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LAMPIRAN 

Lampiran A. Sertifikat Laik Etik 
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Lampiran B. Surat Determinasi Tanaman Akar Pletekan 

(Ruellia tuberosa L.) 
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Lampiran C. Skema Kerja Penelitian secara Umum 
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Lampiran D. Preparasi Larutan dan Perhitungan 

D.1 Pembuatan Larutan Asam Sitrat 0,2 M 

 Dibuat larutan asam sitrat 0,2 M sebanyak 100 mL dengan 

BM C6H8O7.H2O = 210,14 g/mol, maka: 

mol  C6H8O7.H2O = [C6H8O7.H2O] x V larutan 

      = 0,2 mol/L x 0,1 L 

      = 0,02 mol 

Massa C6H8O7.H2O = mol C6H8O7.H2O x BM C6H8O7.H2O 

        = 0,02 mol x 210,14 g/mol 

        = 4,2 g  

 Sehingga, untuk membuat larutan asam sitrat 0,2 M 100 mL 

dibutuhkan 4,2 g padatan C6H8O7.H2O yang kemudian dilarutkan 

dalam akuades. Selanjutnya dipindahkan ke dalam labu ukur 100 mL 

dan ditandabataskan dengan akuades, lalu dikocok hingga homogen. 

D.2 Pembuatan Larutan Natrium Sitrat 0,2 M 

 Dibuat larutan natrium sitrat 0,2 M sebanyak 100 mL dengan 

BM = 294,10 g/mol, maka: 

mol Na3C6H5O7.2H2O = [Na3C6H5O7.2H2O] x V larutan 

             = 0,2 mol/L x 0,1 L 

             = 0,02 mol 

Massa Na3C6H5O7.2H2O = mol Na3C6H5O7.2H2O x BM 

Na3C6H5O7.2H2O  

 = 0,02 mol x 294,10 g/mol 

 = 5,88 g 

 Sehingga, untuk membuat larutan 100 mL natrium sitrat 0,2 

M dibutuhkan 5,88 g padatan Na3C6H5O7.2H2O yang kemudian 

dilarutkan dalam akuades. Selanjutnya dipindahkan ke dalam labu 

ukur 100 mL dan ditandabataskan dengan akuades, lalu dikocok 

hingga homogen. 

D.3 Pembuatan Larutan Buffer Sitrat pH 4,5 

 Pembuatan larutan buffer sitrat pH 4,5 dilakukan dengan 

mencampurkan larutan asam sitrat sebanyak 27,5 mL dengan larutan 

natrium sitrat sebanyak 22,5 mL. Setelah itu larutan diaduk dengan 

stirrer dan diatur pH larutan hingga pH menjadi 4,5. 
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D.4 Pembuatan Larutan Stok STZ 

 Pembuatan larutan Stok STZ dilakukan dengan menimbang 

padatan STZ sebanyak 100 mg yang kemudian dilarutkan dalam 3 mL 

larutan buffer sitrat pH 4,5. Setelah itu campuran larutan divorteks 

hingga homogen dan disimpan pada temperatur 4 ºC.  

D.5 Perhitungan Dosis Larutan STZ 

 Larutan STZ yang diinjeksikan pada hewan coba diambil dari 

larutan stok STZ yang ditambahkan larutan buffer sitrat pH 4,5. Dosis 

yang digunakan untuk injeksi hewan coba adalah 20 mg/kgBB. 

Volume larutan STZ yang dibutuhkan untuk injeksi dapat dihitung 

dengan persamaan di bawah ini: 

Volume campuran = 

𝐵𝐵

1000 𝑔
 ×20 𝑚𝑔

0,033
 × 𝟏 𝝁𝑳  

Volume STZ stok yang dibutuhkan =  

𝐵𝐵

1000 𝑔
 ×20 𝑚𝑔

0,067
 𝟏 𝝁𝑳  

Volume buffer sitrat = V campuran – V STZ stok 

D.6 Pembuatan Larutan NaCl fisiologis 0,9% 

 Pembuatan larutan NaCl fisiologis 0,9% dilakukan dengan 

menghitung massa NaCl yang dibutuhkan, dapat dihitung dengan 

perhitungan dibawah ini: 

Massa NaCl yang dibutuhkan = 
0,9 𝑔

100 𝑚𝐿
 × 250 𝑚𝐿 = 2,25 g 

 Jadi, 2,25 g NaCl dilarutkan dalam akuades secukupnya pada 

gelas kimia kemudian dipindahkan ke dalam labu ukur 250 mL dan 

ditandabataskan dengan akuades lalu dikocok hingga homogen. 

D.7 Pembuatan Larutan Phospate Buffer Saline (PBS) pH 7,4 

Tahapan yang harus dilakukan adalah menimbang KCl 

sebanyak 0,2 gram, KH2PO4  0,2 gram, NaCl 8 gram dan 

Na2HPO4.H2O sebanyak 2,16 gram. Kemudian bahan-bahan tersebut 

dilarutkan dengan 250 mL akuades steril menggunakan pengaduk 

magnetik stirer dalam gelas kimia 500 mL dan diatur pH nya hingga 

mencapai 7,4 dengan pH meter. Setelah itu dipindahkan larutan 

tersebut ke dalam labu ukur 500 mL dan diencerkan dengan akuades 

sampai tandabatas. 
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D.8 Pembuatan Larutan TCA 4% 

Ditimbang TCA sebanyak 4 gram kemudian dilarutkan 

dengan bufer fosfat pH 7 dalam gelas kimia 100 mL dan dituang dalam 

labu ukur 100 mL diencerkan sampai tanda batas. 

D.9 Pembuatan Larutan Kasein 500 ppm 

Ditimbang 0,250 gram kasein, kemudian dilarutkan dengan 

akuades dan di tambah beberapa tetes NaOH 1 N. Kemudian 

diencerkan dengan akuades di dalam labu ukur 50 mL sampai tanda 

batas. 

D.10 Pembuatan Larutan Stok tirosin 500 ppm 

Di timbang 0,250 gram tirosin, kemudian dilarutkan dengan 25 

mL akuades dalam gelas kimia. Kemudian diencerkan dengan akuades 

di dalam labu ukur 50 mL sampai tanda batas. 

D.11 Pembuatan Larutan Poliakrilamida (T-Akril) 

Langkah awal yang harus dilakukan adalah ditimbang 2,92 

gram akrilamida dan 0,0801 gram bisakrilamida, lalu dilarutkan 

dengan 7 mL akuades steril dengan dihomogenkan menggunakan 

magnetik stirer. Kemudian, dimasukkan dalam labu ukur 10 mL dan 

ditambahkan akuades steril hingga tanda batas. 

D.12 Pembuatan Larutan Upper Gel Buffer (UGB) pH 6,8 

Larutan  UGB dapat dibuat dengan mula-mula menimbang 0,75 

gram Tris-base dan 0,0401 gram SDS, kemudian dilarutkan dengan 5 

mL akuades steril. Lalu, diatur pHnya hingga 6,8. Selanjutnya, 

dimasukkan dalam labu ukur 10 mL dan ditambahkan akuades steril 

hingga tanda batas. 

D.13 Pembuatan Larutan Lower Gel Buffer (LGB) pH 8,8 

Tahapan yang harus dilakukan pertama kali adalah menimbang 

1,32 gram Tris-base dan 0,0401 gram SDS, lalu dilarutkan dengan 5 

mL akuades steril dengan dihomogenkan dengan magnetik stirer serta 

diatur pHnya hingga 8,8. Kemudian, dimasukkan dalam labu ukur 10 

mL dan ditambahkan akuades steril hingga tanda batas. 
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Lampiran E.  Hasil Uji Fitokimia Senyawa Bioaktif Ekstrak n-

heksan Akar Pletekan (Ruellia tuberosa L.) 

 

 

Lampiran F. Pengukuran Kurva Baku Tirosin 

Lampiran F.1 Tabel Absorbansi Tirosin  

Tirosin [ppm] Absorbansi rata-rata 

0 0 

2 0.015 

4 0.044 

6 0.068 

8 0.096 

10 0.145 

12 0.169 

14 0.207 

16 0.226 

18 0.261 

20 0.295 
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Lampiran F.2 Kurva Baku Tirosin 

 

 

Lampiran G. Pengukuran Aktivitas Protease 

G.1 Tabel Pengukuran Absorbansi Sampel 

K
o

n
tr

o
l 

N
eg

a
ti

f 

Tikus Absorbansi Rata-Rata Absorbansi 

1 0,118 0,117 0,118 0,118 

2 0,096 0,094 0,094 0,095 

3 0,122 0,122 0,122 0,122 

4 0,121 0,123 0,122 0,122 

5 0,130 0,130 0,129 0,130 

6 0,147 0,147 0,148 0,147 

K
el

o
m

p
o

k
 

P
o

si
ti

f 
D

M
 1

 1 0,268 0,266 0,266 0,267 

2 0,289 0,287 0,288 0,288 

3 0,279 0,278 0,279 0,279 

4 0,299 0,298 0,299 0,299 

y = 0.0143x
R² = 0.9886

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0 5 10 15 20 25

A
b

so
rb

an
si

  T
ir

o
si

n

Konsentrasi Tirosin (ppm)
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5 0,298 0,298 0,297 0,298 

6 0,288 0,289 0,289 0,289 

K
el

o
m

p
o
k

 T
er

a
p

i 
2
5
0
 

m
g
/k

g
B

B
 

1 0,181 0,183 0,182 0,182 

2 0.158 0,157 0,158 0,158 

3 0,157 0,157 0,158 0,157 

4 0,146 0,144 0,140 0,143 

5 0,109 0,109 0,110 0,109 

6 0,197 0,198 0,198 0,198 
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Lampiran G.2 Tabel Pengukuran Aktivitas Protease 

 

 

 

 

 

K
o
n

tr
o
l 

N
eg

a
ti

f 

Tikus [Tirosin] 
Aktivitas Protease 

(µmol/mL.menit) 

Rata-rata Aktivitas 

Protease 

(µmol/mL.menit) 

1 8,228 0,038 

0,039 

2 6,620 0,031 

3 8,531 0,039 

4 8,531 0,039 

5 9,068 0,042 

6 10,303 0,047 

K
el

o
m

p
o

k
 P

o
si

ti
f 

D
M

 1
 1 18,648 0,086 

0,092 

2 20,140 0,093 

3 19,487 0,090 

4 20,886 0,096 

5 20,816 0,096 

6 20,186 0,093 

K
el

o
m

p
o

k
 T

er
a

p
i 

2
5

0
 

m
g

/k
g

B
B

 

1 12,727 0,059 

0,051 

2 11,026 0,051 

3 11,002 0,051 

4 10,023 0,046 

5 7,646 0,035 

6 13,823 0,064 
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Lampiran G.3 Perhitungan Konsentrasi Tirosin dalam Sampel 

 Didapatkan persamaan regresi linier dari kurva baku tirosin 

y=0,0143x. Dengan y adalah absorbansi sampel dan x adalah 

konsentrasi tirosin. Sehingga untuk mencari konsentrasi tirosin: 

x= 
𝑦

0,0143
 

x= 
0,118

0,0143
 = 8,228 µg/mL 

 Maka nilai konsentrasi tirosin hasil hidrolisis protease pada 

sampel adalah 8,228 µg/mL. 

Lampiran G.4 Perhitungan Aktivitas Protease 

 Unit aktivitas protease didefinisikan sebagai banyaknya 

jumlah tirosin hasil hidrolisis protein oleh protease dengan substrat 

kasein. Sehingga untuk mengukur aktivitas protease, digunakan rumus 

berikut: 

 Aktivitas Protease =  
[𝑇𝑖𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛]

𝐵𝑀 𝑇𝑖𝑟𝑜𝑠𝑖𝑛
 × 

𝑣

𝑝 × 𝑞
 × fp 

Keterangan:  

v = volume total sampel (mL) 

p = jumlah enzim (mL) 

q = waktu inkubasi (menit) 

fp = faktor pengenceran 

 

Lampiran H. Hasil Uji Statistika 

Tabel H.1 Uji Homogenitas 

Kadar Glukosa 

*p>0.05 tidak berbeda 
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Tabel H.2 Uji Normalitas Data 

Kadar Glukosa 

*p>0,05 tidak berbeda 

 

Tabel H.3 Uji Statistika ANOVA 

Kadar Glukosa 

*p<0,05 terdapat perbedaan antar perlakuan 

 

Tabel H.4 Uji BNJ (Beda Nyata Jujur) 

Kadar Glukosa 
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Tabel H.5 Pemberian Notasi pad Uji BNJ 

Kadar Glukosa 

 

Tabel H.6 Uji Homogenitas 

Aktivitas Protease 

*p>0,05 tidak berbeda 

 

Tabel H.7 Uji Normalitas Data 

Aktivitas Protease 

*p>0,05 tidak berbeda 
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Tabel H.8 Uji Statistika ANOVA 

Aktivitas Protease 

*p<0,05 terdapat perbedaan antar perlakuan 

 

Tabel H.9 Uji BNJ (Beda Nyata Jujur) 

Aktivitas Protease 

 

 

 

 

 

 


