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LAMPIRAN

Lampiran 1 Skema Kerja

1. Skema Kerja Umum

Tikus Putih Jantan (Rattus norvegicus)

Kelompok 1
Pakan standar
+ Natrium
CMC 1%

Kelompok 2
Pakan DTL +
Natrium CMC

1%

i

Kelompok 3
Pakan DTL +
Simvastatin

Kelompok 3
Pakan DTL +
Simvastatin +

Omega 3

l

Kelompok 5
Pakan DTL +
Simvastatin +

Vit D dosis
12,41U/200 g

Kelompok 5
Pakan DTL +
Simvastatin +

Vit D dosis 124
IU/200 g

|

!

Perlakuan pakan standar dan
DTL selama 28 hari lalu
pemberian terapi 14 hari

- dieutanasia dengan cara

anastesi menggunakan eter

Organ hati

Analisis kadar MDA

Ket : DTL = Diet Tinggi Lemak
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- Disimpan pada freezer -20°C
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2. Pembuatan Kurva Baku

Larutan standar 1,1,3,3 tetrametoksipropana

(Larutan stok 1000 bpj)

Larutan PBS pH 7,4

Blanko

- Dipipet sebanyak 10 pL

- Dicukupkan dengan campuran
PBS : TCA : TBA dengan
perbandingan 1: 2 : 2 hingga
10 mL

Larutan stok 100 ppm

- Dipipet 1 mL larutan TMP ke
dalam labu tentukur 10 mL

6 variasi pengenceran yaitu 0,05;
0,1;0,2;0,3; 0,4; 0,5 ppm

Analisis dengan
spektrofotometri UV-Vis




3. Pengukuran Kadar MDA

Sampel hati tikus ditimbang 400 mg

- Digerus

+2mLPBSpH7,4

-Dihomogenkan

- Dimasukkan kedalam tabung
vacutainer

- Disentrifugasi selama 10 menit
dengan kecepatan 3000 rpm

Di pipet 0,5 mL supernatan

Dimasukkan kedalam
tabung vacutainer

+1mL TCA 10%
+1 mL TBA 1%

Dipanaskan di tangas air pada
suhu 90-100°C selama + 30
menit

Disentrifugasi dengan
kecepatan 3000 rpm selama 10
menit

Diambil supernatan

Analisis MDA menggunakan
Spektrofotometri UV-Vis dengan
panjang gelombang 532 nm
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Lampiran 2. Perhitungan

A. Penentuan Dosis Simvastatin

Dosis simvastatin yang digunakan pada manusia = 20 mg

Dosis hewan = Dosis manusia x Faktor Konversi

Dosis Manusia (BB 60 kg) = 20 mg/hari = 20 mg/60 kg = 0,33 mg/kg
Dosis Tikus = Dosis manusia x 6,2 = 0,3 mg/kg x 6,2 = 2,07 mg/kg
Dosis untuk tikus dengan bobot 200 g

= 2,07 mg/kg = 2,07 mg/1000 g = x /200 g

X= 2,07 mg x 200 g/1000 g

X = 0,414 mg/ 200 g

B. Penentuan Dosis Vitamin D

Dosis vitamin D pemelihaaan pada manusia = 600 IU/hari

Dosis hewan = Dosis manusia x Faktor Konversi

Dosis Manusia (BB 60 kg) = 600 IU/hari = 600 1U/60 kg = 10 IU/kg
Dosis Tikus = Dosis manusia x 6,2 = 10 1U/kg x 6,2 = 62 1U/kg
Dosis untuk tikus dengan bobot 200 g

= 62 IU/kg = 62 1U/1000 g = x /200 g

X= 62 1U x 200 g/1000 g

X= 12,4 1U/200 g

Dosis vitamin D tinggi pada manusia = 6000 IU/hari
Dosis hewan = Dosis manusia x Faktor Konversi

Dosis Manusia (BB 60 kg) = 6000 IU/hari = 6000 1U/60 kg = 100 1U/kg
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Dosis Tikus = Dosis manusia x 6,2 = 100 IU/kg x 6,2 = 620 1U/kg
Dosis untuk tikus dengan bobot 200 g

=620 IU/kg = 620 1U/1000 g = x /200 g

X=6201U x 200 g/1000 g

X= 124 1U/200 g

C. Penentuan Dosis Omega 3

Dosis Omega 3 pada manusia = 2000 mg/hari

Dosis hewan = Dosis manusia x Faktor Konversi

Dosis Manusia (BB 60 kg) = 2000mg/hari = 2000 mg/60 kg = 33,3 mg/kg
Dosis Tikus = Dosis manusia x 6,2 = 33,3 mg/kg x 6,2 = 206,71 mg/kg
Dosis hitung untuk tikus dengan bobot 200 g

= 206,71 mg/kg = 206,71 mg/1000 g = x /200 g

X=206,7 mg x 200 g/1000 g

X= 41,35 mg/200 g



Lampiran 3. Perhitungan Kadar MDA

Persamaan Garis Kurva Baku;
Y = 3,180x + 0,028
R*= 0,997
X = Hasil perhitungan nilai absorbansi sampel dengan persamaan kurva
baku
Kelompok | (Kontrol Sehat)
R1
0,158 = 3,180x + 0,028
X =(0,158 - 0,028) / 3,180
X =0,040
R2
0,159 = 3,180x + 0,028
X = (0,159 — 0,028) / 3,180
X=0,041
R3
0,157 = 3,180x + 0,028
X = (0,157 — 0,028) / 3,180
X =0,040
R4
0,162 = 3,180x + 0,028
X =(0,162 - 0,028) / 3,180

X =0,042



Kelompok Il (Pakan Diet Tinggi Lemak + NaCMC 1%)
R1
0,292 = 3,180x + 0,028
X =(0,292 - 0,028) / 3,180
X =0,083
R2
0,315 = 3,180x + 0,028
X =(0,315-0,028) / 3,180
X =0,090
R3
0,321 = 3,180x + 0,028
X =(0,321 -0,028) / 3,180
X =0,092
R4
0,315 = 3,180x + 0,028
X =(0,315-0,028) / 3,180
X =0,090
Kelompok Ill (Pakan Diet Tinggi Lemak + Simvastatin)
R1
0,341 = 3,180x + 0,028
X =(0,341-0,028) / 3,180

X =0,098

48



R2
0,277 = 3,180x + 0,028
X =(0,277 - 0,028) / 3,180
X=0,078
R3
0,286 = 3,180x + 0,028
X =(0,286 — 0,028) / 3,180
X =0,081
R4
0,230 = 3,180x + 0,028
X =(0,315-0,028) / 3,180
X =0,064
Kelompok IV (Pakan Diet Tinggi Lemak + Simvastatin + Omega 3)
R1
0,310 = 3,180x + 0,028
X =(0,310-0,028) / 3,180
X =0,089
R2
0,296 = 3,180x + 0,028
X =(0,296 — 0,028) / 3,180

X =0,084
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R3
0,293 = 3,180x + 0,028
X =(0,293 - 0,028) / 3,180
X =0,083
R4
0,230 = 3,180x + 0,028
X =(0,230 - 0,028) / 3,180

X =0,065

Kelompok V (Pakan Diet Tinggi Lemak + Simvastatin+ Vit. D Dosis
Pemeliharaan)
R1
0,231 = 3,180x + 0,028
X =(0,231-0,028) / 3,180
X =0,064
R2
0,221 = 3,180x + 0,028
X =(0,221 -0,028) / 3,180
X =0,061
R3
0,248 = 3,180x + 0,028
X =(0,248 - 0,028) / 3,180

X =10,069
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R4

Kelompok VI (Pakan Diet Tinggi Lemak + Simvastatin+ Vit. D Dosis

0,227 = 3,180x + 0,028
X =(0,227 - 0,028) / 3,180

X =0,062

Tinggi)

R1

R2

R3

R4

0,250 = 3,180x + 0,028
X = (0,250 - 0,028) / 3,180

X =0,070

0,255 = 3,180x + 0,028
X =(0,255 -0,028) / 3,180

X=0,071

0,299 = 3,180x + 0,028
X =(0,299 - 0,028) / 3,180

X =0,085

0,293 = 3,180x + 0,028
X = (0,293 — 0,028) / 3,180

X =0,083
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Lampiran 4. Data Hasil Pengkuran Kurva Baku

Tabel 1. Absorbansi TMP (Standar MDA) pada konsentrasi 0,05-0,3 ppm

Konsentrasi Absorbansi
0 0
0,050 0,213
0,100 0,362
0,150 0,505
0,200 0,659
0,250 0,812
0,300 0,986
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Lampiran 5. Data Bobot Badan Tikus

Tabel 2. Hasil Pengukuran Berat Badan Tikus

Kelompok BB awal (g) BB pertengahan (g) BB akhir (g)
R1 186 237 325
Kelompok 1 R2 160 201 281
R3 165 219 313
R4 177 232 294
R1 157 203 298
Kelompok 2 R2 162 210 321
R3 149 188 280
R4 144 216 314
R1 194 264 305
Kelompok 3 R2 192 263 309
R3 155 202 343
R4 157 187 287
R1 191 237 335
Kelompok 4 R2 152 179 229
R2 177 212 297
R3 155 209 278
R1 162 225 308
Kelompok 5 R2 186 210 304
R3 170 202 288
R4 162 192 269
R1 172 224 332
Kelompok 6 R2 157 215 308
R3 155 188 265
R4 160 206 265




Lampiran 6. Data Bobot Relatif Organ Hati

Tabel 3. Hasil Perhitungan Bobot Relatif Organ Hati

54

Kelompok Bobot Badan (g) | Bobot organ hati (g) Bobot Relatif (%)
il 325 8,5 2,615
Kelompok1 | N2 281 7,92 2,818
R3 313 8,44 2,7
R4 294 7,32 2,5
i 298 8,5 2,852
Kelompok 2 i 321 11,84 3,688
R3 280 8 2,587
R4 314 11,45 3,646
R1 305 7,77 2,547
R2 309 7,66 2,478
Kelompok 3 y y
i 343 9,99 2,912
R4 287 7,11 2,477
R1 335 10,91 3,256
Kelompok 4 R2 9 6,26 ,733
R2 297 8,91 3
R3 278 8,24 2,964
R1 308 10,02 3,253
Kelompok 5 R2 304 8,73 2,871
R3 288 8,77 3,04
R4 269 7,43 2,762
R1 332 10,79 3,15
R2 308 10,46 3,396
Kelompok 6 : )
R3 265 9,25 3,471
s 265 7,6 2,867




Lampiran 7. Data Hasil Analisis Statistika

Lampiran 7.1 Pengukuran Kadar MDA

Tests of Normality

Kolmogorov-Smimov® Shapiro-Wilk
Kelompaok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
MDA Kontrol sehat .283 4 .863 4 272
DTL + NaCM©C 1% 374 4 818 4 139
DTL + Simvastatin .229 4 974 4 .866
DTL + Simvastatin + Omega 353 4 839 4 193
3
DTL + Simvastatin + Vit.[D 250 4 895 4 405
dosis 12,4 1U
DTL + Simvastatin + \/it.[) 287 4 820 4 142
dosis 124 1U
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Leyens Statistic dfi df2 3ig.
MDA Based on Mean 2210 ] 18 098
Based on Median 1.803 & 13 238
Based on Median andwith 1.503 & 7 297
adjusted df
Based ontrimmed mean 2.110 & 13 A1
ANOVA
MDA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 006 5 001 18.000
Within Groups 001 18 .000
Total 007 23
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Dependent Variable: MDA

™ ultiplle Com'parisoﬁ s

Mean Difference

56

95% Confidence Interval

(I} Kelompak i) Kelomp ok {I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
Tukey HSD Koniralsehat DTL+ NaGMC 1% -.04800° 00574 .000 -.0663 -.0297
DTL+ Simvastatin -.03950 00574 000 -.0578 -.0212
DTL + Simvastatin+Omega 3 -.03850° 00574 000 -.0578 -.0z212
DTL+ Simvastatin+¥if.0} -.02328' 00574 003 -.0415 -.0050
dosis12,410
DTL+ Simvastatin+jt.00 -.03850° 00574 000 -.0543 -.0182
dosis1241U
DTL+ MaGMC 1% Kontrolsehat 045007 00574 .000 0297 0863
DTL + Simvastatin .00850 00574 .680 -.0088 0268
DTL + Simvastatin+Omega 3 00850 00574 680 -.0098 0268
DTL+ Simvastatin+\i.00 02475 00574 .005 0065 0430
dosis12.41U
DTL+ Simvastatin+\i.00 .01150 00574 379 -.0068 o298
dosis 12410
DTL + Simvastatin Kantrelsehat 103950 00574 000 0212 0578
DTL+ NaCGMC. 1% -.00850 00574 .680 -.0268 0098
DTL+ Simvastatin+Omega 3 00000 00574 1.000 -.0183 .0183
DTL+ Simvastatin+i.00 .01825 00574 098 -.0020 0345
dosis12.41U
DTL+ Simvastatin+i.00 00300 00574 .995 -.0153 0213
dosis1241U
DTL+ Simvastatin+Omeaa3 Kontrolsehat 038507 00574 .000 0212 0578
DTL+ MNaGhc 1% -.00850 00574 680 -.0268 0098
-
DTL + Simvastatin 00000 00574 1.000 -.0183 0183
DTL+ Simvastatin+)jt.00 01828 00574 .098 -.0020 .0345
dosis12,41U
DTL+ Simvastatin+Vit.0 00300 00574 995 -.0183 0213
dosis12410
DTL + Simvastatin+ YLD Kontrol sehat 02325 00574 008 0050 0415
dosis12.41U DTL+ MaGMG. 1% -.02475 00574 005 -.0430 -.0065
DTL+ Simvastatin -01628 00574 088 -.0345 0020
DTL+ Simvastatin+Omega3 -.01825 00574 .098 -.0345 .0020
DTL+ Simvastatin+jt.00 -.01325 00574 242 -.0315 .0050
dosis 12410
DTL+ Simvastatin+¥it.0 Kontrol sehat .03650° 00574 .000 .0182 0548
dosis1241U DTL + MaGhc 1% -.01150 00574 379 -.0288 0068
DTL+ Simvastatin -.00300 00574 .985 -.0213 0153
DTL + Simvastatin+Omega3 -.00300 00574 .95 -.0213 0153
DTL+ Simvastatin+¥it.0 01328 00574 242 -.0050 0315

dosis12,41U
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ANOVA
BobotRelatif
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1.385 L 272 3.026 037
Within Groups 16817 18 050
Total 2978 23
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kelompok, Statistic df Sig. Statistic df Sig.
BobotRelatif konirolsehat 133 4 999 4 988
DTLMNACMG 1% 291 4 845 4 213
DIL+Simyastatin 357 4 NS 4 03
DTL+Simyastatin+ Omega 3 228 4 871 4 848
DTL+Simyastatint Vit.D 87 4 872 4 .52
dosis12,41U
DTL+Simyastatint: Vit.D 239 4 83 4 588
dosis1241U
a. Lilliefors Significance Correction
Test of Homogeneity of Variances
Leyene Statistic df1 df2 Sig.
BohoiRelalif Basedon Mean 6.118 5 18 002
Basedon Median 4 476 5 18 008
Basedon Median and with 4476 5 14 02
adjusted df
Basedon trimmed mean 5.966 5 18 002




Dependent Varisble: BobotRelatif

Multiple Comparisons

Mean Difference
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95% Confidence Interval

(I} Kelompok () Kelompok (I~} Std. Emor Sig. Lower Bound Upper Bound
Tukey HSD kanimlsshat DTLANaCMz 1% -53500 21191 169 -1.2085 1285
DTL+Simvaststin 05475 21191 1.000 -6187 7282
DTl Simvasistin+ Omegs 3 -33000 21191 G324 -1.0035 3435
DILSimyastetins Vit D dosis -32325 21191 654 -9967 23502
12.41U
DTl +Simvaststint Vit.D dosis -56275 21191 134 -1.2362 1107
12410
DTL+NaGMG 1% kontrolsehst 53500 21191 169 -1385 1.2085
DTL+Simvaststin 58975 211891 108 -0837 1.2632
DILSimyaststins Omegs 3 .20500 21191 822 4585 BTES
DIL+Simyastatins\it.D dosis 21178 21191 812 - 4617 8852
12,410
DTl +Simyaststint Vit.D dosis, -02775 21191 1.000 -T012 5457
124 10
RTL+Simyaststin kontmlsshst 05475 21181 1.000 -7282 187
DTLAMaCME 1% -.58875 21191 106 -1.2632 0837
DIL*Simyaststin+ Omega 3 - 38475 21191 481 -1.0582 2887
DTL*Simyaststind Vit.D dosis. - 37800 21191 439 -1.0515 2955
12,410
DTL*Simvaststin+ Vit. D dosis. -81750 21191 o3 -1.2910 0560
124 10
RTLsSimyastatin+Omega 3 kgoimlsehst _33000 21191 634 -3435 1.0035
DTLANaCME 1% -20500 21191 522 -8785 4685
DTl +Simvasistin 38475 2119 481 -2857 1.0682
DTL+Simvasistint Vit.D dosis. .00&75 2119 1.000 -.6667 6802
12410
LTLASimvasistin® Vit.D dosts. -23275 211 .BT6 -.8062 4407
12410
DTL+Simyastatint \it.Ddesis  kentmlsshst .32325 211 654 -.3502 8857
12,410 DTLANaCME 1% -21175 211 912 -.8852 4517
DTl +Simvasistin 37800 211 499 -.2855 1.0615
DTl +Simvasistin® Omega 3 -00675 211 1.000 -6802 6557
LTLASimvasistin® Vit.D dosts. -23850 211 863 -8130 4340
12410
DTL+Simyastatint \it.Ddesis  kentmlsshst 56275 211 134 - 1107 1.2352
12410 DTLANaCME 1% 02775 211 1.000 -.6457 7012
DT +Simvastatin 61750 211 .083 -.05560 1.2810
DTl +Simvasistin® Omega 3 .23275 211 876 -.4407 Aa0s2
LTLASimvasistin® Vit.D dosts. .23850 211 863 -.4340 8130

12,410
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Gambar 7. Aklimatisasi Tikus
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Gambar 13. Penimbangan
Simvastatin

Gambar 15. Pemberian
sediaan rute per oral pada
tikus

Gambar 17. Pengukuran
bobot organ hati

Gambar 14. Penimbangan
Vitamin D

Gambar 16. Pembedahan
tikus

Gambar 18. Pembuatan
kurva baku
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Gambar 19. Penggerusan
organ hati

Gambar 20. Pengukuran
kadar MDA hati tikus
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