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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian eksperimental. Rancangan 

Penelitiannya adalah Rancangan Acak Lengkap (RAL). Pengacakan 

(randomization), dibutuhkan karena satuan percobaan harus mempunyai peluang 

yang sama dalam menerima suatu perlakuan tertentu, dengan cara ini dapat 

menghindari percobaan dari bias yang disebabkan adanya perbedaan antara satuan-

satuan percobaan (Susilawati, 2015). Tikus diberi lima perlakuan berbeda dengan 

pengulangan sebanyak lima kali. Pengulangan dibutuhkan agar dapat menilai galat 

percobaan (experimental error) atau keragaman bahan percobaan. Setiap perlakuan 

harus dicobakan dengan lebih dari satu kali percobaan. Jumlah pengulangan 

percobaan dihitung menggunakan rumus Federer (1963) berikut ini: 

(T - 1) (n - 1) ≥ 15 

(5 – 1) (n – 1) ≥ 15 

 4(n - 1) ≥ 15 

 4n ≥ 15 + 4 

 4n ≥ 19 

   n ≥ 4,75 = 5 

Keterangan: 

T = banyak perlakuan  

n = banyak ulangan 

Hewan yang digunakan pada penelitian yaitu tikus berjenis kelamin jantan 

galur Sprague Dawley berusia delapan minggu yang memiliki berat antara 80-100 

gr. Tikus diaklimatisasi dalam waktu tujuh hari, lalu dilakukan induksi 

lipopolisakarida (LPS). Induksi dilakukan agar tikus memproduksi sitokin IL-12 

dan IL-18. Berdasarkan perhitungan, sebanyak 25 tikus dibagi menjadi 5 kelompok 

yang akan diuji, kemudian semua tikus tersebut diberi kode A sampai Y. Tikus yang 

telah diberi nama kemudian diacak dan diambil lima ekor untuk setiap kelompok 

seperti tercantum pada Tabel 3.1. Terdapat dua kelompok kontrol serta tiga 

kelompok perlakuan. Kelompok 1: kontrol negatif, terdiri dari tikus yang tidak 

diberikan perlakuan induksi lipopolisakarida dan ekstrak jambu biji. Kelompok 2: 

kontrol positif, tikus yang mendapatkan injeksi lipopolisakarida saja dengan dosis 

5 μg/gr BB tanpa diberi perlakuan ekstrak jambu biji. 
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Terdapat 3 kelompok perlakuan berupa pemberian ekstrak jambu biji dengan 

tiga dosis berbeda. Kelompok tersebut yaitu Kelompok 3: tikus yang menerima 

ekstrak dosis 50 mg/Kg BB, Kelompok 4: tikus yang menerima ekstrak dosis 400 

mg/Kg BB dan Kelompok 5: tikus yang menerima ekstrak dosis 800 mg/Kg BB. 

Tabel 3. 1 Desain Penelitian RAL 

Ulangan Kelompok Uji 

K1 K2 K3 K4 K5 

1 U G W X Y 

2 P L R T S 

3 K Q B N J 

4 F V M I E 

5 A B H D O 

Penelitian diawali dengan ekstraksi buah jambu biji, akuades steril digunakan 

sebagai pelarut untuk menghasilkan pasta ekstrak. Ekstrak jambu biji diberikan 

secara gavage selama 28 hari. Pada hari ke-29, lipopolisakarida diinjeksikan secara 

intratrakea satu kali sebanyak 5 μg/g BB. Pemberian ekstrak dilanjutkan selama 14 

hari. Sampel serum darah dan jaringan paru-paru yang diambil kemudian diukur 

kadar sitokinnya menggunakan uji Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). 

Data kadar sitokin yang diperoleh dianalisis statistik menggunakan program 

komputer SPSS Statistic 25 version. 

 

3.2 Variabel Penelitian 

Variabel - variabel penelitian terdiri dari variabel bebas, variabel terikat. 

Variabel-variabel pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

3.2.1. Variabel Bebas 

Variabel bebas merupakan variabel yang mempengaruhi variabel terikat, atau 

dapat dikatakan variabel bebas merupakan penyebab timbulnya variabel terikat. 

Dikatakan bebas, karena peneliti bebas menentukan apa yang akan mempengaruhi 

variabel lain. Peneliti memanipulasi nilai-nilai variabel untuk mempelajari 

pengaruhnya terhadap variabel lain (Kaur S., 2013). Variabel bebas dalam 
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penelitian ini adalah berbagai dosis ekstrak jambu biji dengan tiga variasi dosis 50, 

400 atau 800 mg/Kg BB. 

3.2.2. Variabel Terikat 

Variabel terikat merupakan variabel yang dipengaruhi oleh variabel bebas, 

atau hasil dari perlakuan dari variabel bebas. Variabel terikat dalam penelitian ini 

adalah kadar sitokin IL-12 dan IL-18 setelah diberi perlakuan oleh ekstrak jambu 

biji. Sitokin-sitokin tersebut merupakan salah satu sitokin yang menjadi indikator 

inflamasi pada ARDS. 

 

3.3 Populasi dan Sampel 

Populasi yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus jantan Sprague 

Dawley berumur 8 minggu. Sampel penelitian yang digunakan untuk mengukur 

kadar sitokin IL-12 dan IL-18 adalah sampel serum darah yang didapatkan dari 

aorta abdominalis dan jaringan paru-paru. 

 

3.4 Waktu dan Lokasi Penelitian 

Penelitian ini dilakukan selama empat bulan, dimulai bulan Januari 2022 

sampai bulan April 2022. Penelitian dilakukan di Laboratorium Biomolecular and 

Biomedical Research Center PT. Aretha Medika Utama, Bandung. 

 

3.5 Alat dan Bahan 

Alat dan Bahan utama yang digunakan pada penelitian berasal dari PT. Aretha 

Medika Utama. Bahan utama yaitu jambu biji, dan tikus Sprague Dawley. Alat 

utama terdiri dari set alat bedah, spektrofotometer, kandang tikus, sentrifuge, 

inkubator, rotary evaporator dan kit rat ELISA Sandwich sedangkan alat dan bahan 

lainnya tersaji pada Lampiran 1. 

 

3.6 Prosedur Penelitian 

Tahapan-tahapan yang dilakukan pada penelitian dimulai dari persiapan alat 

dan bahan, perlakuan terhadap hewan uji, pengambilan sampel, uji ELISA dan 

analisis data adalah sebagai berikut: 
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3.6.1. Persiapan Alat dan Bahan 

Semua alat yang digunakan disiapkan terlebih dahulu. Alat yang lengkap 

dibersihkan dari kotoran atau debu yang menempel lalu dibungkus dengan kertas. 

Sterilisasi alat dengan autoklaf dilakukan selama 20 menit pada suhu 121℃ dan 

tekanan sebesar 1,5 atm. 

3.6.2. Ekstraksi Buah Jambu Biji 

Air merupakan salah satu jenis pelarut yang digunakan untuk ekstraksi karena 

memiliki sifat polar (Verdiana et al., 2018). Kuersetin merupakan salah satu jenis 

senyawa yang bersifat polar, sehingga kuersetin dapat larut didalam air yang 

bersifat polar (Pawlikowska-Pawlega et al., 2007). Jenis maserasi yang digunakan 

adalah remaserasi. Remaserasi dilakukan dengan pengulangan penambahan pelarut 

setelah dilakukan penyaringan maserat pertama (Ningsih et al., 2016). 

Daging buah jambu biji diekstrak menggunakan pelarut akuades steril dengan 

cara maserasi selama tiga hari. Semakin lama waktu maserasi, maka kesempatan 

pelarut untuk mengeluarkan zat dari dinding sel tumbuhan akan semakin 

bertambah, sehingga senyawa yang terdapat pada sitoplasma akan larut dengan 

pelarut dan hasil ekstraksi juga bertambah sampai titik jenuh larutan (Koirewoa et 

al., 2012). Untuk mendapatkan ekstrak, buah jambu biji dibersihkan dari debu dan 

kotoran menggunakan air, lalu dikeringkan menggunakan oven pada 50℃ selama 

enam jam sampai kadar air yang terkandung tidak lebih dari 10%  (Zulharmitta et 

al., 2017). Daging buah hasil pengeringan dihancurkan untuk mendapatkan bentuk 

bubuk halus. Sebanyak 100 g bubuk jambu biji dilarutkan dengan 1000 ml akuades 

steril, kemudian direndam semalaman dan ditutup dengan alumunium foil tanpa 

terkena cahaya matahari. Bubuk yang telah direndam semalaman, kemudian 

disaring menggunakan kertas saring agar diperoleh filtrat yang jernih. Ampas hasil 

maserasi pertama kemudian ditambahkan 1000 ml pelarut yang sama yaitu akuades 

steril dan direndam kembali. Proses tersebut dilakukan pengulangan sampai hari 

ketiga. Untuk mendapatkan ekstrak buah jambu biji dalam bentuk pasta, ekstrak 

hasil maserasi yang diperoleh dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator 

selama 4 jam dalam suhu 50ºC dan tekanan sebesar 175 atm. 
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3.6.3. Hewan Uji 

Hewan uji yang digunakan yaitu tikus  putih (Rattus norvegicus) galur 

Sprague Dawley berjenis kelamin jantan berumur delapan minggu dengan berat 

rata-rata 80-100 gr. Tikus jantan memiliki karakteristik proses metabolisme yang 

cepat, kondisi biologis di dalam tubuh tikus jantan lebih stabil (Lahamendu et al., 

2019; Pujiatiningsih, 2014). Tikus jantan galur Sprague Dawley dipilih menjadi 

hewan uji karena memiliki sikap yang tenang, mudah ditangani di laboratorium, 

ukuran besar, mampu melakukan tugas belajar yang kompleks, kemampuan 

motorik yang bagus dan dapat digunakan untuk melihat pengaruh dari suatu 

senyawa kimia.  

Tikus diaklimatisasi selama tujuh hari di laboratorium. Aklimatisasi 

merupakan pemeliharaan hewan uji dalam penelitian dengan tujuan agar hewan 

dapat adaptasi dahulu dengan lingkungan baru (Hasanah, 2017). Aklimatisasi 

diperlukan karena tikus harus beradaptasi dengan lingkungan laboratorium agar 

hasil penelitian lebih akurat sehingga hal-hal diluar variabel penelitian tidak 

mempengaruhi tikus tersebut. Tikus ditempatkan di kendang ventilasi tikus pada 

suhu 25°C yang terkontrol selama 12 jam siang/malam dengan kelembaban relatif 

sebesar 50%-70%. Pakan dan minum tikus diberikan secara ad libitum. Ad Libitum 

sendiri merupakan salah satu cara pemberian makan dan air untuk hewan uji yang 

selalu tersedia setiap hari (Mutiarahmi et al., 2021). 

3.6.4. Perlakuan dan Pemberian Dosis Ekstrak 

Perlakuan awal ekstrak jambu biji dilakukan selama 28 hari. Pemberian 

ekstrak dilakukan secara gavage sebelum diinduksi lipopolisakarida. Induksi 

lipopolisakarida dilakukan dengan metode injeksi intratrakea dan diberikan satu 

kali pada hari ke-29 untuk kelompok kontrol positif. Dosis lipopolisakarida 

diberikan sebanyak 5 μg/g BB. Serbuk lipopolisakarida liofilisasi dilarutkan ke 

dalam 100 ml NaCl 0,9% untuk membuat sediaan larutan. Pada penelitian Filipczuk 

& Klimek-Włodarczak (2007) dan Ha et al. (2012) dosis lipopolisakarida sebanyak 

5 μg/gr BB dapat menginduksi inflamasi. Metode injeksi intratrakea dilakukan 

berdasarkan penelitian Ulich et al., (1994). Pemberian ekstrak dilanjutkan selama 

14 hari sebagai perlakuan akhir. Ekstrak diberikan dalam tiga dosis berbeda yaitu 
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50, 400 atau 800 mg/Kg BB. Dosis ditentukan berdasarkan penelitian (Ojewole 

2006; Risa, 2009). Hewan uji dibagi menjadi 5 kelompok (n=5) dengan ketentuan: 

1) Kelompok kontrol negatif   (K1): Lima ekor tikus tanpa perlakuan apapun. 

2) Kelompok kontrol positif (K2): Lima ekor menerima perlakuan induksi 

lipopolisakarida saja.  

3) Kelompok perlakuan 1 (K3): Lima ekor tikus yang diberikan ekstrak dosis 50 

mg/Kg BB selama 28 hari sebelum induksi lipopolisakarida dan selama 14 

setelah penginduksian. 

4) Kelompok perlakuan 2 (K4): Lima ekor tikus yang diberikan ekstrak dosis 

400 mg/Kg BB sebelum induksi lipopolisakarida dan selama 14 setelah 

penginduksian. 

5) Kelompok perlakuan 3 (K5): Lima ekor tikus yang diberikan ekstrak dosis 

800 mg/Kg BB sebelum induksi lipopolisakarida dan selama 14 setelah 

penginduksian. 

Perhitungan pemberian ekstrak kepada hewan uji tikus galur Sprague Dawley 

dengan berat badan 80 gr untuk setiap dosis adalah sebagai berikut (Earnest & 

Ajaghaku, 2014) : 

1) Kelompok Perlakuan 1: 
80 𝑔𝑟

1000 𝑔𝑟
 x 50 mg = 4 mg/Tikus 80 gr. 

2) Kelompok Perlakuan 2: 
80 𝑔𝑟

1000 𝑔𝑟
 x 400 mg = 32 mg/ Tikus 80 gr. 

3) Kelompok Perlakuan 3: 
80 𝑔𝑟

1000 𝑔𝑟
 x 800 mg = 64 mg/Tikus 80 gr. 

3.6.5. Pengambilan Sampel 

Terdapat dua sampel yang diambil yaitu serum darah dan jaringan paru-paru. 

Sampel serum darah diambil karena didalam darah terdapat monosit pada sirkulasi 

darah yang merupakan cikal bakal makrofag di dalam jaringan (Bonardo et al., 

2015). Sampel darah dan jaringan paru-paru digunakan untuk melihat kadar sitokin 

setelah diberi perlakuan dengan ekstrak tersebut. Sebelum pengambilan sampel, 

tikus dianestesi melalui intraperitoneal menggunakan uretana 20% dengan dosis 1 

g/kg BB kemudian tikus dimatikan dengan cara dislokasi leher untuk selanjutnya 

dilakukan pengambilan sampel.  
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Pengambilan sampel diambil setelah tikus dibius dan dilakukan pembedahan 

pada bagian dada sampai perut. Sampel darah diambil dari aorta abdominalis pada 

jantung kemudian tetesan darah dimasukan ke dalam tabung Eppendorf. Sampel 

darah sebanyak 0,5 sampai 1,0 ml diambil kemudian disentrifugasi pada kecepatan 

2000 rpm selama 10 menit. Bagian supernatan merupakan serum darah yang diukur 

kadar sitokinnya. Pengambilan sampel jaringan diambil dari organ paru-paru. 

Sampel paru-paru sebanyak 50 mg dihancurkan menggunakan mikropastel dan 

Phosphate Buffer saline (PBS). Sampel serum darah dan paru-paru yang telah 

dipanen kemudian disimpan pada freezer suhu -20℃. 

3.6.6.  Uji ELISA 

Uji ELISA dilakukan untuk menentukan kadar IL-12, dan IL-18 dari sampel 

serum darah dan paru-paru. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA Assay) 

adalah metode yang dirancang untuk mendeteksi dan mengukur suatu zat tertentu 

dalam sampel seperti antigen. Uji ELISA dapat mendeteksi antigen dalam sampel 

dengan menggunakan kombinasi antibodi spesifik dan kompleks enzim-substrat 

(Shah & Maghsoudlou, 2016). Sampel serum darah dan jaringan diukur 

menggunakan jenis kit ELISA Sandwich yang tersedia dari pabrik. Kit ELISA 

Sandwich memiliki beberapa keuntungan yaitu spesifitas yang tinggi dan sampel 

yang akan dideteksi tidak memerlukan purifikasi terlebih dahulu sebelum 

pengukuran.  

Kit ELISA Sandwich terdapat beberapa larutan yang digunakan untuk uji. 

Larutan tersebut terdiri dari larutan kerja standar, reference standard & sample 

diluent, concentrated biotinylated detection Ab, biotinylated detection Ab diluent, 

concentrated HRP-conjugate, HRP-conjugate diluent, concentrated wash buffer, 

reagen substrat dan larutan stop solution.  

Langkah uji ELISA dimulai dengan pembuatan seri larutan kerja dengan 

konsentrasi 500; 250; 12,5; 62,5; 31,25 µg/mL. Larutan kerja standar disentrifugasi 

dengan kecepatan 10.000 x g selama satu menit pada suhu 4°C. Sebanyak satu ml 

reference standard sample diluent dari pabrik ditambahkan ke dalam tabung berisi 

larutan kerja standar yang sudah disentrifugasi. Larutan dicampurkan menggunakan 

pipet secara perlahan. Tabung disiapkan untuk melakukan serial dilusi yang 
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masing-masing sudah berisi 500 μl reference standard. Sebanyak 500 μl larutan 

reference standard sample diluent + larutan kerja dimasukan ke dalam tabung 

pertama. 500 μl larutan dari tabung pertama diambil dan dimasukkan kedalam 

tabung selanjutnya untuk menghasilkan konsentrasi yang telah ditentukan. Proses 

tersebut dilakukan sampai konsentrasi terakhir, sehingga menghasilkan larutan 

kerja standar. 

Sebanyak 30 ml 100 x concentrated wash buffer dicampurkan dengan ddH2O 

sebanyak 720 ml untuk membuat larutan wash buffer. 100 x Concentrated 

Biotinylated Detection Ab dan 100 x Concentrated HRP-conjugate disentrifugasi 

pada kecepatan 800 x g pada suhu 4°C selama satu menit. Pembuatan larutan 

biotinylated detection Ab working solution dilakukan dengan mencampurkan 100 x 

concentrated biotinylated detection Ab + biotinylated detection Ab diluent. 

Pembuatan HRP-conjugate working solution dibuat dengan melarutkan 100 x 

concentrated HRP-conjugate 100 x + HRP-conjugate diluent. 

Sampel yang telah disentrifugasi, larutan kerja, dan buffer (blank) masing-

masing sebanyak 100μl dimasukkan pada microplate yang tersedia dari kit pabrik 

merek Elabscience (Rat Kit IL-12 dan Rat Kit IL-18) tanpa tersentuh dinding 

bagian dalam. Setelah semua komponen dimasukkan, microplate ditutup dengan 

sealer yang tersedia dari pabrik kemudian diinkubasi selama 90 menit pada suhu 

37°C. Sebanyak 100 μl larutan biotinylated detection antibody ditambahkan pada 

masing-masing sumuran dan diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37°C. 

Microplate dikeluarkan dari inkubator, cairan dibuang lalu dicuci tiga kali dengan 

Wash Buffer sebanyak 200 μl tiap sumuran. Setelah pencucian, plate dikeringkan 

dengan mengetuk-ngetukan microplate pada tisu sampai kering.  

Larutan streptavidin–Horse Radish Peroxidase (HRP) sebanyak 100 μl 

ditambahkan ke dalam sumur, kemudian diinkubasi selama 30 menit pada suhu 

37°C. Microplate dicuci lima kali dengan wash buffer sebanyak 200 μL dan 

dikeringkan. Substrat sebanyak 90 μL ditambahkan tanpa terkena cahaya dan 

diinkubasi selama 15 menit pada suhu 37°C. Warna biru muncul pada sumur yang 

mengandung antigen, lalu stop solution ditambahkan sebanyak 50 µl dan terjadi 

perubahan warna menjadi kuning. Pembacaan absorbansi menggunakan 
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spektrofotometer pada panjang gelombang 450 nm untuk mengukur optical density 

(OD). Agar lebih mudah dipahami, tahapan-tahapan perlakuan pada hewan 

disajikan dalam bagan pada Gambar 3.1 dibawah ini: 

 

Gambar 3. 1 Tahapan perlakuan 

 

3.7 Teknik Pengumpulan Data 

Data yang dikumpulkan berupa kadar sitokin IL-12 dan IL-18 dari sampel 

serum darah dan jaringan paru-paru dan data berat badan tikus sebagai parameter 

tambahan diukur setiap minggunya. Nilai absorbansi setelah uji ELISA kemudian 

dimasukkan kedalam persamaan regresi linear dari kurva standar untuk mengetahui 

kadar dalam sitokin, data kemudian diolah menggunakan bantuan Microsoft excel 

dan dibuat analisisnya secara statistik.  

3.8 Analisis Data 

Data hasil uji ELISA kemudian dianalisis secara statistik menggunakan 

program komputer SPSS Statistic 25 version. Uji statistik yang digunakan adalah 

uji normalitas Shapiro Wilk untuk mengetahui apakah data berdistribusi normal dan 
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uji homogenitas Levene dilakukan untuk mengetahui homogenitas. Data 

terdistribusi normal dan homogen dianalisis dengan One Way ANOVA, lalu uji Post 

Hoc Tukey (α = 0,05) sebagai uji lanjutan. Uji Tukey atau sering disebut dengan uji 

beda nyata jujur digunakan untuk membandingkan seluruh rata-rata kelompok 

perlakukan setelah dilakukan uji ANOVA. Data yang tidak terdistribusi normal 

dilakukan analisis dilakukan uji non parametrik Kruskall Wallis lalu uji lanjutan 

dengan uji Friedmann. 

 

3.9 Alur Penelitian 

Diagram alur penelitian tersaji pada Gambar 3.1 di bawah ini 

 
Gambar 3. 2 Alur Penelitian 
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