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Lampiran 3

Skema Kerja

Tikus Jantan Putih (Rattus norvegicus) 24 ekor

y
Aklimatisasi hewan uji selama 7-14 hari

\Z
Perlakuan pada masing-masing kelompok selama 30 hari

v
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Kelompok |
Kontrol Sehat
(NaCMC 1%)

Kelompok Il Kelompok Il Kelompok IV Kelompok V
Kontrol Negatif Kontrol Positif (Minyak (Minyak
(Minyak Jagung + (suspensi Cengkeh 2 Cengkeh 5
Levofloksasin) Cucuma + mg/200 gBB + mg/200 gBB +
Levofloksasin) Levofloksasin) Levofloksasin)

Kelompok VI
(Minyak
Cengkeh 10
mg/200 gBB +
Levofloksasin)

v

Pengambilan organ ginjal tikus

|

Pengukuran kurva baku

|

Pengukuran kadar malondialdehid

{

Analisis statistik

Pembahasan

Kesimpulan




Lampiran 4

Pengukuran Kadar Malondialdehid (MDA)

Sampel ginjal tikus ditimbang 400 mg

- Digerus dalam lumpang

+2 ml PBS pH 7.4

A

4

- Digerus hingga homogen

- Dimasukkan dalam
vakuntainer

- Sentirifugasi dengan kecepatan
3000 rpm selama 10 menit

tabung

Dipipet 0.5 ml supernatan

A

y

- Dimasukkan dalam

vakuntainer

tabung

+ 1 ml TCA 10%
+1ml TBA 1%

- Dipanaskan pada suhu 90°C
selama + 20 menit
- Sentirifugasi dengan kecepatan

3000 rpm selama 10 menit

Diambil supernatan

A

y

Analisis MDA menggunakan
Spektrofotometri UV-Vis panjang
gelombang 531 nm




Lampiran 5

Pengukuran Kurva Baku

Larutan PBS pH 7,4

Standar 1,1,3,3-Tetrametoksipropana

- Dipipet sebanyak 10 pl

- Dicukupkan volumenya dengan campuran

Blanko PBS pH 7,4 TCATBA dengan
perbandingan 0.5:1:1 hingga 10 ml,
dihnmnnanlkan
v
Larutan stok 1000 ppm
1 ml dalam 10 ml (100 ppm)
l A A 4 y A\ 4 \ 4
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
ppm ppm ppm ppm ppm ppm ppm
Dipipet 5 pl Dipipet 10 pl Dipipet 15 pl Dipipet 20 pl Dipipet 25 pl Dipipet 30 pl Dipipet 35 pl
dan dan dan dan dan dan dan
dicukupkan dicukupkan dicukupkan dicukupkan dicukupkan dicukupkan dicukupkan
volumenya volumenya volumenya volumenya volumenya volumenya volumenya
hinaaa 5 ml hinaaa 5 ml hinaaa 5 ml hinaaa 5 ml hinaaa 5 ml hinaaa 5 ml hinaaa 5 ml

l

Spektrofotometri UV-Vis
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Lampiran 6
Perhitungan Dosis
1. Levofloksasin
Dosis terapi levofloksasin pada manusia yang digunakan pada penelitian
ini 15 mg/kgBB.
Dosis equivalen hewan = dosis manusia x faktor konversi
=15 mg/kgBB x 6,2
= 93 mg/kgBB
= 18,6 mg/200 gBB

Dosis Levofloksasin
! xvolume labu tentukur

Dosis hitung levofloksasin = ;
Volume Pemberian

18,6 mg/200 gBB
_ 186mg/200gBB % 50 ml
2ml

465 mg per 50 ml

Bobot serbuk levofloksasin yang ditimbang

_ Dosis Hitung Levofloksasin
= - X Bobot rata-rata(20 tablet)
Bobot Etiket

= 29°MJ » 555.56 mg
500 mg

516,67 mg
2.  Minyak Cengkeh

Dosis minyak cengkeh secara oral pada manusia adalah 250
mg/kgBB sehingga dikonversi sesuai bobot tikus 200 gram dan dibagi
dalam beberapa kelompok sebagai berikut :
a. 2 mg/200 gBB;

b. 5 mg/200 gBB;
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c. 10 mg/200 gBB

3. Curcuma®FCT
Setiap tablet curcuma®FCT mengandung ekstrak Curcuma
xanthorrhiza Rhizoma sebanyak 20 mg.
Dosis curcuma sebagai protektor adalah 6,17 mg/kgBB
Untuk tikus 200 g = 6,17 mg/kg x 0,2 kg

=1,23 mg/200 gBB

Dosis curcuma

Dosis hitung levofloksasin = x volume labu tentukur

Volume Pemberian

1,23 mg/200 gBB
— 123mg/200 98B % 50 ml
2ml

30,85 mg per 50 ml

Bobot serbuk tablet curcuma®FCT yang ditimbang

_ Dosis Hitung curcuma
Bobot Etiket

X Bobot rata-rata (20 tablet)

_ 30,85mg
20mg

X 414 mg

= 638,60 mg
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Lampiran 7

Perhitungan Stok Pengenceran Minyak Cengkeh

Konversi mg ke satuan mL dengan menghitung bobot jenis minyak

Bobot minyak

Bobot jenis minyak

V= 1mg
1062 mg/mL

=0,0009 mL — 1 pl
Jadi, 1 mg minyak cengkeh sama dengan 1 pl
1. Dosis 2 mg/200 gBB = 10 mg/kgBB
Konsentrasi 0,1% v/v dalam labu tentukur 50 mL

Volume minyak cengkeh = konsentrasi x volume labu tentukur

=2l «50mL
100

= 0,05 mL — 50 pl
Untuk membuat konsentrasi 0,1% v/v dalam labu tentukur 50 mL.
Maka, 50 pl minyak cengkeh dicukupkan dengan minyak jagung hingga
50 mL pada labu tentukur. Volume yang diberikan ke tikus adalah 2
ml/200 gBB setiap hari selama 30 hari.
2. Dosis 5 mg/200 gBB = 25 mg/kgBB
Konsentrasi 0,25% v/v dalam labu tentukur 50 mL

Volume minyak cengkeh = konsentrasi x volume labu tentukur

0,25
=—— X 50mL
100

=0,125 mL — 125 pl
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Untuk membuat konsentrasi 0,25% v/v dalam labu tentukur 50 mL.
Maka, 125 ul minyak cengkeh dicukupkan dengan minyak jagung hingga
50 mL pada labu tentukur. Volume yang diberikan ke tikus adalah 2
ml/200 g

3. Dosis 10 mg/200 gBB = 50 mg/kgBB
Konsentrasi 0,5% v/v dalam labu tentukur 50 mL

Volume minyak cengkeh = konsentrasi x volume labu tentukur

=205 X 50 mL
100

=0,25 mL — 250 pl
Untuk membuat konsentrasi 0,5% v/v dalam labu tentukur 50 mL.
Maka, 250 ul minyak cengkeh dicukupkan dengan minyak jagung hingga
50 mL pada labu tentukur. Volume yang diberikan ke tikus adalah 2

mi/200 g



Lampiran 8

Komposisi Reagen Anisaldehid-asam sulfat

Larutan segar terdiri atas campuran :

Anisaldehid P 0,5mL
Asam asetat glasial P 10 mL
Metanol P 85 mL

Asam sulfat P 5mL
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Lampiran 9

Hasil Pengukuran Absorbansi Kurva Baku

Processed Standard Spectra

e e, Sk
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Lampiran 10

Hasil Pengukuran Absorbansi Tiap Kelompok Perlakuan

Atsorbance ()
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Calibration Table (%)

‘.". l { )
| wﬂi:“r i

# Standard Name Concentration{ppm) 7\‘
1 ®sA = 0.00000 0. 18962 ;“" ‘\ \"‘ i M‘ i i :»}“ ‘lrv”

2 KSB 0.00000 adizasaniliiiin I

3 KSC 0.00000 oxzoan e i 1“\-"' [ it
4 KSb 0.00000 0.15968 [ iR i
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il
. ]

#%* End Hardcopy view ®7%




54




Lampiran 11

Grafik Kurva Standar

Tabel 5. Absorbansi standar MDA pada konsentrasi 0.1-0.7 ppm

Konsentrasi (ppm) Absorbansi

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Konsentrasi

0,1 0,14159
0,2 0,23585
0,3 0,36118
0,4 0,47404
0,5 0,62569
0,6 0,74335
0,7 0,82531
0,9
08 =1,1895 -
B
5 06 /
8 0,5
g 0,4 /
< 0,3 /
02 //
0,1
0 . . . . . . . .

0,8

Gambar 7. Grafik kurva baku pengkuran MDA
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Lampiran 12

Perhitungan Nilai X dan Kadar MDA

1. Perhitungan Nilai X

Persamaan garis kurva baku;

Y =1,1895x + 0,0109
Kelompok |
KI A

0,20510 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,20510 - 0,0109
1,1895

x=0,16
KI B

0,23312 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,23312 - 10,0109
1,1895

x=0,19
Kelompok I

KII'A

0,43578 = 1,1895x+ 0,0109

X = 0,43578 —0,0109
1,1895

X =0,36
KIl B

0,48190 = 1,1895x+ 0,0109

X = 0,48190 — 0,0109
1,1895

x =0,40

KIC

0,21804 = 1,1895x+ 0,0109
_0,21804 - 0,0109
a 1,1895
x=0,1
KID

0,25299 = 1,1895x+ 0,0109

X = 0,25299 - 10,0109
1,1895

x =0,20

Kl C

0,44171 = 1,1895x+ 0,0109

X = 0,44171-0,0109
1,1895

x =0,362
KII'D

0,44166 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,44166-0,0109
1,1895

x=0,36



Kelompok Il
K1 A
0,14327 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,14327-0,0109
1,1895

x=0,11
KIII B
0,14254 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,14254 —0,0109
1,1895

x=0,11
Kelompok IV
KIV A
0,12633 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,12633-0,0109
1,1895

x=0,10
KIV B
0,17097 = 1,1895x+ 0,0109

X = 0,17097 - 0,0109
1,1895

x=0,13

Kelompok V
KV A

0,18962 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,18962 - 0,0109
1,1895

x=0,15
KV B

0,18530 = 1,1895x+ 0,0109

_0,18530—-0,0109
1,1895

x=0,15

Kl C
0,17155 = 1,1895x+ 0,0109

X = 0,17155 — 0,0109
1,1895

x=0,14
KIID
0,16655 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,16655-0,0109
1,1895

x=0,13

KIV C
0,12169 = 1,1895x+ 0,0109

_0,12169-0,0109
1,1895

x=0,10
KIV D
0,22143 = 1,1895x+ 0,0109

X = 0,22143 -0,0109
1,1895

x=0,18

Kv C
0,17041 = 1,1895x+ 0,0109

_0,17041-0,0109
1,1895

x=0,13
KV D
0,15969 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,15969-0,0109
1,1895

x=0,13
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Kelompok VI

KVI A
0,21218 = 1,1895x+ 0,0109

_0,21218-0,0109
1,1895

x=0,17
KVI B
0,21829 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,21829-0,0109
1,1895

x =0,017

6.2 Perhitungan Kadar MDA
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KVIC
0,29343 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0,29343-0,0109
1,1895

x=0,24
KVI D
0,26363 = 1,1895x+ 0,0109

_ 0.26363-0,0109
1,1895

x=0,21

Kadar MDA dihitung dengan menggunakan rumus :

Kadar MDA = (x) x D

X = Hasil perhitungan nilai absorbansi sampel dengan

Ket :
persamaan kurva baku
D = Faktor Pengenceran
Kelompok |
Kl A

Kadar MDA =0,15x 0,2
= 0,03265 pg/ml

= 32,65 ng/ml
Kl B
Kadar MDA = 0,19 x 0,2

= 0,3736 pg/ml

37,36 ng/ml

KIC

Kadar MDA = 0,17 x 0,2
=0,3483 pg/mi
= 34,83 ng/ml

Kl D

Kadar MDA = 0,20 x 0,2
=0,4070 pg/ml
= 40,70 g/ml



Kelompok Il

KIl' A

Kadar MDA = 0,36 x 0,2
=0,7144 pg/ml
= 71,44 ng/ml

Kll B

Kadar MDA = 0,40 x 0,2
=0,7919 pg/ml
=79,219 ng/ml

Kelompok Il

K1 A

Kadar MDA =0,11 x 0,2
=0,2226 pg/mi
= 22,26 ng/mi

Kl B

Kadar MDA =0,11 x 0,2
=0,2213 pg/ml
= 22,13 ng/mi

Kelompok IV

KIV A

Kadar MDA = 0,10 x 0,2
=0,1941 pg/mi
=19,41 ng/ml

KIV B

Kadar MDA = 0,13 x 0,2
=0,2691 pg/ml

= 26,91 ng/ml
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Kil C

Kadar MDA = 0,36x 0,2
=0,7244 ug/ml
= 72,44 ng/ml

KIl E

Kadar MDA = 0,3621 x 0,2
=0,07242 pg/ml

=72,43 ng/mi
Klll C
Kadar MDA = 0,134x 0,2
= 0,2701 pg/ml
= 27,01 ng/mi
Kl D
Kadar MDA = 0,13 x 0,2
=0,2617 pg/ml
= 26,17 ng/mi
KIV C
Kadar MDA = 0,09x 0,2
=0,1863 pg/ml
= 18,63 ng/ml
KIV D
Kadar MDA = 0,18 x 0,2
= 0,3540 pg/mi
= 35,40 ng/ml



Kelompok V

KV A

Kadar MDA = 0,15 x 0,2
=0,3005 pg/ml
= 30,05 ng/ml

KV B

Kadar MDA = 0,15 x 0,2
=0,2932 pg/ml
= 29,32 ng/mi

Kelompok VI

KVI A

Kadar MDA = 0,17 x 0,2
=0,3384 pg/ml
= 33,84 ng/mi

KVI B

Kadar MDA = 0,17 x 0,2
=0,3396 pg/ml
= 33,96ng/ml

KV C

Kadar MDA = 0,13 x 0,2
=0,2682 ug/ml
= 26,82 ng/ml

KV D

Kadar MDA = 0,13 x 0,2
=0,2502 pg/ml
= 25,02 ng/mi

KVIC

Kadar MDA = 0,24 x 0,2
=0,4750 pg/ml
= 47,50 ng/mi

KVI D

Kadar MDA = 0,21 x 0,2
= 0,4249 pg/ml
= 42,49 ng/ml
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Lampiran 13

Hasil Analisis Statistik

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

Kadar MDA
M 24
Mormal Parameters™P Mean aranrvw
Std. Deviation 17,96010
Most Extreme Differences  Absolute 221
Positive 22
Megative -143
Kolmogorov-sSmirnov £ 1,080
Asymp. Sig. (2-tailed) 184
a. Test distribution is Marmal.
h. Calculated from data.
Oneway
Test of Homogeneity of Variances
Kadar MDA
Levene
Statistic df1 df2 Sig.
3,442 5 18 023
ANOVA
Kadar MDA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups G989,739 5 1347, 5948 58,614 ,0on
Within Groups 429,262 18 23,848
Total 7418,001 2
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Post Hoc Test

Multiple Comparisons

DependentVariahle: Kadar MDA
Tukey HSD
~ Mean 95% Confidence Interval
Difference (-

i) Perlakuan iJ1 Perlakuan J) Std. Errar Sig. Lower Bound | UpperBound

Kontrol normal Kontrol negatif -3?,49[][][]‘ 345310 .ooo -48 4641 -26,5158
Kontral positif 11,89250° 345310 028 1,0184 22 0EE6
Dosis 2 mo/2009BE 11,29750 345310 042 3234 22,2716
Dosis 5 ma/200gBE 8,58250 345310 180 -2,3916 18,5566
Dosis 10mg/200gBB -3,06250 3458310 845 -14,0366 79116

Kontrol negatif kontrol normal 3749000 345310 000 26,5159 48 4641
Kontral positif 4948250 345310 ,000 38,5084 60,4566
Dosis 2 mo/200gBB 4878750 3,45310 000 37,8134 58 7616
Dosis 5 mal200g9BB 46,07250° 345310 ,000 35,0984 57,0466
Dosis 10mg/200gBBE 34427507 3,45310 000 23,4534 45 4016

Kontrol positif Kontrol normal -11,Q925U‘ 345310 028 -22 U666 -1,0184
Kontrol negatif -49,48250° 3,45310 000 -60,4566 -38,5084
Dosis 2 ma/200g9BB -,68500 345310 1,000 -11,6681 10,2791
Dosis 5 mo/200gBE -3,41000 345310 916 -14,3841 7,564
Dosis 10mg/200gBB -15,06500" 345310 004 -26,0281 -4,0808

Dosis 2 mog/200gBEB Kontrol normal -1 ,29?5[]‘ 345310 042 -22,2716 -,3234
Kontral negatif -48,78750" 3,45310 ,000 -59, 7616 -37,8134
Kontrol positif 69500 345310 1,000 -10,2751 11,6651
Dosis 5 ma/2009BB -2,71500 345310 066 -13,6851 8,2551
Dosis 10mg/200gBBE 1436000 345310 007 -25,3341 -3,3859

Dosis 5 mgi2000BE kantral narmal -8,58250 345310 180 -19,5568 2,39186
Kontral negatif -46,07250 345310 ,000 -57,0466 -35,0684
Kontral positif 3,41000 345310 916 -7,5641 14,3841
Dosis 2 mo/2009BE 2,71500 345310 Rl -8,2581 13,6851
Dosis 10mg/200gBB -11,64500" 345310 034 -22 6181 - 6708

Dosis 10mgi200gBE  Kontrol normal 3,06250 345310 845 -7,9116 14,0366
Kontrol negatif -34,42750° 3,45310 000 -45 4016 -23,4534
Kontral positif 16,05500 345310 004 40805 26,0281
Dosis 2 mo/200gBB 14,36000° 3,45310 007 3,359 253341
Dosis 5 mal200g9BB 1164500 345310 034 6709 22,6191

* The mean difference is significant at the 0.05 level.




Homogeneous Subsets

Kadar MDA
Tukey H5D?

Subsetforalpha=0.05

Perlakuan M 1 2 3 4

Kontral positif 4 24 3925

Dosis 2 mogl2009BE 4 25 0875

Dosis 5 mo/2000BE 4 27,8025 27,8025

Kaontral normal 4 36,3850 | 36,3850

Dosis 10mg/200gBB 4 39, 4475

Kontral negatif 4 73,8750
Sig. G916 a0 A48 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 4,000.
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Lampiran 14

Dokumentasi

= Happy

100% Pure Essential o

) o

CLOVE BUD]

Gambar 8. Minyak cengkeh Gambar 9. Proses uji
identifikasi senyawa
eugenol menggunakan KLT

Gambar 10 . Proses

Adaptasi Hewan Uji Gambar 11. Pembuatan

Suspensi NaCMC 1%



Gambar 12. Penyiapan
suspensi levofloxacin

Gambar 14. Pemberian
larutan uji secara oral

Gambar 13. Penyiapan
Curcuma®FCT

Gambar 15. Proses
pembedahan dan
pengambilan organ
ginjal
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Gambar 17. Penggerusan
organ ginjal dan
penambahan PBS pH 7,4

Gambar 16. Penimbangan
organ ginjal

Gambar 18. Proses Gambar 19. Proses
pemanasan organ ginjal sentrifuse organ ginjal
yang telah diberi TBA 1%
dan TCA10%
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Gambar 20. Alat spektrofometri Gambar 21. Sampel organ
Uv-Vis ginjal yang akan diukur pada
spektrofometri Uv-Vis

Gambar 22. Proses pembuatan kurva standar



