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Lampiran 3. Sertifikat Plagiasi
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Lampiran 4. Skema Penelitian

Tikus putih wistar jantan umur 8 minggu
BB rata-rata 200 gr

Kel I. (Kontrol (-)/normal
tanpa perlakuan.

Diinjeksikan STZ 20mg/kg BB
dan diinkubasi selama 7-14

!

|
v

Kel Il. Kontrol (+)
tanpa terapi

Kel lll. terapi Kel IV. terapi

250 mg

500 mg

Pembedahan Tikus

v

Organ Pankreas dan Serum

v

v

Gambaran Histologis MDA SOD
1§ A K
|
HE Spektrofotometri

v

Kadar Insulin
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Lampiran 4.

4.1 Prep

Diagram Alir

arasi Ekstrak n-Heksan Akar Pletekan

Serbuk Akar Pletekan

Dimaserasi dengan n-heksan selama 48 jam sebanyak 5000 mL
Maserat disaring

Dig)ekatkan dengan rotary evaporator pada 90 rpm dengan temperatur
40°C

y Ekstrak Padatan

Diencerkan dengan minyak jagung sebanyak 2 mL

Ekstrak n-Heksan Akar

4.2 Terapi Ekstrak n-Heksan Akar Pletekan

Kelompok tikus 3 dan 4

Kelompok 3 dan 4 diterapi menggunakan ekstrak n-heksan akar pletekan
dengan dosis 250 mg/Kg BB dan 500 mg/kgBB selama 21 hari berturut-
turut

Terapi tikus diabetes

4.3 Preparasi Larutan untuk Pembuatan Larutan STZ

431

Pembuatan larutan asam sitrat 0.2 M

Asam Sitrat

¢ Ditimbang seberat 4,2 gram dengan neraca analitik
e Dimasukkan dalam beaker glass 100 mL

¢ Ditambah dengan agquades secukupnya

¢ Dipindahkan kedalam labu ukur 100 mL

¢ Ditambahkan aquades hingga tanda batas

¢ Dikocok hingga homogen

Larutan Asam Sitrat 0.2 M
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4.3.2 Pembuatan larutan natrium sitrat 0.2 M

Natrium sitrat

¢ Dimasukkan dalam beaker glass 100 mL
¢ Ditambah aquades secukupnya

¢ Dipindahkan kedalam labu ukur 100 mL
o Ditambah aquades hingga tanda batas
‘° Dikocok hingga homogen

Larutan Natrium sitrat 0.2 M

4.3.3 Pembuatan buffer sitrat pH 4.5

¢ Ditimbang seberat 5.88 gram dengan neraca analitik

Larutan asam sitrat 0.2 M Larutan natrium sitrat 0.2 M

-Diambil sebanyak 27.5 mL -Diambil sebanyak 22.5 mL
Dimasukkan kedalam gelas kimia 100 mL
Diaduk dengan magnetic stirer
Diukur pH nya dengan pH meter sampai pH 4.5
Ditetesi dengan natrium sitrat apabila pH masih terlalu asam

¥

Ditetesi dengan asam sitrat apabila pH terlalu basa

v

Larutan buffer sitrat pH

4.4 Pembuatan Larutan MLD-STZ

Padatan MLD-STZ

e Padatan STZ ditimbang seberat 100 mg

¢ Dimasukkan kedalam tabung falcon 15 mL

o Ditambahkan 3 mL buffer sitrat 0.2 M pH 4.5
e Larutan divortex hingga homogen

e Disimpan dalam suhu 4°C

Larutan MLD-STZ
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4.5 Preparasi Tikus Diabetes

Kelompok tikus 2, 3, 4

¢ Diinduksi dengan larutan STZ selama 5 hari dengan dosis 20 mg/bb tikus
o Tikus di aklimatisasi selama 14 hari

I Tikus Diabetes

4.6 Pembuatan preparat Gambaran Histopatologi Jaringan
4.6.1 Embedding jaringan

Jaringan dalam PFA

o Diambil dan direndam dalam etanol 70% selama 24 jam
¢ Dimasukkan dalam etanol 80% selama 2 jam

e Dimasukkan dalam etanol 90% selama 20 menit

e Dimasukkan dalam etanol 95% selama 20 menit

¢ Diulang sebanyak 3 kali

y Jaringan hasil dehidrasi dengan etanol

e Dimasukkan dalam larutan xylol selama 30 menit pada suhu 60°C
¢ Dicelupkan dalam parafin cair

o Embedding blok parafin

« Didinginkan dalam suhu 4°C

Jaringan dalam blok parafin

4.6.2 Pembuatan slide preparat

Jaringan dalam blok

e Diiris dengan ukuran 5 pm

¢ Didinginkan pada suhu ruang

« Dimasukkan dalam air hangat dengan suhu 38-40°C
¢ Diambil dengan objek glass

« Dikeringkan diatas hot plate dengan suhu 38-40°C
e Diinkubasi pada suhu 38-40°C selama 24 jam

¢ Disimpan di suhu ruang

" Preparat

¢ Dimasukkan dalam larutan xylol selama 20 menit sebanyak 2 kali pada suhu ruang
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4.6.3 Pewarnaan HE (Hematoxylen-Eosin)

Preparat

¢ Dideparafinisasi dengan xylol sebanyak 2 kali selama 5 menit

¢ Dilakukan dehisrasi dengan etanol absolut sebanyak 3 kali dan etanol bertingkat
(70%, 80%, 90%, 95%) masing-masing selama 5 menit

¢ Direndam dalam aquades

Preparat

¢ Diwarnai dengan Hematoxylen selama 10 menit

¢ Dicuci dengan air mengalir selama 30 menit

¢ Dibilas dengan aquades selama 5 menit

¢ Diwarnai dengan eosin selama 5 menit dan direndam dalam aquades

¢ Dimasukkan dalam etanol bertingkat (70%, 80%, 90%, 95%) masing-masing
selama 10 menit

¢ Dimasukkan dalam etanol absolut selama 5 menit sebanyak 3 kali

¢ Dimasukkan dalam xylol selama 5 menit sebanyak 2 kali dan dikeringkan

e Dimounting dengan menggunakan entelan dan ditutup dengan cover glass

e Dimounting dengan entelan

¢ Diamati dibawah mikroskop cahaya

Preparat Hasil HE

4.7 Pembuatan kurva standar MDA

Larutan standar MDA

¢ Dibuat konsentrasi variasi 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, dan 8 pg/mL

e Masing-masing diambil 100 pL

o Dimasukkan dalam tabung eppendorf yang berbeda

e Ditambah 550 pL aquades

¢ Ditambah 100 pL TCA 10%

e Ditambah 250 yL HCI 1 N

e Ditambah 100 pL Na-thio 1%

¢ Divortex

e Tabung eppendorf ditutup aluminium foil

« Diinkubasi dalam penangas air dengan suhu 100°C posisi mengapung selama 30
menit

e Didinginkan pada suhu ruang

¢ Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 500-570 nm untuk mendapatkan
Amaks

¢ Dibuat kurva standar MDA

Kurva standar MDA




4.8 Pengukuran Kadar Malondialdehid (MDA) menggunakan uji TBA

Ginjal 0,5 ¢

e Dipotong dan digerus dengan mortar
e Ditambah 1000 pL NaCl fisiologis

Homogenat

¢ Dipindah kedalam tabung Eppendorf
e Disonikasi selama 10 menit
e Disentrifugasi dengan kecepatan 8000 rpm selama 20 menit

<

y

Supernatan

e Diambil 100 pL

e Ditambah 550 pL aquades, homogenkan dengan vortex

e Ditambah 100 pL TCA 10%, homogenkan dengan vortex

e Ditambah 250 pL HCI 1 N, homogenkan dengan vortex

e Ditambah 100 pL Na-thio 1%, homogenkan dengan vortex

e Tabung ditutup dengan aluminium foil

o Diinkubasi dalam penangas air pada suhu 100°C selama 30 menit
e Didiamkan dalam suhu ruang

e Diukur absorbansinya pada Amaks (530 nm)

¢ Diplotkan pada kurva standar

Kurva standar MDA
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Pembuatan larutan asam sitrat 0,2 M

Larutan asam sitrat 0,2 M dibuat sebanyak 100 mL dengan perhitungan sebagai
berikut: (BM C¢HgO;.H,O = 210,14 g/mol)

Mol CgHz07.H,0 = [CgHgO7.H20 ] X Vlarutan
=0,2mol/Lx01L
= 0,02 mol

Berat C¢HgO;.H,O = mol C¢HgO7.H,O x BM CgHz07.H,0
= 0,02 mol x 210,14 g/mol
=4,2 gram

Diambil padatan CgHgO;.H,O sebanyak 4,2 gram kemudian dilarutkan dalam
aquades sampai larut. Dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL, ditambahkan aquades
hingga tanda batas dan dikocok hingga homogen.

7.2 Pembuatan larutan natrium sitrat 0,2 M

Larutan natrium sitrat 0,2 M dibuat sebanyak 100 mL dengan BM
CsHsNa30,.2H,0 = 294,10 g/m0|

Mol NasCgHs07.2H,0 = [Na3CsHs0,.2H,0] x Vlarutan
=0,2mol/lLx0,1L
= 0,02 mol

Berat C¢HsNa3;07.2H,0 = mol C¢HsNaz;0,.2H,0 x BM CgHsNaz;07.2H,0
= 0,02 mol x 294,10 g/mol
= 5,88 gram

Diambil padatan CgHsNaz;07.2H,O sebanyak 5,88 gram kemudian dilarutkan
dalam aquades sampai larut. Dimasukkan dalam labu ukur 100 mL, ditambahkan aquades
hingga tanda batas dan dikocok hingga homogen.

7.3 Pembuatan buffer sitrat pH 4,5

Pembuatan buffer sitrat pH 4,5 dibuat dengan mencampurkan larutan asam sitrat
sebanyak 27,5 mL dengan natrium sitrat sebanyak 22,5 mL. Kedua larutan diaduk dengan
menggunakan magnetic stirrer hingga homogen. Larutan buffer diatur pH nya menjadi
4.5 menggunakan pH meter.

7.4 Pembuatan larutan stok STZ

Padatan STZ ditimbang seberat 100 mg, dilarutkan dalam 3 mL buffer sitrat pH
4.5. Larutan stok STZ kemudian divortex sampai homogen. Disimpan dalam suhu 4°C
untuk digunakan selanjutnya dalam pembuatan tikus model diabetes.

7.5 Pembuatan larutan NaCl Fisiologis 0,9%
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Pembuatan larutan NaCl-Fisiologis 0,9% yaitu dengan cara menghitung %

x 250 mL = 2,25 gram. Padatan NaCl ditimbang seberat 2,25 gram dan dilarutkan dengan
aquades secukupnya. Dipindahkan kedalam labu ukur 250 mL dan ditambahkan aquades
hingga tanda batas. Larutan dikocok sampai homogen.

7.6 Pembuatan larutan Phospat Buffer Saline (PBS) pH 7,4

Padatan KCI diambil seberat 0,1 gram, padatan KH,PO, diambil seberat 0,1
gram, padatan NaCl diambil sebanyak 4 gram dan padatan Na,HPO,4.H,O sebanyak 1,08
gram. Kemudian semuanya dicampur dan dilarutkan dalam 250 mL aquades dan diaduk
dengan magnetic stirrer hingga homogen didalam gelas kimia 500 mL. Larutan PBS
diatur pH nya 7,4 dengan penambahan larutan asam atau basa menggunakan pH meter.

7.7 Pembuatan larutan azida (NaNs) 1%
Padatan NaNj3 ditimbang sebanyak 0,1 gram dengan perhitungan:

NaN; 1% = ~2"%™ x 10 mL = 0,1 gram
100 mL

NaN; sebanyak 0,1 gram dilarutkan dalam aquades secukupnya. Diencerkan
dalam labu ukur 10 mL ditambahkan aquades hingga tanda batas dan dikocok hingga
homogen.

7.8 Pembuatan larutan PBS-azida 1%

Larutan PBS-azida 1% dibuat dengan mencampurkan larutan PBS pH 7,4
sebanyak 250 mL dengan 4 tetes larutan azida 1%, diaduk hingga homogen.

7.9 Pembuatan larutan asam trikloroasetat (TCA) 10%

Padatan TCA ditimbang seberat 10 gram dilarutkan dengan aquades secukupnya
didalam gelas kimia 100 mL. Larutan dipindahkan kedalam labu ukur 100 mL ditambah
aquades hingga tanda batas dan dikocok hingga homogen.

7.10 Pembuatan Larutan PFA (Paraformaldehid) 10%

Larutan formaldehid 10% diperoleh dengan mengencerkan larutan formaldehida
37% menjadi formaldehid 10%. Larutan formaldehid 37% diambil sebanyak 27 mL dan
dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL. Larutan ditambah dengan larutan NaCl-Fis 0,9%
hingga tanda batas. Larutan dikocok hingga homogen.

7.11 Pembuatan Larutan Na-Thio 1%

Thiobarbiturat ditimbang seberat 0,868 gram dan padatan NaOH sebanyak 0,241
gram. Keduanya dilarutkan dalam aquades secukupnya hingga larut. Larutan dipindahkan
kedalam labu ukur 100 mL dan ditambah aquades hingga tanda batas dan dikocok hingga
homogen.

7.12 Pembuatan Larutan HCI 1 N

Untuk membuat HCI 1 N sebanyak 100 mL dari HCI pekat (HCI 37%), maka
HCI yang diperlukan yaitu sebanyak :

Diketahui : Mr HCI = 36,5 g/mol
HCI 379 =3280
100 mL
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. massa HCl 1000 mL
Nornalitas = -
Mr HCl/valensi volume
_ 37 gram 1000 mL
T 3580 7 100 mL
mol
370
=—=10,14 N
36,5
V1 X Nl = V2 X Nz
V;x10,14 N=100mL x 1N
100 mL X 1N
V= ——"——=986mL
10,14 N

HCI pekat yang dibutuhkan sebanyak 9,86 mL. Pengenceran dilakukan dengan
ditambahkan aquades secukupnya kedalam labu ukur 100 mL, kemudian dimasukkan
9,86 mL HCI pekat secara perlahan melalui dinding tabung. Setelah itu, ditambahkan
aquades hingga tanda batas dan dikocok larutan hingga homogen.

7.13 Pembuatan Larutan NaOH 1 M

Untuk membuat NaOH 1 M sebanyak 100 mL maka padatan NaOH yang
diperlukan yaitu sebanyak:

Diketahui Mr NaOH = 40g/mol

. massa NaOH 1000
Molaritas NaOH = X
Mr NaOH mL
mol _ Massa NaOH 1000mL/L
L 40 gram/mol 100 mL
mol Massa NaOH -
—=—  x10L 1

L 40 gram/mol

mol

1= x 40 gram/mol = Massa NaOH x 10 L!

40 gram/mol = Massa NaOH x 10 L™

_ 40 gram/L

Massa NaOH =
10 L—-1

=4 gram

Padatan NaOH diambil sebanyak 4 gram, dilarutkan dalam aquades secukupnya
hingga larut. kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan aquades
hingga tanda batas. Larutan dikocok hingga homogen.
7.14 Pembuatan Larutan stok MDA

Larutan stok MDA dibuat dati stok kit MDA dengan densitas 0,997 ¢/, = 0,997 x

Larutan stok MDA konsentrasi 8 pg/mL

Vl X Ml = V2 X Mz
V, % 0,997 x 10*"9/,, = 10 mL x 8 pg/mL
V;=0,08 mL =80 pL
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Larutan stok kit MDA diambil sebanyak 80 pL dengan mikropipet dan dimasukkan
kedalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah aquades hingga tanda batas dan dikocok
hingga larutan homogen.

Larutan stok MDA konsentrasi 7 pg/mL

VixM;=V,x M,
Vi x 8 yg/mL =10 mL x 7 pg/mL
V;=8,75 mL = 8750 pL

Larutan stok kit MDA konsentrasi 8 pg/mL diambil sebanyak 8750 pL dengan
mikropipet dan dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah aquades
hingga tanda batas dan dikocok hingga larutan homogen.

Larutan stok MDA konsentrasi 6 pg/mL
V1 X M1 = Vg X Mg
V; x 7 pg/mL =10 mL x 6 pg/mL
V;=8,751 mL =8751 L

Larutan stok kit MDA konsentrasi 7 pg/mL diambil sebanyak 8751 uL dengan
mikropipet dan dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah aquades
hingga tanda batas dan dikocok hingga larutan homogen.

Larutan stok MDA konsentrasi 5 pg/mL

VixM;=V,ox M,
V3 x 6 pg/mL =10 mL x 5 pg/mL
V3 =8,333 mL =8333 uL

Larutan stok kit MDA konsentrasi 6 pg/mL diambil sebanyak 8333 pL dengan
mikropipet dan dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah aquades
hingga tanda batas dan dikocok hingga larutan homogen.

Larutan stok MDA konsentrasi 4 pg/mL

Vl X Ml = Vz X Mz
Vi x5 pg/mL =10 mL x 4 pg/mL
V; =8 mL =8000 pL

Larutan stok kit MDA konsentrasi 5 pg/mL diambil sebanyak 8000 pL dengan
mikropipet dan dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah aquades
hingga tanda batas dan dikocok hingga larutan homogen.

Larutan stok MDA konsentrasi 3 pg/mL

VixM;=V,yx M,
Vi x4 pg/mL =10 mL x 3 pg/mL
V;=7,5mL = 7500 pL

Larutan stok kit MDA konsentrasi 4 pg/mL diambil sebanyak 7500 pL dengan
mikropipet dan dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah aquades
hingga tanda batas dan dikocok hingga larutan homogen.

Larutan stok MDA konsentrasi 2 pg/mL

VixM;=V,x M,
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Vi x 3 pug/mL =10 mL x 2 pg/mL
V1 =6,667 mL =6667 pL

Larutan stok kit MDA konsentrasi 3 pg/mL diambil sebanyak 6667 L dengan
mikropipet dan dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah aquades
hingga tanda batas dan dikocok hingga larutan homogen.

Larutan stok MDA konsentrasi 1 pg/mL

VixM;=V,ox M,
V; x 2 pg/mL =10 mL x 1 pg/mL
V3 =5mL = 5000 pL

Larutan stok kit MDA konsentrasi 2 pg/mL diambil sebanyak 5000 pL dengan
mikropipet dan dimasukkan kedalam labu ukur 10 mL. Kemudian ditambah aquades
hingga tanda batas dan dikocok hingga larutan homogen.

Lampiran 8. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Malondialdehida (MDA)

A(nm) Absorbansi
510 0,340
520 0,430
530 0,466
540 0,433
550 0,268
560 0,197
570 0,182
580 0,180

Tabel 8.1 Absorbansi Larutan Standar MDA konsentrasi 4 pg/mL pada berbagai panjang
gelombang.
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Gambar 8.1 Kurva Absorbansi Larutan Standar Malondialdehida (MDA)

Nilai Absorbansi larutan standar malondialdehida (MDA) terbesar terdapat pada
panjang gelombang 530 nm vyaitu sebesar 0,453. Pengukuran absorbansi larutan standar
malondialdehida (MDA) menggunakan larutan standar MDA konsentrasi 4 pg/mL
dengan variasi panjang gelombang. Panjang gelombang ini merupakan panjang
gelombang maksimum (Amas) Yang akan digunakan pada pengukuran nilai absorbansi
larutan standar MDA dan sampel hepar yang akan dianalisis.

Lampiran 9. Pembuatan Kurvfa Baku Larutan Malondialdehida (MDA)
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Larutan Stok Kit

MDA (ug/mL)

0 0,000
1 0,171
2 0,248
3 0,329
4 0,466
5 0,533
6 0,675
7 0,791
8 0,889

Tabel 9.1 Absorbansi larutan standar MDA dengan Amaks 530.
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Gambar 9.1 Kurva Baku MDA pada Amaks 530 nm
Lampiran 10. Perhitungan Dosis Larutan stok STZ

Larutan stok STZ yang digunakan dengan dosis sebesar 20 mg/kgBB dihitung
berdasarkan persamaan dibawabh ini :

BB tikus (gram)
1000 gram

x 20 mg (M.1)

Volume larutan stok STZ adalah 201 mg/3 mL = 201 mg/3000 pL.Larutan stok
STZ yang diinduksikan adalah 0,067 mg dalam setiap 1 pL, sehingga larutan stok STZ
yang dibutuhkan dapat dihitung dengan persamaan dibawah ini:

BB tikus (gram)

LSTZ = 1000 gram
H S 0,067 mg

X 20 mg

X 1 uL (M.2)
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