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Lampiran 2. Surat Keterangan Determinasi Tanaman Kunyit
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Lampiran 3. Skema Kerja Penelitian

Hewan Coba Tikus (Rattus Norvegicus) Jantan

Adaptasi 7 hari

:

Induksi

Streptozotocin

20 ma/kaBB 5 hari

Proses Diabetes Mellitus tipe 1 (14 hari)

Kelompok A Kelompok B

(Tikus kontrol (Tikus

negatif ) kontrol
positif )

Kelompok C Kelompok D KelompokE
Tikus DM 1 Tikus DM 1 Tikus DM 1
dan terapi dan terapi dan terapi
ekstrak ekstrak ekstrak
ethanol kunyit ethanol kunyit ethanol kunyit
dosis 1,2 g/kg dosis 1,8 g/kg dosis 2,7 g/kg
BB BB BB

Pakan 42 hari

}

Pakan + sonde terapi 42 hari

} ' !

v

Pembedahan tikus

Isolasi Serum Darah

Isolasi Hepar

\ 4

'

Pengukuran ka

dar LDL Preparat Histopatologi

hepar dengan pewarnaan
HE

Analisis data
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Lampiran 4. Pembuatan Ekstrak Ethanol Kunyit

Kunyit

—— Dicuci bersih
—— Dipotong tipis — tipis
—— Dimasukkan oven dengan suhu 40-60°C

Simplisia kunyit

L Diblender hingga halus

- Ditimbang sebanyak 100 gram

- Dimasukkan dalam erlenmeyer

—— Ditambahkan ethanol 96% hingga 1 liter
—— Dihomogenkan

—— Didiamkan selama 24 jam

—— Disaring

L Dievaporasi dengan penangas air suhu 80°C
—— Ditimbang berat ekstrak

—— Dievaporasi dengan oven suhu 70°C

—— Ditimbang setiap 15 menit hingga berat sama

Ekstrak ethanol
kunyit
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Lampiran 5. Diagram Kerja Penelitian

Lampiran 5.1 Isolasi Hepar

Tikus putih

— Didislokasi

— Diletakkan diatas papan bedah dengan posisi rebah dorsal
—— Dilakukan pembedahan menggunakan gunting bedah

—— Diambil organ hepar

—— Hepar dimasukkan dalam larutan PFA 4%, disimpan pada suhu ruang

Hepar dalam
PFA 4%

Lampiran 5.2 Isolasi Serum Darah

Tikus Putih

——— Didislokasi

—— Diletakkan di atas papan bedah rebah dorsal

- Dilakukan pembedahan menggunakan gunting bedah
L Diambil darah dari jantung dengan spuit 5 mi

—— Dipindahkan ke tabung reaksi

—— Dimiringkan 45° dan didiamkan + 4 jam

—— Diambil serum yang keluar dengan mikropipet

—— Dipindahkan ke ependrof

—— Disentrifuse dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit

—— Didinginkan

Serum
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Lampiran 5.3 Pembuatan Preparat Hepar

Hepar dalam PFA 4%

Diambil dan direndam dalam ethanol 70% selama 24 jam
Dimasukkan pada ethanol 80% selama 2 jam
Dimasukkan pada ethanol 90% selama 20 menit
Dimasukkan pada ethanol 95% selama 20 menit

Dipindahkan dalam ethanol absolute selama 3 x 20 menit

Hepar hasil dehidrasi dengan ethanol

Dimasukan dalam larutan xylol | selama 60 menit pada suhu
ruang

Dimasukkan dalam larutan xylol 1l selama 60 menit pada suhu
60 -63°C

Dimasukkan dalam larutan xylol 111 selama 30 menit pada suhu
ruangdan 30 menit pada suhu inkubator

Dicelupkan pada parafin cair selama 3 x 60 menit pada suhu
56-58°C

Hepar dalam blok parafin

Diiris seukuran 4 pm

Irisan diambil dan dipindahkan dalam air hangat dengan suhu
38- 40°C

Irisan diletakkan pada poly-1-lysin slide

Dikeringkan di atas hot plate dengan suhu 38 — 40°C selama
24 jam

Disimpan di inkubator dengan suhu 38-40°C

Siap pewarnaan
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Lampiran 6. Pewarnaan Hematoksilin — Eosin (HE)

Preparat Hepar

——  Dimasukkan dalam xylol tingkat I, 11, 11 masing — masing 5
menit

——  Dimasukkan dalam ethanol bertingkat ethanol absolut, 95%,
80%, dan 70% masing — masing selama 5 menit

——  Dicuci dengan air mengalir selama 15 menit

——  Direndam dalam aquades steril selama 5 menit

Preparat Hepar

—  Dilakukan pewarnaan dengan Hematoksilin selama 10 menit
atau sampai diperoleh hasil terbaik

——  Dicuci dengan air mengalir selama 30 menit

——  Dibilas dan direndam dengan akuades selama 5 menit
——  Dilakukan pewarnaan dengan eosin selama 5 menit
——  Dicuci dengan air mengalir selama 10 menit

—— Dicuci air dengan akuades selama 5 menit

——  Dimasukkan dalam ethanol 70% selama 5 detik
——  Dimasukkan dalam ethanol 80% selama 5 detik
—  Dimasukkan dalam ethanol 90% selama 5 detik
——  Dimasukkan dalam ethanol 95% selama 5 detik
—  Dimasukkan kedalam ethanol absolut 3 x 2 menit
——  Dimasukkan dalam larutan xylol 3 x 3 menit

——  Dikeringkan dan ditutup dengan cover glass

——  Di mounting dengan menggunakan entellan

——  Ditutup dengan cover glass

Preparat siap diamati dengan mikroskop

46



Lampiran 7. Pengukuran kadar Low Density Lipoprotein (LDL)

Pengukuran kadar LDL dengan menggunakan alat spektrofotometer

Serum 3 ul

. Dicampur dengan 300 pl reagen | (asam askorbat, 4-
aminoatipyrene, peroksidase, kolesterol oksidase, kolesterol
esterase dan deterjen 1)

——  Diinkubasi dengan suhu 37°C selama 5 menit

——  Dicampur dengan 100 pl reagen Il (4-aminiantipyrene, N,N-
bis-(4-sulfobutyl)-m-toluidine  disodium  salt, kolesterol
oksidase, kolesterol esterase dan deterjen 2)

——  Diidiamkan selama 5 menit

—— Dilakukan pengukuran spektrofotometri dengan panjang
gelombang 550 nm

Hasil
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Lampiran 8. Perhitungan Dosis dan Pengenceran Ekstrak Ethanol Kunyit

Penghitungan dosis ekstrak dengan asumsi rata-rata berat badan tikus adalah
200 gram, terdapat 4 ekor tikus tiap kelompok serta tiap ekor tikus disonde dengan

ekstrak sebanyak 2 ml adalah sebagai berikut:

Dosis |
Dosis ekstrak ethanol kunyit 1,2 g/kg BB.
D: = Berat Badan x Dosis x Jumlah tikus
=0.2kgx1,2g/kg BB x 4
=0,96 ¢

Ekstrak Ethanol Kunyit

Ditimbang sebanyak 0,96 g

Dimasukkan ke dalam labu ukur

Ditambah pengencer hingga volume menjadi 8 ml

— Diaduk hingga homogen

Hasil

Dosis 11
Dosis ekstrak ethanol kunyit 1,8 g/kg BB.
D> = Berat Badan x Dosis x Jumlah tikus
=0.2kgx 1,8g/kgBB x 4
=1449
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Ekstrak Ethanol Kunyit

Ditimbang sebanyak 1,44 g
Dimasukkan ke dalam labu ukur
Ditambah pengencer hingga volume menjadi 8 ml

Diaduk hingga homogen

Hasil

Dosis 11

Dosis ekstrak ethanol kunyit 2,7 g/kg BB.

D3 = Berat Badan x Dosis x Jumlah tikus
=0.2kgx2,79/kg BB x 4

=2,164¢

Ekstrak Ethanol Kunyit

Ditimbang sebanyak 2,16 g
Dimasukkan ke dalam labu ukur
Ditambah pengencer hingga volume menjadi 8 ml

Diaduk hingga homogen

Hasil

Keterangan:

- Du: berat ekstrak dosis | per hari per kelompok

- D2 : berat ekstrak dosis Il per hari per kelompok

- Das: berat ekstrak dosis Il per hari per kelompok
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Lampiran 9. Hasil uji statistik One-Way ANOVA kadar Low Density Lipoprotein
untuk efek pemberian ekstrak ethanol kunyit (Curcuma Longa L) pada
hewan coba tikus model diabetes mellitus 1

Uji Normalitas Data

LDL
N 20
Normal Parameters® Mean 21.3875
Std. Deviation 10.48773
Most Extreme Differences Absolute 126
Positive 126
Negative -121
Kolmogorov-Smirnov Z 562
Asymp. Sig. (2-tailed) 911
Uji ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1496.212 4 374.053 9.451 .001
Within Groups 593.645 15 39.576
Total 2089.858 19

50



Uji Tukey HSD

Subset for alpha = 0.05

KELOMPOK N 1(A) 2 (B) 3(C)

KN 4 9.7000

D3 4 13.2750 | 13.2750

D2 4 23.8469 [ 23.8469

D1 4 27.2969

KP 4 32.8188

Sig. 925 175 305

Hasil Pengukuran LDL

Tikus Kontrol negatif | Kontrol positif | Terapi 1,2 | Terapi 1,8 | Terapi 2,7
(Kel. A) (Kel. B) (Kel. C) (Kel. D) (Kel. E)

1 9,1 45.8 30.6 25.5 15.1
2 9,7 42.7 29.1 24.8 11.7
3 9,8 21.39 28.1 23.7 12.8
4 10,2 21.39 21.39 21.39 13.5
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