Lampiran 1. Randomisasi Tikus Percobaan
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No. Angka Acak Ranking Kelompok Perlakuan
1 345 2| =
2 567 12
3 678 20 K ()
4 553 9
5 668 18| ~
6 357 6
7 234 1
8 897 28 K (+)
9 754 21
10 346 3|
11 765 22 | =~
12 876 26
13 895 27 p1
14 665 15
15 677 19| ~
16 587 14 |
17 546 8
18 898 29
19 556 10 P2
20 566 11|
21 786 25 | o
22 665 16
23 909 30
24 666 17 P3
25 776 24 | =~
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Lampiran 2 Diagram Alur Pembuatan Bubuk Daun Katuk

Sortasi daun katuk

|

Pencucian dengan air bersih

|

Pelayuan daun menggunakan sinar matahari selama 2-3 hari

\

Pengeringan menggunakan oven dengan suhu 60-70°C selama 3

hari atau maksimal selama 5 hari

|

Penggilingan menggunakan
mesin

!

Pengayakan

A\ 4

Bubuk daun katuk

v

Penampungan

v

Penimbangan
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Lampiran 3 Diagram Alur Pembuatan Pakan Diet Normal

Penimbangan bahan (PARS, terigu dan air)

A\ 4
Pencampuran bahan

v

Penambahan air 23,5%

Aduk rata

A 4

Bentuk bulatan dari pakan

A 4
Penimbangan pakan

A 4
Penimbangan pakan untuk tiap ekor tikus

A 4

Pembagian pakan



Lampiran 4 Diagram Alur Pembuatan Pakan Diet Aterogenik

Penimbangan bahan
(PARS, terigu, kuning telur bebek, lemak kambing,

minyak kelapa, minyak babi , asam kolat)

1

Pencampuran bahan
\ 4

Penambahan air secukupnya hingga dapat dibentuk bulatan

Aduk rata

A 4

Bentuk bulatan dari pakan

A 4
Penimbangan pakan

A 4
Penimbangan pakan untuk tiap ekor tikus

A 4
Pembagian pakan
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Lampiran 5 Komposisi Bahan dan Energi Pakan Diet Normal Tikus

Total Diet
PARS Tepung Terigu Normal
‘Gunung Bromo” (9,4 (PARS +
21.2
(21.2 gram) gram leping
terigu)
Energi (21,2) (9,4) 104,9 kalori
100 x344 100 x340
= 72,93kkal = 31,96 kkal
Protein 21,2 9,4 5,06 g
—|x19 =4 —|x11=1
(100)x 9=403g (100)x 039
Lemak 21,2 9,4 0,93 g
(m) x4 = 0,85 g (m) x0.9 = 0,08g
Karbohidrat (21,2 9,4 19.06 g
(m) x5 = 12,29 g (m) x72 = 6,77g

Jumlah energi dalam 1 gram pakan
Kebutuhan energi tikus per hari

Jumlah pakan tikus per hari

=104,9 kkal : 40 g = 2.62 kalori
= 105 kkal / hari

=105 kkal : 2.62 kkal =40 g
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Lampiran 6 Komposisi Bahan dan Energi Pakan Diet Aterogenik Tikus

PARS Tepung Kuning Lemak Minyak Minyak Asam
Terigu Telur Kambing Kelapa Babi Kolat
(20 9) “Gunung  Bebek
Bromo” (49) (0.49g) (3559) (0,0609)
(29)
(109)
Energi Energi Energi Lemak kambing = 4 x 9 = 36 kkal
_ 20 _ 10 2 Minyak kelapa = 0,4 x 9 = 3,6 kkal
—100)(344 —100x340 —100x398 . '
Minyak babi = 3,55 x 9 = 31,95 kkal
=68,8kkal =34kkal = 7,96Kkkal
Asam kolat = 0,06 x 9 = 0,54 kkal
Protein Protein Protein
_ 20 19 = 10 11 = & 17
~ 100" ~ 100" =100
=38¢g 11g =0,34 ¢
Lemak Lemak Lemak
_ 20 4 _ 10 0.9 \ ;35
“100° T100°7 T100°
=0,8g =0,09g 2079
Karbohidrat Karbohidrat Karbohidrat
20 _ 10 - 3
T 100x58 100 ° =508
=116 =72
& &  =0016¢

Jumlah energi dalam 1 gram pakan = 182,85 kkal / 40 g
Jumlah lemak dalam 1 gram pakan =9,599g/40¢g

Jumlah protein dalam 1 gram pakan =5,24g/40¢g

Jumlah KH dalam 1 gram pakan

= 18,8169/ 40 g

= 4,57 kkal
=0,23g
=0,13¢g

=0,47g



65

Lampiran 7 Komposisi Bahan dan Energi Diet Aterogenik dengan Subtitusi
Bubuk Daun Katuk

Komposisi Bahan dan Energi Pakan Diet Aterogenik + 6%

PARS Tepung Bubuk Kuning  Lemak Minyak Minyak Asam
Terigu daun katuk Telur Kambing Kelapa Babi Kolat
(20 9) “Gunung Bebek
Bromo” (2409) (49) (049) (3559) (0,0609)
(29)
(7,6 9)
Energi Energi Energi Energi Lemak kambing = 4 x 9 = 36 kkal
20 76 2, . 2 __. Minyak kelapa = 0,4 x 9 = 3,6 kkal
= ¥34 =——x340 = %4028 = —x39 ' :
100 T 100" 00" w0 _
Minyak babi = 3,55 x 9 = 31,95 kkal
= nfAA kl: = 75,84 klkal =9,67 kkal = 7.9A kk:
Asam kolat = 0,06 x 9 = 0,54 kkal
Protein  Protein Protein Protein
: . 24 .
20 7.6 SF 2
=—x19 =—x11 =%l - — 7
100" T 10 100 100"
=38g 084sg =0799  =034¢
Lemak Lemak o Lemak
. 24 .
20 76 =——x351 20
=— w1l =—" %09 =—x35
100" T 100 R 100
-08g =008z 00840 74
Karbohid Karbohidrat Karbohid
rat rat
7,0 73 .
_ 2 10~ — = .08
100x5€ 100
=547y
=1l62a =0,016
g
Jumlah energi dalam 1 gram pakan = 184,36 kkal/40g = 4,61 kkal
Jumlah lemak dalam 1 gram pakan =9,659g/40¢g =0,24¢9
Jumlah protein dalam 1 gram pakan =5,76 g/ 40 g =0,14¢
Jumlah KH dalam 1 gram pakan =17,086g/40¢g =0,43¢g
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Komposisi Bahan dan Energi Pakan Diet Aterogenik + 9%

PARS Tepung Bubuk Kuning Lema Minyak Minyak Asam
Terigu daun Telur k Kelapa Babi Kolat
(20 9) “Gunung katuk Bebek Kamb
Bromo” ing (049) (3,559) (0,0609)
(3,6) (29)
(6,4 9) (49)
Energi Energi Energi Energi Lemak kambing = 4 x 9 = 36 kkal
20 4 6,4 3,6 2 Minyak kelapa = 0,4 x 9 = 3,6 kkal
= ¥3de = ——x340 =—x402, 398 ' '
100 100 100 100" _ .
Minyak babi = 3,55 x 9 = 31,95 kkal
— 63,3 kkal —-2176Lkkal = 14,5 - 7,95 kkal
Kkal Asam kolat = 0,06 x 9 = 0,45 kkal
Protein Protein ) Protein
Protein
- 19 il 11 3, 7 17
= = = X B X
1Ca 100 = = 100
100 z33,1
=352 7z =0,34 ¢
=1,19g¢
Lemak
Lemak Lemak .
20 6,4 ™ 2
— —=xd —x0.9 3,6 %35
100 100 =100 %3,51 100
=08¢g =058 g - 0,126 g —0,79
Karbohidrat Karbohidrat Karbohidrat
.-)':I "}
_WA"5 _ 7 0,8
T 100x58 100 - ~ 100
=114g =46lg =0,016 ¢

Jumlah energi dalam 1 gram pakan

=185,11 kkal /40 g

Jumlah lemak dalam 1 gram pakan =9,6849g/40¢g

Jumlah protein dalam 1 gram pakan =6,03g/40g

Jumlah KH dalam 1 gram pakan= 18,816 g/40g

= 4,63 kkal
=0,242 g
=0,15g

=0,47g
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Komposisi Bahan dan Energi Pakan Diet Aterogenik + 12%

PARS (20 Tepung Bubuk daun Kuning Lemak Minyak Minyak Asam
g) Terigu katuk (4,8 Telur Kambing Kelapa Babi Kolat
“Gunung 9) Bebek
Bromo” (49) (049) (355 (0,06
(29) 9) 9)
(5.29)
Energi Energi Energi Energi Lemak kambing = 4 x 9 = 36 kkal
20 _ ¢ 5,2 +8 Z Minyak kelapa = 0,4 x 9 = 3,6 kkal
= ¥3ds = : =—xd4028 = %398 ' i
100" 100 100" 100"

Minyak babi = 3,55 x 9 = 31,95 kkal

— 88,8 kkal - 17,68 kkal =19,33 kkal — 7,95 klal
Asam kolat = 0,06 x 9 = 0,54 kkal

Protein Protein Protein Protein
20 5,2 20 1K 2
= 19 — o =—x3311 —_— .47
100" 100 100 100"
=38¢g (,57 g =159¢9 =0,34 g
Lemak Lemak Lemak Lemak
4.8 .
20 5,2 =— %351 2 .
a4 =— .0 : = oy R
T 55 %09 100 b
- 08¢ —0m7g o170 —0,7g
Karbohidrat Karbohidrat Karbohidrat
20 5,2 Y]
A _ T o = =0,3
10056 10072 100
=114g =374g =0,016 ¢

Jumlah energi dalam 1 gram pakan = 185,86 kkal /40 g = 4,65 kkal
Jumlah lemak dalam 1 gram pakan =9,729g/40g =0,243 g
Jumlah protein dalam 1 gram pakan =6,3g/40g =0,156¢g

Jumlah karbohidrat dalam 1 gram pakan = 15,43/409g=0,38¢g



Lampiran 8 Hasil Analisis Statistik

Berikut ini hasil analisis statistik menggunakan SPSS 16:

1. Berat Badan Awal

Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
berat badan awal
sampel setelah 120 25 .200° .960 25 405
adaptasi
a. Lilliefors Significance Correction
*, This is a lower bound of the true significance.
Berat badan awal tikus berdistribusi normal.
Test of Homogeneity of Variance
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
berat badan awal Based on Mean 1.095 4 20 .386
sampel setelah Based on Median 443 4 20 776
adaptasi .
Based on Median and
. . 443 4] 16.528 776
with adjusted df
Based on trimmed
1.082 4 20 .392
mean
Berat badan awal tikus homogen.
2. Rata — Rata Asupan Bubuk Daun Katuk
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Rata-rata intake bubuk
.261 25 .000 .859 25 .003
daun katuk

a. Lilliefors Significance Correction




Rata-rata asupan bubuk daun katuk tidak berdistribusi normal.

Test of Homogeneity of Variance®”
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Levene
Statistic dfl df2 Sig.
Rata-rata intake bubuk Based on Mean 4.400 2 12 .037
daun katuk Based on Median 796 2 12 474
Based on Median and 206 2 7165 487
with adjusted df ' ' '
Based on trimmed
3.993 2 12 .047
mean

a. rata-rata intake bubuk daun katuk is constant when kelompok sampel = kel_K-. It has been

omitted.

Rata-rata asupan bubuk daun katuk tidak homogen.

3. Rata — Rata Kadar LDL Serum

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig. Statistic df Sig.
kadar LDL
. .148 25 163 .890 25 .011
tikus
Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variance
Levene
Statistic dfl df2 Sig.
kadar LDL Based on Mean 7.094 4 20 .001
tikus Based on Median 2.071 4 20| 123
Based on Median and
. . 2.071 4 9.571 .163
with adjusted df
Based on trimmed
6.989 4 20 .001
mean




Rata-rata kadar LDL serum tikus berdistribusi normal, namun tidak homogeny
sehingga data dianalisa menggunakan Kruskal Wallis.

Ranks

kelompok

perlakuan N Mean Rank
kadar LDL K(-) 5 12.60
tikus K(+) 5 14.50

P1 5 17.80

P2 5 4.70

P3 5 15.40

Total 25

Test Statistics®?

kadar LDL tikus

Chi-Square 9.261
df 4
Asymp. Sig. .055

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Variable: kelompok perlakuan
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Lampiran 9 Prosedur Pemeriksaan Kadar LDL

Prosedur pemeriksaan kadar LDL menggunakan spektrofotometri colorimetric
dengan alat Cobas mira, yaitu:
1) Menghidupkan alat dengan menekan tombol stop kontak
2) Menunggu sekitar 15 menit sehingga suhu dalam alat mencapai 37°C
3) Menyiapkan alat dan bahan yang dibutuhkan
4) Mengoperasikan mesin sebagai berikut :
a. Melakukan pencucian alat
- Menekan tombol INFO — tombol numbering 6 (wash) — tombol numberik
1 (down) dan tombol F1 (start)
- Menunggu dua menit hingga pencucian oleh alat dilakukan sebanyak
tiga kali
- Menekan F1 (stop) untuk menghentikan pencucian, menekan tombol
status untuk kembali ke menu awal
b. Alat siap digunakan

Memasukkan reagen yang digunakan ke dalam cup reagen dan

diletakkan di rak reagen yang telah disediakan

- Memasukkan sampel (serum) ke dalam cup sampel dan diletakkan di
rak-rak sampel sesuai dengan nomor urut,

- Meletakkan masing-masing rak ke tempat cobas mira yang telah
tersedia

- Alat siap untuk digunakan

c. Pemeriksaan sampel
- Menekan tombol ROUTINE — NO. SAMPEL — ENTER

- Memasukkan KODE TIKUS- ENTER
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- Menekan tombol TEST/ PARAMETER yang akan diperiksa yaitu LDL
untuk LDL, ENTER- START
- Menunggu alat hingga selesai memproses
- Melihat hasil dengan cara menekan tombol INFO, numberik 2 (intern
report)
d. Setelah selesai melakukan pemeriksaan, mencuci alat seperti langkah

pencucian sebelumnya (Diasys, 2012).



Lampiran 10 Tabel Konversi Perhitungan Dosis
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Mencit | Tikus | Marmot | Kelinci | Kucing | Kera | Anjing | Manusia
2049 2004¢g 400 g 1,5 kg 2 kg 4kg | 12 kg 70 kg
Mencit 1.0 7.0 12.25 27.8 29.7 64.1 | 124.2 387.9
209
Tikus 0.14 1.0 1.74 3.9 4.2 9.2 17.8 56.0
200 g
Marmot 0.08 0.57 1.0 2.25 2.4 5.2 10.2 315
400 g
Kelinci 0.04 0.25 0.44 1.0 1.08 2.4 4.5 14.2
1,5kg
Kucing 0.03 0.23 0.41 0.92 1.0 2.2 4.1 13.0
2 kg
Kera 0.016 0.11 0.19 0.42 0.45 1.0 1.9 6.1
4 kg
Anjing 0.008 0.06 0.1 0.22 0.24 0.52 1.0 3.1
12 kg
Manusia | 0.0026 | 0.018 0.031 0.07 0.076 | 0.16 0.32 1.0
70 kg

Sumber: Laurence dan Bacharach. 1964
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Lampiran 12 Dokumentasi Perawatan Hewan Coba

3. Penimbangan pakan 4. Penimbangan BB tikus

L

5. Penggantian sekam 6. Pakan tikus
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Lampiran Surat No. 993/LK-B/Il/2014

Hasil Analisis Kimia Sampel Bubuk Daun Katuk Kering

! Total Flavonoid : ma/kg 9386.940 9567.379
@ Karoten ] mgrkg . 106.357 ' 108.496
Total Tocopherol markg 55.764 56.198
Fitosterol o mexg 45.387 N 46.313




