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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Skema Kerja Pembuatan Ekstrak 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel Daun Pegagan 

1. Penyiapan sampel 

 Sortasi basah 

 Pencucian 

 Perajangan 

 Pengeringan 

 Sortasi kering 

2. Dimaserasi dengan etanol 70% selama 

3x24 jam 

3. disaring 

Filtrat Residu 

1. Diremaserasi dengan etanol 

hingga tidak berwarna 

2. disaring 

Filtrat Residu 

Ekstrak kental 

Dipekatkan dengan alat rotary evaporator 
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Lampiran 2. Skema Kerja Penelitian 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Kelompok I (Kontrol sehat) : Hewan uji hanya diberi pakan standar + larutan 

koloidal Natrium CMC 1% secara per oral 

(dimulai dari hari ke 1 hingga hari ke 21) 

Kelompok II (Kontrol Negatif) : Hewan uji hanya diberi pakan standar + larutan 

kombinasi timbal dan kadmium secara per oral 

(dimulai dari hari ke 1 hingga hari ke 21) 

Kelompok III (50 mg/kg BB) : Hewan uji diberi pakan standar + larutan 

kombinasi Pb & Cd + ekstrak 50 mg/kg BB 

secara per oral (dimulai hari ke 1 hingga hari ke 

21) 

Kelompok IV (200 mg/kg BB) : Hewan uji diberi pakan standar + larutan 

kombinasi Pb & Cd + ekstrak 200 mg/kg BB 

secara per oral (dimulai hari ke 1 hingga hari ke 

21) 

Kelompok V (800 mg/kg BB)  : Hewan uji diberi pakan standar + larutan 

kombinasi Pb & Cd + ekstrak 800 mg/kg BB 

secara per oral (dimulai hari ke 1 hingga hari ke 

21) 

Aklimatisasi hewan coba selama 7-14 hari 

Perlakuan selama 21 hari 

Kelompok 

III 

 

(ekstrak 50 

mg/kg BB + 

kombinasi 

Pb dan Cd) 

Pengambilan organ otak tikus 

Pengukuran MDA 

Tikus Putih (Rattus norvegicus) 15 ekor 

Kelompok 

IV 

 

(ekstrak 200 

mg/kg BB + 

kombinasi 

Pb dan Cd) 

Kelompok 

V 

 

(ekstrak 800 

mg/kg BB + 

kombinasi 

Pb dan Cd) 

Kelompok 

I 

 

(NaCMC 

1%) 

Kelompok 

II 

 

Kombinasi 

Pb + Cd) 
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Lampiran 3. Pengukuran Kadar Malon dialdehid (MDA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organ hati di gerus di lumpang, kemudian di 
timbang sebanyak 400 mg 

Tambahkan 2 mL PBS (pH 7,4), lalu homogenkan 

Sentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit 

Pipet supernatan sebanyak 0,5 mL 

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

Panaskan dengan suhu 100°C selama 20 menit 

Pipet supernatan 

Sentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit 

Analisis MDA dengan Spektrofotometer UV-Vis pada Panjang gelombang 531 nm 
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Lampiran 4. Perhitungan Persen Rendemen dan Volume Pemberian 

1. Perhitungan Persen rendemen Ekstrak Daun Pegagan (Centella 

asiatica) 

% Rendemen = 
                                   

                      
       

   = 
           

        
        

   = 22,25 % 

 

2. Perhitungan Volume Pemberian 

2.1 Dosis Larutan Kombinasi Timbal dan Kadmium 

Dosis larutan kombinasi timbal dan kadmium yang digunakan 

yakni 150 mg/kg BB dan 15 mg/kg BB. Volume pemberian yakni 1 

mL/0,2 kg BB tikus putih. 

Timbal (150 mg/kg BB) = 
           

          
 

     = 150 x 0,2 mg/mL 

      = 30 mg/mL  

Kadmium (15 mg/kg BB) = 
          

          
 

     = 15 x 0,2 mg/mL 

      = 3 mg/mL 

Untuk membuat sediaan larutan 100 mL maka dibutuhkan timbal 

asetat sebanyak 3 g dan cadmium asetat sebanyak 0,3 g. 

2.2 Dosis Ekstrak Daun Pegagan (Centella asiatica)  

 Dosis ekstrak duan pegagan yang digunakan ialah 50, 200 dan 

800 mg/kg BB dengan volume pemberian yakni 1 mL/0,2 kg BB 

tikus putih. 

 Dosis 50 mg/kg BB = 
          

          
 

     = 50 x 0,2 mg/mL 

      = 10 mg/mL  
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Suspensi ekstrak dibuat sebanyak 50 mL, dengan cara ditimbang 

0,5 g ekstrak kental daun pegagan dan didispersikan ke dalam 50 

mL larutan koloidal Natrium CMC 1%  

 Dosis 200 mg/kg BB = 
           

          
 

     = 200 x 0,2 mg/mL 

      = 40 mg/mL  

Suspensi ekstrak dibuat sebanyak 50 mL, dengan cara ditimbang 2 

g ekstrak kental daun pegagan dan didispersikan ke dalam 50 mL 

larutan koloidal Natrium CMC 1%  

 Dosis 800 mg/kg BB = 
           

          
 

     = 800 x 0,2 mg/mL 

      = 160 mg/mL  

Suspensi ekstrak dibuat sebanyak 50 mL, dengan cara ditimbang 8 

g ekstrak kental daun pegagan dan didispersikan ke dalam 50 mL 

larutan koloidal Natrium CMC 1%  
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Lampiran 5. Hasil Pengukuran Panjang Gelombang Maksimum 
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Lampiran 6. Hasil Pengukuran Absorbansi Kurva Baku dan Hewan 

Coba 
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Lampiran 7. Grafik Kurva Baku Tetrametoksipropana (TMP) 
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Lampiran 8. Perhitungan Kadar Malon dialdehid (MDA) 

Persamaan garis kurva baku: 
Y = 1,2143x + 0,0586 
 
Kelompok I (Kontrol sehat: NaCMC 1%) 
K1A 
0,292 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,292 – 0,0586 
X = 0,192 µg/ml 

K1B 
0,284 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,284 – 0,0586 
X = 0,186 µg/ml 

K1C 
0,164 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,164 – 0,0586 
X = 0,087 µg/ml 
 

Kelompok II (Larutan kombinasi Pb dan Cd) 

K2A 

0,479 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,479 – 0,0586 

X = 0,346 µg/ml 

K2B 

0,471 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,471 – 0,0586 

X = 0,340 µg/ml 

K2C 

0,382 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,382 – 0,0586 

X = 0,266 µg/ml 

 

Kelompok III (Ekstrak 50 mg/kg BB + kombinasi Pb dan Cd) 

K3A 

0,321 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,321 – 0,0586 

X = 0,216 µg/ml 

K3B 

0,381 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,381 – 0,0586 

X = 0,266 µg/ml 

K3C 
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0,322 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,322 – 0,0586 

X = 0,217 µg/ml 

 

Kelompok IV (Ekstrak 200 mg/kg BB + kombinasi Pb dan Cd) 

K4A 

0,146 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,146 – 0,0586 

X = 0,072 µg/ml 

K4B 

0,174 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,174 – 0,0586 

X = 0,095 µg/ml 

K4C 

0,238 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,238 – 0,0586 

X = 0,148 µg/ml 

 

Kelompok V (Ekstrak 800 mg/kg BB + kombinasi Pb dan Cd) 

K5A 

0,263 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,263 – 0,0586 

X = 0,168 µg/ml 

K5B 

0,127 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,127 – 0,0586 

X = 0,056 µg/ml 

K5C 

0,132 = 1,2143x + 0,0586 

X = 0,132 – 0,0586 

X = 0,060 µg/ml 
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Lampiran 9. Kadar Malon dialdehid (MDA) pada Otak Tikus Putih 

 

Kelompok Perlakuan Kadar MDA 

(µg/ml) 

Rata-rata 

kadar MDA ± 

SD (µg/ml) 

I 

Kontrol Sehat (Suspensi 

NaCMC 1%) 

  

N1 0,192 

0,155 ± 0,034 N2 0,186 

N3 0,087 

II 

Kontrol negatif (Larutan 

kombinasi Pb dan Cd) 

  

N1 0,346 

0,317 ± 0,025 N2 0,340 

N3 0,266 

III 

Ekstrak daun pegagan 50 mg/kg 

BB + Larutan kombinasi Pb dan 

Cd 

 

 

N1 0,216 

0,233 ± 0,016 N2 0,266 

N3 0,217 

IV 

Ekstrak daun pegagan 200 

mg/kg BB + Larutan kombinasi 

Pb dan Cd 

 

 

N1 0,072 

0,105 ± 0,022 N2 0,095 

N3 0,148 

V 

Ekstrak daun pegagan 800 

mg/kg BB + Larutan kombinasi 

Pb dan Cd 

 

 

N1 0,168 

0,095 ± 0,030 N2 0,056 

N3 0,060 
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Lampiran 10. Hasil Analisis Statistika (One-way ANOVA)  

Tabel 3. Uji Normalitas Sampel Kadar MDA 
 

Tests of Normality 

 Kelompok_Perlakuan Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

 Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

MDA 

kontrol sehat .367 3 . .793 3 .097 

kontrol negatif .361 3 . .806 3 .129 

ekstrak 50 mg/kgBB .373 3 . .780 3 .067 

ekstrak 200 mg/kgBB .268 3 . .951 3 .572 

ekstrak 800 mg/kgBB .374 3 . .777 3 .060 

a. Lilliefors Significance Correction 

 
Tabel 4. Uji Homogenitas Sampel Kadar MDA 

Test of Homogeneity of Variances 

MDA 

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1.306 4 10 .332 

 
Tabel 5. Data Statistik Kadar MDA menggunakan One Way ANOVA 

ANOVA 

MDA 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups .106 4 .026 11.152 .001 

Within Groups .024 10 .002   

Total .129 14    
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Tabel 6. Data Statistik Kadar MDA dengan LSD 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable: MDA  

 LSD 

(I) 

Kelompok_Perlakuan 

(J) 

Kelompok_Perlakuan 

Mean 

Difference 

(I-J) 

Std. 

Error 

Sig. 95% Confidence 

Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

kontrol sehat 

kontrol negatif -.162333
*
 .039725 .002 -.25085 -.07382 

ekstrak 50 mg/kgBB -.078000 .039725 .078 -.16651 .01051 

ekstrak 200 mg/kgBB .050000 .039725 .237 -.03851 .13851 

ekstrak 800 mg/kgBB .060333 .039725 .160 -.02818 .14885 

kontrol negatif 

kontrol sehat .162333
*
 .039725 .002 .07382 .25085 

ekstrak 50 mg/kgBB .084333 .039725 .060 -.00418 .17285 

ekstrak 200 mg/kgBB .212333
*
 .039725 .000 .12382 .30085 

ekstrak 800 mg/kgBB .222667
*
 .039725 .000 .13415 .31118 

ekstrak 50 mg/kgBB 

kontrol sehat .078000 .039725 .078 -.01051 .16651 

kontrol negatif -.084333 .039725 .060 -.17285 .00418 

ekstrak 200 mg/kgBB .128000
*
 .039725 .009 .03949 .21651 

ekstrak 800 mg/kgBB .138333
*
 .039725 .006 .04982 .22685 

ekstrak 200 mg/kgBB 

kontrol sehat -.050000 .039725 .237 -.13851 .03851 

kontrol negatif -.212333
*
 .039725 .000 -.30085 -.12382 

ekstrak 50 mg/kgBB -.128000
*
 .039725 .009 -.21651 -.03949 

ekstrak 800 mg/kgBB .010333 .039725 .800 -.07818 .09885 

ekstrak 800 mg/kgBB 

kontrol sehat -.060333 .039725 .160 -.14885 .02818 

kontrol negatif -.222667
*
 .039725 .000 -.31118 -.13415 

ekstrak 50 mg/kgBB -.138333
*
 .039725 .006 -.22685 -.04982 

ekstrak 200 mg/kgBB -.010333 .039725 .800 -.09885 .07818 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 
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Lampiran 11. Dokumentasi Penelitian  

 
 

Gambar 6. Sampel daun pegagan 
(Centella asiatica) 

Gambar 7. Ekstraksi daun pegagan 
(Centella asiatica) 

 
 

 

 
Gambar 8. Penguapan ekstrak daun 

pegagan (Centella asiatica) 
Gambar 9. Ekstrak kental daun pegagan 

(Centella asiatica) 

 

  
Gambar 10. Pengelompokkan Hewan 

coba 
Gambar 11. Pembuatan suspensi 

ekstrak daun pegagan 
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Gambar 12. Pemberian secara per oral 

terhadap hewan coba 
Gambar 13. Pembedahan dan 
pengambilan organ otak tikus 

  
Gambar 14. Penggerusan organ otak 

tikus 
Gambar 15. Sentrifugasi sampel organ 

otak tikus 

  

Gambar 16. Preparasi sampel untuk di 
analisis 

Gambar 17. Penyiapan larutan standar 
TMP untuk pengukuran kurva baku 

 

Gambar 18. Pengukuran kadar MDA dengan spektrofotometer UV-Vis 
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Lampiran 12. Determinasi Tumbuhan Pegagan (Centella asiatica)  
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Lampiran 13. Persetujuan Etik Penelitian  

 

 
 
 
 
 


