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Lampiran 1. Lokasi Pengambilan Sampel Rebung dan Daun Bambusa vulgaris
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Lampiran 2. Alur Penelitian

Ekstraksi Enzim XO dari
Rebung

l

Pemurnian Enzim
X0
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e Fraksinasi dengan Amonium Sulfat
e Dialisis dengan membran selofan

Penentuan Aktivitas Enzim XO

Penentuan Kadar Protein Enzim XO

l ¢ Aktivitas Enzim XO tertinggi dilanjutkan

Karakterisasi

l

Inhibisi menggunakan ekstrak
etanol dan air daun bambu

l

l

l

Uji Fitokimia

v

Persen Daya
Inhibisi

Uji
antioksidan

A 4

Kinetika
Enzim XO




Lampiran 3. Skema Isolasi Enzim XO dari Rebung

500 g rebung

¢ dipotong-potong
e + 500 mL buffer posfat pH 7
¢ diblender

Campuran halus

e didiamkan 1,5 jam, suhu 4°C
e disaring

Filtrat

residu

o disentrifugasi pada 5000 rpm,
suhu 4°C selama 30 menit

Ekstrak kasar
(enzim XO)
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Lampiran 4. Skema Isolasi Enzim XO dari Rebung
a. Fraksinasi dengan Amonium Sulfat

Ekstrak kasar XO

- ditambahkan ammonium sulfat0  -20% kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm pada
suhu 4 °C selama 30 menit.

| |

Supernatan (S1) Fraksi protein (F1)

- ditambahkan amonium sulfat  20-40% kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm pada suhu
4 °C selama 30 menit.

| l

Supernatan (S2) Fraksi protein (F2)

- ditambahkan amonium sulfat 40-60% kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm pada suhu
4 °C selama 30 menit.

. '

Supernatan (S3) Fraksi protein (F3)

- ditambahkan amonium sulfat 60-80% kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm pada
suhu 4 °C selama 30 menit.

A 4

Supernatan (S4) Fraksi protein (F4)

- ditambahkan amonium sulfat  80-100% kejenuhan.
- disentrifugasi dengan kecepatan 12000 rpm pada
suhu 4 °C selama 30 menit.

\4 l

Supernatan (S5) Fraksi protein (F5)

Masing -masing fraksi

- ditambahkan buffer fosfat
- diuji aktivitas enzim XO dan di hitung kadar protein

A




b. Fraksinasi dengan Amonium Sulfat

Ekstrak Kasar XO

e difraksinasi dengan amonium sulfat pada tingkat kejenuhan 0-20%
e disentrifugasi pada 12.000 rpm, 4°C, 30 menit
e didiamkan semalam

Fraksi Enzim |

Filtrat

o diukur volumenya

o difraksinasi dengan amonium sulfat pada tingkat kejenuhan
20-40%,40-60%, 60-80%, 80-100%
¢ didiamkan semalam

Fraksi enzim 11,11, IV, dan V

*perlakuan yang sama dilakukan untuk menghasilkan fraksi enzim I1,111,1V, dan V
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Dialisis dengan Membran Selofan

Fraksi enzim dengan aktivitas tertinggi

¢ dimasukkan ke dalam kantong selofan
o diikat bagian atas dan bawah membran selofan

Fraksi enzim dengan kantong selofan

e direndam dengan larutan buffer posfat

o diaduk menggunakan magnetic stirrer dalam kondisi dingin

¢ diganti larutan buffer setiap 2 jam

e diuji larutan buffer dengan larutan Ba(OH)2.8H20 2%

o diakhiri dialisis jika buffer posfat sudah tidak terdapat endapan berwarna
putih

Dialisat Enzim

e diuji aktivitas XO dan kadar protein, serta karakterisasi suhu,
waktu, pH, dan substrat

Data




Lampiran 5. Penentuan Aktivitas Xantin Oksidase

0,2 M pH 7

3,9 mL buffer posfat

2 mL substrat xantin
0,15 mM

e dimasukkan ke dalam tabung reaksi
e dilakukan prainkubasi selama 10 menit,
25°C
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0,1 mL ekstrak
enzim XO

¢ diinkubasi selama 30 menit, suhu 25°C
¢ ditambahkan HCI 0,1 N 1 mL
o diukur serapannya pada Amax

menggunakan spektrofotometer UV-Vis

Data

*Perlakuan yang sama untuk larutan blanko dan standar xantin
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Lampiran 6. Penentuan Kadar Protein Metode Lowry

1 mL fraksi/ dialisat enzim

e dimasukkan ke dalam tabung reaksi

e ditambahkan 5 mL reagen Lowry B

e dihomogenkan

e dibiarkan selama 10-15 menir pada suhu kamar

e ditambahkan 1 mL reagen Lowry A

e dihomogenkan

e dibiarkan selama 30 menit

¢ diukur absorbansinya pada Amax menggunakan spektrofotometer UV-Vis

Data

*perlakuan yang sama untuk larutan blanko dan standar BSA



Lampiran 7. Skema Penentuan Karakterisasi Enzim Xantin Oksidase

a. Penentuan Waktu Inkubasi

3,9 mL buffer posfat
0,2MpH7
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2 mL substrat xantin 0,1 mL dialisat
0,15 mM enzim XO

e dimasukkan ke dalam tabung reaksi
e dilakukan prainkubasi selama 10 menit,
25°C

¢ diinkubasi pada variasi waktu
25,30,35,40, dan 45 menit, 25°C

e ditambahkan HCI 0,1 N, 1 mL

e diukur serapannya Amax menggunakan
spektrofotometer UV-Vis

Data

*dilakukan prosedur yang sama untuk karakterisasi

e Suhu optimum dengan variasi suhu 25, 30, 35, 40, dan 45°C
e pH optimum dengan variasi pH 5; 5,5; 6; 6,5; 7; dan 7;5
¢ Konsentrasi substrat dengan variasi konsentrasi 0,05; 0,1; 0,15; 0,2; dan 0,25

mM



Lampiran 8. Ekstraksi Daun Bambu Menggunakan Etanol dan Air

Daun Bambu Muda

e dicuci dengan air mengalir

¢ dipotong-potong menjadi ukuran yang kecil
¢ dikeringkan dalam suhu ruang

¢ dihaluskan menggunakan blender

Serbuk Daun

e ditimbang masing-masing 50 gram
e dimasukkan ke dalam gelas kimia
e ditambahkan etanol 250 mL

e diaduk selama 24 jam

e disaring dengan corong

Filtrat Maserat

e dipekatkan menggunakan vacum rotary
evaporator pada suhu 80°C

Ekstrak kental etanol
daun bambu

Perlakuan yang sama untuk daun tua dan sangat tua, serta ekstrak air dengan
mengganti etanol dengan air



Lampiran 9. Uji Fitokimia

Ekstrak etanol daun bambu

Uji Flavonoid

Uji Tanin

Uji Saponin

- dimasukkan kedua
tabung reaksi

- tabung reaksi pertama
ditambahkan
beberapa tetes
Pb(CHsCOO):

- tabung reaksi kedua
ditambahkan
beberapa tetes H.SO4

- diambil sebanyak 2
mL

- ditambahkan
akuades sebanyak
2mL

- ditambahkan
beberapa tetes
FeCI3

Hasil

Hasil

Catatan :
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diambil sebanyak
2,5mL
ditambahkan
beberapa tetes
akuades

dikocok dengan
kencang

Hasil

1. Terbentuknya endapan berwarna kuning (penambahan Pb(CH3;COO)) dan
endapan berwarna jingga (penambahan H,SO4) menandakan adanya

flavonoid

A WN

alr.

. Terbentuknya endapan hijau menandakan adanya tanin
. Terbentuknya busa yang banyak menandakan adanya saponin
. Dilakukan hal yang sama dengan mengganti ekstrak etanol menjadi ekstrak
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Ekstrak etanol daun bambu

Uji Steroid

Uji Terpenoid

- ditambahkan 2 mL
anhidrida asetat

- ditambahkan 2 mL
H,SO,4

Hasil

- diambil sebanyak 5 mL

- diambil sebanyak 5 mL

- ditambahkan 2 mL CHCls;

- ditambahkan 3 mL H,SO, secara
perlahan hingga terbentuk
lapisan antarmuka (interface)

Hasil

Ekstrak etanol daun bambu

- diambil sebanyak 3 mL
- ditambahkan 3 mL HCI 1%
diaduk diatas penangas

Uji Alkaloid - dimasukkan kedalam dua
tabung reaksi berbeda masing-
masing 1 mL
- ditambahkan - ditambahkan
beberapa tetes reagen beberapa tetes reagen
dragondroff Mayer
Hasil Hasil
Catatan :

1. Terjadinya perubahan warna dari ungu menjadi biru atau hijau
menandakan adanya steroid

2. Terbentuknya warna merah pada lapisan antarmuka (interface)
menunjukkan adanya terpenoid

3. Terbentuknya endapan berwarna orange pada saat penambahan reagen
dragendroff dan endapan berwarna krim kekuning-kuningan pada saat
penambahan reagen Mayer menandakan adanya alkaloid

4. Dilakukan hal yang sama dengan mengganti ekstrak etanol menjadi

ekstrak air



Lampiran 10. Penentuan Aktivitas Antioksidan Asam Askorbat dengan Metode
DPPH

Asam Askorbat 5 ppm

- dipipet masing-masing 0,25 mL; 0,5 mL; 1 mL, 2 mL, dan 4
mL untuk deret standar 0,25 ppm, 1 ppm, 2 ppm dan
4 ppm

- ditambahkan masing-masing 1 mL larutan DPPH 0,4 mM

- ditambahkan metanol p.a masing-masing 3,75 mL; 3,5 mL;
3mL, 2 mL, dan 0 mL sehingga didapatkan volume total 5 mL
untuk masing?2 deret standar

- ditutup dengan aluminium foil

- diinkubasi selama 30 menit pada suhu ruang

- diukur  serapan  absorbansi dengan  menggunakan
spektrofotometer UV-Vis pada Amax

Deret Standar

Larutan Konsentrasi 500
ppm fraksi protein

- dipipet 0,1 mL; 0,2 mL; 0,4 mL; 0,8 mL; dan 1,6 mL untuk
membuat deret ukur 10 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 80 ppm
dan 160 ppm dari masing2 masig ekstrak

- ditambahkan masing-masing larutan DPPH sebanyak 1
mL

- ditambahkan masing-masing metanol hingga volume 5 mL

Deret Standar

80



81

Larutan DPPH
0,4 mM

- dipipet sebanyak 1 mL
- dicukupkan volume sampai 5 mL menggunakan metanol

Kontrol

Deret Ukur

Kontrol

- diinkubasi pada suhu ruang selama 30 menit

diruang gelap

- diukur serapan absorbansinya pada panjang

gelombang 515 (Amax)

Data

Catatan : larutan blanko yang digunakan 5 mL metanol dengan perlakuan yang
sama dengan ekstrak
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Lampiran 11. Penentuan Daya Inhibisi Sampel Perbandingan dengan Allopurinol

3,9 mL buffer
posfat 0,2 M pH
optimum

2 mL substrat
xantin optimum

0,1 mL
ekstrak daun
bambu

0,1 mL enzim
X0

e dimasukkan ke dalam tabung reaksi
e dilakukan prainkubasi selama 10 menit
pada suhu optimum

¢ diinkubasi selama waktu dan suhu optimum

e ditambahkan HCI 0,1 N sebanyak 1 mL

e diukur serapannya pada Amax menggunkana
spektrofotometer UV-Vis

Data

Catatan:

¢ Kontrol positif digunakan Allopurinol, blanko digunakan aquades, dan kontrol
negatif digunakan tanpa inhibitor. Pengujian dilakukan sebanmyak dua kali

o Ekstrak sampel yaitu ekstrak etanol dan air daun bambu dengan konsentrasi
40 ppm, 80 ppm, 120 ppm, 160 ppm, dan 200 ppm



Lampiran 12. Uji Tipe Penghambatan Enzim XO

3,9 mL buffer
posfat 0,2 M pH
optimum

2 mL substrat
xantin (0,05-
0,25 mM

0,1 mL
ekstrak daun
bambu
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0,1 mL enzim
XO

e dimasukkan ke dalam tabung reaksi

o dilakukan prainkubasi selama 10 menit
pada suhu optimum

Data

¢ diinkubasi selama waktu dan suhu optimum

e ditambahkan HCI 0,1 N sebanyak 1 mL

¢ diukur serapannya pada panjang gelombang
maksimum menggunkana spektrofotometer
UV-Vis



Lampiran 13. Tabel Kejenuhan Ammonium Sulfat

84

S

0 5 0 3 40 45 0 55 60 65 0 75 80 85 90 9 100
Sl Garam amonium sulfat yang ditambahkan (gram)
0 106 134 164 194 226 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 €50 697
S5 79 108 137 166 197 229 262 296 331 368 305 444 484 526 570 615 662
10 53 81 109 139 169 200 233 266 301 337 374 412 452 493 536 381 627
15 26 5 82 111 141 172 24 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592
20 0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557
A 0 27 56 84 115 146 179 211 245 280 317 355 395 436 478 522
Rl 0 28 56 86 117 148 I81 214 249 285 323 362 402 445 488
3 0 28 ST 87 118 ISI 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 9 123 156 190 226 263 302 342 383
50 030 60 92 125 159 194 230 268 308 348
55 0 30 61 9 127 161 197 235 273 313
60 0 31 6 95 129 164 210 239 279
65 0 31 63 97 132 168 205 244
0 0 32 65 99 1M 171 209
75 0 32 66 101 137 14
80 0 33 67 103 139
85 0 34 68 105
% 0 34 7
95 0 3
100 0
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Lampiran 14. Jumlah Amonium Sulfat yang Ditambahkan pada Fraksinasi
berbagai Tingkat Kejenuhan

Fraksi Protein Bobot Amonium
Sulfat (gram)

Penambahan Amonium sulfat:

0-20 %

20-40 %

40-60 %

60-80 %

80-100 %

1000 mL

0-20 % 50,986
20-40 % 55370
40-60 % 60
60-80 % 65,661
80-100% 73.670
- Amk 106 - 50,086
oo * gram = 50,986 gram
a0 mk 913 = 55370
1000 mL X gram = s gram
soomL o e
1000 mL X gram = gram
S09mL 159 gram = 65,661 gram
1000 mL gram = 55,051 gra
530 mL
= x 139 gram = 73,670 gram



Lampiran 15. Kurva Standar Bovine Serum Albumin pada A 660 nm

Konsentrasi BSA Absorbansi
(mg/mL) (A-660 nm)
0 0

0,02 0,133

0,04 0,224

0,08 0,412

0,16 0,671

0,32 1,26

14

0,8

0,6 y =3,8176x + 0,0555

R2=0,9941

Absorbansi

0,4
0,2

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
Konsentrasi
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Lampiran 16. Pengukuran Kadar Protein pada Setiap Tahap Pemurnian

Faktor Kadar
Fraksi Portein Absorbansi Protein
pengenceran
(mg/mL)
Ekstrak kasar 0.786 50 9.57
Fraksi 0-20% 1.24 50 15.51
Fraksi 20-40% 1.35 50 16.95
Fraksi 40-60% 1.42 50 17.87
Fraksi 60-80% 0.764 50 9.28
Fraksi 80-100% 0.78 50 9.49
Filtrat Sisa 0.756 50 9.17
Fraksi 20-40%
0.86 50 10.54

setelah Dialisis

1,5 -
2
g
5 y = 3,8176x + 0,0555
20,5 R2=0,9941
<

O T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Konsentrasi

Dari hasil regresi kurva larutan standar diperoleh persamaan garis: y = 3,8176x +
0,0555, Maka data kadar protein pada tabel di atas diperoleh dengan cara:

(y -0,0555)x50

_ (0,786 -0,0555) x 50

Ekstrak kasar = 3.8176

Fraksi 0-20% = (y -0,0555)x50

3,8176

_ (1,240 -0,0555) x 50

3,8176

(y -0,0555)x50

3,8176

(1,350 -0,0555) x 50

oA —
Fraksi 20-40% 3.8176

Fraksi 40-60% =

(y -0,0555)x50

3,8176

_ (1,420 -0,0555)x 50

3,8176

Fraksi 60-80% =

(y -0,0555)x50

3,8176

(0,764 -0,0555) x 50

3,8176

3,8176

=9,57 mg/mL

=15,51 mg/mL

=16,95 mg/mL

=17,87 mg/mL

=9,28 mg/mL



(y -0,0555)x50 _ (0,780 -0,0555) x 50
3,8176 - 3,8176

Fraksi 80-100% =

_ (y-0,0555)x50 _ (0,756 -0,0555) x 50

Filtrat sisa 38176 - 3,8176

Fraksi 20-40% setelah dialisis

_(y -0,0555)x50 __(0,860 -0,0555) x 50
- 38176 3,8176

=10,54mg/mL

= 9,49 mg/mL

=9,17 mg/mL
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Lampiran 17. Kurva Standar Asam Urat pada A 290 nm

Absorbansi

1,4 -
1,2 A

0,8 A

0,6

04 -
02 -

[Asam Urat]  apsorbansi

(ppm
0 0
01 0,069
0.2 0,146
0.4 0,288
0.8 0,658
16 1,136

y =0,7236x + 0,009
R2=0,9934

ee°
oe*
7.

0,5 1 1,5
Konsentrasi
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Lampiran 18. Aktivitas Enzim Xantin Oksidase

90

Absorbansi Aktivitas
T_ingkat [3f:tr]n Aktiv-itas Kadqr spes.ifik Tingkgt
kejenuhan Simplo Duplo Enzim protein enzim kemurnian
(ppm) (mU/mg)
E. Kasar 0.199 0.186 0.25 1.233 9.568 0.129 1
F1 (0 - 20%) 0.364 0.37 0.49 2.405 15.514 0.155 1.203
F2 (20 - 40%) 0.451 0.434 0.60 2.912 16.954 0.172 1.333
F3 (40 - 60%) 0.254 0.256 0.34 1.653 17.871 0.092 0.718
F4 (60 - 80%) 0.111 0.112 0.14 0.689 9.279 0.074 0.576
F5 (80-100%) 0.152 0.168 0.21 1.014 9.175 0.111 0.713
Filtrat Sisa 0.096 0.084 0.11 0.544 9.175 0.059 0.460
F2 (20-4.0%). 0.313 0.317 0.42 2.056 10.537 0.195 1.514
setelah dialisis

Contoh perhitungan aktivitas spesifik enzim XO

Aktivitas Enzim(AE) (MY/_ )

Aktivitas Enzim spesifik (MY/ ) =

Diketahui :
Absorbansi E.kasar

Penyel

Vtotal

Waktu inkubasi

Vsampel

_ mmol Asam Urat x Vtotal

AE (MU/_1)

" waktu inkubasi x Vsampel

=0,193
=0,007 L
= 30 menit
=0,1 mL

Persamaan garis larutan standar = Y= 0,7236x + 0,009

esaian :

[asam urat] =

mmol asam urat =

Aktivitas Enzim spesifik (mU/mL)

y-0,009 0,193 -0,009

0,7236

0,7236

= 0,254 ppm

[asam urat] x Vtotal x 50 __ 25 x 0,007 x 50

Mr xantin oksidase

30x0,1

Contoh perhitungan tingkat kemurnian

Tingkat kemurnian =

Tingkat kemurnian =

52x10%x7
Aktivitas Enzim(AE) (MU/_ ) = =———

168

=1,233 mU/mL

_ 1,233 mU/m
9,568 mg/mL

Kadar Protein (mg/mL)

=5,2x 10"

= 0,192 mU/mg

aktivitas spesifik enzim xantin oksidase setelah pemurnian

aktivitas spesifik ekstrak kasar enzim xantin oksidase

0,129 mU/mg




Lampiran 19. Karakterisasi Aktivitas Enzim XO

a. Aktivitas Enzim XO terhadap variasi waktu

Waktu Absorbansi Aktivitas Enzim
(menit) (U/mL)

15 0.256 0.166

20 0.294 0.191

25 0.327 0.214

30 0.295 0.192

35 0.289 0.188

40 0.286 0.186

b. Aktivitas Enzim XO terhadap variasi pH

Aktivitas Enzim

pH Absorbansi (U/mL)
5 0.26 0.169
55 0.27 0.175
6 0.297 0.193
6,5 0.288 0.187
7 0.279 0.181
7,5 0.276 0.179

c. Aktivitas Enzim XO terhadap Pengaruh Variasi Suhu

Suhu (°C) Absorbansi Aktivitas Enzim

(U/mL)
25 0.261 0.169
30 0.265 0.172
35 0.29 0.189
40 0.274 0.178

45 0.27 0.175




d. Aktivitas Enzim XO terhadap Variasi Substrat

Substrat (mM)  Absorbansi Aktivitas Enzim

(mU/mL)
0,05 0.26 0.169
0.1 0.276 0.179
0.15 0.286 0.186
0.2 0.282 0.183
0.25 0.278 0.181

e. Aktivitas Enzim XO terhadap Pengaruh Penambahan Variasi Logam

Penglj_rgz;rgrt‘)]atan Konsentrasi  Absorbansi Aktl(\r/];tS/SmELr;zm
Kontrol 0.279 0.181
10 mM 0.285 0.185
BaCl, 50 mM 0.276 0.179
250 mM 0.24 0.155
10 mM 0.291 0.189
MnCl, 50 mM 0.442 0.291
250 mM 1.404 0.937
10 mM 0.256 0.166
CaCl 50 mM 0.268 0.174
250 mM 0.341 0.223
10 mM 0.264 0,013
CuCly 50 mM 0.402 0,013
250 mM 0.441 0,013
10 mM 0.281 0,015
ZnCl 50 mM 0.537 0,022

250 mM 1.202 0,031




Lampiran 20. Kurva Pengukuran Antioksidan

a. Ekstrak Etanol Daun Muda Bambusa vulgaris

Konsentrasi . AI_(tivit.as
(bpm) Absorbansi antioksidan
(%)
10 0.591 1.83
20 0.575 4.49
40 0.574 4.65
80 0.55 8.64
160 0.506 15.95
kontrol 0.602

b. Ekstrak Etanol Daun Tua Bambusa vulgaris

Konsentrasi Aktivitas
(ppm) Absorbansi antioksidan
Pp %
10 0.591 1.83
20 0.581 3.49
40 0.579 3.82
80 0.515 14.45
160 0.428 28.90
kontrol 0.602

aktivitas antioksidan (%)

20,00
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y =0,0896x + 1,5573

15,00
10,00
5,00

0,00

35,00

aktivitas antioksidan (%)

c. Ekstrak Etanol Sangat Tua Bambusa vulgaris

Konsentrasi Aktivitas
(opm) Absorbansi antioksidan
pp %
10 0.574 4.65
20 0.569 5.48
40 0.539 10.47
80 0.487 19.10
160 0.406 32.56
Kontrol 0.602

aktivitas antioksidan (%)

30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00
0,00

35,00
30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

R*=0,9841

0 50 100 150 200
konsentrasi

y=0,186x-1,0313
R?=0,9833

50 100 150 200
konsentrasi

A= 0,1903x + 2,6509
R? =0,9948
0 50 100 150 200
konsentrasi



d. Ekstrak Air Daun Muda Bambusa vulgaris

Konsentrasi Aktivitas
Absorbansi antioksidan
(Ppm) o
10 0.545 855
20 0.495 16.67
40 0.379 3630
80 0.258 EGE7
160 0.154 74.07
kontrol 0.594

e. Ekstrak Air Tua Bambusa vulgaris

Konsentrasi Aktivitas
(ppm) Absorbansi antioksidan
PP %
10 0.553 6.90
20 0.509 14.31
40 0.427 28.11
80 0.299 49.66
160 0.152 74.41
kontrol 0.594

aktivitas antioksidan (%)

aktivitas antioksidan (%)

f. Ekstrak Air Daun Sangat Tua Bambusa vulgaris

Konsentrasi Absorbansi Aktivitas

(ppm) antioksidan
(%)
10 0.552 7.07
20 0.518 12.79
40 0.408 31.31
80 0.336 43.43
160 0.27 54.55
kontrol 0.594

aktivitas antioksidan (%)

100,00

y=0,4269x + 11,883

80,00
60,00
40,00
20,00

0,00

70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

0,00

0

R?=0,9073

50

50

100
konsentrasi

100

konsentrasi

Chart Title

0 50

100

konsentrasi
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150

150

150

200

200

-=0,4441x + 7,1479
R*=0,9676

200
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Contoh Perhitungan aktivitas antioksidan dan nilai ICso

absorbansi kontrol-absorbansi sampel

% aktivitas antioksidan = 2bsorbansi kontrol x 100 %

Diketahui :
Absorbansi Kontrol =0,765

Absorbansi sampel ekstrak etanol daun muda = 0,697

Penyelesaian :

o S 0,602- 0,506
% aktivitas antioksidan = W X 100% = 15,95%

Perhitungan nilai ICso

Diketahui :
Persamaan regresilinear y=ax+b
y =0.0896x + 1.5573
Penyelesaian :
y-b _ 50-1,5573

ICs0= = = 67,38
a 0,0896

ICs0 ekstrak etanol daun muda adalah = 57,38 pg/mL



Lampiran 21. Data Pengukuran Persen Daya Inhibisi

a. persen inhibisi Allopurinol (Kontrol positif)

konsentrasi  AKOVItaS o ivitas % inhibisi
Allopurinol Absorbansi Enzim Relatif Enzim XO
(ppm) (mU/mL)
40 0.078 0.0093 21.70 78.30
80 0.072 0.0085 19.81 80.19
120 0.063 0.0073 16.98 83.02
160 0.057 0.0064 15.09 84.91
200 0.049 0.0054 12.58 87.42
Kontrol Negatif 0.327 0.0427 100.00

96

b. persen inhibisi ekstrak air daun muda, tua, dan sangat tua Bambusa vulgaris

E[;(;JE%E:E}QSI Absorbansi AIlE(;[:;/ilrtr?1 i Akt(;/\(/)itas Z’ ir,‘hibiSi
(mU/mL)  Relatif ~ En@mX0
(Ppm)
Kontrol negatif 0.327 0.0513 100 0
Muda
40 0.208 0.0321 62.5786 37.42
80 0.192 0.0295 57.5472 42.45
120 0.18 0.0276 53.7736 46.23
160 0.163 0.0248 48.4277 51.57
200 0.161 0.0245 47.7987 52.20
Tua
40 0.157 0.0239 46.5409 53.46
80 0.155 0.0235 45.9119 54.09
120 0.146 0.0221 43.0818 56.92
160 0.144 0.0218 42.4528 57.55
200 0.14 0.0211 41.1950 58.81
Sangat Tua
40 0.188 0.0289 56.2893 43.71
80 0.164 0.0250 48.7421 51.26
120 0.161 0.0245 47.7987 52.20

160 0.153 0.0232 45.2830 54.72
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200 0.152 0.0231 44,9686 55.03

c. persen inhibisi ekstrak etanol daun muda, tua, dan sangat tua Bambusa
vulgaris

Sampel

. 0
Diﬁsr:rggn?gu Absorbansi Allgwl\z/il:ﬁs Akti\/;)it_as ?n';mb;so'
(bpm) (mU/mL) Relatif
Kontrol 0.327 0.0513 100 0
negatif
Muda
40 0.147 0.0222 43.3962 56.60
80 0.15 0.0227 44.3396 55.66
120 0.143 0.0216 42.1384 57.86
160 0.138 0.0208 40.5660 59.43
200 0.128 0.0192 37.4214 62.58
Tua
40 0.151 0.0229 44.6541 55.35
80 0.143 0.0216 42.1384 57.86
120 0.138 0.0208 40.5660 59.43
160 0.133 0.0200 38.9937 61.01
200 0.072 0.0102 19.8113 80.19
Sangat Tua
40 0.142 0.0214 41.8239 58.18
80 0.141 0.0213 41.5094 58.49
120 0.145 0.0219 42.7673 57.23
160 0.138 0.0208 40.5660 59.43
200 0.128 0.0192 37.4214 62.58

Contoh perhitungan persen inhibisi
% inhibisi =100 — aktivitas relatif
aktivitas enzim (sampel)

% Aktivitas relatif = — , X 100%
’ aktivitas enzim (kontrol) °
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Diketahui :

Aktivitas enzim sampel = 0,0321 mU/mg (ekstrak etanol daun muda 40
ppm)

Aktivitas enzim kontrol = 0,0513
Penyelesaian :

o ~0,0321 mU/mg
% Aktivitas relatif = X 100% = 62,57%
0,0513 mU/mg

% inhibisi =100 - 73,077% = 37,43%



Lampiran 22. Data Kinetika Enzim

a. Data Kontrol Positif

Konsentrasi . Aktiv XO
Kontrol (mM) Absorbansi (mU/mL) 1/S VAV
0,05 0.26 0.4047 20 2.471
0,1 0.276 0.4305 10 2.323
0,15 0.287 0.4482 6.667 2.231
0,2 0.282 0.4402 5 2.272
0,25 0.278 0.4337 4 2.306
2,500
2,400
2,300
< 2,200
2,100
2,000
1,900
0 5 10 15 20 25
1/
b. Kinetika Inhibisi Ekstrak Etanol Daun Muda
Konsentrasi Daun . Aktivitas
Muda (mM) Absorbansi XO (mU/mL) 1/S 1V
0,05 0.124 0.214 20 4.663
0,1 0.256 0.240 10 4.163
0,15 0.14 0.268 6.667 3.736
0,2 0.287 0.264 5 3.782
0,25 0.157 0.248 4 4.027
5,000
4,500
> e e
= 4000 N y = 0,052x + 3,5991
3500 R?=0,8188
3,000
0 5 10 15 20 25

1/S
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c. Kinetika Inhibisi Ekstrak Etanol Daun Tua

100

Koniirgr(z?rﬁ/ll))aun Absorbansi Ak(;vljt;;fl_;(o 1/s v
0,05 0.139 0.239 20 4.184
0,1 0.256 0.240 10 4.167
0,15 0.14 0.243 6.667 4.115
0,2 0.287 0.242 5 4.132
0,25 0.142 0.242 4 4.132
4,200
4,180
S 410 A e
TALA0 g gt R? =0,7483
4,120
4,100
0 5 10 15 20 25
1/S
d. Kinetika Inhibisi Ekstrak Etanol Daun Sangat Tua
Konsentrasi .
Daun Sangat Absorbansi Ak(::]vllJt/?nsL);O 1/s v
Tua (mM)
0.05 0.128 0.221 20 4.525
0.1 0.345 0.229 10 4.367
0.15 0.133 0.253 6.667 3.953
0.2 0.397 0.243 5 4.115
0.25 0.148 0.243 4 4.115
4,600
4,500
4,400
~ 4,300
= 4,200
4,100
4,000
3,900

10

15
1/s

20

25



e. Kinetika Inhibisi Ekstrak Air Daun Muda
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kon'aﬁr&gazi]l I\Iz)aun Absorbansi Ak(::]VL'Jt/arfL))(o 1/s v
0,05 0.169 0.287 20 3.484
0,1 0.256 0.297 10 3.367
0,15 0.175 0.308 6.667 3.247
0,2 0.287 0.302 5 3.311
0,25 0.182 0.297 4 3.367
3,500
3,450 y=0,0107x £.3
3,400 =0,5294
<3350 - N e
3300 | &7
3,250
3,200
0 5 10 15 20 25
1/S
f. Kinetika Inhbisi Ekstrak Air Daun Tua
Konsentrasi Daun Absorbansi Aktivitas XO 1/s 1NV
Tua (mU/mL)
0,05 0.145 0.248 20 4.032
0,1 0.256 0.258 10 3.876
0,15 0.151 0.266 6.667 3.759
0,2 0.287 0.261 5 3.831
0,25 0.156 0.26 4 3.846
4,050
4000
3,950
< 3,900 ‘ y=0,0138x + 3,743
T 3850 1 @g ety R*=0,7886
3800 | exC
3,750
3,700
0 5 10 15 20 25

1/S



g. Kinetika Inhibisi Ekstrak Air Daun Sangat Tua
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Konsentrasi Daun . Aktivitas XO
Sangat Tua (mM) Absorbansi (mU/mL) 1/S iTAY]
0,05 0.145 0.248 20 4.032
0,1 0.256 0.261 10 3.831
0,15 0.153 0.272 6.667 3.676
0,2 0.287 0.264 5 3.788
0,25 0.16 0.264 4 3.788
4,100
4,050 y=0,0176x + 3,6622
4,000
3,950
= 3,900
) 3,850
3,800
3,750
3,700
3,650

Contoh Perhitungan Kinetika Inhibisi Enzim :

Diketahui :

10

1/S

15

20

Persamaan garis linear ekstrak etanol daun muda

y=ax+b
y = 0.052x + 3.5991

Penyelesaian :

Vmax

Km=0,278 X 0,052 = 0,014

~ 35991

=0,278

25
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