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BAB V 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

 

5.1. Simpulan 

Berdasarkan analisis data maka dapat disimpulkan bahwa pemberian diet 

tinggi fruktosa selama 2 bulan pada tikus Wistar jantan, menurunkan jumlah 

netrofil dan kadar IL-6 pada kelompok tikus perlakuan dibandingkan 

dengan kelompok tikus kontrol. 

 

 

5.2. Saran 

Saran peneliti untuk penelitian selanjutnya adalah pemeriksaan jumlah 

netrofil dilakukan dengan menggunakan metode lain yang lebih spesifik 

seperti Automed hematology analyzer sehingga memberikan hasil yang 

lebih baik. 
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LAMPIRAN A 

KOMPOSISI PREMIX DAN KOMPOSISI PAKAN 

NORMAL BR-1 

 

 

Premix (PT. Eka Farma, Medan) 

Kandungan Premix Komposisi 

Kalsium 

Fosfor 

Ferrum 

Cupprum 

Manganese 

Iodin 

Sodium Chlorida 

Magnesium 

Zink 

Cyanocobalamine 

43-45 % 

10-12 % 

4,40 % 

0,044 % 

0,397 % 

0,002 % 

10 % 

3,30 % 

0,50 % 

1,545 mcg 

 

 

Pakan Normal BR1 (PT.Charoen Pokphand, Sidoarjo) 

Nutrien Br1 

Kadar Air (%) 

Protein (%) 

Lemak (%)  

Serat (%) 

Abu (%) 

Ca (%) 

P (%) 

Energi Metabolis (kkal/kg) 

13,0 

21,5-23,8 

5,0 

5,0 

7,0 

0,9 

0,6 

3025-3125 

 

  



68 

 

LAMPIRAN B 

PENENTUAN JUMLAH NETROFIL 

 

 

Preparasi Larutan Turk 

Komposisi dari Larutan Turk adalah sebagai berikut : 

Asam asetat   3 ml  

Gentian violet   1 %  

Aquades ad   100 ml 

 

Spesimen darah dikocok kira-kira 1 menit dengan menggunakan aspirator 

dan pipet thoma. Darah dihisap sampai tanda 0,5 (pada pipet). Letak pipet 

harus vertikal, ujung pipet diletakkan pada larutan Turk lalu hisap pelan-

pelan sampai tanda 11, kocok selama 1 menit. Hemositometer neubauer dan 

plat penutupnya (cover plate) dibersihkan menggunakan air/alkohol dan 

dikeringkan dengan kertas lensa. Plate penutupnya dipasang di atas 

permukaan, lalu pada plate hemositometer neubauer diteteskan cairan yang 

akan diamati. Lalu diamati menggunakan mikroskop sampai terlihat garis 

kotak-kotak dengan perbesaran 100x. Jika kurang terlihat jelas, maka 

gunakan dengan perbesaran 400x. Jumlah netrofil yang teramati dihitung 

dan dilakukan metode pengukuran dengan kamar hitung, yakni menghitung 

jumlah netrofil pada 4 kamar hitung yang berbeda, dimana untuk hasil yang 

akurat ke empat kolom tersebut harus mempunyai jumlah sel netrofil yang 

tidak berbeda jauh, yaitu tidak lebih dari 10 sel. Jika terdapat sel yang 

menempel pada garis batas, maka sel yang dihitung hanya sel yang berada 

di bidang kiri atas sedangkan yang kanan bawah tidak perlu dihitung, 

ataupun juga sebaliknya (Hansen, 2000).  
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Gambar B.1 Penggunaan Hemositometer (Hansen, 2000). 

 

 

Cara menghitung jumlah netrofil adalah sebagai berikut : 

Jumlah netrofil x faktor koreksi isi x koreksi pelarut 

 

Koreksi isi dari 4 bidang adalah 2,5. Karena darah dilarutkan pada 

perbandingan 1:20, maka koreksi pelarut adalah 20. Dimana untuk hasil 

yang akurat ke-4 kolom tersebut harus mempunyai jumlah sel netrofil yang 

tidak berbeda jauh yaitu tidak lebih dari 10 sel. 
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LAMPIRAN C 

PENENTUAN KADAR IL-6 

 

 

Pengujian Kadar Sitokin Interleukin-6 (metode dilakukan berdasarkan 

prosedur IL-6 ELISA-Kit, Biolegend 2012). 

Penyiapan reagen dan sampel : 

1. Wash Buffer diencerkan 20x untuk 1x pakai dengan air terdeionisasi. 

Contohnya : jika membuat 1 liter untuk 1x Wash Buffer tambahkan 

50 mL air deionisasi, jadi untuk 20x Wash Buffer 950 mL air 

deionisasi yang ditambahkan. Jika Wash Buffer berbentuk kristal, 

maka diletakkan pada suhu ruang dan segera vortex atau rotasikan. 

2. Lyophilized Rat IL-6 standard direkonstitusi dengan menambahkan 

volume dari Assay Buffer A pada vial untuk membuat 6 ng/ml 

standard stock solution. Standard direkonstitusi pada suhu ruang 

selama 15 menit. Lalu vortex supaya bisa bercampur dengan baik. 

3. Jika serum atau plasma sampel akan segera diuji, maka lyophilized 

Matrix C direkonstitusi 2 mL dengan air deionisasi ke dalam vial 

diikuti dengan rekonstitusi Matrix c pada suhu ruang selama 15 

menit. 

4. Pada umumnya, supernatan kultur sel sampel tanpa pengenceran. 

Tetapi jika diminta untuk melakukan pengenceran, maka medium 

kultur sel atau Assay Buffer digunakan sebagai pengenceran untuk 

sampel. Untuk serum atau plasma sampel, dilakukan 2x pengenceran 

dengan Assay Buffer. Contoh, 50 µL sampel ditambahkan ke 50 µL 

Assay Buffer  A. Jika pengenceran sampel diperlukan, sebaiknya 

diencerkan dengan Matrix C. 
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Prosedur pengujian : 

1. Semua reagen dibawa supaya menjadi suhu ruang. Dipersiapkan 

kurva standar untuk masing-masing uji dan semua perlakuan dibuat 

dalam duplikasi atau triplikasi. 

2. Jika tidak semua strip microplate tidak digunakan, strip 

dipindahkan/dilepaskan dari microplate dan diseal kembali. 

3. Untuk pengenceran standarnya disiapkan 300 µL untuk 1.200 pg/ml 

top standard dengan mengencerkan 60 µL standard stock solution 

dalam 240 µL Assay Buffer A. Buat pengencerannya sebanyak 2x 

dengan masing-masingnya terdiri dari 6 seri (12 tabung untuk 2x 

pengenceran), dimulai dengan 500 pg/mL top standard untuk 

masing-masing tabung menggunakan Assay Buffer untuk 

pengencerannya. Jadi, konsentrasi standar Rat IL-6 dalam masing-

masing tabung adalah 1.200 pg/mL, 600 pg/mL, 300 pg/mL, 150 

pg/mL, 75 pg/mL, 37,5 pg/mL, dan 18,8 pg/mL. Assay Buffer A 

bertindak sebagai standar (0 pg/mL). 

4. Plate dicuci sebanyak 4x dengan 300 µL untuk 1x Wash Buffer 

untuk setiap sumuran dan buffer yang tertinggal dibuang dengan cara 

menepuk plate sumuran (terbalik) pada beberapa lembar tissue. 

5. Untuk pengujian serum/plasma sampel, 50 µL dari Matrix C 

ditambahkan ke masing-masing sumuran yang akan diisi dengan 

pengenceran standard, lalu ditambahkan 50 µL dari pengenceran 

standard ke masing-masing sumuran yang telah berisi Matrix C 

(plate nomor 1 dan 2). Untuk plate nomor 3-6, 50 µL Assay Buffer A 

ditambahkan pada setiap sumuran yang akan diisi dengan sampel. 

Lalu 50 µL serum/plasma ditambahkan dalam sumuran yang telah 

berisi Assay Buffer. 
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6. Selanjutnya plate ditutup dengan plate sealer yang ada dalam kit dan 

diinkubasikan pada suhu ruang selama 2 jam sementara dikocok oleh 

alat dengan kecepatan 200 rpm. 

7. Setelah waktu pengocokan selesai, isi dalam sumuran dibuang, 

kemudian plate dicuci 4x untuk 1x wash buffer seperti pada tahap 

sebelumnya (tahap ke 4). 

8. Rat IL-6 antibody solution 100 µL ditambahkan pada masing-masing 

sumuran, plate sealer digunakan untuk menutup plate dan 

inkubasikan pada suhu ruang selama 1 jam sementara alatnya 

mengocok. 

9. Setelah selesai pengocokan, isi dalam sumuran dibuang, lalu dicuci 

seperti pada tahap ke-4. 

10. Avidin HRP A solution 100 µL ditambahkan ke masing-masing 

sumuran, ditutup dengan plate sealer dan diinkubasikan selama 30 

menit sementara pengocokan. 

11. Setelah waktu pengocokan selesai, isi dalam sumuran dibuang, 

kemudian plate dicuci selama 5x untuk 1x Wash Buffer seperti pada 

tahap sebelumnya (tahap ke-4), untuk pencucian yang terakhir 

sumuran direndam dalam 1x Wash Buffer selama 30 detik sampai 1 

menit untuk masing-masing sumuran. Tujuannya untuk 

meminimalisir background. 

12. Substrate solution F 100 µL ditambahkan ke setiap sumuran dan 

diinkubasikan selama 10 menit pada ruang yang gelap. Sumuran 

yang berisi Rat IL-6 sampel akan mengalami perubahan warna 

menjadi biru yang berbanding lurus dengan konsentrasi. Pada tahap 

ini tidak perlu ditutup dengan plate sealer. 
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13. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 100 µL Stop Solution pada 

setiap sumuran, lalu akan terjadi perubahan warna dari biru menjadi 

kuning. Lalu ditutup dengan plate sealer. 

14. Kemudian baca absorbansinya pada panjang gelombang 450 nm 

(selama 30 menit) pada microplate reader, lalu lanjutkan juga pada 

pembacaan absorbansi 570 nm untuk membanding hasilnya yang 

terbaca (Biolegend, 2012). 
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LAMPIRAN D 

DATA PENIMBANGAN BERAT BADAN 

 

Berat Badan Kelompok Kontrol 

Kontrol 21 

April 

28 

April 

5 

Mei 

12 

Mei 

19 

Mei 

26 

Mei 

2 

Mei 

9 

Juni 

16 

Juni 

20 

Juni 

1 179 231 253 274 304 311 319 341 352 360 

2 206 233 242 233 270 277 284 298 305 310 

3 171 197 189 196 232 241 251 261 266 275 

4 222 254 263 276 294 298 304 316 326 341 

5 217 221 237 256 272 277 283 293 299 313 

6 196 206 218 234 238 242 247 260 276 279 

7 238 238 243 260 282 286 291 302 308 320 

8 222 233 249 266 276 287 299 310 318 324 

Rata-

rata 

kontrol 

206.375 226.625 236.75 249.375 271 277.375 284.75 297.625 306.25 315.25 

 

Berat Badan Kelompok Diet Tinggi Fruktosa 

Diet 

Tinggi 

Fruktosa 

21 

April 

28 

April 

5 

Mei 

12 

Mei 

19 

Mei 

26 

Mei 

2 

Juni 

9 

Juni 

16 

Juni 

20 

Juni 

1 218 212 227 238 257 260 263 269 282 282 

2 214 237 246 263 282 287 296 309 322 327 

3 203 219 229 226 267 272 280 287 300 302 

4 216 227 238 251 272 270 272 279 290 300 

5 198 215 234 248 252 263 272 286 290 312 

6 224 240 237 227 273 277 285 300 298 294 

7 211 227 236 250 263 267 276 290 299 298 

8 186 200 213 225 250 256 261 274 283 285 

Rata-rata 

perlakuan 

208.75 222.125 233.75 241 264.5 269 275.625 286.75 295.5 300 
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Rerata±SD Berat Badan Tikus per Minggu (gram) 

Kelompok Minggu 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Kontrol  226,62± 

18,18 

236,75± 

23,30 

249,37± 

26,99 

271,00± 

25,00 

277,37± 

24,77 

284,75± 

24,93 

297,62± 

27,17 

306,25± 

27,29 

315,25± 

28,61 

Perlakuan 222,12± 

13,31 

233,75± 

9,91 

241,00± 

14,14 

264,50± 

11,12 

269,00± 

9,91 

275,62± 

11,47 

286,75± 

13,19 

295,50± 

12,76 

300,00± 

14,47 

 

 

 

 

 

Grafik Rerata Berat Badan Tikus per Minggu (gram) 
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LAMPIRAN E 

HASIL PERHITUNGAN JUMLAH NETROFIL 

 

 

Data hasil perhitungan dengan Hemositometer 

Kontrol  Jumlah 

Netrofil 

(sel/mm
3
) 

Diet Tinggi 

Fruktosa 

Jumlah Netrofil 

(sel/mm
3
) 

1 250 1 350 

2 300 2 400 

3 400 3 550 

4 200 4 400 

5 200 8 200 

Rata-rata 

kelompok 

kontrol 

280 Rata-rata diet 

tinggi fruktosa 

380 

 

 

Group Statistics 

 

kelompok N Mean Std. Deviation 

Std. Error 

Mean 

jumlah kontrol 5 280.00 75.829 33.912 

tinggi fruktosa 5 380.00 125.499 56.125 
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Independent Samples Test 

  
Levene's Test for 

Equality of Variances t-test for Equality of Means 

  

F Sig. t df 

Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval 

of the Difference 

  

Lower Upper 

jumlah Equal variances 

assumed 

.447 .522 -1.525 8 .166 -100.000 65.574 -251.215 51.215 

Equal variances not 

assumed 
  

-1.525 6.577 .174 -100.000   65.574-257.103 57.103 
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LAMPIRAN F 

HASIL ABSORBANSI INTERLEUKIN-6 

 

 

Konsentrasi 

Standart 

Standart Kontrol Diet Tinggi 

Fruktosa 

Replikasi 

1 

Replikasi 

2 

Replikasi 

1 

Replikasi 

2 

Replikasi 

1 

Replikasi 

2 

      
1200 - - 0,97 0,911 1,106 0,796 

600 - - 0,288 0,295 1,183 1,06 

300 2,841 2,704 0,391 0,34 2,575 2,301 

150 1,729 1,593 0,633 0,574 3,09 3,073 

75 1,145 1,1 - - 1,162 1,096 

37,5 0,816 0,788 0,314 0,301 1,354 1,245 

18,8 0,728 0,638 0,292 0,275 0,228 0,228 

0 0,511 0,543 0,497 0,449 2,186 1,924 

 

 

 

Konsentrasi (pg/ml) Absorbansi Standar Rerata±SD 

Rep 1 Rep 2  

300 2,841 2,704 2,77±0,09 

150 1,729 1,593 1,66±0,09 

75 1,145 1,100 1,12±0,03 

37.5 0,816 0,788 0,80±0,01 

18,8 0,728 0,638 0,68±0,06 

0 0,511 0,543 0,52±0,02 
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Group Statistics 

 

kelompok N Mean 

Std. 

Deviation 

Std. Error 

Mean 

konsentrasi kontrol 6 10.79158 21.572209 8.806818 

tinggi 

fruktosa 

6 415.21426 219.369199 89.557101 

 

 

y = 0,007x + 0,537

R² = 0,999
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Independent Samples Test 

  
Levene's Test for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

  

F Sig. t df Sig. (2-tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference 

95% Confidence Interval of 

the Difference 

  
Lower Upper 

konsentrasi Equal variances assumed 18.193 .002 -4.494 10 .001 -404.422680 89.989079 -604.930843 -203.914518 

Equal variances not 

assumed 

  
-4.494 5.097 .006 -404.422680 89.989079 -634.433180 -174.412181 
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LAMPIRAN G 

SERTIFIKAT TIKUS 

 

 

 

  

Rambu Orsi Lambu Emu 
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LAMPIRAN H 

SERTIFIKAT KELAIKAN ETIK 

 

 

 


