Lanjut Duncan KF
Post Hoc Tests
Homogeneous Subsets
KF
Subset for alpha = 0.05
Perlakuan 1 2 3
Tukey B2 P1 5 151.60
Normal 5 163.00 163.00
Pg 5 188.00 188.00
K+ 5 194.40 194.40
P2 B 205.60
Duncan? P1 5 151.60
Normal 5 163.00 163.00
P3 5 188.00 188.00 188.00
K+ 5 194.40 194.40
P2 5 205.60
Sig. .062 .105 .355
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