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Lampiran 2. Sertifikat Analisis Minyak Cengkeh

CERTIFICATE OF ANALYSIS

ProductName ~ : Minyak Bunga Cengkeh / Clove Bud OIl
Botanical name ~ : Syzygiumaromaticum

Batch Number ~ : 20171526-08-23

Appearance : Dark clear liquid

Odour . Clove bud odour

Production Date  : August 23, 2017
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Technical Analysis;
Test ltem Specification Result
Specific Gravity ((@20°C) 10634 - 10644 1.0639
Refractive Index (@20°C) 15212- 152 1.5217
Density ((@20°C) 1.0615 - 10625 1.0620
= Soluble i alcohol and oils.
Solubility Conform to standard Mot solble i naler

Gambar 20. Sertifikat analsis minyak cengkeh
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Lampiran 3. Identifikasi Senyawa Eugenol pada Minyak Cengkeh

BBLK_INA Qual XReport

RT 6.69-848 SM: 156

20009130 #1212 RT: 7.62 AV: 1 NL: 1.06E9
F: {0,0} + c EI Full ms [50.00-300.00]

100+ 1638
90
80 1490
7o
g 60 1310
a8 1029
i 40 137.0
é 810
0} 0 1208
o |
550
" 850 | ' 1160 l
' i L] b [ My 741 850 2000 a13s 2061 zeas  2se1 2671 210 2081
0 80 100 120 140 160 180 20 20 240 260 280
miz
SI RSI Compound Name Area Area%  Probabili RT Library Cas # Molecular
ty Formula
909 910 Phenol, 214685003662.65  63.63 2691 7.62 mainlib 1941-124 CI0H1202
2-methoxy-3-(2-propenyl)-
905 909 Eugenol 214685003662.65  63.63 22.73 7.62 mainlib 97-53-0 C10H1202
904 905 3-Allyl-6-methoxyphenol 214685003662.65  63.63 21.85 7.62 mainlib  501-19-9 C10H1202
880 882 trans-Isocugenol 214685003662.65  63.63 132 7.62 mainlib  5932-68-3 C10H1202
876 878 Phenol,  214685003662.65  63.63 6.18 7.62 mainlib  5912-86-7 C10H1202
2-methoxy-4-(1-propenyl)-

2 (Z)-

Gambar 21. Identifikasi kadar eugenol dengan metode GC-MS pada
minyak cengkeh brand Happy Green®
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Lampiran 4. Skema Kerja Umum

Hewan Uji Tikus Putih Jantan galur wistar (n=24)

v

Aklimatisasi hewan uji selama (7 hari)

v
Penqukuran biomarker awal AST, ALT dan GGT

Perlakuan terhadap hewan uji (28 hari)

v ¥ ¥ y x X
K Kl K1 K IV KIV K IV
Kontrol Kontrol Kontrol . 10 25mg/Kg SOmg/Kg
Normal Negatif Komparatif |l \q/kgBB BB Clove BB Clove
NaCMC Corn oil + S:C“rcuma Clove oil oil + Lfx oil + Lfx
Lfx CT) + Lix + Lfx

l v

y

Setelah 28 Hari

Pengukuran biomarker akhir AST, ALT dan GGT

v

Pemeriksaan histopatologi organ hati

v

Analisa Data

¥

Hasil dan Kesimpulan

Gambar 22. Skema kerja umum
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Lampiran 5. Skema Kerja Pembuatan Preparat Histopatologi

Tahap Fiksasi

Difiksasi spesimen menggunakan pelarut Formalin
10% dengan volume minimal 10 kali volume sampel

Tahap Pemotongan
awal spesimen

Tahap Processing
& Embedding

¢ Dimasukkan hasil pemotongan spesimen ke
dalam embedding cassette

e Selanjutnya diproses pada tissue processor
selama 19 jam

e Dipindahkan ke embedding center
kemudian diblok menggunakan paraffin

A

Tahap pemotongan
kedua spesimen

e Dipotong hasil blok paraffin menggunakan
mikrotom dengan ketebalan 3-4 um

e Direntangkan hasil pemotongan pada pada
waterbath bersuhu 40°C

e Diambil hasil pemotongan menggunakan
object glass dan ditempatkan di atas pemanas
selama 1 jam.

A 4

i e Dilakukan pewarnaan menggunakan Mayer’'s i
i Haematoxylin i
I o Diteteskan 1-2 entellan :
i e Ditutup menggunakan deck glass i
| |

Preparat Histologi

Gambar 23. Skema pembuatan preparat histopatologi
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Lampiran 6. Perhitungan Dosis
A. Levofloxacin

1. Konversi dosis levofloxacin manusia ke hewan uji

Dosis levofloxacin yang akan diamati pada manusia 15 mg/kgBB.

Maka untuk hewan uji tikus dosis 15 mg/KgBB dikonversi menjadi

Dosis hewan = Dosis Manusia x Faktor Konversi
=15 mg/Kg x 6,2
=93 mg/Kg

2. Dosis levofloxacin berdasarkan bobot hewan uji
Dosis levofloxacin = Dosis Hewan x Bobot Badan (Kg)
=93 mg x 0,1 Kg

= 9,3 mg/Kg BB
3. Untuk pembuatan suspensi levofloxacin maka dihitung dosis pada

tikus yang akan diberikan pada hewan uji, maka perhitungannya
adalah
Dosis hitung

Dosis levofloxacin
= x Volume labu tentu ukur

"~ Volume pemberian

- 9,3 mg
Dosis hitung =— 7T % 100 ml

=930 mg per 100 mi

4. Berdasarkan perhitungan dosis suspensi levofloxacin maka berat

serbuk yang ditimbang adalah

Dosis hitung

mx bobot rata — rata 20 tablet

Berat Timbang =

930 mg
500 mg

Berat timbang = x 758,96 mg
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=1,86 x 758,96
=1411,66 mgatau 1,4 g

5. Volume Pemberian pada hewan coba

Berat Hewan (g)

P ] = P
Volume Pemberian 1000 g x Volume Per Oral

_200g
1000 g

x 10 ml

=2mi
B. Minyak Cengkeh
Dosis minyak cengkeh yang digunakan pada penelitian adalah 10
mg/kg, 25 mg/kg dan 50 mg/kg. Konversi mg ke satuan mL dengan

menghitung bobot jenis minyak

Bobot Minyak

"~ Bobot Jenis Minyak
1mg

~ 1062 mg/mL
=0.0009 mL - 1 mikroliter
Jadi, 1 mg minyak cengkeh sama dengan 1 mikroliter
1. Dosis 10 mg/ Kg BB = 2 mg/200 g BB
Konsentrasi 0,1% v/v dalam labu tentukur 10 mL
Volume minyak cengkeh = Konsentrasi X Volume labu tentukur

_ 01
—100X10mL

=0,01 mL = 10 mikroliter

2. Dosis 25 mg/KgBB =5 mg/200 gBB
Konsentrasi 0,25% v/v dalam labu tentukur 10 mL

Volume minyak cengkeh = Konsentrasi X Volume labu tentukur
_ 025
=00 X10mL

= 0,025 mL = 25 mikroliter
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25 mikroliter minyak cengkeh dicukupkan dengan minyak jagung
hingga 10 mL pada labu tentukur. Volume yang diberikan ke tikus
adalah 2 ml/200 g

. Dosis 50 mg/KgBB = 10 mg/200 gBB
Konsentrasi 0.5% v/v dalam labu tentukur 10 mL

Volume minyak cengkeh = Konsentrasi X Volume labu tentukur

_ 05
—EX1OmL

= 0,05 mL > 50 mikroliter
. Curcuma FCT

Dosis Curcuma Sebagai protector pada hewan uji berdasarkan
penelitian sebelumnya adalah 6,17 mg/KgBB.
. Dosis hitung curcuma berdasarkan bobot hewan uji
Dosis curcuma= Dosis Hewan x Bobot Badan (KQg)

=6.17 mg x 0,1 Kg

=0.617 mg/0,1 KgBB
. Untuk pembuatan suspensi curcuma maka dihitung dosis pada tikus
yang akan diberikan pada hewan uji yang menerima curcuma yaitu

4 ekor pada kelompok kontrol komparatif. Maka perhitungannya

adalah
o Dosis curcuma
Dosis hitung = x Volume labu tentu ukur
Volume(ml)
0.617 mg

Dosis hitung = x 25ml

ml

= 15.425 mg dalam 25 ml suspensi curcuma

3. Berdasarkan perhitungan dosis suspensi curcuma maka berat

serbuk yang ditimbang adalah
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Dosis hitung

Berat timbang serbuk = x bobot rata — rata 20 tablet

Dosis etiket

15.425mg

Berat Timbang Serbuk =
mg

x (0,42119 g)

=0.771 mg x 421,19 mg
= 324,84 mg
=0,324¢

4. Volume Pemberian pada hewan coba

) Berat Hewan (g)
Volume Pemberian = 1000 g x Volume Per Oral

200y
1000 g

x 10 ml

=2ml



Lampiran 7. Hasil Pemeriksaan Biomarker

Tabel 15. Biomarker AST hati hikus
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Kelompok

Perlakuan Kadar AST(UL/L) x AST +SD
(UL/L)

Suspensi NaCMC

N1 123,5 118,05+ 9,6
N2 123,6
N3 1215
N4 103,6

Il Minyak Jagung + Levofloxacin
N1 327,4 253,1+51,7
N2 249,4
N3 216,8
N4 218,8

1] Suspensi Curcuma FCT + Levofloxacin
N1 172,8 184,4 +11,9
N2 201,2
N3 181,1
N4 182,5

\Y Minyak Cengkeh 10 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 217,3 2054 +125
N2 208
N3 187,7
N4 208,9

\% Minyak Cengkeh 25 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 189,2 232,4+425
N2 220,4
N3 290,9
N4 229,2

VI Minyak Cengkeh 50 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 197,5 187,7 £ 59,4
N2 179,8
N3 259,1
N4 1145

Keterangan:
N = Replikasi

SD = Standar Deviasi



Tabel 16. Biomarker ALT hati tikus
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Kelompok

Perlakuan Kadar ALT x ALT +SD (UL/L)

(UL/L)

Suspensi NaCMC

N1 50,85 44,3+5,6
N2 38,36
N3 47,25
N4 41,11

Il Minyak Jagung + Levofloxacin
N1 92,16 72,5+16,9
N2 80,58
N3 54,87
N4 62,66

I Suspensi Curcuma FCT + Levofloxacin
N1 65,12 70,1 £9,9
N2 82,13
N3 74,01
N4 59,47

A% Minyak Cengkeh 10 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 47,5 53,2+6,1
N2 49,83
N3 61,45
N4 54,02

Vv Minyak Cengkeh 25 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 69,3 70,3+£2,3
N2 67,76
N3 73,17
N4 71,15

Vi Minyak Cengkeh 50 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 80,46 70,6 £ 13
N2 78,69
N3 51,96
N4 71,62

Keterangan:
N = Replikasi

SD = Standar Deviasi



Tabel 17. Biomarker GGT hati tikus
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Kelompok

Perlakuan Kadar GGT x GGT +SD
(UL/L) (UL/L)

Suspensi NaCMC

N1 27,94 25,3+5,6
N2 28,93
N3 16,87
N4 27,74

Il Minyak Jagung + Levofloxacin
N1 33,46 415+7,3
N2 50,38
N3 38,12
N4 44,3

I Suspensi Curcuma FCT + Levofloxacin
N1 31,42
N2 48,59 38,4+9,5
N3 29,25
N4 44,38

A% Minyak Cengkeh 10 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 43,84 40,3+ 16,5
N2 41,18
N3 58,07
N4 18,15

Vv Minyak Cengkeh 25 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 21,41 34 +16,8
N2 57,53
N3 34,98
N4 22,39

Vi Minyak Cengkeh 50 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 29,28 47,1+149
N2 45,67
N3 47,91
N4 65,93

Keterangan:
N = Replikasi

SD = Standar Deviasi



Tabel 18. Pengukuran Biomarker Awal

Kelompok Perlakuan Biomarker
AST ALT GGT
I Suspensi NaCMC
N1 152,2 17,95 55,35
N2 133,7 42,14 55,08
N3 75,2 49,14 47,2
N4 113,1 41,14 67,83
Rata-rata 118,55 37,59 56,36
Il Minyak Jagung + Levofloxacin
N1 104,5 19,86 55,2
N2 130,2 51,57 60,03
N3 107,9 27,82 140,4
N4 178,1 28,64 140,6
Rata-Rata 130.17 31,97 99,05
1l Suspensi Curcuma FCT + Levofloxacin
N1 209,8 33,87 119
N2 198,3 23,69 130,6
N3 1911 41,63 83,98
N4 103,4 26,21 73,1
Rata-Rata 175,65 31,35 101,67
\% Minyak Cengkeh 10 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 181,7 37,73 74,49
N2 128,7 25,67 82,78
N3 162,9 30,55 87,53
N4 151,9 41,58 78,13
Rata-Rata 156,3 33,88 80,73
V Minyak Cengkeh 25 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 198,5 22,4 66,93
N2 150,8 22,49 91,67
N3 169,3 23,64 155
N4 124,1 39,82 89,93
Rata-Rata 160,67 27,08 101,47
VI Minyak Cengkeh 50 mg/kg BB + Levofloxacin
N1 164,8 56,2 89,31
N2 154,9 35,7 16,9
N3 159,8 33,5 71,72
N4 204 45,08 64,35
Rata-Rata 170,87 45,08 60,57
Keterangan:
N = Replikasi

AST= Aspartate aminotransferase
ALT= Alanine aminotransferase
GGT= Gamma glutamyltranspeptidase
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Lampiran 8. Dokumentasi Penelitian
1. Tahap Persiapan

Gambar 24. Aklimatisasi Gambar 25. Penimbangan
hewan di laboratorium bobot badan hewan uji

Gambar 26. Penyiapan bahan. a) Minyak Cengkeh; b). Minyak
Jagung (pembawa); c). Levofloxacin (penginduksi); d). Curcuma
(kontrol komparatif)

2. Tahap Penelitian Pembuatan sediaan bahan uji dan Pemberian oral

Gambar 27. Proses Pembuatan NaCMC a). Penimbangan serbuk
NaCMC; b). Pemanasan aquadest pada temperatur 80°C; c).
Suspensi NaCMC
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Gambar 28. Pembuatan suspensi levofloxacin. a). Penimbangan
tablet; b). serbuk; dan c). hasil pembuatan suspensi levofloxacin

Gambar 29. Pembuatan suspensi curcuma. a). Serbuk curcuma yang
telah dihaluskan; b). Penimbangan serbuk; c). Hasil pembuatan
suspensi curcuma

Gambar 30. Penyiapan Pembuatan sediaan minyak
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Gambar 31. Pemberian sediaan uji melalui rute per oral

3. Tahap Penelitian Perlakuan Pada Hewan & Pemeriksaan

2
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Gambar 32. Pembiusan Gambar 33. Pengambilan
hewan uji menggunakan ether darah melalui ekor

Gambar 34. Penyiapan sampel darah untuk pemeriksaan. a). Hasil
pengambilan darah dimasukkan dalam vacutainer b). Proses
sentrifugasi memisahkan serum dengan plasma darah c). Hasil serum
dimasukkan dalam tabung Eppendorf.
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Gambar 35. Proses Gambar 36. Pembacaan
Pencampuran serum dengan absorbansi biomarker hati
reagen serum

4. Tahap Penelitian Pembedahan Hewan

Gambar 37. Proses pengambilan organ. a). Persiapan pembedahan,
b). Pembiusan hewan uji, c). pengguntingan kulit, d). NaCl untuk
pencucian organ, e). Pencucian organ menggunakan cairan NacCl
sebanyak 3 kali dan f). pengawetan organ menggunakan cairan
formalin 10%




104

5. Tahap Penelitian Pembuatan preparat histopatologi

“Tahapan kerja pada Tissue Automatics Prosessor
1) Fikosmnt
Botol 1. Buffer Formalin 10% 2 jam
2) Dehidrast

Gambar 38. Tahap Processing histopatologi. a). Jaringan yang
telah dipotong dimasukkan ke dalam kaset dan diproses di dalam

mesin prosesing jaringan (Tissue Automatics Prosessor), b). Durasi
pada tahap processing

Gambar 39. Proses Embedding (jaringan yang telah diproses
dalam mesin prosesingan diblok menggunakan parafin cair).

Gambar 40. Pemotong jaringan dalam blok paraffin menggunakan
mikrotom dengan ketebalan 3-4pum.
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Gambar 41. Pengambilan jaringan dengan slide. a). Pita jaringan
yang terbentuk dicelupkan ke dalam Waterbath b). Diambil
potongan jaringan dengan slide lalu ditiriskan

Gambar 42. Pengkodean slide dan pemanasan. a). Dituliskan kode
pada slide sesuai dengan kode yang tertera pada blok paraffin
menggunakan pensil b). Dipanaskan slide diatas Hot Plate selama
1 jam. Dinginkan slide lalu masukkan kedalam keranjang slide.

Gambar 43. Deparafinasi Gambar 44. Rehidrasi (Alkohol
(Xylol I, Xylol II, Xylol 1) 96%, Alkohol 80%, Alkohol 70%),
masing-masing 5 menit masing-masing selama 5 menit.




Gambar 45. Cuci air
mengalir selama 5 menit
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Gambar 46. Rendam
dengan Meyer 7-10 menit

Gambar 47. Cuci air mengalir
selama 5 menit

Gambar 48. Celup-celup
kedalam larutan Eosin 10 detik

Gambar 49. Dehidrasi (Alkohol 70%, Alkohol
80%, Alkohol 96%) masing-masing 5 menit
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Gambar 50. Clearing Gambar 51. Keringkan

(Xylol I, Xylol 11, Xylol III) slide lalu tetesi dengan

masing-masing 5 menit entelan dan tutup dengan
deck glass.

6. Tahap Pemeriksaan dan Pembacaan hasil Preparat Histopatologi

Gambar 52. Pengamatan preparat histopatologi
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