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Lampiran 1. Sertifikat Laik Etik Penggunaan Hewan Model 

 

 

 



 

49 

 

 

Lampiran 2. Surat Keterangan Determinasi Daun Beluntas 
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Hari ke 

15-28 

Hari ke 

1-28 

Hari ke 

29 

Lampiran 3. Skema Kerja Penelitian 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan : 

 
  : Parameter yang diamati 

 

 

 

Tikus putih (Rattus norvegicus) 

Kelompok 1 

Tikus sehat 

(Kontrol - ) 

Kelompok 2 
Tikus Induksi Pb 

(Kontrol + ) 

Kelompok 3 
 (Terapi 1) 

Tikus Induksi Pb 

 

Kelompok 4 
 (Terapi 2)  

Tikus Induksi Pb 

 

Ekstrak Etanol 
Daun Beluntas 

200 mg/kg BB 

Dislokasi leher dan dilakukan pembedahan tikus 

Pembuatan preparat pewarnaan 

Hematoxyline Eosin (HE) 

Pengukuran Aktivitas  

Superoksida Dismutase (SOD) 

Preparat Histopatologi 

Analisa Data 

Kelompok 5 
 (Terapi 3)  

Tikus Induksi Pb 

 

 

Pakan 

standar 

 

Pakan 

standar 
 

 

Pakan standar + Induksi Pb 10 mg/ekor/hari 

Ekstrak Etanol 
Daun Beluntas 

400 mg/kg BB 

Ekstrak Etanol 
Daun Beluntas 

600 mg/kg BB 

PFA 4% 

Organ jejunum Serum darah 

 

Pakan 

standar 
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Lampiran 4. Persiapan Ekstrak Daun Beluntas (Pluchea indica Less) 

 

 

 ditimbang sebanyak 750 g 

 dicuci bersih 

 dikeringkan dengan pengering kabinet dengan suhu 60 ºC selama ± 2 

jam 

 dihaluskan menggunakan blender 

 

 

 direndam dengan pelarut polar etanol 96% pada suhu 27 ºC selama 3 

x 24 jam  

 disaring menggunakan kertas saring 

 dimaserasi ampas yang didapatkan 

 dibiarkan selama 1 hari filtrat yang didapatkan untuk dipisahkan dari 

endapannya 

 diuapkan dengan penguap putar (Rotary Vaccum Evaporator) pada 

suhu 70 ºC  

 dimasukkan ke dalam botol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Serbuk halus 

Ekstrak daun beluntas  

Daun Beluntas 
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Lampiran 5. Perhitungan Dosis Ekstrak Daun Beluntas (Pluchea indica Less) 

 

Perhitungan dosis ekstrak: 

 Dari 750 gram serbuk kering daun beluntas, didapatkan sebanyak 23 gram 

ekstrak etanol daun beluntas. 

 

 

 Pengenceran dengan pelarut aquades : minyak jagung = 1 : 9 

1 tikus = 1 mL 

1 hari = 4 ekor tikus 

1 hari = 4 mL (4x sonde) 

 Aquades = 1/9 x 4 mL = 0,44 mL 

 Minyak jagung = 8/9 x 4 mL = 3,56 mL 

Berat badan tikus putih = 150 gram, sehingga volume ekstrak yang dibutuhkan 

untuk masing – masing perlakuan dalam sekali pemberian adalah: 

1. Terapi 1 (P3)  

Dosis pemberian ekstrak daun beluntas dengan dosis 200 mg/kg per ekor tikus 

adalah: 

=  Dosis P3 x BB 

= 

 

=  30 mg/ekor 

Jadi, untuk 1 hari perlakuan diberikan sebanyak: 

=  Jumlah tikus  x  dosis/tikus   

=  4 ekor  x  30 mg   

=  120 mg   

=  0,12 g 

 

2. Terapi 2 (P4)  

Dosis pemberian ekstrak daun beluntas dengan dosis 400 mg/kg per ekor tikus 

adalah: 

750 g (serbuk) ~ 23 g (ekstrak etanol) 

 

200 mg/kg 

   1000 g 
x  150 g 
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=  Dosis P4 x BB 

= 

 

=  60 mg/ekor 

Jadi, untuk 1 hari perlakuan diberikan sebanyak: 

=  Jumlah tikus  x  dosis/tikus   

=  4 ekor  x  60 mg   

=  240 mg   

=  0,24 g 

 

3. Terapi 3 (P5)  

Dosis pemberian ekstrak daun beluntas dengan dosis 600 mg/kg per ekor tikus 

adalah: 

=  Dosis P5 x BB 

= 

 

=  90 mg/ekor 

Jadi, untuk 1 hari perlakuan diberikan sebanyak: 

=  Jumlah tikus  x  dosis/tikus   

=  4 ekor  x  90 mg   

=  360 mg   

=  0,36 g 

 

Ekstrak daun beluntas yang diberikan dilarutkan dalam 1 mL (aquades dan 

minyak jagung) dengan perbandingan 1 : 9, sehingga volume sekali pemberian 

adalah 1 mL/ekor/hari. Setiap 1 mL P3 mengandung ekstrak 30 mg/ekor/hari, P4 

60 mg/ekor/hari, dan P5 90 mg/ekor/hari.  

 

 

 

 

400 mg/kg 

   1000 g 
x  150 g 

600 mg/kg 

   1000 g 
x  150 g 
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Lampiran 6. Pemberian Plumbum (Pb) 

 

 

 diambil sebanyak 10 mg 

 dilarutkan dalam aquades 1 mL 

 diambil dengan menggunakan spuit 1 cc  

 dipasang selang sonde ke dalam spuit dan selang dimasukkan ke dalam 

lambung tikus secara perlahan  

 dibersihkan alat sonde untuk perlakuan selanjutnya 

 

 

 

Perhitungan volume pemberian Pb: 

1 ekor tikus = 10 mg/hari 

Jumlah Pb yang dibutuhkan   =  10 mg  x  jumlah tikus 

    =  10 mg  x 16 ekor 

    =  160 mg 

    =  0,16 g / hari 

 

Pb yang diberikan dilarutkan dalam 1 mL aquades sehingga volume satu kali 

pemberian adalah 1 mL/ekor/hari.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plumbum serbuk 

Hasil 
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Lampiran 7. Pengukuran Aktivitas Superoksida Dismutase (SOD)  

Lampiran 7.1 Pengukuran Aktivitas SOD Serum 

 

 

 dimasukkan ke dalam tabung whole blood 3 cc tanpa antikoagulan yang 

dimiringkan 45º pada suhu kamar selama 2 jam 

 dipindahkan dalam tabung sentrifuse  

 disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 15 menit 

 diambil supernatan (cairan berwarna kuning bagian atas) dengan 

menggunakan mikropipet sebanyak 100 μL 

 dimasukkan ke dalam microtube 

 

 

 diambil sebanyak 20 μL 

 dimasukkan ke dalam well sampel dan well blanko 2 

 ditambahkan 20 μL ddH2O dalam well blanko 1 dan blanko 3 

 ditambahkan 200 µL working solution pada masing – masing well 

 ditambahkan dilution buffer sebanyak 20 µL pada well blanko 2 dan 

blanko 3 

 ditambahkan 20 µL Enzyme Working Solution ditambahkan pada setiap 

well 

 dihomogenasi dengan meletakkan plate yang telah ditutup dengan 

alumunium foil di atas shaker 

 diinkubasi pada suhu 37
 
ºC selama 20 menit  

 dibaca absorbansi pada λ 450 nm menggunakan ELISA reader  

 

 

 

 

 

 

Sampel darah 

Sampel serum 

Interpretasi hasil 

(Aktivitas SOD) 
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Lampiran 7.2 Jumlah Larutan Untuk Uji Aktivitas SOD Dalam Tiap Well 

Tabel L7.2 Jumlah Larutan Untuk Uji Aktivitas SOD Dalam Tiap Well 

 Sampel 1 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 

Sampel 20 µL - 20 µL - 

ddH20 - 20 µL - 20 µL 

Working Solution 20 µL 20 µL 20 µL 20 µL 

Enzyme Working 

Solution 
20 µL 20 µL - - 

Dilution Buffer - - 20 µL 20 µL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

57 

 

 

Lampiran 8. Pembuatan Preparat dan Pewarnaan Hematoxyline Eosin (HE) 

Histopatologi Organ Jejunum 

 

 

 diambil dan direndam dalam PFA 4% selama 24 jam 

 direndam dalam alkohol 70% selama 5 menit 

 direndam dalam alkohol 80% selama 5 menit 

 direndam dalam alkohol 90% selama 5 menit 

 direndam dalam alkohol 95% selama 5 menit 

 

 

 dimasukkan dalam xylol I selama 1 jam 

 dimasukkan dalam xylol II dan III selama 30 menit pada suhu 

 kamar dan 30 menit pada inkubator 

 dicelupkan pada parafin cair dengan suhu 58 – 60 
o
C selama 2 

jam 

 

 

 diambil dan dipotong dengan menggunakan microtome dengan 

ukuran 5 µm direndam pada water bath dengan suhu 38 – 40 

o
C 

 diambil irisan yang didapat dengan obyek glass 

 diletakkan dan disimpan dalam inkubator suhu 37 – 38 
o
C 

 selama 24 jam 

 

  

 dideparafinasi dengan dimasukkan pada xylol bertingkat I – III 

masing – masing selama 5 menit 

 direndam dalam alkohol 95% selama 5 menit 

 direndam dalam alkohol 90% selama 5 menit 

 direndam dalam alkohol 80% selama 5 menit 

Organ Jejunum  

Jejunum hasil dehidrasi dengan alkohol bertingkat 

Jejunum dalam blok parafin 

Preparat jejunum siap pewarnaan 
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 direndam dalam alkohol 70% selama 5 menit 

 direndam dalam aquades selama 5 menit 

 

 

 diwarnai dengan hematoxyline selama 10 menit 

 dicuci dengan aquades selama 5 menit 

 dimasukkan dalam pewarna eosin selama 5 menit 

 dicuci dengan aquades selama 5 menit 

 dimasukkan dalam alkohol 70% selama 5 menit 

 dimasukkan dalam alkohol 80% selama 5 menit 

 dimasukkan dalam alkohol 90% selama 5 menit 

 dimasukkan dalam alkohol 95% selama 5 menit 

 di clearing dalam xylol I – II masing – masing selama 3 menit 

 dikering anginkan dan ditutup dengan cover glass 

 di mounting dengan menggunakan entellan 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparat jejunum 

Preparat jejunum Pewarnaan HE 
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Lampiran 9. Hasil Pengukuran Aktivitas Superoksida Dismutase (SOD) 

 

No Kode Sampel 
Absorbansi 

Blanko 1 

Absorbansi 

Blanko 3 

Absorbansi 

Sampel 

Absorbansi 

Blanko 2 

Aktivitas 

SOD 

(%) 

Aktivitas 

SOD 

(Unit) 

Rata-

rata 

Aktivitas 

SOD 

(unit) 

Standar 

devisi 

1 

Kontrol 

Negatif 

Tikus 1 0.415 0.079 0.143 0.136 97.92 97.92 

96.65 1.25 
2 Tikus 2 0.415 0.079 0.188 0.171 94.94 94.94 

3 Tikus 3 0.415 0.079 0.141 0.13 96.73 96.73 

4 Tikus 4 0.415 0.079 0.178 0.168 97.02 97.02 

5 

Kontrol 

Positif 

Tikus 1 0.415 0.079 0.395 0.2 41.96 41.96 

42.41 4.07 
6 Tikus 2 0.415 0.079 0.376 0.168 38.10 38.10 

7 Tikus 3 0.415 0.079 0.388 0.192 41.67 41.67 

8 Tikus 4 0.415 0.079 0.322 0.147 47.92 47.92 

9 
Terapi 

Beluntas 

dosis 200 

mg/kgBB 

Tikus 1 0.415 0.079 0.285 0.113 48.81 48.81 

51.41 2.72 
10 Tikus 2 0.415 0.079 0.266 0.115 55.06 55.06 

11 Tikus 3 0.415 0.079 0.275 0.107 50.00 50.00 

12 Tikus 4 0.415 0.079 0.277 0.115 51.79 51.79 

13 
Terapi 

Beluntas 

dosis 400 

mg/kgBB 

Tikus 1 0.415 0.079 0.232 0.151 75.89 75.89 

72.40 4.33 
14 Tikus 2 0.415 0.079 0.198 0.116 75.60 75.60 

15 Tikus 3 0.415 0.079 0.213 0.117 71.43 71.43 

16 Tikus 4 0.415 0.079 0.225 0.113 66.67 66.67 

17 
Terapi 

Beluntas 

dosis 600 

mg/kgBB 

Tikus 1 0.415 0.079 0.196 0.134 81.54 81.54 

81.32 1.84 
18 Tikus 2 0.415 0.079 0.202 0.138 80.95 80.95 

19 Tikus 3 0.415 0.079 0.195 0.14 83.63 83.63 

20 Tikus 4 0.415 0.079 0.205 0.135 79.16 79.16 

 

% Aktivitas SOD =    (A. Blanko 1 –A. Blanko 3) – (A. Sampel – A. Blanko 2) 

(A. Blanko 1 – A. Blanko 3) 

Aktivitas SOD (unit) = % Aktivitas SOD/(50 x 0.02) 

Keterangan:  50 merupakan persentase penghambatan 

0.02 merupakan volume yang digunakan dalam pengujian 

No Perlakuan Hewan Coba Aktivitas SOD (unit) 

1 Kontrol Negatif 96.65 ± 1.25 

2 Kontrol Positif 42.41 ± 4.07 

3 Terapi Beluntas dosis 200 mg/kgBB 51.41 ± 2.72 

4 Terapi Beluntas dosis 400 mg/kgBB 72.40 ± 4.33 

5 Terapi Beluntas dosis 600 mg/kgBB 81.32 ± 1.84 
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Presentasi penurunan dan peningkatan aktivitas SOD pada tikus putih (Rattus 

norvegicus) yang diinduksi Plumbum dan diterapi dengan ekstrak etanol daun 

beluntas (Pluchea indica Less) adalah sebagai berikut. 

 Penurunan (%) terhadap K- 

 

 

 

a. Penurunan K+ terhadap K- 

 

 

=     56 % 

b. Penurunan K1 terhadap K- 

 

 

=     47 % 

c. Penurunan K2 terhadap K- 

 

 

=     25 % 

      Kelompok kontrol – kelompok x 

          Kelompok kontrol 

x  100 % 

=     96,65 – 42,41  

96,65 

x  100 % 

=     96,65 – 51,41  

  96,65 

x  100 % 

=     96,65 – 72,40  

  96,65 

x  100 % 



 

61 

 

 

d. Penurunan K3 terhadap K- 

 

 

=     16 % 

 

=     96,65 – 81,32  

  96,65 

x  100 % 
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Lampiran 10. Analisa Statistik Menggunakan SPSS 16  

- Uji SPSS Data SOD  

 

Tabel L10.1 Uji Normalitas Data 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

  SOD 

N 20 

Normal Parameters
a
 Mean 69.5395 

Std. Deviation 2.09264E1 

Most Extreme Differences Absolute .156 

Positive .156 

Negative -.126 

Kolmogorov-Smirnov Z .695 

Asymp. Sig. (2-tailed) .719 

P > 0.05  

a. Test distribution is Normal.  

 

 
Tabel L10.2 Uji Homogenitas 

 

SOD    

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.497 4 15 .253 

 

Uji Homogen berdasarkan Levene Statistic  

- H0 = variabel homogen 

- H1 = variabel tidak homogen 

- Pada tabel nilai sig = 0,253 > 0,05  berarti H0 diterima, atau asumsi 

variabel dependen homogen diterima 
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Tabel L10.3 Uji One Way ANOVA 
 

Descriptives 

SOD         

 

N Mean 

Std. 

Deviation Std. Error 

95% Confidence Interval for Mean 

Minimum Maximum Lower Bound Upper Bound 

K- 4 96.6525 1.24904 .62452 94.6650 98.6400 94.94 97.92 

K+ 4 42.4125 4.06965 2.03483 35.9368 48.8882 38.10 47.92 

dosis 200 4 51.4150 2.72121 1.36060 47.0850 55.7450 48.81 55.06 

dosis 400 4 72.3975 4.32797 2.16398 65.5107 79.2843 66.67 75.89 

dosis 600 4 81.3200 1.84273 .92137 78.3878 84.2522 79.16 83.63 

Total 20 68.8395 20.41530 4.56500 59.2848 78.3942 38.10 97.92 

 

 

 

ANOVA 

SOD 

 
Sum of Squares Df Mean Square F Sig. 

Between Groups 7775.939 4 1943.985 203.968 .000 

Within Groups 142.962 15 9.531   

Total 7918.901 19    

Analisis hasil: Pada output ANOVA terlihat nilai sig = 0,000 = 0% < 5% maka H0 

ditolak atau menerima H1. Disini diperlukan uji lanjut yaitu menggunakan uji 

Tukey. 

 

 

Tabel L10.4 Uji Tukey  
 

SOD 
Tukey HSD 

     

(I) dosis (J) dosis 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

K- K+ 54.24000* 2.18298 .000 47.4991 60.9809 

Dosis 200  45.23750* 2.18298 .000 38.4966 51.9784 

Dosis 400  24.25500* 2.18298 .000 17.5141 30.9959 

Dosis 600  15.33250* 2.18298 .000 8.5916 22.0734 

K+ K- -54.24000* 2.18298 .000 -60.9809 -47.4991 

Dosis 200  -9.00250* 2.18298 .007 -15.7434 -2.2616 

Dosis 400  -29.98500* 2.18298 .000 -36.7259 -23.2441 

Dosis 600  -38.90750* 2.18298 .000 -45.6484 -32.1666 



 

64 

 

 

Dosis 200  K- -45.23750* 2.18298 .000 -51.9784 -38.4966 

K+ 9.00250* 2.18298 .007 2.2616 15.7434 

Dosis 400  -20.98250* 2.18298 .000 -27.7234 -14.2416 

Dosis 600  -29.90500* 2.18298 .000 -36.6459 -23.1641 

Dosis 400  K- -24.25500* 2.18298 .000 -30.9959 -17.5141 

K+ 29.98500* 2.18298 .000 23.2441 36.7259 

Dosis 200  20.98250* 2.18298 .000 14.2416 27.7234 

Dosis 600  -8.92250* 2.18298 .007 -15.6634 -2.1816 

Dosis 600  K- -15.33250* 2.18298 .000 -22.0734 -8.5916 

K+ 38.90750* 2.18298 .000 32.1666 45.6484 

Dosis 200  29.90500* 2.18298 .000 23.1641 36.6459 

Dosis 400  8.92250* 2.18298 .007 2.1816 15.6634 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.   

- Pada uji Tukey nilai sig = 0,000 < 0,05 artinya pada dosis terapi ekstrak daun 

beluntas tersebut berbeda nyata terhadap hasil peningkatan SOD. 

 
 

SOD 

Tukey HSD      

dosis N 

Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

K+ 4 42.4125     

dosis 200 4  51.4150    

dosis 400 4   72.3975   

dosis 600 4    81.3200  

K- 4     96.6525 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
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Lampiran 11. Hasil Uji LCMS Daun Beluntas 

 

 
 


