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N. LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil uji statistik pengaruh EDDG terhadap penurunan kadar glukosa
darah pada mencit

Statistic Df Sig
MH 949 4 708
MS 981 4 911
M50 984 4 922
M100 984 4 926
M150 979 4 896
MG 989 4 952

Lampiran 2. Hasil uji normalitas rerata keluar kadar glukosa darah mencit untuk 6
kelompok dengan menggunakan uji Shapiro wilk
Hasil uji Anova

Sum of Squares  Df Mean F sig
Square
Between Groups 129.588 5 25912 4.142 0.011

Within Groups 112.61 18 6.256

Total 242.169 23

Hasil post test

() PERLAKUAN  (J) PERLAKUAN Mean Difference Std.Error Sig

(I-9)

Turkey MH MS (Aloksan) -137.15000* 12.42728 .000
HSD (NaCMC) M50 (CN50) -100.47500* 12.42728 .000
M100 (CN100) -84.85000* 12.42728 .000
M150 (CN150) -93.72500* 12.42728 .000
MG (Glibenclamide) -83.22500* 12.42728 .000
MS (Aloksan) MH (NaCMC) 137.15000* 12.42728 .000
M50 (CN50) 36.67500* 12.42728 .078
M100 (CN100) 52.30000* 12.42728 .006
M150 (CN150) 43.42500* 12.42728 .026
MG (Glibenclamide) 53.92500* 12.42728 .005
M50 (CN50) MH (NaCMC) 100.47500* 12.42728 .000
MS (Aloksan) -36.67500* 12.42728 .078
M100 (CN100) 15.62500* 12.42728 .803
M150 (CN150) 6.75000* 12.42728 .993
MG (Glibenclamide) 17.25000* 12.42728 733
M2100 (CN100) MH (NaCMC) 84.85000* 12.42728 .000
MS (Aloksan) -52.30000* 12.42728 .006
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M50 (CN50) -15.62500* 12.42728 .803

M150 (CN150) -8.87500* 12.42728 .978
MG (Glibenclamide) 1.62500* 12.42728 .1000
M150 (CN150) MH (NaCMC) 93.72500* 12.42728 .000
MS (Aloksan) -43.42500* 12.42728 .026
M50 (CN50) -6.75000 12.42728 .993
M100 (CN100) 8.87500 12.42728 .978
MG (Glibenclamide) 10.50000 12.42728 .955
MG MH (NaCMC) 83.22500* .000
(Glibenclamide) MS (Aloksan) -53.92500* .005
M50 (CN50) -17.25000 733
M100 (CN100) -1.62500 1.000
M150 (CN150) -10.50000 .955

Lampiran 3. Uji statistik pengaruh pemberian EDDG terhadap perkembangan bobot
badan mencit Hasil uji normalitas rerata kadar bobot badan mencit untuk 6 Kelompok
dengan menggunakan uji Shapiro-Wilk

Tests of Normality
Shapiro-Wilk
Statistic Df Sig.
MH .957 4 762
MS .934 4 .617
M50 .988 4 .946
M100 .884 4 .356
M150 .958 4 767
MG .967 4 .822
Hasil uji Anova
Sum of Mean
Squares Df Square F Sig.
Between 129.558 5 25.912 4.142 .011
Groups
Within Groups 112.610 18 6.256
Total 242.169 23

187



Lampiran 4
Hasil post test

0] (J) PERLAKUAN PERLAKUAN  |Mean Difference |Std. Error |Sig.
(I-J)
Tukey |MH (NaCMC [MS (Aloksan) [7.80500" 1.76863 .004
HSD )
M50 ( CN50) 4.63750 1.76863 142
M100 ( CN100) [2.79500 1.76863 .621
M150 (CN 150) §4.10750 1.76863 .236
MG ( 4.26000 1.76863 .205
Glibenclamide )
MS (Aloksan [MH (NaCMC) [-7.80500 1.76863 .004
)
M50 ( CN50 ) -3.16750 1.76863 495
M100 ( CN100) [-5.01000 1.76863 .097
M150 (CN 150) [-3.69750 1.76863 .335
MG ( -3.54500 1.76863 378
Glibenclamide )
M50 (CN50) |MH (NaCMC) [-4.63750 1.76863 142
MS (Aloksan) [3.16750 1.76863 495
M2100 ( CN100) |1.84250 1.76863 .897
M150 ( CN 150) [.53000 1.76863 1.000
MG ( -.37750 1.76863 1.000
Glibenclamide )
M100 (CN100 MH (NaCMC)  |-2.79500 1.76863 .621
)
MS (Aloksan)  [5.01000 1.76863 .097
M50 ( CN50) 1.84250 1.76863 .897
M150 ( CN 150) [1.31250 1.76863 974
MG ( 1.46500 1.76863 .958
Glibenclamide )
M150 ( CN MH (NaCMC)  [-4.10750 1.76863 .236
150 )
MS (Aloksan)  [3.69750 1.76863 .335
M50 ( CN50) .53000 1.76863 1.000
M2100 ( CN100) |1.31250 1.76863 974
MG ( .15250 1.76863 1.000
Glibenclamide )
MG ( MH ( NaCMC)  [-4.26000 1.76863 .205
Glibenclamide
MS (Aloksan)  [3.54500 1.76863 378
)
M50 ( CN50) .37750 1.76863 1.000
M2100 ( CN100) |1.46500 1.76863 .958
M150 (CN 150) [.15250 1.76863 1.000
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Lampiran 5. Alur Kerja Ekstraksi Daun Dandang Gendis

[ Daun Dandang, Gensls. 1kg ]__.,

| © Sampelsegac
o Eeoaemap.
geodis_kedog S00 gram
[

[ Dimaserasi dengan.n
(3x24 jam)
1

|
Cp—
10,05 gram

[ Dimasarasidengan Eil asa5at
(3x24 jam)

1
v r—
6,2 gram

|

i

{3x24 jam)

|

metode. GC-MS dap. LC-MKI L
antioksidan. Uil In-Vitro

Hasil optimal

Lampiran 6. Perhitungan Rendemen Ekstrak

Exaksi Ethanol
96% 8,6 gram

berat ekstrak yang didapat (g) x 100

Rendemen =
berat bahan yang di ekstrak

1. Ekstrak n-Heksana Daun Dandang Gendis

Rendemen = —10.05 x 100 = 2,01%
500 gram

2. Ekstrak Etil asetat Daun Dandang Gendis

Rendemen = — 6.2 x 100 = 1,24%
500 gram

3. Ekstrak Etil asetat Daun Dandang Gendis
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Lampiran 7. Prosedur Kerja Uji Fitokimia Fenolik dan Flavonoid

Sampel

Ekstrak Metanol

- Dilarutkan dengan metanol

- Dilarutkan dalam air panas
- Didihkan selama 5 menit

- Dimasukan ke dalam 2 tabung reaksi

Tabung 1

(Uji Flavonoid)

Tabung 2

(Uji Fenolik)

- Ditambahkan serbuk Mg seujung spatula
- Ditambahkan 1 mL HC137%

- Ditambahkan 1 mL amil alkohol

- Ditambahkan
1 mL FeCls 5%

Terdapat warna
merah/jingga/kunin
g pada lapisan atas

Terdapat warna
hijau kchitaman
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A. Alkaloid

Sampel

- Dilarutkan dengan metanol

Ekstrak Metanol

- Ditambah 3 tetes HCl Pekat

Lapisan atas Lapisan bawah

- Ditambah § tetes reagen dragendoft

Endapan merah jingga

B. Steroid dan Terpenoid

Sampel

- Dilarutkan dengan metanol

Ekstrak Metanol

- Ditambahkan 2-3 tetes CH;COOH anhidrat

- Diaduk dengan batang pengaduk

- Ditambahkan 1-2 tetes H,SO,2 M

(+) steroid jika (+) steroid dan (+) Terpenoid
terdapat warna terpenoid jika terdapat Jjika terdapat
hijau sampai biru terdapat warna merah warna merah
dengan biru-ungu sampai ungu
berbentuk cincin di
tengah
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C. Saponin

Sampel

- Dilarutkan dengan metanol

Ekstrak Metanol

- Dilarutkan dalam air panas

- Dikocok vertikal selama 10 detik

Busa stabil(1-10 cm)
selama 10 menit

- Ditambah 1 tetes HC1 37%

Busa Stabil

D. Tanin

Sampel

- Dilarutkan dengan metanol

Ekstrak

Metanol

- Dilarutkan dalam air panas
- Didihkan selama 5 menit

- Ditambahkan | mL FeCl; 1%

Terdapat warna
hitam kehijauan

Lampiran 8. Prosedur Kerja Uji Aktivitas Penghambatan Enzim a-glukosidase
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A. Sampel Uji

Sampel Uji

» Ditimbang 50 mg

» Dilarutkan dalam 0,5 mL DMSO

» Diencerkan pada 15; 30; 60; 90; uL/mL
» Diberikan dua perlakuan

: ‘
pakai enzim Non enzim
Diambil 5 pL setiap konsentrasi » Diambil 5 pL setiap konsentrasi
Ditambahkan 250 uLlarutan p-NPG » Ditambahkan 250 pLlarutan p-NPG
Ditambah 450 uLbuffer fosfat pH 7,0 » Ditambah 450 yLbuffer fosfat pH 7,0
Diinkubasi selama 5 menit pada 37°C » Diinkubasiselama 5 menit pada 37°C
Ditambahkan 250 pL enzim a- > Ditambahkan 250 pL buffer fosfat pH 7,0
glukosidase » Diinkubasi selama 15 menit
Diinkubasi selama 15 menit » Ditambahkan 1000 pL larutan NazCO3;
Ditambahkan 1000 uL larutan Na2COz 0,2 M untuk menghentikan kerja enzim
0,2 M untuk menghentikan kerja enzim » Diukur dengan UV-Vis pada A max
Diukur dengan UV-Vis pada A max » Dihitung nilai ICso
Dihitung nilai ICs0
L A
Hasil
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B. Larutan Pembanding

Kuersetin

» Ditimbang 50 mg

» Dilarutkan dalam 0,5 mL DMSO

» Diencerkan pada 0,625; 1,25; 2,50; 5,00; pL/mL
» Diberikan dua perlakuan

:
pakai enzim Non enzim

» Diambil 5 L setiap konsentrasi » Diambil 5 pL setiap konsentrasi
» Ditambahkan 250 pLlarutan p-NPG » Ditambahkan 250 pLlarutan p-NPG
» Ditambah 450 pLbuffer fosfat pH 7,0 » Ditambah 450 pLbuffer fosfat pH 7.0
> Diinkubasi selama 5 menit pada 37°C » Diinkubasi selama 5 menit pada 37°C
> Ditambahkan 250 pL enzim a- » Ditambahkan 250 pL buffer fosfat pH 7,0

glukosidase » Diinkubasi selama 15 menit
» Diinkubasi selama 15 menit » Ditambahkan 1000 pL larutan Na,CO;
» Ditambahkan 1000 pL larutan Na;COs3 0,2 M untuk menghentikan kerja enzim

0,2 M untuk menghentikan kerja enzim 7 Diukur dengan UV-Vis pada A max
» Diukur dengan UV-Vis pada A max # Dihitung nilai ICsp
» Dihitung nilai ICs I /!

Hasil
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. Blanko

pakai enzim

Diambil 5 uL DMSO

Ditambahkan 250 pLlarutan p-NPG
Ditambah 450 pLbuffer fosfat pH 7,0
Diinkubasi selama 5 menit pada 37°C
Ditambahkan 250 pL larutan enzim a-
glukosidase

Diinkubasi selama 15 menit
Ditambahkan 1000 pL larutan Na;COs
0.2 M untuk menghentikan kerja enzim
Diukur dengan UV-Vis pada A max
Dihitung nilai ICso

nen enzim

Hasil
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Diambil 5 yL. DMSO

Ditambahkan 250 uLlarutan p-NPG
Ditambah 450 pLbuffer fosfatpH 7,0
Diinkubasi selama 5 menit pada 37°C
Ditambahkan 250 pL buffer fosfat pH 7,0
Diinkubasi selama 15 menit
Ditambahkan 1000 pL larutan Na;COs
0,2 M untuk menghentikan kerja enzim
Diukur dengan UV-Vis pada A max
Dihitung nilai ICsy



Lampiran 9 Prosedur Pembuatan Reagen
1. Larutan buffer posfat pH 7

NaH,PO4«.H:0 NaHpo.:.HQO
~» Dilarutkan 6,59 g ke » Dilarutkan 17,295 g ke
dalam 500 mL akuades dalam 500 mL akuades
» Diambil 39 mL » Diambil 61 mL

» Diencerkan dengan 200
mL akuades

Buffer fosfat pH 7

2. Larutan p-NPG

p-NPG

» Ditimbang 602 g
¥ Dilarutkan ke dalam 100 mL
akuades

\ 4

Larutan p-NPG 0,02 M

3. Larutan Na2C0O30,2M

N87C03

» Ditimbang 2,129
» Dilarutkan ke dalam 100 mL
akuades

Larutan Na:CO: 02 M
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4. Larutan enzim a-glukosidase

Enzim a-glukosidase

» Ditimbang 1 mg

» Ditambahkan BSA 100 mg

» Dilarutkan ke dalam 10 mL
buffer fosfat pH 7

» Dipipet 1 mL

» Dilarutkan ke dalam 14 mL
buffer pH 7

v

Larutan enzim a-glukosidase

5. Pembuatan Larutan Uji
a. Larutan uji induk ekstrak
Sampel ekstrak ditimbang sebanyak 50 mg, dilarutkan dalam 0,5
mL (0,0005 liter) dimetil sulfoksida (DMSO) dan akan diperoleh
konsentrasi e

50
Konsentrasi = e =100.000 ppm
0,0005iter

b. Larutan uji induk pembanding
Kuersetin ditimbang sebanyak 50 mg, dilarutkan dalam 0,5 mL (0,0005 liter)
dimetil sulfoksida (DMSQ) dan akan diperoleh konsentrasi larutan 100.000 ppm

Konsentrasi= Sﬂi =100.000 ppm

0,0003iter
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Lampiran 10 Prosedur Kerja Uji Toksisitas Akut LD50

[ Mencit diaklimatisasi selama tujuh hari ]

Y

Mencit dipuasakan selama 14 jam sebelum
diberi bahan uji

A 4

[ Masing-masing mencit ditimbang ]

v v v y

5 mencit 5 mencit 5 mencit 5 mencit 5 mencit
kel. kontrol kel. 1 kel. 2 kel. 3 kel. 4
[ | I |

Y

Masing-masing mencit disonde bahan uji sebanyak 1
ml/25 g BB sesuai dosis

\ 4

Pengamatan gejala toksik diamati selama 0: 0.5: 1: 2; 3: 4:
12:24 jam

v

Pengamatan kematian mencit diamati selama tujuh hari

v

[ Hitung jumlah mencit yang mati J
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Lampiran 11. Perhitungan Nilai LDso Pada Toksisitas Akut

LogM=LogD+d(f+q)

Ket
M = harga LDso
D = Dosis terkecil yang digunakan
d =logr (kelipatan dosis)
f = faktor
Jadi

LogM=LogD +d(f+1)
=log2.5+log2(f+1)
=0.398 + 0.3 (0.3000 + 1)
=0.398 + 0.3 (1.3)
=0.398 + 0.39
=0.788
antilog 0.788 = 6.15
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Lampiran 12 Uji Kadar Glukosa Darah pada Mencit

SKEMA KERJA

Mencit Jantan

'

Aklimatisasi 7 hari

!

Mengukur glukosa darah & berat badan hewan

: }

Kelompok MH menctt Mencit diinjeksi dengan
sehat tanpa aloksan aloksan 50 mg/kg BB
selama 3 hari

v
Mengukur glukosa darah y

& berat badan mencit Masa inkubasi selama 7
hari

!

Mengukur glukosa darah
dan berat badan mencit

Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
MS induksi M50 induksi M100 induksi M150 induksi MG induksi
aloksan aloksan + aloksan + aloksan + aloksan +
tanpa EDDG EDDG 50 EDDG 100 EDDG 150 Glibenklamid
0,65 mg/kg
BB

|

y

v

Mengukur glukosa darah dan berat badan mencit
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Lampiran 13 Perhitungan Uji Glukosa Darah pada Mencit

Dosis Aloksan  [Dosis
Kelompok  |Berat Badan (gram)  |(mg/ml) Glibenklamide ~[EDDG (mg)
(mg/0,5 ml)

MH 33,562 - - —

MS 32,76 16,4 — -

M50 32,86 16,4 — 1,64

M100 32,97 16,5 — 3,30

M150 31,48 15,7 - 4,72

MG 31,76 15,9 0,04 -

1. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok MH Observasi HO

a  Dosis Aloksan (50 mg'kg BE) T—
b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB) : —
c. EDDG =

2. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok MS Observasi HO

a  Dosis Aloksan (50 mg'kg BB)
Rata — Rata BB Mencit

1000g

Rumus = x 50 mg

_ 3276
1000 g
= 1,64 mg/mencit

x 50 mg

Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_ 1,64 mg
© 01ml
= 16,4 mg/ml
b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB) : —
c. EDDG =

3. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok M50 Observasi HO

a Dosis Aloksan (50 mg'kg BE)
Rata — Rata BB Mencit

1000 g

Rumus = x50 mg
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32,86

" 1000g

x 50 mg

= 1,64 mg/mencit
Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_ Led4mg
S oiml
= 16,4 mg,/ml
b.  Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB) : -

¢ EDDG (50 mg'kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 10002 x 50 mg

32,86
 1000g
= 1,64 mg

x 50 mg

4. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok M100 Observasi HO

a. Dosis Aloksan (50 mg'kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

R = 50
umus 10005 x 50mg

32,97
=5 To00g x50 mg
= 1,65 mg/mencit
Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_1,65mg
a 0,1 ml
= 16,5 mg/ml
b. Dosis Glibenklamide (0.65 mg’kg BB) : —
c. EDDG (100 mg/’kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

R = 100
umus 10008 x mg

32,97
"~ 1000g
=3,30mg

x 100 mg
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5. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok M150 Observasi HO
a. Dosis Aloksan (50 mg'kg BB)
Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 10002 x 50 mg

31,48
= m x 50 mg
= 1,57 mg/mencit
Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
1,57 mg
T oim
= 15,7 mg/ml
b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB) : —
c. EDDG (130 mg'kg BB)
Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 10008 x 150 mg

31,48
= mx 150 mg
=472 mg
OBSERVASI H3

6. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok MG Observasi HO

2. Dosis Aloksan (50 mg'kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 10008 x 50mg

31,76
= x50
1000 g

mg

= 1,59 mg,/mencit
Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_ 1,59mg
T 01iml
= 15,9 mg/ml
b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB)
Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 10008 x 0,65 mg

= 0,02 mg
Volume lambung mencit = 0,5 ml
0,02 mg
TT0sml
= 0,04 mg/ml
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Dosis

Kelompok Berat Badan Dosis Aloksan Glibenklamid e EDDG

(gram) (mg)
(mg/ml) (mg/0,5 ml)

MH 34, 53 u u ]

MS 30, 82 15,4 U ]
M50 30, 73 15,4 U 1,54
M100 31,01 15,5 u 3,10
M150 30, 52 15, 3 L 4, 58

MG 30, 53 15, 3 0, 04 L

1. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok MH Observasi H3
a Dosis Aloksan (50 mg/kg BB) -
b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB) : —
c. EDDG -

2. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok MS Observasi H3

a Dosis Aloksan (50 mg'kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 10002 x50 mg

30,82
~ 1000¢g
= 1,54 mg/mencit

x 50 mg

Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_ 1,54mg
© 01ml
= 15,4 mg/ml

b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg/kg BB) : -]
c. EDDG -
3. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok M50 Observasi H3

a. Dosis Aloksan (50 mg'kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

R = 50
umus 1000g x50 mg
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30,73
——x50mg
1[][][]
= 1,54 mg/mencit
Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_ 1,54mg
0,1ml
= 15,4 mg/ml
Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB) : —
EDDG (50 mg'kg BB)
Rata — Rata BB Mencit

R = 50
umus 10002 x50mg

30 73
" To00g
=154 mg

——x 50mg

4. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok M100 Observasi H3

a. Dosis Aloksan (50 mgikg BB)

Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 10002 x 50 mg

31,01
" 1000g

x 50mg

= 1,55 mg/mencit
Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml

_ 1,55mg
S olml
= 15,5 mg/ml

b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB) : —

c. EDDG (100 mg'kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

R = 1
umus 10002 x 100 mg

_ 310
1000
=3,10mg

———x 100 mg

5. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok M150 Observasi H3
a. Dosis Aloksan (50 mg'kg BB)
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Rata — Rata BB Mencit )

R = 50
umus 1000 g x 50 mg

30,52
= mx 50mg
= 1,53 mg/mencit
Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_ 1,53 mg
T 01ml
= 15,3 mg/ml
b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB) : —
c. EDDG (150 mg'kg BB)
Rata — Rata BB Mencit

R = 150
wmus 10002 x mg

30,52
B 1000g
= 4,58 mg
6. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok MG Observasi H3

a. Dosis Aloksan (50 mg'kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

R = 50
umus 10008 x50 mg

x 150 mg

30,53
~ 1000g
= 1,53 mg/mencit

x 50 mg

Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_1,53mg
~0iml
= 15,3 mg/ml

b.  Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

R = 0,65
umus 10002 x mg

_ 30,53
1000 g
= 0,02 mg

Volume lambung mencit = 0,5 ml

x 0,65 mg
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0,02 mg

0,5ml
= 0,04 mg/ml
c. EDDG =
OBSERVASI H7
Daosis
Dosis Aloksan
Kelompok | Berat Badan (gram) Glibenklamide EDDG (mg)
(mg/ml)
(mg/0,5 ml)

MH 35,97 - - -

MS 24,59 123 - -

M50 29,70 14.8 - 1.48
M100 3232 16.1 - 323
M150 30,72 153 - 4.60

MG 30,81 154 0.04 -

Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok MH Observasi H7
a. Dosis Aloksan (50 mg/'kg BB) T—

b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB) : —

c. EDDG =

Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok MS Observasi H7

a. Dosis Aloksan (50 mg/kg BB)

Rata — Rata BE Mencit

R = 50
uImus 1000g x 50 mg

24,59
= —'lD[]DgA 50 mg

= 1,23 mg/mencit
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29,70
= x50 mg
1000g

= 1,48 mg/mencit

Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_ 1,48mg
S oiml
= 14,8 mg/ml
b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB) : —
c. EDDG (50 mgikg BB)
Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 1000g x 50 mg

29,70
B 1000 g
=1,48mg
4. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok M100 Observasi H7

a. Dosis Aloksan (50 mg'kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 1000g x 50 mg

x 50 mg

32,32
1000g
= 1,616 mg/mencit

x 50 mg

Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_1,61mg
S oiml
= 16,1 mg/ml

Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_L6img
S oiml
= 16,1 mg/ml
b. Dosis Glibenklamide (0.65 mg’kg BB) : —

c. EDDG (100 mg’kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

R = 100
umus 1000g x mg

32,32
= W()g
=3,23mg
5. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok M150 Observasi H7
a. Dosis Aloksan (50 mg'kg BB)
Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 1000g x50 mg

x 100 mg
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30,72
" 1000g

x50 mg

= 1,53 mg/mencit
Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml

_ 1,53mg
S 0aml
= 15,3 mg/ml

b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg/kg BB) : -

c. EDDG (150 mg'kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

R = 150
s 1000g x mg

=460 mg
6. Perhitungan Dosis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok MG Observasi H7

a Dosis Aloksan (50 mg/kg BB)

Rata — Rata BB Mencit

R = 50
wmus 10002 x 50mg

30,81

= x5
1000 g

= 1,54 mg/mencit

0mg

Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_ 1,54mg
C0iml
= 15,4 mg/ml

Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_154mg
T o1ml
= 15,4 mg/ml
b. Dosis Glibenklamide (0,65 mg'kg BB)
Rata — Rata BB Mencit

Rumus = 10008 x 0,65 mg

_ 3081
1000g
=0,02mg

x 0,65 mg

Volume lambung mencit = 0,5 ml
0,02 mg
~05ml
= 0,04 mg/ml
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c. EDDG =
OBSERVASI H14

Diosiz
Kelompok | Berat Badan (zram) | o0 el | enldamide | EDDG (me)
{me/ml} (mz/0.5 ml)

WH EL = - -

143 T A = =

T LR W, - S
RIT0 TIEE 153 = T
T T 3 - e
WG T 50 g -

1. Perhitunzan Dosis Alokzan, Glibenklamide dan EDDG Untuk Kelompok MH Observasi H14
3. Dwozis Aloksan {30 mz'kg BEE) -
b Deasis Glibenklamide {§.65 mgkg BB) : -
c¢. EDDG =

2. Perhitongan Dosis Alokzan, Glibenllamide dan EDDG Untuk Kelompol M35 Obrervasi H14

2. Dhosis Aloksan (30 mzkg BE)
Rata — Rata BB Mencit

Fumus = T000% x50 my
_an7s
= topng 20T

= 1,04 mg/mencit
Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml

_ Llsmg
C 0dml
= 104 mg/ml

k. Deozis Glibenklamide {1,635 mgke BB) - -

¢. EDDG -

3. Perhitonzan Dosis Alok=an, Glibenklamide dan EDDCG Untuk Kelompok M50 Obzervazi H14
3. Dwozis Aloksan (30 mzkg BEE)

Rara — Rara BB Mencit

Fumus = 1000 x50 my

_ 2830
T 1000
= 1,41 mg/mencit

x50 myg

el - R T 3 e - = o e ] I
Volome maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
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_ l4dmg
T 0lml
=142 mg/ml
b Deosis Glibenklamide (0,83 mg'ke BE) : -
. EDD (30 mzke BE)
Rata — Rata BB Mencit

Faumius = 000 x50 mg

_ 820
T 1000g
= 142 mg
4. Perhitunzan Dosis Alokzan, Ghbenklamide dan EDDG Untok Kelompok M1 Observasi H14
3. Deasis Aloksan (30 mg kg BEE)
Rata — Rata BB Mencit

[ = 3l m
AUMms 000 g i3l mg

x50 myg

3166
T 1000 g

= 1,53 mg/mencit

% 50 myg

Volume mak=imal dosis Intravena mencit 0,1 ml
_ Ladmg
T olml
= 153 mg/ml
b Dwosis Glibenklamide (3,63 mg'kg BB) : -
. EDD{ {100 mgke EB)
Rata — Rata BB Mencit

Fumus = T000z £ 100 myg

 BLEE
T 1000

=32Tmg

1 1040 my

5 Perhitunzan Dozis Aloksan, Glibenklamide dan EDDG Untulk Kelompolk R120 Obzervasi H14
2. Dwozis Aloksan {30 mz'kz EE)

Rata — Rata BB Mencit

Faumius = 000 x50 mg

_anss
T 1000
= 1,55 mg/mencit

x50 myg

Volome maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
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_ Labmg
T 0l ml
= 155 mg/ml
b DosisGlivenklamide (0,65 mpkz BB} -
. EDD{F {1530 mgks BE)
Rara — Rata BB Mencit

Fumus = 00 g i 150 myg

30,99

- mx 150 mg

=45img

. Perhitonzan Dosis Aloksan, Ghbenldamide dan EDDG Untul: Kelompok MG Obzervasi H14
3. DwozisAlok=an (30mgke BE)

Rarta — Rata BB Mencit

Fumus = 00 g %50 mg

_ 30,00
T 1000
= 1,50 mg/mencit

150 mg

Volume maksimal dosis intravena mencit 0,1 ml
_ Lalmg
T 0l ml
= 150 mg,/ml
b, Duosis Glibenklamide {43 mz/kez BE)
Rara — Rata BB Mencit

Fumus = 000 g i 0,65 myg

30,00
T 1000 g
=002 mg

#0853 my

Wolume lambung mencit = 0,5 ml
_ 002 mg
T 05ml
= 0,02 mg/ml
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Lampiran 14 Pembuatan Preparat Histopatologi Organ Pankreas Mencit

Fiksasi

I

Dehidrasi

I

Clearing

|

Embedding

I

Sectioning

T

w— i NBF 10%

...................................

— Xylol

......

...................................

.
...................................

Pengeringan

I

Pewarnaan

Immunohistochemistry

Hematoksilin Eosin
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Lampiran 15. Analisis Ekspresi Glut-2 Pada Mencit Menggunakan Immunohistochemistry
(IHC)

Penempelan jaringan pada objek glass

{

Deparafinisasi menggunakan xylol

1

Rehidrasi menggunakan alkohol bertingkat

1

Pencucian menggunakan PBS

I

I

Sampel diinkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit

¥

Mencuci kembali menggunakan PBS

]
i

Dicuci dengan air

I
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Lampiran 16 Pemeriksaan Histopatologik Sel Beta Pankreas

Preparat dimasukkan dalam larutan xylol 1 dan 2 selama 5 menit

¥

Dimasukkan kedalam alcohol bertingkat 95%, 90%, 80%, dan 70%

¥

L}

dicuci dengan air 10 menit dan dibilas aquades 5 menit

I

Preparat diwarnai eosin 5 menit

i

dicuci dengan air 10 menit dan dibilas aquades 5 menit

I

Preparat dimasukkan pada alcohol 80%, 90%, dan 95%

¥

Preparat dimasukkan dalam larutan xylol 1 dan 2 selama 3 menit

¥

Preparat diangin-anginkan hingga kering

)

Dilakukan perekatan menggunakan entelan

]
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Daun dandang
gendis

Daun dandang
gendis dikeringkan

Proses penyerbukan

|

Proses penguapan
dengan

menggunakan
rotary
evavorator

Proses maserasi
dengan

menggunakan
metode MAE

Hasil maserasi
(ekstrak pekat)

Flavanoid

e e —
Alkaloid Steroid

Terpenoid (+)

Saponin

Terpenoid
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Fenol (+)

Fenol

DPPH

Ascorbic Acid

Larutan induk
vitamin C

Pembuatan larutan
uji

Persiapan inkubasi

larutan uji dengan

membungkus tabung
menggunakan
aluminium foil

Pembacaan
absorbansi

Memipet 5 HL
sampel kedalam
tabung

Memipet 5 HL
larutan
DMSO kedalam tabung

Memipet 250 HL buffer
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Memipet 250 ML
enzim

Melakukan inkubasi

pada suhu 37° C

Memipet larutan
1000 KL Na2CO3

Mengukur absorbansi
menggunakan
spektrofotometer 400

Pengelompokan
mencit

Pemberian Na CMC 1%

Pemberian larutan
ekstrak

Mengamati gejala pada
5 kelompok selama 24
Jjam

e o T

Pengukuran bobot
badan mencit

Aklimatisasi mencit

Larutan aloksan

Larutan ekstrak

Pengambilan darah

Fiksasi Sampel

Preparasi Sampel
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pada mencit

Dehidrasi
(Menggunakan Alat
Tissue Processor)

Clearing

Embedding (Blok
Paraffin

menggunakan
embedding center)

Persiapan
Pewarnaan

Deparafinisasi
menggunakan xylol

Deparafinisasi
menggunakan
alkohol bertingkat

Meneteskan
antibody primer
anti GLUT-2

Inkubasi preparat

Preparat dicuci
menggunakan PBS

Meneteskan anitbody
sekunder dan Ha0o
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Mencuci kembali Melakukan tahap Melakukan tahap Melakukan
preparat dehidrasi pemotongan pengamatan dibawah
menggunakan menggunakan (mounting) mikroskop
PBS alkohol bertingkat
Il ( ‘EE
WA TR WA

Preparat

Dimasukkan .
dimasukkan dalam Pencucian dengan
kedalam
xylol 1 dan 2 aquadest

: alkohol
selama 5 menit )
bertingkat

Melakukan pewarnaan
dengan hematoksilin
10 menit

FmJWﬁM‘

Dicuci Preparat diwarnai

. Dibilas dengan .
menggunakan air dengan eosini 5

Preparat dicuci
kembali

10 menit aquadest menit menggunakan air
s \ = = o 1 | ..
AA é%a_ 'ﬁﬁy
fuv il SR el i
S L

Preparat Preparat dimasukkan
dimasukkan dalam dalam xylol 1 dan
alkohol 80%, 90% xylol 2 selama 3

dan 95% menit

Preparat diangin-—
anginkan hingga
kering

Melakukan perekatan
menggunakan entelan
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