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Lampiran 1.  Determinasi dan Uji Fitokimia Tanaman Sirih Merah 
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Lampiran 2. Kerangka Operasional Rancangan Penelitian  

A. Rancangan Perlakuan  

 

   Kelompok tikus asma (LPS)      

                    + terapi 

 

 

Keterangan  

1. Injeksi OVA I, OVA II dan OVA III dilakukan secara intraperitonial 

dengan dosis 10 μg/ml dengan ajuvan AlOH3 dalam larutan PBS  

2. Injeksi LPS dilakukan secara intrasulkuler di sulkus ginggiva tikus dengan 

dosis 1 μg/ml  

3. Inhalasi OVA dilakukan dengan nebulasi OVA dalam larutan NaCl steril 

dengan dosis 1 μg/ml selama 20 menit  

4. Pada hari ke-21 untuk tikus kontrol sakit, 30 menit setelah inhalasi OVA, 

dilakukan pembedahan pada tikus untuk mengisolasi organ paru yang 

digunakan untuk pengukuran aktivitas protease dan ekspresi IL-1 jaringan 

paru. 

5.  Pada kelompok tikus C, D dan E pada hari ke-22 sampai hari ke- 35 

dilakukan terapi dengan dosis 25 mg/kg BB, 50 mg/kg BB serta 75 mg/kg 

BB. 

 

 

OVA II LPS 

Day 

 14 

OVA I 

Day 

 1 

OVA 

Inhalasi Terapi 

Day 

 10, 11 

Day 

 21 
Day 

 22 
Day 

 35 
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B. Kerangka Oprasional 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan: Parameter yang diamati =  

 

 

Kelompok E 

Tikus Asma 

(LPS) 

 

 

Kelompok D 

Tikus Asma 

(LPS) 

 

 

Kelompok C 

Tikus Asma 

(LPS) 

 

 

Kelompok B 

Tikus Asma 

(LPS) 

 

Kelompok A 

Tikus 

Normal 

(Kontrol 

negatif) 

Pakan 

standart 

 

Pakan 

standart, Ova 

+ LPS 

 

Pakan standart, Ova + LPS 

 

 

Terapi 

Ekstrak 

Daun Sirih 

Merah dosis 

25 mg/kg 

BB 

Terapi 

Ekstrak 

Daun Sirih 

Merah dosis 

50 mg/kg 

BB 

 

Terapi 

Ekstrak 

Daun Sirih 

Merah dosis 

75 mg/kg 

BB  

 

TIKUS 

Dislokasi leher, Pembedahan tikus 

 

 
Isolasi Organ Paru 

 

Ekspresi IL-1 

 

Aktivitas Protease  

 

Analisa data 
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Lampiran 3. Perhitungan Dosis 

 Dosis eksperimental ditentukan berdasarkan penelitian Fitriyani dkk (2011) 

dengan modifikasi sehingga dosis yang digunakan dalam penelitian ini sebesar 

25 mg/Kg BB, 50 mg/Kg BB, dan 75 mg/Kg BB. Dosis toksik pada ekstrak 

daun sirih merah sebesar 100 mg/Kg BB pada tikus.  

 Total berat kering daun sirih yang digunakan sebesar 300 gram dan diekstraksi 

dengan menggunakan metanol sebanyak 2 L hingga dihasilkan ekstrak metanol 

daun sirih merah sebanyak 24 gram. 

 Kapasitas lambung tikus 3-5 ml, sehingga pada penelitian ini kami memberikan 

volume pemberian terapi ekstrak daun sirih merah sebanyak 2 ml/ekor. 

1. Dosis 1 = 25 mg/kgBB (Kelompok C) 

- Perhitungan untuk dosis 25 mg/kg BB 

Diketahui : Rata-rata berat badan tikus adalah 200 g atau 0,2 Kg 

Dihitung : Dosis x Berat Badan = 25 mg/kg BB x 0,2 kg = 5 mg 

 

- Perhitungan untuk satu kelompok perlakuan terapi 25 mg/kgBB 

Diketahui : Jumlah kelompok terapi 25 mg/kg BB adalah 4 ekor 

Terapi diberikan selama 14 hari 

Dihitung : 5 mg x 4 x 14 = 280 mg = 0,28 g 

 

- Volume pemberian sebanyak 2 ml/ekor/hari 
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Diagram Pengenceran 

 

- ditimbang 0,28 g 

- digerus dalam mortir 

- ditambahkan CMC-Na 1% sedikit demi sedikit sampai homogen 

- dimasukkan ke dalam labu ukur 

- ditambahkan dengan CMC-Na 1% hingga volume 112 mL 

- dihomogenkan 

 

 

2. Dosis 2 = 50 mg/kgBB (Kelompok D) 

- Perhitungan untuk dosis 50 mg/kgBB 

Diketahui : Rata-rata berat badan tikus adalah 200 g atau 0,2 Kg 

Dihitung : Dosis x Berat Badan = 50 mg/kg BB x 0,2 kg = 10 mg 

 

- Perhitungan untuk satu kelompok perlakuan terapi 50 mg/kgBB 

Diketahui : Jumlah kelompok terapi 50 mg/kg BB adalah 4 ekor 

Terapi diberikan selama 14 hari 

Dihitung : 10 mg x 4 x 14 = 560 mg = 0,56 g 

 

- Volume pemberian sebanyak 2 ml/ekor/hari 

 

 

 

Ekstrak Daun Sirih Merah 

Larutan Ekstrak Daun Sirih Merah 
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Diagram Pengenceran 

 

- ditimbang 0,56 g 

- digerus dalam mortir 

- ditambahkan CMC-Na 1% sedikit demi sedikit sampai homogen 

- dimasukkan ke dalam labu ukur 

- ditambahkan dengan CMC-Na 1% hingga volume 112 mL 

- dihomogenkan 

 

 

3. Dosis 3 = 75 mg/Kg BB (Kelompok E) 

- Perhitungan untuk dosis 75 mg/kg BB 

Diketahui : Rata-rata berat badan tikus adalah 200 g atau 0,2 Kg 

Dihitung : Dosis x Berat Badan = 75 mg/kg BB x 0,2 kg = 15 mg 

 

- Perhitungan untuk satu kelompok perlakuan terapi 75 mg/kg BB 

Diketahui : Jumlah kelompok terapi 75 mg/kg BB adalah 4 ekor 

Terapi diberikan selama 14 hari 

Dihitung : 15 mg x 4 x 14 = 840 mg = 0,84 g 

 

- Volume pemberian sebanyak 2 ml/ekor/hari 

 

 

 

Ekstrak Daun Sirih Merah 

Larutan Ekstrak Daun Sirih Merah 
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Diagram Pengenceran 

 

- ditimbang 0,84 g 

- digerus dalam mortir 

- ditambahkan CMC-Na 1% sedikit demi sedikit sampai homogen 

- dimasukkan ke dalam labu ukur 

- ditambahkan dengan CMC-Na 1% hingga volume 112 mL 

- dihomogenkan 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak Daun Sirih Merah 

Larutan Ekstrak Daun Sirih Merah 
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Lampiran 4. Prosedur Pengukuran Aktivitas Protease 

4.1  Pembuatan Larutan Stok Tirosin 

 

 dilarutkan dengan 25 mL akuades 

 diaduk dengan pengaduk magnetic 

 dipindahkan dalam labu ukur 50 mL 

 diencerkan hingga tanda batas 

 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas  

 

 

4.2 Pembuatan Larutan Baku Tirosin 

 

 dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL 

 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas 

 

 

 dipipet berturut-turut 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10 mL 

 dimasukkan masing-masing larutan kedalam labu ukur 10 mL 

 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas 

 

 

4.3 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Tirosin 

 

 

 diukur absorbansi pada λ maksimum tirosin  

 

 

 

 

Larutan baku tirosin 2,4,6,8,10,12,14,16,18,20 ppm 

0,025 g tirosin 

Larutan stok tirosin 500 ppm 

4 mL Larutan baku tirosin 500 ppm 

Larutan baku tirosin 20 ppm 

Larutan baku tirosin 20 ppm 

Panjang gelombang maksimum 
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4.4 Pembuatan Kurva Baku Tirosin 

 

 

 dipipet sebanyak 1 mL dan dimasukkan dalam eppendorf 

 diukur absorbansinya pada λ maksimum tirosin 200-300 nm 

 

 

4.5 Pembuatan Larutan Kasein 

 

 

 dilarutkan dengan 25 mL aquades 

 diaduk dengan pengaduk magnetik  

 dipindahkan dalam labu ukur 50 mL 

 diencerkan hingga tanda batas 

 diencerkan dengan aquades hingga tanda batas 

  

 

4.6 Isolasi Protein 

 

 

 

 dipotong kecil-kecil 

 ditambah larutan PBST-PMSF sebanyak 5x volume sampel 

 ditambah sedikit pasir kuarsa 

 dihaluskan dengan mortar dalam kondisi dingin 

 

 

 

 dimasukkan dalam tabung polipropilen steril 

Larutan stok kasein 500 ppm 

Larutan baku tirosin 2,4,6,8,10,12,14,16,18,20 ppm 

Kurva baku tirosin 

0,025 g kasein 

Organ paru 

Homogenat 
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 digetarkan dengan vortex selama 10 menit 

 disonikasi dengan sonikator selama 10 menit 

 disentrifus dengan alat sentrifugasi selama 15 menit (6000 rpm) 

 

 

 ditambah etanol absolut dingin dengan perbandingan 1:1 

 dibiarkan selama 24 jam hingga terbentuk endapan 

 disentrifuse dengan alat sentifugasi selama 15 menit                  

( 10.000 rpm) 

 

 

 dikeringkan di udara bebas hingga bau etanol hilang  

 ditambah buffer Tris-HCL dengan 20 mM dengan 

perbandingan 1:1 

 

 

4.7 Pembuatan Larutan Blangko 

 

 dipipet sebanyak 200 μL  

 dimasukkan dalam tabung reaksi 

 ditambah 300 μL larutan buffer fosfat pH 7 

 ditambah 100 μL ekstrak kasar protein 

 diinkubasi pada suhu 37 oC selama 60 menit 

 ditambah 400 μL larutan TCA 4%  

 didinginkan pada suhu ruang selama 30 menit 

 disentrifugasi pada 4000 rpm selama 10 menit 

 

 

 dipipet 100  μL  

 ditambah buffer fosfat 5 kali volume 

sampel 

 diukur serapannya pada  λ maksimum 

tirosin 

Endapan 

Ekstrak kasar protein 

Endapan Supernatan 

Supernatan Pellet 

Aquades streril 

Hasil 
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4.8 Pengukuran Aktivitas Protease 

 

 dipipet 200  μL  

 dimasukkan dalam tabung reaksi 

 ditambah 300 μL larutan buffer fosfat pH 7 

 ditambah 100 μL ekstrak kasar protein 

 diinkubasi pada suhu 37 oC selama 60 menit 

 ditambah 400 μL larutan TCA 4%  

 didinginkan pada suhu ruang selama 30 menit 

 disentrifugasi pada 4000 rpm selama 10 menit 

 

 

 dipipet 100  μL  

 ditambah buffer fosfat 5 kali volume 

sampel 

 diukur serapannya pada  λ maksimum 

tirosin nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Endapan 

Hasil 

Supernatan 

Larutan kasein 500 ppm 
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Lampiran 5. Prosedur Imunohistokimia 

 

 

- Xylol I, Xylol II, alkohol bertingkat (100%,90%,805,70%), Aquades 1x5 

menit  

- Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit  

- 3 % Hidrogen peroksida dalam diomizine water selama 20 menit  

- Dicuci PBS pH 7,4 selama 3x5 menit  

- FBS (Fetal bovine serum) 5 % dalam PBS , 30 menit  

- Dicuci PBS pH7,4 selama 3 x 5menit  

- ( 1:100) antibodi primer (anti rat TNF-α)24 jam pada suhu 4℃ yang 

diencerkan dalam 1% BSA dalam PBS)  

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

- antibodi berlabel biotin (goat anti rat biotin labeled) 1 jam pada sehu 

ruang  

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

- SA-HRP (strep avidin-Horse radis peroxsidase) 30-60 menit pada suhu 

ruang  

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

- Cromogen DAB (3,3 – diaminobenzidine tetrahydrochloride) 10-20 

menit pada suhu ruang  

- Dicuci aqudes selama 3 x 5menit  

- Counter stain (Hematoksilin-eosin) 5 menit pada suhu ruang  

- Dicuci aqudes selama 3 x 5menit  

- Mounting dengan entellan  

- Pengamatan di bawah mikroskop  
 

 

 

Preparat Paru 

Preparat Paru 
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Lampiran 6. Data Statistika Ekspresi Interleukin-1 (IL-1) 

Tabel 6.1 Uji homogenitas 

 

 

P > 0.05 

Data homogenitas 

Tabel 6.2 Uji Statistik ANOVA 

 

 

 

Tabel 6.3 Uji Lanjutan BNJ 

P < 0.05 
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Tabel 6.4 Notasi pada Uji BNJ 

 

 

 

 

 

Lampiran 7. Immunoratio Ekspresi Interleukin-1 (IL-1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kontrol Negatif Kontrol Positif Kelompok Terapi C 

Kelompok Terapi D Kelompok Terapi E 
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Lampiran 8. Data Absorbansi 

Tabel 8.1 Absorbansi larutan standar tirosi 20 ppm 

  

260 0,033 

261 0,038 

262 0,039 

263 0,041 

264 0,051 

265 0,062 

266 0,068 

267 0,076 

268 0,082 

269 0,089 

270 0,102 

271 0,102 

272 0,109 

273 0,111 

274 0,115 

275 0,123 

276 0,116 

277 0,112 

278 0,112 

279 0,104 

280 0,101 

281 0,098 

282 0,091 

283 0,087 

284 0,075 

285 0,068 

286 0,05 

287 0,034 

288 0,022 

289 0,015 

290 0,013 
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Tabel 8.2 Kurva Standar Tirosin λ 275 nm 

Tirosin [ppm] 

 

A rata-rata 

 

0 0 

2 0.015 

4 0.044 

6 0.068 

8 0.096 

10 0.145 

12 0.169 

14 0.207 

16 0.226 

18 0.261 

20 0.295 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.0153x - 0.0138
R² = 0.9944
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Konsentrasi (ppm) 

Gambar 8.2 Kurva Standar Tirosin 
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Tabel 8.3 Data Absorbansi Tirosin 

Kelompok  Absorbansi    

Kontrol 

Negatif 

(A) 

 

0,335 

 

0,341 

 

0,392 

 

0,35 

Kontrol  

Positif 

(B) 

 

0,711 

 

0,66 

 

0,657 

 

0,73 

Terapi  

25 mg/Kg BB 

(C)  

 

0,621 

 

0,565 

 

0,64 

 

0,7 

Terapi  

50 mg/Kg BB 

(D) 

 

0,59 

 

0,42 

 

0,511 

 

0,441 

Terapi  

75 mg/Kg BB 

(E) 

 

0,372 

 

0,36 

 

0,345 0,364 

 

Lampiran 9. Perhitungan Aktivitas Protease 

9.1 Rumus perhitungan 

Aktivitas enzim = 
[𝑇𝑖𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛]

𝑀𝑟 𝑇𝑖𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛
  x 

𝑣

𝑝 𝑥 𝑞
 x fp 

 

Dimana :  v  = Volume total sampel (mL) 

  q = Waktu inkubasi (menit) 

  fp = Faktor pengenceran 

  p = Jumlah enzim 

  Mr = Berat molekul tirosin 181 µg/µmol 

 

Satu unit aktivitas protease dinyatakan dengan banyaknya jumlah mikro 

mol yang terbentuk oleh 1 mL protease per menit  
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Tabel 9.1 Hasil Pengukuran Aktivitas Protease 

 

Kelompok Aktivitas 

Protease 

Rata-rata SD 

Kontrol Negatif (A) 1 0,104960339   

Kontrol Negatif (A) 2 0,106765849 0,110828248 0,007748284 

Kontrol Negatif (A) 3 0,122112688   

Kontrol Negatif (A) 4 0,109474115   

Kontrol Positif (B) 1 0.218306271   

Kontrol Positif (B) 2 0.203761881 0,211936831 0,01080594 

Kontrol Positif (B) 3 0.201856065   

Kontrol Positif (B) 4 0.223823108   

Terapi 1 dosis 25 mg/kg BB (C)  0.191023002   

Terapi 1 dosis 25 mg/kg BB (C)  0.174372184 0,19523586 0,018357027 

Terapi 1 dosis 25 mg/kg BB (C)  0.196740452   

Terapi 1 dosis 25 mg/kg BB (C)  0.218807801   

Terapi 2 dosis 50 mg/kg BB (C)  0.175676164   

Terapi 2 dosis 50 mg/kg BB (C)  0.131541465 0,150499324 0,020285614 

Terapi 2 dosis 50 mg/kg BB (C)  0.157921978   

Terapi 2 dosis 50 mg/kg BB (C)  0.13685769   

Terapi 3 dosis 75 mg/kg BB (C)  0.116194626   

Terapi 3 dosis 75 mg/kg BB (C)  0.112483299 0,112558529 0,003487592 

Terapi 3 dosis 75 mg/kg BB (C)  0.107869217   

Terapi 3 dosis 75 mg/kg BB (C)  0.113686973   

 

 

Lampiran 10. Data Statistika Aktivitas Protease 

 

Tabel 10.1 Uji Homogenitas 

 

 

 

 

P > 0,05  

Data Homogen 
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Tabel 10.2 Uji Statistik ANOVA 

P< 0,05 

 

 

Tabel 10.3 Uji Lanjutan BNJ 
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Tabel 10.4 Pemberian Notasi pada BNJ 
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Lampiran 11. Sertifikat laik etik 
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Lampiran 12. Dokumentasi Penelitian 

Aklimatisasi hewan coba Injeksi OVA secara intraperitonial hari ke-

1 dan 14  

 

Injeksi LPS secara intrasulkuler pada hari 

ke 10- dan 11 

Pemaparan ovalbumin pada hari ke-21 

menggunakan nebullizer 

Pemberian terapi ekstrak daun sirih 

merah pada kelompok terapi secara per-

oral selama 14 hari. 

 

Pembedahan untuk mengambil organ 

paru-paru dan trakea pada semua 

kelompok. 

Isolasi protein  Pengamatan Histopatologi 


