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Lampiran 1. Keterangan Kelaikan Etik

KOMISI ETIK PENELITIAN
UNIVERSITAS BRAWIJAYA

KETERANGAN KELAIKAN ETIK
“ETHICAL CLEARENCE”

No: 562-KEP-UB

KOMISI ETIK PENELITIAN (ANIMAL CARE AND USE COMMITTEE)
UNIVERSITAS BRAWIJAYA
TELAH MEMPELAJARI SECARA SEKSAMA RANCANGAN PENELITIAN YANG
DIUSULKAN, MAKA DENGAN INI MENYATAKAN BAHWA:

PENELITIAN BERJUDUL : PENGARUH PEMBERIAN KOMBINASI KEFIR DAN
LIDAH BUAYA ( Aloe vera) TERHADAP EKSPRESI
TNF-a DAN GAMBARAN HISTOPATOLOGI KULIT
SEBAGAI PENGOBATAN LUKA INSISI PADA TIKUS

PENELITI : LOVY CENDYA LUCKYTA |

UNIT/LEMBAGA/TEMPAT  : UNIVERSITAS BRAWIJAYA

DINYATAKAN : LAIKETIK

Malang, 30 Mei 2016
Ket etua Komisi Etik Penelitian

67



68

Lampiran 2. Determinasi Tanaman Lidah Buaya (Aloe vera)

EHATAN PROPINSI JAWA

UPT MATERIA MEDICA
Jalan Lahor No.87 Telp. (0341) 593396 Batu (65313)
KOTA BATU
Nomor 10747223 £101.8/ VIII/ 2016
Sifat : Biass
Penhal : Determinasi Tanaman Lidah Buava
Memenuhi permohonan saudara

Namo/NIM tOLIVIA ANGCGITA Y. P £1251301001 11049

RIZKA SURYANING DEWI SI25130101111048

LOVY CENDYA L. £ 125130003111050
Fakultas - JURUSAN PENDIDIKAN DOKTER IIEWAN, FAKULTAS KEDUOKTERAN HRWAN

UNIVERSITAS BRAWTTAYA MALANG

1. Perihal determinasi tanaman lidah buaya

Kingdom : Plantae (1umbuhan)

Sub kingdom : Tracheobionta (Tumbuhan herpembulub)

Super Divisi : Spermatophyts (Menghasitkan biji)

Divisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)

Suhb divisi : Angilospermae

Kelas : Monocotyledonac

Bangsa : Liliales 2
Suku : Liliaccas

Marga : Aloe

Jenis ; Alne Fera Linn.

¥unci Determinasi ¢ 1b-2b-3b-4b-6b-7b-9b-10b-1 1 b-12b-13b-14b-15a-109a-110h-111a-112a-
113b-116a-119b-120b-128b-129b-135b-136a-137h.

. Morfologi . Habitus; Semuk, tahunan, tingei = 1 m. Datang: Bulat tidak berkayu.
percabangan munopodial. Daun: Tunggal, lanset, ujung runcing, panekal tumpul, tepi berperigi,
panjang 30-50 cm, lebar 2-5 cm, berdaging tebal, berlendir, bergetah kuning, hijau. Bunga:
Mujermuk, bentuk malai, di ujung balang, dann pelindung panjang = 1.5 cm, benang sari enam,
putik menyembal keluar atau melekat pada pangkal kepalu sari, tangkai putik silindris, kepala
putik bulat. keeil, mahkora panjang 2.5-3.5 ¢m, berlabing pendek, ujung melebar, jingga alau
merzh. Bush: Kotak, panjang £ 20 em, herkatup, bijau keputih-putiban. Buah: Bulat, keeil, hitam.
Akar: Serabut, kuning kotor, :

. Nama Simplisia i Succus Aloe Inspissatus / Daging daun lidab buaya

4. Kandungan Kimia - Do lidah buaya mengandung sloin, nloe-emodin, rhein, aloinoside A,

barbaloin, vitamin (B1. B2, BG, B12, dan C), mineral (kalsium, natrinm, kalium, mangan, scng),
asam amino esensial, lemak, polisakarida, isoharhaloin, rhein aloin. aloinoside B, antrakuvinon,
saponin, karbohidrat, cnzim (oksidase, katalase, lipase, aninasc, amylase) dan hormon.

5. Penggunaan ; Penyusunan Tugas Akhirv

6. Daftar Pustaka

- Angnim. htp:/www.tanamanobat.com/lidah_buaya, diakses tanggal 9 Januari 2009.

- Anonim. hetp:/fsvww.warintok ristek,go.id/lidah_buaya, diakses tanggal 15 Descmber 2010.

- Anonim. hetp:/feww.iptek.net.id/Tiduh_buaya, diakses tanpgal 21 Oktober 20190,

- -Syamsuhidayul, Sri Sugati dan Johny Ria Hutapea. 1991. Tnventaris Tanaman Obat Indonesia I.
Departemen Kesehatan Republik Indonesia: Badan Penelitian dan Pengembangun Keschatan,

- Van Steenis, CGGJ, 2008, FLORA, Prudnya Paramita, Jakarra,

)

)

Demikian surat keterangan determinasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.
s/ QDA gustus 2016

Maleria Medica Ratu




Lampiran 3. Kerangka Operasional Penelitian
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Tikus
H1-7 (aklimatisasi)
Kelompok A Kelompok B Kelompok C Kelompok D Kelompok E
Tikus Tikus Tikus Tikus Tikus
(Kontrol (Kontrol
Negatif) Positif)
H8 y H8 y H8 y H8 H8 ¢
Luka Insisi Luka Insisi Luka Insisi Luka Insisi
H8 H8 H8
v L/ v v v

Pakan Standar

Pakan Standar

H14

H14

Terapi Kombinasi

Kefir dan Lidah

Terapi Kombinasi

Kefir dan Lidah

Terapi Kombinasi

Kefir dan Lidah

Buaya 25% Buaya 37,5% Buaya 50%
H14 H14 H14

Dislokasi Leher = Pembedahan tikus

Isolasi Jaringan

Pembuatan preparat

Metode IHK

e o o o e e e e e e e

Pewarnaan MT

Analisis Data
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Lampiran 4. Perhitungan Dosis Terapi Salep Kombinasi Kefir dan Lidah Buaya

(Aloe vera)

A. Formula

Dibuat sediaan 1 gr - 5 mg x 10 hari = 50 mg = 0,05 gr x 20 ekor
=1gr

- Salep Kefir Kombinasi Lidah Buaya : 25%, 37,5%, 50%

- Vaseline Albume : 95%

- Cera Alba : 5%

- Perbandingan Kefir dan Lidah Buaya yang digunakan : 3:1

:I‘ Basis Salep

B. Kefir dan Lidah Buaya (Aloe vera) konsentrasi 25%
&5l — Kefir
100xlgr—0,25gr 3

3 X0259r=0,19 gr

Lidah Buaya

X 0,25 gr = 0,06 gr

e Basis Salep: 100% - 25% = 75%

% x 1 gr=0,75 gr > Berat basis salep (vaseline album dan cera
alba) yang terkandung pada salep kefir 25% sediaan

1lor
. = Penimbangan
Vaseline Albume
% x0,759r=0,71gr BAHAN PENIMBANGAN
Cera Alba Kefir Susu 0,19 gr
’ Sapi
Too X0.759r=0,04 gr Sari Lidah 0,06 gr
Buaya
Vaseline 0,71 gr
albume
Cera Alba 0,04 gr




C. Kefir dan Lidah Buaya (Aloe vera) konsentrasi 37,5%

37,5 -~ Kefir
Too X 1gr=20,38gr

=X 0,38 gr=0,29 gr

Lidah Buaya
X 0,38 gr = 0,09 gr
e Basis Salep: 100% - 37,5% = 62,5%
62,5

—= x 1gr =0,62 gr > Berat basis salep (vaseline album dan cera

100
alba) yang dibutuhkan pada salep kefir 37,5%
sediaan 1 gr

Vaseline Albume

95
To0 X 0,62 gr = 0,59 gr

Cera Alba

5 -
Too X 0,62 gr=0,03 gr

= Penimbangan

BAHAN PENIMBANGAN

Kefir Susu 0,29 gr
Sapi

Sari Lidah 0,09 gr
Buaya

Vaseline 0,59 gr
albume

Cera Alba 0,03 gr
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D. Kefir dan Lidah Buaya (Aloe vera) konsentrasi 50%
50 i
oo Xx1or=05gr Kefir
%x 0,59r=0,38 gr
Lidah Buaya
%x 059r=0,12¢r

e Basis Salep: 100% - 50% = 50%

2N gr = 0,5 gr - Berat basis salep (vaseline album dan cera

100
alba) yang dibutuhkan pada salep kefir 50%
sediaan 1 gr

Vaseline Albume

95 _
Too X 0,59r=0,47 gr

Cera Alba

5
Too X 0,5gr = 0,03 gr

= Penimbangan

BAHAN PENIMBANGAN

Kefir Susu 0,38 gr
Sapi

Sari Lidah 0,12 gr
Buaya

Vaseline 0,47 gr
albume

Cera Alba 0,03 gr
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Lampiran 5. Pembuatan Preparat Histopatologi Jaringan

Jaringan Kulit
= diambil dan direndam dalam formalin 10% selama 24 jam

A 4

Kulit hasil dehidrasi dengan alkohol bertingkat
= direndam dalam alkohol 70%

= direndam dalam alkohol 80%

= direndam dalam alkohol 90%

= direndam dalam alkohol 95%

= direndam dalam alkohol absolut |
= direndam dalam alkohol absolut 11
= dimasukkan dalam xylol |

= dimasukkan dalam xylol Il
= dicelupkan pada parafin |

= dicelupkan pada parafin Il
= dicelupkan pada parafin Ill

A 4

Kulit dalam blok parafin
= diambil dan dipotong dengan menggunakan microtom dengan ukuran

4 um direndam pada water bath dengan suhu 56-58 °C
= diambil irisan yang didapat dengan object glass
= diletakkan dan disimpan dalam inkubator suhu 60 °C
selama 24 jam

\ 4

Pengamatan Mikroskop




Lampiran 6. Metode Imunohistokimia Ekspresi TNF-a

Preparat Kulit

- Dicuci xylol I, xylol 11, alkohol bertingkat
(100%,90%,80%,70%), aquades
- Dicuci PBS pH 7,4 3x5 menit

Dicuci dengan Hidrogen peroksida (dalam DI water) 20 menit

pada suhu ruang

‘I, - Dicuci PBS pH 7,4 selama 5 menit 3x

Ditetesi BSA 1% dalam PBS selama 30 menit pada suhu ruang

l, - Dicuci PBS pH 7,4 selama 5 menit 3x

Ditetesi Antibodi primer (rat anti TNF- «), semalam suhu 4°C
(diencerkan dalam 1% BSA dalam PBS)

‘1, - Dicuci PBS pH 7,4 selama 5 menit 3x

Ditetesi Antibodi sekunder berlabel biotin (Goat Anti Rat biotin labeled) 1

jam pada suhu ruang

‘1, - Dicuci PBS pH 7,4 selama 5 menit 3x

SA-HRP (Strept Avidin-Horsedish Peroxidase) 30-60 menit suhu ruang

1, - Dicuci PBS pH 7,4 selama 5 menit 3x
Chromogen DAB (3,3-Diaminobenzidine tetrahydrochloride) 10-20 menit
suhu ruana
\1: - Dicuci aquades selama 5 menit 3x

Counter stain (Hematoxylen) 5 menit suhu ruang

‘l’ - Dicuci aguades selama 5 menit 3x

Mounting dengan entellan

!

Pengamatan di bawah mikroskop
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Lampiran 7. Pewarnaan Masson’s Trichrome

Preparat kulit siap pewarnaan

= dideparafinasi dengan dimasukkan pada xylol bertingkat | — 111
masing — masing selama 5 menit

= direndam dalam alkohol absolut | selama 5 menit

= direndam dalam alkohol absolut 1l selama 5 menit

= direndam dalam alkohol absolut 111 selama 5 menit

= direndam dalam alkohol 95% selama 5 menit

= direndam dalam alkohol 90% selama 5 menit

= direndam dalam alkohol 80% selama 5 menit

= direndam dalam alkohol 70% selama 5 menit

= direndam dalam aquades selama 5 menit
A\ 4

Preparat Kulit
= difiksasi dengan formalin 10%,

= dilakukan deparafinasi dengan akuades

= dimasukkan dalam boin s selama 1 jam pada suhu 56°C

= didinginkan dan dicuci dengan air mengalir

= dibilas dengan akuades

= dimasukkan dalam weigert’s iron hematoxylin selama 10 menit

= dicuci dengan air mengalir selama 10 menit

= dibilas dengan aquades

= direndam kedalam biebrich scarlet-acid fuchsin selama 2 menit

= dibilas kembali dengan aquades

= dimasukkan dalam phosphomolybdic-phosphotungstic selama 10
menit

= dimasukkan dalam aniline blue selama 5 menit

= dibilas dengan aquades

= dimasukkan dalam asam glasial asetat selama 3 menit

= dimasukkan dalam alkohol 95% dan 100%,

= dibersihkan dengan xylene sebanyak dua kali

= dimounting dengan balsam Kanada

= diberi entelan

= ditutup object glass.

A 4

Pengamatan Mikroskop




Lampiran 8. Perhitungan Ekspresi TNF-a.

Tabel L8.1 Data Ekspresi TNF-a dalam Percent Area

76

Kelompok Tikus Rataan Ekspresi

Perlakuan 1 2 3 4 TNF-a
Kontrol (-) 85,15 92,05 78,20 77,70 83,2750
Kontrol (+) 86,90 99.17 88,20 87,12 90,3475
Terapi 25% 90,42 84,62 91,40 81,05 86,8725
Terapi 37,5% | 77,68 79,30 80,92 80,60 79,6250
Terapi 50% 94,15 87,10 90,57 89,08 90,225
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Lampiran 9. Presentase Peningkatan dan Penurunan Ekspresi TNF-a

Kelompok Kontrol

Peningkatan ekspresi TNF-a (%) = Rataan Kontrol (+) — Rataan Kontrol (-) x 100%
Rataan Kontrol (-)
= 90,3475 — 83,2750 x 100%
83,2750
= 8,49%

Kelompok Terapi 25%
Penurunan ekspresi TNF-a (%) = Rataan Kontrol (+) — Rataan Terapi x 100%
Rataan Kontrol (+)
= 90,3475 — 86,8725 x 100%

90,3475
= 3,84%
Kelompok Terapi 37,5%
Penurunan ekspresi TNF-a (%) = Rataan Kontrol (+) — Rataan Terapi x 100%

Rataan Kontrol (+)
= 90,3475 — 79,6250 x 100%

90,3475
=11,8%
Kelompok Terapi 50%
Penurunan ekspresi TNF-a (%) = Rataan Kontrol (+) — Rataan Terapi x 100%

Rataan Kontrol (+)

= 90,3475 — 90,2238 x 100%
90,3475

=0,13%
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Lampiran 10. Uji Statistika Ekspresi TNF-a

Tabel L10.1. Uji Normalitas Data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
TNF-a
N 20
Normal Parameters®” Mean 86,0688
Std. Deviation 6,02394
Most Extreme Differences | Absolute ,148
Positive ,148
Negative -,105
Test Statistic ,148
Asymp. Sig. (2-tailed) ,200
a. Test distribution is Normal.
b. Calculated from data.
c. Lilliefors Significance Correction.
d. This is a lower bound of the true significance.

Hasil pengujian normalitas nilai menunjukkan nilai signifikasi (p) sebesar 0,200.
Oleh karena nilai p > 0,05, maka Ho diterima dan dapat disimpulkan bahwa data yang

digunakan mempunyai distribusi yang tersebar dengan normal.

Tabel L10.2 Uji Homogenitas Data

Test of Homogeneity of Variances

TNF-a

Levene Statistic dfl df2 Sig.

2,639 4 15 ,075

Hasil pengujian menunjukkan nilai signifikasi (p) sebesar 0,075. Oleh karena
nilai p > 0,05, maka Ho diterima dan dapat disimpulkan bahwa data yang digunakan
mempunyai ragam yang homogen. Pengujian nilai homogenitas dan nilai normalitas

sampel telah memenuhi asumsi sehingga dapat dilanjutkan dengan uji ANNOVA.



Tabel L10.3. Uji Statistik ANNOVA

ANOVA
TNF-a
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 342,179 4 85,545 3,695 ,028
Within Groups 347,290 15 23,153
Total 689,469 19
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Nilai p < 0,05, maka Ho ditolak dan dapat disimpulkan terdapat perbedaan yang

signifikan antara perlakuan.

Tabel L10.4. Uji Lanjutan BNJ (Beda Nyata Jujur)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: TNF-a

Tukey HSD
95%
Confidence
Mean Interval
() PERLAKUAN | (J) PERLAKUAN | Difference (1-J) | Std. Error Sig. Lower Bound
1 2 -7,07250 3,40240 279 -17,5789
3 -3,59750 3,40240 ,825 -14,1039
4 3,65000 3,40240 ,817 -6,8564
5 -6,94875 3,40240 ,294 -17,4551
2 1 7,07250 3,40240 279 -3,4339
3 3,47500 3,40240 ,842 -7,0314
4 10,72250" 3,40240 ,044 ,2161
5 ,12375 3,40240 1,000 -10,3826
3 1 3,59750 3,40240 ,825 -6,9089
2 -3,47500 3,40240 ,842 -13,9814
4 7,24750 3,40240 ,258 -3,2589
5 -3,35125 3,40240 ,858 -13,8576
4 1 -3,65000 3,40240 ,817 -14,1564
2 -10,72250 3,40240 ,044 -21,2289
3 -7,24750 3,40240 ,258 -17,7539
5 -10,59875"|  3,40240 ,048 -21,1051
5 1 6,94875 3,40240 ,294 -3,5576
2 -,12375 3,40240 1,000 -10,6301
3 3,35125 3,40240 ,858 -7,1551
4 -10,59875"|  3,40240 ,048 -,0924




Tabel L10.5 Pemberian Notasi pada Uji BNJ

TNF-a
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

PERLAKUAN 1 2

4 4 79,6250

1 4 83,2750

3 4 86,8725
5 4 90,2238
2 4 90,3475
Sig. ,258 ,279

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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Lampiran 11. Perhitungan Kerapatan Kolagen

Tabel L11.1 Data Kerapatan Kolagen
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Kelompok Tikus Rataan Kerapatan

Perlakuan 1 2 3 4 Kolagen
Kontrol (-) 2,39 2,40 2,56 2,20 2,3875
Kontrol (+) 2,76 2,86 2,65 2,90 2,7295
Terapi 25% 2,39 2,28 2,38 2,88 2,4825
Terapi 37,5% 2,22 2,06 2,29 1,84 2,1025
Terapi 50% 2,54 2,50 2,54 2,88 2,615
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Lampiran 12. Perhitungan Peningkatan dan Penurunan Kerapatan Kolagen

Kelompok Kontrol

Peningkatan kerapatan kolagen (%) = Rataan Kontrol (+) — Rataan Kontrol (-) x 100%
Rataan Kontrol (-)
= 2,7295 — 2,3875 x 100%
2,7295
=12,52%

Kelompok Terapi 25%
Peningkatan kerapatan kolagen (%) = Rataan Kontrol (+) — Rataan Terapi x 100%
Rataan Kontrol (+)
=2,7295 — 2,4825 x 100%
2,7295
=9,04%

Kelompok Terapi 37,5%

Peningkatan kerapatan kolagen (%) = Rataan Kontrol (+) — Rataan Terapi x 100%
Rataan Kontrol (+)
= 2,7295 — 2,1025 x 100%
2,7295
=22,97%

Kelompok Terapi 50%

Peningkatan kerapatan kolagen (%) = Rataan Kontrol (+) — Rataan Terapi X 100%
Rataan Kontrol (+)
= 2,7295 — 2,615 x 100%
2,7295
=4,19%




83

Lampiran 13. Uji Statistika Kerapatan Kolagen

Tabel L13.1. Uji Normalitas Data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
KOLAGEN

N 20

Normal Parameters®” Mean 2,4754
Std. Deviation ,29032

Most Extreme Differences | Absolute ,107
Positive ,102
Negative -,107

Test Statistic ,107

Asymp. Sig. (2-tailed) ,200

a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.

c. Lilliefors Significance Correction.

Hasil pengujian normalitas nilai menunjukkan nilai signifikasi (p) sebesar 0,200.
Oleh karena nilai p > 0,05, maka Ho diterima dan dapat disimpulkan bahwa data yang

digunakan mempunyai distribusi yang tersebar dengan normal.

Tabel L13.2 Uji Homogenitas Data

Test of Homogeneity of Variances
KOLAGEN
Levene Statistic dfl df2 Sig.
,839 4 15 521
Hasil pengujian menunjukkan nilai signifikasi (p) sebesar 0,521. Oleh karena

nilai p > 0,05, maka Ho diterima dan dapat disimpulkan bahwa data yang digunakan
mempunyai ragam yang homogen. Pengujian nilai homogenitas dan nilai normalitas

sampel telah memenuhi asumsi sehingga dapat dilanjutkan dengan uji ANNOVA.



Tabel L13.3 Uji Statistik ANNOVA

ANOVA
KOLAGEN
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1,064 4 ,266 7.430 ,002
Within Groups ,537 15 ,036
Total 1,601 19
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Nilai p < 0,05, maka Ho ditolak dan dapat disimpulkan terdapat perbedaan yang

signifikan antara perlakuan.

Tabel L13.4 Uji Lanjutan BNJ (Beda Nyata Jujur)

Multiple Comparisons

Dependent Variable: KOLAGEN
Tukey HSD
95%
Confidence
Mean Interval

() PERLAKUAN | (J) PERLAKUAN | Difference (1-J) | Std. Error Sig. Lower Bound

1,00 2,00 -,40500 ,13381 ,056 -,8182
3,00 -,09500 ,13381 ,951 -.5082
4,00 ,28500 ,13381 ,258 -,1282
5,00 -.22462 ,13381 475 -,6378

2,00 1,00 ,40500 ,13381 ,056 -,0082
3,00 ,31000 ,13381 ,193 ,1032
4,00 ,69000" ,13381 ,001 -,2768
5,00 ,18038 ,13381 ,667 -.2328

3,00 1,00 ,09500 ,13381 ,951 -,3182
2,00 -,31000 ,13381 ,193 -, 7232
4,00 ,38000 ,13381 ,079 -,0332
5,00 -,12962 ,13381 ,856 -,5428

4,00 1,00 -,28500 ,13381 ,258 -,6982
2,00 -,69000 ,13381 ,001 -1,1032
3,00 -,38000 ,13381 ,079 -,7932
5,00 -,50962" 13381 013 -,9228

5,00 1,00 ,22462 ,13381 475 -,1886
2,00 -,18038 ,13381 ,667 -,5936
3,00 ,12962 ,13381 ,865 -,2836
4,00 -,50962" ,13381 ,013 -,0964




Tabel L13.5 Pemberian Notasi pada Uji BNJ

Kolagen
Tukey HSD?
Subset for alpha = 0.05

PERLAKUAN 1 2

4 4 2,1025

1 4 2,3875

3 4 2,4825
5 4 2,6121
2 4 2,7925
Sig. ,079 ,056

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
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