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BAB 5 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Simpulan 

Berdasarkan analisis data maka dapat disimpulkan : 

 1.    Pemberian diet tinggi fruktosa rendah magnesium  

         meningkatkan jumlah makrofag. 

2.  Pemberian diet tinggi fruktosa rendah magnesium 

 meningkatkan kadar TNF-α.  

 

5.2 Saran 

Saran peneliti untuk penelitian selanjutnya adalah : 

1. Pemeriksaan jumlah makrofag dengan metode lain yang lebih          

 spesifik sehingga memberikan hasil yang lebih baik, 

 misalnya Automed Hematology Analizer. 

2. Pemberian premix yang lebih variasi misalnya dengan 

 dicampurkan pada pakan. 
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LAMPIRAN A 

PROSEDUR PERHITUNGAN JUMLAH MAKROFAG DENGAN 

HEMOSITOMETER 

  

Cairan peritoneal dihisap melalui pipet pengencer dan aspiratornya sampai 

batas garis 0,5 kemudian dilanjutkan dengan penambahan larutan pengencer 

Turk sampai batas garis 11. Campuran di dalam pipet ini kemudian 

dihomogenkan dengan memutar pipet membentuk angka delapan. Sebelum 

diteteskan ke dalam kamar hitung, campuran di ujung pipet dibuang dahulu 

beberapa tetes menggunakan kertas tisu. Makrofag yang dihitung adalah 

terdapat pada empat sudut kamar hitung. Perhitungan dimulai dari sudut kiri 

atas, terus ke kanan, kemudian turun ke bawah, dan dari kanan ke kiri, lalu 

turun lagi ke bawah dan mulai lagi dari kiri ke kanan. Semua sel yang 

menyentuh garis batas sebelah atas dan kiri, dianggap masuk ke dalam 

ruangan dan dihitung. Sedangkan sel yang menyentuh garis batas sebelah 

kanan dan bawah dianggap tidak masuk dan tidak dihitung (Depkes RI, 

1989). Kamar hitung untuk perhitungan jumlah makrofag adalah yang 

bertanda W dan dapat dilihat pada gambar berikut ini. 
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Gambar Kamar Hitung Improved Neubaur (Depkes RI, 1989) 

Keterangan :  

 W : kotak untuk hitung jumlah           

leukosit 

 R : kotak untuk hitung jumlah                                               

 eritrosit 

o : tidak dihitung 

• : dihitung 

Cara menghitung : Jumlah sel x koreksi isi x koreksi pelarut 

� Koreksi isi dari 4 bidang adalah 2,5 

� Koreksi pelarut adalah 20 (darah dilarutkan dengan perbandingan 

1:20 ) 
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LAMPIRAN B 

PROSEDUR PENGERJAAN ELISA 

Persiapan reagen dan sampel 

1. Wash buffer yang tersedia adalah yang 20 X, dibutuhkan wash buffer 

1 X sehingga dilakukan pengenceran dengan cara, 50 ml dari wash 

buffer 20 X ditambahkan ke dalam air deionisasi 950 ml. Apabila 

terbentuk kristal pada wash buffer 20 X, maka ditempatkan pada 

suhu ruang kemudian divortex sampai larut. 

2. Rekonstitusi standar lyophilized Rat TNF-α dilakukan dengan 

menambahkan Assay Buffer A sesuai dengan label yang tertera pada 

vial untuk membuat 20 ng/ml standar stock solution. Larutan 

dibiarkan pada suhu ruang selama 15 menit kemudian divortex agar 

tercampur sempurna. 

3. Rekonstitusi lyophilized Matrix A dilakukan dengan menambahkan 2 

ml air deionisasi ke dalam vial dan dibiarkan pada suhu ruang selama 

15 menit kemudian divortex agar tercampur sempurna. 

Prosedur Kerja 

1. Assay buffer A dimasukkan ke dalam tabung Eppendorf 1-7, pada 

tabung 1 sebanyak 487,5 µl dan pada tabung 2-7 masing-masing 250 

µl. Dipipet 12,5 µl dari stock solution dan dimasukkan ke dalam 

tabung 1, kemudian dari tabung 1 dipipet 250 µl dan dimasukkan ke 

dalam tabung 2, dari tabung 2 dipipet 250 µl dan dimasukkan ke 

dalam tabung 3, demikian seterusnya sampai tabung 7, sehingga 

didapat konsentrasi mulai dari 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 

pg/ml, 31,3 pg/ml, 15,6 pg/ml dan 7,8 pg/ml.  

2. Plate dicuci sebanyak 4 X dengan wash buffer 1X masing-masing 

300 µl. 
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3. Plate kolom 1 dan 2, diisi dengan Matrix A masing-masing 50 µl 

kemudian ditambahkan 50 µl standard dilution ke dalam plate 

kecuali pada baris terakhir, ditambahkan assay buffer sebanyak 50 

µl. 

4. Plate kolom 3-8, diisi dengan assay buffer A masing-masing 50 µl 

kemudian ditambahkan 50 µl plasma sampel ke dalam plate kecuali 

pada baris terakhir. 

5. Plate ditutup rapat dengan plate sealer dan diinkubasi pada suhu 

ruang selama 2 jam sambil di-shaking pada 200 rpm. 

6. Isi plate dibuang kemudian plate dicuci 4 kali dengan wash buffer 

1X. 

7. Larutan Rat TNF-α detection antibody ditambahkan 100 µl pada 

setiap lubang kemudian diinkubasi pada suhu kamar selama 1 jam 

sambil di-shaking. 

8. Isi plate dibuang kemudian plate dicuci 4 kali dengan wash buffer 1X 

9. Larutan Avidin-HRP D ditambahkan 100 µl pada setiap lubang 

kemudian diinkubasi pada suhu kamar selama 30 menit sambil di-

shaking. 

10. Isi plate dibuang kemudian plate dicuci 5 kali dengan wash buffer 

1X. Pada pencucian terakhir tunggu sekitar 30 detik-1 menit. 

11. Substrat solution F ditambahkan 100 µl pada setiap lubang dalam 

kondisi gelap kemudian diinkubasi selama 15 menit, terjadi 

perubahan warna menjadi biru. 

12. Stop solution ditambahkan 100 µl pada setiap lubang. Terjadi 

perubahan warna dari biru menjadi kuning. 

13. Absorbansi dibaca pada panjang gelombang 450 nm maksimal dalam 

waktu 30 menit setelah penambahan stop solution (Biolegend, 2013). 
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LAMPIRAN C 

JUMLAH MAKROFAG PENGAMATAN MIKROSKOP 

 

Keterangan : 

• TFRM :Tinggi Fruktosa Rendah Magnesim 

• *: Data yang digunakan dalam uji statistik dengan 

Independent Samples t-Test . 

 

Kontrol Jumlah Makrofag Tinggi Fruktosa Rendah Magnesium 

(TFRM) 

Jumlah 

Makrofag 

Kontrol 1 3150* TFRM 1 2350 

Kontrol 2 600 TFRM 2 1200 

Kontrol 3 2900* TFRM 3 500 

Kontrol 4 2800* TFRM 4 2850* 

Kontrol 5 1300 TFRM 5 3300* 

Kontrol 6 2350* TFRM 6 5950* 

Kontrol 7 1850 TFRM 7 4300* 

Kontrol 8 3000* TFRM 8 5700* 
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LAMPIRAN D 

DATA TNF-α 

 

Data Absorbansi TNF--α 

 

Absorbansi  

Standar 

            Absorbansi               

Kontrol 

 Absorbansi  

Sampel 

Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 1 Replikasi 2 Replikasi 1 Replikasi 2 

3,977 3,118 0,363 0,426 0,243 0,245 

1,499 1,36 0,201 0,221 0,211 0,209 

0,826 1,021 0,469 0,500 0,377 0,385 

0,553 0,649 0,309 0,321 0,261 0,261 

0,311 0,382 0,409 0,376 0,222 0,251 

0,246 0,278 0,269 0,212 0,21 0,209 

0,207 0,212 0,297 0,280 0,326 0,384 

0,167 0,185 0,204 0,194 0,253 0,271 
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Grafik Absorbansi Standar vs Konsentrasi (pg/ml) 

 

Konsentrasi TNF-α (pg/ml) 

No Konsentrasi Kontrol Konsentrasi sampel 

1 36,20 13,96* 

2 9,08* 8,93 

3 49,50 34,20* 

4 24,45* 16,47* 

5 35,90 12,85 

6 13,44* 8,86 

7 20,53* 30,36* 

8 7,31* 16,62* 

Keterangan : 

*: Data yang digunakan dalam uji statistik dengan Independent Samples t-   

  Test.  

y = 0.0068x + 0.1495

R² = 0.9992
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LAMPIRAN E 

DATA BERAT BADAN TIKUS (gram) 

 April 2013 Mei 2013 Juni 2013 

21 28 5 12 19 26 2 9 16 20 

Kontrol1 179 231 253 274 304 311 319 341 352 360 

kontrol2 206 233 242 233 270 277 284 298 305 310 

kontrol3 171 197 189 196 232 241 251 261 266 275 

kontrol4 222 254 263 276 294 298 304 316 326 341 

kontrol5 217 221 237 256 272 277 283 293 299 313 

kontrol6 196 206 218 234 238 242 247 260 276 279 

kontrol7 238 238 243 260 282 286 291 302 308 320 

kontrol8 222 233 249 260 276 287 299 310 318 324 

Rata 

rata±SD 

206.375 

±23,02 

226.62 

±18,18 

236.75 

±23,30 

248.62 

±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 

 

 April 2013 Mei 2013 Juni 2013 

21 28 5 12 19 26 2 9 16 20 

TFRM1 236 259 260 289 318 320 322 331 353 360 

TFRM2 197 202 211 223 238 237 235 250 263 268 

TFRM3 181 189 180 208 255 255 257 267 279 281 

TFRM4 195 197 224 238 223 230 236 239 263 263 

TFRM5 237 231 263 278 297 305 315 327 336 348 

TFRM6 210 223 227 241 242 259 264 278 294 300 

TFRM7 227 233 244 260 259 284 294 298 307 310 

TFRM8 201 206 237 255 273 282 287 286 311 316 

rata-rata±SD 210.50 

±20,72 

217.50 

±23,23 

230.75 

±27,08 

249,00 

±27,09 

263.12 

±31,68 

271.50 

±31,80 

276.25 

±33,52 

284.5 

±33,29 

300.75 

±32,70 

305.75 

±35,35 

 

* Keterangan :  

 TFRM : Tinggi Fruktosa Rendah Magnesium 
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LAMPIRAN F 

HASIL ANALISA STATISTIK BERAT BADAN TIKUS  DENGAN INDEPENDENT SAMPELS t-TEST 

 

 

 

Group Statistics 

 
Kelompok N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

BB kontrol 8 88.63 17.671 6.248 

TFRM 8 88.25 19.710 6.969 
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Independent Samples Test 

  
Levene's Test for 

Equality of Variances t-test for Equality of Means 

  

  

95% Confidence Interval of the 

Difference 

  

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

Std. Error 

Difference Lower Upper 

BB Equal variances 

assumed 

.955 .345 .040 14 .969 .375 9.359 -19.699 20.449 

Equal variances not 

assumed 

  
.040 13.836 .969 .375 9.359 -19.721 20.471 
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LAMPIRAN G 

HASIL ANALISA STATISTIK MAKROFAG DENGAN INDEPENDENT SAMPELS t-TEST 

 

 

Group Statistics 

 
kelompok N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

makrofag kontrol 5 2840.00 302.903 135.462 

TFRM 5 4420.00 1388.614 621.007 
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Independent Samples Test 

  
Levene's Test for 

Equality of Variances t-test for Equality of Means 

  

  

95% Confidence Interval 

of the Difference 

  

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

Std. Error 

Difference Lower Upper 

makrofag Equal variances assumed 10.813 .011 -2.486 8 .038 -1580.000 635.610 -3045.719 -114.281 

Equal variances not assumed   -2.486 4.380 .062 -1580.000 635.610 -3285.992 125.992 
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LAMPIRAN H 

HASIL ANALISA STATISTIK TNF-α DENGAN INDEPENDENT SAMPELS t-TEST 

 

 

Group Statistics 

 
kelompo

k N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 

tnfalpha kontrol 5 14.9662 7.35804 3.29062 

TFRM 5 22.3256 9.25407 4.13854 
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Independent Samples Test 

  
Levene's Test 

for Equality of 

Variances t-test for Equality of Means 

  

  

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

  

F Sig. t df 

Sig. (2-

tailed) 

Mean 

Difference 

Std. Error 

Difference Lower Upper 

tnfalpha Equal variances assumed 1.256 .295 -1.392 8 .201 -7.35947 5.28732 -19.55204 4.83310 

Equal variances not assumed   -1.392 7.613 .203 -7.35947 5.28732 -19.66065 4.94170 



LAMPIRAN I 

SERTIFIKAT TIKUS 
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LAMPIRAN J 

ETHICAL CLEARANCE 

 

 


