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RINGKASAN

buinm usaha untuk memperoleh dgambaran tentang
pengaruh  dsri  ssam nikotinat terhadap kadar kolestrol,
dilskuksn penelitian tentang pengaruh pemberian asam
nikotinat terhadap kadar kolesterol total dan kadar
kirlesterol HDL serum tikus pntih.
Pads penelitian ini digunakan 40 ekor tikus puotih
strain Wistsr berjenis kelamin jantan yvang dibagi menjadi 8
kelompok, masing-masing terdiri dari 5 ekor tikus.
Kelompuk-kelompok tersebut adalah
Kelompok I : makanan dassr
Kelompok I1.1 @ msksnan dasar + asam nokitinat dosis 1
Kelompok IX1.2 ¢ maksnan dasar + asam nikotinat dosis 2
Relompok I1.3 : makanan dasar + asam nikotinat desis 3
Kelompok III  : makanan dasar + kolestrol 3% 1 ml
Kelompok IV.1 : makanan dasssr + kolesterol 3% 1 ml +
asam nikotinat daosis 1
Kelumpok IV.Z2 : makanszn dasar + kolesterol 3%Z 1 ml +
asam nikotinst dosis 2
Kelompok IV.3 : makanan dasar + kolesterol 3% 1 ml +
asam nikotinat dosis 3
Pemberian asam nikotinat dan suspensi kolestercl di
lakukan sgersrs per oral. Sebelum perlakuan dilakukan

pemeriksasn  kedar Kolesternl total dan kolesterol HDL
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serum. Kolesterol diberikan selama 1 minggu sebelum
perlakuan untuk kelompok hiperkolesterolemia,
Perlskuan diberikan selama 4 minggu sesuai dendan kelompok-
nya. Setelah 4 minggu kadar kolesterol total dan kolesterol
HDL serum diukur kembali. Pengambilan sempel darah secarsa
intra kardial, sebelumnya hewan coba dipuasskan selamna
12 - 24 jam,
Darah ditampung tanpa antikoagulan, serum vyang diperoleh
ditentukan kadar kolesterol total dan kolesterol HDL-nya
secars metode Huang dan kawan-kawan dengan menggunakan
pereaksi warna Liebermann-Burchard.
Untuk peneninan kadar kolestrol HDL serum tikans putih,
terlebih dahulu dilakukan teknik pengendapan selektif
secara kimiawi untuk lipoprotein-lipoprotein 1ain selsain
HDL dengan menggunakan pereaksi Herspin dan Mangan klorids
sebelum direaksikan dengan pereaksi Lieberwmann-Burchard.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada keadasan
normal pemberian asam nikotinat dosis 1 (0,135 wmg/g BB
tikus) dan dosis 2 (0,315 mg/g BB tikus) meningkatkan kadar
kolesterol total serum tetapi peningkatannya lebih rendah
dibandingkan kelompok kontrol. Pemberian dosis 3
(0,450 mg/d BB tikus) dapat menurunkan kadar kolesterol
total serum. Sedangksn pada keadaan hiperkolesterolemia
pemberian dosis 1, dosis 2 dan dosis 3 dapat menurunkan

kadar kolesterol total serum.
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Pemberian asam nikotinat dosis 1, dosis 2 dan dosis 3,
dapat meningkatkan prosentase perbandingan kadar kolesterol
HDL dengan kadar kolesterol total serum tikus putih baik

dalam keadaan normal maupun keadaan hiperkolesterolemia.

xii
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BAB I
PENDAHUL UAN

1. Latar Belakang Permasalahan

Di Indonesia, Jjumlah penderita penyakit jantung
makin meningkat dari tahun ke tahun. Penyakit Jjantung
koroner atau penyakit jantung aterosklerosis makin populer
di kalangan masyarakat, khususnya bagi mereka yang tinggal
di kota besar.™ Pola hidup yang kebarat-baratan seperti
menjamurnya restoran-restoran fast food, hamburger, pizza,
dan lain-lain, cenderung mengurangi jumlah karbohidrat dan
meningksatkan konsumsi kalori, 1lemak den protein. Pola
hidup seperti ini akan menimbulkan dampsk negatif seperti
hipertensi dan hiperkolesterolemia, yang merupakan faktor
resiko utama terjadinya penyskit Jjantung koroner, di
samping kebisssasn merokok.

Kolesterol di dalam darah tidak beredar dalanm
keadaan bebas wmelainkan dalam partikel-partikel 1lipo-
protein. Berdasarkan densitasnya lipoprotein plasma dapat
dipisahkan daelam 1ima fraksi, yaitu : kilomikron, 1lipo-
protein dengan densitas sangst rendah (VLDL : wvery tlow
density lipoprotein), lipoprotein densitas rendah (LDL
low density lipoprotein), lipoprotein densitas sedang
(IDL : intermediate density lipoprotein), dan lipoprotein
densitas tinggi (HDL high density Ltipoprotein),

Keolesterol total dalam darash merupakan jumlah dari
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kolesterol yang terdapst dalam partikel-partikel ligo-

proteinfm Faktor resiko terjadinya penyakit Jantung
koroner apabila kadar kolesterol total darah lebih °besar
atau sana dengan 200 ng/dL.”’ Kadar kolesterol LDL antara
130-158 mg/dL dianggap sebagai batas dan di atas 160 ng/dL
dianggap mempunyai resiko tinggi terhadap timbulnya
penyakit aterosklerosis. Kadar kolesterol HDL agar tidak
terjadi penyakit ini cukup 35-65 mgx.”

Usaha pencegahan terhadap penyakit jantung koroner
dapat dilakukan dengan berbagai cara terpadu, seperti
pengendalian hipertensi, perbaiken diet, pengurangan
merokok dan kenaikan aktivitas fisik.”” Perubahan diet
nerupakan pendekatan vyang sering dil&kukan.“’

Hakanan Yang mengandung kolesterol dan lemak Jjenuh
merypakan faktor diet utama yang mempengaruhi kadar

lipoprotein dalsan plasnafm Kadar kolesterol. darsh dapat

diturunkan dengan mengganti makanan dengan bahan Yang

nengandung lebih sedikit lemak Jjenuh dan kolesterol,"’
penggantian diet dengan mengurangi jumlah kalori total dan
pengurangan pemasukan lemak sampai 30% dari jumlah kalori

total. Pemasukan kolesterol harys kurang dari 300

ng/hari.®

Asanm nikotinat merupakan suplemen makanan yang
diduga dapat menurunken kadar kolesterol. Karena jumlah
vyang diperlukan relatif banyak, wnaka lebih dipandang

sebagai obat dibandingkan sebagai nakanan.w’
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Asam nikotinat merupakan salah sstu vitsmin yang
larut dalam air dsn terdistribusi secara 1luas dalam
makanan nabatil dan hewani. Makansn yang mengandung assm
nikotinat meliputi daging, ikan, keju, sayuran, kacang-
kacangan, susu, telur, kentang. Sejumlah assm nikotinat
hilang selama pemasakan. Defisiensi asam nikotinat dsalsm
waktu yang lama dapat menimbulkan penyakit pellagra.
Penyakit ini timbul pada masyarakat dengan susunan makanan
utama jagung. Di negara-negara bsgian selatan Amerika dulun
pellagra menjadi penyebab meninggalnya ribusn orang setisap
tahun dan masih terjadi di sebsgian &4frika, Indis dan Asis
Tengah. Suapan harian yang dianjurksn adalsh 18 wng
ekoivalen untuk laki-laki dewasas dan 15 mg ekuivalen untuk
wanita dewass (18 mg ekivalen selama kehanilan)fm

Dalam dosis besar asawm nikotinat dapat menurunkan
kolesterol piasma total, kolesterocl LDL dan VLDL trigli-
serida, tetapi meningkatkan kolesterol HDL pads penderitsa
dengan hiperlipoproteinemia tipe II, III, IV, dan v.“%
Pada penderita dengan kadar kolesterol LDL tinggi esam
nikotinat merupakan obsat pilihan dengan mengurangi

(11)

kecepatan sintesa LDL. Kombinasi dengsan Colesteramin

pada penderita hiperkolestercol familial dapat mengurangi

kadar LDL plasma ssmpai 32%, dan ratio LDL/HDL sampsi

12>

40% Dosis 100 mg/hari pada tikus dapat meningkatkan

19

HDL kolesterol.
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. Permasalahan

Dari latar belakang permasalshan di atas, npaksa
timbul pertanyaan bagaimanaskah pengaruh asam nikotinat

terhadup kadar kolestercl total dan Kolesterol HDL serum.

3. Tujuan Penelitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui
sejanh mana pengaruh asam nikotinat (sebagai obat hiper-
kolesterol) terhadap kadar keolesterol total dan kolesterol

HDL serum pada tikus putih (Ratius norvegicus),
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BAB I
TINJAUAN PUSTAKA

1. Asam Nikotinat.

1.1, Tinjauvan umum

Asam nikotinat atau nissin, adslsh suatu derivat
piridin yang merupakan komponen tidak toksik dari

. . (S ¢
ikt insg.

3intesa pertamsa kali dari =zat kimie wmurni
dilakukan oleh Huber pada tshun 1867 dan diisolési dari
kulit beras oleh Funk pada tahun  1911.“% Tumbuhan  dan
scbagisn besar binatang dapat mensintess ssam niketinat
desri sssm amino  triptofan, wmelalu: piridoksal fozfat,
suath bentuk hoenzim aktif vitsmin B_, stwn piridoksin.”?

Dalsm sitosol sel, nikotinat mengalami fosforilasi
nembentuk niketinat mononukleotida (HMN) yang kemudisn
mengalemi adenililasi membentuk desamidonikotinanide
dinukleotida (desamido NAD’) melalui ATP. Gugus smide
glntsmin kemndian melepaskan smidanya untuk mnembentuk
kornzim nikotinamida dinunkleotida (NAD*), suatu derivat
HAD yang mengealami fosforilasi, nikotinamida dinunkleotida
fosfat (NADP*) jugs bekerja sebagai suatu koensgim penting.
Nuklieotida niasin, NAD' dan NADP', bekerjas sebagai koenzim
pads sebagian besar reaksi okgidasi reduksi reversibel.
Sifat sifst piridin nukleotida yang bertanggung Jjawsb

aintuk reaksi oksidasi-reduksi karena bentuk hibrida atauw
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bentuk tereduksi dapst hLersds dulsm bentuk multipel
resonsn sehinggs relatif atahil v

Defisiensi asam nikotinst delam wzktu yang lama
menimbulkan  penyakit  yasng dikensl sehagai  "pellagra”.
Gejsls penyskit ini meliputi diare, radang kulit dan
dimentis atau  kemerosotsan mental, yang sering dikenal
sebefgul penyaskitl 3D (dizre, dermatitis dsn dimentia).w’
Pellaugra tidak hanya dilubnngkan dengsn defisiensi niasin
tetepi juda triptofen dan piridoksin, ksrena setiap 680 mg
triptoefan hanya 1 mg asam nikeotinst vang dspst disintesa
seenrs sktif Y

Sumber uteme niscin adalal protein ysng mengandung
triptofan seperti daging, ikan, kedu, sayursan,
kecang-kacangan, dan padi-padisn. Sehasgisn besar asam
nikot.inat dalam gandum hilang selams proses penggilingan.
Tobel 1 menunjukkan Rsndungan ssam nikotinst pada beberaps

)
makusnan.

Tubel 1. Kandungen ssam nikotinst pada beberaps makanan.

Batwn Mabkars mg asam wikotliust  chivalen per U0 g
Kscang garing 21,3
Hati 17,9
Deging sapi 7,2
¥ejn 6,2
Roti tawsr 3.0
Tkon 4.9
Telur 3,7
Kentung 1,7
Sisu 0,9
Bir a,6

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ASAM NIKOTINAT ... NI KETUT DARWATI



SKRIPSI

ADLN - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

1.2. Sifat kimia fisika dan farmakokinetik

Asam nikotinat wmerupaskan derivat piridin, dengan

rumus struktur sebagai berikut

G—OH

Piridin 3 karboksilat
CGHSOZ
BH = 123,11

Asam nikotinat berupa serbuk kristal putih atauw
putih sgak kelam, stabil, sedikit berbsu stau hawpir tidak
berbau dengan rasa sasam yang lemah. Larut dslam air
(1 : 55-60), dalam alkohol (1 : 100}, air mendidih dan
alkochol mendidih, 1larut dalam alkali hidroksida dan
karbonat, sangat sedikit larut dalam kloroform, prsaktis
tidak lsrut dslam eter. Sedikit hilang dari mskanan selama
pemassakan.

Asam nikotinat mudah diabsorbsi dari usus halus dan
didistribusikan secars luss ke Jjaringan tubuh, disimpan
dalam jantung, hati dan jaringan, dengasn waktu psruh ysng
pendek. MHetgbolit utama =adslah N-metilnikotinamid dan
derivat 2Z2-piridon. Diekskresikan dalam urin dalsm bentuk
vang tidak berubsh dan sebagai nikotinamid, HN-metil-2-

piridon-3-karboxamid, N-metili-Z2-piridon-5-karboxamid.
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1.3. Mekanisme ker ja

sam nikotinat dapat menurunken ksdar kolesterol
plnome melslul berbagel mekenisme ysitu
— menghsmbat siklus Adenosine Moonphosphate (ANMP)
sehingga teriadl shkumialasi di  Jsaringan adipossa,
yang menurunkan asktivitas dseri enzim triglicerids
lipase, Hal ini sakan memarunksn  pelepasan asan
lemalk bebas oleh jaringan adiposs, dsn  menyebabkan
(%>
penurunsn pembentuksn kolesterol VLDL den LDL.
- menghambuat kecepatan katabolisme HDL, sehinggs
kader kaolesterol HDL di dsleum plsoma mcningkat.(x"
— menghsmbat penyerapsn kolesterol dari saluran
[§ W]
CBOTNE .
2. Kolesterol
2.1. Sifat fisika kimia kolesterol
Kolesterol merupshen sterol penting vang mnempunysi
stoaetor dagssr mirip fepantren. Rumns  bangun  keolesterol
sdalall sebagasi berikut
HC. .~
(;Q/ j CH,
~ .
CHy D CH
] - H -
H H
A B
/( \_,/
HO

Rolesteral = Kolegt-4 en-3f5-0l

9

Cz'? H‘ 60
BH = 388,7
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Kolesterol merupakan serbuk atau grannl halus,
warna putih ataw kekuningan, hampir tidak berbau, tidak
larut dalam air, sukar larut dalam alkohel (1 : 100),
lgrut dalam aseton, kloroform, dioksan, eter, etil asetat,
petroleun eter, dan minysak tumbuhan.”?®

Kolesterol memberikan sejumlah reaksi warna yang
karakteristik, antara lain dengan reaksi Liebermann-
Burchard di mana larutan klesterol dalam kloroform dengan
penanbahan ssetat anhidrids dan asam sulfat pekat akan
memberikan warna hijau kebiruan sampai hijau.

Reaksi ini merupskan dasar perhitungan kuantitatif, oleh
karens intensitas warna yang diperoleh bervariasi sesuail
dengan jumlah kolesterol yang ads. Reaksi warna yang lain
dikembangkan oleh Salkowski (akhir abad 19), ysitu larutan
kolestercl dalam kloroform dan asam sulfat pekat vyang

: o o . (18)
memberi warna mersh kebiruan sampai violet.

2.2. Kolesterol dalam tubuh

Kolesterol tersebar luas daslam semua sel tubuh.
Bagian terbesar berasal dari sintesis sekitar 1 gram/hari,
dan sekitar 0,3 gram/hari dilengkapi dari makanan.
Sebenarnya semua Jjaringan yang mengandung sel berinti
sanggup mensintesis kolesterol, khususnya hati, kortek
adrenal, kulit, usus, testis, dan aorta. Fraksi mikrosonm
dan sitosocl sel bertanggung Jjawvab untuk sintesis

kolestercl. Bahan utama sintesis kolestercl sadalah asetil
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Ko-A. Sintesiskolesterol ini dapat disederhanakan menjadi

3 tahap

1. Perubahan asetil Ko-A menjadi asam wmevalonat (ter-
nasuk pembentukan asetoasetil Ko-7A, beta hidroksi
glutaril Ko-A = HMG-Ko-A dan asam mevalonat).

IT. Perubahan asam mevalonat menjadi squalen (suatu
hidrokarbon rantai panjang).

IITI. Perubahan squalen menjadi kolesterol (rangkaian bebe-

raps qeaksi siklisasi)

Perubahan HHG Ko-A menjadi asam mevalonat merupakan
reaksi yang menentukan pembentukan kolesterol dan dapat
terjadi penghambatan kembali. Reaksi ini dikatalisa oleh
enzim HHG Ko-A reduktasi, vang aktivitssnya terutamsa
tergantung pada jumlah kolesterol diet yang diabsorbsi di
usus halus dan ditransport ke hati. Mekanisme penghambatan
kembali ini belum seluruhnya diketahui, tetapi diduga

terjadi penghambatan sintess enzim,*?

2.3. Absorpsi dan transport kolesterol“¥

Kolesterol dalam makanan diserap dari usus dan
bersams dengan 1lipid 1lain, termasuk kolesterol yang
disintesis dalam usus, digabungkan dalam kilomikron dan
VLDL. Dari kolesterol yang diserap, 80-90% di dalam getah
bening diesterifikasikan dengan asanm lemnak berantai
panjang., Esterifikasi dapat terjadi dalam mukosa usus,

Stercl tumbuh-tumbuhan (sitosterol) sulit diserap. Pada
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saat sisa kilomikron bereaksi dengan hati, banyak dari
ester kolesterilnya dihidrolisis dan kolestercl diambil
oleh hepar. VLDL vyang dibentuk dalam hepar mengangkut
kolesterol ke dalam plasma.
Sebagian besar kolesterol ditemukan dalam bentuk
terestifikssi dan diangkut sebagai lipoprotein di dalam
Plasma. Lipoprotein ini merupakan partikel kompleks yang
mengandung azpoprotein, protein yang dapat mengikat lipidasa,
dan membantu pengaturan dari hepar ke dalam plasma.
Keseimbangan ester kolesteril dengan kolesterol
bebas dalam plasma memerlukan waktu yang cukup lama. Pada
umumnya, kolesterol bebas mudah bertukar di antara
Jaringan dan lipoprotein, sedangkan ester kolesteril
bertukar di antara lipoprotein-lipoprotein, hanya pada

spesies yang memiliki protein pemindah ester kolesteril.

2.4. Faktor-faktor yang mempengaruhi kadar kolesterol

dalam darab

Adanya kolesterol sebagai salah satu faktor resiko
terjadinya penyakit Jjantung koroner telah menyebabkan
usaha-usaha untuk menurunkan kadar kolesterol dalam darah,
Faktor~faktor penting yang mempengaruhi kadar kolesterol
darah antara lain :“%

-~ Jumlah kolesterol yang dimakan, tidak dapat meng-

ubah lebih dari *15% konsentrasi kolesterol plasma,
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walaupun kolesterol yéné ekstrenm dalam diet mungkin
dapat mengubah kadar sampai *30%,

— Diet vyang jenuh lemak meningkatkan konsentrasi
kolesterol darah sebanyak 15-25%.

— Makan lemak yang mengandung banyak asam lemak tidak
Jenuh biasanya menekan konsentrasi kolesterol darah
dalamn jumlah ringan sampai moderat.

— Kekurangan hormon tircid meningliatkan konsentrasi
kolesterol dar«ah, dan sebaliknya,

— Pada diabetes mellitus kolesterol darah sangat
meningkat, diduga akibat dari peningkatan umum
mobilisasi lipid.

~ Hormon seks wanita, estrogen, menurunkan kolesterol
darah, sedangkan hormon seks pria, androden,
meringkatkan kolesterol darah. Efek seks sangat
penting karena mrakin tinggi kolesterol pada
laki-laki dihubungksn dengan peningkatan insiden
serangan Jjantung.

— Pada penyakit retensi ginjal kolesterol darah
sangat meningkat diduga akibat penghambatan lipo-
protein lipase, skibat pengurangan pembuangan lipo-

protein dari plasma.

2.5. Kolesterol HDL

Rolesterol HDL mempunyai hubungan yang bersifat

negatif dengan penyakit jantung koroner. Semakin tinggi
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kadar HDL kolesterol dalam darsh, semakin kecil
kemungkinan untuk terjadi aterosklerosis. Korelasi ini
tidak tergantung pada kadar trigliserida, tekanan dsarah,
berat badan dan berlaku untuk prisa maupun wanita.
Korelasi HDL kolesterol dengan penyakit jantung koroner
ini kuat, melebihi korelasi lipoprotein vang lain,
sehingga HDL kolesterol dianggap sebagai faktor ‘“anti
resiko” yang 1lebih dapat diandalkan dalam meramalkan
kemungkinan seseorang untuk menderita jantung koroner.*®
Kolestero) HDL ini mempunyai peranan penting dalam
homeostasis kolesterol dalam tubuh, dengan jalan mengambil
kolesterol dari jaringan perifer, termasuk dinding arteria
dan membawanya ke hati untuk diekskresi. HDL yang beredar
dalam darah berasal dari sintesa hati dsn usus, serta
diduga sebagian berasal dari VLDL dan kilomikron. Lemak
utama dari HDL kolesterol ini adalah kolesterol ester,
kolesterol, trigliserida dan fosfolipida lesitin.QO)
Faktor-faktor yang mwempengaruvhi kadar kolesterol

v

HDL dalam darah antara lsain

. . (14>
- Jenis kelamin

kadar HDL pada wanita lebih tinggi daripads pria
— Aktivitas/lastihan fisik

latihan dapat menurunkan VLDL dsn LDL, meningkatkan
HDLan
— Kafein dan kebiasaan merokok

dapat meningkatkan LDL dan menurunkan HpL™"™*"
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— Vitamin C
terapi vitamin C menyebabkan penurunan LDL dan
kolesterol total, dan peningkatan HDL“"
— Alkohol
konsumsi alkohol yang tidak berlebihan dapat
meningkatkan kadar HDL®"
— Mineral
defisiensi tembaga menyebabkan peningkatan kadar

LDL plasma dan penurunan kadar BDLQ"

— Vitamin E®*®

nempertahankan kadar HDL kolesterol.

2.6. Ekskresi kolesterol

Kira-kira separuh kolesterol vyang dibuang dari
tubuh diekskresi dalam feses setelah diubah menjadi garam
empedu. Sisanya diekskresi sebagai steroid netral.
Sebagian besar dari kolesterol vang disekresi dalam empedu
direabsorpsi, dan dipercaya bahwg kolesterol yang
berfungsi sebagai prekursor sterol feses berasal dari
nukosa usus. Koprostznol adalah sterol utama di dealam
feses.

Sebsgian besar garam empedu dsri ekskresi bilier
direabsorpsi ke dalam sirkulasi portal, diambil oleh hati,
dan diekskresi kembali ke dalam empedu, melalui sirkulasi
enterohepatik. Garam empedu yang tidak direabsorpsi atau

. N 14)
turunannysa, diekskresi dalam feses.
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3. Tinjauan Tentang Binatang Percobaan

Binatang percobaan yang digunakan pada penelitian
ini adalah tikus putih (Rattus norvegitus Strain Wistar)
Jantan umur 2-3 bulan dengan berat badan 200-300 granfzm
Binatang ini lebih umum digunakan sebagai binatang
percobaan dalam laboratorium untuk pekerjaan penelitian,
sebab ukurannya relatif kecil dan mempunyai sensitivitas
vang tinggi terhadap sebagian besar obat. EKelebihan lain
dari binatang ini adalah bagian tubuhnya ysaitu lambung
mempunyai kemiripan anatomi dan fungsi dengan mnanusia.
Tikus putih merupakan binastang omnifora di mana nutrisinya

a:

mirip dengan nutrisi nanusia.? Alasan lain dipilihnya

tikus sebagai binatang percobaan adalah :%%
— biaya relatif wurah

— pemeliharaan lebih mudah

— tidak memerlukan tempat pemeliharaan yang luas.

4. Tinjauvan Tentang Metode Liebermann-Burchard

4.1, Penentuan kadar kolesterol! total

Penentuan kadar kolesterol total dengan metode
Liebermann-Burchard pertama kali ditemukan oleh Liebermann
pada tahun 1885 dan tidak lama kemudian oleh Burchard
digunakan untuk analisis kolesterol. Pada avwalnya
digunakan kloroform sebagai pelarut, tetapi reaksi
Liebermann-Burchard sekarang menggunakan asam asetat-asam

sulfat-asetat anhidridaﬁz“
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Ketede lain yang banyak digunakan adalah resksi Zak
yang digunakan pertamna kali pada tahun 1853 oleh Zlatkis,
Zak dan Boyle untuk analisis kolegterol, renggunaksn asan
asetat-asan sulfat tanpa asetat anhidridsa. Untuk
nendapatkan warna yang diinginkan harus ditarbah Fe . 2¢

Hetocde Huang dan kawan-kawan yang nenggunakan

pereaksi Liebermann-Burchard mempunyai banyak keuntungan

dibandingkan dengan metode 1lsin. Keuntungan metode ini

24>
antara lain :

- grosedur pelaksanaannya gelatit eudah

— hanya wmenggunakan satu pereaksi warna dan pemerik-
saan bisa dilskukan secara langsung

— pereaksi yang digunakan stabil selama 2 minggu pada
suhu kamar dan ¢ ringgu di dalan lemnsari es

— reaksi warna maksicum sudah terbentuk selama 20

xenit dan warna yang terjadi tetap stabil

faktor suhu tidak begitu mempengaruhi reaksi warns,

peneriksaan antara suhu 21-25°C tidek menberikan

hasil yang berbeda.

Prinsip reaksi Liebermann-Buchard mnenurut metode
Huang dan kawan-kawan yaitu berdasarkan sifst kolesterol
vang dapat bereaksi dengan asam kuat mnembentuk senyawa
kolestapoliensa yang berwaxna hijay biru. Kadar senyawa

kolestapoliena ini dapat divkur secara koloriwetri atau

spektrofotonetri.an
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Reaksi yang terjadi sdalah sebagai berikuat

2
3,

y
N _
O =

Koloetarol

.
~
f

ton karbonium
darl 3,5 — Dlen

Avutat anhidrida

80,

Xatlon Pentenil
X ek 6728 rvm

4. 2. Penentuan kadar kolesterol HDL

Kolesterol HOL ditentukan dengan metode
pengendapan seletif menggunskan heparin dan nangan
kiorida. Prinsip dari metode ini adalah pengendapan
lipoproplein serum kecnali HDL. Kesewpurnsan pengendapan
merupakan faktour yang memgengaruhi metode ini.QT'

Hetode pengendapan selektif ini berdasarkan pads
sifat lipoprotein (selain HDL), yaitu kemampuan bereaksi
dengan polianion (hepsarin) dan kation bervalensi dna
(ano), membentuk partikel kompleks vyang tidak larut.
Semakin besar nolekul} polianicon atau mnolekul
lipoproteinnya, aksn semakin besar kecederungan terbentuk

kompleks. Maka dengan wemilih pereaksi ysng sesusai, dapat

dilakukan pengendapan selektif terhadap lipoprotein.
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Fraksi HDL yang terlarut ditentukan kadarnya seperti pada
penentuan kadar kolesterol total. Metode 1ini adalah

lipoprotein-lipoprotein di dzlam Serum kecuali HDL
diendapkan. Dua tahapan vyang harus dilakukan padsa
penentuan kadar kolesterol HDL yaitu tahap pengendapan dan
tahap penentuan kadar kolesterol HDL. Oleh hkarena itu
faktor yang mempengaruhi metode ini adalah tergantung pada
kesempurnaan dari pengendapan lipoprotein-lipoprotein

2355

selain HDIL.

5. Tinjauan tentang spektrofotometri

Metode spektrofotometri adalah salah satu metode
instrumental ysng didasarkan atas pengukuran serapan dari
molekul terhadap sinar. MHetode spektrofotometri dapat
digunakan untuk analisa kualitatif daen kuantitatif. Jika
pada panjang gelombang tertentu suatu 2zat mempunyai
serapan yvang spesifik, makz metode spektrofotometri dapat
digunakan untuk penentuan identifikasi zat tersebut. Untuk
analisa kuantitatif didasarkan padsa nilai serapan pada
panjang gelombang tertentu.®?®

Pengukuran serapan biasanya dilakukan pada panjang
gelombang maksimum. Pada pengukuran serapan suatu larutan
hampir selalu digunakan blanko untuk koreksi serapan yang
disebabkan oleh pelarut, pereaksi, sel ataupun pengaturan

(29
alat.
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Analisis kuantitatif dengan spektrofotometri di-

dasarkan pada hukum Lambert-Beer yaitu f‘m

di mana A = serapan
a = daya serap
b = tebal medium
¢ = kadar senyawa untuk yang meyerap

6 Tinjauan Tentang UJji validasi

Validasi dari suatu metode analisis adalah suatu
proses untuk meyakinkan bahwa karakteristik dari wmetode
menenuhi persyaratan untuk diterapkan pada analisis yang
dimahsud. Parameter dari metode analisis yang dipakai
sebagai pedoman untuk pengujian mnutu adalah presisi,
akurasi, sensitivitas, selektivitas, kelurusan dan
ketidakrataan. "’

Yang dilakukan dalam penelitian adalah kelurusan,

sensitivitas, presisi dan akurasi.

6.1. Kelurusan dan trayek kelurusan

Eelurusan suatu metode analisis adalah kemnampuan
nemberikan hasil uji yang secara langsung atau mnelalui
transformasi matematik, sebanding dengan konsentrasi
analit dalam sampel dengan rentang vang diberikan.

Linieritas suatu metode analisis dipercleh dengan mnelaku-
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kan penyeleszian matematik terhadap hasil-hasil analisis
terhadap sampel dengan berbagai kadar analit. Trayek
kelurusan adalah jarak dari yang terendah sampai yang ter-

. 31)
tinggi yang masih sesuai dengan hukum yang berlaku.(

6.2, Sensitivitas

Sensitivitas dinyatakan dengan LOD (Limt e of
Detection) untuk analisis kuangitatif dan LOQ (Limit of
Quantitation) untuk analisis kuantitatif. LOD adalah batas
kadar terkecil dari analit (zat vyang dianalisis) dalam
sampel yang masih bisa dideteksi. LOQ adalah batas
terkecil dari ansalit dalam sampel yang ditetapkan secars
kuantitatif dengan presisi dan akurasi vang dapat

] ) 3N
diterims.

6.3. Presisi

Presisi adalah suatu dergjat kinerulangan dari
metode analisis pada kondisi pelaksanaan yang normal.
Biasanya dinyatakan dengsn simpangan baku relatif staun
disebut juga koefisien variasi. Makin keeil harga prosen
koefisien variasi maka makin baik presisi suatu wetode

. . 3L
analisis

6.4. Akurasi

Akurasi adalah kedekatan hasil yang diperoleh dari
suatu metode analisis dengan kadar yang sebenarnya.

31y
Biasanya dinyatakan dengan prosen perolehan kembali.
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BAB 1T
BAHAN. ALAT. DAN METODE PENELITIAN

1. Bahan

— Asam nikotinat p.a. (E Merck)

~ Kolesterol p.a. (E. Nerck)

~ Asap asetat glasial p.a. (B. Merck)

— Asetat anhidrida p.a. (E. Herck)

— Asam sulfat pekat p.a. (Riedel de Haen UM Ho. 1830)
~ Natrium sulfat anhidrida p.a. (Ferak Art-Hr 01170)
— Heparin {(Leo) '

— Hangan klorida anhidrida p.a. (E. Merck)

— Ratrive hidroksida p.a. (E. Merch)

— Kalius hidroksida p.a. (E. Merck)

~ Tembaga sulfat p.a. (E. Merchk)

~ Kloroform

— Etex

2. Alat-slat yang digunakan :

- alat-alat gelas

— alat suntik 3 ni

- mikro pipet 100 ¢l |, 200 &1
- pipet volume

-~ tabung pexusing

-~ alat pencatat waktu

— kandang tikus dan perlengkapannya

21
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— timbangan binatang
— spektrofotometer (Hitachi 557, dugl
double beam spectrophotometer)

~ timbangan enalitik

3. Cara Ker ja
3.1. Analisis kualitatif asam nikotinat 2
— Qrganoleptis

— Dilarutkan sekitar 0,05 gram asam

e

wavelenght,

nikotinat di

delam 10 m)l larutan natriom hidreksida ©G,1 R.

Ditambah 1,5 ml assm asetat encer dan 3 m} tembagsn

sulfat, akan terbentuk endspan biru

lshan~1lahsn.

~ Penentusn Titik Lebnr

secara per-

Zat digerus hslus, dimasukkan ke dalam kapiler.

Diamati suhu 2zat wmulsi wnelebur sampai melebur

sempurns.

3.2. Analisis kualitatif kolesterol“m

— QOrganoleptis

— Larutan dalam kloroform ditetesi asetat anhidrat

dan asam sulfat pekat, terbentuk wsarna hijau

kebiruan.

— Penentuan Titik Lebur

Zat digerus halus, dimasukkan ke dalam kapiler.

Dismati suhue zat mulai melebur sampai melebur

sempurna.
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3.3. Hewan percobaan

Dalam penelitian ini digunakan tikus putih yang
diperoleh dari Universitas Gajah Mada, dengan kriterisa
sebagai berikut

— berjenis kelamin jantan

— berasal dari satu strain (strain Wistar)
— berumur 2-3 bulan

— bobot badan 200-300 gram

— berada dalam keadaan normal dan sehat

Pada penelitian ini dibutuhkan 40 ekor tikus putih,
pada awal percobasan dikelompokkan ke dalam 8 bagian dengan
masing-wmasing kelowpok 5 ekor tikus putih  (Rattus

norvegicusj,
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3.3.1. Rancangan percobaan
hewan percobaan
{tikus putih)
dipuasakan selama 12-24 jam
dites kolestercl total
desn kolesterol HDL
kelompok I Kelompok II kelompok III Relompok IV
(kontrol normal) (kontrol pembanding)
kelonpok I1.1 kelompok IV.1
(kontrol perlakuan) {(perlakusn)
keloupok II.2 kelompok IV.2
{kontrol perlakuan) {perlakuan)
kelompok IT.3 kelompok IV.3
{(kontrol perlakuan) {perlakuan)

Ketersngan :

I. Kontrol normal

IT.1. Kontrol perladwan :
IT.2. Kontrol perlakusn :
IT1.3. Kontrol perlskuan :

I1I. Rontrol pembanding :

IV.1 Perlskuan

IV.2 Perlskuan

IV.3 Perlskuan

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ASAM NIKOTINAT ...

diberi makansn dasar
diberi msakansr dasar

diberi makensn dssar

+

+

diberi makanan dasar +

nikotinat dosis 1

: diberi makanan dassar

nikotinat dosis 2

: diberi makanan dasar

nikotinat dosis 3

: diberi makanan dasar +

: diberl msakanan dasar (pellet Par-G)

asam nikotinat dosis 1
asam nikotinat dosis 2
asam nikotinat dosis 3

kolesterol 3% 1 ml
kolestercl 3% 1 ml + asam

kolesterol 3% 1 ml + asam

kolesterol 3% 1 ml + asam
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Kolesterol diberikan selama 1 minggu sebelum perlakuan
dalam bentuk suspensi dengen zst pensuspensi CHC-Na 1%.

Masing-masing tikus diperlakukan sesuai dengan kelouwpok
dengan pemberian secara per oral. Sebagai &air minum
diberikan sir yang berasal dari sumber PAM tanps diproses
lebih lanjut. Diet diberikan kepada masing-masing tikus
selana 1 minggu. Pada swal sebelum penelitian dilakukan
pengambilan samnpel darah dengan terlebih dahulu tikus
dipuasakan selama 12-24 jam, tetapi minum tetsp diberikan,
Demikian juga pads akhir penelitian, juga diambil sampel

darah,

3.4, Pemilihan dosis

Dosis asan nikotinat Yyang digunakan merupakan
dosis yvang digunakan nntuk subyek manusia hiperkolesterol
yang dikonversikan pada binatang percobaan. Nilai konversi
untuk tikus dengan berat badan 200 gram adalah 0,018.%%

Besarnya dosis vyang digunakan dalam penelitian ini

adalah

Dosis yang digunakan apabila seseorang menderita hiper-
kolesterol adalah 1,5-3,5 gram/hari. Sedangkan untuk
melihat pengaruh peningkatan dosis dipaksi dosis

5 gram/hsri.

(1,52 x 0,018) : 200 g

— Dosis yang setsars 1,5 gram
asam nikotinat

T

0,135 mg/g BB tikus,
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Dengan cara yang sama untuk dosis yang setara 3,5 gram dan
9 gram asam nikotinat didapat 0,315 wmg/g BB tikus dan
0,450 ng/g BB tikus.

4. Uji Validasi Metode Penelitian

4.1, Kelurusan

Ditentukan dengan mengukur serapan larutan baku
denﬁan kadar 100,00 ppm; 250,0 ppm; SO0,0 ppm; 1000,0 ppn;
2009,0 ppmn; 3000 ppm; 4000,0 ppm dan S000,0 ppmn.

Kelurusan didapatkan dari perhitungan persamnaan garis

regresi.
42 n_xxy - (£x)(%y)
Y (n 2x* - (@00 =° - =)
di mans @
r = koefisien korelasi

= kadar zat dalam larutan

= serapan yang terbaca
Sstelah diperoleh bentuk linier di mana harga r >

hitung

L aber’ VBN berarti ada korelasi linier antara kadar
kolesterol dengan nilai serapannya, maka dicari

Persamasn garis : vy = bx + a

4.2. Sensitivitas™’

4.2.1. L OD (Limit of Detectiond
Harga LOD ditentukan dengan cara mengukur serapan-
serapan blanko sebanyak 10 kali, kemudian dihitung

simpangan bakunya. Simpangan baku dikalikan dengan 3,

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ASAM NIKOTINAT ... NI KETUT DARWATI



ADLN - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

a7

kewrudian hasilanya dimasukkan ke dalan persamaan kurva bakv

sehingga didapat kadar terkecil yang dapat terdeteksi.

4.2.2. L O Q C(Limit of Quantitationd
Harga LOQ ditentukan dengan cara perhitungan yang
sana dengan penentuss LOD, tetapi eimpangan baku dikalikan

dengan 10,

4, 30 Pl‘e‘sisi‘ai,

Harga presisi didapatkan dengan mengamati serapan
larutan kolesterol pada kadar 2000,0 ppu sebanyak 10 kali.
Kenudian dihitung perbandingan s dengan x atau dengan

prosen koefisien variasti.

kv = & | 100
x
~ #/z(xﬂif
Keterangan
X = kadar sampel
X = kadar sampel rata-rata
n = jumlah sanpel

4
1)

simpangan bakau

4. 4. Alcurasimn

Akurasi diperoleh dengan cara ' serum ditambah
larutan baku dengan kadar 1000,0 ppn; 2000,0 pon;
2500,0 ppn dan 3000,0 ppm, kemudian larutan campuran

diukur kadarnya. Perbandingan antara kadar sampel ter-~
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hitung dengan kadar sampel yang sebenarnya dinyatakan

dengan prosen perolehan kembali {X recovery) dengan

persamaan :
C; - CA
X Recovery = —< X 100X
]
di wmana CA = kadar serum nula-mula
C’ = kadar larutan baku yang ditambahkan
C = kadar serum ditambah larutan baku.

S. Pembuatan Kurva Baku

Pada penelitian ini diperlukan beberapa larutan
baku dengan kadar 100,0 ppm, 250,0 ppm, 500,0 ppm,
1000,0 ppmn, 2000,0 ppnm, 2500,0 ppno, 3000,0 ppnm,
4000,0 ppm, 5000,0 ppm, dengan pembuatan sebagai berikut

— Ditimbang dengan seksama kolesterol sesuai dengan
berat masing-masing, dimasukkan ke dalam 1labu ukur
kemudian ditambah dengan asam asetat glasial sampai

garis tanda dan dikocok sampai homogen.

S.1. Pemiiihan panjang gelombang maksimuwm

Pada pemilihan panjang delombang maksimum digunakan
larutan baku kerja 2500,0 ppm dan 5000,0 ppm. Pelaksanaan-
nya sebagai berikut :

~ Dipipet 0,2 ml larutan baku kerja dengan mikro pipet
dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi

pereaksi warna Liebermann-Burchard yang sebelumnya
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tabung direndam dalam air es, kemudian dikocok
sampai homogen dan dibiarkan 30 menit pada suhu
kamar, dimasukkan ke dalam kuvet dan dibaca serapan-
nya pada panjang gelombang 540 - 700 nm, dicari
panjang gelombang maksimum dengan alat spektrofoto-
meter. Sebagai titik nol digunakan blanko aguadest
ditambah pereaksi warna Liebermann-Burchard yang
selanjutnya diperlakukan ssma dengan larutan baku

kerja kolesterol.

S.2. Pembuatan kurva baku

Kurva baku dibuat dari larutan bsku kerja koles-
terol dalam asam asetat glasial dengan kadar 100,0 ppn;
250,0 ppm; 5900,0 ppm; 1000,0 ppm; 2000,0 ppm; 3000,0 ppn;
4000,0 ppm; 5000,0 ppm. Masing-masing larutan baku kerja
tersebut direaksikan seperti pada (5.1) dan dibaca
serapannya pa&da panjang gelombang wmaksimuw yang didapat
dari percobaan (5.1), akan diperoleh persamsan éaris
regresi dan koefisien korelasinya. Sebagai titik nol
digunakan larutan blanko dengan menggunakan agquadest
ditambah pereaksi Liebermann-Burchard, yang selanjutnys

diperlakukan sama dengan larutan baku kerja kolesterol.
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6. Pengambilan Sampel Darah®*

Sebelum dilakukan pengambilan sampel darsh, tikus
yvang akan diambil darahnys dipisahkan dalam tempat ter-
sendiri dan dipuasakan selama 12 - 24 jam sebelumnya dan
minum tetap diberikan seperti biasanya. MHasing-masing
tikus yang akan diambil darahnya secara intra kardial
dianestesi dengan inhalasi eter (asether anaestheticus)
dengan diperkirakan tercapainya irama pernafasan yang
teratur. Setelah tikus ditelentangkan dengan posisi dada
di depan, kemudian raba bagian Jjantung vyang memberikan
denyut terkuat. Dengan menggunakan alat suntik, darah
diambil sebanyak 3 ml, kemudian darah dipindahkan ke dalam
tabung pemusing tanpa antikoagulan. Darah vyang terkumpul
dibiarkan selama 30 menit pada suhu kamar dan kemudian
dipusingkan selama 20 menit, sehinggs serumnya terpissah.
* 1,5 ml serum yang telah terpisah ini dimasukkan ke dalam
botol vang tertutup rapat, selanjutnya dilakukan

pemériksaan kimiawi.

7. Penentuan Kadar Kolesterol

7.1. Penentuan kadar kolesterol total serumm&

Kadar kolesterol total serum ditentukan menurut
metode Huang dan kawan-kawan dengan menggunakan pereaksi
Liebermann-Burchard. Metode ini menggunakan satu peresksi

warns yvang dibuat dengan cara sebagai berikut
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Ke dalam bejana yang direndam dalam air es, dimrasukkan
asam asetat glasial p.a., asetat anhidrida p.a., asam
sulfat pekat p.a. dengan perbandingan 3 : 6 : 1, vyang
dicampur sampai homogen. Kemudian ditambahkan ke dalamnya
2% natrium sulfat anhidrida p.a., kemudian dikocok sampai
howmogen .

Penentuan kadar kolesterol total serum dilakukan
dengan cara sebagsai berikut
Ke dalam tabung-tabung reaksi yang berisi 5 ml pereaksi
Liebermann-Burchard, di mana sebelumnya tabung direndam
dalam air es, dimasukkan dengan hsati-hati masing-masing
0,2 ml serum. Untuk larutan blanko digunakan aquadest
ditambah pereaksi Liebermann-Burchard. Campuran dikecok
sampai merata, kemudian dibiarkan 30 menit pada suhu
kamar. Serapan dari masing-masing larutan tersebut dibaca
dalam waktu 20 menit pada panjang gelombang maksimum yang
terpilih, dengan menggunakan alat spektrofotometer.

Perhitungan
Untuk menghitung ksdar kolesterol total, dihitung dengan
menggunakan persamaan garis regresi yang diperoleh dari
percobaan (5.2).

Catatan
Sebelum hewan . percobaaq mengalami perlakuan, maka
dilakukan dulu tes tentang pemeriksaan kadar kolesterol

total dan kolesterol HDL serum sebagai pembanding.
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7.2. Penentuan kadar kolesterol HDL «.;er‘um(zm

Kolesteral HDL ditentukan dengan pereaksi
pengendapan selektif dengan menggunakan pereaksi heparin
dan mangan klorida. MNetode pengendapan selektif ini
berdasarkan sifat 1lipoprotein yaitu kemampuannya untuk
beresksi dengan kation bervalensi dua (an') dan polianion
(hepsrin). Pada metode 1ini lipoprotein-lipoprotein yang
terdapat dalam serum akan diendapkan, kecuali HOL,
kenudian serum yang mengandung HDL ini ditentuksn kadar
kolesterol HDL-nya.

Pada penentuan kadar kolesterol HDL ini, serum yang
digunakan adalah serum yang diambil dari hewan percobaan
yang telah dipuasakan sebelumnya selama 12 - 24 Jjam.
Pelaksansan penentuan kadar kolesterol HOL serum adalah
sebagai berikut
Sebanyak 1 ml serum dimasukkan ke dalam tabung pemusing,
kemndian ditambahkan berturut-turut larutan heparin 5000
unit/ml sebanyak 4C ml, dengan mikro pipet, dan larutan
nangan klorida 16,4 gram/dL sebanyak 50 1. Campuran
dikocok sampai homogen dan didiamkan 30 menit pada suhu
kamar. Setelah 30 menit, larutan dipusingkan selama 20
menit, kemudian supernatannya dipisahkan. Bila supernatan
masih kelihatan keruh berarti pengendapan kurang sempurna,
ditambah Péengendap sampai pengendapan sempurna, Bila mssih

keruh serum ini masih bisa ditentukan kadar kolesterol HDL

serumnya, asalkan sebelum diambil darahnya hewan percobaan

dipuasakan dulu selama 12 - 24 jam dan hewan percobaan
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sehat. Supernatan- dipipet 0,2 ml dengan wmikro pipet
dimasukkan ke dalam tsbung reaksi yang berisi 5 ml
pereaksi warna Liebermann-Burchard, yang sebelumnya tabung
direndam dulu dalam air es. Selanjutnya kadar kolestercl
HDL. ditentukan sama seperti pada penentuan kadar
kolesterol total serum.

N N [$ -
8. Analisis Data®>3%3?

Setelah didapatkan data hasil percobaan, dilakukan
uji statistik yaitu uji anakova (analisis kovarian),

dengan a = 0,05,

I II 182 IV

X v X ¥ X y X Yy

e Yau Y42 Ye2 Xis Y49 y ¥ Ve

xz ¢ yzl. XZ 2 YZ 2 xz 2 yz 3 xz 4 YZ <

xa 1 y31 x3 2 y32 xa 3 ya E x3 4 ya 4

x41 Y‘l X‘Z y42 x‘- 8 y‘a x“ y“

51| Vs %520 Y52 *59 Ysa| %ou Vs
Total Zx Zy £x Ty Zx vy Tx Ty
Rerata X y X y X y X y

x = kadar kolesterol sebelum perlakuan
y = kadar kolesterol setelah perlakuan
i = kolom, 1, 2, ..., t
j = baris, 1, 2, ..., n
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Tabel Anakova Pro CRD
Sumber JK Dikoreksi
Variasi db
Zxx Ixy Zyy JKS db RJIK
Antar
Kelompok =1 Txx Txy Tyy
Dalam S
Jumlah N-1 S S S S N-2
XX xy Yy TrE
ST*E-SE -1 S-ruz‘SE
t-1
. 4 4 (ST*E = Sz)/(t - 1)
hitung/ RBVALY/= S /(N - t - 1)
db v, & t -1
v, = B -t - 3%
- Ez XY/EXX
hitung FeERssy = SE/(N -t - 1>
db 3 ¥ v PSS, N
1
VX N -t -1
Keterangan
db = derajat bebas

JK = jumlah kuadrat
JKS = jumlah kuadrat sisa

RJK rata-rata jumlah kuadrat

Sxx = koreksi jumlsh totsal kuadrat dari x

1N

t n ]
ni L_E X
- z jz lez _ =1 =1

i

2

Me
b=

[}
-

i
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Sxy = koreksi jumlah tots]l hasil deri x dan vy
R [ Rt L iy
Y_— ¥l z 2 xtj] E E yq]
_ z =1 j=1 =1 =4
= X v - —=
/ & WY o
vt En:
1=4
SYY = koreksi jumlah total kusdrst dari y

3
3
I

Txx = perlskuan jumlah kuadrat dsri x

] riu Z t ni 2
E(=x) [ Ex)
L. v=1 3= 1 -1 151
y - v
ni ¥ ni
=1

perlaskuan jumlah hasil dari x dan v

xy
L e ry 1 nt 1 nu
e Ex SR RARAECE% | [ £ )
_ =2 =1 }=s _ =2 =1 =1 )=
t
ni L ni
[ = |
Tyy = perlakusn Jumlah kuadrat dari y
1 L 2 L nu 2
£ (£v) (£ £v)
- L=2 1= 2 _ =1 =4
- v
ni Y ni

1=41
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E =8 -T
xx e XXM
E = S - T
xy Coxy Xy
E = 5 - T
Yy vy Yy
E 2
- »y
SE - Evv -
AN
2
o = S _ Sxy
T+E Yy S
xx
Jika F > F (ada perbedaan), untuk nengetahui

hulung tabel

apakah perbedaan vang terjadi itu bermakna atau tidak,

dilakukan uji HSD (Honestly Significant Difference).

RJIK

ALK N-K n

Jika ﬂuu”m beds mean > HSD, berarti ada beda yang ber-
nakna.
Jika vedsa mean < HSD, berarti tidak ada beds yang ber-

makna.
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BAB IV
HASIL PERCOBAAN

1. Analisis Kualitatif
1.1, Amalisis kualitatif asam nikotinat

Tabel II Hasil analisis kualitatif asam nikotinat

Hasil pengamstan Pustaka
— Organoleptis
- warnsa * serbuk putih ¥ serbuk atau
kristal putih
atau putih
agak kelam
- rass * gsgm ¥* asam
- bau ~ tidek berbsu % tidak berbau
atau b;fggu
lemah
—~ Pilarutkan dalanm -~ terbentuk enda-1¥ terbentuk en-
larutan natriumn pan biru perla- dapsn birun
hidroksida 0,1 W, han~-1ahan perlahgn-,
ditambah asam ace- lahan
tat encer dan tem-
baga sulfat
~ Titik lebur - 233°- 234°C ¥ 234°-237°c‘*”

1.2. Analisis kualitatif kolesterol

Tabel III Hasil analisis kuslitatif kolesterol

Hasil pengamsatan Pustaka

~ Organoleptis
- warna ¥ serbuk putih ¥ serbuk atan
granul halus
putih atau
kekuningsn

lﬁ - ban ¥ tidak berbsu ¥ tidsk berbau“é

37
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— Larutan dalam klo-|» terbentuk warna|» terbentuk war-

roform ditetesi hijav kebiruan na h};gg kebi-
asetat anhidrat & ruan
asan sulfat pekat

- Titik lebur * 147°- 148°C »* 147°- 150°¢ '

2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum

Dari pengamatan serapan larutan baku kolesterol
dengan kadar 251,4 ng/100 ml dan 501,3 ng/100 nl didapat-
kan panjang gelombang maksimum 620,5 nm.

Hasil pengapatan dapat dilihat pada gambsr 1
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Hasil pengamatan serapan larutan baku Kkolesterol

dapat dilihat pada tabel IV kurva basku dapat dilihat pada

gambar 2.

Tabel IV. Hasil pengematan serapan larutan baku kolesterol

Kadar (mg/100 ml) Serapan
10,860 0,022

25,186 0,054

51,70 0,118

100,80 0,173

200,80 0,373

310,20 0,567

396,80 0,725

517,00 0,885
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4. UJji validasi

4.1. Kelurusan

Kelurusan ditentukan untuk mengetahui adanya
korelasi linier antara kadar zat yang dianalisis dengan
serapan yang diberikan.

Hasil perhitungan untuk menyusun persamasn garis
regresi dapat dilihat pada lampiran 1, persamaan garis

regresi yand didspat adalah :
Y = 1,8601 . 10~ X + 0,0022

dengan harga koefisien korelasi = 0,9981. Dari tabel
koefisien korelasi untuk deajat kebebasan {df) = 6 pada
a = 0,05 adalah 0,707. Harge r hitung lebih besar dari r
tabel menunjukkan adanya korelasi 1linier antara kadar

kolesterol dengan nilai serapannys.

4.2. Sensitifitas

Hasil pengamatan serapan blanko dapat dilihat pada
tabel V, perhitungan harge LOD dan L0OQ dapat dilihat pada

lampiran 2.
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Tabel V. Hesil pengamstan serapan blenko.

=
=

Serapsan

2,018
0,018
0,017
0,018
0,016
05,018
8,017
0,018
0,018
0. 0,017

== 0D -] LN

Dari hasil perhitungan didapat herga LOD adalah

0,34 mg/100 =nl, dan harga LOG sdalah 3,81 ng/100 nl.

4.3. Presisi

Harga presisi didapestkan dengan mengamatl sersapan
larutan baku kolesterol dengan kadar 200,8 ng/100 nl.

Hasil]l pengamatun yvang didapat tercantum pada tabel VI.

Tabel VI. Penentuan presisi

Ho. Serapan Kadar (mg/10G0 ml) = x
1. 0,379 202,57
2. 0,376 200,85
3. 0,385 205,80
4. 0,381 203,64
5. 0,381 203,64
B. 4,379 202,587
7. 0,381 203,84
8. 0,382 204,18
ag. 0,379 202,57
13. 0,381 l 203,64
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Perhitungan

_/j(x—x)
n-1
_ /14,5567
10 - 1

= 1,2718

wm
t

XKV

1]

S x 100%
X

1,2718

= —63—55 x 100%

0,83%

4. 4. Akurasi

Akurasi diperoleh berdasarkan perbandingan antara
sampel terhitung dengan kadar sampel yang sebenarnya atau
dinyatakan dengan prosen perolehan kembali (X Recovery)

dengan persarpaan.
CPRAC

X Recovery = —5—5——i x 100X

dimana
C, = Kadar terukur serum ditambah larutan baku
C, = Kadar serum mula-mula
C_ = Kadar larutan baku vang ditambahkan

Hasil pengamatan dapat dilihat pada tabel VII.
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Tabel VII. Penentuan akurasi
q‘ CL Cx Cx - C‘ % Recovery
69,32 100,80 195,93 126,61 115,17
69,32 200,80 284,36 215,04 105,27
69,32 251,60 342,77 373,45 106,81
698,32 310,20 386,15 316,83 101,75

Rata-rata 110,88%

Dari hasil pengamatan didapatkan prosen recovery
rata-rata 110,88%. Prosen recovery yang memenuhi syarat
adalah 80 - 1202.0” Berarti metode .yang digunakan

memnenuhi syarat.

S. Penentuan kadar kolesterol total serum.

Penentuan kadar kolesterol total serum tikus putih
dibagi menjadi 8 kelompok, yaitu

Kelompok I : Hakanan dasar ( kontrol normal)

Kelompok II.1 : Makanan dasar + asam nikotinat dosis 1

Kelompok II.2 : Makanan dasar + asam nikotinat dosis 2

Kelompok II.3 : Makanan dasar + asam nikotinat dosis 3

Kelompok III : Makanan dasar + kolesterol 3% 1 ml

Kelompok IV.1 : Makanan dasar + kolesterol 3X 1 mnl +
asamr nikotinat dosis 1

Kelompok IV.2 : Hakanan dasar + kolesterol 3% 1 ml +
asan nikotinat dosis 2

Kelompok IV.3 : Makanan dasar + kolesterol 3% 1 nl +

asam nikotinat dosis 3
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Hasil penentvan kadar kolesterol total serum tikus

putih dapat dilihat pads tabel VIII.

Tabel VIII. Hasil penentuan kadsr kolesterol total serum
tikus putih.

| Il.1 .2 I3 #l V.1 V.2 V3

XIY | XPY [ XY | X]YiX|Y [ X[Y{X]Y]X]Y

7032{ 90,73 572.42| 6763 47.724] 5527 9021 | 61,72[160,24] 202,03 | 17085{ k2199 | 157,41 [ 110641 14827} £0.53
6353| 85371 0.97| 6387| 4494] 7139| 8483| 7247 [17569]| 21440 121,39 945t ] 136,44] 73.01]160.10] 6333
63,73[ 86.45] 46,13| 5793] 65.48] 7833 97.20f 60.64| (427117461 | 166,01] 10473 | 141,28} 6374 ]15830] 7109
1569110688 6118 70.86| 59.03| €8.245 7247} 5257 (189.94) 247,19 #41.28( 11494113322 w32 (13752 0.8

61,12| 7946} 5473; 7I.i3| 6145} 6978111064 9182]169,72121063|131,07] 7462|12299¢ 6333[169.24] 7354

Keterangan

X = Kadar kolesterol total serum tikus putih sebelum
perlakuan (mg/100 ml)

Y = Kadar kolesterol total serum tikus putih setelah
perlakuan (mg/100 ml)

Hasil pengamatan tersebut diolah secara statistik
dengan uji analisis kovarians (Anskova) yang tertera padsa

lampiran 3, dengan & = 0,05

o Uji Anakova untuk mengetahui apakah =adas perbedaan di

sntars kelompok I, II.1, 11.2, I1.3 dalam hal kolesterol

(3%,96,37)

total
Dari hasil perhitungsn dengan Anakova didapatkan

Fhmmg = 25,70 ; derajat bebas V‘ = 3

\

2

i5
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= 3,28

pada « = 0,05

> 3,29

Maka Ha diterima dan Ho ditolak, hal ini Dberarti

ada perbedaan kadar kolesterol total di antara kelompok-

kelompok tersebut. Untuk mengetatni sapakah perbedaan

tersebut bermakna atau tidak maks dilskukan uji HSD.

Hasil uji HSD dapat dilihat pada tabel IX.

HSD

i

1"

i

q

J/RE

o,k , N-k n
4,05 —33'70
10,02

Tabel IX. Hasil uji HSD penentuan kadar kolesterol serum
tikus putih

XI XII.!. xxx.z x!I.S

XI - 23,49 20,87 21,94

xxx.g = = 2,52 1,55

xrt.z - b - 0,97

Kit. s " - - -

Keterangan

X = Kadar kolesterol HDL rata-rata setelah per-
lakuan (mg/100 ml)

P Harga tabel psda « = 0,05, dengan derajat
bebas k dan N-k

RJK = Rata-rata jumlah kuadrat (dalam perlsakuan)
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Harga HSD yang didaspat 10,02 ; hal ini bersrti
— Terdapat perbedaan bermakna antars kelompok 1II.1,
IT.2, II.3, bila dibandingkan dengan kelowpok I
(Rontrol)
— Tidak ads perbedazan bermakna antara kelompok II.Z2,
I1.3 bila dibandingkan dengan kelompok II.1l.
— Tidak ada perbedaan bermakna antara kelompok II.3

bila dibandingkan dengan kelompok II.2.

o Uji Anskova untuk mengetahui apakah efek yang terjadi
setelah perlakuan dipengaruhi oleh kadar kolesterol
total sebelum perlakuan.ms@é@w

Dari hasil perhitungan dengan anakova didaspatkan

hitung = 34,20 ; derajat bebas Vt =7 A
P15

Flobol(a:o,osy = 4,54

hitung > Flapey» Pada o = 0,05

34,20 > 4,54

Maka Ha diterima dan Ho ditolak, hal ini berarti
ada pengaruh kadar koilesterol total sebelum perlakuan

dengan efek yang ditimbulkan setelah perlakuan.

o Uji Anskova untuk wmengetahui apakah ada perbedaan di
antars kelompok III, IV.,1, IV.2, IV.3, dalam hal koles-

terol total, >>2%3”
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Dari hasil perhitungan Anakova didspatkan
hitung = 63,89 ; dersjat bebas V1 =3

Vz = 15

= 3,28

F
ltobel (0=0,05)

Fhiluhg > Ftabel pada « = 0,05

63,88 > 3,29

Maka Hs diterima dan Ho ditolak, hal ini berarti
ada perbedaan kadar kolesterol total di antara kelompok-
kelompok tersebut.

Untuk mengetahui apakah perbedsan tersebut
bermakna atau tidak maka dilakuksn uji HSD. Hasil uji

KSD dapat dilihat pada tabel X

/ RJK
o,k , N~k n

- 4.05 /‘183_“‘,41‘

24,73

HSD

q

Tabel X. Hasil uji penentuan kadar kolesterol total
serum tikus putih

Xirx Xiv. 4 v 2 Xiv.a
xxll - 107,73 128,57 141,83
le.‘ - - 20,84 34,26
Xiv. 2 - " B 13,36
Xiv.s - B B ~
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Keterangan
X = Kadar kolesterol HDL rata-rata setelah per-
lakuan (mg/100 ml)
Qox-x - Harga tabel pade « = 0,05, dengan derajat
bebas k dan N-k

RJIK = Rata-rata jumlah kuadrat (dalsm perlskuan)

Harga KSD yang didapat 24,73 ; hal ini berarti

— Terdapat perbedaan bermakna antaras kelompok 1IV.1
IV.2, IV.3 bila dibandingksn dengan kelompok III.

— Tidak ada perbedaan bermakna antara kelompok IV.2
bila dibandingkan dengan kelompok IV.1l’

— Terdapat perbedaan bermakna antara kelompok IV.3
bila dibandingkan dengan kelompok IV.1

— Tidak ada perbedaan bermakna antara kelompok IV.3

bila dibandingkan dengan kelompok IV.2

" o Uji Anakova untuk mengetahui apakah efek vang terjedi
setelah perlakuan dipengsruhi oleh kadar kolesterol

total sebelum perlakuan™ =%

Dari hasil perhitungan dengan anakova didapatkan

hitung = 17,71 ; derajat bebsas V1 = 1
V; = 1§
Ftabel(a=o,05> = 4,54
Fhi.tung > Ftcbel' pada o« = 0,05

17,71 > 4,54
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Haka Ha diterima dan Ho ditolak, hal ini berarti
ada pengaruh kadar kolesterol total sebelum perlakuan

dengan efek yang ditimbulkan setelah perlakuan.

6. Penentuan Kolesterol HDPL Serum

Penentuan kadar kolesterol HDL serum Tikus putih
dibagi menjadi 8 kelompok seperti pada nomer 5. Prosentase
perbandingan kadar kolesterol HDL dengan kadar kolesterol

total serum tikus putih dapat dilihat pada tabel XX.

Tabel XI. Prosentase perbandingan kadar kolesterol ﬂDL
dengan kadsar kolesterol total serum tikus putih.

| .1 2 (R m A V.2 VI

X1Y | X]Y [ X{YIX{Y|[X|Y|X|]Y|X}|Y{Xx]Y

STO5 [ |94 § 5411 (6025 [ R [ 0R | R | BB | 7 | 4505 [ 46,19 {6235 | 5131 | 7473 | 53,78 | 8265

V06 | 53,09 [ 6414 | 7096 | 6027 | €382 | 67,69 | 72,55 [ 50,732 S210 | 71,88 | 8408 | 60,60 | 80,01 | 36,35 | 8096

5762 | SR96 | 6269 | 67,54 | 5567 {6503 | 6239 | 62,20 | 6443 | 6398 [ 5208 | 7295 { 646 | ©3,57 | 61,68 | 8494

| U6 13372 | 5078 | 5524 [ 55,38 ( SROT | 7033 [ BAGT { 5089 | 5389 | 6385 [ 6913 | 572 {8798 | 57.7m | 808

BO| 5028367713225 | 9327150 {5092 | 6370 | 5558 | 635 | 275 1 I | 7227 | 8896 | 55 | e

Keterangan

X = Prosentase perbandingan kadar kolesterol HDL
dengan kadar kolesterol total serum tikus putih
sebelum perlakuan

Y = Prosentase perbandingan kadar kolesterol HDL
dengan kadar kolesterol total serum tikus putih
setelah perlakuan

Hasil pengamatan tersebut diolah secara statistik
dengan uji analisis kovarians (&Anakova) yang tertera pada

lampiran 4, dengan o« = 0,08
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1 Y3i Anakova untuk mengetshui sapakah ada perbedaan di

antsra kelompok I, IX.1, 1I1.2, I1.3, dalam hal koles-

(35,306,393

tero]l HDL

Dari hasil perhitungan dengan anakova didapatkan

hitung = 1218 ; derajat bebas V = 3
V. = 15
F'4

tabel (=0 ,09%) = 3'29

hyvlung > qubel' pada o= 0,05

7,19 > 3,29

Maka Ha diterima dan Ho ditolmk, hsl ini berarti
bahwa ada perbedsan efek diantara kelompok-kelowmpok
tersebut dalam hal kadar kolesterol HDL,

Untuk mengetahni spskah perbedsan itu bermakna
atau tidak dilakukan uji HS5D, hasil dari uji HKSD ini

dapat dilihat padsa tabel ¥XII

HSD = g oSBT

oLk, N—%k n
- 4,05 /17547‘
= 7,54
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Tabel XII. Hasil uvji HSD penentuan kadar kolesterol HDL
serum tikus putih

xl x!l.l xxx.z x!!.9
XI - 8,86 13,66 18,91
X”.1 - - 4,80 10,05
X”.2 - - - 5,25
xxx.s - - - -
Keterangan
X = Prosentase perbandingan hkadar Kolesterol
KDL dengan kolesterol total rata-rata
setelah perlakuan
9. x,n-x - Harga tabel pada « = 0,05, dengan derajat
bebas k¥ dan N-k .
RJR = Rata-rata jumlah kwadrat (dalam perlakuan)
Harga HSD yang didapat 7,54 ; hal ini berarti

Terdapat perbedaan bermakna antara kelompok II.1,
II.2 dan II.3 bila dibandingkan dengan kelompok I
Tidak ada perbedaan bermakna antara kelompok 1I1I.2
bila dibandingkan dengan kelompok II.1.
Terdapat perbedaan bermakna antara kelompok 11:3,
bila di bandingkan dengan kelompok II.1.

Tidak ada perbedaan bermakna antara kelompok II.J

bila dibandingkan kelompok I1.2.

efek yang terjadi

setelah perlakuan dipengaruhi oleh kadar kolesterol KDL

sebelum perlskuan

35,36,37)
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Dari hasil perhitungan dengun snakova didapatkan

1

l

Fh;tung = 18’23 ; derajsat Vl

<
n

.
2 15

{tabel (-0 ,05) = 4’54
F)sktung ? Ftabei » pada o = 0,05
18,23 > 4,54
Maka Ha diterima dan Ho ditolak, hal ini berarti

sda pengaruh kadar kolesterol KDL sebelum perlskuan

dengan efek yang ditimbulkan setelah perlakuan.

Uji snakova untuk mengetahni apakah ads perbedaan di

sntara kelompok III, IV. 1, I¥. 2 , 1V, 3, dalam hal

(313,96,37;
kolesternol HDL

Dari perhitungan anakova didapatkan

Fhltung = 26,88 ; derajat bebas Vl

tf
(]

v

2

I

15
= 3,29

tarael (10,05

Fhllung > Ftabel, Pada a« = 0,058

26,88 » 3,29

Haka Ha diterima dsn Ho ditolak, hal ini berarti

antara

kelompok-kelompok tersebut. .

Untuk mengetahni apakah perbedaan itu bermakna
ntau tidak dilaskukan uji HSD, hasil dari wji HSD ini
dapat dilihat pada tsbel XIII.
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_ RJIK
HSD = qa.k.N-k n
= 8,66
Tabel XIII. Hasil uji penentuan kadar kolesterol HDL
serum tikus putih
xIII xxv. 1 x!V.Z le.S
Xxxx - 20,09 28,78 27,22
Xxv.‘ - - 8,69 7,13
xxv.z > = - 1,56
xrv. s y 2 N -
Keterangsan
X = Prosentase perbandingan kadar kolesterol
HDL dengan ksdar kolesterol total rata-rata
setelah perlakuan
9 k. .n-p - Harga tabel pada « = 0,05, dengan derajat
bebas k dan 8-k
RJK = Rata-rata jumlah kuadrat (dazlam perlakuan)

Harga HSD yang didapat B ,66; hal ini bearti :

Terdapat perbedaan bermakna antara kelompok IV.1,

IV.2, IV. 3 bila dibandingkan dengan kelompok III.

Terdapat perbedaan bermakna antara kelompok IV.2

bila dibandingkan dengan kelompok IV.1

Tidak ada perbedaan bermakna antars kelompok IV.3

bila dibandingkan dengan kelompok IV. 1

Tidak ada perbedaan bermakna antara kelompok 1IV.3

bila dibandingkan dengan keloopok IV.2
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o Uji Anakova untuk memgetahui apakah efek yang terjadi

setelah perlakvan dipengaruhi oleh kadar HDL sebelunm

{33,36,97»
perlakuan

Dari hasil perhitungan dengan anakova didapatkan :

1

%]

hitung = 13'36 H del‘&j&t bebas V‘

v

2z

t

15

—_ €
FtobeL(a=0.05} = 4,54

Fh\tung > Ftobol’ pada a = 0,05

13,36 > 4,54
Maka Ha diterima dan Ho ditolak, hal ini berarti
ada pengaruh kadar kolesterol HDL sebelum perlakuan

dengan efek yang ditimbulkan setelah perlakuan.

7. Penentuan Pola Kadar Xolesterol Total Serum

Dari hasil penentuan kadar kolesterol total serum
tikus putih sebelum dan setelah perlakuan, mnaka dapat
ditentukan pola kadar kolesterol total serum tikus putih
pada pemberian asam nikotinat,

Hasil perhitungan dapat dilihat pada tabel XIV.

Pola kadar kolesterol total dapat dilihat pada gambar 3.
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Tabel XIV. Kadar kolesterol total serum rata-rata.

Kelonpok X b4 (y - x)
I. (kontrol normal) 68,06 89,78 21,72
II.1 (kontrol perlakuan) 54,09 66,29 12,20
II1.2 (kontrol perlakuan) 89,73 68,81 9,08
IT.3 (kontrol perlakuan) 81,07 67,84 -23,23
III. (hiperkolesterolemia)| 168,88| 208,77 40,88
IV.1 (perlakuan) 146,12} 102,04 ~44,08
IV.2 (perlakuan) 139,67 81,20 -58,47
IV.3 (perlsakuan) 153,33] 67,84 -85,49

Keterangan
x = Kadar kolesterocl total serum rata-rata sebelum

SKRIPSI

perlakuan (mg/100 wml)

«
"

Kadar kolesterocl total serum

perlakuan (mg/100 ml)

rata-rata setelsah
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A Kelompok Il

© Kolompok IV

Dosis 1 (0,135 mg/g BB)
Dosie 2 (0,315 mg/g BB)
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Gambar 3. Pola kadar kolesterol total
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8. Penentuan Pola Kadar Kolesterol HDL Serum

Pola kadar kolesterol

HDL

58

serun ditentukan dari

prosentase perbandingan kadar kolesterol HDL serum dengan

kadar kolesterol total.

Hasil perhitungan dapat dilihat pada tabel XV dan

gambar 4.

Tabel XV. Prosentase perbandingan

kadar
serum dengan kadar kolesterol totsl.

kolestercl HDL

Kelompok x y (y - %)
I. (kontrol normal) 53, 24 $3,40 0,16
1I1.1 (kentrol perlakuan) 57,70 62,26 4,56
I1.2 (kontrol perlakuan) 59,82 87,06 7,24
11.3 (kontrol perlakuan) 61,92 72,31 16,39
ITI. (hiperkolesterclemia) 53,97 54,27 0,30
IV.1 (perlakuan) 58,35 74,36 16,01
IV.2 (perlakuan) 62,37| 83,05| 20,68
I¥.3 (periskuan) 56,62 81,49 24,87

Keterangan

"

X

Prosentase perbandingan kadsr kolesterol HDL serum

dengan kadar kolesterol total sebelum perlakusn.

~
1

Prosentase perbsndingan kadar kolesterol HDL serum

dengan kadar kolesterol total setelah perlakuan.
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BAB V
PEMBAHASAN

Hasil analisis kualitatif asam nikotinat dan
kolesterol seperti organoleptis, reaksi warna, reaksi
pengendapan dan penentuan titik lebur sesuai dengan
pustaka. Hal ini berarti bahwa bahan penelitian benar dan
bisa didunakan untuk penelitian.

Pada penelitian ini, pengamatan dilakukan pads
panjang gelombang mwaksimumn 620,5 nm. Henurut pustaka,
penentuan kadal kolesterol dengan menggunakan pereaksi
Liebermann-Burchard dilakukan pada panjang gelombang

nm. %% Adanya pergeseran panjang

naksimoum sekitar 620
gelonbang maksimum ini kemungkinan dipengaruhi oleh
kecepatan pembentukan senyawa kolestapoliena. Hal ini ber-
dasarkan sifat kolesterol yang dapat bereaksi dengan asam
kuat membentuk senyawa kolestapoliena yang berwarna hijau-
biru, yang dapat diukur secara spektrofotometri.

Rurva baku dibuat dari larutan baku kerja koles-
terol dengan kadar 100,0 ppm; 250,0 ppm; 500,0 ppm; 1000,0
ppm; 2000,0 ppm; 3000,0 ppm; 4000,0 ppm dan 5000,0 ppnm.
Hal ini berdasarkan atas kadar kolesterol darah pada tikus
normal adalah 100,0 ppm sampai 540,0 ppm. Earena tikus
dibuat dalam keadaan hiperkolesterolemia ysitu dengan

pemberian suspensi kolesterol 3% 1 ml, wmaka pembuatan

kurva baku sampai kadar 5000,0 ppm.

61
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Pada penelitian ini, dilakukan pengukuran kadar
kolesterol total dan kolesterol HDL serum dengan mengguna-
kan pereaksi Lieberman-Burchard menurut metode Huang dan
kawan-kawan. Hetode ini mempunyai banyak keuntungan di
bandingkan dengan metode lain yaitu :°°
— prosedur pelsksanasannya relatif nurah.

— hanyz mengdunaksn satu reaksi warna dan pemeriksaan
secara langsung

~ pereaksi yang digunakan stabil selama dua minggu
pada suhu kamar dan empat minggu di dalam almari es.

— reaksi warna maksimum sudah terbentuk selama 20
menit dan warns yang terjadi tetap stabil selsma 20

menit

—~ Ffaktor suhu tidak begitu mempengaruhi reaksi warna.

Pads penentuan kadar korestercl HDL serum digunakan
metode pengendapan selektif vyang pada dasarnya terdiri
dari dua tahapan yaitu tahap pengendapan dan tahap
penentuan kadar kolesterol HDL. Oleh karena itu metode ini
tergantung pada kesempurnaan pengendapsan lipoprotein-
lipoprotein selain HDL.

Pada penelitian ini digunakan hewan coba tikus
putih (Ratius novergicus) strain wistar, berjenis kelamin
jantan, dengan alasan sebagai berikut 20
— biaya relatif murah

— pemneliharaan relatif mudsh

— menpertimbangkan volume darah yvang dismbil.

SKRIPSI PENGARUH PEMBERIAN ASAM NIKOTINAT ... NI KETUT DARWATI



SKRIPSI

ADLN - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

63

~ peppunyai anatomi dan fungsi lambung yang mwmirip

dengsan banusia.

Kolesterol diberikan selama 1 ninggu sebeiuu
perlakuan dalam bentuk suspensi dengan zat pensuspensi CHC
Na 1X%. Pemberian asam nikotinat dilakukan setiap hari
selana 4 minggu. Pada awal dan akhir penelitian dismbil
sapmpel darsh untuk ditentukan kadar kolesterol total dan
kolesterol HDL serum.

Setelah dilakakan penelitian kadar kolesterol total
den di uji dengan anakova (pada o« = 0,05) ternyata pada
pexberian asam nikotinat baik dalam keadsan normal maupun
hiperkolesterolemia menunjukkan adanya perbedaan efek di
antara kelompok dasn kadar kolesterol totel serum setelsah
perlakuan dipengaruhi oleh kadar kolesterol total serunm
sebelum perlakuan.

Untuk eendgetahui apakah perbedasn efek yang terjadi
di antara Kkelompok bermakns atau tidak, maksa setelash di
uji dengan anakova dilanjutkan dengan uji HSD (Honestly
Significant Difference).

Dari hasil uji HSD didapatkan hasil sebagai berikaut :

{pada « = 0,05)
— Ade perbedaan bermakna dari kadar kolesterol total
serum tikus putih yang diberi asanm nikotinat

dosis 1, dosis 2 dan dosis 3 (kelompok II.1, 1II.2,
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IT.3) bila dibandingkan dengan kelompok I (kontrol
normal).

Hal ini berarti bahwa asam nikotinat dapat menm-
pengaruhi kadar kolesterol total serum tikus putih
pada keadaan normal.

Dari datsa terlihat bahwa pada kelompok II.1 dan II.2
mengalami peningkatan kadar kolesterol total serum,
tetapi peningkatannys lebih rendah bila dibandingkan
dengan kontrol normal. Sedangkan pada kelompok II. 3
mengalami penurunan kadar kolesterol total'serum.
Tidak ada perbedaan bermakna antara kadar kolesterol
total serum kelompok II.2 dan II.3 bila dibandingkan
dengan kelompok II.1.

Hal ini berarti bahwa penurunan kadar kolesterol
total serum pada kelompok normal yang diberi asam
nikotinat dosis 2 dan dosis 3 tidak memberikan makna
yang berbeda dengan penurunan kadar kolesterol total
serum pada kelompok normal vang diberi asSam
nikotinat dosis 1.

Tidak ada perbedaan bermskns antara kadar kolesterol
total serum kelompok II. 3 bila dibandingkan dengan
kelompok ITI. 2.

Hal ini berarti bahwa penurunan kadar kolesterol
total serum pada kelompok normsl yaﬁg diberi assam
nikotinat dosis 3 tidak memberikan makna yang

berbeda bila dibandingkan dengan penurunan kadar
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kolestercl total serum pada kelompok normal yang
diberi asam nikotinat dosis 2

~ Ada perbedaan bermakna dari kadar kolesterol total
serum tikus putih kelompok IV.i, IV.2 dan IV.3 bila
dibandingkan dengan kelompok III (kontrol hiper-
kolesterolemisa)
Hal ini berarti bahwa asam nikotinat dapat mem-
pengaruhi kadar kolesterol total serum pada keadaan
hiperkolesterclemia. Dari data terlihat bahwa pada
kelompok hiperkolesterolemia  yang diberi asamn
nikotinat dosis 1, dosis 2, dan dosis 3 (kelompok
IV.1, IV.2, IV.3) mengalami penurunan kadar koles-
terol total serum

— Tidak ads perbedaan bermakna antara kadar kolesterol
total serum tikus putih kelompok 1IV.2 bila di-
bandingkan dengan kelompok IV.1. Hsal ini berarti
penurunan kadar kolesterol total serum pada kelompok
IV.2 tidask berbeds dengan kelompok IV.1

— Tidak sda perbedasan bermakna antara kadar kolesterol
total serum tikus putih kelompok IV.3 bila di-
bandingkan dengan kelompok 1IV.2. Penurunan kadar
kolesterol total serum kelompok IV.3 lebih besar
dibandingkan kelompok 1V.2, tetapi perbedaan ini

tidak bermakns.

Pada peamberian ssam nikotinat, penurunan kadsr

kolesterol baik pada keadasn normal maupun hiperkoles-
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terolemia kemungkinan di sebabkan karena terjadi hambatan
pada siklus Adenosin Monophosphate (AMP) sehingga terjadi
akumulasi AMP di jaringan adiposa, yang dapat menurunkan
aktivitas dari enzim triglicerida lipase.

Hal ini akan menurunkan pelepasan asam lemak bebas oleh
Jaringan adiposa dan menyebabkan pernurunan pembentukan
kolesterol VLDL dan LDL.” Di samping itu penurunan kadar
kplesterol juga disebabkan oleh adanya hambatan penyerapsn
kolesterol dari saluran cerna, sehingga kolesterol yang
diberikan dari 1luar dengan cepat dapat diturunkan
kadarnya. "'

Dari hasil .uji Anakova terlihat bsahwa vsriasi
individu sangat mempengaruhi kadar kolestercl total serum
tikus putih. Kemungkinan ada individu vyang cepat meng-
ekskresi kolesterol, dan ada juga individu yang ekskresi
kolesterolnya lawmbat.

Hasil penentuan kadar kolesterol HDL serum tikus
putih setelsh pemberian asam nikotinat baik pads keadaan
normal maupun hiperkclesterolemia menunjukkan adanya ‘efek
vang berbeda antara kelompok, setelah diuji dengan anakova
(pads & = (,05).

Kadar kolesterol HDL serum setelah perlakuan di pengaruhi
oleh kadsar kolesterol HDL serum sebelum perlakuan. Setelah
dilakukan uji HSD hasilnya sebagai berikut :

— Ada perbedasn bermakna dari %ksdar kolesterol HDL

serun tikus putih kelompok II.1, [I.2 dan II.3 bils
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dibandingkan dengan kelompok I (kontrol normal).
Pemberian asam nikotinat meningkatkan prosentase
perbandingsn kadsr kolesterol HDL dengan kadar
kolesterol total serum.

— Ada perbedaan bermakna dari kadar kolesterol HDL
serum tikus putih pada kelompok 1IV.1, 1IV.2, IV.3
bila dibandingkan kelompok III (kontrol hiperkoles-~
terolemia).

Hal ini berarti bahwa asam nikotinat dsapat sempe-
ngaruhi- kadar kolesterol HDL serum pada keadaan
hiperkolesterolemia.

Dari dats terlihat terjadi peningkatan prosentase
perbandingan kadar kolesterol HDPL dengan kadar

kolesterol total serum.

Pada pemberian asam nikotinat ini, terjadi pening-
katan prosentase perbandingan kadar kolesterol HDL serum
dengan kadar kolesterol total serum baik pads keadaan
normal maupun keadasn hiperkolesterolemis.

Hal ini kemungkinan disebabkan karena asam nikotinat
menghambat kecepatan katabolisme HDL, sehingga kadar
kolesterol KDL di dalam plasma meningkat.”®

Pada percobaan ini dosis asam nikotinat yang
diberikan adalsh 6,135 ng/g BB, 0,315 mg/g BB dan
0,450 mg/g BB. Hal 1ini didasarkan pads dosis vang
digunakan pada penderita hiperkolesterolemisa vaitu

>

1,5 - 3,5 g/hari.”
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Uutuk melihul pengaruh peginghkatsn  dosis dipakail dosisg

% g/hari, kemudian diterspkesn pada hewan coba berdasarken

nilai konversi @Y

Pada keadunan hhiperkolesterclemia, pemberian dosis
0,135 mg/¢g BB terjadi penurunan kadar kolesterol totsl dan
peningkatsn prosentase perbandingan kadar kolesterol HDL
dengan kadar kolesterol total serum. Hal ini meningkat
pada pemberisn dosis 0,135 mg/g BB dan 0,450 ng/g 88.

Pada keadaan normal, pemberian dosis 0,135 mg/g BB dan
0,315 mg/g BB meningkatkan kadar kolesterol total serum
tetapi peningkatannya lebih rendsh dari kelompok kontrol.
Pemberian dosis 0,450 mg/g BE menurunkan kadar kolesterol
t.otal seram.

Penurunen kadar kolesterol total pada keadaan
normal lebih rendash dibsondingkan keadaan hiperkoles-—
terclemia, hal ini berarti tubuh memerlukan kKolesterol
untuk fungsi Lkeseimbangsn. VPenggunasn kolesterol yang
terbanyak dalem tubuh adalah untuk membentuk assm kolat di
hati. Sebsnysk B0X kolesterol diubah menjadi asam kolat,
vang mempermudah pencernaan dan absorpsi  lemak. Sejumlah
keeil kolesterol digunakan oleh kelenjar adrenal untuk
membentuk hormon korteks ~ndrenual, oleh ovarium untuk
membentuk progesteron dan estrogen dan oleh testis untuk
nenbentuk testosteron. Di samping itn  kolesterol Jjugs

berfungsi untuk mengatur efek permeabilitas nenbran "
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Asam  nikotinat dalam mempengaruhii pols kadar
kolesterol total dan kolesterol HDL serum tikus putih
sangst dipengaruhi oleh varissi individuo dan dosis
pemberisn.

Pola kadar kolestersl total dan kolesterol HDL serum tikus
putih dalam keadaan normal berbeda dengan keadssn hiper-

kolesterolemis,
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BAB VI
KESIMPULAN

Dari data ysng di peroleh dapat di cinpulkan batiua :

1.

Pemberiasn asam nikotinat dosis 0,135 mg/g BB, dosis
0,315 ng/g BB dan dosis 0,450 ng/g BB, dapat menurunkan
kadar kolesterol total serum tikus putih balk dalan
keaduan normnal maupun keadaan hiperkolesterolemin (pada
derajant kepercaysen (0,08).

Pemberian asam nikotinst dosis 0,13% ng/g BR, dosis
G,315 wmg/g BB dan dosis 0,450 ng/g BB, dapat meningkat-
kan prosentase perbandingan kadar kolesterol BDL dengan
kedar hkolesterol total seram tikus putih baik pada
keadasn normal maupun keadaan hiperkoelesterclemis (pada

derajuat kepercayasaan 1,0H),

10
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BAB VII
SARAN

Dari hasil yvang diperocleh dapat disarsankan
~ Untuk memberikan gambaran yang lebih
pengaruh pemberizn asam nikotinat

kolesterol total dan kolesterol HDL

kaitannya dengan penyakit arterosklerosis,

dilskukan penelitian lebih lanjut mengenai

pemberian asam nikotinat terhsdap

jelas tentang
terhadap kadar
SErumn dalam

maka perlu

pengaruh

fraksi-fraksi

lipoprotein yang lain, seperti LDL dan trigliserida.
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LAMPIRAN 1
Perhitungan Koefisien Korelasi

Perhitungan Koefisien Korelasi

o . X Y XY Xz Y2
1 10,06 0,022 2,21 10120, 36 00,0005
2 25,161 0,054 13,59 63302, 56 0,0029
3 51,741 0,118 61,01 1016064 ,00 00,0139
4 100,80 0,173 174,38 1016064, 00 0,0288
) 200,801 0,373 748,93 4032084, 01 0,1391
B 310,20( 0,567 1758,83 9622404, 08 03,3215
7 396,80! 0,725 2876,80 15745024 ,00 0,5256
8 517,00( 0,985 5082,45 26728800, 00 G,8702

16125,20| 3,017 10728, 26 57485167,82 2,0037
n . Z xy - (& x)( y)
r = —
{/{ (nT x°) - (= xz)} {(n T y) - (= Yz)}

SKRIPSI

(8)(10728,26) -~ (16125,2) - (3,017)

(8)(57485167,82)-(16125.2) (B8)2(2,0037)-(3,017)%}

a,9881
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no. 2 y - {Z x) (X v

- = e —_——— .. —_

I E x> - (£ x* ’

(8)(107/8 8) - (101/; /) - (? ULe;

(8} (J7480187 82) (lﬁlfa /}
-4

1,8601 . 10

22y - bh¥ x

n

(s 017) ~ (1,8801 . 14 *3(18125)

8

00,0022

Percamsen gsris yeng didapat

SKRIPSI

4

Y o= 1,8801 . 107" + 00,0022
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LAMPIRAN 2

Penentuan LOD dan LOQ

Hasil Pengamatan serapan bianko

Ho. Serapan (x - X ) ( x - %)%
1 8,019 0,0013 1,69 . 107°
2 0,018 0,0003 9,00 . 1078
3 0,017 0,0007 4,90 . 1077
4 0,018 0,0003 a,00 . 1078
5 0,016 0,0017 1,69 . 1075
6 0,018 0,0013 h 6a. 107°°
7 0,017 0,0007 4,90 . 1077
8 0,018 0,0003 g4ho. 11070
g 0,018 60,0003 9,00 . 1078
10 0,017 0,0007 4,80 . 1677

X = 0,0177 8,10 . 107°

2
. :ﬁu—x)
n -1

—

Y8,10 . 167°

-4

9,48 . 10

3. Perhitungan L.0.D.

-4

3 x 5

3 x 9,48 . 10

2,84 . 10
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(2,84 . 10°>) - 0,0022

LOD ~ —
1,8601 . 10

n

0,34 ng/100 ml

4. Perhitungan L 0 Q

10 x 5 = 10 x 9,48 . 10™*
- 9,48 . 107"
-3

1,8601 . 10°°

3,91 ng/100 ml
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LAMPIRAN 3

Analisis data uji Anakova

untuk penentuan kolesterol total serum tikus putih

¥ Untuk kelompok I, II.1, II.2, II.3

II1 11.2 I1.3
X Y X Y X Y X Y
70,32| 90,75| 57,42| 67,63|47,74 | 55,27 | s0,21| 1,72
63,33{ 85,37] 50,97] 63,87| 64,94} 71,38 | 84,83] 72,47
69,78] 86,45] 46,13| 57,95 65,48 78,38 | 87,20] 60,64
75,69 106,88| 61,18 70,88| 592,03] 68,24 | 72,47| 52,57
61,18| 79,48! 54.73] 71,13| 61,45| 69,78 |110,64| 91,82
340,30|448,91|270,43] 331,44/ 298,64 344,06 |455,35] 339,20
68,08 89,78] 54,08] 66,29| 58,73] 68,81 | 91,07 67,84
Sxx = ( 70,32 >%+( 83,33 )%+ .... +(110,84) - 1323,72)
: 5254,62
Sxy = (70,32)+(80,35)+(63,33)(85,37)+...+(110,64)(81,82)
(1364,72) (1463,61)
20
= 1301, 39
2 2 2 2
Tex = (320,300%+ (270,43)%+. . .4(455,35)% _ _(1364,72)
5 20
= 3870, 16
Txy < (340,30)%4(448,91)%+(270,43)(331,44)+. ..+(455,35)
= 5

SKRIPSI

(338,20) - (1364,72) (1483,61)
Z0

48,15
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Tov o (448,802 (331,404 .. +(339,20)% _ (1463,61)°
Yy = -
5 20
= 1B53,61
E ., = 5254,62 - 3870,16 = 1284,46
E,, = 1301,39 - 48,15 = 1252,24

3609,87 - 1853,61

H

vy
= 1756,28
S - 1756,28 - _ilgéngil?
E ’ 1284, 46
= 535,43
S = 1786.26 AN X363 3953
T+E ~ 1 5254,62
= 3287,56
S pyp - Sg = 3278,56 - 535,43
= 2752,13

Tabel Anakova pro CRD

Sumber Jk Dikoreksi
variasi db

L xx L xy vy Jks db Rik

Antar
Kelompok 313870, 16 49,15|1853,61

Dalam
kelompok |16]1284,4611252,2411756,26| 535,43}{15}{ 35,70

Jumlah 1915254,62|1301,38|3609,87|3287,55( 18

2752,13| 3| 917,38

917,38

Fhi,tung = W = 25,70
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Ftabel (o = 8,85) = 3,29 ; derajut bebas V1 = 3
- £,

vz - 1&’

Fritung * Frabel
. _1220,83 _ _

Frhitung regrest = — 35,70 — - 34,20
Frabey (O = 8,85) = 4,54, dersjut bebas V, = 1

Vz = 15
Fhitung > Ftabel
¥ Untuk kelowpok III, IV.1, IV.2, IV.3

II ; Iv.1 IvV.2 IV.3
X Y X Y X Y X Y

168,74} 202,63(|170,65|121,39}167,41]116,64/]148,27| 806,53
175,869 | 214,40]121,39| 94,511136,44¢ 73,01}1160,18| 63,33
148,27| 174,61)166,01|104,73}141,28} 66,71}151,58] 71,39
169,84 247,19(141,28]114,94(133,22} 90,321137,52]| 50,43
169,78} 218,63{131,87} 74,621129,88| 63,33|169,24| 73,541

8684,42]|1048,66{7308,60|510, 18)698, 34 }|406,01]766,63{338,22

166,88 209,77|146,121062,04}{139,67] 81,20}153,33| 67,84

Exx = 3881,34
Exv = 35683,97
Eyy =  ©89%47,87
SE = 2796,19
Smeg = 38523,97
sT#E - SE = 35727,78
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Tebel Anakova pro CRD
Sumber Jh Dikoreksi
variasi |[db
L xx L xy L yy Jks db Rjk
Antar
Kelowpok| 3[2367,40|10153,08{62577,78
Daslan
kelowpoh(16)3881,3413583,87 6087,07F 2786,18]15 186,41
Jumnlsah 191629568,74113737,05!68674,85138523,987}18
35727,78) 3111999, 26
_ 11989,26 _
shitung & 186,41 63,89
Ft&bel (e = 8,857 = 3,29 ; dersjat bebss Vl = 3
Vz = 15
Fritung * Frabel

Fritung regresi -

Ftabel (e = ©,853) = 4,54, derajut bebas

Phitung P

F

tabel

3300,88

186,41

—

#$<1IJ{71
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LAMPIRAN 4

Analisis data uji Anakova
untuk pencntuan kolesterol HDL serum tikus putih

¥ Untuk kelompok I, II.1, II.2, II.3

— e —e—

I I1.1 I1.2 IT.3

X Y X Y X Y __X Y

—t -

a7,9%5 48,94 54,111 60,25 68,48} 70,82 "'58,29 73,451
48,06 53,08| 64,14| 70,96 60,27 69,88 67,69t 72,595
57,62 59,96 62,68} 67,54} 55,67 65,03 62,39 67,20
48,16{ 53,72| 50,78 55,24| 55,38] 58,07 70,33 84,67

03,43| 51,28) 56,77f 57,29} 58,32 71,50 50,982 63,70

266,22 266,99]288,49| 311,28 299,12{ 335,30 |307,62|361,55
—

53,2€J $3,40) 57,70; ©62,26( 58,82 67,06 t1,92] 72,31

5 = 770,08
xx

S = B70,18
Ry

S = 1822,51
Yy

T = 206,08
x X

T = 446,54
xy

T ~ 968,13
Yy

E = 563,50
X x

E = 423,64
xy

E = 654,38
Yy

SE = 282,11
Sr‘z = 639,22
S,N|E - SE = 377,11
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Tabel Anakova pro CRD

Sumber Jk Dikoreksi
variasi db -

T xx T xy L yy Jks db Rik

Antar
Kelompok 3| 206,58} 446,54 968,13

Dalan
kelompok |16| 563,50} 423,64 654,38| 262,11|15] 17,47

Jumlah 19} 770,08} 870,18}1622,51| 639,22|18

377,11 3| 125,70

_ 125,70 _
Fhi.tur.g o 17,47 = 7: 19
Ftabol (=0 ,0%) & 3:29 ; dera:jat bebas Vi = 3
vV, = 15
hitung 1 Ftabot
_ 318,49 _
Fhi.l,ung regresi o W = 18,23
Ftabel(azo,o5) = 4,54 ; derajat bebas Vl =y ¥1
V =15

2

Fhi. tung > Ft abel
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* Untuk kelompok III, IV.1i, IV.2, 1IV.3

I IT.1 I1.2 I1.3

X Y X Y X Y X Y

47,42) 45,05 46,19; 62,35| 57,31} 74,73 | 51,78| 82,65
50,73] 52,10| 71,88} 84,08 60,60} 80,01 56,35| 80,86
64,83| 63,98| 52,08} 78,95| 64,43} 83,57 | 61,68| 84,84
50,898| 53,89| 63,85} 69,13| 57,22| 87,98 57,78| 80,81
55,98| 56,35| 57,75} 77,28| 72,27] 88,96 55,52 78,08

2698,85|271,37|291,75{371,36/311,83{415,25 |283,11[407,44

53,87} 54,27} 58,35 74,36f 62,37 83,05 56,62| 81,49

S = 982,81
Xn

s.., = 1034,73
S = 3273,79
vy

T = 186,02
x N

T = 541,63
xy

T = 2626,07
Yy

E = 786,79
xR

E = 493,10
xy

E = B47,72
yy

s, = 342,56
S..e = 2184,40

S,,c - S, = 1841,84
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Tabel Anakova pro CRD
Sumber Jk Dikoreksi
varissi db
¥ xx T xy L vy Jks db Rik
Antar
Kelonpok 3] 186,02| 541,63|2626,07 .
Dalan ’
kelompok |16| 798,79 493,10} 647,72} 342,56115] 22,84
Jumlah 187 9882,81|1034,73(3273,79|2184,40! 18
1841,84( 3| 613,95
_ B13,95 _
Fhnitung = 22,84 - 25,88

tabelt(o=0,0%5)

hitung

hitung regresi

tabel (=0, 05

Fhitung

SKRIPSI

= 3,28 ; derajat bebas V‘

tabel

- 305,16
T 22,84

4,54

> Flabel

= 13,36

; derajat bebas

2

v

{1

4
1

¥V &=
2
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88

Penentuan kestabilan reaksi warna dengan larutan baku
kolesterol 501,3 mgr100 mi

Panjang delombang Serapan 4 setelah 20 menit

(nn) (a)

616 0,784 0,768
617 0,786 0,772
618 0,797 0,773
619 0,798 0,775
620 0,788 0,778
621 0,798 0,778
622 0,797 0,776
623 0,784 0,775
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LAMPIRAN 6
TABEL HARGA KOEFISIEN KORELASI

PADA DERAJAD REPERCAYAAR S X DAN 1 X

OEGREES OF 5 1 DEGREES OF S t
FREEDOM (DF) PERCENT PERCENT | FREEDOM (DF) PERCENT PERCENT
1 997 1.000 24 Jes A96
2 950 990 25 .381 487
3 878 959 26 374 478
4 811 217 27 367 A70
$ 754 874 28 361 463
é 707 .834 29 355 AS56
7 666 798 30 349 A49
8 632 763 35 325 Al8
9 602 738 40 304 393
10 576 708 48 .288 372
1 553 684 50 273 354
12 532 661 40 250 325
13 sS4 A4 70 232 302
14 497 623 80 217 .283
15 482 606 90 .205 267
16 468 590 100 198 254
17 AS56 S75 125 174 228
18 Add 561 150 159 .208
9 433 549 200 138 .18}
20 423 537 300 113 148
21 A13 526 400 098 128
22 404 518 S00 .088 A1S
23 396 508 1000 062 .08l
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LAMPIRAN 7
TABEL DISTRIBUSI F PADA DERAJAD KEPERCAYAAN & X

Denominator
Degrees of Numerator Degrees of Freedom
Feeedom 1 2 k] 4 $ 6 7 8 9
| 161.4 1995 2157 2246 2302 2)40 2)6.8 2389 24035
2 18.51 19.00 19.06 19.25 19230 1933 1938 1997 19
k] 1013 9255 9.2 9212 9.01 .94 1.9 145 Lt
4 .n 94 6.59 6.39 6.26 6.16 6.09 6.04 §.00
§ 6.61 319 st st9 5.08 495 4.88 432 477
[3 .99 s14 4.7¢ 433 4.39 428 4.20 413 410
7 $.59 [ %2} 43$ 412 N .37 3 ) B X 1 )
4 332 4.43 427 .84 169 3.58 150 J44a 139
9 3.12 4.2¢ 3.86 361 Jas 3.7 .29 3 p N}
10 4.96 4.10 N p R | 33) 3.22 J4 o7 302
11 4.84 39" .59 3.36 1.20 30 3o 29% ‘.90
I2 4.75 389 R 3.26 n 3.00 291 288 2.80
10 £.67 s .4t 3.8 J.o3 2.92 .8 2.17 PR}
" 4.6Q LI 334 . 296 2.85 2.76 2.70 2.63
ts 4.5¢ Je6t 129 3.06 2.9 2.19 N 2.64 2.59
16 449 163 1.24 3.01 2.35 2.4 2.66 2.59 2.54
£? 4.43 .59 3.20 .06 2.8 2.70 2.61 2.58 249
(] 4.41 3.5% 344 2.93 2,17 2.66 2.3 2.3¢ 2.46
19 4.38 .52 ENT 290 2.74 2.3 2.54 2.48 242
W1 . 433 3.4% a0 27 A .60 2.5 2,45 .39
21 4,32 .47 lo? 2.34 2.68 2.57 2.49 2.42 .37
22 430 344 3.0 .32 .66 2.85 2.46 240 2.4
23 428 .42 Jo3 2.30 2.64 2.5) 2.44 237 2.32
24 4.26 d40 EK:H 2.78 262 2.5 242 2.36 230
23 424 .39 199 2.76 2.60 2.49 2.40 2.34 228
26 423 337 298 2.74 2.5% 2.47 2.9 2.32 227
27 03] 338 296 27 2.57 2,486 2.37 231 225
28 4.20 3.34 295 n 2.56 2.45 2.6 2.29 2.24
29 4.18 333 293 2.70 35 243 235 2.28 222
30 4.17 32 292 2.69 2.3] 2.42 P B X .27 2.21
40 4.0t 322 234 6t 245 234 228 2.8 202
€0 400 IS 276 283 237 225 21T 110 04 .
120 392 .07 2.68 2.45 2,29 2.17 209 2.02 198
w 3.84 .00 240 2337, 2.21 2.10 2.01 1.94 1.88
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