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Lampiran 1. Diagram Alur Penelitian  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: dilakukan hal yang sama pada daun jeruk nipis  

 

 

Serbuk daun kelor 

Ekstrak kental 

metanol daun kelor 

Ekstrak kental metanol, n-heksana, 

kloroform, etil-asetat, butanol dan air 

Data 

- Dikeringkan selama ± 6 hari  

- Dihindarkan dari sinar matahari langsung 

- Dipotong kecil dan diblender 

- Diekstraksi dengan pelarut metanol p.a 

- Difraksinasi dengan pelarut n-heksana, 

kloroform, etil-asetat, butanol dan air 

- Diuji fitokimia terhadap  alkaloid, flavonoid, 

terpenoid, steroid dan saponin. 

- Diuji aktivitas inhibisi terhadap ekstrak  

- Dibandingkan daya inhibisi enzim dengan 

enzim komersial 

- Ditentukan tipe kinetika inhibitor terhadap 

enzim XO 

Daun Kelor 

Tahap 1 

Tahap 2 

Tahap 3 

Tahap 4 
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Lampiran 2. Preparasi Sampel dan Ekstraksi Sampel  

     

 

- Dipotong-potong kecil menggunakan gunting 

- Dikering anginkan selama kurang lebih 1 minggu 

- Dihaluskan dengan menggunakan blender 

- Diayak ukuran 100 mesh 

     

 

- Ditimbang sebanyak 500 gram dan dimasukkan dalam botol 

maserasi 

 

- Ditambahkan metanol sampai serbuk terendam hingga 2/3 botol 

- Dikocok selama 6 jam dengan kecepatan 125 rpm 

- Didiamkan selama 18 jam 

- Disaring dalam wadah penampung 

 

 

- Diekstraksi kembali dengan cara yang 

 sama,hingga diperoleh filtrat bening 

 

 

 

                    - Dipekatkan menggunakan        

                                                                  evaporator vakum, 50°C,   

                                                                  45 rpm  

 

    

 

 

 

 

 

 

 

Daun jeruk nipis dan 

daun kelor bersih 

Serbuk daun jeruk nipis 

dan daun kelor  

Ampas 

Ekstrak 

Ekstrak kental 
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Lampiran 3. Fraksinasi Ekstrak 

 

 

 

 

 

             Didispersikan dalam air sebanyak 300 mL 

         Dipartisi dengan pelarut organik 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: Dilakukan hal yang sama pada ekstrak daun jeruk nipis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak kental metanol 

daun kelor 

Fraksi 

air 

Fraksi n-

heksan 

Fraksi 

kloroform 

Fraksi etil-

asetat 

Fraksi 

butanol 
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Lampiran 4. Uji Fitokimia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hasil Fraksinasi 

Uji 

Flavonoid 

Uji 

Alkaloid 

Uji 

Steroid 

Uji 

Terpenoid 

Uji 

Saponin 
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Lampiran 5. Uji aktivitas inhibisi xanthine oksidase 

 

 

 

 

 

- Divortex 

- Diprainkubasi,  ± 10 menit, 35 ºC 

 

 

-  Dikocok, dan diinkubasi, ± 30 menit, 30 ºC 

-  Ditambahkan HCl 0,1 M sebagai penghenti reaksi 

-  Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 232 nm 

     

 

- Dihitung % inhibisinya 

 

 

 

 

 

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

kontrol negatif digunakan tanpa inhibitor. Blanko digunakan buffer   

pH 6,5. Pengujian dilakukan sebanyak dua kali.  

- Diulangi cara yang sama dengan mengganti ekstrak daun kelor 

menjadi ekstrak daun jeruk nipis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Buffer fosfat 0,2 M 

pH 6,5 sebanyak 

3,9 mL 

Xanthin 0,1 mM 

sebanyak 2 mL 

(substrat) 

 

Crude xanthin 

oksidase (XO) 

sebanyak 0.1 mL 

 

B + S + E 

 

Data 

Ekstrak 

daun Kelor 

 

IC50 
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Lampiran 6. Uji Kinetika Inhibisi Xanthin Oksidase 

 

 

 

 

 

- Divortex 

- Diprainkubasi,  ± 10 menit, 35 ºC 

 

 

-  Dikocok, dan diinkubasi, ± 30 menit, 30 ºC 

-  Ditambahkan HCl 0,1 M sebagai penghenti reaksi 

-  Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 232 nm 

 

 

Catatan : 1. diulangi cara yang sama dengan menggunakan substrat konsentrasi   

(0,1; 0,15; 0,2; dan 0, 25) mM. 

 

                 2. Blanko  : Buffer pH 6,5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Buffer fosfat 0,2 M pH 

6,5 sebanyak 3,9 mL 

Xanthin 0,05 mM 

sebanyak 2 mL 

(substrat) 

 

Crude xanthin oksidase 

(XO) sebanyak 0.1 mL 

 

B + S + E 

 

Data 
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Lampiran 7. Perhitungan pembuatan allopurinol, substrat, buffer posfat dan persen 

rendamen ekstrak daun kelor dan daun jeruk nipis 

 

1. Pembuatan allopurinol 1000 ppm 

L  0,01

mg
  ppm 1000 

 

L  0,01 x ppm  1000  mg 
 

=  10 mg = 0,01 gram 

2.
 Pembuatan allopurinol 10, 20, 40, 80, dan 160 ppm menggunakan rumus 

pengenceran 

3. Perhitungan pembuatan substrat 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; dan 0,25 mM dari substrat 

1 mM menggunakan rumus pengenceran 

 

a. Larutan substrat 0,05 mM 

       V1 . C1   =    V2 . C2 

       V1 x 1 mM      =   10 mL x 0,05 mM 

  
mM 1

mM 0,05 x mL 10
            V1 

 
    =   0,5 mL 

5. Contoh perhitungan % rendamen ekstrak 

a. Ekstrak metanol kelor 

% 100 x 
(g) sampelberat 

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

 

 

% 4.7  (b/b)Rendamen  %   
 

6. Pembuatan larutan ekstrak daun kelor dan daun jeruk nipis 1000 ppm menjadi 

10 ppm; 20 ppm; 40 ppm; 80 ppm dan 160 ppm menggunakan rumus 

pengenceran. 

 

% 100 x 
(g) 50

(g) 2.3651
  (b/b)Rendamen  % 
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Lampiran 8. Tabel dan perhitungan aktivitas enzim xanthine oksidase dan            

% Inhibisi serta nilai IC50 pada ekstrak daun kelor dan daun jeruk 

nipis. 

 

Data ekstrak daun kelor 

 

Sampel Konsen-

trasi 

(ppm) 

Abs. Sampel 

(dengan 

enzim) 

Abs. Kontrol 

(tanpa enzim) 

∆ Absor-

bansi (Y) 

Aktivitas 

enzim 

(mU/mL) 

Kontrol (-) - 1,063 0 1,063 27,31 

Estrak Metanol 10 1,028 0,015 1,013 26,06 

20 1,013 0,011 1,002 25,70 

40 1,019 0,032 0,987 25,21 

80 1,003 0,026 0,977 24,88 

160 0,923 0,041 0,882 21,74 

Kontrol (-) - 0,872 0,051 0,821 19,45 

Fraksi n-

heksan 

10 0,721 0,013 0,708 16,01 

20 0,716 0,027 0,689 15,38 

40 0,725 0,043 0,682 15,15 

80 0,726 0,580 0,668 14,69 

160 0,702 0,063 0,639 13,73 

Kontrol (-) - 0,703 0,062 0,641 13,60 

Fraksi air 10 0,606 0,061 0,545 10,63 

20 0,649 0,113 0,536 10,33 

40 0,597 0,08 0,517 9,71 

80 0,590 0,08 0,510 9,48 

160 0,559 0,07 0,489 8,78 

Kontrol (-) - 0,589 0,004 0,585 16,84 

Allopurinol 10 0,589 0,004 0,585 9,05 

20 0,497 0 0,497 8,59 

40 0,493 0,01 0,492 8,43 

80 0,469 0,011 0,458 7,77 

160 0,495 0,079 0,416 6,38 
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Data ekstrak daun jeruk nipis dan allopurinol 

Sampel Konsen-

trasi (ppm) 

Abs. 

Sampel 

(dengan 

enzim) 

Abs. 

Kontrol 

(tanpa 

enzim) 

∆ Absorbansi 

(Y) 

Aktivitas 

enzim 

(mU/mL) 

Kontrol (-) - 0,589 0,004 0,585 11,78 

Fraksi n-

heksan 

10 0,540 0 0,540 10,47 

20 0,554 0,033 0,521 9,84 

40 0,539 0,031 0,508 9,41 

80 0,518 0,023 0,495 8,98 

160 0,502 0,036 0,639 8,03 

Kontrol (-) - 0,703 0,062 0,641 13,60 

Fraksi air 10 0,623 0 0,623 11,62 

20 0,532 0 0,532 10,86 

40 0,525 0 0,525 9,97 

80 0,509 0,001 0,508 9,41 

160 0,482 0.013 0,469 8,13 

Kontrol (-) - 0,589 0,004 0,585 16,84 

Allopurinol 10 0,589 0,004 0,585 9,05 

20 0,497 0 0,497 8,59 

40 0,493 0,01 0,492 8,43 

80 0,469 0,011 0,458 7,77 

160 0,495 0,079 0,416 6,38 

Kelor : Jeruk 

Nipis 

2:1         

(40 ppm) 

0,585 0,061 0,524 9,94 

 

Kurva Standar Asam Urat 

 

 

 

 

 

 

y = 0.4272x + 0.2226

R² = 0.9581
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 Contoh perhitungan aktivitas enzim 

  1000
urat asamMr  x Slope

Vtotx Intercept  - sampel) Kontrol Abs. - Sampel (Abs.
  mol   Urat][Asam x

 

VEnzim

1

inkubasiwaktu 

urat] asam [
  

mL

U
 Enzim Aktivitas x









 

- Persamaan regresi linear dari standar asam urat 

Y= ax + b 

Y= 0,427x  +  0,2226 

 Untuk ekstrak metanol kelor 10 ppm 

  1000
168 x 0,427

7.1 x 0,2226 - 0,015) -  (1,028
  mmol   Urat][Asam x

  

  

 

                                   = 
5,61184

71,736
 
 

             = 0,07819  mmol 

 

mL 0,1

1

menit 30

mmol 0,07819
  

mL

U
 Enzim Aktivitas x









 

       =  
0,07819 mmol

3 menit. mL
 

      = 0,02606 unit 

       = 26,06 x 10-3 unit 

                                         = 26,06 mU 

 Contoh perhitungan % aktivitas relatif dan % inhibisi 
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% 100 x 
anpenghambat  tanpaAktivitas

anpenghambat Aktivitas
  relatif Aktivitas % 

 

 
 relatif aktivitas % - 100               Inhibisi %   

 

 Untuk ekstrak metanol 10 ppm 

% 100 x 
27,31

26,06
  relatif Aktivitas % 

 

         = 95,4 % 

 
relatif aktivitas % - 100               Inhibisi %   

 
        = 100 – 95,4 % 

        = 4,6 % 

Keterangan: perhitungan sama untuk tiap ekstrak pada masing-masing 

konsentrasi, dan juga berlaku untuk allopurinol sebagai kntrol 

positif. 

 

Hubungan konsentrasi ekstrak metanol daun kelor dengan % inhibisi terhadap 

ekstrak kasar enzim XO 
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Hubungan konsentrasi ekstrak air daun kelor dengan % inhibisi terhadap ekstrak 

kasar enzim XO 

 

 

 

 

 

 

 

Hubungan konsentrasi ekstrak n-heksan daun kelor dengan % inhibisi terhadap 

ekstrak kasar enzim XO 
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Hubungan konsentrasi ekstrak n-heksan daun jeruk nipis dengan % inhibisi 

terhadap ekstrak kasar enzim XO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hubungan konsentrasi ekstrak air daun jeruk nipis dengan % inhibisi terhadap 

ekstrak kasar enzim XO 

 

 

 

 

14.57

20.15

25.26

30.81

40.27

y = 0.1574x + 16.456

R² = 0.9399

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

%
 I

n
h

ib
is

i 
E

n
zi

m
 X

O

Konsentrasi ekstrak air (mg/mL)

Konsentrasi ekstrak air D. Jeruk Nipis vs % Inhibisi 

Enzim XO

% Inhibisi Enzim XO

y = 0.1416x + 23.949

R² = 0.9897

15

20

25

30

35

40

45

50

%
 I

n
h

ib
is

i 
A

k
ti

v
it

a
s 

E
n

zi
m

 X
O



 

72 
 

 

 

 

 

 

 

 

Hubungan konsentrasi Allopurinol dengan % inhibisi terhadap ekstrak kasar 

enzim XO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Lampiran 9. Perhitungan penentuan kinetika inhibisi ekstrak kasar enzim XO 

terhadap ekstrak daun kelor dan daun jeruk nipis 
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a Hubungan konsentrasi ekstrak n-heksan daun jeruk nipis dengan %nhibisi 

terhadap ekstrak kasar enzim XO. 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 = 0,0004x + 0,0295 

Dengan nilai a = 0,0004 dan b = 0,0295 

b = 
1

Vmaks
 

0,0295 = 
1

Vmaks
 

Vmaks = 
1

0,0295
 = 33,89 

Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan  

a = 
Km

Vmaks
 

y = 0.0004x + 0.0295

R² = 0.9091
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0.0004 = 
Km

33,89
 

Km= 0.0004 x 33,89 

                                                       Km= 0.01 

b. Penentuan kinetika inhibisi ekstrak daun kelor terhadap enzim xantin oksidase 

 

Hubungan 1/[S] dengan 1/V ekstrak air daun kelor 

Persamaan linear dari grafik Lineweaver-Burk yakni y = 0,003x + 0,031 

Dengan nilai a = 0,003 dan b = 0,031 

b = 
1

Vmaks
 

0,031 = 
1

Vmaks
 

Vmaks = 
1

0,031
 = 32,26 

Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan  

a = 
Km

Vmaks
 

y = 0.003x + 0.0312

R² = 0.9247
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0,003 = 
Km

32,26
 

Km= 0,003 x 32,26 

                                                        Km= 0,1 

c. Penentuan kinetika inhibisi fraksi air daun jeruk nipis terhadap enzim xantin 

oksidase 

 

 

 

 

 

 

 

Hubungan 1/[S] dengan 1/V ekstrak air daun jeruk nipis 

Persamaan linear dari grafik Lineweaver-Burk yakni y = 0,003x + 0,030 

Dengan nilai a = 0,003 dan b = 0,030 

b = 
1

Vmaks
 

0,030 = 
1

Vmaks
 

Vmaks = 
1

0,030
 = 33,33 

Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan  

a = 
Km

Vmaks
 

0,003 = 
Km

33,33
 

Km= 0,003 x 33,33 

Km= 0,1 

y = 0.0031x + 0.0302

R² = 0.9849
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Lampiran 10. Dokumentasi penelitian 

      

Daun jeruk nipis dan daun kelor kering 

 

 

 

 

 

      

 

 

 

Proses ekstraksi dan fraksinasi daun kelor dan daun jeruk nipis 
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Proses evaporasi ekstrak daun kelor dan daun jeruk nipis 

       

 

 

 

 

Ekstrak kental daun kelor dan daun jeruk nipis 

       

 

 

 

 

 

Hasil uji fitokimia ekstrak metanol daun kelor dan daun jeruk nipis 
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Hasil uji fitokimia ekstrak n-heksan daun kelor dan daun jeruk nipis 

 

 

       

 

 

 

Hasil uji fitokimia ekstrak kloroform daun kelor dan daun jeruk nipis 

 

       

 

 

 

Hasil uji fitokimia ekstrak etil-asetat daun kelor dan daun jeruk nipis 
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Hasil uji fitokimia ekstrak butanol daun kelor dan daun jeruk nipis 

 

       

 

 

 

Hasil uji fitokimia ekstrak air daun kelor dan daun jeruk nipis 

 

 

 


