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Lampiran 3 

 

Pemeliharaan Hewan Coba 

 

1. Tikus dipelihara dalam ruangan yang berventilasi cukup. Suhu ruangan 

berkisar 28-32oC. 

2. Makanan dan minuman diberikan ad libitum dalam bentuk pellet dan pakan 

tikus. 

3. Untuk kesehatan, setiap hari dilakukan pembersihan kandang. 

4. Penerangan diatur dengan siklus 12 jam terang dan 12 jam gelap (siklus 

terang dimulai jam 06.00 pagi s/d 18.00 WIB. 

Lampiran 4 

 

Prosedur Pemberian Pakan 

 

 

1. Duapuluh empat ekor tikus diadaptasikan terdahulu selama 7 hari dan diberi 

pakan standar Comfeed AD II dan air ad libitum. Komposisi pakan Comfeed 

AD II terdiri dari: 

Air  : maks  12% 

Protein kasar  : min  15% 

Lemak kasar : 3-7% 

Serat kasar : maks  6% 
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Abu  : maks  7% 

Kalsium : 0,9-1,1% 

Phosphor : 0,6-0,9% 

Antibiotika : + 

Coccidiostat : + 

2. Tikus dipuasakan selama 12 jam, selanjutnya diinduksi STZ 40mg/BB ip, 

dibiarkan selama 72 jam, kemudian diukur kadar gula darah sewaktu sehingga 

ditemukan tikus DM. 

3. Tikus dibagi secara acak menjadi 4 kelompok: 1 kelompok control negative 

tanpa pemberian EEDS dan 3 kelompok perlakuan diberi EEDS dengan 3 

dosis bertingkat: 150mg/200g BB, 300mg/200g BB dan 450mg/200g BB. 

4.  Selanjutnya tikus kembali diberi pakan satndar Comfeed AD II dan air ad 

libitum selama 15 hari. 
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Lampiran 5 

 

 
 

LEMBAR KERJA UJI EKSTRAKSI 
LABORATORIUM PENGUJIAN 

“LPPT-UGM” 

 
 

RDP/5.10.2/LPPT 
Rev.01 

 
 

 

Nama sample Daun Salam No. Pengujian  

Kode sample 14040100465 Tanggal Diterima 06 Juni 2014 

Tanggal Pengujian 02 April 2014 Tanggal Selesai 16 Juni 2014 

Suhu Ruangan  Kelembaban  

Metode Uji 1.Ekstraksi Maserasi 2. 

 3. 4. 

 
 
Prosedur Pembuatan Ekstrak Daun Salam 
 

1. Daun Salam dicuci dalam air mengalir. 

2. Dikeringkan di dalam almari pengering suhu 45 ºC selama 48 jam. 

3. Diserbuk menggunakan mesin penyerbuk dengan diameter lubang saringan 

1 mm. 

4. Serbuk Daun Salam ditambah Ethanol 70%. 

5. Diaduk selama 30 menit, didiamkan 24 jam, kemudian disaring (diulang 2 

kali). 

6. Filtrat diuapkan dengan Vacuum Rotary Evaporator pemanas waterbath suhu 

70 ºC 

7. Ekstrak kental dituang dalam cawan porselin. 

8. Dipanaskan dengan waterbath suhu 70 ºC sambil terus diaduk. 

9. Hasil ekstrak Daun Salam ditimbang dan dikemas. 
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Diperiksa/Disetujui Oleh : 
 
 

Dikerjakan Oleh : 
 
 
Dani Sapdani 

 

 

 
 

LEMBAR KERJA KOMPILASI DATA 
LABORATORIUM PENGUJIAN 

“LPPT-UGM” 

RDP/5.10.2/LPPT 
Rev.01 

Nama sampel Daun Salam No. Pengujian  

Kode sampel 14040100465 Tanggal Diterima 06 Juni 2014 

Tanggal Pengujian 02 April 2014 Tanggal Selesai 16 Juni 2014 

Suhu Ruangan  Kelembaban  

Metode Uji 1.Ekstraksi Maserasi 2. 

 3. 4. 

 

DATA PEMBUATAN EKSTRAK DAUN SALAM 
 
 

Brt. Daun Salam Basah Brt. Daun Salam Kering Susut Pengeringan 

10 gram 3,59 gram 35,90 % 

10 gram 3,58 gram 35,80 % 

10 gram 3,75 gram 37,50 % 

     Rata-rata  36,40 % 

 

Berat serbuk Daun Salam   : 700,00 gram 

Ethanol 70%     : 4000 ml 

Berat Ekstrak Daun Salam   : 45,12 gram 
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Lampiran 7 

 

Perlakuan Pemberian STZ 

1. Berat badan tikus jantan Sprague dawley jantan diukur dengan ditimbang. 

2. Tikus yang terpilih kemudian dilakukan aklimatisasi untuk penyesuaian iklim 

dengan keadaan lingkungan baru. 

3. Hewan dipuasakan 10-12 jam. 

4. Hewan diinduksi dengan STZ 40mg/kgBB yang dilarutkan dalam buffer sitrat 

0,1M, pH 4,. 

Setelah 72 jam hewan perlakuan diukur kadar gula darah sewaktu. Untuk memenuhi 

criteria DM, dipilih tikus dengan 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Diperiksa/Disetujui Oleh : 
 
 

Dikerjakan Oleh : 
 
 
Dani Sapdani 
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Lampiran 10 

 

Prosedur  IHC 

 

1. Jaringan blok paraffin dipotong dengan ketebalan 3 μ, letakkan diatas objek 

glassPoly L Lysin . 

2. Letakkan objek glass diatas incubator suhu 45oC, biarkan semalam . 

3. Diiparafinisasi (Xylol 3x5 menit, alkohol absolut, alcohol 96 %, alcohol 70% 

masing-masing Selma 5 menit. 

4. Cuci dengan air kran mengalir, cuci aqudest. 

5. Inkubasi dengan H202 3 % selama 15 menit. 

6. Cuci dengan air kran mengalir, cuci dengan aquadest. 

7. Untuk Retrivel dengan citrate buffer ph 6 selama 40 menit pada 95o dengan 

Decolaking Chamber atau 10-20 menit dengan microwave. 

Khusus untuk VEGF retrivel dengan EDTA PH 8. 

8. Dinginkan ± selama 10 menit. 

9. Cuci PBS 2x selama 3-5 menit. 

10. Inkubasi dengan bloking serum atau normal serum selama 15 menit. 

11. Tiriskan, bersihkan. 

12. Inkubasi dengan antibody ….biarkan selama 1 jam. 

13. Cuci PBS 2x selama 3-5 menit. 
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14. Inkubasi dengan antibody sekunder atau trekkie universal link selama 20 

menit. 

15. Cuci PBS 2x selama 3-5 menit. 

16. Inkubasi dengan trekkie avidin HRP selama 10 menit. 

17. Cuci PBS 2x selama 3-5 menit. 

18. Teteskan cromogen DAB (1:50), biarkan selama 2 menit. 

19. Cuci air. 

20. Counterstain dengan Hematoxylin  mayer 2 menit. 

21. Cuci air. 

22. Celupkan ke alcohol bertingkat 70%, 96%, 100%, xylol. 

23. Mounting.   
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