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Lampiran 1. Isolasi Enzim XO dan Diagram Alir Penlitian  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Susu sapi             

500  mL 

 dipanaskan hingga suhu 30 °C 

 ditambahakan NaCl sebanyak 175.85 g dan disentrifugasi 

dengan kecepatan 3000 rpm selama 30 menit 

Endapan  Filtrat (Crude  XO) 

Daya Inhibisi (%) 

Kinetika enzim 

Data 

Karakterisasi 

pH optimum [susbtrat] 

optimum 

Suhu  

optimum 

Ion  

Logam 
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Lampiran 2. Preparasi Sampel dan Ekstraksi  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biji Aren 

 dibersihkan dan dipotong-potong menjadi ukuran 

yang lebih kecil 

 dihaluskan menggunakan blender 

 disaring menggunakan corong buchner 

Bubur biji aren 

 sebanyak 50 g diekstraksi menggunakan etanol 95% sebanyak 

150 mL.  

 dishaker 250 rpm selama 6 jam dan dilakukan proses berulang 

hingga diperoleh filtrat yang bening 

 didiamkan selama 18 jam 

 dievaporasi menggunakan rotary evaporator pada suhu 55° C 

Ekstrak kental 

P
re

p
ar

as
i 

S
am

p
el

 

M
as

er
as
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Lampiran 3. Pembuatan Larutan Standar Asam Urat dan Penentuan λmaks  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan : Penentuan panjang  gelombang  maksimum ditentukan  dengan 

membuat variasi konsnetrasi standar asam urat 0.1 mg/mL;               

0.2 mg/mL; 0.4 mg/mL; 0.8 mg/mL; dan 0.16 mg/mL 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 dilarutkan ke dalam 30 mL akuades 

 dipanaskan hingga suhu 60 ⁰C diatas hotplate dan distirer 

 didiamkan beberapa menit (mencapai suhu ruang) 

 ditambahakan akuades hingga volume mencapai 100 mL 

 

Data 

Serbuk asam urat 

200 mg 

Larutan induk         

2 mg/mL 

 diencerakan menjadi berbagai variasi konsentrasi 

 diukur serapan standar asam urat pada panjang gelombang 

200 nm – 400 nm menggunakan spektrofotometer UV 
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Lampiran 4. Karakterisasi Enzim Xantin Oksidase  

a. Penentuan pH optimum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan  : dilakukan prosedur untuk masing-masing variasi pH 6.5; 7.0; 7.5; dan 

8.0. Dan disiapkan tabung berbeda untuk masing-masing pH dengan 

mengganti crude  XO menjadi akudes 0.1 mL dan ditetapkan sebagai 

kontrol. Prosedur dilakukan secara duplo. 

b. Penetuan Konsenstrasi Substrat 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan  : dilakukan prosedur untuk masing-masing variasi [substrat] yaitu 0,10; 

0.15; 0.20; 0.25 mM. Dan disiapkan tabung berbeda untuk masing-

masing [substrat] dengan mengganti crude  XO menjadi akudes 0.1 

mL dan ditetapkan sebagai kontrol. Prosedur dilakukan secara duplo. 

 divortex atau dikocok 

 diinkubasi 30 menit suhu 25⁰C 

 ditambahkan HCl 0.1 N 1 mL 

 diukur serapannya pada λmaks 

 

 diprainkubasi 10 menit suhu 25⁰C 

Substrat Xantin    

2 mL, 0.15 mM 

Data 

Buffer fosfat 0,2 M         

3,9 mL pH 6,5 

 

Crude  XO          

0.1 mL 

 divortex atau dikocok 

 diinkubasi 30 menit suhu 25⁰C 

 ditambahkan HCl 0.1 N 1 mL 

 diukur serapannya pada λmaks 

 

 diprainkubasi 10 menit suhu 25⁰C 

Substrat Xantin    

2 mL, 0.05 mM 

Data 

Buffer fosfat 0,2 M         

3,9 mL pH 6,5 

 

Crude  XO          

0.1 mL 
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c. Penentuan Suhu Optimum 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan  : dilakukan prosedur untuk masing-masing variasi suhu 25; 30; 35; dan 

40 ⁰C. Dan disiapkan tabung berbeda untuk masing-masing suhu 

dengan mengganti crude  XO menjadi akudes 0.1 mL dan ditetapkan 

sebagai kontrol. Prosedur dilakukan secara duplo. 

d. Pengaruh Ion Logam 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan  : dilakukan prosedur pada masing-masing larutan CuCl2 dan CdCl2.2H2O 

untuk setiap konsentrasi 10 mM dan 50 mM serta disiapkan tabung 

berbeda untuk masing-masing larutan logam dengan mengganti crude  

XO menjadi akudes 0.1 mL dan ditetapkan sebagai kontrol. Prosedur 

dilakukan secara duplo 

 

 divortex atau dikocok 

 diinkubasi 30 menit suhu 20⁰C 

 ditambahkan HCl 0.1 N 1 mL 

 diukur serapannya pada λmaks 

 

 diprainkubasi 10 menit suhu 20 ⁰C 

Substrat Xantin    

2 mL, 0.10 mM 

Data 

Buffer fosfat 0,2 M         

3,9 mL pH 6,5 

Crude  XO          

0.1 mL 

Ca
2+

 (aq)          

0.1 mL 

 divortex atau dikocok 

 diinkubasi 30 menit suhu 35 ⁰C 

 ditambahkan HCl 0.1 N 1 mL 

 diukur serapannya pada λmaks 

 

 diprainkubasi 10 menit suhu 35⁰C 

Substrat Xantin    

2 mL, 0.05 mM 

Data 

Buffer fosfat              

0,2 M 3,9 mL pH 6,5 Crude  XO          

0.1 mL 
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Lampiran 5. Penentuan Aktivitas Enzim XO dan Aktivitas Spesifik 

a. Penentuan Aktivitas Crude  Enzim pada Kondisi Optimum 

 

 

 

 

 

 

 

b. Penentuan Kadar Prtoein Sampel dengan Metode Lowry 

 

 

 

 

 

 

Lowrey B = campuran Na2CO3 dalam NaOH 0.1 N sebanyak 20 mL ditambah  

 campuran  1% CuSO4.5H2O dalam 1% Na(K)-tartarat sebanyak       

0.4 mL dengan perbandingan 1:1 

Lowrey  A = Follin Ciocelteau dengan aquades 1:1  

Catatan : dilakukan prosedur yang sama untuk konsentrasi standar BSA yang lain 

menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 

maksimum (λ630). Digunakan akuades sebagai blanko, maka akan 

diperoleh persamaan linear y = ax + b (Lampiran 8) 

BSA 0,08 mg/mL 

 2 mL ditambahkan 2,75 mL Lowrey B 

 didiamkan selama 15 menit 

 ditambahkan 0.25 lowrey A dan dikocok kuat 

 didiamkan ± 45 menit hingga terbentuk warna biru 

 diukur serapannya pada panjang gelombang 600 nm 

hingga 660 nm  

 
Data  

 divortex atau dikocok 

 diinkubasi 30 menit suhu 35 ⁰C 

 ditambahkan HCl 0.1 N 1 mL 

 diukur serapannya pada λmaks 

 

 diprainkubasi 10 menit suhu 35 ⁰C 

Substrat Xantin    

2 mL, 0.10 mM 

Data 

Buffer fosfat 0,2 M 

3,9 mL pH 6,5 

Crude  XO          

0.1 mL 
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Lampiran 6. Penentuan Daya Inhibisi Estrak dan Allopurinol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan : dilakukan prosedur yang sama untuk konsentrasi ekstrak etanol biji aren 

lainnya dan digunakan akuades sebagai pengganti crude XO (kontrol 

blanko) untuk masing-masing konsentrasi ekstrak. 

 Hubungan konsentrasi dan aktivtas enzim XO akan membentuk 

persamaan linear y = ax + b (Lampiran 8). Variasi konsentrasi juga 

dilakukan untuk mengetahui % inhibisi dan IC50 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan : dilakukan prosedur yang sama untuk konsentrasi allopurinol lainnya dan 

digunakan akuades sebagai pengganti crude XO (kontrol blanko) untuk 

masing-masing konsentrasi ekstrak. 

 Hubungan konsentrasi dan aktivtas enzim XO akan membentuk 

persamaan linear y = ax + b (Lampiran X). Orientasi juga dilakukan 

untuk mengetahui % inhibisi  

Ekstrak biji 

aren 0.1 mL 

 divortex atau dikocok 

 diinkubasi 30 menit suhu 35 ⁰C 

 ditambahkan HCl 0.1 N 1 mL 

 diukur serapannya pada λmaks 

 

 diprainkubasi 10 menit suhu 35⁰C 

Substrat Xantin    

2 mL, 0.05 mM 

Data 

Buffer fosfat 0,2 M 

3,9 mL pH 6,5 

Crude  XO          

0.1 mL 

Allopurinol    

0.1 mL 

 divortex atau dikocok 

 diinkubasi 30 menit suhu 35 ⁰C 

 ditambahkan HCl 0.1 N 1 mL 

 diukur serapannya pada λmaks 

 

 diprainkubasi 10 menit suhu 35⁰C 

Substrat Xantin    

2 mL, 0.05 mM 

Data 

Buffer fosfat 0,2 M 

3,9 mL pH 6,5 

Crude  XO          

0.1 mL 
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Lampiran 7. Penetuan Kinetika Inhibisi Ekstrak Uji terhadap Aktivitas Enzim XO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan : untuk melihat kinetika enzim akibat perlakuan ekstrak, ke dalam sederetan 

konsentrasi substrat 0.05; 0.10; 0.15; 0.20; dan 0.25 mM masing-masing 

ditambahkan ekstrak (konsentrasi terpilih). Disiapkan tabung lain berisi 

campuran tanpa inhibitor dan ditetapkan sebagai kinetika awal. Digunakan 

allopurinol konsentrasi terpilih sebagai pemabanding (Lampiran 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak biji 

aren 0.1 mL 

 divortex atau dikocok 

 diinkubasi 30 menit suhu 35 ⁰C 

 ditambahkan HCl 0.1 N 1 mL 

 diukur serapannya pada λmaks 

 

 diprainkubasi 10 menit suhu 35⁰C 

Variasi 

[Substrat] 2 mL 

Data 

Buffer fosfat 0,2 M       

3,9  mL pH 6,5 

Crude  XO          

0.1 mL 
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Lampiran 8. Tabel dan Perhitungan 

 

a. % 100 x 
(g) sampelberat 

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

 

 

  

% 1.43  (b/b)Rendamen  %    

Serapan standar asam urat pada λ232 

 

 

 

 

b. Karakterisasi enzim xantin oksidase 

Aktivitas enzim xantin oksidase pada variasi pH 

pH 

Absorbansi 

Sampel 

(dengan 

enzim) 

Absorbansi 

Kontrol 

(tanpa 

enzim) 

Selisih 

Absorbansi  

(Y) 

Aktivitas 

XO 

(mU/mL) 

6 1,25 0,298 0,933 26,46 

6.5 1,502 0,281 1,221 32,47 

7.0 1,061 0,281 0,780 18,10 

7.5 1,058 0,337 0,721 17,38 

8.0 1,133 0,354 0,779 16,99 

 

Contoh perhitungan aktivitas enzim XO terhadap pH  

y = 0.4272x + 0,2226 

x =    =  

Konsentrasi 

Asam Urat 

Absorbansi 

(nm)  

0.01 mg/mL 0.584 

0.02 mg/mL 1.022 

0.04 mg/mL 1.640 

0.08 mg/mL 2.088 

0.16 mg/mL 2.187 

% 100 x 
(g) 50

(g) 0.7185
  (b/b)Rendamen  % 

 

Grafik hubungan konsentrasi standar Asam Urat 

(mg/mL) terhadap absorbansi pada λ232  
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x =    =    

x dalam 7 mL campuran (Volume total larutan uji) 

x =  2,337 mg/mL x 7 mL = 16,359 mg 

Aktivitas Enzim dalam Unit adalah 1 mmol substrat xantin yang diubah menjadi 

asam urat per satuan waktu 

mmol =   = 0,0973
 
 mmol  

Aktivitas Enzim (U/mL) = = 0,03246 U/mL 

Aktivitas Enzim (mU/mL) = 0,03246  x 1000 = 32,46 mU/mL 

Aktivitas enzim xantin oksidase pada variasi konsentrasi substrat 

Konsentrasi 

substrat 

(mM) 

Absorbansi 

Sampel (dengan 

enzim) 

Absorbansi 

Kontrol 

(tanpa enzim) 

Selisih 

Absorbansi  

(Y) 

Aktivitas XO 

(mU/mL) 

0,05 0,967 0,201 0,766 17,67 

0,10 1 0,207 0,793 21,55 

0,15 1,062 0,217 0,845 20,24 

0,20 1,161 0,317 0,844 20,21 

0,25 1,223 0,379 0,844 20,21 

 

Aktivitas enzim xantin oksidase pada variasi suhu 

suhu ( ⁰C) 

Absorbansi 

Sampel (dengan 

enzim) 

Absorbansi 

Kontrol 

(tanpa enzim) 

Selisih 

Absorbansi  

(Y) 

Aktivitas XO 

(mU/mL) 

20 1,011 0,241 0,770 17,81 

25 1,013 0,233 0,780 18,13 

30 0,993 0,234 0,759 19,20 

35 1,046 0,233 0,813 21,94 

40 1,018 0,229 0,789 16,63 
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Aktivitas enzim xantin oksidase terhadap pengaruh logam 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aktivitas relatif (%) =  % = 112,09 % 

 

c. Penentuan aktivtas enzim (mU/mL) dan aktivitas spesifik (mU/mg) 

Tabel 12. Serapan standar BSA 

[BSA] 

(mg/mL) 

Absorbansi 

λ630 nm 

0,02 0,082 

0,04 0,102 

0,08 0,277 

0,16 0,524 

0,32 0,905 

 

 

 

 

 

 

Sampel 

Konsentrasi  

Ion Logam 

(mM) 

Selisih 

Absorbansi  

(Y) 

Aktivitas 

Enzim 

(mU/mL) 

Aktivitas 

Relatif (%) 

Kontrol -  0,622 12,99 100,00 

Ca 
10 mM 0,664 14,56 112,09 

50 mM 0,797 17,62 135,60 

Cu 
10 mM 0,518 13,31 102,44 

50 mM 0,879 10,35 79,65 

Cd 
10 Mm 0,626 13,41 103,21 

50 mM 0,607 14,13 108,79 
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Hubungan absorbansi dan konsentrasi BSA 

Aktivitas dan aktivitas spesifik enzim xantin oksidase 

Absorbansi 

(y) 

Intercept 

(a) 

Slope 

(b) 

Faktor 

Pengenceran 

(FP) 

Kadar 

Protein 

(mg/mL) 

Aktivitas 

Enzim 

(mU/mL) 

Aktivitas 

Spesifik 

(mU/mg) 

0,255 2,8051 0,0302 100 8,01 16,84 2,10 

0,255 2,8051 0,0302 100 8,01 10,43 1,30 

Rata-Rata 8,01 8,99 1,12 

0,398 2,8051 0,0302 100 13,11 16,84 1,29 

0,394 2,8051 0,0302 100 12,97 10,43 0,80 

Rata-Rata 13.04 8,99 0,69 

Penentuan kadar protein 

y = 2.8051x + 0.0302 

  =  

x =   = 0.080 mg/mL 

Kadar protein = X .FP = 8 mg/mL 

Aktivitas Spesifik =   

Aktivitas spesifik =   = 2.10 mU/mg 
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d. Variasi konsnetrasi ekstrak etanol biji aren terhadap aktivitas enzim xantin 

oksidase 

 Aktivitas enzim xantin oksidase terhadap ekstrak etanol biji aren 

 

 
 

Contoh perhitungan % inhibisi ekstrak etanol biji aren 10 ppm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hubungan konsentrasi terhadap aktivtas enzim (mU/mL) 

Sampel 

Absorbansi 

Sampel 

(dengan 

enzim) 

Absorbansi 

Kontrol 

(tanpa 

enzim) 

ΔAbsorbansi  

(Y) 

Aktivitas 

enzim 

(mU/mL) 

% 

inhibisi  

(%) 

Blanko 0,589 0,004 0,585 12,99 0 

10 ppm 0,507 0,03 0,477 8,39 50,16 

20 ppm 0,491 0,02 0,476 8,36 50,35 

40 ppm 0,508 0,04 0,471 8,20 51,33 

80 ppm 0,532 0,07 0,463 7,83 53,49 

160 

ppm 
0,506 0,06 0,447 7,40 56,04 
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Aktivitas enzim xantin oksidase terhadap allopurinol 

Hubungan konsentrasi terhadap aktivtas enzim (mU/mL) 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel 

Absorbansi 

Sampel 

(dengan 

enzim) 

Absorbansi 

Kontrol 

(tanpa 

enzim) 

ΔAbsorbansi  

(Y) 

Aktivitas 

enzim 

(mU/mL) 

% 

inhibisi  

(%) 

Blanko 0,589 0,004 0,585 9,05 0 

10 ppm 0,497 0 0,497 8,59 46,24 

20 ppm 0,493 0,01 0,483 8,43 48,98 

40 ppm 0,491 0,013 0,478 7,77 49,96 

80 ppm 0,469 0,011 0,458 6,38 53,88 

160 

ppm 
0,495 0,079 0,416 9,05 62,11 
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e. Penentuan  nilai Km dan Vmaks pada kinetika enzim xantin oksidase 

 

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

 

Persamaan linear dari grafik Lineweaver-Burk yakni y = 0.0006x + 0.0424 

Dengan nilai a = 0.0006 dan b = 0.0424 

 

 

 

Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan  

 

 

 

 

Km= 0,0141 
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f. Penentuan Kinteika Inhibisi Ekstrak Biji Aren terhadap enzim Xantion Oksidase   

Hubungan 1/[S] dengan 1/V ekstrak etanol biji aren 

Persamaan linear dari grafik Lineweaver-Burk yakni y = 0.0009x + 0.0581 

Dengan nilai a = 0.0009 dan b = 0.0581 

 

 

 

Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan  

 

 

 

Km= 0,0154 

 

 

 



79 
 

Lampiran 9. Dokumentasi Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spektrum panjang gelombang standar asam urat  

 

 
Proses pemerahan susu sapi 

 

Isolasi enim xantin oksidase dari susu sapi dengan NaCl  
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Preparasi biji aren 

 

Maserasi biji aren dengan etanol 95% 

Evaporasi ekstrak etanol biji aren hingga diperoleh ekstrak kental  
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Karakterisasi enzim xantion oksidase (suhu) 

 

Karakterisasi enzim xantin oksdiase terhadap senyawaan logam 
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Pengenceran ekstrak etanol biji aren dari larutan 1000 pm 

Pengukuran kadar protein crude enzim xantin oksidase 

 

 


