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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Sertifikat Laik Etik 
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Lampiran 2.  DETERMINASI TANAMAN SELEDRI 
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Lampiran 3. SURAT KETERANGAN 
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Lampiran 4. Hasil Uji LCMS 
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LAMPIRAN 5 KERANGKA OPERASIONAL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tikus (Rattus norvegicus) 

Adaptasi 7 hari 

Indometasin dosis 15 mg/KgBB 

 

Proses terjadi Inflammatory bowel 

disease 1 hari 

Kelompok A 

Tikus sehat 

(kontrol negatif) 

Kelompok B 

Tikus IBD 

(kontrol positif) 

Kelompok C 

Tikus IBD dan 

terapi ekstrak etanol 

akar seledri  dosis 

100 mg/KgBB  

Kelompok D 

Tikus IBD dan 

terapi ekstrak etanol 

akar seledri  dosis 

300 mg/KgBB  

 

Pakan + terapi sonde lambung 2 ml 

selama14 hari 

 

Pakan 14 hari 

Pembedahan tikus 

 

Jejunum Jejunum 

Pembuatan Preparat Histologi Aktifitas protease 

Analisa Data 



49 
 

LAMPIRAN 6. PERHITUNGAN DOSIS INDOMETASIN  

 

 Dosis indometasin yang digunakan  untuk IBD yaitu 15mg/kg berat badan 

tikus. Indometasin dilarutkan dalam minyak jagung steril dengan perbandingan 

45mg indometasin dilarutkan dalam 4 ml minyak jagung. Maka penghitungan  

dosis yang digunakan untuk satu ekor tikus dengan berat badan rata-rata 150 gram 

yaitu  

 Dosis 1 tikus = Berat badan rata-rata tikus x Dosis pemberian indometasin 

    1 Kilogram berat badan 

 

 Dosis 1 tikus = 150 gram x 15 mg/KgBB 

1000 gram 

 Dosis 1 tikus = 2,25 mg/tikus 

 Pengenceran Indometasi mengunakan minyak jagung (dalam 45mg 

Indometasin diencerkan 4 ml minyak jagung) 

 Maka pengenceran Indometasin/ tikus yaitu : 

 =  Dosis Indometasin/tikus  x 45 

   n   4 

   =  2,25  x 45 

        n      4 

   n =  9 

       45   

   n = 0,2 ml/tikus 

 

 Jadi Induksi indometasin per ekor tikus  sebanyak 0,2 ml per oral 

             (Stadynk and Issekutz.2002; Dursun et al.,2009) 
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LAMPIRAN...7..PERHITUNGAN DOSIS, SEDIAAN, DAN BAHAN 

PEMBUATAN EKSTRAK ETANOL AKAR SELEDRI  

 

1. Dosis 100 mg/kgBB 

Dosis ini dibuat ke dalam sediaan 100 ml. Dosis ini diberikan 2 ml /hari pada 

tikus kelompok C dengan berat badan rata-rata 200 gram, sehingga 2 ml 

mengandung dosis : 

= 200 gram x 100 mg/kgBB 

  1000 gram  

= 20 gram 

Terdapat 5 ekor tikus pada kelompok C dan terapi diberikan 1 x sehari, 

sehingga kebutuhan terapi per hari : 

= 5 ekor x 2 ml 

= 10 ml (mengandung 100 mg atau dosis per kg BB) 

Jika dosis 100 mg/kgBB dibuat ke dalam sediaan 100 ml, maka jumlah gel 

hasil ekstraksi yang dibutuhkan adalah : 

10 ml     : 100 ml      

100 mg x 

10 x = 10.000 

x = 1000 mg 

Jadi gel hasil ekstraksi yang dibutuhkan untuk membuat dosis 100 mg/kgBB ke 

dalam sediaan 100 ml adalah 1000 mg. 

Terapi berlangsung selama 14 hari sehingga dibutuhkan 140 ml, maka dosis 

100 mg/kgBB dibuat menjadi 2 sediaan, sehingga total gel hasil ekstraksi yang 

dibutuhkan adalah : 

= 2 x 1000 mg 

= 2000 mg    
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Menurut De Guzman and Siemonsma (1999), perbandingan gel hasil ekstraksi 

dengan bahan kering adalah 1 : 10, sehingga jumlah serbuk akar seledri yang 

dibutuhkan untuk menghasilkan 2000 mg gel adalah  

= 10  x 2000 mg 

     1 

= 20.000 mg  

 

2. Dosis 300 mg/kgBB 

Dosis ini dibuat ke dalam sediaan 100 ml. Dosis ini diberikan 2 ml /hari pada 

tikus kelompok D dengan berat badan rata-rata 200 gram, sehingga 2 ml 

mengandung dosis : 

= 200 gram x 300 mg/kgBB 

  1000 gram  

= 60 gram 

Terdapat 5 ekor tikus pada kelompok D dan terapi diberikan 1 x sehari, 

sehingga kebutuhan terapi per hari : 

= 5 ekor x 2 ml 

= 10 ml (mengandung 300 mg atau dosis per kg BB) 

Jika dosis 100 mg/kgBB dibuat ke dalam sediaan 100 ml, maka jumlah gel 

hasil ekstraksi yang dibutuhkan adalah  : 

10 ml     : 100 ml      

300 mg x 

10 x = 30.000 

x = 3000 mg 

Jadi gel hasil ekstraksi yang dibutuhkan untuk membuat dosis 300 mg/kgBB ke 

dalam sediaan 100 ml adalah 3000 mg. 

Terapi berlangsung selama 14 hari sehingga dibutuhkan 140 ml, maka dosis 

300 mg/kgBB dibuat menjadi 2 sediaan, sehingga total gel yang dibutuhkan 

adalah : 

= 2 x 3000 mg 

= 6000 mg 
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Menurut De Guzman and Siemonsma (1999), perbandingan gel hasil ekstraksi 

dengan bahan kering adalah 1 : 10, sehingga jumlah serbuk akar seledri yang 

dibutuhkan untuk menghasilkan 2000 mg gel adalah  

= 10  x 6000 mg 

     1 

= 60.000 mg  

 

Jadi total serbuk akar seledri yang dibutuhkan untuk membuat dosis 100 

mg/kgBB dan 300 mg/kgBB adalah 

= 20.000 mg + 60.000 mg 

= 80.000 mg 

=100.000 mg 
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LAMPIRAN 8.  LANGKAH-LANGKAH PEMBUATAN EKSTRAK  

    ETANOL AKAR SELEDRI 

 

 

Akar Seledri 

 Ditimbang bahan serbuk akar seledri sebanyak 100.000 mg  

 Dimasukkan kedalam beker gelas dan dituangkan pelarut (etanol 96%) 

sebanyak 1 liter 

 Direndam bahan dan didiamkan pada suhu kamar selama minimal 2 x 

24 jam  

 Ditunggu 2 x 24 jam  

 Disaring bahan dengan kertas saring whatman nomor 40  

 Dievaporasi pelarut yang diperoleh agar sisa pelarut hilang 

 Dioven sisa pelarut yang masih tersisa pada suhu 40-50
o
 C hingga 

bahan benar – benar tidak mengandung pelarut 

 Diperoleh hasil ekstrak yang berbentuk gel sebanyak 10.000 mg 

 Disiapakan 4 tabung  

 Ditambahkan 1000 mg gel masing – masing ke dalam 2 tabung 

sediaan berbeda dan  ditambahkan 3000 mg gel ke dalam 2 tabung 

sediaan yang lain 

 Ditambahkan aquades 100 ml pada ke empat tabung sediaan 

 

 

 

 

 

 

 

 

Akar Seledri 

Ekstrak etanol akar seledri 
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LAMPIRAN 10. PEMBUATAN PREPARAT HISTOLOGI 

10.1 Pengambilan sampel sampai  Embedding Jejunum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10.2 Pembuatan preparat jejunum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Jejunum dalam blok parafin 

  diiris seukuran 4 µm 

 didinginkan diatas air dingin 

 dimasukkan dalam air hangat pada suhu 37˚C 

 diambil dan tempatkan pada gelas objek 

 Preparat jejunum  disimpan dalam inkubasi pada suhu 37˚C 

selama 24 jam 

  

 

Preparat Jejunum siap pewarnaan 

 

Tikus dibedah 

 diambil organ jejunum 

 dimasukkan dalam paraformaldehid 4% (PFA) 

Jejunum dalam PFA 4% 

  diambil dan direndam dalam etanol 70% selama 24 jam 

 dimasukkan dalam etanol 80% selama 2 jam 

 dimasukkan dalam etanol 90% selama 20 menit 

 dimasukkan dalam etanol 95% selama 20 menit 

 dipindahkan dalam etanol absolut selama 3 x 30 menit 

pada suhu ruang 

 
Jejunum  hasil dehidrasi dengan etanol 

 

 dimasukkan dalam larutan xilol Iselama 60 menit pada suhu 

ruang 

 dimasukkan dalam larutan xilol II selama 60 menit pada suhu60-

63˚C. 

 dimasukkan  dalam larutan xilol III selama 30 menit pada suhu 

ruang dan 30 menit pada suhu inkubator. 

 dicelupkan pada parafin cair selama 3 x 60 menit pada suhu56-

58˚C 
 

Jejunum dalam blok parafin 
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10.3  Pewarnaan Hematosilin-Eosin 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Preparat Jejunum 

 dideparafinasi dengan xilol selama 5 menit  

 dimasukkan dalam etanol absolut selama 5 menit 

 dimasukkan dalam etanol 95% selama 5 menit 

 dimasukkan dalam etanol 90% selama 5 menit 

 dimasukkan dalam etanol 80% selama 5 menit 

 dimasukkan dalam etanol 70% selama 5 menit 

 dicuci dengan air mengalir selama 15 menit 

 direndam dalam akuades steril selama 5 menit 

Preparat Jejunum 

 diwarnai dengan Hematoksilin selama 10 menit  

 dicuci dengan air mengalir selama 30 menit 

 dibilas dan direndam dengan akuades selama 5 menit 

 diwarnai dengan Eosin selama 5 menit  

 dicuci kembalidengan air mengalir selama 10 menit 

 dicuci air denganakuades selama 5 menit 

 dimasukkan dalam etanol 70% selama 5 detik 

 dimasukkan dalam etanol 80% selama 5 detik 

 dimasukkan dalam etanol 90% selama 5detik 

 dimasukkan dalam etanol 95% selama 5 detik 

 dimasukkan kedalam etanol absolut 3 x 2 menit 

 dimasukkan dalam larutan xilol 3 x 3 menit 

 dikering anginkan danditutupdengancover glass 

 dimounting dengan menggunakan entellan  

 ditutup dengan cover glass 

Preparat Jejunum  
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LAMPIRAN 11: DIAGRAM KERJA PENGUKURAN AKTIVITAS   

       PROTEASE  

 

 

11.1 Isolasi protein 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organ jejunum 

 dipotong kecil-kecil 

 ditambah larutan PBST-PMSF sebanyak 5x volume sampel 

 ditambah sedikit pasir kuarsa 

 dihaluskan dengan mortar dalam kondisi dingin 
 

Homogenat 

 dimasukkan dalam tabung afron steril 

 disonikasi dengan sonikator selama 10 menit 

 disentrifus dengan alat sentrifugasi selama 15 menit (6000 rpm) 
 

Supernatan Pellet 

 ditambah etanol absolut dingin denganperbandingan 1:1 
 dibiarkan selama 24 jam hingga terbentuk endapan 
 disentrifuse dengan alat sentifugasi selama 15 menit 

(10.000 rpm) 

Endapan 

 dikeringkan di udara bebas hingga bau etanol hilang 

 ditambah buffer Tris-HCl dengin 20 mM dengan 

 perbandingan 1:1 

 
Ekstrak kasar protein 



57 
 

11.2 Pembuatan Larutan Kasein 

 

 

 dilarutkan dengan 25 mL akuades  

 diaduk dengan pengaduk magnetik 

 dipindahkan dalam labu ukur 50 mL 

 diencerkan hingga tanda batas 

 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas 

 

 

 

11.3 Pembuatan Larutan Stok Tirosin  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11.4 Pembuatan Larutan  Tirosin standar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Larutan stok tirosin 500 ppm 

0,025 g tirosin 

 dilarutkan dengan 25 mL aquades  

 diaduk dengan pengaduk magnetik 

 dipindahkan dalam labu ukur 50 mL 

 diencerkan hingga tanda batas 

 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas 

 

Larutan stok tirosin 500 ppm 

 dipipet berturut-turut 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10  mL 

 dimasukkan masing-masing larutan kedalam labu ukur 10 mL 

 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas 

4 mL Larutan baku tirosin 500 ppm 

 dimasukkan kedalam labu ukur 100 mL 

 diencerkan dengan aquades sampai tanda batas 
 

Larutan baku tirosin 20  ppm 

Larutan baku tirosin 2,4,6,8,10,12,14,16,18,20 ppm 

0,025 g kasein 

Larutanstokkasein 500 ppm 
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11.5 Pembuatan Panjang Gelombang Maksimum Tirosin 

 

 

 

 

 

 

 

11.6 Pembuatan Kurva Baku Tirosin  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11.7 Pembuatan Larutan Blanko 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Larutan baku tirosin 20 ppm 

 diukur absorbansinya pada λ maksimum tirosin 

Panjang gelombang maksimum 

Larutan baku tirosin 2,4,6,8,10,12,14,16,18,20 ppm 

 dipipet sebanyak 1 mL dan dimasukkan dalam eppendorf 

 diukur absorbansinya pada λ maksimum tirosin 200-300 nm 

Kurva Baku Tirosin 

Akuades steril 

 dipipet 200 µL  

 dimasukkan dalam tabung reaksi  

 ditambah 300 µL larutan buffer fosfat pH 7 

 ditambah 100 µL ekstrak kasar protein 

 diinkubasi pada suhu 37˚C selama 60 menit 

 ditambah 400 µL larutan TCA 4% 

 didinginkan pada suhu ruang selama 30 menit 

 disentrifugasi pada 4000 rpm selama 10 menit 

Supernatan Endapan 

 dipipet 100 µL  

 ditambah buffer fosfat 5 kali volume  

sampel  

 diukur serapannya pada λ maksimum  

tirosin 275 nm 
 Hasil 
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11.8 Pengukuran Aktivitas Protease 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Larutan kasein 500 ppm 

 dipipet 200 µL  

 dimasukkan dalam tabung reaksi  

 ditambah 300 µL larutan buffer fosfat pH 7 

 ditambah 100 µL ekstrak kasar protein 

 diinkubasi pada suhu 37˚C selama 60 menit 

 ditambah 400 µL larutan TCA 4% 

 didinginkan pada suhu ruang selama 30 menit 

 disentrifugasi pada 4000 rpm selama 10 menit 

 

Supernatan Endapan 

 dipipet 100 µL  

 ditambah  buffer fosfat 5 kali volume 

sampel  

 diukur serapannya pada λ maksimum 

tirosin 275 nm 

 Hasil 
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LAMPIRAN 12 : PENENTUAN PANJANG GELOMBANG MAKSIMUM  

         TIROSIN 

Tabel  L. 12.1: absorbansi Larutan Standar Tirosin 10 ppm 

λmaks. Absorbansi 

251 0,168 

254 0,175 

257 0,219 

260 0,233 

263 0,264 

266 0,27 

269 0,276 

272 0,283 

275 0,297 

278 0,281 

281 0,274 

284 0,269 

 

 

 

 

 

 

 

 

0 

0.1 

0.2 

0.3 

251 254 257 260 263 266 269 272 275 278 281 284 287 
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LAMPIRAN 13 : PEMBUATAN KURVA STANDAR TIROSIN 

Tabel L. 13.1 Absorbansi Larutan Standar Tirosin 

[tirosin] Absorbansi 

0 0 

2 0,058 

4 0,087 

6 0,146 

8 0,165 

10 0,182 

12 0,231 

14 0,242 

16 0,268 

18 0,276 

20 0,287 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

y = 0,016x+ 0,061 
R² = 0,911 

0 

0.05 

0.1 

0.15 

0.2 

0.25 

0.3 

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 
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Tabel L. 13.2. Data Absorbansi Tirosin  

Perlakuan 

Tikus 

1 2 3 4 5 

Kontrol (-) 0,331 0,278 0,282 0,298 0,296 

Positif (+) 0,813 0,802 0,852 0,7993 0,815 

Terapi 100 mg/KgBB 0,631 0,601 0,723 0,652 0,591 

Terapi 300 mg/KgBB 0,409 0,437 0,425 0,505 0,457 
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LAMPIRAN 14. PERHITUNGAN AKTIVITAS PROTEASE 

L. 14.1 RumusPerhitungan 

Misal : Pengukuran aktivitas protease kontrol dengan waktu inkubasi 60 

menit dan suhu 37ºC 

Persamaan kurva baku tirosin : Y=0,016x+ 0,061 

Dimana x = konsentrasi tirosin 

Maka   x = 
           

      
 = 16,26 

Nilai x merupakan banyaknya tirosin yang terbentuk oleh enzim 

protease. Untuk menetukan aktivitas enzim protease digunakan persamaan : 

 Aktivitas enzim = 
         

          
 x 

 

   
 x fp 

 

Dimana : v  = volume total sampel (mL)  

  q = waktu inkubasi (mL) 

  fp = faktor pengencaran   

    P  = jumlah enzim (mL)  

  Mr = Berat Molekul Tirosin 181 µg/µmol 

 

Aktivitas enzim  =  
         

          
 x 

 

   
 x fp 

  = 
           

           
 x 

 

               
 x 5 

  =  0,089 x 0,167 x 5=µmol/mL.menit 

  = 0,075 µmol/mL.menit 

  = 0,075 Unit  

Satu unit aktivitas protease dinyatakan dengan banyaknya jumlah 

mikro mol yang terbentuk oleh 1 mL protease per menit. 

 

 

 

Tabel 14.1  Data Konsentrasi Tirosin  

Perlakuan 

Tikus 

1 2 3 4 5 

Kontrol (-) 16,2650 16,7469 16,9879 17,9518 17,8313 

Positif (+) 48,9759 48,3132 51,3253 48,1506 49,0963 

Terapi 100 mg/KgBB 38,0120 36,2048 43,5542 39,2771 35,6024 

Terapi 300 mg/KgBB 24,6385 26,3253 25,6024 30,4216 27,5301 
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Tabel 14.2 Data  Aktivitas Protease Jejunum Tikus  

Perlakuan 

Tikus 

 1 2 3 4 5 RATAAN  

Kontrol (-) 0,075 0,074 0,088 0,079 0,078 0,07907 ± 0,0055
a
 

Positif (+) 0,216 0,213 0,226 0,212 0,217 0,2173 ± 0,0056
d
 

Terapi 100 mg/KgBB 0,168 0,160 0,192 0,173 0,157 0,1702 ± 0,0139
c
 

Terapi 300 mg/KgBB 0,108 0,116 0,113 0,134 0,121 0,1189 ± 0,0098
b
 

 

 Induksi indometasin dapat meningkatkan aktivitas protease jejunum tikus 

(Rattus norvegicus) dan terapi ekstrak etanol akar seledri dapat menurunkan 

aktivitas protease. Prosentase  peningkatan dan penurunan dapat dihitung sebagai 

berikut :  

 Peningkatan Aktivitas Protease= 
                                 

               
       

   =   
               

       
 x 100% 

    = 174,83% 

 Penurunan aktivitas Protease   =  
                                  

               
 x 100% 

  = 
              

       
 x 100 % 

     = 21,68% 

 Penurunan Aktivitas protease = 
                                  

               
 x 100% 

  = 
               

        
 x 100% 

     = 45,28% 

 

 

 

 

 

Terapi 100 mg/KgBB 

Terapi 300 mg/KgBB 
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LAMPIRAN 15. HASIL UJI STATISTIKA 

 

Tabel L. 15.1 Uji Normalitas Data 

Tests of Normality 

 Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Kelompok ,169 20 ,139 ,863 20 ,009 

KadarProtease ,140 20 ,200
*
 ,907 20 ,056 

*p > 0,05 tidak berbeda 

 

Tabel L. 15. 2 Uji Homogenitas  

Kadar Protease   

Levene Statistic df1 df2 Sig. 

1,583 3 16 ,233 

*P > 0,05 tidak berbeda 

Tabel L.15.3 Uji Statistika ANOVA 

KadarProtease   

 Sum of 

Squares 

df Mean Square F Sig. 

Between Groups ,054 3 ,018 204,310 ,000 

Within Groups ,001 16 ,000   

Total ,056 19    

*P <0,05 terdapat perbedaan antar perlakuan 
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Tabel L.15.4 Uji Lanjutan  BNJ ( Beda Nyata Jujur) 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   KadarProtease   

Tukey HSD   

(I) 

Kelompok 

(J) 

Kelompok 

Mean Difference 

(I-J) 

Std. Error Sig. 95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper 

Bound 

Kontrol 

Sakit -,1382573386
*
 ,0059612979 ,000 -,155312730

*
 -,121201947 

Terapi 100 

mg/KgBB 

-,0912201292
*
 ,0059612979 ,000 -,108275521

*
 -,074164738 

Terapi 300 

mg/KgBB 

-,0398322572
*
 ,0059612979 ,000 -,056887649

*
 -,022776866 

Sakit 

Kontrol ,1382573386
*
 ,0059612979 ,000 ,121201947

*
 ,155312730 

Terapi 100 

mg/KgBB 

,0470372094
*
 ,0059612979 ,000 ,029981818

*
 ,064092601 

Terapi 300 

mg/KgBB 

,0984250814
*
 ,0059612979 ,000 ,081369690

*
 ,115480473 

Terapi 100 

mg/KgBB 

Kontrol ,0912201292
*
 ,0059612979 ,000 ,074164738

*
 ,108275521 

Sakit -,0470372094
*
 ,0059612979 ,000 -,064092601

*
 -,029981818 

Terapi 300 

mg/KgBB 

,0513878720
*
 ,0059612979 ,000 ,034332480

*
 ,068443264 

Terapi 300 

mg/KgBB 

Kontrol ,0398322572
*
 ,0059612979 ,000 ,022776866

*
 ,056887649 

Sakit -,0984250814
*
 ,0059612979 ,000 -,115480473

*
 -,081369690 

Terapi 100 

mg/KgBB 

-,0513878720
*
 ,0059612979 ,000 -,068443264

*
 -,034332480 

Tabel L.15.5 Pemberian Notasi pada Uji BNJ 

KadarProtease 

Tukey HSD
a
   

Kelompok N Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

Kontrol 5 ,07907(a)    

Terapi 300 mg/KgBB 5  ,1189(b)   

Terapi 100 mg/KgBB 5   ,1702(c)  

Sakit 5    ,2173(d) 

Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 

 


