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ABSTRAK

Alergi adalah suatu perubahan reaksi pertahanan tubuh yang berlebihan
terhadap zat-zat yang sebenarnya tidak berbahaya. Manifestasi umum dari alergi
adalah asma. Asma merupakan sindroma yang kompleks yang melibatkan
berbagai sel inflamasi yang salah satunya adalah eosinofil. Eosinofil akan
teraktivasi oleh mediator kimia yang dihasilkan oleh degranulasi sel mast. Korteks
Maja (Aegle marmelos Correa) memiliki beberapa kandungan kimia yang
berpotensi sebagai antialergi yaitu diantaranya marmin, aegelin, lupeol. Tujuan
penelitian adalah untuk mengidentifikasi golongan senyawa ekstrak, mempelajari
aspek mekanisme farmakologi dan dosis optimal ekstrak korteks Aegle marmelos
Correa sebagai antialergi pada tikus terinduksi ovalbumin melalui penghambatan
migrasi eosinofil trakhea secara in vivo.

Sebanyak 1250 gram serbuk korteks Aegle marmelos diekstraksi
menggunakan pelarut etanol 96% (1:4), kemudian diidentifikasi menggunakan
metode kromatografi lapis tipis (KLT) dan densitometri. Penelitian ini merupakan
penelitian eksperimental dengan rancangan post test only control group design
menggunakan 25 ekor tikus wistar jantan, dibagi dalam 5 kelompok. Kelompok
KO: tanpa perlakuan. Kelompok K(-): sensitisasi OVA aerosol. Kelompok P1 (125
mg/KgBB), P2 (250 mg/KgBB), P3 (500 mg/KgBB): sensitisasi OVA aerosol
dengan variasi dosis ekstrak. Hari ke-14 dilakukan pengambilan jaringan trakhea
untuk pemeriksaan hispatologi. Analisis data menggunakan uji One-Way ANOVA
dan Post Hoc Test.

Rata-rata hitung eosinofil trakhea tertinggi terdapat pada kelompok K(-)
(10.6 £ 2.19), diikuti oleh P1, P2, P3 dan KO. Aegle marmelos terdeteksi memiliki
kandungan senyawa kumarin, steroid dan alkaloid. Pemberian ekstrak Aegle
marmelos dosis 250 mg/KgBB mampu menurunkan rerata hitung eosinofil
trakhea tikus wistar secara signifikan dibandingkan kelompok asma alergi.
Sedangkan ekstrak Aegle marmelos dosis 500 mg/KgBB mampu menurunkan
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rerata hitung eosinofil trakhea namun tidak berbeda signifikan dibandingkan dosis
250 mg/KgBB. Sehingga bisa disimpulkan bahwa ekstrak korteks Aegle marmelos
dosis 250 mg/KgBB adalah dosis optimal.

Kata kunci : Aegle marmelos Correa, asma alergi, KLT-densitometri, eosinofil

ABSTRACT

Allergies are a reaction or response to changes in the body’s defense against
excessive substances that actually is not dangerous or are known as allergens.
Common clinical manifestations of allergy is asthma. Asthma is a very complex
syndrome involving a variety of inflammatory cells, one of which is eosinophils.
Eosinophils are activated by chemical mediators produced by mast cell
degranulation. Maja cortex (Aegle marmelos Correa) has some chemical
constituents of potentially antiallergic some of them marmin, aegelin, lupen-ol
and lupe-on. The purpose of research is to identify classes of compounds extract,
studying aspects of pharmacological mechanism and the optimal dose of extract
Aegle marmelos Correa cortex as an antiallergic in wistar rats ovalbumin induced
by the migration inhibition of eosinophil trachea in vivo.

A total of 1250 grams of powder Aegle marmelos cortex extracted using
ethanol 96% (1:4), then identified using thin layer chromatography (TLC) and
densitometry. This study was an experimental study with a draft post test only
control group design used 25 male wistar rats were divided into 5 groups. group
KO: no treatment. Group K(-): OVA aerosol sensitization. Group P1 (125
mg/KgBW), P2 (250 mg/KgBW), P3 (500 mg/KgBW): sensitization with OVA
aerosol dose variation extract. Day 14 performed tracheal tissue sampling for
histophatology examination. The data were analyzed using One-Way ANOVA
and Post Hoc Test.

The highest mean score of eosinophils trachea occurred in group K(-) (10.6
+ 2.19), followed by P1, P2, P3 and KO. Aegle marmelos detected have coumarin,
steroid and alkaloid compounds. Aegle marmelos extract dose of 250 mg/KgBW
can decrease mean score of eosinophils wistar rat trachea significantly compared
group of allergic asthma. While Aegle marmelos extract dose of 500 mg/KgBW
can decrease mean score of eosinophils trachea was not significantly different
compared dose of 250 mg/KgBW. So can be concluded that extract Aegle
marmelos cortexdose of 250 mg/KgBW is the optimal dose.

Keyword: Aegle marmelos Correa, allergic asthma, TLC-densitometry,
eosinophils
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PENDAHULUAN

Alergi adalah suatu perubahan
reaksi atau respon pertahanan tubuh
yang menolak dan tidak tahan terhadap
zat-zat yang  sebenarnya  tidak
berbahaya.! Clemens vons Pirquet pada
tahun 1906 menggunakan istilah alergi
untuk pertama kali sebagai perubahan
kemampuan tubuh dalam merespon
substansi asing bila terpajan dengan
bahan yang sama untuk kedua kalinya
atau lebih. Reaksi alergi dapat
mempengaruhi hampir semua jaringan
atau organ dalam tubuh, dengan
manifestasi  klinis tergantung pada
organ target. Manifestasi klinis umum
dari alergi termasuk asma, dermatitis
atopik, rhinitis alergi, dan
urtikaria/angioedema.”  Meningkatnya
angka kejadian alergi selama 20 tahun
terakhir dapat menimbulkan masalah
bagi dunia kesehatan.

Asma merupakan salah satu gejala
alergi berupa suatu sindroma yang
sangat kompleks melibatkan berbagai
sel inflamasi, antigen, faktor genetik,
mediator dan sitokin. Subtipe yang
terlibat pada asma adalah subtipe T
helper 2 (Th2) vyang bertugas
mensekresi  berbagai  sitokin  yang
bertanggung jawab bagi
berkembangnya reaksi tipe lambat atau
cell- mediated hypersensitivity
reaction. Sel Th2 merupakan bagian
dari sel limfosit T helper (CD*") yang
dibedakan menjadi Thl dan Th2. Sel
Th1l mensekresi interferon y (IFN-y),

tumor necrosis factor-a (TNF-a),
granulocyte monocyte colony
stimulating factor atau GMCSF,

interleukin-2  (IL-2) dan  IL-3.
Sedangkan Th2 mensekresi IL-3, I1L-4,
IL-5, IL-9, IL-13 dan GMCSF.

Masuknya alergen akan ditangkap oleh
sel  pengenal antigen  (Antigen
Persenting Cell/APC). Antigen akan
diproses di dalam APC dan dengan
bantuan  Mayor  histocompatibility
(MHC) kelas Il antigen diperkenalkan
kepada sel limfosit T. Ciri antigen
spesifik akan dibawa oleh limfosit T,
teraktivasi dan berdiferensiasi ke profil
Th2. Th2 akan merangsang IL-4 dan
IL-13, sehingga memacu sel limfosit B
untuk mensintesa IgE.>

IgE diproduksi oleh sel plasma
yang terletak pada lymph node dan
daerah yang mengalami reaksi alergi.
IgE berbeda dengan antibodi yang lain
dalam hal lokasinya. IgE sebagian
besar  menempati  jaringan  dan
berikatan dengan permukaan sel mast
dengan reseptornya yang disebut high
affiniting IgE receptors (FceRI). Ikatan
antigen dengan |IgE menyebabkan
terjadinya penggabungan silang antar
reseptor yang akan mengaktifkan sel
mast yang menyebabkan degranulasi
sel mast dan tersekresinya mediator
kimia dari sel mast®, seperti histamin,
protease, heparin sulfat, prostaglandin,
sistenil  leukotrin, chemokine dan
sitokin.° Reaksi ini menyebabkan
kedatangan sel-sel radang sehingga
meningkatkan pelepasan mediator.*®

Saat ini, penelusuran senyawa obat
dari berbagai tanaman terus dilakukan,
salah satunya adalah kandungan
senyawa aktif yang berasal dari Aegle
marmelos Correa (Rutaceae). Maja
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(Aegle marmelos Correa), suku jeruk-
jerukan  atau  Rutaceae) adalah
tumbuhan berbentuk pohon yang tahan
lingkungan keras tetapi mudah luruh
daunnya dan berasal dari daerah Asia
tropika dan subtropika. Tanaman ini
biasanya dibudidayakan di pekarangan
tanpa perawatan dan dipanen buahnya.
Berbagai hasil penelitian mengenai
senyawa aktif pada tumbuhan ini telah
dilaporkan, diantaranya senyawa tanin,
skimianin, minyak esensial (sebagian
besar  Kkariofilena, sineol, sitral,
sitronelal, D-limonena, dan eugenol),
sterol triterpenoid termasuk lupeol, B-
dan y-sitosterol, a- dan - amirin,
flavonoid (sebagian besar rutin) dan
kumarin termasuk aegelin, marmesin,
umbelliferon, dan golongan steroid.’
Ekstrak organik dari daun Aegle
marmelos Correa memiliki aktivitas
sebagai anti inflamasi akut dan
subakut. Ekstrak metanolik dan ekstrak
air dari biji Aegle marmelos Correa
menunjukkan aktivitas anti inflamasi
yang cukup baik terhadap inflamasi
akut dan kronis.® Senyawa kumarin
yang terdapat pada Aegle marmelos
juga memiliki fungsi sebagai antialergi.
Efek antialergi ini mampu menghambat
degranulasi  sel mast, sehingga
pelepasan  sitokin  dan  mediator
inflamasi seperti histamin, leukotrien
dan prostaglandin terhambat yang
selanjutnya akan dapat menurunkan
jumlah eosinofil trakhea. Selain itu di
dalam korteks Aegle marmelos terdapat
lupen-on dan lupeol yang mampu
menghambat pelepasan mediator kimia
dari kultur sel mast. Aegelin yang

merupakan turunan senyawa alkaloid
yang terkandung di dalamnya juga
diketahui mempunyai efek antialergi.®®
Berdasarkan uraian diatas, dibuat suatu
hipotesis, yaitu ekstrak korteks dari
Aegle marmelos Correa memiliki
kandungan senyawa seperti kumarin,
alkaloid dan steroid, yang dengan dosis
optimalnya memiliki aktivitas sebagai
antialergi  dengan  melalui  aksi
menghambat migrasi eosinofil trakhea
secara in vivo..

METODE PENELITIAN

Alat : kandang tikus, spuit 0,75 cc
dan 3 cc dan sonde lambung, tabung
ukur 10 ml dan 50 ml, gelas beker 100
ml, mikroskop cahaya (Olympus®),
timbangan elektrik (Mettler Toledo®),
gelas objek, mortir, pengaduk magnet
termostat tipe 1419 (B. Brawn®, W.
Germany), vortex (CAT. M. Zippear
Gmbh. Etzenbach®, W. Germany),
pipet volume mikro 100,0 pL, 1000
pL dan 5000,0 pL (Gilson®, model
15415, France), sinar UV 254 dan 366,
plat KLT silika gel, cawan porselen,
tabung reaksi, evaporator, penangas air
dan densitometer (Camag®).

Bahan biji ~ Penelitian ini
menggunakan bahan yang diantaranya
adalah tikus jantan + 150 mg, ekstrak
korteks Aegle marmelos, ovalbumin

(Sigma Aldrich®), akuades
(Bratachem), pakan tikus (AD2®),
formalin  buffer 10%, phosphate

buffered saline, blok parafin, pewarna
Hematoksilin Eosin (HE), pereaksi
Vanillin sulfat, heksana (merck®, p.a
grade), pereaksi Dragendorf, HCI,
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H2SO04 pekat, NH40H dan CHCI3
(merck®, p.a grade).

Determinasi Tanaman. Tumbuhan
maja  (Aegle marmelos Correa)
didapatkan  di daerah  Wates,
Kulonprogo, Yogyakarta. Determinasi
Aegle marmelos Correa dilakukan di
laboratorium biologi farmasi, Fakultas
Farmasi UGM.

Ekstraksi korteks Aegle marmelos
Correa. Korteks Aegle marmelos
dikeringkan, dihaluskan dan kemudian
diekstraksi dengan cairan penyari
etanol 96%. Ekstraksi menggunakan
metode maserasi. Tahap maserasi
dilakukan selama 5 x 24 jam, setiap 24
jam dilakukan pengadukan. Pada hari
ke 5 dilakukan penyaringan dan
dimaserasi kembali selama 3 x 24 jam
menggunakan etanol 96% yang baru.
Setelah  dimaserasi, ekstrak  cair
dievaporasi 80 rpm pada suhu 55°C.
Untuk mendapatkan ekstrak yang pekat
dilakukan penguapan diatas penangas
air.

Penyiapan  seri  konsentrasi
Ovalbumin. Larutan inhalasi
ovalbumin mengandung 0,1 g serbuk
ovalbumin dalam 10 ml larutan
phosphate buffered saline (PBS).
Larutan PBS dibuat dengan

menimbang KCI 0,1 g, KH,PO, 0,1 g,
NaCl 4 g, dan Na;HPO,4.H,O 1,08 g
yang dilarutkan dalam 250 ml
aquadest. Larutan yang digunakan
untuk sensitisasi 1 kelompok perlakuan
dibuat dengan mengambil 10 ml
larutan ovalbumin dalam PBS pada pH
7,4.

Induksi Asma Tikus dengan
Alergen OVA. Untuk membuat tikus
model asma alergi dilakukan sensitisasi
awal pada tikus dengan inhalasi 1%
ovalbumin dalam PBS tiap 1 kelompok
perlakuan. Sensitisasi ulangan
dilakukan secara inhalasi 7 dan 14 hari
berikutnya™.

Panberan sctrsk korek Asgle mameios kothanice

CVA +PBS aerosdl OVA + FBS amoxit CVA = PBS, asresol

Gambar 1. Sensitisasi tikus model asma
Pembuatan dan Perlakuan

Dosis Ekstrak  Korteks Maja.
Kelompok perlakuan 1=125 mg/1000
gBB* =18,75 mg/150 g

Kelompok perlakuan 2=250 mg/1000
gBB =37,50 mg/150 g

Kelompok perlakuan 3=500 mg/1000
gBB =75 mg/150 g

*nb : ekstrak maja (mg)/berat badan
tikus (gram).

Penentuan dosis didasarkan pada
beberapa penelitian, untuk ekstrak
Aegle marmelos mempunyai dosis

efektif pada tikus antara 200 mg/kgBB
- 300 mg/kgBB™ dan dosis efektif pada
manusia antara 200 mg/kgBB/hari —
400mg/kgBB/hari.*> Pemberian ekstrak
Aegle marmelos dilakukan per oral
menggunakan sonde lambung setiap
hari selama 14 hari dengan dosis 0,75
ml/tikus/hari untuk kelompok Il1, dosis
1,5 ml/tikus/hari untuk kelompok IV
dan dosis 3 ml/tikus/hari untuk
kelompok V.
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Preparasi Organ dan
Pengecatan/Staining. Pada  akhir
pemaparan semua kelompok
diterminasi dengan cara pembiusan
total menggunakan inhalasi kloroform
dan diambil jaringan trakhea utama
didekat  percabangan  (bifurcatio)
sepanjang 1,5 cm, kemudian direndam
dalam larutan formalin buffer 10 %,
setelah itu dibuat blok parafin.
Selanjutnya dilakukan potongan serial
terhadap blok parafin tersebut untuk
dibuat slide. Setelah itu dilakukan
pewarnaan dengan Hematoksilin Eosin
(HE) untuk melihat dan menghitung
jumlah  eosinofil  trakhea, untuk
selanjutnya  diidentifikasi ~ dengan
mikroskop cahaya dengan perbesaran
400x."* Cat yang umum dipakai dalam
hispatologi adalah Hematoxylin-Eosin
(HE). Pengecatan menggunakan HE

diawali dengan melakukan
deparafinisasi dengan memasukkan
preparat ke xylol 1, Il, 1l masing-
masing selama 3 menit. Lalu
dilanjutkan dengan melakukan
rehidrasi yaitu preparat masuk ke

alkohol 100%, 95%, 80%, dan 70%
masing — masing selama 2 menit.
Preparat dicuci pada air mengalir
selama 3 menit untuk melepaskan sisa
cat/cairan yang terbawa sebelumnya.
Pengecatan inti dilakukan dengan cara
memasukkan preparat ke dalam larutan
Mayer Hematoksilin selama 7 menit.
Preparat masuk ke air mengalir selama
7 menit. Kemudian dilakukan Counter
stain dengan memasukkan preparat ke
larutan eosin selama + 0,5 menit.

Preparat masuk ke air wadah 1, 11, 1l
masing — masing 3 celup.

Langkah selanjutnya yaitu lakukan
dehidrasi dengan memasukkan preparat
ke alkohol 70%, 80%, 95% dan 100%
masing — masing 3 celup. Kemudian
dilakukan clearing preparat dengan
memasukannya ke dalam xylol | dan Il
masing — masing selama 2 menit.
Langkah terakhir pengecatan HE yaitu
lakukan mounting dengan meneteskan
1 tetes Entelan dan Dek Glass pada
preparat. Mounting bersifat permanen
seperti  Entelan, Canada balsam,
Hipermount, EZ-mount dan lainnya.

Analisis KLT dan Densitometri.
a. Fraksinasi Ekstrak. Fraksi Heksana:
Ekstrak kental 30 mg diencerkan
terlebin dahulu ke dalam cawan
porselen dengan sedikit etanol 96%,
kemudian ditambahkan dengan
heksana secukupnya. Sisihkan sedikit
untuk penotolan fraksi heksana 1 (fhl).
Setelah itu diuapkan hingga mendapat
kekentalan yang optimal. Kemudian
tambahkan HCI 2N sebanyak 4 - 6 ml,
lalu tambahkan heksana beberapa ml
dan lakukan penggojokan didalam
tabung reaksi. Kemudian pisahkan
antara larutan asam (berwarna putih
bening) dan larutan heksana (berwarna
hijau muda). Larutan heksana ini
digunakan untuk penotolan fraksi
heksana 2 (fh2). Fraksi kloroform:
Larutan asam pada proses fraksinasi
heksana diletakkan ke dalam cawan

porselen  kemudian  ditambahkan
NH40H, diaduk lalu ditambahkan
kloroform (CHCI3) dan lakukan
pengadukan kembali. Setelah itu
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masukkan ke dalam tabung reaksi dan
kemudian  lakukan  penggojokan.
Larutan di dalam tabung reaksi akan
terpisah  menjadi  larutan ampas
(berwarna  kuning) dan larutan
kloroform (berwarna putih bening).
Larutan kloroform ini digunakan untuk
penotolan fraksi kloroform (fk).

b. Kromatografi Lapis Tipis. Deteksi
Kumarin: fraksi heksana 1 (fhl)
ditotolkan pada plat KLT silika gel GF
254 (penotolan 1) menggunakan pipet
kapiler sebanyak 3 totolan. Kemudian
lakukan penotolan fraksi kloroform (fk)
(penotolan 2) dan ekstrak yang
dilarutkan dengan etanol (penotolan 3)
masing-masing sebanyak 3 totolan
pipet kapiler pada plat KLT. Plat KLT
yang telah melalui proses elusidasi
menggunakan eluen n-
heksana:etilasetat (4:1) diangkat dari
gelas kaca lalu didiamkan beberapa
saat, kemudian dilihat dibawah sinar
UV 254 nm dan 366 nm. Hasil deteksi
dapat dipastikan dengan melakukan
penyemprotan plat KLT menggunakan
vanillin sulfat. Deteksi Steroid: fraksi
heksana 1 (penotolan 1), fraksi heksana
2 (penotolan 2) dan fraksi kloroform
(penotolan 3 dan 4). Proses KLT ini
menggunakan fase gerak n-heksana dan
etil asetat (4:2). Setelah proses
elusidasi selesai plat KLT diangkat dan
didiamkan beberapa saat kemudian
dilakukan deteksi bercak dibawah sinar
UV 254 nm dan 366 nm. Selanjutnya
dilakukan pendeteksian bercak secara
kimia yaitu dengan penyemprotan
reagen Lieberman Burchard yang telah
dipersiapkan  sebelumnya.  Deteksi

Alkaloid: menggunakan fase gerak
toluene : eter : dietil eter (55:33:10).
Fraksi kloroform ditotolkan pada plat
KLT, lalu dimasukkan ke dalam gelas
kaca berisi eluen toluene : eter : dietil
eter yang sebelumnya telah dijenuhkan.
Tujuan dipilihnya tiga pelarut tersebut
karena masing-masing pelarut memiliki
kepolaran yang berbeda sehingga
senyawa-senyawa dengan kepolaran
yang berbeda dapat terpisahkan dengan
eluen tersebut.’®  Setelah  proses
elusidasi selesai, amati noda
menggunakan sinar UV 254 nm dan
UV 366 nm. Selanjutnya lempeng
disemprot dengan pereaksi Dragendorff

untuk  menampakkan noda atau
bercaknya pada sinar tampak.
Cc. Pemindaian  Amaks. Alat

densitometer (Camag®) dihubungkan
ke PC. Lempengan KLT yang akan di
analisa diletakkan pada densitometer.
Ketika seluruh data sudah masuk ke
program, barulah dilakukan analisis /
scanning pada lempeng KLT, Untuk
memperoleh data KLT-densitometri
yang baik dilakukan integrasi secara
manual. Kemudian percobaan diulangi
dengan cara merubah letak analisis
pada masing-masing noda/bercak.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi Korteks Aegle
marmelos. Identifikasi tumbuhan yang

telah dilakukan di  Laboratorium
Farmakognosi ~ Universitas  Gadjah
Mada (UGM) menunjukkan nama

spesies dari tumbuhan ini adalah Aegle
marmelos Correa. Pengeringan korteks
menggunakan oven yang dimaksudkan
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untuk mengurangi kadar air,
menghentikan reaksi enzimatis,
mencegah tumbuhnya jamur dan
mencegah rusaknya komposisi

senyawa metabolit yang ada di dalam
korteks. Pada penelitian ini dilakukan
proses ekstraksi untuk menarik zat aktif
dari korteks Aegle marmelos. Dari hasil
maserasi 1250 g serbuk kering korteks
Aegle marmelos dengan menggunakan
pelarut etanol 96% (1 : 4) didapatkan
5780 ml ekstrak cair Aegle marmelos.
Untuk mendapatkan ekstrak yang pekat
dilakukan penguapan diatas tangas air
pada suhu 95°C, sehingga didapatkan
ekstrak kental 48,246 gram.

Analisis Kualitatif Kromatografi
Lapis Tipis (KLT). Prosedur uji
dengan  KLT  dilakukan  untuk
memastikan adanya zat aktif seperti
yang dilaporkan penelitian sebelumnya.
Karena berfungsi sebagai penegasan,
maka uji KLT hanya dilakukan untuk

golongan-golongan  senyawa yang
pernah dilaporkan penelitian
sebelumnya (alkaloid, steroid dan
kumarin).
1. Uji Kumarin:
Gambar 2, Profil kromatogram identifikan senyawa Kumarin
Keterangan
Tk pex oy frakui bekoana (1) Sakai klevofom: (1), pelans etanol (3]

A [santikan kumann pada 3 254 am

B Toenaficas kusnann pada 1 366 nm
C - ldemtaficam kumann mengpmakan reagen Vandm Sulfat

Hasil deteksi dengan menggunakan
lampu UV, pada plat KLT diketahui
kumarin positif terdapat pada 3 titik
penotolan karena terlihat adanya bercak
yang memiliki nilai Rf berturut-turut
adalah 0,70; 0,66 dan 0,66 meredam di
bawah sinar UV 254 nm dan berpendar
pada UV 366 nm." Pemendaran bercak
kumarin ini lebih dominan pada fraksi
heksana 1 (fh1).

Tabel | U Kumasis

mml W

2 2 *) berpends
Priare Eranad < merndss - Nepenidar L
mesal g

Menyemprot plat KLT dengan
reagen vanillin sulfat adalah cara untuk
mendeteksi bercak secara kimiawi
dengan bereaksi secara kimia dengan
seluruh solut yang mengandung gugus
fungsional tertentu sehingga bercak
menjadi berwarna.’® Setelah dilakukan
penyemprotan plat KLT dipanaskan
hingga bercak menimbulkan warna
secara visual. Terjadi pemendaran
bercak bewarna merah ungu pada sinar
tampak yang memiliki nilai Rf
berturut-turut adalah 0,7; 0,66 dan
0,66. Fraksi heksana memiliki bercak
yang lebih berpendar dari fraksi
kloroform dan ekstrak yang dilarutkan
dengan etanol (Tabel 1).
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Identsfikasd Kumarin dengan Reagen Vasilin Subfat

-
AN AL
w, / l j
3 ] J\ (:"‘ o L"u |‘ '/‘l
o " (‘m
Marmin Vs
Gambar ), Mebkaniwne reakoss bumacin demgan reagen Vanllin Salla
Hasil penyemprotan plat KLT
dengan reagen  vanilin  sulfat
menunjukkan adanya senyawa

golongan kumarin yang diduga adalah
marmin, dengan  membandingkan
perubahan warna yang terjadi dengan
pustaka yang ada. Gambar 3,
memperlihatkan  bahwa  timbulnya
warna tersebut disebabkan adanya
gugus vanilin yang menempel di antara
cincin nomor 3 sampai cincin nomor 8
dari struktur marmin. Reaksi tersebut
mengakibatkan terbentuknya kromofor.
Kromofor adalah suatu gugus fungsi
yang menyebabkan terjadinya warna
pada suatu senyawa.'’ Kromofor ini
yang nantinya akan menghasilkan
warna merah ungu.

2. Uji Steroid:

Pada plat KLT diketahui steroid
terdeteksi positif dengan nilai Rf 0,70
pada fraksi heksana 1 (penotolan 1) dan
Rf 0,68 pada fraksi heksana 2
(penotolan 2), sedangkan pada fraksi
kloroform (penotolan 3 dan 4)
terdeteksi adanya senyawa alkaloid
dengan nilai Rf 0,22. Dibawah sinar
UV 254 penotolan 1 dan 2 terdeteksi
bercak yang tidak meredam dengan
nilai Rf 0,70 dan Rf 0,68 kemungkinan
bercak tersebut merupakan senyawa
golongan steroid.®® Hal ini dapat
dibuktikan dengan deteksi kimia lebih
lanjut.

Tabel 2. 1) Seermd

Plat KLT vyang telah diberi
penyemprotan  reagen  Lieberman
Burchard dipanaskan hingga terlihat
bercak dengan warna yang signifikan.
Reagen Lieberman Burchard (asam
sulfat pekat dan anhidrida asetat) akan
memberikan warna hijau-biru jika
direaksikan dengan steroid.'® Dari hasil
penyemprotan reagen ini dapat terlihat
pada Rf 0,70 untuk penotolan 1 dan Rf
0.68 untuk penotolan 2 terdapat bercak
berwarna hijau kebiruan yang menurut
sumber di atas, bercak tersebut
merupakan golongan senyawa steroid
(Tabel 2). Sedangkan pada penotolan 3
dan 4 terdapat bercak pada Rf 0,22
yang menandakan adanya senyawa
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alkaloid yang apabila direaksikan
dengan reagen Lieberman Burchard
terbentuk warna coklat kehitaman.*

Gambar 3, Mekamszne reaks: steroid dengan reasen Liehenman Burchard

Pada reaksi ini (Gambar 5) terlihat
bahwa adanya interaksi antara senyawa
steroid  (lupeol) dengan reagen
Lieberman Burchard (H2SO4 dan
anhidrida asetat) yang mengakibatkan
perubahan struktur kimia dari lupeol
yang semula tak berwarna menjadi
berwarna hijau kebiruan. Perubahan
diawali dari perginya gugus hidrogen
dengan membawa pasangan elektron
sehingga terbentuklah ion karbonium.
Kemudian anhidrida asetat (Ac20)
akan menyerang atom karbon pada
gugus benzen yang mengikat atom
hidrogen, menyebabkan terusirnya
hidrogen sehingga terbentuklah enylic
cation. Selanjutnya asam sulfat yang
memiliki pasangan elektron bebas akan
meningkatkan stabilitas dari masing-

masing ion  karbonium  melalui
pembentukan ikatan baru dengan
karbon.  Hal ini  menyebabkan

pembentukan gugus kromofor yang
memberi warna pada senyawa lupeol.

3. Uji Alkaloid:

Pengamatan pada UV 254 nm
lempeng berflouresensi dan bercak
tampak meredam. Sedangkan
pengamatan pada UV 366 nm bercak
berflouresensi  biru. Hasil setelah
dilihat di bawah sinar UV 254 nm noda
atau bercak tidak tampak dikarenakan
tidak semua bercak yang menandakan
adanya senyawa alkaloid dapat dilihat
dengan UV 254 nm, oleh karena itu
lempeng disemprot dengan pereaksi
Dragendorff untuk menampakkan noda
atau bercaknya. Setelah dilakukan
penyemprotan terdeteksi noda atau
bercak dengan warna jingga kecoklatan
pada Rf 0,22 yang menandakan sampel
positif alkaloid (Tabel 3). Nilai Rf 0,22
termasuk dalam kisaran 12 alkaloid
yang paling umum yaitu 0,17 — 0,62.%

Tabel 3. Ui Alkalowd

Ekstrak kocteks 4egle marmelos

Sebelum Penvemguotan Sesmiah
Tdume oo dek
b Diragendorf] Pen grotan Rt
e (3533 30 - f
Uv 2isa UV 368 1
Froksi Kloroform =) (+)
! totolan meredam berllowpesensi b Jingga coklar

Froks: Kloroform (= (+)
3 tatolan meredam

Frakei Klotoform
1 totciar meredam berfonreseral bun
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Perubahan warna yang terjadi pada
reaksi alkaloid yang diduga adalah
aegelin  ini  disebabkan  karena
penguraian komponen pada bismuth
iodida yang berinteraksi dengan
struktur aegelin sehingga menimbulkan
rantai terkonjugasi C = C. Adanya
hidrogen bebas ini merubah suasana
menjadi asam, yang mengakibatkan
perubahan warna pada sistem kromofor
menjadi warna yang lebih kuat.'’

Gambar 7, Mekamisme renksl alkalohd dengan reagen Dragendorf!

Analisis Kualitatif Densitometri.
Analisis densitometri dilakukan untuk
mengevaluasi  absorbansi  panjang
gelombang analit berupa bercak pada
kromatografi  lapis tipis. Bercak
dipindai dengan sumber sinar dalam
bentuk celah (split) yang dapat dipilih
baik panjangnya maupun lebarnya.
Cahaya (fotosensor) akan mengukur
sinar yang dipantulkan.’® Senyawa
tanpa warna diukur pada jangka 200
sampai 400 nm, senyawa berwarna
pada jangka 200 sampai 700 nm.?°
Pengukuran pemindaian absorbansi
panjang gelombang akan direkam
dalam satuan nanometer (nm). Hasil
pemindaian disajikan pada gambar 8.

Pemindaian  densitometri  pada
identifikasi kumarin (A) dilakukan
pada jangka 200 nm sampai 400 nm
karena kumarin merupakan senyawa
tanpa warna. Pemindaian dilakukan

dengan menganalisis bercak analit
fraksi heksana (ekstrak+heksana) yang
menggunakan fase gerak n-heksana :
etil  asetat (4:1) menghasilkan
absorbansi panjang gelombang
maksima (Amaks) 225 nm. Hasil ini
menunjukkan bahwa ekstrak Aegle
marmelos  mengandung  senyawa
kumarin, karena menurut Harborne
(1987) Amaks kumarin antara 212 nm
sampai 282 nm.?°

Pemindaian dilanjutkan dengan
menganalisis  steroid  (lupeol dan
lupenon) pada bercak analit fraksi
heksana (ekstrak+heksana) dengan fase
gerak n-heksana : etil asetat (4:1). Hasil
pada gambar B menunjukkan adanya
puncak  serapan  pada  panjang
gelombang (Amaks) 240 nm. Panjang
gelombang tersebut  membuktikan
adanya senyawa steroid dalam n-
heksana yang memiliki panjang
gelombang maksimal + 242 nm.*

Berdasarkan bercak analit pada
fraksi kloroform (ekstrak + kloroform)
dengan fase gerak n-heksana : etil
asetat (4:1) adanya puncak serapan
pada panjang gelombang (Amaks) 275
nm (gambar C). Hasil ini menunjukkan
adanya senyawa alkaloid yang
memiliki rentang panjang gelombang
maksimal antara 228 nm sampai 330
nm.?°

Pernyataan di atas menunjukkan
bahwa serapan panjang gelombang
mempunyai nilai khusus pada setiap
senyawa Yyang terkandung di dalam
tumbuhan. Senyawa kumarin, steroid
dan alkaloid dapat diidentifikasi dari
pemindaian bercak analit pada plat
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KLT dengan membaca rekam panjang
gelombang yang kemudian
membandingkannya  dengan  data
pustaka. Dari hasil analisis metode
densitometri dan pereaksi semprot
dapat dipastikan bahwa ekstrak Aegle
marmelos yang digunakan memiliki
senyawa seperti kumarin, steroid dan
alkaloid yang diduga berpotensi
sebagai  antialergi  dengan cara
menghambat migrasi eosinofil trakhea.

lapang pandang dan dihitung jumlah
eosinofil trakhea tikus wistar.

™ hea225nm A

| bmax 240nm B } -

Gambar 8. Profil panjang gelombang senyawa 4egle marmelos

Keterangan :

A : Identifikasi };. kumarin pada berczk analit fraksi heksana
(ekstrak + heksanz) dengan fase gerak n-heksana - etil asetat
(4:1). A 225 nm.

B : Identifikast J.;. steroid pada bercak analit fraksi heksana
(ekstrak + heksana) dengan fase gerak n-heksana : otil asetat
(4:1). A 240 nm.

C : Identifikasi }.:. alkaloid pada bercak analit fraksi kloroform
(ekstrak + kloroform) dengan fase gerak n-heksana : etil
asetat (4:1). hnaie 275 nm.

Hitung Eosinofil Trakhea.
Preparat trakhea tikus wistar yang telah
diolah dan telah dilakukan pengecatan
HE masing-masing kelompok diamati
menggunakan ~ mikroskop  cahaya
dengan perbesaran 10 x 40 dalam 3

K| Redompok OVA

M Keompok Elousk saple marwelos 127 mp Xehlh han
P2 Keompok Btk daple surmebns 150 mg Xghth han
P} Kedoumpok Ekstrak deple sarmales 100 mp Xgh han

Setelah dilakukan penelitian hitung
eosinofil trakhea pada tikus wistar
didapatkan peningkatan rata-rata hitung
eosinofil  pada kelompok OVA.
Pemberian kelompok ekstrak korteks
Aegle marmelos menurunkan hitung
eosinofil trakhea. Data jumlah eosinofil
trakhea disajikan pada tabel 4.

Tabel 4. Rata - rata bitung cosincéil trakhea (sel 3 LP) pada tikus wistar

Kelompok  n Rata -mata « SD % migrasi eonnofil trakhea
KO L) 193080
Ki) 5 1062219 100%
Pl $ 9172208 846%
n $ 5272089 85%
B s 3110 25%
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03 + 0.6
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ng Kb ha
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Py Ndompok Bk deg sorwe ng K3

Analisis Statistik. Data yang
diperoleh kemudian diuji menggunakan
software program SPSS for Windows
Release 16.0. Perhitungan
menggunakan uji One way ANOVA
untuk  mengetahui ada tidaknya
perbedaan rerata lebih dari dua
kelompok. Sebelum menggunakan uji
ANOVA, dilakukan uji kenormalan
distribusi data terlebih dahulu.

Macam alat uji kenormalan
distribusi data yang digunakan adalah
Shapiro-Wilk. Shapiro Wilk adalah
metode analitik yang digunakan untuk
sampel yang sedikit (< 50). Hasil
menunjukkan tingkat signifikansi atau
nilai probabilitas di atas 0.05, maka
dapat dikatakan distribusi
eosinofil/LPB  pada masing-masing
kelompok adalah normal.

Setelah diketahui bahwa data
terdistribusi normal, maka dilanjutkan
dengan melakukan uji ANOVA. Data
menggambarkan ringkasan  statistik
dari 5 kelompok. Pada KO, rerata
jumlah eosinofil trakhea adalah 1.93,
dengan jumlah minimum 1.33 dan

maksimum  2.67, rerata  jumlah
eosinofil trakhea ada pada range 1.18
sampai 2.67. Pada K(-), rerata jumlah
eosinofil trakhea adalah 10.6, dengan
jumlah minimum 8.67 dan maksimum
14, rerata jumlah eosinofil trakhea ada
pada range 7.88 sampai 13.32. Pada P1,
rerata jumlah eosinofil trakhea adalah
9.26, dengan jumlah minimum 7.33
dan maksimum 12.67, rerata jumlah
eosinofil trakhea ada pada range 6.67
sampai 11.86. Pada P2, rerata jumlah
eosinofil trakhea adalah 5.26, dengan
jumlah minimum 4.33 dan maksimum
6.67, rerata jumlah eosinofil trakhea
ada pada range 4.15 sampai 6.37. Pada
P3, rerata jumlah eosinofil trakhea
adalah 3.79, dengan jumlah minimum
2.33 dan maksimum 5, rerata jumlah
eosinofil trakhea ada pada range 2.43
sampai 5.15.

Melihat bahwa F hitung adalah
29.106 dengan probabilitas 0.000 <
0.05, maka Hy ditolak, yang artinya
rata-rata jumlah eosinofil trakhea dari
masing-masing  kelompok tersebut
berbeda.

Untuk  mencari  kelompok
sampel mana saja yang mempunyai
perbedaan rata-rata yang tidak berbeda
secara signifikan maka dapat dilihat
pada tabel 5.
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Data ini (Tabel 5) menunjukkan
nilai rata — rata yang terletak dalam
satu kolom subsets yang sama tidak
memiliki perbedaan yang nyata. Dapat
dilihat bahwa antara kelompok K(-)
dan P1, P2 dan P3 serta P3 dan KO
menunjukkan tidak ada perbedaan yang
signifikan.

Pembahasan. Asma merupakan
kondisi inflamasi kronis di saluran
pernafasan yang ditandai dengan

terjadinya kesulitan bernafas. Asma
memiliki gejala seperti sesak nafas,
dada terasa berat dan batuk. Proses
inflamasi yang terjadi menimbulkan
munculnya sel inflamasi  seperti
eosinofil. Eosinofil sering dijumpai di
sekitar tempat terjadinya reaksi imun
yang diperantarali IgE, yang
berhubungan dengan alergi.?? Alergi
umumnya disebabkan oleh benda asing
yang biasa disebut alergen. Pada
penelitian ini alergen yang digunakan
berupa ovalbumin (OVA) vyang
dipaparkan secara inhalasi. Sel penyaji
antigen (APC) akan mengenali alergen
untuk selanjutnya mengekspresikan
pada sel limfosit T secara langsung
atau melalui sitokin.

Pada penelitian ini didapatkan
peningkatan jumlah eosinofil trakhea
pada kelompok OVA (Gambar 10).
Secara statistik didapatkan perbedaan
yang bermakna antara kelompok KO
dan K(-) (p = 0.000). Hal ini
menandakan pemaparan OVA terhadap
tikus wistar berhasil menimbulkan
reaksi imun yang diperantarai IgE,
sehingga terjadi proses alergi yang

menyebabkan munculnya sel inflamasi
seperti eosinofil.

Ovalbumin memiliki prevalensi
hingga 100% dalam menimbulkan
alergi. Ovalbumin yang dipaparkan
akan dikenali oleh APCs dan akan
didegradasi menjadi peptida-peptida
yang kemudian bersama molekul HLA
akan dipresentasikan pada sel limfosit
T (CD*") yang selanjutnya mendorong
limfo-B untuk memproduksi antibodi
(IgE), mengaktivasi sel-sel sitotoksis,
juga menstimulasi makrofag untuk
membentuk  sitokinnya.”®  Sitokin
adalah protein yang berperan utama
pada komunikasi antara berbagali
bagian dari sistem imun. Terutama
dibentuk oleh monosit, makrofag,
tetapi juga dapat dibentuk oleh limfosit,
granulosit,  hepatosit,  keratinosit,
fibroblast dan sel-sel epitel. Bila sitokin
sudah mencapai tujuannya, akan timbul
efek biologis tertentu seperti aktivasi,
pembiakan dan pemindahan ke tempat
lain,®* dalam hal ini adalah migrasi
eosinofil ke trakhea.

Eosinofil ~ diproduksi  oleh
sumsum tulang, kemudian setelah 2-6
hari eosinofil yang matang akan
meninggalkan sumsum tulang dan
berada di sirkulasi darah tepi selama 6-

12 jam, kemudian akan menuju
jaringan  selama  beberapa hari.}
Gambar 9, menunjukkan adanya

eosinofil yang menempel pada jaringan
trakhea. Eosinofil tersebut akan aktif
kembali apabila terjadi pemaparan
berulang.
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Korteks Maja (Aegle marmelos
Correa) berpotensi untuk
dikembangkan sebagai antialergi jika
ditinjau dari kandungan senyawa yang
terdapat di dalamnya, diantaranya
seperti aegelin, skimianin, marmesin,
lupenol, lupeol, dan marmin. Marmin
dilaporkan ~ mampu  menghambat
pelepasan histamin dari kultur sel
RBL-2H3 melalui penghambatan Ca®*
uptake secara in vitro.

Dibandingkan  kontrol  dari
kultur sel RBL-2H3, aegelin yang
merupakan turunan senyawa alkaloid
dengan konsentrasi 100 UM mampu
melakukan penekanan pada pelepasan
histamin hingga 40% yang diinduksi
DNP24-BSA dan lebih dari 50% yang

diinduksi  oleh  thapsigargin  dan
ionomycin.’
Lupeol dan lupen-on yang

merupakan turunan senyawa steroid ini
berpotensi untuk  dikembangkan
sebagai agen antialergi  karena
kemampuannya dalam menghambat
pelepasan mediator dari kultur sel mast.
Pelepasan enzim [-heksosaminidase
dari  kultur sel RBL-2H3 vyang
diinduksi secara immunologis dengan
antigen DNP,4-BSA sebesar 35,69%
dan 39,19%, dengan nilai 1Csy sebesar
59,40 uM (lupenol) dan 72,51 puM
(lupenon) mampu dihambat kedua
senyawa ini dengan konsentrasi 100
M.

Hasil penelitian
memperlihatkan ekstrak Aegle
marmelos dosis 125 mg/KgBB (P1)
dapat menurunkan jumlah eosinofil
trakhea (Tabel 4) tapi penurunan ini

tidak bermakna secara statistik (Tabel
5) (p = 0.641) dibandingkan kelompok
asma. Sedangkan ekstrak  Aegle
marmelos dosis 250 mg/KgBB (P2)
memperlihatkan  penurunan jumlah
eosinofil trakhea (Tabel 4) dan
penurunan ini bermakna secara statistik
(Tabel 5) (0.000) dibandingkan
kelompok asma.

Penurunan  jumlah eosinofil
tersebut dimungkinkan akibat adanya
kandungan yang dimiliki oleh korteks
Aegle marmelos seperti kumarin, yang

memiliki fungsi sebagai antialergi.
Efek antialergi ini mampu menghambat
degranulasi  sel mast, sehingga
pelepasan  sitokin  dan  mediator

inflamasi seperti histamin, leukotrien
dan prostaglandin terhambat yang
selanjutnya akan dapat menurunkan
jumlah eosinofil trakhea. Selain itu di
dalam korteks Aegle marmelos terdapat
lupen-on dan lupeol yang mampu
menghambat pelepasan mediator kimia
dari kultur sel mast. Aegelin yang
merupakan turunan senyawa alkaloid
yang terkandung di dalamnya juga
diketahui mempunyai efek antialergi.®®

Struktur kumarin yaitu atom O
yang terikat pada C nomor 7 memiliki
peranan dalam menghambat pelepasan
berbagai mediator (histamin, enzim [-
heksosaminidiase, sitokin dan mediator
lainnya) pada kultur sel mast rat
basophilic ~ leukemia  (RBL-2H3).
Senyawa turunan kumarin, 7-metoksi
kumarin dan  7-hidroksi  kumarin
konsentrasi 1,0 x 10* M juga
mempunyai kemampuan yang sangat
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kuat dalam menghambat pelepasan
histamin yang diinduksi oleh IgE pada
kultur sel RBL-2H3 dengan persentase
efek  penghambatan  berturut-turut
adalah sebesar 98,4% dan 91,7%.%
Perlu ditekankan bahwa pada penelitian
Watanabe (2005), Nugroho et al.
(2011) dan Nugroho et al. (2010) baru
pada taraf in vitro, sehingga tidak
terjadi duplikasi dengan data pada
penelitian ini.

Efek antialergi oleh senyawa
kumarin juga telah dibuktikan dari
hasil uji klinik oleh Husori (2011),
bahwa pemberian senyawa turunan
kumarin dosis tunggal 20 mg mampu
melindungi penyumbatan bronkus pada
manusia, 60 menit setelah paparan
alergen?® Senyawa ini  mampu
menghambat pelepasan dan re-uptake
histamin oleh sel leukosit manusia,

yang berlangsung dengan  pola
tergantung dosis.?’
Penelitian lainnya

menyebutkan, ekstrak Aegle marmelos
memiliki aktivitas anti inflamasi yang
sangat signifikan. Hal ini dikarenakan
adanya lupeol dan skimmianin karena
kedua senyawa telah menunjukkan

potensi yang sama dalam bentuk
murni.®® Lupeol dan Citral dalam
ekstrak  Aegle  marmelos  juga

menunjukkan penghambatan aktivitas
reseptor Hy dengan melihat efek positif
pada relaksasi jaringan ileum dan
trakhea marmut terisolasi,”® karena
sebagian  besar mekanisme anti
inflamasi  dan antialergi  bertindak

melalui penghambatan mediasi sinyal
oleh histamin.®

Pada hasil penelitian ini,
kelompok korteks Aegle marmelos
dosis 250 mg/KgBB dengan dosis 500
mg/KgBB tidak didapatkan perbedaan
bermakna dalam menurunkan hitung
eosinofil (p = 0.557). Hasil ini
menunjukkan ekstrak korteks Aegle
marmelos dosis 250 mg/tikus memiliki
kemampuan yang tidak jauh berbeda
dengan ekstrak korteks Aegle marmelos
dosis 500 mg/tikus dalam menurunkan
jumlah  eosinofil. Namun jumlah
eosinofil pada kelompok asma alergi
dengan ekstrak korteks Aegle marmelos
dosis 500 mg/KgBB lebih rendah jika
dibandingkan jumlah eosinofil pada
kelompok asma alergi dengan ekstrak
korteks Aegle marmelos dosis 250
mg/KgBB (Gambar 10).

Mengingat bahwa ekstrak korteks
Aegle marmelos dosis 500 mg/KgBB
memiliki dosis yang sudah bisa
dikatakan besar sedangkan penurunan
jumlah eosinofil trakheanya tidak
berbeda  signifikan  dibandingkan
ekstrak korteks Aegle marmelos dosis
250 mg/KgBB, maka bisa dikatakan
bahwa ekstrak korteks Aegle marmelos
dosis 250 mg/KgBB tersebut adalah
dosis optimal dalam menurunkan
jumlah eosinofil trakhea pada asma
alergi model akut. Disamping itu perlu
dipertimbangkan adanya keterbatasan
dan kelemahan dalam cara perhitungan
eosinofil  yang dilakukan secara
manual.
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KESIMPULAN Sensitivitas Terhadap Alergen
1. Ekstrak korteks Aegle marmelos Makanan, Makara, Kesehatan,
Correa terdeteksi memiliki Vol. 15, No. 1 : 44-50.

kandungan  senyawa  kumarin,
steroid dan alkaloid yang diduga
berpotensi  sebagai  antialergi
melalui analisis kromatografi lapis
tipis.

Ekstrak korteks Aegle marmelos
Correa dapat menghambat migrasi
eosinofil trakhea secara in vivo
dengan melihat penurunan jumlah
eosinofil trakhea pada kelompok
perlakuan P1, P2 dan P3 (Gambar
10).

Ekstrak korteks Aegle marmelos
Correa dengan dosis optimal 250
mg/KgBB  dapat  menurunkan
jumlah eosinofil trakhea pada tikus
wistar model asma alergi (p< 0.05).

SARAN
1. Perlu dilakukan penelitian lebih

lanjut untuk mengetahui efek Aegle
marmelos terhadap sel lain dan
mediator — mediator kimia yang
ikut berperan dalam pathogenesis
asma alergi.

Penelitian lebih lanjut dengan
menggunakan petanda-petanda
asma alergi yang lain.

Penelitian lebih  lanjut  untuk
menelusur zat aktif manakah pada
Aegle marmelos yang lebih
dominan  dalam  menghambat
migrasi eosinofil trakhea dengan
membuat isolat zat aktifnya.
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