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ABSTRACT: The aims of this study was to determine the immunostimulant potential
ethanolic extract of roselle calyx through the proliferation of lymphocytes and phago-
cytosis ability of macrophages Balb/c mice in vitro. Dried calyx of roselle were ex-
tracted using 96% ethanol by maceration method is further polyphenols assay are
qualitatively and quantitatively. Vitro test using with immunostimulants are seeing an
increase in lymphocyte proliferation using the MTT method and phagocytosis activity
macrophages with latex beads. Lymphocyte proliferation is expressed by the difference
in absorbance values between treatment and control groups, where as the ability of
phagocytosis is expressed as an index of phagocytosis and the SFA. Concentration of ex-
tract used was 10-1000 ug/mL. Ethanolic extract of roselle calyc containing polyphe-
nols with total polyphenol content (TPC) of 2.757 %. Ethanol extract of roselle calyx
enhanced immune response at low concentrations. Concentration of 100 ug/mL is the
optimal concentration that increased proliferaion of lymphocytest. The highest index
of phagocytosis and SFA are at concentrations of 150 ug/mlL and 250 ug/mL. It can be
concluded that ethanolic extract of roselle calyx has potential as immunostimulants.

Keywords: roselle, inmune response, macrophage phagocytosis, lymphocyte proli-
feration, immunostimulant

ABSTRAK: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi imunostimulan
ekstrak etanol kelopak bunga rosella melalui proliferasi limfosit dan kemampuan
fagositosis makrofag mencit Balb/c secara in vitro. Kelopak bunga rosella kering
diekstraksi menggunakan etanol 96% dengan metode maserasi yang selanjutnya
dilakukan uji polifenol secara kualitatif dan kuantitatif. Uji imunostimulan secara
in vitro dilakukan dengan melihat peningkatan proliferasi limfosit menggunakan
metode MTT dan aktivitas fagositosis makrofag menggunakan latex beads. Proli-
ferasi limfosit dinyatakan dengan perbedaan nilai absorbansi antara kelompok per-
lakuan dan kontrol, sedangkan kemampuan fagositosis dinyatakan sebagai indeks
fagositosis dan SFA. Konsentrasi ekstrak yang digunakan adalah 10-1000 pg/mL.
Ekstrak etanol kelopak bunga rosella positif mengandung polifenol dengan kadar
polifenol total (TPC) sebesar 2,757 %. Ekstrak etanol kelopak bunga rosella mam-
pu meningkatkan respon imun pada konsentrasi rendah. Konsentrasi 100 ug/mL
merupakan konsentrasi optimal yang dapat meningkatkan proliferasi limfosit. In-
deks fagositosis dan SFA tertinggi terdapat pada konsentrasi 150 pg/mL dan 250
pg/mL. Dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol kelopak bunga rosella berpotensi
sebagai imunostimulan.
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PENDAHULUAN

Respon imun adalah semua mekanisme yang
digunakan badan untuk melindungi dan mem-
pertahankan keutuhan tubuh dari bahaya yang
menyerang tubuh. Imunostimulan dibutuhkan
jika kondisi status sistem imun akan mempe-
ngaruhi kondisi pasien dan penyebaran penyakit,
seperti pada kasus terapi penunjang yang meli-
batkan infeksi bakteri, fungi, atau virus (1).

Salah satu cara meningkatkan kekebalan tu-
buh adalah dengan merangsang sistem imun baik
berupa respon imun spesifik maupun respon
imun nonspesifik untuk kemudian menghasil-
kan sel fagositosis (2). Peningkatan respon imun
dapat dilihat melalui peningkatan proliferasi lim-
fosit dan aktivitas fagositosis makrofag.

Respon imun spesifik yang dihasilkan akan
menyebabkan diproduksinya limfosit dalam jum-
lah besar. Sel limfosit T dapat diaktifkan setelah
menerima sinyal yaitu berupa kompleks antigen
dan interleukin-1 (IL-1). Sel limfosit yang terak-
tivasi kemudian mengalami perubahan berturut-
turut mulai dari transformasi blast, proliferasi,
diferensiasi baik menjadi sel efektor maupun sel
memori, hingga apoptosis (3). Limfosit T ber-
peran penting dalam imunitas seluler dengan
cara merespon benda asing melalui reseptor
permukaan secara langsung (4). Limfosit T (sel
T) juga berperan pada aktivasi dan proliferasi
sel B dalam memproduksi antibodi serta aktivasi
makrofag dalam fagositosis (5). Limfosit B akan
menghasilkan antibodi yang merupakan plasma
glikoprotein yang akan mengikat antigen dan
merangsang proses fagositosis (3).

Makrofag berperan dalam respon imun non-
spesifik dan merupakan sel mononuklear fagosit
yang mempunyai kemampuan berdiferensiasi
cukup tinggi. Didalam tubuh makrofag, antigen
yang ditangkap akan diproses kemudian dipre-
sentasikan ke permukaan sel yang dikenal seba-
gai APC (Antigen Precenting Cell) (2).

Usaha pencarian tanaman yang berkhasiat
meningkatkan sistem imun dapat diawali dari
penggunaan tanaman tersebut secara empiris.

Senyawa-senyawa yang terbukti mempunyai
prospek cukup baik dalam meningkatkan aktivi-
tas sistem imun adalah golongan senyawa polisa-
karida, terpenoid, alkaloid, dan polifenol (1).

Salah satu bahan alam yang memiliki potensi
untuk diteliti adalah kelopak bunga rosella (Hi-
biscus sabdariffa Linn.) yang banyak mengandung
flavonoid antosianin yang merupakan senyawa
polifenol. Penelitian yang dilakukan Fakeye (6),
diketahui bahwa fraksi larut etil asetat dan frak-
si larut air kelopak bunga rosella kering secara
signifikan mempunyai aktifitas imunostimulan
dengan cara mereduksi produksi tumor nekrosis
faktor alfa (TNF-a) dan meningkatkan interleu-
kin-10 (IL-10). Oleh karena itu perlu penelitian
yang lebih mendalam tentang khasiat kelopak
bunga rosella sebagai imunostimulan melalui
peningkatan proliferasi limfosit dan aktivitas fa-
gositosis makrofag.

METODE PENELITIAN

ALAT

Mikroskop cahaya, object glass, spuit injeksi,
mikropipet, alat-alat gelas, petri dish, 24-well
plate, cover slips, alat sentrifugasi, hemocytometer
(Neubaeur), 96-wells micro plate (Nunc), inkuba-
tor CO, (Heraeus®, Germany), microplate reader
(Bio-Rad Benchmark, Japan), vacum rotary eva-

porator, waterbath, spektofotometer visibel.

BAHAN

Kelopak bunga rosella (Hibiscus sabdariffa
Linn.) yang diperoleh dari Kediri, Jawa Timur,
etanol 96%, mencit Balb/c, PHA, FBS 10% (v/v),
HCI 0.01 N, latex beads, PBS, metanol, giemsa
(v/v), LPS (Lipopolysakarida), RPMI-1640 (Sig-
ma-Aldrich, Germany), buffer tris ammonium
chloride, complete medium, MTT 3-(4,5-dimetilti-
azol-2-yl)-2,5-dipeniltetrazoliumbromida] Merck,
Germany), reagent stopper (10% SDS) dalam 50
uL HCI 0,01 N, asam galat, reagen Folin-Ciocalteu,
natrium karbonat (7,5 % b/v).
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PROSEDUR KERJA

Pembuatan ekstrak etanol 96% kelopak bunga
rosella

Kelopak bunga rosella kering diekstraksi
dengan pelarut etanol 96% (1:7) menggunakan
metode maserasi dilakukan pengadukan sela-
ma 3 jam, kemudian didiamkan sampai 24 jam.
Maserat dipisahkan dan dilakukan remaserasi
dengan pelarut yang sama (1:3). Semua maserat
dikumpulkan dan diuapkan dengan vacum rotary
evaporator dan dipekatkan dengan waterbath
hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak sampel
ditimbang dan dihitung rendemen. Kemudian
lakukan analisis fitokimia melalui uji kualitatif
dan kuantitatif (7).

Pengujian Polifenol dalam ekstrak etanol kelo-
pak bunga rosella

Kualitatif: sampel + 200 mg ditambah FeCl, se-
banyak 3 tetes. Jika timbul warna biru menunjuk-
kan adanya polifenol.

Kuantitatif: satu mL sampel ekstrak ditambah
5,0 mL reagen Folin Ciocalteu yang diencerkan
1/10 dalam air dan 4,0 mL natrium karbonat
(7,5% b/v). Didiamkan pada suhu ruangan sela-
ma 60 menit dan dibaca absorbansi pada A=765
nm. Kurva standar dari asam gallat (10-50 ug/
mL) (r*=0,9996) (8).

Isolasi Limfosit dan Pengujian Proliferasi

Jaringan limpa diisolasi secara aseptik dari
mencit Balb/c dan pindahkan ke 50 mm petri dish
yang berisi 10 mL RPMI-1640 untuk menghasil-
kan suspensi limfosit. Pelet disuspensi dengan 5
mL buffer tris ammonium chloride dan diamkan
pada suhu kamar selama 15 menit. RPMI-1640
ditambahkan pada 10 ml suspensi dan sentrifu-
gasi pada 3,200 rpm 4°C selama 4 menit. Pelet
dipisahkan dari supernatan, cuci 2 kali dengan
RPMI-1640, kemudian ditambah dengan com-
plete medium. Sel limfosit dihitung dengan hemo-
cytometer.

Suspensi sel limfosit dalam 100 pL. medium
(1,5%10° sel/mL) yang di distribusikan ke dalam

96-wells micro plate. Ke dalam masing-masing
sumuran, tambahkan 100 pL suspensi sampel
dan 10 pL PHA 5 pg/uL, kemudian kembali di-
inkubasi selama 72 jam. Ke dalam masing-ma-
sing sumuran ditambahkan 10 pL MTT 5 mg/mL,
diikuti dengan inkubasi selama 4 jam pada 37°C.
Sel yang hidup akan memberi reaksi dengan MTT
menghasilkan warna ungu. Reagent stopper (10%
SDS) dalam HCl1 0.01 N sebanyak 50 pL ditambah-
kan pada masing-masing sumuran. Absorbansi
ditentukan menggunakan microplate reader pada
550 nm (9).

Isolasi Makrofag dan Aktivitas Fagosit dengan
Latex Beads

Makrofag diisolasi dari cairan peritoneal
mencit dengan +10 mL RPMI dingin. Kira-kira 3
mL RPMI-1640 complete medium ditambahkan
pada sedimen pelet. Sel dihitung dengan hemo-
cytometer dan kemudian resuspensi dalam com-
plete medium untuk menghasilkan suspensi sel
dengan kepadatan 1,38x10° sel/mL. Suspensi sel
kemudian diinokulasi pada 24-well plate yang
dilengkapi dengan cover slips. Masing-masing
sumuran berisi 200 pL suspensi (2,8x10° sel). Sel
diinkubasi dalam inkubator pada 37°C selama 30
menit. Kemudian masing-masing sumuran dicuci
dengan 250 pL complete medium 3 kali, diikuti de-
ngan inkubasi selama 2 jam. Sel kemudian dicuci
dengan RPMI-1640 2 kali dan ditambahkan 1 ml
complete medium, diikuti dengan inkubasi selama
24 jam.

Sel dicuci 2 kali dengan RPMI-1640 kemudian
suspensilatex (200 pL/wells) dan sampel (200 pL/
wells) ditambahkan kedalam masing-masing well,
inkubasi pada 37°C selama 60 menit. Sel kemudi-
an dicuci dengan PBS 3 kali untuk menghilangkan
kelebihan latex beads. Kemudian keringkan pada
suhu kamar dan difiksasi dengan metanol selama
30 detik. Kemudian diwarnai dengan giemsa sela-
ma 20 menit. Setelah itu dicuci dengan air destila-
si. Jumlah makrofag yang mengfagosit latex beads
dan latex beads yang dimakan oleh makrofag di-
hitung dibawah mikroskop untuk menghitung in-
deks fagositosit makrofag (9).
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Kelopak bunga rosella diekstraksi meng-
gunakan pelarut etanol 96 % dengan metode
maserasi. Metode ini dipilih untuk meng-
hindari kerusakan zat aktif karena panas. Ha-
sil maserasi 100 gram kelopak bunga rosella
kering dalam 1L pelarut etanol 96 % diperoleh
ekstrak kental sebanyak 25,7804 gram dengan
rendemen sebesar 25,8 %. Hasil uji fitokimia
secara kualitatif ekstrak etanol kelopak bunga
rosella positif mengandung polifenol, sedang
secara kuantitatif kadar polifenol total (TPC)
yang diperoleh sebesar 2,757 %.

Proliferasi Limfosit

Tujuan uji proliferasi limfosit adalah untuk
mengetahui efek penambahan ekstrak etanol
kelopak bunga rosella dalam meningkatkan
proliferasi limfosit. Sel limfosit diisolasi dari
organ limpa mencit secara aseptis. Pengujian
ekstrak etanol kelopak bunga rosella terhadap
proliferasi sel limfosit secara in vitro menggu-
nakan dua variasi konsentrasi yaitu konsentra-
si rendah dan konsentrasi tinggi. Hal ini dimak-
sudkan untuk mengetahui signifikansi antara
efek peningkatan konsentrasi dengan respon
proliferasi limfosit yang dihasilkan.

Proliferasi adalah proses perbanyakan sel
melalui pembelahan sel sebagai respon terha-
dap antigen ataupun mitogen. Mitogen yang di-
gunakan pada penelitian ini adalah PHA yang
menjadikan sel menjadi aktif dan memicu pro-
liferasi. Jumlah sel hidup pada kultur dihitung
menggunakan metode MTT. Prinsip metode ini
didasarkan pada penyerapan warna biru dari
kristal formazan yang dihasilkan dari reaksi
antara enzim suksinat dehidrogenase yang di-
hasilkan oleh mitokondria sel hidup dengan
garam tetrazolium (MTT). Banyaknya kristal
formazan yang terbentuk berbanding linear
dengan banyaknya sel yang hidup dan nilai ab-
sorbansi yang dihasilkan (10).

Menurut hasil absorbansi pada Gambar 1,
secara umum ekstrak konsentrasi rendah ber-

pengaruh positif, yaitu dapat meningkatkan
proliferasi sel limfosit. Sedangkan pada ekstrak
konsentrasi tinggi berpengaruh negatif yang
berarti bersifat toksik bagi sel limfosit. Konsen-
trasi optimum ekstrak yang dapat meningkat-
kan proliferasi limfosit berada pada konsentra-
si 100 pg/mL dengan nilai absorbansi rata-rata
0,061 £ 0,019.

Aktivitas Fagositosis Makrofag

Tujuan uji aktivitas fagositosis makrofag
adalah untuk mengetahui efek penambahan
ekstrak etanol kelopak bunga rosella dalam me-
ningkatkan aktivitas makrofag dalam memakan
latex beads. Makrofag diisolasi dari cairan peri-
tonium, kemudian diuji dengan pewarnaan gi-
emsa. Dihitung nilai SFA yaitu jumlah sel ma-
krofag yang memfagosit latex beads dalam 100
sel yang dinyatakan dalam presentase dan in-
deks fagositosis (IF) yang menunjukkan jumlah
latex beads yang difagositosis oleh makrofag.
Nilai SFA yang dihasilkan ditunjukkan pada
Gambar 2 dan nilai IF ditunjukkan pada Gam-
bar 3.

Berdasarkan kurva diatas, nilai SFA dan IF
tertinggi terdapat pada penambahan ekstrak
konsentrasi 150 pug/mL dan 250 pg/mL diban-
dingkan dengan kontrol negatif. secara umum,
ekstrak etanol kelopak bunga rosella dapat me-
ningkatkan aktivitas fagositosis makrofag.

Mekanisme Polifenol dalam Proliferasi Lim-
fosit dan Aktivasi Makrofag

Dari hasil uji proliferasi limfosit dan fagosi-
tosis makrofag menunjukkan bahwa ekstrak
rosella dapat meningkatkan respon imun. Res-
pon antigen spesifik yang dihasilkan akan me-
nyebabkan diproduksinya limfosit dalam jum-
lah besar terutama limfosit B. Limfosit B akan
menghasilkan antibodi yang merupakan plas-
ma glikoprotein yang akan mengikat antigen
dan merangsang proses fagositosis. Kemungki-
nan di antara senyawa-senyawa imunostimula-
tor seperti golongan senyawa polisakarida, ter-
penoids, alkaloid dan polifenol dapat mening-
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Gambar 1. Kurva Proliferasi Limfosit
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katkan sistem imun (11). Ekstrak air kelopak
bunga rosella mengandung suatu senyawa anto-
sianin yang termasuk dalam senyawa polifenol
yang berkhasiat sebagai antioksidan dan didu-
ga berperan sebagai imunostimulator melalui
peningkatkan proliferasi limfosit dan aktivitas
fagositosis makrofag mencit galur Balb/c. Akti-
vitas antioksidan memiliki keterkaitan dengan
sistem imun. Antioksidan mempertahankan
fungsi yang cukup dari sel imun untuk mengha-
dapi perubahan homeostatik yang disebabkan
stress oksidatif (12). Diduga senyawa-senyawa
polifenol berperan dalam peningkatan immu-
nitas dengan peningkatan sensitifitas redoks
pada sistem signaling yang melibatkan ekspresi
gen-gen tertentu. Perubahan ini lebih jauh akan
mengubah fungsi beberapa sel termasuk fungsi
imunostimulan (9).
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KESIMPULAN

Dari hasil penelitian dapat isimulkan bahwa:

1. Ekstrak etanol kelopak bunga rosella dapat
meningkatkan respon imun yaitu melalui
peningkatan proliferasi limfosit dan aktivitas
fagositosis makrofag.

2. Peningkatan proliferasi limfosit optimum
pada konsentrasi ekstrak rendah, 100 pg/mL.

3. Peningkatan aktivitas fagositosis makrofag
optimum terdapat pada konsentrasi ekstrak
150 pg/mL.
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