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LAMPIRAN 

Lampiran 1. Tahapan Penelitian 

 

 

 

 

- diekstraksi 

 

 

 

 

- difraksinasi dengan  
Amonium Sulfat 

 

 

 

 

- didialisis  

(Fraksi dengan aktivitas  

spesifik tertinggi) 

 

 

         
- dimurnikan dengan Kromatografi 

Penukar ion (DEAE-selulosa) 
- dilanjutkan pemurnian dengan 

Kromatografi Filtrasi Gel 
(Sephadex G-100) 

 

 

- ditentukan bobot molekulnya 
dengan metode SDS-PAGE 

 

  

Aktivitas enzim diuji 

dengan metode Nessler,  

Kadar protein diuji 

dengan metode Lowry 

dan Karakterisasi 

pengaruh pH, suhu, 

waktu inkubasi, dan 

ion logam 

Daun C. odorata L. 

Ekstrak Kasar Enzim  

L-asparaginase 

Hasil Fraksinasi 

(F1, F2, F3 dan F4) 

Hasil Dialisis 

Enzim L-asparaginase 

Murni 

Uji toksititas dengan 

metode BSLT, Uji 

Antioksidan dan Uji 

sitotoksititas terhadap 

sel kanker dengan 

metode MTT  

Bobot Molekul  

Enzim L-asparaginase  
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Lampiran 2. Isolasi Enzim L-asparaginase dari daun C. odorata L. 

 

 

 

- Dipotong-potong 

- + 500 mL buffer Tris-HCl 0,2 M 

pH 8 

- Dibelender (20 menit) 

 

 

- Dibiarkan (1,5 jam pada suhu 

5oC) 

- Disaring  

 

 

- Disentrifugasi (3500 rpm 

selama 10 menit) 

 

 

      

  

1000 g Daun gulma 

siam  segar 

Campuran halus 

Filtrat 

Enzim Ekstrak kasar 
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Lampiran 3. Uji Kadar Protein  Enzim L-asparaginase dari daun               

C. odorata L  

  

 

- + 1 mL ekstrak enzim  

- diinkubasi pada suhu 37oC  

(30 menit) 

 

 

- + 0,2 mL Lowry D 

- diinkubasi pada suhu kamar 

selama 10 menit (sesekali 

dikocok) 

 

 

- absorbansi larutan diukur 

pada λmaks 660 nm 

(spetronik 20D+ dengan 

larutan standar BSA) 

 

 

 

  

Larutan campuran 

Larutan campuran 

Data Absorbansi 

2 mL larutan Lowry C 

Dihitung:  
- Kadar protein 
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Lampiran 4. Uji Aktivitas  Enzim L-asparaginase dari daun                          

C. odorata L 

 

 

-  

- 1 mL larutan L-asparagin 0,01 

M 

- + 0,8 mL buffer B pH 8  

 

 

- dimasukkan dalam tabung 

reaksi 

- diinkubasi pada suhu 37oC 

(30 menit) 

 

 

- ditambah 0,2 mL TCA 1,5 M 

- disentrifugasi pada 13000 rpm  

(15 menit) 

     

 

- diambil 0,5 mL 

- + 8,5 mL akuabides 

- + 1 mL pereaksi Nessler 

- absorbansi larutan diukur λmaks 

480 nm (spetronik 20D+ 

dengan larutan standar 

ammonium sulfat) 

 

 

 

 

 

 

  

0,2 mL Enzim Ekstrak Kasar   

Larutan campuran 

Larutan campuran 

Fitrat 

Data Absorbansi 

Dihitung:  
- Aktivitas enzim  
- Aktivitas spesifik 
- Aktivitas relatif 
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Lampiran 5. Karakterisasi Enzim L-asparaginase dari daun                        

C. odorata L 

 

 

 

  

Karakteristik enzim L-
aspaginase 

pH optimum 

suhu optimum 

Waktu inkubasi optimum 

Penambahan ion logam 
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Lampiran 6. Pemurnian Enzim L-asparaginase dari daun C. odorata L  

 

 

- + amonium sulfat secara bertingkat dengan 

tingkat kejenuhan (0-80%) (Dilakukan dalam 

keadaan dingin). 

 

 

- Diuji aktivitas enzim dan kadar proteinnya 

 

 

- Didialisis dengan membran selofan 

 

 

- Diuji aktivitas enzim dan kadar proteinnya 

- Difraksinasi dalam kolom kromatografi ion 

dengan resin DEAE-selulosa 

 

 

- Diuji aktivitas enzim dan kadar proteinnya 

-  

 

- Diuji aktivitas enzim dan kadar proteinnya 

- Difraksinasi dalam kolom kromatografi fitrasi gel 

Sephadex G-100 

 

 

- Diuji aktivitas enzim dan kadar proteinnya 

 

 

 

- Dianalisis BM dengan SDS-PAGE 

 

 

 

 

 

Ekstrak kasar (Enzim) 
 

Enzim (F0-20), (F20-40), (F40-60), (F60-80) 

Enzim (F20-40) yang mempunyai aktivitas tertinggi 

Enzim (fraksi) hasil dialisis 

Enzim (fraksi) hasil Kromatografi ion 

Enzim (fraksi 19-21) hasil Kromatografi ion 

Enzim (fraksi) hasil Kromatografi fitrasi gel 

Sephadex G-100  

Hasil Enzim Ekstrak Kasar, dialisis, fraksi 19-21 

DEAE- selulosa, fraksi 21 Sephadex G-100  

Enzim L-asparaginse sudah diketahui bobot 

molekulnya, aktivitas dan kadar protein dari daun 

C. odorata L  
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Lampiran 7. Uji Antioksidan Enzim L-asparaginase dari daun                    

C. odorata L  

 

 

- Dipipet masing-masing 0,1 mL, 0,2 

mL, 0,4 mL, 0,8 mL dan 1.6 mL 

dalam tabung reaksi 

- Ditambahkan masing-masing 1 mL 

larutan DPPH 0,4 mM  

- Ditambahakan methanol p.a hingga 

volume 5 mL 

- Dihomogenkan  

 

 

 

 

- Diinkubasi selama 30 menit pada 

suhu 37 ℃ 

- Diukur serapan absorbansi dengan 

menggunakan spektrofotometer 

UV-VIS λmaks 515 nm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enzim L-aspraginase konsetrasi 

500 ppm  

Data Adsorbansi 

Enzim L-aspraginase konsetrasi 

10 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 80 ppm 

dan 160 ppm. 
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Lampiran 8. Toksisitas dengan Menggunakan Brine Shrimps Lethality 

Test (BSLT) enzim L-asparaginase Daun C. odorata L  

a. Penetasan Larva Udang 
 

 

- Dimasukkan ke dalam wadah berisi 

air laut 

- Diaerasi dibawah cahaya lampu 

pijar (40-60 watt) suhu 25-30 ℃ 

- Dinyalakan selama 48 jam 

 

 

b. Pelaksanaan Uji 

 

 

 

- Ditempatkan dalam 3 vial berbeda 

- Ditambhakan 5 mL air laut steril 

yang mengandung 10 larva udang 

- Disimpan dibawah pencerahan 24 

jam. 

- Diamati dan dihitung larva yang 

mati 
 

  

- Ditentukan nilai IC50 dengan 

analisis probit 

- Dilakukan krontrol negatif ( buffer 

B) dan positif (vinkristin) 

 

 

 

 

Telur Udang 

Larva Udang 

Sampel uji (1000 µg/mL, 

100 µg/mL, 10 µg/mL) 

% kematian 

Nilai IC50 
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Enzim Hasil Pemurnian 
L-Asparaginase 

Lampiran 9. Uji Sitotoksik Enzim L-asparaginase dari daun                       

C. odorata L  

1.  

 

 

 

 

Pengujian:  
 

- Disentrifugasi selama 5 menit 

pada 1500 rpm 

 

 

- Disuspensikan dalam 4 mL FBS 

10% 

- Jumlah sel/mL dihitung di 

bawah mikroskop 

- Ditambah medium RPMI 

- Dimasukkan dalam plate  

- Diinkubasi selama 24 jam dalam 

inkubator CO2 

 

- Ditambahkan 100 μL/well 

enzim L-Asparaginase dengan 

berbagai konsentrasi pada tiap 

sumuran dan diinkubasi  

- + 10 μL/well larutan MTT  

- Diinkubasi selama 4 jam 

- + 100 μL/well reagen SDS 10% 

- Didiamkan selama semalam 

- Diukur absorbansinya dengan 

ELISA reader 

- Dihitung % kematian dan LC50 

 

 

 

Sel Kanker 

Pellet sel (residu) 

Kultur sel kanker 

Analisis % Kematian 

dan LC50 

Dibuat konsentrasi:  
1000 μg/mL, 500 μg/mL, 250 μg/mL, 125 μg/mL, 62,5 
μg/mL, 31,25 μg/mL, 15,62 μg/mL, 7,81 μg/mL, 3,91 
μg/mL, 1,95 μg/mL, 0,98 μg/mL dan 0,49 μg/mL dalam 
medium RPMI.  
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Lampiran 10. Penentuan  Kadar Protein Enzim L-asparaginase 

1. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Standar BSA 

 

2. Pembuatan Kurva Standar Standar BSA 

 

Contoh perhitungan kadar protein: 

y = 1,235x - 0,0161 

x = 
y – 0,0161

1,235
 x Faktor Pengenceran 

x = 
0,334 – 0,0161

1,235
 x 10 

x = 2,835 mg/mL 

x = Nilai kadar protein (mg/mL) 

 

Contoh perhitungan total protein: 

 Total protein  = Kadar protein x Volume 

   = 2,835 mg/mL x 500 mL 

   = 1417,5 mg 
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Lampiran 11: Penentuan Aktivitas Enzim L-asparaginase 

 
1. Maksimum Standar Amonium Sulfat 

 

 

 
2. Pembuatan Kurva Standar Amonium Sulfat 
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Contoh perhitungan aktivitas enzim: 
 

y = 0,4522x - 0,0055 

x = 
y – 0,0055

0,4522
 x 

3 mL

0,5 mL
 x  

1
0,2 mL

 x 
1

30 menit
x Faktor Pengenceran   

x = 
0,315 – 0,0055

0,4522
 x 

3 mL

0,5 mL
 x 

1
0,2 mL

 x 
1

30 menit
 x 20   

x = 13,6743 IU/mL 

x = Nilai aktivitas enzim (IU/mL) 

 

Contoh perhitungan aktivitas spesifik enzim L-asparaginase 

Aktivitas spesifik L-asparaginase = 
Aktivitas enzim  L-asparaginase

Kadar protein
 

    Aktivitas spesifik L-asparaginase = 
13,6743 IU/mL

2,835 mg/mL
 

Aktivitas spesifik L-asparaginase = 4,823 IU/mg 

 

Contoh perhitungan total L-asparaginase: 

Total L-asparaginase = Aktivitas enzim x Volume  

     = 13,674 IU/mL x 500 mL 

     = 6837 IU 

 

Contoh perhitungan tingkat kemurnian: 

Tingkat kemurnian   = 
Aktivitas spesifik  L-asparaginase setelah pemurnian

Aktivitas spesifik L-asparaginase ekstrak kasar
 

  = 
19,948 IU/mg

4,823 IU/mg
 

  = 4,13 
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Lampiran 12. Karakterisasi enzim L-asparaginase 

 
1. Karakterisasi Pengaruh pH  

pH 
Aktivitas Enzim 

(IU/mL) 

5 8,725 

6 12,481 

7 12,835 

8 13,674 

9 9,2107 

10 5,7642 
 

 

2. Karakterisasi Pengaruh Suhu 

Suhu (°C) 
Aktivitas Enzim 

(IU/mL) 

30 5,103 

37 13,674 

40 9,345 

45 7,622 
 

 

3. Karakterisasi Pengaruh Waktu Inkubasi 

Waktu Inkubasi 
(menit) 

Aktivitas Enzim 
(IU/mL) 

0 0 

30 13,674 

60 7,656 

90 3,041 

120 1,415 
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4. Karakterisasi Pengaruh Penambahan Ion Logam 

Logam 
Aktivitas Enzim 

(IU/mL) 
Aktivitas Spesifik 

(IU/mg) 
Aktivitas Relatif 

(%) 

Control 13,674 4,823 100,00 

K⁺ 19,284 6,802 141,03 

Na⁺ 16,193 5,712 118,42 

Ca²+ 11,333 3,997 82,88 

Zn²+ 7,356 2,595 53,80 

Mg²+ 12,924 4,559 94,51 

Cu²+ 4,617 1,628 33,77 

Co²+ 8,063 2,844 58,97 

Mn²+ 9,301 3,281 68,02 

 

 
Contoh perhitungan aktivitas relatif: 

 

Aktivitas Relatif = 
Aktivitas Enzim "x" (IU/mL)

Aktivitas Enzim awal (IU/mL)
 x 100 % 

 = 
19,284 IU/mL

13,674 IU/mL
 x 100 % 

      = 141,03 % 
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Lampiran 15. Pengandapan dengan Amonium Sulfat  

Tabel Kejenuhan Ammonium Sulfat dan Perhitungan Massa Ammonium 
Sulfat 

 

 

Rumus massa ammonium sulfat pada masing-masing tingkat kejenuhan 

Tingkat kejenuhan = Volume filtrat (mL)/1000 (mL) × massa ammonium 
sulfat tabel kejenuhan = ….. gram 

 
Contoh perhitungan massa ammonium sulfat yang ditambahkan 

0-20%  = 500 mL/1000 mL × 106 gram = 53 gram 

Contoh perhitungan aktivitas enzim hasil fraksinasi 

Fraksi 2 (20-40%) 

y = 0,4522x - 0,0055 

x = 
0,678 – 0,0055

0,4522
 x 

3 mL

0,5 mL
 x  

1
0,2 mL

 x 
1

30 menit
x Faktor Pengenceran  

x = 
0,678 – 0,0055

0,4522
 x 

3 mL

0,5 mL
 x 

1
0,2 mL

 x 
1

30 menit
 x 20   

x= 29,7434 IU/mL 

x = Nilai aktivitas enzim (IU/mL) 
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Lampiran 14. Kromatografi Penukar Ion 

 
Data hasil pemurnian dengan kromatografi penukar ion 

Fraksi 
Kadar Protein 

(mg/mL) 
Aktivitas Enzim 

(IU/mL) 
Aktivitas Spesifik 

(IU/mg) 

1 0,241 0,003 0,013 

2 0,240 0,012 0,050 

3 2,260 0,045 0,020 

4 0,887 0,018 0,021 

5 0,549 0,005 0,010 

6 0,424 0,016 0,038 

7 0,327 0,001 0,003 

8 0,562 0 0 

9 0,302 0,014 0,047 

10 0,333 0,012 0,0362 

11 0,482 0,001 0,002 

12 0,393 0,001 0,002 

13 0,225 0 0 

14 0,153 0,005 0,035 

15 0,361 0,007 0,021 

16 0,262 0,012 0,046 

17 0,307 0,003 0,010 

18 0,245 0,001 0,004 

19 0,333 0,025 0,076 

20 0,186 0,023 0,124 

21 0,166 0,016 0,099 

22 0,341 0,005 0,016 

23 0,372 0 0 

24 0,268 0 0 

25 0,255 0,007 0,030 

26 0,267 0,012 0,030 

27 0,336 0,012 0,030 

28 0,247 0,012 0,030 

29 0,201 0,009 0,048 

30 0,349 0.007 0,022 

31 0,332 0 0 

32 0,386 0 0 

33 0,306 0 0 

34 0,4033 0 0 

35 0,398 0 0 
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Lampiran 17. Kromatografi Filtrasi Gel 

Data hasil pemurnian dengan kromatografi filtrasi gel 

Fraksi 
Kadar Protein 

(mg/mL) 
Aktivitas Enzim 

(IU/mL) 
Aktivitas Spesifik 

(IU/mg) 

1 0,066 0,014 0,216 

2 0,070 0,025 0,360 

3 0,107 0,023 0,215 

4 0,094 0,027 0,293 

5 0,106 0,018 0,177 

6 0,176 0,021 0,118 

7 0,171 0,016 0,096 

8 0,150 0,021 0,1393 

9 0,107 0,034 0,320 

10 0,134 0,027 0,205 

11 0,145 0,023 0,160 

12 0,172 0,021 0,121 

13 0,161 0,142 0,884 

14 0,152 0,151 0,994 

15 0,134 0,023 0,172 

16 0,128 0,018 0,146 

17 0,179 0,010 0,055 

18 0,129 0,153 1,186 

19 0,128 0,151 1,183 

20 0,183 0,153 0,839 

21 0,144 0,918 6,371 

22 0,153 0,253 1,653 

23 0,121 0,235 1.938 

24 0,146 0,213 1,447 

25 0,187 0,164 0,877 

26 0,153 0,167 1,090 

27 0,256 0,235 0,919 

28 0,251 0,220 0,876 

29 0,249 0,153 0,614 

30 0,183 0,109 0,595 

31 0,175 0,518 2.963 

32 0,119 0,299 2,510 

33 0,099 0,142 1,430 

34 0,099 0,286 2,421 

35 0,118 0,443 4,309 

36 0,102 0,408 4,303 

37 0,114 0,312 2.737 

38 0,128 0,363 2,824 
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Lanjutan Tabel 

Fraksi 
Kadar Protein 

(mg/mL) 
Aktivitas Enzim 

(IU/mL) 
Aktivitas Spesifik 

(IU/mg) 

39 0,144 0,675 4,685 

40 0,119 0,335 2,812 

41 0,162 0,279 1,726 

42 0,094 0,211 2,227 

43 0,102 0,186 1,830 

44 0,103 0,226 2,186 

45 0,094 0,200 2,110 
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Lampiran 16. Kromatografi SDS-Page 

Data hasil Berat Melekul Protein pada Sampel 

Sampel/S
umur 

Panjang 
Pita 
(cm) 

Jarak 
Pita 
(cm) 

Rf 
Log 
BM 

BM 
Jumlah 
Band 

1 
(Ekstrak 
Kasar) 

 

5,25 0,10 0,0190 5,0677 116,88 1 
5,25 0,30 0,0571 5,0030 100,70 2 
5,25 0,60 0,1143 4,9059 80,53 3 
5,25 0,90 0,1714 4,8089 64,40 4 
5,25 1,10 0,2095 4,7441 55,48 5 
5,25 1,35 0,2571 4,6632 46,05 6 
5,25 1,50 0,2857 4,6147 41,18 7 
5,25 1,60 0,3048 4,5823 38,22 8 
5,25 2,10 0,4000 4,4205 26,34 9 
5,25 2,30 0,4381 4,3558 22,69 10 
5,25 3,25 0,6190 4,0484 11,18 11 

 5,25 4,35 0,8286 3,6924 4,93 12 
 5,25 4,65 0,8857 3,5954 3,94 13 

2 
 

(Dialisis) 
 

5,25 0,30 0,0571 5,1001 100,70 1 
5,25 0,55 0,1048 4,9221 83,58 2 
5,25 0,90 0,1714 4,8089 64,40 3 
5,25 1,10 0,2095 4,7441 55,48 4 
5,25 1,20 0,2286 4,7118 51,50 5 
5,25 1,50 0,2857 4,6147 41,18 6 
5,25 1,60 0,3048 4,5823 38,22 7 
5,25 1,90 0,3619 4,4853 30,57 8 
5,25 2,10 0,4000 4,4205 26,34 9 
5,25 3,,10 0,5905 4,0969 12,50 10 
5,25 3,25 0,6190 4,0484 11,18 11 

3 (KI) 5,25 3,25 0,6190 4,0484 11,18 1 
4 (KFG) Tidak Ditemukan Pita 
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Lampiran 17. Pengujian Antioksidan dengan Metode DPPH 

No Konsentrasi (µg/mL) 
Aktivitas Antioksidan 

(%) 

1 0,5 32,83 

2 1 38,78 

3 2 41,75 

4 4 58,64 

5 8 85,94 

 

 

 

Contoh perhitungan aktivitas antiolsidan: 

% Aktivitas antioksidan = 
absorbansi kontrol x absorbansi sampel

absorbansi kontrol
x 100 % 

Konsentrasi 0,5 ppm 

% Aktivitas antioksidan = 
0,674 x 0,632

0,674
x 100 % 

                 = 6,23% 

Untuk IC50 (x), maka nilai y adalah 50, dimasukkan ke persamaan regresi:  

y = 2,3077x 6,6147 

x = 
y – 6,6147

2,3077
 

x = 
50 – 6,6147

2,3077
 

x = 2,87 

IC50 = 18,800 µg/ml   

 

 

y = 2,3077x + 6,6147

R² = 0,9141
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Lampiran 19. Pengujian Toksititas dengan Metode BSLT 

 Tabel log[sampel] dan nilai probit 

Log[sampel] Nilai Probit 

0,00 3,12 

1,00 3,72 

2,00 4,92 

 

 

Grafik hubunagn log[sampel] dengan nilai probit 

 
 Untuk LC50 (x), nilai probit adalah 5 (y), dimasukkan ke persamaan 

regresi:  

y = 0,900x + 3,020 

x = 
y – 3,020

0,900
 

x = 
5 – 3,020

0,900
 

x = 2,2 

Jadi log x = 2,2 

x = antilog 2,2 

x = 158,4893 ppm 

LC50 = 158,4893 ppm  (Sangat Toksik) 

y = 0,900x + 3,020
R² = 0,964
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Lampiran 19. Pengujian Sitoksititas dengan Metode MTT 

Data pengujian metode MTT 

Konsentrasi 
Sampel 

Log 
[sampel] 

 

Rata-Rata 
Absorbansi 

SD Sel Hidup (%) 

0 - 0,5638 0,03 100,00 

5 0,70 0,4875 0,00 85,39 

10 1,00 0,4586 0,00 79,87 

20 1,30 0,4308 0,00 74,54 

40 1,60 0,3998 0,02 68,60 

80 1,90 0,3643 0,01 61,81 

160 2,20 0,3062 0,00 50,67 

Blank - 0,0396   

 

 

 

Grafik hubungan log[sampel] dengan % sel hidup 

 
Untuk IC50 (x), maka nilai y adalah 50, dimasukkan ke persamaan regresi:  

y = -22,259x + 102,42 

x = 
y – 102,42

-22,259
 

x = 
50 – 102,42

-22,259
 

x = 2,255 

Jadi log x = 2,355 

x = antilog 2,355 

x = 226,464 ppm 

IC50 = 226,464 ppm   

y = -22,259x + 102,42

R² = 0,9786

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

0 0,5 1 1,5 2 2,5

%
 S

e
l 

H
id

u
p

Log [Sampel]



110 
 

Lampiran 20. Dokumentasi Penelitian 

 

Sampel Daun Gulma Siam (C. odorata.L.) 

 

 

Isolasi Enzim L-Asparaginase dari Daun Gulma Siam (C. odorata.L.) 

 

   

Pengujian Kadar Protein dan Aktivitas Enzim L-asparaginase 

 

 

Pemurnian (Fraksinasi dan DIalisis) Enzim L-Asparaginase dari Daun 

Gulma Siam (C. odorata.L.) 
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Pemurnian dengan Kromatografi Penukar Ion dan Filtrasi Gel 

 

Pengujian Sitotoksititas Enzim L-asparaginase 

 

Penentuan Berat Molekul Enzim L-asparaginase dengan SDS-PAGE 

  

Pengujian Antioksidan Metode DPPH Enzim L-asparaginase 


