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 Lampiran 1. Preparasi Sampel 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 2. Penyiapan Hewan Uji 

 

 

 

 

Lampiran 3. Pembuatan Pakan 

 

 

 

Sampel kafein  

 
- dilarutkan dengan aquades 

 

 

 

Larutan kafein 2% 

 - diencerkan 

 

 

 
Kafein 
0,4% 

Kafein 
0,08% 

D. melanogaster Oregon R  
 

- dikembangbiakkan  

 

 

 

D. melanogaster usia 2-4 hari 

 

Tepung jagung, yeast, agar, gula pasir, 

air 

 

- diaduk 

- dipanaskan hingga 100oC ± 45 menit 
 

 

 

Tambahkan Asam propionat dan metil 
paraben 

 

- dipindahkan 

 

 

 

Vial D. melanogaster 

 

Kafein 
0,016% 
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Lampiran 4. Model Infeksi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 5. Penyiapan Pakan Pengujian 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
  
 

Kafein dan 0,4%; 0,08%; 0,016%  

 - dicuplik 1 mL 

 

 

 

4 mL pakan D. melanogaster 

 

Pakan kafein 0,08%; 0,016%; dan 
0,0032%  

 

Larva instar 2 

Tabung Mircrosentrifuge 1000 µL jus larutan 
pisang dan 500 µL suspensi S. aureus 

 

Cawan petri berisi pakan 

lalat 

diamkan selama 3 jam, kemudian 
larva dibilas PBS 

Inkubasi disuhu 29°C 



31  

 

- Dipindahkan 
- Simpan pada suhu -80oC 
 

Lampiran 6. Skema Kerja Uji Survival  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 8. Penyiapan Sampel RNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dihancurka

n 

 

 

 

Drosophila melanogaster 

 
- dipindahkan ke vial 

perlakuan 

 

 

 Kontrol 
 sehat 

 

Kafein  
0,08% 

Kafein 
0,016% 

Kontrol 
Negatif 

Diamati kematian lalat tiap hari 

10 larva D. 
melanogaster 

Treff tube 

Elution 

tube 

Micropastel 

RNAqueousTM Total RNA 
Isolation Kit (InvitrogenTM) 

Diproses

 

 

 

 

Kafein 
0,0032% 
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Lampiran 9. Analisis Ekspresi Gen 

 
 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 10. Perhitungan bahan dan konsentrasi  

Berdasarkan hasil uji kelarutan kafein dalam air didapatkan hasil 

kelarutan yaitu 10 mg kafein dapat larut dalam 0,5 mL air (2 g dalam 100 

mL air atau 1 g dalam 50 mL air dengan persentase kelarutan 2%.  

• Pembuatan larutan kafein 2%  

2 𝑔

100 𝑚𝐿
  = 

𝑋

10 𝑚𝐿
  

X       = 
2𝑔 × 10 𝑚𝐿 

100 𝑚𝐿
 

X  = 0,2 gram 

 Sehingga kafein yang di timbang adalah 0,2 gram lalu dilarutkan 

dalam 1 0 mL air 

• Pengenceran dengan konsentrasi 0,08% 

V1 × N1 = V2 × V2 

V1 × 2% = 20 mL x 0,08% 

     V1  = 
20 mL x 0,08%

2%
 

Eution tube berisi sampel RNA 

 Diproses 

 

Thermal cycler 

 

SuperScript™ III Platinum® SYBR® Green 
One-Step qRT-PCR with ROX 

(Invitrogen™), menggunakan set 
Drocomycin dengan kontrol internal rp49. 

Dianalisis 
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     V1  = 0,8 mL 

• Pengenceran dengan konsentrasi 0,0016% 

V1 × N1 = V2 × V2 

V1 × 2% = 20 mL x 0,016% 

     V1  = 
20 mL x 0,0016%

2%
 

     V1  = 0,16 mL 

• Pengenceran dengan konsentrasi 0,0032% 

V1 × N1 = V2 × V2 

V1 × 2% = 20 mL x 0,0032% 

     V1  = 
20 mL x 0,0032%

2%
 

     V1  = 0,032 mL 

Lampiran 11. Gambar Penelitian 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

Gambar 11. Pembuatan Pakan 
D. melanogaster 

Gambar 12. Pembuatan suspensi 
biakan 
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Gambar 13. Pakan yang 
berisi lalat stok 

Gambar 14. Larva yang 
menghitam 

Gambar 15. Isolasi RNA Gambar 16. Sampel yang 
telah diisolasi 

Gambar 17. Proses PCR Sampel 
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Lampiran 12. Data Statistik 

Tabel 2. Hasil one-way anova ekspresi gen Drs 

ANOVA summary Value 

F 78.72 

P value 0.0005 

P value summary *** 

Significant diff. among means (P < 0.05)? Yes  

R squared 0,9833 

 

Tabel 3. Hasil uji lanjutan Tukey ekspresi gen drs 

Tukey's Multiple Comparisons Test Mean Diff Summary 95% Cl of diff 

Kontrol Negatif vs. Kafein 0,08% -0.1510 ns -0.8483 to 0.5463 
 

Kontrol Negatif vs. Kafein 0,016% -2.254 *** -2.951 to -1.556 
 

Kontrol Negatif vs. Kafein 0,0032% -0.1790 ns -0.8763 to 0.5183 

Kafein 0.08 mM vs Kafein 0.016 mM -2.103 *** -2.800 to -1.405 
 

Kafein 0.08 mM vs Kafein 0.0032 mM -0.028000 ns -0.7253 to 0.6693 
 

Kafein 0.016 mM vs Kafein 0.0032 mM 
 

2.075 *** 1.377 to 2.772 
 

 

 


