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Lampiran 1. Skema Penelitian

Beras Menir

l’ Dihaluskan

Tepung Beras Menir

— Diekstraksi

v

'

Filtrat

Supernatan (Ekstrak Kasar
Enzim a-glukosidase)

Fraksinasi Ammonium Sulfat

Fraksi-Fraksi Enzim
a-glukosidase

Uji Aktivitas Enzim

Penentuan Kadar Protein
Metode Lowry

Hasil

Enzim a-glukosidase

Fraksinasi

l> Dialisis

Enzim a-glukosidase
Hasil Dialisis

A

| Dikarakterisasi Konsentrasi Substrat,
Waktu Inkubasi Suhu, pH dan Pengaruh
Logam

— Kromatografi Penukar lon

— Kromatografi Kolom Filtasi Gel

— Penentuan Berat Molekul
y

Enzim a-glukosidase Murni

| Pengujian Aktivitas Inhibisi

A

y

Enzim a-glukosidase Dengan Aktivitas Inhibisi
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Lampiran 2. Produksi Ekstrak Kasar Enzim a-glukosidase

Beras Menir

-Dihaluskan
- Disaring dengan ayakan ukuran 100 mesh

Tepung Beras Menir

—Diambil 40 gram

—Ditambahkan 100 mL buffer fosfat pH 7

- Diaduk satu jam menggunakan magnetik stirrer
- Disimpan dalam lemari pendingin

Sampel Hasil Perendaman

—Disaring dengan kain kasa
Filtrat

- Disentrifugasi dengan kecepatan 8.000 rpm, 4°C selama 20
menit
- Disaring

Ekstrak Kasar Enzim
a-glukosidase
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Lampiran 3. Fraksinasi Amonium Sulfat

Ekstrak Kasar Enzim
a-glukosidase

— Dimasukkan dalam wadah

— Ditambahkan sedikit demi sedikit ammonium sulfat dengan
tingkat kejenuhan 0-20%

— Diaduk secara konstan selama 20 menit

— Disimpan selama semalam dalam lemari pendingin

- Disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm, suhu 4°C
selama 20 menit

— Dipisahkan
v
Endapan
Ditambahkan buffer fosfat pH
optimum
v Fraksi F1 0--20%
Filtrat

— Ditambahkan garam ammonium sulfat tingkat kejenuhan
berturut-turut 20-40% sebagai fraksi 2, 40-60% sebagai
fraksi 3, 60-80% sebagai fraksi 4 dan 80-100% sebagai
fraksi 5 berdasarkan tabel tingkat kejenuhan

— Ditentukan aktivitas dan kadar protein

Ekstrak Kasar Enzim a-glukosidase
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Lampiran 4. Uji Aktivitas Enzim a-glukosidase Metode DNS

Ekstrak Kasar Enzim a-glukosidase

- Dipipet 1,5 mL ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1,5 mL larutan buffer fosfat pH 7
- Ditambahkan 1,5 mL substrat

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit
¢ Ditambahkan 1,5 mL DNS

Larutan Campuran

- Dididihkan pada suhu 100°C selama 15 menit
| Diukur serapannya pada A 450 nm

A
Aktivitas Enzim
a-glukosidase
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Lampiran 5. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry

Larutan Enzim

- Dipipet 0,5 mL ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 3,5 mL aquabides

- Ditambahkan 5,5 mL larutan C

- Dihomogenkan dan dibiarkan selama 15 menit
- Ditambahkan 0,5 mL larutan D

- Dihomogenkan dan dibiarkan selama 30 menit
i Diukur serapannya pada A 660 nm

Hasil
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Lampiran 6. Dialisis

Enzim a-glukosidase Aktivitas Spesifik Tertinggi

| Dimasukkan ke dalam membran selofan

Direndam dalam larutan buffer fosfat pH optimum

Diaduk menggunakan magnetik stirrer dalam keadaan dingin

- Ditambahkan BaCl2 setiap 2 jam hingga tidak terbentuk endapan
A\ 4
Enzim a-glukosidase
Hasil Dialisis

- Dikareksterisasi jenis substrat, konsentrasi substrat, waktu
il inkubasi, pH, suhu, dan pengaruh ion logam

Enzim a-glukosidase
Aktivitas Optimum
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Lampiran 7. Karakterisasi Enzim a-Glukosidase
a. Pengaruh Konsentrasi Substrat  Terhadap Enzim

a-Gluksidase

Ekstrak Kasar Enzim
a-glukosidase

- Dipipet 1,5 mL ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1,5 mL larutan buffer fosfat pH 7
- Ditambahkan 1,5 mL substrat 1%

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit
y Ditambahkan 1,5 mL DNS

Larutan Campuran

- Dididihkan pada suhu 100°C selama 15 menit

- Diukur serapannya pada A 450 nm

- Dilakukan pengukuran dengan berbagai variasi konsentrasi
il substrat maltosa 0,5%,1,5%, 2%, 2,5% dan 3%.

Aktivitas Enzim
a-glukosidase

b. Pengaruh pH Terhadap Enzim a-Glukosidase

Ekstrak Kasar Enzim
a-glukosidase

- Dipipet 1,5 mL ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1,5 mL larutan buffer fosfat pH 7
- Ditambahkan 1,5 mL substrat 1%

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit
v Ditambahkan 1,5 mL DNS

Larutan Campuran

- Dididihkan pada suhu 100°C selama 15 menit
- Diukur serapannya pada A 450 nm
-Dilakukan pengukuran dengan berbagai variasi pH 6, 8, 9.

Aktivitas Enzim
a-glukosidase
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c. Pengaruh Waktu Inkubasi Terhadap Enzim a-Glukosidase

Ekstrak Kasar Enzim
a-glukosidase

- Dipipet 1,5 mL ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1,5 mL larutan buffer fosfat pH 8
- Ditambahkan 1,5 mL substrat 1%

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 30 menit
v Ditambahkan 1,5 mL DNS

Larutan Campuran

- Dididihkan pada suhu 100°C selama 15 menit

—- Diukur serapannya pada A 450 nm

—-Dilakukan pengukuran dengan berbagai variasi waktu
inkubasi 10 menit, 20 menit, 40 menit, 50 menit dan
60 menit.

A 4

Aktivitas Enzim
a-glukosidase

d. Pengaruh Suhu Terhadap Enzim a-Glukosidase

Ekstrak Kasar Enzim
a-glukosidase

- Dipipet 1,5 mL ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1,5 mL larutan buffer fosfat pH 8
- Ditambahkan 1,5 mL substrat

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 40 menit
y Ditambahkan 1,5 mL DNS

Larutan Campuran

- Dididihkan pada suhu 100°C selama 15 menit

— Diukur serapannya pada A 450 nm

—Dilakukan pen%ukuran dengan berbagai variasi suhu 30°C,
| 37°C, 40°C, 50°C, dan 60°C

N

Aktivitas Enzim
a-glukosidase
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e. Pengaruh lon Logam Terhadap Enzim a-Glukosidase

Ekstrak Kasar Enzim
a-glukosidase

- Dipipet 1,5 mL ke dalam tabung reaksi

- Ditambahkan 1,5 mL larutan buffer fosfat pH 8
- Ditambahkan 1,5 mL substrat 1%

- Diinkubasi pada suhu 37°C selama 40 menit
v Ditambahkan 1,5 mL DNS

Larutan Campuran

- Dididihkan pada suhu 100°C selama 15 menit
— Diukur serapannya pada A 450 nm

Na*, Mg?*, zn?*, ca?*, K*, Mn?* dan Co?".

v

Aktivitas Enzim
a-glukosidase

- Dilakukan pengukuran dengan berbagai variasi ion logam
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Lampiran 8. Kromatografi Penukar lon

DEAE Selulosa

- Diaduk dan dituang ke dalam kolom kromatografi hingga
terpisah menjadi dua fase.

- Ditambahkam enzim sebanyak 2 mL saat ketinggian buffer
mencapai 0,2 cm di atas permukaan resin

- Dielusi dengan buffer pH 8 yang memiliki gradien konsentrasi
vy 0garam NaCl 0-9 M

Fraksi Eluen

- Diuji aktivitas dan kadar proteinnya
A\ 4

Hasil
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Lampiran 9. Kromatografi Filtrasi Gel

Matriks Sephadex G-100

- Dimasukkan secara perlahan ke dalam kolom kromatografi
— Ditambahkan enzim a-glukosidase
i Dielusi dengan buffer fosfat pH 8

Fraksi Eluen

iy Diuji aktivitas dan kadar proteinnya

Hasil
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Lampiran 10. Pengukuran Pola Pemisahan Protein A 280

Enzim a-glukosidase

- Dipipet sebanyak 3 mL

- Dimasukkan ke dalam kuvet

- Diukur serapannya menggunakan spektronik 20 D" pada
Amaks 280 nm

Hasil
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Lampiran 11. Penentuan Profil Protein Dengan Metode SDS-PAGE

Protein 20 L

Dicampurkan dengan 5 uL buffer

Didihkan selama 5 menit

Dimasukkan ke dalam sumuran gel

~ Protein dipisahkan dengan memberikan aliran 100 ma 50 volt
Diwarnai dengan comassie blue

Hasil
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Lampiran 12. Pengujian Aktivitas Inhibisi Enzim a-Glukosidase

a. Persiapan Larutan Uji

Sampel Uji

— Ditimbang + 50 mg

— Dilarutkan dalam 50 mL DMSO

- Diencerkan dengan masing-masing konsentrasi 500, 400,
300, 200, dan 100 ppm.

Larutan Uji

b. Uji Aktivitas Inhibisi Enzim
Larutan Uji

- Diambil 0,5 mL

— Ditambahkan 0,5 mL buffer fosfat

— Ditambahkan 0,5 mL Enzim

- Ditambahkan 0,5 mL substrat

~ Diinkubasi pada 37°C selama 30 menit

~ Ditambahkan 1 mL DNS

- Dididihkan pada suhu 100°C selama 15 menit
— Diukur serapannya pada Ama 450 nm

- Perlakuan yang sama dilakukan tanpa penambahan enzim
A 4

Hasil

c. Larutan Kontrol Positif

Akarbosa + 5 mg

— Dilarutkan dalam 50 mL DMSO
- Dienceran  secara bertingkat yakni masing-masing
konsentrasi 500, 400, 300, 200, dan 100 ppm.

Larutan Kontrol Positif

- Dilakukan pengujian baik dengan penambahan atau tanpa
i penambahan larutan enzim

Hasil
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d. Larutan Kontrol Negatif

Buffer Fosfat

— Ditambahkan 1 mL buffer fosfat

— Ditambahkan 0,5 mL Enzim

- Ditambahkan 0,5 mL substrat

~ Diinkubasi pada 37°C selama 30 menit

~ Ditambahkan 1 mL DNS

- Dididihkan pada suhu 100°C selama 15 menit

— Diukur serapannya pada A 450 nm

- Perlakuan yang sama dilakukan tanpa penambahan enzim

Hasil
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Lampiran 13.

Tabel Kejenuhan Ammonium Sulfat dan
Massa Ammonium Sulfat

Perhitungan

S2

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
S Garam amonium sulfat yang ditambahkan (gram)
0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697
§ 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 305 444 484 526 570 615 662
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 581 627
15 26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 3592
20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557
25 0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522
30 0 28 56 86 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488
35 0 28 57 87 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453
40 0 29 58 89 120 153 187 222 258 296 335 376 418
45 0 29 59 90 123 156 190 226 263 302 342 383
50 0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348
55 0 30 61 93 127 161 197 235 273 313
60 0 31 62 95 129 164 210 239 279
65 0 31 63 97 132 168 205 244
70 0 32 65 99 134 171 209
75 0 32 66 101 137 174
80 0 33 67 103 139
85 0 34 68 105
9% 0 34 7
95 0 35
100 0

Rumus massa ammonium sulfat pada masing-masing tingkat kejenuhan

Tingkat kejenuhan = Volume filtrat (mL)/1000 (mL) x massa ammonium

Contoh perhitungan massa ammonium sulfat yang ditambahkan

a. 0-20%

b. 20-40%

c. 40-60%

d. 60-80%

sulfat tabel kejenuhan =

= 500 mL/1000 mL x 106 gram = 53 gram

=499 mL/1000 mL x 113 gram = 56,387 gram

=498 mL/1000 mL x 120 gram = 59,760 gram

=496 mL/1000 mL x 129 gram = 53,984 gram
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Lampiran 14. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum DNS

Panjang Gelombang (hm)  Absorban

430 0,020
440 0,080
450 0,092
460 0,054
470 0,042
0,1
0,08
%
% 0,06
)
30,04
<
0,02
0
420 430 440 450 460 470 480
Panjang Gelombang (A)




Lampiran 15. Kurva Standar Glukosa Untuk Mengkur Aktivitas Enzim

Glukosa (mg/mL) Absorban
0,01 0,011
0,02 0,040
0,04 0,097
0,08 0,223
01,16 0,492

P

Absorban (A= 450 nm

0,48
0,40
0,32
0,24
0,16
0,08
0,00

y =2,7615x - 0,0093
R?=0,9976

T T 1

0,04 0,08 0,12 0,16
Konsentrasi Glukosa (mg/mL)
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Lampiran 16. Perhitungan Uji Aktivitas Enzim a-Glukosidase

F’
Cc x FP p

Aktivitas enzim (Unit/mL) = M7 Glukosa ~ VE

%5 x 1000 pmol/mmol

Keterangan

C = Konsentrasi glukosa (mg/mL)

BM = Berat molekul glukosa (180 g/mol atau g/mmol)
VE =Volume enzim

VS =Volume substrat

t =Waktu inkubasi (menit)

Diketahui

y = 2,7615x — 0,0093

Penyelesaian:
a. Perhitungan Konsentrasi Glukosa

y = 2,7615x — 0,0093
y+0,0093
© 2,7615

0,028+0,0093
2,7615

= 0,140 mg/mL
Konsentrasi Glukosa = 0,140 mg/mL = 1,4 x 10 g/mL
b. Perhitungan Aktivitas Enzim

(o Fp

Aktivitas enzim (Unit/mL) Mr Glukosa. \ VE

X t— x 1000 pmol/mmol

_ 1,4 x10—4 gr/mL 10 % 1
180 gr/mmol 1mL 30mL

x 1000 pmol/mmol

0.025 U/mL
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Lampiran 17. Contoh Perhitungan Aktivitas Spesifik Enzim

a-Glukosidase

Aktivitas enzim a—glukosidase

Aktivitas spesifik a-glukosidase = Kadar protein

Diketahui
. . . 0,025 U/mL
Aktvitas enzim a-glukosidase = ———
4,819 mg/mL
= 0,005 U/mL

Contoh perhitungan tingkat kemurnian

Aktivitas spesifik a—glukosidase setelah pemurnian

Tingkat kemurnian =
9 Aktivitas spesifik a—glukosidase ekstrak kasar

Diketahui:
Aktivitas spesifik a-glukosidase ekstrak kasar = 0,005 U/mL
Aktivitas spesifik a-glukosidase setelah pemunian = 0.008 U/mL

Penyelesaian:

0.008 U/mg

Tingkat kemurnian =
0.005U/mg

= 1,600 kali
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Lampiran 18. Panjang Gelombang Maksimum BSA

0,405 T

630 640

T T T

650 660 670
Panjang Gelomban (A)

T

680

1

690
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Lampiran 19. Kurva Standar BSA Untuk Pengukuran Kadar Protein

Metode Lowry

Konsentrasi BSA (mg/mL)

BSA (mg/mL) Absorban
0,1 0,115
0,2 0,195
0,3 0,394
0,4 0,476
0,5 0,592
0,7 -
= 06 - y =1,2350x - 0,0161
c R? = 0,9807
o 05 -
(o]
© 04 -
< 03 -
C
S 02 - *
@ 01 -
o]
< 0 T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Contoh Perhitungan Kadar Protein

Keterangan

Diketahui

y =1,230x — 0,0161
Kadar protein = x. FP

y = Absorban
X = Konsenrtrasi protein (mg/mL)

y =0,579
FP =10 kali
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Penyelesaian:

y = 1,230x — 0,0161
_ y+0,0161
~ 1,2350

0,579+0,0161
1,2350

=0,48186 mg/mL

Kadar protein = 0,4819 mg/mL
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Lampiran 20. Tabel Hasil Karakterisasi Enzim a-Glukosidase Hasil

Dialisis

Konsentrasi (%) Absorban Aktivitas Enzim U/mL

0.5 0,313 0,215

1 0,315 0,217

15 0,315 0,216

2 0,313 0,215

2.5 0,310 0,214

3 0,295 0,211
pH Absorban Aktivitas Enzim (U/mL)

6 0,211 0,148

7 0,294 0,203

8 0,316 0,218

9 0,101 0,074

Waktu Inkubasi

(Menit) Absorban Aktivitas Enzim (U/mL)

10 0,307 0,212

20 0,310 0,214

30 0,314 0,217

40 0,320 0,221

50 0,308 0,213

60 0,300 0,207
Suhu (°C) Absorban Aktivitas Enzim (U/mL)

30 0,302 0,157

37 0,330 0,171

45 0,325 0,168

50 0,298 0,155

55 0,286 0,149

60 0,281 0,146
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Logam Aktivitas Spesifik Aktivitas Relatif
(10 mM) Absorban a-Glukosidase (U/mg) a-Glukosidase (%)
Kontrol 0,326 0,255 100,000
Na* 0,276 0,191 85, 088
Mg?* 0,274 0,190 84,492
Mn?* 0,424 0,291 129,228
Zn** 0,235 0,164 72,860
ca* 0,292 0,202 89,860
K* 0,262 0,182 80,193
Co* 0,420 0,288 128,035
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Lampiran 21. Tabel Kromatografi Hasil Pemisahan Enzim
a-Glukosidase Menggunakan Kromatografi Penukar
lon DEAE-Selulosa

Fraksi Aktivitas Spesifik (U/mg) Kadar Protein (mg/mL)
F1 0.042 3.856
F2 0.039 4.018
F3 0.037 4.245
F4 0.030 5.621
F5 0.016 8.390
F6 0.012 11.402
F7 0.039 2.998
F8 0.034 4.674
F9 0.042 3.269
F10 0.028 5.572
F11 0.064 2.107
F12 0.110 2.022
F13 0.071 2.123
F14 0.047 2.217
F15 0.025 2.900
F16 0.034 2.139
F17 0.030 2.463
F18 0.030 2.447
F19 0.045 1.864
F20 0.076 2.188
F21 0.173 1.139
F22 0.137 1.291
F23 0.100 1.362
F24 0.092 1.200
F25 0.079 1.524
F26 0.054 1.362
F27 0.053 1.378
F28 0.048 1.686
F29 0.046 1.362
F30 0.036 1.989
F31 0.031 1.925
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Lampiran 22. Tabel Profil Elusi Enzim a-Glukosidase Dengan

Kromatografi Filtrasi Gel

Sampel  Aktivitas Spesifik (U/mQ) Kadar Protein (mg/mL)
F1 2.079 0.887
F2 1.106 1.607
F3 2.186 0.862
F4 12.282 0.149
F5 6.080 0.301
F6 16.243 0.111
F7 22.067 0.089
F8 11.050 0.179
F9 22.625 0.088
F10 25.872 0.078
F11 24.949 0.079
F12 42.977 0.044
F13 20.703 0.091
F14 36.302 0.053
F15 17.241 0.112
F16 32.679 0.056
F17 84.170 0.020
F18 94.222 0.067
F19 154.182 0.011
F20 23.068 0.059
F21 34.200 0.030
F22 20.950 0.040
F23 12.770 0.018
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Lampiran 23. Kurva Inhibisi Enzim a-Glukosidase Oleh Ekstrak
Metanol Daun Pare (Momordica charatia)

12 4
S _
£ 10 - y = 0,0247x - 2,4854 9,615
@ R?=0,9757 '
2 8 4 ,906
e
k=
o &
S
c 4
[}
2
(] 2
o
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Konsentrasi Ekstrak (ppm)

Perhitungan persen inhibisi

% inhibisi = @ X 100 %

Keterangan
S= Absorbansi Sampel

C= Kontrol Negatif

Diketahui
S=0,212
C=0,234

Penyelesaian

. ... (0,23-0212
% inhibisi = % X 100 %

=9,825 %
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Perhitungan nilai ICs,
y = 0,024x — 2,485
Keterangan

Untuk 1Cso, maka nilai y adalah 50
Diketahui

y =50
Penyelesaian:

y = 0,024x — 2,485
y+2,485
0,024

50+2,485
0,024

= 2186,875

ICs0 = 2186,875 ppm (tidak aktif sebagai antidiabetes)
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Tabel 24. Kurva Inhibisi Acarbosa terhadap enzim a-glukosidase

)

[ERN
N
o
o
o
o

’

.— 100,000
80,000
60,000
40,000
20,000

Persentase Inhibisi (%

0,000

y =0,0891x + 48,559
R2=0,9657

96,044

65,347 72,309

60,126

T T T T T 1

100 200 300 400 500 600
Konsentrasi Acarbosa (ppm)

Perhitungan nilai I1Cs

y = 0,089x — 48,55

Keterangan

Untuk ICso, maka nilai y adalah 50

Diketahui

y =

Penyelesaian:

y = 0,089x + 48,55

X =

= 16,292

y—48,55

50—48,55

ICs0 = 16,292 ppm (aktif sebagai antidiabetes)
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Lampiran 25. Dokumentasi Penelitian

Ekstraksi Enzim a-Glukosidase

Penepungan

Dialisis

Uji Aktivitas Enzim a-Glukosidase
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Uji Kadar Protein Enzim Karakterisasi Enzim

Pengujian Aktivitas Inhibisi
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