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RINGKASAN 

 

Pengaruh Ekstrak Flavonoid Daun Tembakau Kasturi terhadap Kadar 

Cyclooxygenase-2 pada Human Peripheral Blood Mononuclear Cell yang 

Dipapar Lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis; Tazqia Jamil Pratami, 

141610101020, 58 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

 

Periodontitis merupakan penyakit inflamasi yang disebabkan oleh injuri 

biologis periopatogen, salah satunya bakteri Porphyromonas gingivalis melalui 

endotoksin berupa lipopolisakarida. Lipopolisakarida dapat memicu respon 

inflamasi intraseluler melalui ikatan dengan Toll-like receptors 4 (TLR4) pada 

permukaan human Peripheral Blood Mononuclear Cell (hPMBC). hPBMC dapat 

menghasilkan enzim Cyclooxygenase-2 (COX-2) yang berperan penting dalam 

metabolisme asam arakidonat menjadi mediator inflamasi seperti Prostaglandin E2 

(PGE2) dan Tromboksan A2 (TXA2). Pemberian obat anti-inflamasi golongan Anti 

Inflamasi Non Steroid (AINS) seringkali digunakan untuk mengontrol aktivitas 

inflamasi dengan menghambat aktivitas enzim COX-2. Namun, penggunaan obat 

AINS dalam jangka waktu tertentu dapat menimbulkan efek samping. 

Penggunaan bahan herbal sebagai alternatif obat anti-inflamasi mulai 

dikembangkan, salah satunya adalah flavonoid daun tembakau kasturi. 

Ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi diperoleh dengan menggunakan 

metode hidrolisis dan refluks. Proses isolasi hPBMC dilakukan dengan cara 

sentrifugasi gradien menggunakan ficoll paque. Jumlah sel yang digunakan adalah 

1x10
5
 cell/well yang didistribusikan ke dalam 96 well-plate (3 plate) dan 

diinkubasi ke dalam inkubator CO2 5%, 37ºC selama 24 jam. hPBMC dipapar 

lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis dengan konsentrasi 10 μg/ml.  Ekstrak 

flavonoid sebanyak 100 μl ditambahkan pada kelompok penelitian dengan 

konsentrasi 640 µg/ml, 320 µg/ml, 80 µg/ml, 40 µg/ml, 20 µg/ml, 10 µg/ml, dan 

2,5 µg/ml. Kelompok kontrol hanya berisi lipopolisakarida dan tidak diberi 

ekstrak flavonoid. Selanjutnya dilakukan inkubasi selama 24 jam, 48 jam, dan 72 

jam. Uji kadar COX-2 dilakukan dengan metode ELISA dengan panjang 

gelombang 450 nm. 

Hasil penelitian ini menunjukkan adanya perubahan kadar COX-2 pada 

hPBMC yang dipapar lipopolisakarida dan diberi ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi dengan berbagai konsentrasi (640 µg/ml,  320 µg/ml, 80 µg/ml, 

40 µg/ml, 20 µg/ml, 10 µg/ml,  dan 2,5 µg/ml) selama 24, 48, dan 72 jam. Hal ini 

menujukkan bahwa ekstrak flavonoid kemungkinan mempunyai aktivitas anti-

inflamasi kurang dari 24 jam yang ditunjukkan dengan penurunan ekspresi COX-

2. Kemampuan flavonoid dalam menghambat ekspresi COX-2 pada hPBMC 

kemungkinan dapat terjadi melalui dua jalur, yaitu jalur Nuclear Factor Kappa-B 

(NF-κB) dan jalur mitogen-activated protein kinases (MAPKs). Hasil penelitian 

ini dapat disimpulkan bahwa ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi dengan 

berbagai konsentrasi dapat menghambat ekspresi COX-2 pada hPBMC yang 

dipapar lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis, terutama selama masa 

inkubasi 24 jam dengan konsentrasi optimal adalah konsentrasi 640 μg/ml dan 

320 μg/ml. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Periodontitis merupakan penyakit inflamasi yang mengakibatkan kehilangan 

gigi. Penyebab utama penyakit ini yaitu adanya injuri biologis periopatogen, salah 

satunya bakteri Porphyromonas gingivalis (Bostanci dan Belibasakis, 2012). 

Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri Gram-negatif yang menghasilkan 

endoktoksin berupa lipopolisakarida. Lipopolisakarida merupakan komplek 

senyawa lipid dan polisakarida penyusun membran luar bakteri Gram-negatif 

(Wang dan Quinn, 2010). Lipopolisakarida akan memicu respon inflamasi 

intraseluler melalui ikatan antara lipopolisakarida dengan Toll-like receptors 4 

(TLR4) pada permukaan sel mononuklear (Nijland dkk., 2014). 

 Sel darah mononuklear merupakan sel-sel darah putih berinti bulat dan 

tunggal yang dapat diisolasi dari darah perifer manusia yang dikenal dengan 

human peripheral blood mononuclear cells (hPBMC). HPBMC terdiri atas sel  

monosit dan limfosit yang terlibat dalam sistem imunitas seluler (Kleiveland, 

2015). Selain itu, sel-sel tersebut dapat menghasilkan enzim Cyclooxygenase 

(COX) yang berperan penting pada proses metabolisme asam arakidonat untuk 

menghasilkan mediator inflamasi, terutama COX-2 (Rouzer dan Marnett, 2009; 

Mohale dkk., 2014). 

Cyclooxygenase-2 (COX-2) merupakan salah satu isoform yang bertanggung 

jawab dalam sintesis mediator inflamasi seperti Prostaglandin E2 (PGE2) dan 

Tromboksan A2 (TXA2) dari asam arakidonat membran sel pada kondisi 

patofisiologi seperti inflamasi. Ekspresi enzim ini akan meningkat apabila 

mendapatkan stimulus inflamasi seperti lipopolisakarida, sitokin pro-inflamatori, 

growth factor, dan trauma mekanis, sehingga akan menyebabkan peningkatan 

produksi mediator inflamasi. Jika produksi mediator inflamasi terjadi secara terus-

menerus, dapat mengakibatkan kerusakan jaringan. Pemberian obat anti-inflamasi, 

salah satunya obat golongan Anti Inflamasi Non Steroid (AINS) seringkali 

digunakan untuk mengontrol aktivitas inflamasi (Ricciotti dan FitzGerald, 2011; 

Marks dkk., 2000; Mohale dkk., 2014). 
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Obat-obatan golongan AINS diketahui mampu menghambat aktivitas enzim 

COX-2 dalam mengkonversikan asam arakidonat menjadi prostaglandin (Corwin, 

2009; Fajriani, 2008). Namun, penggunaan obat AINS dalam jangka waktu 

tertentu dapat menimbulkan efek samping, salah satunya berupa perdarahan pada 

saluran pencernaan (Goldstein dan Cryer, 2015).  Oleh sebab itu, penggunaan 

bahan herbal sebagai alternatif obat anti-inflamasi mulai dikembangkan. 

Salah satu hasil perkebunan utama di Kabupaten Jember adalah tembakau 

kasturi (Nicotiana tabacum L.). Saat ini pemanfaatan daun tembakau di Indonesia 

masih terpusat pada industri rokok dan cerutu (Ardhiarisca dkk., 2015). Produk 

tembakau terutama rokok menimbulkan dampak negatif bagi kesehatan, seperti 

kanker, penyakit paru–paru, perubahan warna pada gigi, resesi gingiva, kerusakan 

jaringan periodontal, dan hilangnya gigi (Fathiazad dkk., 2005). Namun, daun 

tembakau juga mengandung berbagai senyawa bioaktif yang berlimpah, salah satu 

senyawa tersebut adalah flavonoid. Jenis flavonoid yang terdapat pada daun 

tembakau adalah rutin, apigenin, quercetin, dan kaempferol (Fathiazad dkk., 

2005; Fu dkk., 2016). Kandungan flavonoid pada daun tembakau lebih besar 

dibandingkan dengan sumber lain, dimana 100 mg daun tembakau kering 

mengandung 31,09 ± 3,70 mg RE/g flavonoid, sedangkan pada 2 g daun teh 

mengandung 5,40 ± 0,72 mg RE/g flavonoid dan 0,5 g bunga jeruk mengandung 

3.83 ± 0.05 mg RE/g (Gonbad dkk., 2016; Karimi dkk., 2012; Wang dkk., 2016). 

Flavonoid merupakan kelompok senyawa polifenol yang diketahui memiliki 

aktivitas biologis maupun farmakologis yang bermanfaat bagi kesehatan manusia, 

antara lain bersifat antibakteri, antikarsinogen, dan antioksidan (Zhu dkk., 2013; 

Ru dkk., 2012; Fatimah, 2016). Penelitian sebelumnnya menunjukkan bahwa 

ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi daun tembakau konsentrasi 320 µg/ml, 

160 µg/ml, dan 80 µg/ml daun mempunyai daya antibakteri yang kuat terhadap 

bakteri Porphyromonas gingivalis (Fatimah, 2016), dan  konsentrasi 640 µg/ml, 

40 µg/ml, dan 2,5 µg/ml dapat menghambat ekspresi TLR4 (Sonia, 2017). Selain 

itu, ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi konsentrasi 1,25 µg/ml, 2,5 µg/ml, 

80 µg/ml, dan 320 µg/ml mempunyai bioavaibilitas yang baik terhadap kultur sel 

fibroblas gingiva manusia (Rizky, 2016). 
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Berdasarkan latar belakang tersebut, penulis ingin meneliti pengaruh ekstrak 

flavonoid daun tembakau kasturi (Nicotiana tabacum L.) terhadap kadar COX-2  

pada human peripheral blood mononuclear cell (hPBMC) yang dipapar 

lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis. Adapun konsentrasi flavonoid yang 

digunakan pada penelitian ini adalah 640 µg/ml, 320 µg/ml, 80 µg/ml, 40 µg/ml, 

20 µg/ml, 10 µg/ml,  dan 2,5 µg/ml dengan waktu inkubasi 24 jam, 48 jam dan 72 

jam. Pemilihan konsentrasi tersebut didasarkan pada penelitian pendahuluan yang 

telah dilakukan oleh Rizky (2016), Fatimah (2016), dan Sonia (2017). Hasil 

penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan dan dikembangkan sebagai acuan 

bahan dasar pembuatan obat anti-inflamasi pada penyakit periodontitis. 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang penelitian, rumusan masalah pada penelitian ini 

adalah sebagai berikut: 

a. Bagaimana pengaruh ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi (Nicotiana 

tabacum L.) terhadap kadar COX-2 pada hPBMC yang dipapar 

lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis? 

b. Berapa konsentrasi optimal ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi  

(Nicotiana tabacum L.) terhadap kadar COX-2 pada hPBMC yang dipapar 

lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Penelitian ini bertujuan untuk: 

a. Mengkaji pengaruh ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi daun tembakau  

kasturi  (Nicotiana tabacum L.) terhadap kadar COX-2  pada hPBMC yang 

dipapar lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis. 

b. Menetapkan konsentrasi optimal ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi 

(Nicotiana tabacum L.) terhadap kadar COX-2 pada hPBMC yang dipapar 

lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian ini adalah: 

a. Memberikan pengetahuan tentang pengaruh ekstrak flavonoid daun tembakau 

kasturi (Nicotiana tabacum L.) terhadap kadar COX-2  pada hPBMC yang 

dipapar lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis. 

b. Mengembangkan ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi (Nicotiana 

tabacum L.) sebagai bahan dasar pembuatan obat anti-inflamasi pada 

penyakit periodontitis. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Tembakau 

Tembakau adalah tanaman musiman yang tergolong dalam tanaman 

perkebunan yang diproses dari daun tanaman. Tembakau biasanya dikonsumsi 

sebagai rokok dan tembakau kunyah (Nitasari, 2010; Susilowati, 2006). 

Berdasarkan Surat Keterangan Identifikasi UPT Balai Konservasi Tumbuhan 

Kebun Raya Purwodadi No. 1304/IPH.6/HM/IX/2015, menerangkan tanaman 

tembakau diklasifikasikan sebagai berikut: 

Divisio  : Magnoliophyta 

Klas  : Magnoliopsida 

Sub Klas : Asteridae 

Ordo  : Solanales 

Famili   : Solanaceae 

Sub Famili  : Nicotianae 

Genus   : Nicotianae 

Spesies  : Nicotiana tabacum L. 

2.1.1 Morfologi Tembakau 

a. Bagian Akar  

Tanaman tembakau merupakan tanaman yang berakar tunggang. Akar 

tunggangnya dapat menembus ke dalam tanah  sampai kedalaman  50 cm – 75 

cm. Selain akar tunggang, tembakau juga memiliki akar serabut yang menyebar 

ke samping serta memiliki bulu–bulu akar. Fungsi akar adalah untuk 

memperkokoh tanaman, penyerapan zat–zat hara (makanan), dan air dari dalam 

tanah (Cahyono, 1998). 

b. Bagian Batang  

Batang tanaman tembakau berbentuk agak bulat dengan diameter batang 

sekitar 5 cm, semakin ke ujung semakin kecil. Batang tanaman tidak bercabang 

atau sedikit bercabang. Ruas–ruas batang yang ditumbuhi daun mengalami 
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penebalan. Pada setiap ruas batang selain ditumbuhi daun juga ditumbuhi tunas 

yang disebut tunas ketiak daun (Cahyono, 1998). 

c. Bagian Daun 

Daun tembakau berbentuk bulat lonjong (oval) atau bulat, tergantung pada 

varietasnya. Daun yang berbentuk bulat lonjong ujungnya meruncing, sedangkan 

yang berbentuk bulat ujungnya tumpul. Daun memiliki tulang daun yang 

menyirip; bagian tepi daun agak bergelombang dan licin. Ukuran daun (lebar 

dan panjangnya) bervariasi, tegantung pada varietas dan lingkungan tumbuhnya. 

Ketebalan daunnya juga berbeda–beda, tergantung pada varietas dan cara budi 

daya (Cahyono, 1998). Jumlah daun yang dapat dimanfaatkan (dipetik) dalam 

setiap batangnya mencapai 32 helai daun (Matnawi, 1997). 

d. Bagian Bunga  

Bunga tanaman tembakau merupakan bunga majemuk yang tersusun 

dalam beberapa tandan berisi sampai 15 bunga. Bunga berbentuk seperti 

terompet dan panjang. Warna bunga merah jambu sampai merah tua pada bagian 

atasnya, sedangkan bagian lain berwarna putih (Cahyono, 1998). 

e. Bagian Buah 

Bakal buah berada di atas dasar bunga, berbentuk lonjong dan bergerigi. 

Bakal buah akan tumbuh menjadi buah setelah terjadi penyerbukan. Buah 

tembakau berbentuk bulat lonjong dan berukuran kecil, di dalamnya banyak 

berisi biji yang bobotnya sangat ringan (Cahyono, 1998). Setiap pertumbuhan 

yang normal, dalam satu tanaman terdapat ± 300 buah dan setiap buahnya berisi 

biji–biji sebanyak ± 2.500 butir (Matnawi, 1997). 

 

2.1.2 Kandungan Daun Tembakau 

Daun tembakau mengandung berbagai senyawa bioaktif yang berlimpah 

seperti, flavonoid, polifenol, dan alkaloid (Fathiazad dkk., 2005 dan Ru dkk., 

2012). Kandungan flavonoid pada 100 mg daun tembakau kering adalah sebesar 

31,09 ± 3,70 mg RE/g flavonoid (Wang dkk., 2016). Selain itu daun tembaku 

juga mengandung nikotin dengan kadar rendah (min n 0,6%) (Santoso, 2013). 

Hasil penelitian pendahuluan Kusumawardani (2016) menunjukkan bahwa 
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limbah daun tembakau kasturi mengandung nikotin dengan kadar rendah yaitu 

kurang dari 0,1 µg/g. Kandungan lain yang terdapat dalam daun tembakau 

dijelaskan pada Tabel 2.1. 

Tabel 2.1. Kandungan Daun Tembakau menurut Podlejski dan Olejniczak 

Komponen Komposisi  (%bk) 

Total Nitrogen 

Protein nitrogen (nitrogen)  

Nikotin 

Nitrogen dari asam α-amino  

Air terlarut karbohidrat  

Selulosa 

Pektin  

Polypentose  

Minyak atsiri 

Resin yang diekstrak menggunakan benzena  

Resin yang diekstrak menggunakan  petrolum eter 

Polyphenol 

Asetaldehid 

Asam organik 

a. Asam oksalat  

b. Asam sitrat 

c. Asam hidroksi 

d. Asam volatil 

pH dari air yang terekstrak 

Abu 

2,20 

1,58 

0,67 

0,30 

25,9 

12,3 

13,4 

4,90 

0,13 

7,42 

6,20 

4,39 

0,26 

9,12 

2,18 

1,27 

4,57 

1,12 

5,54 

15,4 

Sumber: Rusli dkk., 2011. 

2.2 Tembakau Kasturi 

Tembakau Kasturi adalah tanaman tembakau yang banyak diprodusi di 

Kabupaten Jember. Tembakau kasturi merupakan tanaman tembakau yang 

ditanam pada musim hujan dan dipanen pada musim kemarau, dikenal dengan 

tembakau Voor-Oogst. Tembakau kasturi termasuk tipe tembakau sun cured 

karena dikeringkan dengan sinar matahari dalam bentuk lembaran serta 

difermentasi. Tembakau tersebut digunakan sebagai bahan baku rokok kretek 

(Santoso, 2013). 

Varietas tembakau kasturi yang ditanam oleh petani adalah Marakot, 

Jimahmud, dan Baleno. Pada tahun 2007, Indonesia Sweetener and Fiber Crops 
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Research Insttute (ISFCRI) telah mengesahkan varietas baru dari tembakau 

kasturi (Djajadi, 2015). Berdasarkan SK Mentan No: 132/Kpts/SR.120/2/2007 

dan No: 133/Kpts/SR.120/2/2007 varietas baru tembakau kasturi terdiri atas 

Kasturi 1 dan Kasturi 2 (Gambar 2.1) (Balittas, 2014). Karakteristik kedua 

varietas tersebut dijelaskan pada Tabel 2.2.  

 

Tabel 2.2. Karakteristik Tembakau Kasturi 1 dan Kasturi 2 

Karakteristik  Kasturi 1  Kasturi 2  

Asal varietas  Seleksi massa postif 

Kasturi Mawar, jember  

Seleksi massa positif 

Kasturi Ledokombo  

Bentuk daun  Lonjong  Lonjong  

Ujung daun  Meruncing  Meruncing  

Tepi daun  Rata  Licin  

Permukaan daun  Rata  Rata  

Phylotaxi  2/5, putar ke kiri  2/5, putar ke kiri  

Indeks daun  0,486  0,529  

Jumlah daun  16-19 lembar  17-19 lembar  

Produksi  1,75 ton krosok/ha  1,75 ton krosok/ha  

Indeks mutu  81,75 + 0,98  82,40 + 1,03  

Kadar nikoton  3,21 + 0,08  3,54 + 0,04  

Sumber : http://balittas.litbang.pertanian.go.id 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.1 Tembakau Kasturi 1 dan 2 (Sumber : Djajadi, 2015) 
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2.3 Flavonoid 

Flavonoid merupakan golongan senyawa yang memiliki struktur kerangka 

dasar C6–C3–C6. Setiap bagian C6 merupakan cincin benzena yang dihubungkan 

dengan tiga atom karbon (C3) yang merupakan rantai alifatis yang dapat pula 

membentuk cincin ketiga (Sabir, 2003). Struktur umum flavonoid dapat dilihat 

pada Gambar 2.2. Flavonoid dikelompokkan menjadi 6 golongan, yaitu: flavon, 

isoflavon, flavanon, flavonol, flavanol, dan antosianidin (Gambar 2.3) (Rathee 

dkk., 2009). Penggolongan flavonoid ini berdasarkan pada perbedaan struktur 

kimianya, yaitu perbedaan substituen cincin heterosiklik yang mengandung 

oksigen dan perbedaan distribusi gugus hidroksil. Sebaliknya, perbedaan 

oksigenasi pada atom C3 menentukan sifat, khasiat, dan tipe/golongan flavonoid. 

Saat ini, lebih dari 4.000 flavonoid telah diidentifikasi pada tumbuhan tingkat 

tinggi dan rendah (Sabir, 2003). 

 

 

 

 

 

Gambar 2.2 Struktur umum flavonoid dengan dua cincin benzena (A dan B), 

dihubungkan melalui cincin pirin heterosiklik (C) (Sumber : Sabir, 

2003)  

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.3 Struktur golongan flavonoid (Sumber : Rathee dkk., 2009) 
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Tabel 2.3. Macam-macam Flavonoid Berdasarkan Golongannya 

Golongan Flavonoid Macam-macam Flavonoid 

Flavon Flavone, Acacetin, Luteolin, dan Chrysin 

Flavonol 

Kaempferol, Rhamnetin, Isorhamnetin, 

Morin, Myricetin, Quercetin, Quercitrin, dan 

Rutin 

Flavanon Naringenin, Naringin, dan Taxifolin 

Antosianidin 
Pelargonidin, Cyanidin, Malvidin, 

Delphinidin, dan Pelargonidin 

Isoflavon Daidzein, Genistein, dan Genistin 

Flavan-3-ol 

Catechin, Epicatechin, Epicatechin gallate 

(ECG), Epigallocatechin gallate (EGCG), 

Procyanidin B1, dan Procyanidin B2 

Sumber: Bellik dkk., 2013; Hämäläinen dkk., 2011 

 

Flavonoid merupakan kelompok senyawa polifenol yang diketahui memiliki 

aktivitas biologis maupun farmakologis yang bermanfaat bagi kesehatan manusia, 

antara lain bersifat antimikroba, antikarsinogen, anti-inflamasi, dan antioksidan. 

Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak flavonoid daun tembakau 

kasturi konsentrasi 320 µg/ml, 160 µg/ml, dan 80 µg/ml mempunyai daya 

antimikroba terhadap bakteri Streptococcus mutans, Porphyromonas gingivalis, 

dan jamur Candida albicans (Fatimah, 2016). Flavonoid casticin dan 

chrysosplenol efektif menghambat mediator angiogenesis yang berperan penting 

dalam pertumbuhan tumor (Zhu dkk., 2013). Flavonoid sebagai anti-inflamasi 

diketahui mampu menghambat beberapa enzim yang diaktifkan selama proses 

inflamasi seperti COX-2. Hal ini dibuktikan oleh Hämäläinen dkk., (2011) 

melalui penelitiannya yang menyatakan bahwa flavonoid yaitu flavone, 

isorhamnetin, daidzein, dan genistein secara signifikan mampu menghambat 

ekspresi COX-2 pada makrofag teraktivasi yang dipicu lipopolisakarida. 

Sementara itu, Ru dkk., (2012) menyatakan bahwa flavonoid pada daun tembakau 
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efektif pada scavenging radikal bebas dan memiliki potensi menjadi antioksidan 

kuat. 

Pemanfaatan flavonoid dibeberapa disiplin ilmu kedokteran gigi masih terus 

diteliti. Flavonoid diketahui berperan dalam mempercepat proses penyembuhan 

luka pasca pencabutan gigi dengan cara meningkatkan atau mempercepat 

proliferasi sel fibroblas dan produksi serabut kolagen. Selain itu, aplikasi 

flavonoid juga dapat mengurangi rasa sakit yang timbul pasca ekstraksi gigi 

dengan cara menghambat jalur cyclooxygenase dan fosfolipase A2 sehingga 

sintesis prostaglandin akan berkurang (Sabir, 2003). Flavonoid juga berpotensi 

sebagai terapi pada penyakit periodontal. Terapi pada pasien penyakit periodontal 

dengan kapsul yang mengandung flavonoid terkonsentrasi menunjukan adanya 

penurunan papillary bleeding index (Nanescu dkk., 2011). Penenelitan yang 

dilakukan oleh Tominari dkk., (2012) juga menunjukan bahwa flavonoid dapat 

mengembalikan masa tulang alveolar dengan menghambat resorpsi tulang yang 

diinduksi oleh lipopolisakarida. 

2.4 Flavonoid Tembakau 

Fathiazad dkk., (2006) menyebutkan bahwa dalam daun tembaku terdapat 

tiga jenis utama flavonoid yaitu: apigenin, quercetin, dan rutin. Chen dkk., (2013) 

menemukan  tiga flavonoid baru yaitu: 6,7-dimetoksi-4'-hidroksi-8-formilflavon 

(1), 8-formil-4',6,7-trimetoksiflavon (2), dan 4',7-dihidroksi-8-formil-6-

methoxyflavon (3),  yang diisolasi dari daun tembakau oriental (varietas 

Nicotiana tabacum L). Penelitian pendahuluan yang dilakukan oleh 

Kusumawardani (2016) menunjukkan bahwa pada limbah daun tembakau jenis 

kasturi mengandung flavonoid yaitu: quercetin, kaempferol, dan rutin. Kadungan 

flavonoid lain pada daun tembakau terdapat pada Tabel 2.4. 
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Tabel 2.4. Kandungan Flavonoid pada Daun Tembakau 

Flavonoid  Rumus Molekul 

Kaemferol C15H10O6 

Isokaemferide C16H12O6 

Quercetin 3-methyl ether C16H12O7 

5,7-Di-O-methylquercetin C17H14O7 

Astragalin  C21H20O11 

Isoquercetin C21H20O12 

Nicotiflorin C27H30O15 

Rutin C27H30O16 

6-Hydroxy-rutin C27H30O17 

Cyanidin 3-O-rutinoside chloride C27H31O15Cl 

Kaemferol 3-O-rhamnopyranosyl(1-2)-β-

galactopyranoside-7-O-β-glucopyranoside 

C33H40O20 

Quercetin-3,7-rutinosogalactoside C33H40O21 

 Sumber: Fu dkk, 2016 

 

Flavonoid tembakau juga diketahui memiliki aktivitas biologis seperti 

antibakteri, antioksidan, dan anti jamur. Wang dkk., (2008) dalam penelitiannya 

melaporkan bahwa kandungan polifenol yang banyak terdapat pada daun 

tembakau adalah asam klorogenik dan rutin. Kedua polifenol tersebut memiliki 

aktivitas antioksidan dan aktivitas antimikroba yang baik terhadap bakteri 

Escherichia coli, Staphylococcus aureus, dan  Bacillus subtilis.  Penelitian yang 

dilakukan oleh Dubey dkk., (2013) juga menunjukkan bahwa flavonoid rutin dari 

daun tembakau memiliki aktivitas anti jamur terhadap Pseudomonas aurigenosa 

dan Candida albicans, serta memiliki aktivitas antibakteri yang baik  terhadap 

bakteri Staphylococcus aureus, Klebsiella oxytoca,  Bacillus subtilis, dan 

Escherichia coli. Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa ekstrak flavonoid 

daun tembakau kasturi konsentrasi 320 µg/ml, 160 µg/ml, dan 80 µg/ml 

mempunyai daya antimikroba terhadap bakteri Streptococcus mutans, 

Porphyromonas gingivalis, dan jamur Candida albicans (Fatimah, 2016). Ekstrak 

etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum) efektif sebagai antibakteri terhadap 

bakteri Porphyromonas gingivalis (Putri, 2015). Penelitian pendahuluan yang 

telah dilakukan oleh Sonia (2017), menunjukkan bahwa ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi pada konsentrasi 640 µg/ml, 40 µg/ml, dan 2,5 µg/ml dapat 
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menghambat ekspresi TLR4. Flavonoid juga diketahui memiliki sifat 

bioavaibilitas yang baik, dimana ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi dengan 

konsentrasi 1,25 µg/ml, 2,5 µg/ml, 80 µg/ml, dan 320 µg/ml tidak bersifat toksik 

terhadap kultur sel fibroblas gingiva manusia (Rizky, 2016). 

2.5 Inflamasi  

Inflamasi merupakan suatu respon imun dan fisiologis tubuh akibat adanya 

invasi patogen ataupun cedera sel (Kang dkk., 2011). Respon inflamasi tersebut 

dapat disebabkan oleh kehadiran beragam zat, seperti bakteri, jamur dan virus, 

trauma, dan senyawa toksik (polutan) (Lopez dkk., 2016). Terdapat dua stadium 

yang terjadi selama proses inflamasi, yaitu stadium inflamasi vaskular dan 

stadium inflamasi seluler (Corwin, 2009). 

Perubahan pada stadium vaskular meliputi vasokontriksi sementara sebagai 

respon terhadap cedera, diikuti dengan vasodilatasi dan peningkatan aliran darah 

ke daerah yang mengalami cedera sehingga mengakibatkan panas dan 

kemerahan. Bersamaan dengan itu, pelepasan histamin oleh sel–sel mast 

menyebabkan peningkatan permeabelitas kapiler yang selanjutnya  meningkatan 

perpindahan filtrat plasma ke dalam ruang interstisium. Hal ini menyebabkan 

terjadinya edema (Price, 2005; Corwin, 2009). 

Respon inflamasi juga melibatkan pengaktifan beberapa komponen seluler 

seperti neutrofil, makrofag, monosit, dan limfosit. Makrofag dan monosit dapat 

diaktifkan melalui pengenalan endotoksin bakteri patogen, yaitu lipopolisakarida 

(LPS) bakteri, oleh Toll-like receptors 4 (TLR4) (Nijland dkk., 2014). Sel-sel 

tersebut akan mengeluarkan sejumlah besar mediator vasoaktif seperti 

tromboksan dan prostaglandin, serta sitokin pro-inflamatori yaitu, tumor necrosis 

factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6), dan interleukin-1 (IL-1). Adanya 

endotoksin berupa lipopolisakarida dan sitokin pro-inflamatori akan merangsang 

pembentukan mediator inflamasi melalui jalur Cyclooxygenase (COX) 

(Baratawidjaja, 2013; Corwin, 2009). 

Membran sel tersusun atas membran fosfolipid bilayer yang mengandung 

asam lemak berupa asam arakidonat. Adanya stimulus inflamasi akan 
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menyebabkan pengaktifkan enzim fosfolipase A2 yang menyebabkan pelepasan 

asam arakidonat dari membran sel ke dalam sitosol. Asam arakidonat akan 

diubah menjadi prostaglandin E2 (PGE2) dan tromboksan A2 (TXA2) dengan 

bantuan enzim Cyclooxygenase (COX) (Marks dkk., 2000; Corwin, 2009). 

Terdapat dua jenis COX yaitu, COX-1 dan COX-2. COX-1 secara terus-

menerus diekspresikan pada kebanyakan sel yang berfungsi untuk menghasilkan 

PGE2 dan TXA2 untuk mempertahankan fungsi fisiologis seperti melindungi 

lapisan mukosa gastrointestinal, mengatur keseimbangan air atau elektrolit, dan 

integritas fungsi trombosit. COX-2 tidak terekspresikan pada kebanyakan 

jaringan, namun ekspresinya diinduksi oleh stimulus inflamasi (Mohale dkk., 

2014; Murphy, 2006; Ricciotti dan FitzGerald, 2011).   

2.6 Nuclear Factor Kappa-B (NF-κB) 

NF-κB merupakan faktor transkripsi penting dalam mengekspresikan gen 

yang telibat  pada proses inflamasi.  NF-κB biasanya terdiri atas dua sub unit 

yang dinamai p50 dan p65. Secara normal, NF-κB  berada di dalam sitoplasma 

berupa suatu komplek inaktif berikatan dengan protein inhibitor yang disebut 

IκB. Berbagai rangsangan Produk bakteri Gram-negatif berupa lipopolisakarida 

akan menyebabkan pengkaktifan IκB kinase (IKK) sitoplasma yang akan 

memfosfolirasi dan mendegradasi komplek ikatan NF-κB  dengan IκB. 

Akibatnya, heterodimer NF-κB  (p50/p65) akan bertranslokasi dari sitoplasma ke 

dalam inti sel. Selanjutnya di dalam inti sel, sub unit p50/p65 akan berikatan 

dengan sejumlah promotor gen dan mengkatifkan transkripsi gen target yang 

terlibat dalam respon inflamasi, seperti iNOS, COX-2, dan berbagai sitokin 

proinflamasi, seperti IL-6, IL-1, dan TNF-α (Kang dkk, 2011; Murray dkk, 

2009). 

2.7 Cyclooxygenase-2 

COX-2 merupakan enzim yang berperan dalam metabolisme asam arakidonat 

membran sel. Apabila dalam keadaan normal, enzim ini tidak akan terekpresikan 

atau terekspresikan dalam keadaan rendah. Ekspresi COX-2 akan meningkat 
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apabila mendapat stimulus inflamasi seperti lipopolisakarida, sitokin pro-

inflamatori, growth factor, dan trauma mekanis. Enzim ini berperan dalam proses 

sintesis PGE2 dan TXA2 sebagai mediator inflamasi (Mohale dkk., 2014). PGE2 

berperan dalam meningkatkan aliran darah ke lokasi inflamasi, meningkatkan 

permeabelitas kapiler, dilatasi vaskuler, dan induksi kemotaksis neutrofil. PGE2 

juga meningkatkan efek histamin yang menyebabkan demam ketika terjadi 

infeksi dan merangsang reseptor nyeri (Baratawidjaja, 2013; Corwin, 2009). 

Sementara itu TXA2 dapat merangsang agregasi trombosit yang dapat memicu 

terbentuknya trombus (Marks dkk., 2000). 

Ketika mendapat stimulus inflamasi, COX-2 akan terekspresikan oleh suatu 

sel dengan kecepatan tertentu. Ekspresi COX-2 juga dapat dipengaruhi oleh 

kultur sel yang digunakan. Beberapa penelitian menyebutkan bahwa ekspresi 

COX-2 pada hPBMC yang di stimulasi lipopolisakarida sudah dapat terdeteksi 

pada waktu inkubasi kurang dari 24 jam (Lu dan Wahl, 2005; Charoenkij dkk., 

2016). Namun, peningkatan ekspesi COX-2 pada hPBMC diduga dapat 

dipengaruhi oleh respon hPBMC terhadap adanya inflamasi. Hal tersebut diduga 

dipengaruhi oleh beberapa faktor, baik dari segi pendonor seperti status gizi, 

hormonal, adanya atau tidaknya infeksi, riwayat penyakit menahun, maupun dari 

segi sel tersebut seperti: viabilitas sel, komposisi sel, serta kemampuan adhesi 

dan spreading hPBMC. Kemampuan adhesi dan spreading hPBMC dipengaruhi 

oleh beberapa hal yaitu: luas permukaan sel, jumlah dan kepadatan adhesi site, 

dan reseptor pada permukaan sel (Miagkov, 2016; Kleiveland, 2015; Rajaraman 

dkk., 1977).  

2.8 Human Peripheral Blood Mononuclear Cell (hPBMC) 

Human Peripheral Blood Mononuclear Cell (hPBMC) merupakan sel-sel 

darah yang berperan penting dalam sistem kekebalan tubuh untuk melawan 

infeksi dan beradaptasi dengan benda asing yang masuk ke dalam tubuh. Sel-sel 

darah ini terdiri atas setiap sel darah yang memiliki inti bulat seperti limfosit dan 

monosit. Sel-sel darah ini dapat diekstraksi dari darah perifer manusia. HPBMC 

banyak digunakan dalam penelitian dan aplikasi toksikologi. HPBMC diperoleh 
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dengan memisahkan sel-sel tersebut dari komponen darah lainnya seperti 

granulosit, sel darah merah, dan plasma darah dengan metode density gradient 

centrifugation (Pourahmad dan Salimi, 2015; Kleiveland, 2015). 

Limfosit B (sel B) matang di sum–sum tulang. Setelah matang, sel B beredar 

dalam darah berbentuk inaktif dan menjadi aktif hanya setelah terpajan pada 

molekul spesifik, biasanya protein atau karbohidrat besar dari molekul asing. Sel 

B menyusun sistem imun humoral, yang berarti bahwa sel–sel tersebut 

bersikulasi dalam darah (Corwin, 2009).   

Limfosit T menyusun sistem imun seluler. Pematangan sel T berlangsung 

selama pergerakan melalui kelenjar timus. Seperti sel B, sel T tetap inaktif 

sampai sel tersebut berhadapan  dengan molekul  spesifik. Ketika molekul asing 

muncul, sel T akan aktif dan secara langsung menyerang dan menghancurkan 

molekul tersebut. Sel T dapat pula melepaskan zat–zat kimia yang 

mewaspadakan sel B  untuk membangkitkan respon humoral. Sel T juga dapat 

merangsang pelepasan sitokin pro-inflamasi atau anti-inflamasi (Corwin, 2009).   

Monosit merupakan salah satu leukosit dengan tipe agranular yang berasal 

dari sum–sum tulang belakang. Pada perjalanan respon inflamasi akut, monosit 

mulai bermigrasi dalam waktu yang kira-kira sama dengan neutrofil, tetapi 

jumlahnya jauh lebih sedikit dan kecepatannya jauh lebih lambat. Oleh karena itu 

pada awal respon inflamasi, jumlah sel darah putih relatif sedikit (Corwin, 2009). 

Monosit mampu mensintesis berbagai enzim interseluler tetapi tidak bersifat 

fagositik. Setelah beberapa jam berada di jaringan, sel ini berkembang matang 

menjadi makrofag. Makrofag adalah sel besar yang bergerak aktif dan berespon 

terhadap rangsangan kemotaktik. Makrofag bersifat fagositik aktif  dan mampu 

membunuh serta mencerna berbagai agen inflamasi (Price, 2005; Corwin, 2009). 

2.9 Lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis 

Porphyromonas gingivalis adalah bakteri  Gram-negatif, berpigmen hitam,  

yang membutuhkan kondisi anaerob untuk tumbuh dan adanya heme serta 

vitamin K sebagai nutrisinya. Bakteri periodontopatik ini ditemukan pada 

85,75% sampel plak subgingiva dari pasien dengan periodontitis kronis. Spesies 
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ini memiliki beberapa faktor virulensi salah satunya adalah endotoksin berupa 

lipopolisakarida (Bostanci dan  Belibasakis, 2012; How, 2016). 

Lipopolisakarida merupakan komponen penyusun terbesar pada membran 

luar bakteri Gram-negatif. Secara molekuler, lipopolisakarida terdiri atas tiga 

bagian, yaitu lipid A, inti polisakarida, dan antigen O. Lipid A merupakan 

komponen hidofilik yang terdapat dalam membran luar bakteri, sedangkan inti 

polisakarida dan antigen O terdapat pada permukaan sel bakteri. Lipid A 

diketahui bertanggung jawab atas efek toksik dari infeksi bakteri Gram-negatif. 

Lipid A ini juga merupakan komponen bakteri Gram-negatif yang dapat dikenali 

oleh TLR4. Struktur lipopolisakarida secara rinci bervariasi dari satu bakteri ke 

bakteri lainnya, dan variasi ini dapat mempengaruhi virulensi bakteri (Wang dan 

Quinn, 2010; Uematsu dan Akira, 2008). 
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2.10 Kerangka Konseptual 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

 : Menghambat 

 

Gambar 2.4 Kerangka Konseptual 
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Penjelasan Kerangka Konseptual 

Lipopolisakarida (LPS) merupakan endotoksin bakteri Gram-negatif, dapat 

berikatan dengan Toll-like receptors 4 (TLR4) pada permukaan sel hPBMC dan 

memicu respon inflamasi melalui pengaktifan jalur nuclear factor kappa-B (NF-

κB). NF-κB merupakan faktor transkripsi penting dalam mengekspresikan gen 

yang telibat dalam proses inflamasi.  NF-κB biasanya terdiri atas dua sub unit 

yang dinamai p50 dan p65. Secara normal, NF-κB  berada di dalam sitoplasma 

berupa suatu komplek inaktif berikatan dengan protein inhibitor yang disebut 

inhibitor NF-κB (IκB). Stimulus inflamasi seperti lipopolisakarida akan berikatan 

dengan TLR4 pada permukaan sel, sehingga menyebabkan pengaktifan IκB 

kinase (IKK) sitoplasma yang akan memfosfolirasi dan mendegradasi komplek 

ikatan NF-κB dengan IκB. Akibatnya, NF-κB  (p50/p65) akan bertranslokasi dari 

sitoplasma ke dalam nukleus. Selanjutnya di dalam nukleus, sub unit p50/p65 

akan berikatan dengan sejumlah promotor gen dan mengaktifkan transkripsi gen 

target yang terlibat dalam respon inflamasi, salah satunya COX-2. 

Daun Tembakau jenis Kasturi diketahui mengandung senyawa bioaktif yang 

berlimpah saah satunya adalah flavonoid. Flavonoid berpotensi sebagai agen anti-

inflamasi yaitu menghambat aktivitas COX-2 dengan menghambat aktivasi IKK, 

menghambat fosforilasi dan dengradasi IκB, serta mencegah translokasi NF-κB 

(p50/p65) ke nukleus. 
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2.11 Hipotesis  

Ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi daun tembakau  kasturi  

(Nicotiana tabacum L.) mampu menghambat kadar COX-2 pada human 

peripheral blood mononuclear cell (hPBMC) yang dipapar lipopolisakarida 

Porphyromonas gingivalis. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

  Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris. Rancangan 

penelitian yang digunalan adalah the post test only control group design. 

3.2 Tempat Penelitian 

a. Pengeringan daun tembakau dilakukan di Laboratorium Farmasi, Fakultas 

Farmasi, Universitas Jember. 

b. Pembuatan ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi daun tembakau 

dilakukan di Laboratorium Teknik Kimia, Politeknik Negeri Malang. 

c. Pengambilan sampel darah pendonor dilakukan di Laboratorium 

Farmakologi, Fakultas Kedokteran, Universitas Gajah Mada Yogyakarta. 

d. Isolasi hPBMC dilakukan di Laboratorium Parasitologi, Fakultas Kedokteran, 

Universitas Gajah Mada Yogyakarta. 

e. Uji ELISA dilakukan di Laboratorium Parasitologi, Fakultas Kedokteran, 

Universitas Gajah Mada Yogyakarta. 

3.3 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Oktober 2017- Maret 2018. 

3.4 Variabel Penelitian 

a. Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekstrak flavonoid daun tembakau 

kasturi daun tembakau kasturi (Nicotiana tabacum L) pada konsentrasi 640 µg/ml,  

320 µg/ml, 80 µg/ml, 40 µg/ml, 20 µg/ml, 10 µg/ml,  dan 2,5 µg/ml. 

b. Variabel Terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah kadar COX-2 pada hPBMC yang 

telah dipapar lipopolisakarida. 
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c. Variabel Terkendali 

Variabel terkendali dalam penelitian ini adalah  daun tembakau kasturi yang 

sesuai kriteria sampel, hPBMC, waktu pengamatan (24 jam, 48 jam, dan 72 jam), 

suhu inkubasi 37
o
C, dan paparan lipopolisakarida. 

3.5 Definisi Operasional 

a. Ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi daun tembakau kasturi (Nicotiana 

tabacum L.) adalah stok ekstrak dari daun tembakau jenis kasturi berkualitas 

rendah yang diambil pada daun bagian bawah, berasal dari Kecamatan 

Pakusari, Kabupaten Jember, Jawa Timur. Daun tembakau kasturi kemudian 

diekstraksi menggunakan metode hidrolisis dan metode refluks termodifikasi. 

b. Kadar COX-2 merupakan konsentrasi COX-2 pada hPBMC yang dipapar 

lipopolisakarida dengan konsentrasi U/L yang dihitung menggunakan uji 

ELISA dengan panjang gelombang 450 nm. 

c. Human PBMC adalah  sel darah mononuklear yang diisolasi dari 20 ml 

sampel darah pendonor yang diambil dari pembuluh darah vena pada fossa 

cubiti. Proses isolasi hPBMC dilakukan dengan cara sentrifugasi gradien 

mengggunakan ficoll paque. Jumlah sel yang digunakan adalah 1x10
5 

cell/well. 

d. Lipopolisakarida merupakan stok lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis 

Ultrapure (INVIVOGEN) dengan konsentrasi 10 µg/ml. 

3.6 Pengelompokkan Sampel Penelitian 

Penelitian ini terdiri atas 8 kelompok penelitian dengan 1 kelompok 

kontrol dan 7 kelompok perlakuan. Inkubasi dilakukan dalam waktu 24 jam, 48 

jam, dan 72 jam pada masing-masing kelompok. Pengelompokan tersebut yaitu: 

a. Kontrol  : kelompok kontrol yang berisi media kultur, 

hPBMC, dan lipopolisakarida, 

b. Konsentrasi 640 µg/ml : kelompok  dengan hPBMC kemudian dipapar 

lipopolisakarida, dan diberi ekstrak flavonoid daun 
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tembakau kasturi daun tembakau kasturi dengan 

konsentrasi 640 µg/ml, 

c. Konsentrasi 320 µg/ml : kelompok  dengan hPBMC kemudian dipapar 

lipopolisakarida, dan diberi ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi daun tembakau kasturi dengan 

konsentrasi 320 µg/ml, 

d. Konsentrasi 80 µg/ml : kelompok  dengan hPBMC kemudian dipapar 

lipopolisakarida, dan diberi ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi daun tembakau kasturi dengan 

konsentrasi 80 µg/ml, 

e. Konsentrasi 40 µg/ml : kelompok  dengan hPBMC kemudian dipapar 

lipopolisakarida, dan diberi ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi daun tembakau kasturi dengan 

konsentrasi 40 µg/ml, 

f. Konsentrasi 20 µg/ml : kelompok  dengan hPBMC kemudian dipapar 

lipopolisakarida, dan diberi ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi daun tembakau kasturi dengan 

konsentrasi 20 µg/ml, 

g. Konsentrasi 10 µg/ml : kelompok  dengan hPBMC kemudian dipapar 

lipopolisakarida, dan diberi ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi daun tembakau kasturi dengan 

konsentrasi 10 µg/ml, 

h. Konsentrasi 2,5 µg/ml : kelompok  dengan hPBMC kemudian dipapar 

lipopolisakarida, dan diberi ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi daun tembakau kasturi dengan 

konsentrasi 2,5 µg/ml. 

 

3.7 Alat dan Bahan Penelitian 

3.7.1 Alat yang dipakai pada penelitian ini adalah : 

1. Timbangan 

2. Oven 
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3. Blender 

4. Labu alas bulat 

5. Vacuum filter 

6. Tabung reaksi 

7. Laminar air flow 

8. Centrifuge 

9. Handscoon 

10. Masker 

11. Syringe 10 ml 

12. Vacuette tube mengandung EDTA 5,4 mg 

13. Torniquet 

14. Hemacytometer 

15. Mikroskop inverted 

16. Inkubator CO2 5% 

17. Tabung eppendorf 

18. Conical tube 

19. Micropipette 

20. Multi-channel pipette 

21. Yellow tip 

22. Blue tip 

23. Rak eppendorf 

24. Shaker 

25. Counter  

26. 96-well plate 

27. 96- microwell plate ELISA 

28. ELISA kit COX-2 

29. ELISA reader 

3.7.2 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut ini: 

1. Daun Tembakau 

2. Ficoll paque 
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3. RPMI 1640 

4. HCL 1 M (500 ml, 250 ml), 

5. Etanol 80% 

6. Petroleum eter 50 ml, 

7. Acetonitrile 20 ml 

8. DMSO (Dimetil Sulfoxide) 0,25% 

9. Alkohol 70%. 

3.8 Prosedur Penelitian 

3.8.1 Tahap Persiapan 

Persiapan penelitian dimulai dengan pengajuan ethical clearance kepada 

bagian etika dan advokasi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember untuk 

mendapatkan perizinan pelaksanaan penelitian. 

 

3.8.2 Prosedur Ekstraksi Flavonoid Daun Tembakau Kasturi 

Metode ekstraksi daun tembakau kasturi yang digunakan pada penelitian 

ini adalah metode modifikasi dari metode hidrolisis dan refluks. Proses 

mengekstrak diawali dengan menyediakan  daun tembakau  kasturi segar. Daun 

tembakau kasturi selanjutnya dicuci bersih dan dikeringkan dengan cara kering 

angin selama tiga hari pada suhu kamar dan di oven pada suhu 40º-50º C selama 2 

hari. Daun tembakau kasturi yang sudah kering dihaluskan menggunakan blender, 

kemudian ditimbang sebanyak 100 gram dan dimasukkan ke dalam labu alas 

bulat. Tembakau kasturi tersebut kemudian dilarutkan dalam 500 ml HCL 1 M 

untuk proses hidrolisis dan di refluk selama 2 jam pada suhu 80º C. Hasil dari 

refluk disaring menggunakan vacuum filter. Bagian yang lolos penyaringan, atau 

bagian yang lebih kecil molekulnya dibuang. Bahan yang berbentuk padat atau 

komponen yang lebih besar molekulnya disebut Slurry. Slurry ditambahkan lagi 

ke dalam labu alas bulat dan ditambahkan lagi dengan HCl 500 ml serta dilakukan 

pengadukan. Lakukan penyaringan kembali menggunakan vacuum filter dan 

mengambil slurry. Slurry selanjutnya dicuci dengan menggunakan HCl 250 ml, 

dan dimasukkan lagi ke dalam labu alas bulat. Selanjutnya dilakukan pengambilan 
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ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi, yaitu dengan cara slurry ditambahkan 

etanol 80% sebanyak 500 ml, dan dilakukan metode refluk pada suhu 80
o
C 

selama 1 jam. Hasil dari prosedur tersebut berupa cairan yang kemudian disaring 

dengan vacuum  filter dan dicuci dengan etanol 80% sebanyak 200 ml. Cairan 

tersebut lalu disimpan selama 8 jam. Cairan yang telah didiamkan selama 8 jam 

akan memisah menjadi endapan dan bagian cair. Selanjutnya, bagian cair 

dilakukan lagi pengekstrakan untuk memisahkan lateks dan gum dengan  

menggunakan pelarut petroleum eter sebanyak 50 ml. Lapisan paling atas 

dibuang, dan ekstraksi diulang sebanyak 3 kali. Hasil ekstraksi kemudian 

dikeringkan sampai volume ±10 ml, lalu dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

dengan ditambahkan  acetonitril sebanyak 20 ml. Metode ini digunakan untuk 

membersihkan komponen gula dan komponen pengotor yang masih tertinggal. 

Selanjutnya dilakukan sentrifugasi selama 10 menit pada kecepatan 400 rpm. 

Lapisan atas hasil dari sentrifugasi diambil dan dikeringkan pada suhu 40º C 

selama 4-5 hari. Kemudian, dilakukan pengujian menggunakan metode LC-

MS/MS. Prosedur ekstraksi selesai dan didapatkan hasil berupa ekstrak flavonoid 

daun tembakau kasturi (Fatimah, 2016; Rizky, 2016). 

3.8.3 Pengenceran Ekstrak flavonoid Daun Tembakau Kasturi 

 Penelitian ini menggunakan ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi yang 

diencerkan menggunakan DMSO 0,25% (Rizky, 2016). Ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi diencerkan di dalam laminar air flow dan dalam keadaan steril. 

Pengenceran dilakukan dengan menggunakan rumus sebagai berikut (Rohaya, 

2014): 

V1.M1=V2.M2 

Keterangan: 

V1 : Volume awal ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi  

M1 : Konsentrasi awal ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi  

V2 : Volume akhir ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi  

M2 : Konsentrasi akhir ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi  
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3.8.4 Prosedur Pengambilan Sampel 

a. Kriteria Subyek Penelitian 

Sampel  darah sebanyak 20 ml pada penelitian ini diambil dari pembuluh 

darah vena pada fossa cubiti (Hougee dkk., 2005; WHO, 2011). Subyek penelitian 

berusia 20-30 tahun, dalam keadaan sehat, bersih dari infeksi minimal 2 minggu 

sebelum pengambilan darah, dan tidak sedang mengonsumsi obat-obatan (Moutia 

dkk., 2016; Liptrott, 2016). 

 

b. Pengisian Informed Consent 

Sebelum pendonor diambil darahnya untuk dijadikan sebagai sampel 

penelitian, pendonor yang telah memenuhi kriteria sebagai subyek penelitian 

diminta mengisi informed concent. Pada  prosedur ini pendonor dijelaskan secara 

lisan dan tertulis mengenai keterangan ringkas penelitian, keterangan spesimen 

yang akan diambil, prosedur yang akan dilakukan, perlakuan yang diterapkan, 

serta hak dan keterangan kerahasiaan. 

c. Pengambilan Sampel Darah 

Pendonor diposisikan dalam posisi duduk, lengan pendonor diletakkan di 

atas meja, dengan telapak tangan menghadap ke atas. Menentukan lokasi atau 

tempat pembuluh darah vena yang akan dilakukan pengambilan darah.  Posisikan 

lengan yang akan diambil darahnya dalam keadaan lurus. Pasangkan torniquet di 

atas lipatan siku pendonor. Minta pendonor untuk membuka-tutup telapak 

tangannya. Lakukan desinfeksi pada daerah pembuluh darah vena yang akan 

diambil darahnya dengan menggunakan alkohol 70%. Selanjutnya, dengan  

menggunakan syringe 10 ml tusuk bagian vena dan ambil darah secara perlahan. 

Lepas tourniquet setelah darah mengalir. Setelah volume darah dianggap cukup, 

minta pasien membuka kepalan tangannya. Letakan kapas pada lokasi suntikan 

lalu segera lepaskan  jarum syringe. Tekan kapas selama 3 menit dengan lengan 

diluruskan. Darah pendonor disimpan dalam vacuette tube yang sudah terdapat 

EDTA (Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid) 5,4 mg (WHO, 2011). 
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3.8.5 Isolasi hPBMC 

Proses isolasi hPBMC diawali dengan melalukan sentrifugasi sampel 

darah sebanyak 20 ml dengan kecepatan 3000 rpm  selama 12 menit. Supernatan 

dibuang, darah diencerkan atau dicampur dengan media kultur RPMI  1640 

dengan perbandingan 1:1, lalu dihomogenkan dengan menggunakan micropipette. 

Campuran  tersebut ditambahkan ke dalam  conical tube yang telah berisi ficoll 

paque dengan perbandingan 1:1. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi dengan 

kecepatan 2000 rpm selama 20 menit. Setelah disentrifus, akan terbentuk 4 

lapisan. Plasma darah akan berada pada bagian atas, lapisan kedua terdapat buffy 

coat, lapisan ketiga terdapat ficoll paque, dan pada lapisan keempat terdapat sel 

darah merah. Lapisan buffy coat diambil dengan menggunakan micropipette, 

masukkan ke dalam conical tube 15 ml. Encerkan kembali dengan media kultur 

hingga 10 ml. Selanjutnya dilakukan sentrifugasi kembali selama 15 menit hingga 

didapatkan lapisan sel yang mengendap di bagian bawah tabung. Supernatan 

dibuang, lapisan  sel diresuspensi dengan medium  kultur RPMI 1640. 

3.8.6 Prosedur Penghitungan Sel 

Sel yang telah diresuspensi pada medium kultur selanjutnya diambil 

sebanyak 10µl dan dipipetkan ke hemacytometer. Jumlah sel dihitung dengan 

menggunakan  counter di bawah mikroskop inverted. Jumlah sel yang dihitung/ml 

didapatkan melalui rumus (CCRC, 2009): 

a. Jumlah sel yang dihitung/ml : ∑sel pada kamar A+B+C+D  x 10
4
 

       
4 

 

b. Menghitung jumlah total sel yang diperlukan 

Setiap satu well diperlukan 1 x10
5
sel, maka jumlah sel yang diperlukan dalam 

96-well adalah 96x10
5
sel (Gupta, 2016). 

c. Besar volume panenan sel yang diperlukan (dalam mL) dihitung 

menggunakan rumus (CCRC, 2009): 

Volume panen sel = Jumlah total sel yang diperlukan 
         

Jumlah sel yang dihitung/ml 
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hPBMC masing-masing sebanyak 100 µl dimasukkan ke dalam 96-well sebanyak 

3 plate. Selanjutnya dilakukan inkubasi selama 24 jam pada inkubator dengan 

suhu 37
o
C mengandung 5% CO2. 

3.8.7 Pemaparan Lipopolisakarida 

Sebanyak 50µl  lipopolisakarida dengan konsentrasi 10 µg/ml dimasukkan  

ke dalam setiap well yang telah berisi hPMBC dengan menggunakan 

micropipette. 

3.8.8 Inkubasi Flavonoid pada hPBMC yang Telah Dipapar Lipopolisakarida 

Pada hPBMC yang telah dipapar lipopolisakarida, selanjutnya diberi 

ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi dengan  konsentrasi 640 µg/ml, 320 

µg/ml, 80 µg/ml, 40 µg/ml, 20 µg/ml, 10 µg/ml,  dan 2,5 µg/ml masing–masing 

sebanyak 100 µl. Kelompok kontrol tidak diberi ekstrak flavonoid daun tembakau 

kasturi. Selanjutnya dilakukan inkubasi selama 24 jam, 48 jam, dan 72 jam pada 

inkubator dengan suhu 37
o
C mengandung 5% CO2. Setalah dilakukan inkubasi, 

dilakukan pippeting supernatan pada semua kelompok penelitian dalam eppendorf 

tube. 

3.8.9 Uji Kadar COX-2 dengan Metode ELISA 

Siapkan sampel yang akan dilakukan uji ELISA dengan marker COX-2.   

Masukkan masing–masing standart ELISA  yaitu 3,75 U/L; 7,5 U/L; 15 U/L; 30 

U/L; 60 U/L; 120 U/L; dan 240 U/L sebanyak 50 µl ke dalam 96-microwell plate 

ELISA dengan pengulangan sebanyak satu kali (duplo). Tambahkan 40 µl sampel 

uji ke dalam well. Selanjutnya di tambahkan 10 µl antibodi COX-2 ke dalam well 

yang telah berisi sampel uji. Tambahkan 50 µl streptavidin-HRP ke dalam well 

yang telah berisi sampel uji dan standart ELISA. Tutup  96-microwell plate 

dengan menggunakan sealer dan mix dengan menggunakan shaker untuk 

mencampurkan semua bahan yang ada di dalam well. Kemudian well dinkubasi 

pada suhu 37
o
C selama 60 menit. Setelah masa inkubasi selesai, cairan yang ada 
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dalam well  dibuang dan well  tersebut dicuci. Pencucian dilakukan sebanyak 5 

kali dengan memasukan larutan buffer pencuci (washing buffer) sebanyak 

minimal 0,35 ml pada setiap well menggunakan multi-channel pipette, selama 1 

sampai 2 menit. Setelah dicuci, keringkan well dengan menggunakan kertas serap 

atau bahan lain yang mudah menyerap cairan. Kemudian tambahkan 50 µl 

substrate solution A dan 50 µl substrate solution B ke dalam setiap well sehingga 

akan terjadi perubahan warna menjadi warna biru. Tutup kembali well dengan 

sealer dan dilakukan inkubasi dalam ruang gelap pada suhu 37
o
C selama 10 

menit. Setelah diinkubasi, tambahkan 50 µl larutan penghenti reaksi (stop 

solution) ke dalam setiap well, sehingga akan terjadi perubahan warna dari biru 

menjadi kuning.  Kemudian hasil uji dibaca dengan menggunakan ELISA reader 

dengan panjang gelombang 450 nm maksimal 30 menit setelah diberikan stop 

solution (Bioassay, China). 

3.9 Analisis data 

Analisis data yang digunakan yaitu menggunakan Uji Regresi Linier 

Sederhana dan Uji Korelasi Pearson (p≤ 0,05), untuk mengetahui hubungan dan 

pengaruh ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi terhadap kadar COX-2 pada 

hPBMC yang dipapar lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis. 
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3.10  Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar  3.1 Bagan alur penelitian  

Pengambilan sampel darah 

pendonor  

Isolasi hPBMC 

Kultur Sel hPBMC dimasukkan ke dalam 96-well plate 

dengan jumlah sel 1x10
5
 cell/well (3 plate) 

Inkubasi ke dalam inkubator CO2 5%, 37ºC selama 1 jam 

dipapar lipopolisakarida  

sebanyak 50 µl 

 

dipapar lipopolisakarida  

sebanyak 50 µl 

Tidak diberi ekstrak flavonoid 

daun tembakau kasturi 

Diberi ekstrak flavonoid 

daun tembakau kasturi 

Inkubasi ke dalam 

inkubator CO2 5%, 

37ºC selama 24 jam 

Inkubasi ke dalam 

inkubator CO2 5%, 

37ºC selama 48 jam 

 

Inkubasi ke dalam 

inkubator CO2 5%, 

37ºC selama 72 jam 

 

Supernatan dimasukkan ke dalam 96-microwell plate ELISA 

Menghitung kadar COX-2 dengan uji ELISA 

Analisis Data 

640 

µg/ml 
Kontrol 

320 

µg/ml 

80 

µg/ml 

40 

µg/ml 

20 

µg/ml 

10 

µg/ml 

2,5 

µg/ml 
640 

µg/ml 

80 

µg/ml 
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µg/ml 
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µg/ml 

10 

µg/ml 
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µg/ml 

Kontrol 

320 

µg/ml 
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BAB 5. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dapat ditarik kesimpulan 

sebagai berikut: 

1. Ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi daun tembakau  kasturi  (Nicotiana 

tabacum L.) dengan berbagai konsentrasi dapat menghambat ekspresi COX-2 

pada hPBMC yang dipapar lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis, 

terutama pada masa inkubasi 24 jam. 

2. Konsentrasi optimal ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi daun tembakau 

kasturi dalam menghambat ekspresi COX-2 pada hPBMC yang dipapar 

lipopolisakarida adalah konsentrasi 640 μg/ml dan 320 μg/ml. 

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan saran yang dapat diberikan 

adalah sebagai berikut :  

1. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi (Nicotiana tabacum L.) terhadap kadar COX-2 dengan waktu 

inkubasi kurang dari 24 jam. 

2. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai pengaruh ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi (Nicotiana tabacum L.) terhadap kadar COX-2 pada kultur 

sel hPBMC yang lebih homogen (mengandung limfosit atau monosit saja). 

3. Perlu adanya penelitian lebih lanjut mengenai stabilitas sifat fisik dan kimiawi 

ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi sebagai agen anti-inflamasi. 

4. Perlu adanya penelitian lebih lanjut untuk mengetahui mekanisme ekstrak 

flavonoid daun tembakau kasturi (Nicotiana tabacum L.)  dalam menghambat 

COX-2 melalui jalur NF-κB dan MAPKs. 
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LAMPIRAN 

Lampiran A. Surat Keterangan Identifikasi Daun Tembakau (Nicotiana 

Tabacum L.) 
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Lampiran  B. Surat Keterangan Ethical Clearance 
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Lampiran  C. Hasil Analisis Data 

Lampiran  D.1. Hasil Uji Regresi Linier Sederhana 

 

Variables Entered/Removedb 

Model 

Variables 

Entered 

Variables 

Removed Method 

1 konsentrasia . Enter 

a. All requested variables entered.  

b. Dependent Variable: kadarCOX2_24 

 

Model Summary 

Model R R Square 

Adjusted R 

Square 

Std. Error of 

the Estimate 

1 .583a .340 .230 27.99746 

a. Predictors: (Constant), konsentrasi  

 

ANOVAb 

Model Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

1 Regression 2421.332 1 2421.332 3.089 .129a 

Residual 4703.148 6 783.858   

Total 7124.480 7    

a. Predictors: (Constant), konsentrasi    

b. Dependent Variable: kadarCOX2_24    

 

Coefficientsa 

Model 

Unstandardized Coefficients 

Standardized 

Coefficients 

t Sig. B Std. Error Beta 

1 (Constant) 58.098 11.808  4.920 .003 

konsentrasi -.081 .046 -.583 -1.758 .129 

a. Dependent Variable: kadarCOX2_24    
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Lampiran  E.2. Hasil Uji Pearson 

 

Correlations 

 waktu konsentrasi cox2 

waktu 

Pearson Correlation 1 .000 .605** 

Sig. (2-tailed)  1.000 .002 

N 24 24 24 

konsentrasi 

Pearson Correlation .000 1 -.250 

Sig. (2-tailed) 1.000  .238 

N 24 24 24 

cox2 

Pearson Correlation .605** -.250 1 

Sig. (2-tailed) .002 .238  

N 24 24 24 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 

 

Correlations 

 waktu24 cox 

waktu24 

Pearson Correlation 1 -.583 

Sig. (2-tailed)  .129 

N 8 8 

cox 

Pearson Correlation -.583 1 

Sig. (2-tailed) .129  

N 8 8 

 

Correlations 

 waktu48 cox1 

waktu48 

Pearson Correlation 1 -.056 

Sig. (2-tailed)  .895 

N 8 8 

cox1 

Pearson Correlation -.056 1 

Sig. (2-tailed) .895  

N 8 8 
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Correlations 

 waktu72 cox3 

waktu72 

Pearson Correlation 1 .055 

Sig. (2-tailed)  .897 

N 8 8 

cox3 

Pearson Correlation .055 1 

Sig. (2-tailed) .897  

N 8 8 

 

 

 

Correlations 

 waktu1 k320 k80 k40 k20 k10 

waktu1 

Pearson Correlation 1 .926 .866 .969 .885 .968 

Sig. (2-tailed)  .247 .333 .160 .309 .161 

N 3 3 3 3 3 3 

k320 

Pearson Correlation .926 1 .991 .991 .995 .991 

Sig. (2-tailed) .247  .087 .087 .062 .085 

N 3 3 3 3 3 3 

k80 

Pearson Correlation .866 .991 1 .963 .999* .964 

Sig. (2-tailed) .333 .087  .173 .025 .172 

N 3 3 3 3 3 3 

k40 

Pearson Correlation .969 .991 .963 1 .973 1.000** 

Sig. (2-tailed) .160 .087 .173  .149 .001 

N 3 3 3 3 3 3 

k20 

Pearson Correlation .885 .995 .999* .973 1 .973 

Sig. (2-tailed) .309 .062 .025 .149  .147 

N 3 3 3 3 3 3 

k10 

Pearson Correlation .968 .991 .964 1.000** .973 1 

Sig. (2-tailed) .161 .085 .172 .001 .147  

N 3 3 3 3 3 3 

K2.5 

Pearson Correlation .254 -.130 -.264 .005 -.226 .003 

Sig. (2-tailed) .837 .917 .830 .997 .855 .998 

N 3 3 3 3 3 3 

k640 

Pearson Correlation .908 .999* .996 .984 .999* .984 

Sig. (2-tailed) .275 .029 .058 .115 .033 .114 

N 3 3 3 3 3 3 
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Correlations 

 k0 k640 

waktu1 

Pearson Correlation .254 .908 

Sig. (2-tailed) .837 .275 

N 3 3 

k320 

Pearson Correlation -.130 .999 

Sig. (2-tailed) .917 .029 

N 3 3 

k80 

Pearson Correlation -.264 .996 

Sig. (2-tailed) .830 .058 

N 3 3 

k40 

Pearson Correlation .005 .984 

Sig. (2-tailed) .997 .115 

N 3 3 

k20 

Pearson Correlation -.226 .999 

Sig. (2-tailed) .855 .033 

N 3 3 

k10 

Pearson Correlation .003 .984 

Sig. (2-tailed) .998 .114 

N 3 3 

K2.5 

Pearson Correlation 1 -.175 

Sig. (2-tailed)  .888 

N 3 3 

k640 

Pearson Correlation -.175 1* 

Sig. (2-tailed) .888  

N 3 3 

 

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed). 

**. Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed). 
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Lampiran  F.  Informed Consent 

 

LEMBAR INFORMASI UNTUK RESPONDEN 

 

Kami, tim peneliti, yang terdiri dari Hanifah Nailul Amania dan Tazqia Jamil 

Pratami dari Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember akan melakukan 

penelitian yang berjudul “Pengaruh Ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi 

Daun Tembakau Kasturi Terhadap Kadar Inducible Nitric Oxide Synthase dan 

Cyclooxygenase-2 Pada Human Peripheral Blood Mononuclear Cell Yang 

Dipapar Lipopolisakarida Porphyromonas gingivalis” 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh ekstrak flavonoid daun 

tembakau kasturi daun tembakau  kasturi  (Nicotiana tabacum L.) terhadap kadar 

iNOS dan COX-2 pada h-PBMC yang dipapar lipopolisakarida Porphyromas 

gingivalis. 

 

Peneliti mengajak saudara untuk ikut serta dalam penelitian ini. Penelitian ini 

membutuhkan 1 subyek penelitian, dengan jangka waktu keikutsertaan 4 bulan. 

 

A. Kesukarelaan untuk ikut penelitian 

Anda bebas memilih keikutsertaan dalam penelitian ini tanpa ada paksaan. Bila 

Anda sudah memutuskan untuk ikut, Anda juga bebas untuk mengundurkan 

diri/berubah pikiran setiap saat tanpa dikenai denda atau pun sanksi apapun. 

 

B. Prosedur penelitian 

Apabila Anda bersedia berpartisipasi dalam penelitian ini, Anda diminta 

menandatangani lembar persetujuan ini rangkap dua, satu untuk Anda simpan. dan 

satu untuk peneliti. Prosedur selanjutnya adalah: 
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1. Anda akan diwawancarai oleh dokter untuk menanyakan: nama, usia, 

riwayat penyakit, riwayat penggunaan obat, riwayat alergi, kebiasaan 

merokok, kebiasaan minum-minuman keras atau minum-minuman yang 

mengandung alkohol. 

2. Menjalani pemeriksaan fisik oleh dokter untuk memeriksa status kesehatan  

3. Kira kira semalam sebelum penelitian, anda diminta berpuasa, namun 

diperbolehkan minum air putih seperlunya. 

4. Pada hari dimulainya penelitian, anda diminta datang pada pukul 6.45 

untuk selanjutnya dilakukan pengambilan darah 

5. Pengambilan darah dilakukan sebanyak 2 kali dengan cara menggunakan 

syringe 10 ml tusuk bagian vena dan diambil darah secara perlahan.  

6. Pengambilan darah dilakukan oleh perawat yang sudah terbiasa 

mengambil darah. 

7. Darah pendonor disimpan dalam vacutee tube yang sudah terdapat EDTA 

(Ethylene Diamine Tetra Acetic Acid) 5,4 mg. 

 

C. Kewajiban subyek penelitian 

Sebagai subyek penelitian, saudara berkewajiban mengikuti aturan atau petunjuk 

penelitian seperti yang tertulis di atas. Bila ada yang belum jelas, saudara bisa 

bertanya lebih lanjut kepada peneliti.  Selama penelitian, tidak diperbolehkan 

minum obat lain ataupun jamu selain yang diberikan oleh peneliti. 

 

D. Resiko, efek samping dan penanganannya 

Pengambilan darah ini akan menimbulkan sedikit rasa nyeri ketika jarum 

ditusukkan, oleh karena itu pasien tidak boleh cemas dan harus rileks agar 

pengambilan darah efektif dan efisien. 

 

E. Manfaat 

Anda akan membantu penelitian ini untuk: 

1. Memberikan pengetahuan tentang pengaruh ekstrak flavonoid daun tembakau 

kasturi daun tembakau  kasturi (Nicotiana tabacum L.) terhadap kadar iNOS 
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dan COX-2 pada h-PBMC yang dipapar lipopolisakarida Porphyromas 

gingivalis. 

2. Mengembangkan ekstrak flavonoid daun tembakau kasturi daun tembakau  

kasturi  (Nicotiana tabacum L.) sebagai bahan dasar pembuatan obat anti 

inflamasi pada penyakit periodontitis. 

. 

F. Kerahasiaan 

Semua informasi yang berkaitan dengan identitas subyek penelitian akan 

dirahasiakan dan hanya akan diketahui oleh peneliti dan staf penelitian. Hasil 

penelitian akan dipublikasikan tanpa identitas subyek penelitian. 

 

G. Kompensasi 

Saudara akan mendapatkan 1 botol air mineral, 1 botol susu dan roti. 

 

H. Pembiayaan 

Semua biaya yang terkait penelitian akan ditanggung oleh peneliti dan sponsor. 

 

I. Informasi Tambahan 

Saudara diberi kesempatan untuk menanyakan semua hal yang belum jelas 

sehubungan dengan penelitian ini. Bila sewaktu-waktu terjadi efek samping atau 

membutuhkan penjelasan lebih lanjut, saudara dapat menghubungi Hanifah 

Nailul Amania pada no. HP 081231934902. 
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Yogyakarta, 24 November 2017 
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Lampiran  G. Alat dan Bahan Penelitian 

 

Alat dan Bahan Keterangan 

 
 

Timbangan 

 

 
 

Laminar air flow 

 
 

Sentrifuge  

 
 

Handscoon  
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Masker 

 
 

Syringe 10 ml 

 

Vacutee tube mengandung 

EDTA 5,4 mg 

 
 

Torniquet 

 
 

Hemacytometer 
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Mikroskop Inverted 

 
 

Inkubator CO2 5% 

 
 

Tabung eppendorf 

 
 

Conical Tube 

 
 

Micropipette  
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Yellow tip 

 
 

Blue tip 

 
 

Rak eppendorf 

 
 

Counter 
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96-well plate 

 
 

Shaker 

 
 

Media Kultur RPMI 

 

Alkohol 70% 
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Lampiran H.  Prosedur Penelitian 

 

 

 

 

Pengambilan sampel darah 

sebanyak 20 ml 

Hasil sentrifuse dengan  ficoll paque 

akan membentuk 4 lapisan yaitu : 

1. Plasma darah 

2. Buffy coat 

3. Ficoll paque 

4. Sel darah merah 

1 

2 
3 

4 

Pengambilan Buffy coat 

Buffy coat diencerkan kembali 

dengan media kultur dan 

disentrifuse 
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hPBMC yang diperoleh 

diresuspensi dengan media kultur 

RPMI 

Perhitugan sel di bawah mikroskop 

inverted 

hPBMC yang diperoleh 

diresuspensi dengan media kultur 

RPMI dan diletakkan ke dalam   

96-well 

hPBMC diinkubasi selama 24 jam 

dalam inkubator CO2 5% dengan 

suhu 37
o
C 

Pengenceran LPS dan flavonoid 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


64 

 

 

 

 

 

 

 

 

Pemaparan LPS  

Pemberian flavonoid  

Pemberian sampel uji ke dalam 96-

microwell plate ELISA 

Pemberian streptavidin-HRP 

96-Microwell plate ditutup dengan 

sealer 
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Mix well dengan menggunakan 

shaker 

Inkubasi selama 60 menit 

Pencucian dengan larutan buffer 

pencuci 

Pemberian substrate solution A 

dan B 
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Pemberian stop solution 

Perubahan warna setelah 

pemberian stop solution 

Perhitungan kadar COX-2 dengan 

ELISA reader 
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