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LAMPIRAN

Lampiran 1. Pembuatan Ekstrak Meniran
Serbuk meniran yang didapatkan dari Fakultas Farmasi UGM Yogyakarta seberat
330 gram dibuat ekstrak dengan cara maserasi dengan pelarut methanol.
Didapatkan ekstrak meniran sebanyak 11,66 gram.
a. Perlakuan Il (P2): ekstrak meniran 0,14%
Untuk membuat ekstrak meniran 0,14%; diperlukan 0,14 g ekstrak
meniran murni, kemudian dilarutkan dengan aquadest menggunakan gelas
ukur sampai mencapai volume 100 mi
b. Perlakuan Il (P3): ekstrak meniran 0,28%
Untuk membuat ekstrak meniran 0,28%; diperlukan 0,28 g ekstrak
meniran murni, kemudian dilarutkan dengan aquadest menggunakan gelas
ukur sampai mencapai volume 100 mi
c. Perlakuan 1V (P4): ekstrak meniran 0,56%
Untuk membuat ekstrak meniran 0,56%; diperlukan 0,56 g ekstrak
meniran murni, kemudian dilarutkan dengan aquadest menggunakan gelas
ukur sampai mencapai volume 100 ml
Setelah didapatkan ekstrak meniran dalam dosis yang berbeda beda,

diambil 1 ml dan diberikan menggunakan sonde peroral ke mencit
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Lampiran 2. Perhitungan Dosis Metanil Yellow

Tabel 6. Konversi Perhitungan Dosis Untuk Berbagai Hewan Uji*

Mencit | Tikus | Marmut | Kelinci | Kucing | Kera Anjing | Manusia
20gr | 20gr | 400 gr 1,5 kg 2 kg 4 kg 12 kg 70 kg
%egf't 1,0 7.0 1325 | 278 29.7 641 | 1242 |387.9
Tikus 1594 |10 1,74 3.9 42 9,2 178|560
200 gr
Marmut
008 |057 |10 225 2.4 5.2 102 | 315
400 gr
Kelinci | 5 01 1025 | 0,44 1.0 1,08 2.4 45 14,2
1,5 kg
Kueing | 503 1023 |04t 0,92 1,0 22 41 13,0
1,5 kg
ngera * oot |012 |o019 0,42 0,45 1,0 1,9 6.1
ANIINg 15008 [ 006 | 0.10 0,22 0.24 052 |10 3.1
12 kg
Manusi | o 1006 | 0,018 | 0,031 | 0,07 0076 |016 |032 |10
a 70 kg

Dosis sub letal metanil yellow yang dapat menimbulkan efek pada ginjal tikus

adalah 3000 mg/kgBB

200
1000

x 3000 mg

600 mg

200 gram tikus
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Perhitungan:

Dosis metanil yellow untuk tikus dengan berat 200 gram adalah:

Faktor konversi dosis tikus 200 gram ke mencit 20 gram = 0,14 Maka dosis
metanil yellow untuk mencit dengan berat 20 gram adalah:

=600 mg x 0,14

84 mg

20 gram mencit

= 4200 mg/kgBB

Dosis metanil yellow = % x dosis sub letal = % x 4200 = 3150 mg/kgBB/hari

berat mencit (mg)

1000 mg

Dosis mencit per-hari = X 3150 mg/hari

20m

= x 3150 mg/hari
1000 mg

= 63 mg/hari
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Lampiran 3. Prosedur Pembuatan Preparat Histologi

Pengambilan Jaringan

Mengambil jaringan dengan pisau tajam secepatnya setelah tikus

diterminasi (kurang dari 2 jam) dengan ukuran 1x1x1 cm3.

Fiksasi

Merendam jaringan dengan formalin 10% selama satu jam.

Dehidrasi

Mengeluarkan air dari jaringan, dengan cara :

1.  Merendam jaringan dalam alkohol 30% masing — masing selama 20
menit dalam 3 botol yang berbeda.

2. Merendam jaringan dalam alkohol 40% selama 1 jam.

3. Merendam jaringan dalam alkohol 50% selam j a 1 jam.

4.  Merendam jaringan dalam alkohol 60% selama 1 jam.

5.  Merendam jaringan dalam alkohol 70% selama 1 jam.

6.  Merendam jaringan dalam alkohol 80% selama 1 jam.

7. Merendam jaringan dalam alkohol 90% selama 1 jam.

8.  Merendam jaringan dalam alkohol 96% selama 1 jam.

Clearing (Penjernihan)
Memasukan jaringan yang telah didehidrasi ke dalam larutan penjernih
(clearing agent) agar paraffin cair mudah masuk ke dalam jaringan,

dengan cara :



3.

4.
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Antara dehidrasi dan clearing pada umumnya ada cairan antara yaitu
alkohol 96% dan xylol (1:1) selama 2x20 menit.

Merendam jaringan dalam larutan xylol I selama 20 menit.

Merendam jaringan dalam larutan xylol Il selama 20 menit.

Merendam jaringan dalam larutan xylol 11 selama 20 menit.

IV.  Embedding (Pengikatan)

Pengikatan jaringan oleh parafin dengan cara :

1.

2.

Blocking

a. Jaringan dimasukan dalam parafin cair dan xylol (1:1) selama 20
menit dan dimasukan dalam oven 600 supaya tidak beku.

b. Kemudian dimasukan ke dalam : Parafin | selama 20 menit.

c. Jaringan dimasukan dalam cetakan logam.

d. Jaringan didinginkan dalam air es sehingga logam — logam tersebut
dapat dibuka.

Trimming

Memotong balok — balok parafin yang berisi jaringan di dalamnya. 87

V. Sectioning (Pemotongan)

1.

2.

Memotong balok parafin yang telah dipotong dengan mikrotom
(Rotary Microtom) dengan tebal 3 — 10 mikron. Potongan yang baik
adalah potongan yang berbentuk pita (parafin ribbon).

Jaringan yang telah dipotong diambil dengan jarum dan diletakan
dalam air hangat (40 — 450C) dalam water bath agar irisan

mengambang,
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3. Mengambil jaringan dengan object glass yang sudah diberi perekat
dengan gilserin albumin (1:1)
4. Mengeringkan object glass dan jaringan.
5. Dapat ditambahkan timol pada preparat setelah ditutup dengan deck
glass untuk mencegah pembusukan.
VI.  Staining (Pewarnaan)
1. Meletakan preparat dalam staining yard.
2. Parafin yang ada dalam irisan jaringan dihilangkan (deparafinisasi)
3. Slide jaringan dimasukan dalam :
a. Xylol I selama 10 menit
b. Xylol Il selama 10 menit
c. Xylol I11 selama 10 menit
d. Selanjutnya rehidrasi dengan :
1) Xylol alkohol (alkohol 96% + xylol) selama 5 menit
2) Alkohol 80% - 70% - 60% - 50% - 40% - 30% masing —
masing dicelup.
3) Air
e. Melakukan pengecatan dengan Hematoxyllin
1) Merendam dalam larutan Hematoxyllin selama 10 menit
2) Membilas dengan aquades

3) Membilas dengan acid alkohol ( alkohol + NaCl 90%)
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Menuang ke dalam staining yard dan segera kembalikan ke
tempat semula berturut — turut deretan alkohol 50% sampai

alkohol 96%.

f. Melakukan pengecatan dengan Eosin

1)
2)
3)
4)

5)

6)
7)
8)
9)

Mounting

Merendam dengan larutan eosin selama 6 menit

Membilas dengan alkohol 96% A

Membilas dengan alkohol 96% B

Merendam dalam alkohol-xylol

Mengeringkan preparat dalam kertas saring, jaga jaringan
supaya kering di udara.

Membersihkan object glass dengan kapas alkohol

Merendam dalam xylol 1

Merendam dalam xylol 11

Menetesi dengan balsam Canada.

Menutup preparat dengan deck glass.
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Lampiran 4. Hasil Skoring dan Analisis Statistik

.Hasil Skoring Pengamatan Gambaran Mikroskopis Epitel Mukosa Gaster
Mencit Balb/C

Kelompok Degenerasi (D)

Kontrol 1
Kontrol 2
Kontrol 3
Kontrol 4
Kontrol 5

Perlakuan 1-A
Perlakuan 1-B
Perlakuan 1-C
Perlakuan 1-D
Perlakuan 1-E

Perlakuan 2-A
Perlakuan 2-B
Perlakuan 2-C
Perlakuan 2-D
Perlakuan 2-E

Perlakuan 3-A
Perlakuan 3-B
Perlakuan 3-C
Perlakuan 3-D
Perlakuan 3-E

Perlakuan 4-A
Perlakuan 4-B
Perlakuan 4-C
Perlakuan 4-D
Perlakuan 4-E

WONOWPNOONDNDNOPRPOOO|IWNDNWNOOOOO|=
NONMNMNNPFPPOOWORPROOOMNEFPPRPEPLPOOOOO
OMNDNNMNMNNOOPFPFONOOORFRLOIFPLNNMNNNOOOOO
OOOT\J(JJI—‘OI—‘OONOOI—‘OOONNNOOOOOOO<
NI—‘ONNOOI—‘I—‘NOOOOOONI—‘NNI\)OOOOO<

Keterangan :

0 =tidak ada perubahan patologis

2 = deskuamasi epitel

3 = erosi permukaan epitel (1-10 sel epitel/lesi)

4 = ulserasi epitel ( >10 sel epitel/lesi)
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KoImogorov-Smirnovb Shapiro-Wilk
kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
kerusakan  perlakuan 1 ,300 5 ,161 ,883 5 325
perlakuan 2 372 5 ,022 ,828 5 ,135
perlakuan 3 224 5 ,200° ,912 5 ,482
perlakuan 4 ,239 5 ,200° ,902 5 ,419
*, This is a lower bound of the true significance.
a. kerusakan is constant when kelompok = kontrol. It has been omitted.
b. Lilliefors Significance Correction
Oneway
Test of Homogeneity of Variances
kerusakan
Levene Statistic dfl df2 Sig.
6,094 4 20 ,002
ANOVA
kerusakan
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 13,498 4 3,374 17,949 ,000
Within Groups 3,760 20 ,188
Total 17,258 24
Oneway (setelah transformasi)
Descriptives
kerusakan_trnsf
Std. std. | 95% Confidence Interval for Mean
N Mean Deviation Error Lower Bound Upper Bound Min | Max
kontrol 5 .0000 .00000 | .00000 .0000 .0000 .00 .00
perlakuan 1 5 1.1059 .02851( .01275 1.0705 1.1413| 1.06 1.14
perlakuan 2 5 .3364 .20039 | .08962 .0876 .5852 .00 .54
perlakuan 3 5 .5935 .34022| .15215 .1710 1.0159 .20 1.06
perlakuan 4 5 .9311 .24841 | .11109 .6226 1.2395 .54 1.14
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Total I 25 | 5934 44943 | .08989 | 4078 7789 | .oo| 1.14 I
Test of Homogeneity of Variances
kerusakan_trnsf
Levene Statistic dfl df2 Sig.
4.558 4 20 .009
ANOVA
kerusakan_trnsf
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 3.974 4 .994 22.743 .000
Within Groups .874 20 .044
Total 4.848 24
Post Hoc Tests
Multiple Comparisons
Dependent Variable: kerusakan_trnsf
Bonferroni
Q) 95% Confidence Interval
(I) kelompok kelompok Mean Difference (I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
kontrol perlakuan 1 -1.10586 .13219( .000 -1.5227 -.6890
perlakuan 2 -.33639 .13219 .193 -.7532 .0805
perlakuan 3 -.59348" 13219 .002 -1.0103 -.1766
perlakuan 4 -.93107 13219 .000 -1.3479 -.5142
perlakuan 1 kontrol 1.10586 .13219( .000 .6890 1.5227
perlakuan 2 76947 .13219( .000 .3526 1.1863
perlakuan 3 51238’ .13219 .009 .0955 .9292
perlakuan 4 17479 .13219( 1.000 -.2421 .5916
perlakuan 2 kontrol .33639 13219 .193 -.0805 .7532
perlakuan 1 -.76947 .13219( .000 -1.1863 -.3526
perlakuan 3 -.25710 13219 .660 -.6739 .1598
perlakuan 4 -.59468 13219| .002 -1.0115 -.1778
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perlakuan 3 kontrol 59348 13219 .002 .1766 1.0103
perlakuan 1 -.51238" .13219| .009 -.9292 -.0955
perlakuan 2 .25710 .13219 .660 -.1598 .6739
perlakuan 4 -.33759 .13219 .189 -. 7544 .0793
perlakuan 4 kontrol .93107" .13219 .000 .5142 1.3479
perlakuan 1 -.17479 .13219| 1.000 -.5916 2421
perlakuan 2 59468 .13219 .002 1778 1.0115
perlakuan 3 .33759 13219 .189 -.0793 .7544

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Means Plots

1.207

1.007

B0

Elihy

Mean of kerusakan_trnsf

209

.00

T T T T T
kentrol perlakuan 1 perlakuan 2 perlakuan 3 perlakuan 4

kelompok
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Lampiran 7. Dokumentasi Penelitian

Penyondean Mencit Penyimpanan Organ

Pengambilan organ mencit balb/c
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