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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: dilakukan hal yang sama pada daun binahong 

 

 

 

 

 

 

Daun Sambiloto 

Serbuk daun 

sambiloto 

- Diekstraksi dengan pelarut etanol 96 % 

Ekstrak kental etanol 

daun sambiloto 

- Diuji fitokimia terhadap alkaloid, flavonoid, 

terpenoid/steroid, tanin dan saponin. 

- Diuji aktivitas inhibisi terhadap ekstrak  

- Ditentukan tipe kinetika inhibitor terhadap 

enzim XO 

 Data 

Tahap 1 

Tahap 2 

Tahap 3 

- Dikeringkan menggunakan oven pada suhu ± 60 °C 

- Dihaluskan dengan blender 

- Diayak dengan ayakan 80 mesh 



 

Lampiran 2. Preparasi Sampel dan Ekstraksi Sampel 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: dilakukan hal yang sama pada daun binahong 
 

 

Serbuk daun 

sambiloto 

- Ditimbang sebanyak 50 g dan dimasukkan ke dalam botol 

maserasi 

- Ditambahkan etanol sebanyak 500 mL 

- Dimaserasi selama 24 jam sambil diaduk sekali-sekali 

- Disaring dengan corong Buncher  

Ampas 

Daun Sambiloto 

- Dicuci dengan air mengalir 

- Dikeringkan dengan oven pada suhu ± 60 °C 

- Dihaluskan dengan blender 

- Diayak dengan ayakan 80 mesh 

- Diekstraksi kembali dengan cara yang sama hingga diperoleh 

filtrat bening 

 

Ekstrak kental 

Filtrat 1,2,3, & 4 

Filtrat  

- Dipekatkan menggunakan vacuum rotary evaporator vakum 

pada suhu sekitar 80 oC 

 



 

Lampiran 3. Uji Fitokimia Ekstrak Daun Sambiloto dan Daun Binahong 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Ekstrak kental 

Uji Flavonoid 

Uji Alkaloid 

Uji 

Steroid/Terpenoid 

Uji Fenolik 

Uji Saponin 



 

Lampiran 4. Uji Aktivitas Inhibisi Enzim Xantin Oksidase oleh Ekstrak Daun 

         Sambiloto, Daun Binahong dan Kombinasi Ekstrak 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan:  - Kontrol positif digunakan alopurinol, blanko digunakan akuades dan 

kontrol negatif digunakan tanpa inhibitor. Pengujian dilakukan sebanyak 

dua kali.  

 

* Ekstrak daun sambiloto 

   Ekstrak daun binahong 

   Ekstrak kombinasi daun sambiloto dan daun binahong 

 

Buffer fosfat    

0,2 M pH 6,5 

sebanyak 3,9 mL 

Substrat xantin 

0,10 mM 

sebanyak 2 mL 

Ekstrak 

Sampel* 

Ekstrak kasar 

enzim xantin 

oksidase sebanyak 

0,1 mL 

- Divortex 

- Diprainkbasi, ± 10 menit, suhu 35 oC 

B + S + E 

- Dihomogenkan dan diinkubasi ± 30 menit, suhu 35 oC 

- Ditambahkan HCl 0,1 M sebagai penghenti reaksi 

- Diukur absorbansi pada panjang gelombang 285 nm 

Data  

- Dihitung % inhibisinya 

Data 



 

Lampiran 5. Uji Kinetika Enzim Xantin Oksidase oleh Kombinasi Ekstrak Daun 

Sambiloto dan Daun Binahong 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

*  Ekstrak kombinasi daun sambiloto dan daun binahong 

 

 

 

 

 

 

 

Buffer fosfat 0,2 

M pH optimum 

sebanyak 3,9 mL 

Larutan substrat 

xantin [0,05-0,25 

Mm] sebanyak 2 mL 

Ekstrak kasar enzim 

xantin oksidase 

sebanyak 0,1 mL 

B + S + E 

- Divortex 

- Diprainkubasi, ± 10 menit, suhu 35 oC 

- Dihomogenkan dan diinkubasi, ± 30 menit, suhu 35 oC 

- Ditambahkan HCl 0,1 M sebagai penghenti reaksi 

- Diukur absorbansi pada panjang gelombang 285 nm 

Data 

Ekstrak 

Sampel* 



 

Lampiran 6. Perhitungan pembuatan allopurinol, substrat dan persen rendamen ekstrak 

daun binahong dan daun sambiloto 

1. Pembuatan allopurinol 100 ppm 

 % Allopurinol dalam obat 

 
100 mg Allo

250 mg obat
 x 100  =  40 % 

 Allopurinol 100 ppm  

40 =
0,005 g

X g
× 100 

X g =
5

40
 

X g = 0,0125 gram 

Catatan : Variasi konsentrasi 10, 20, 30, 40 dan 50 ppm menggunakan rumus 

pengenceran 

 

2. Pembuatan substrat xantin 1 mM 

 M =
g

Mr
×

1000

P
 

 

0,001M =
g

152,1
×

1000

100
 

 

g =
0,001 × 152,1

10
 

 

g = 0,01521 gram 

Catatan : Deret substrat 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 dan 0,25 mM menggunakan rumus 

pengenceran 

 

 

 

 



 

3. Contoh perhitungan % rendamen ekstrak  

 Ekstrak air daun binahong 

% 100 x 
(g) sampelberat 

(g)ekstrak berat 
  (b/b)Rendamen  %   

% Rendamen (b/b) =
7,9931(g)

50(g)
× 100 

 % Rendamen (b/b) = 15,98 % 

 Ekstrak air daun sambiloto 

 

% 100 x 
(g) sampelberat 

(g)ekstrak berat 
  (b/b)Rendamen  %   

 

% Rendamen (b/b) =
6,6293(g)

50(g)
× 100 

% Rendamen (b/b) = 13,25 % 

 

Catatan : perhitungan rendamen ekstrak etanol menggunakan rumus yang sama. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Lampiran 7. Perhitungan konsentrasi asam urat, aktivitas enzim dan persen inhibisi 

 

Kurva Standar Asam Urat 

 

Contoh perhitungan menggunakan data inhibisi ekstrak air daun binahong 10 ppm 

 Perhitungan konsentrasi asam urat  

 [AU] (x) (ppm) = (absorbansi sampel + b)/a 

    = (0,181 + 0,0012)/0,058 

    = 3,14 ppm 

 [AU] (mg)  = x . Vtotal 

    = 3,14 ppm × 0,0071 mL 

    = 0,022 mg 

 [AU] (mmol) = [AU] (mg) × Mr AU 

    = 0,022 mg × 168 g/mol 

    = 0,0001328 mmol 

 Perhitungan aktivitas enzim xantin oksidase 

 Aktivitas enzim XO (U/mL) =
[AU](mmol)

(Waktu inkubasi ×Venzim)
 

      =
0,0001328

(30 menit × 0,1 mL)
 

y = 0.058x - 0.0012

R² = 0.959

0

0.01

0.02

0.03

0.04

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6A
b

so
rb

a
n

si
 (

n
m

)

[Asam Urat] (ppm)

Konsentrasi vs Absorbansi



 

      = 4,4253 × 10 -5 U/mL 

      = 0,044 mU/mL 

 Perhitungan persen inhibisi 

 % Inhibisi = 100 - % Aktivitas relatif 

   = 100 – 99,45 % 

   = 0,55 % 

Catatan: perhitungan sama untuk tiap ekstrak pada masing-masing konsentrasi dan 

juga allopurinol sebagai kontrol positif 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hubungan konsentrasi ekstrak air daun binahong dengan % inhibisi terhadap ekstrak 

kasar enzim XO 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.2293x - 1.963
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Hubungan konsentrasi ekstrak air daun sambiloto dengan % inhibisi terhadap ekstrak 

kasar enzim XO 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hubungan konsentrasi ekstrak etanol daun binahong dengan % inhibisi terhadap 

ekstrak kasar enzim XO 

 

 

 

 

 

 

y = 0.2015x - 0.297
R² = 0.9952
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y = 0.2593x + 1.937
R² = 0.9912
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Hubungan konsentrasi ekstrak etanol daun sambiloto dengan % inhibisi terhadap 

ekstrak kasar enzim XO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0.2363x - 0.481
R² = 0.9913
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Lampiran 8. Tabel perhitungan aktivitas enzim xantin oksidase dan % inhibisi pada 

ekstrak daun binahong, daun sambiloto, kombinasi ekstrak dan 

allopurinol 

 

Data ekstrak daun binahong, daun sambiloto dan allopurinol 

Larutan Uji 
Konsentrasi 

(ppm) 

Absorb. 

Sampel 

[Asam 

urat] 

(mmol) 

Aktivitas 

enzim 

XO 

(mU/mL) 

% 

Aktivitas 

Relatif 

% 

Inhibisi 

Kontrol (-) - 0.182 0.0001335 0.044 100 0 

Ekstrak Air 

Daun 

Binahong 

10 0.181 0.0001328 0.044 99.45 0.55 

20 0.177 0.0001298 0.043 97.27 2.73 

30 0.174 0.0001277 0.043 95.63 4.37 

40 0.169 0.0001240 0.041 92.90 7.10 

50 0.164 0.0001204 0.040 90.17 9.83 

Kontrol (-) - 0.371 0.000271 0.090 100 0 

Ekstrak 

Etanol 

Daun 

Binahong 

10 0.364 0.000266 0.089 98.12 1.88 

20 0.358 0.000262 0.087 96.51 3.49 

30 0.349 0.000255 0.085 94.09 5.91 

40 0.343 0.000251 0.084 92.48 7.52 

50 0.334 0.000244 0.081 90.06 9.94 

Kontrol (-) - 0.427 0.000312 0.104 100 0 

Ekstrak Air 

Daun 

Sambiloto 

10 0.406 0.000297 0.099 95.10 4.90 

20 0.397 0.000290 0.097 92.99 7.01 

30 0.388 0.000284 0.095 90.89 9.11 

40 0.374 0.000273 0.091 87.62 12.38 

50 0.362 0.000265 0.088 84.82 15.18 

Kontrol (-) - 0.371 0.000271 0.090 100 0 

Ekstrak 

Etanol 

Daun 

Sambiloto 

10 0.363 0.000265 0.088 97.85 2.15 

20 0.356 0.000260 0.087 95.97 4.03 

30 0.348 0.000254 0.085 93.82 6.18 

40 0.336 0.000246 0.082 90.60 9.40 

50 0.329 0.000241 0.080 88.72 11.28 

Kontrol (-) - 0.314 0.000230 0.077 100 0 

Allopurinol 

10 0.281 0.000206 0.069 89.53 10.47 

20 0.235 0.000172 0.057 74.95 25.06 

30 0.200 0.000147 0.049 63.83 36.17 

40 0.182 0.000133 0.044 58.12 41.88 

50 0.171 0.000125 0.042 54.63 45.37 

 

 



 

Data kombinasi ekstrak daun binahong dan daun sambiloto 

Larutan Uji 
Konsentrasi 

(ppm) 

Absorb. 

Sampel 

[Asam 

urat] 

(mmol) 

Aktivitas 

enzim 

XO 

(mU/mL) 

% 

Aktivitas 

Relatif 

% 

Inhibisi 

Kontrol (-) - 0.326 0.000238 0.079 100 0 

Kobinasi 

Ekstrak Air 

Binahong 

dan 

Sambiloto 

B : S (1 : 1) 0.310 0.000227 0.076 95.11 4.89 

B : S (1 : 2) 0.304 0.000222 0.074 93.28 6.72 

B : S (1: 3) 0.296 0.000217 0.072 90.83 9.17 

B : S (2 : 1) 0.300 0.000219 0.073 92.05 7.95 

B : S (3: 1) 0.297 0.000217 0.072 91.14 8.86 

Kontrol (-) - 0.370 0.000270 0.090 100 0 

Kombinasi 

Ekstrak 

Etanol 

Binahong 

dan 

Sambiloto 

B : S (1 : 1) 0.366 0.000268 0.089 98.92 1.08 

B : S (1 : 2) 0.364 0.000266 0.089 98.38 1.62 

B : S (1: 3) 0.362 0.000265 0.088 97.84 2.16 

B : S (2 : 1) 0.365 0.000267 0.089 98.65 1.35 

B : S (3: 1) 0.364 0.000266 0.089 98.38 1.62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Lampiran 9. Perhitungan penentuan kinetika inhibisi ekstrak kasar enzim XO terhadap 

kombinasi ekstrak daun binahong dan daun sambiloto 

 

a. Hubungan konsentrasi kombinasi ekstrak air daun binahong dan daun sambiloto 

dengan % inhibisi terhadap ekstrak kasar enzim XO. Penentuan nilai Vmaks dan KM 

pada kinetika enzim xantin oksidase. 

 

 

 

Hubungan antara 1/V dengan 1/[S] enzim XO 

 Persamaan linear dari grafik Lineweaver-Burk yakni y = 0,559x + 5,1867 

 Nilai a = 0,559 dan b = 5,1867 

 

b = 
1

Vmaks
 

5,1867 = 
1

Vmaks
 

Vmaks = 
1

5,1867
 = 0,19 

 

y = 0.559x + 5.1867
R² = 0.9868
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 Nilai KM ditentukan berdasarkan 

a = 
Km

Vmaks
 

0.559 = 
Km

0,19
 

Km= 0.559 x 0,19 

Km= 0.11 

 

 

Grafik Lineweaver-Burk 

 

 

 

 

 

 



 

b. Penentuan kinetika inhibisi kombinasi ekstrak etanol terhadap enzim xantin oksidase 

 

 

 

 

 

 

Hubungan 1/V dengan 1/[S] enzim XO 

 

 Persamaan linear dari grafik Lineweaver-Burk yakni y = 0,1711x + 8,2025 

 Nilai a = 0,1711 dan b = 8,2025 

b = 
1

Vmaks
 

8,2025 = 
1

Vmaks
 

Vmaks = 
1

8,2025
 = 0,12 

 Nilai Km ditentukan berdasarkan 

 

a = 
Km
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0,1711 = 
Km

0,12
 

y = 0.1711x + 8.2025
R² = 0.9811
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Km= 0,1711 x 0,12 

Km= 0,02 

 

Grafik Lineweaver-Burk 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Lampiran 10. Dokumentasi penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Maserasi ekstrak air daun binahong dan air daun sambiloto 

 

 

 Maserasi ekstrak etanol daun binahong dan etanol daun sambiloto  

 

 

 



 

 Uji fitokimia ekstrak air daun binahong dan daun sambiloto 

 

 

 Uji fitokimia ekstrak etanol daun binahong dan daun sambiloto 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

  

 

 

 Proses evaporasi ekstrak daun binahong dan daun sambiloto 

 

 

 

 

  Ekstrak kental daun binahong dan daun sambiloto 

 

 

 

 

 

 



 

 

Uji aktivitas inhibisi enzim xantin oksidase 

 

 


