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Lampiran 1. Diagram Alir Penelitian  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: dilakukan hal yang sama pada daun salam 

 

 

 

 

 

Serbuk daun sirsak 

Ekstrak kental 

etanol daun sirsak 

Data 

- Dikeringkan menggunakan oven pada suhu ± 60 °C 

- Dihaluskan dengan blender 

- Diayak dengan ayakan 80 mesh 

- Diekstraksi dengan pelarut etanol 96 % 

- 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 Sirsak 

Tahap 1 

Tahap 2 

Tahap 3 
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Lampiran 2. Preparasi Sampel dan Ekstraksi Sampel  

     

 

- Dicuci dengan air mengalir 

- Dikeringkan dengan oven pada suhu ± 60 °C selama 4 hari 

- Dihaluskan dengan menggunakan blender 

- Diayak dengan ayakan 80 mesh 

     

 

- Dimasukkan dalam botol maserasi 

 

- Ditambahkan etanol 96 % sebanyak 100 mL 

- Dimaserasi selama 24 jam (diaduk sekali-kali) 

- Disaring dengan corong Buncher 

 

- Diekstraksi kembali dengan cara yang sama, hingga diperoleh 

filtrat jernih 

 

  

  

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

Catatan: dilakukan hal yang sama pada daun salam 

  

Daun sirsak  

Serbuk daun sirsak 50 g 

Ampas 

Ampas 

 

Ekstrak kental 

Filtrat 2-4 

 

Filtrat 1 

 

Filtrat 1-4 

- Dipekatkan menggunakan vacuum rotary 

evaporator vacuum pada suhu sekitar 80°C 

- Digabung dengan filtrat 1 
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Lampiran 3. Uji Fitokimia Ekstrak Daun Sirsak dan Daun Salam 

 

 

 

 

 

 

 

  

Ekstrak Kental 

Uji 

Flavonoid 

Uji 

Alkaloid 

Uji 

Steroid/Terpenoid 

Uji 

Fenolik 

Uji 

Saponin 
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Lampiran 4. Isolasi Enzim Xantin Oksidase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Susu sapi             

250  mL 

 dipanaskan hingga suhu 30 °C 

 ditambahakan NaCl sebanyak 89,25 g dan 

disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm 

selama 30 menit suhu 4 oC 

Endapan  Filtrat (Crude  XO) 
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Lampiran 5. Pembuatan Larutan Standar Asam Urat dan Penentuan λmaks  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Catatan : Penentuan panjang  gelombang  maksimum ditentukan  dengan membuat 

                variasi konsentrasi standar asam urat 0,1; 0,2; 0.3; 0.4; dan 0,5 ppm 

 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 

0,01 g 

Larutan induk         

100 ppm 

 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 6. Uji Aktivitas Inhibisi Enzim Xantin Oksidase oleh Ekstrak Daun 

         Sirsak dan Daun Salam 

 

 

 

 

 

- Divortex 

- Diprainkubasi, ± 10 menit, suhu 35 oC 

 

 

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

-  Ditambahkan HCl 0,1 M sebagai penghenti reaksi 

-  Diukur absorbansinya pada panjang gelombang 285 nm 

     

 

- Dihitung % inhibisinya 

 

 

 

 

Catatan:  - Kontrol positif digunakan Allopurinol, blanko digunakan etanol dan 

kontrol negatif digunakan tanpa inhibitor. Pengujian dilakukan 

sebanyak dua kali.  

 - Ekstrak sampel yaitu ekstrak etanol dan ekstrak air daun salam dan 

daun sirsak dengan variasi konsentrasi 5, 10, 15, 20, dan 25 ppm serta 

ekstrak kombinasi daun salam : daun sirsak (1:1, 1:2, 1:3, 2:1, 3:1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Buffer fosfat 0,2 M 

pH 6,5 sebanyak 

3,9 mL 

 

[Substrat xantin] 

0,10 mM 

sebanyak 2 mL 

Ekstrak kasar 

enzim XO 

sebanyak 0.1 mL 

 

B + S + E 

 

Data 

Ekstrak 

sampel 

sebanyak  

0,1 mL 

 

Data % Inhibisi 
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Lampiran 7. Uji Kinetika Enzim Xantin Oksidase oleh Ekstrak Daun Sirsak dan 

    Daun Salam 

 

 

 

 

 

- Divortex 

- Diprainkubasi, ± 10 menit, suhu 35 oC 

 

 

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

-  Ditambahkan HCl 0,1 M sebagai penghenti reaksi 

-  Diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum 

     

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Buffer fosfat 0,2 M 

pH 6,5 sebanyak 

3,9 mL 

 

[Substrat xantin] 

(0,05; 0,10; 0,15; 

0,20; 0,25) mM 

sebanyak 2 mL 

Ekstrak kasar 

enzim XO 

sebanyak 0.1 mL 

 

B + S + E 

 

Data 

Ekstrak 

sampel 

terpilih  

0,1 mL 

Catatan : 

Ekstrak sampel terbaik yaitu = 

 Konsentrasi Ekstrak sampel  = 25 ppm 

 Konsentrasi Ekstrak kombinasi etanol = 1:3 

 Konsentrasi Ekstrak kombinasi air = 3:1 
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Lampiran 8. Perhitungan pembuatan allopurinol, substrat xantin, dan persen 

        rendemen ekstrak daun salam dan daun sirsak. 

1. Pembuatan allopurinol 100 ppm 

100 mg allopurinol

250 mg obat
 × 100 =  40% 

Allopurinol 100 ppm 

40   = 
0,005 g

X g
 × 100  

X g = 
5 g

40 g
  

X g = 0,0125 gram 

2. Pembuatan allopurinol 5, 10, 15, 20, dan 25 ppm  

M1 × V1   = M2 × V2 

100 ppm × V1  = 5 ppm × 50 mL 

V1    = 
250 ppm .  mL

100 ppm
 

V1   = 2,5 mL 

3. Pembuatan larutan substrat xantin 1 mM sebanyak 100 mL 

M             = 
g

Mr
 × 

1000

P
 

0,001 M  = 
g

152,1
 × 

1000

100
 

g               = 
0,1521 M

10
 

g             = 0,01521 ≈ 15,21 mg 

4. Pembuatan larutan substrat xantin 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; dan 0,25 mM 

M1 × V1   = M2 × V2 

1 mM × V1  = 0,05 mM × 50 mL 

V1    = 
250 ppm .  mL

100 ppm
 

V1   = 2,5 mL 
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5. Perhitungan persen rendemen ekstrak 

a. Ekstrak etanol daun sirsak 

% Rendemen (b/b) = 
berat ekstrak (g)

berat sampel (g)
 × 100 % 

=
12,3248 g

50 g
 × 100 % 

= 0,246496 × 100 % 

= 24,6496 % 

b. Ekstrak air daun sirsak 

% Rendemen (b/b) = 
berat ekstrak (g)

berat sampel (g)
 × 100 % 

=
6,5636 g

50 g
 × 100 % 

= 0,1313 × 100 % 

= 13,13 % 

c. Ekstrak etanol daun salam 

% Rendemen (b/b) = 
berat ekstrak (g)

berat sampel (g)
 × 100 % 

=
8,299 g

50 g
 × 100 % 

= 0,16598 × 100 % 

= 16,59 % 

d. Ekstrak air daun salam 

% Rendemen (b/b) = 
berat ekstrak (g)

berat sampel (g)
 × 100 % 

=
2,0264 g

50 g
 × 100 % 

= 0,0405 × 100 % 

= 4,0528 % 
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Lampiran 9. Perhitungan konsentrasi asam urat, aktivitas enzim xantin oksidase, 

          dan daya inhibisi 

Panjang gelombang maksimum adalah 285 nm dengan nilai y = 0,058x – 0,0012 

Contoh perhitungan menggunakan data inhibisi ekstrak etanol daun sirsak 5 ppm 

1. Perhitungan konsentrasi asam urat 

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

   = (0,151 + 0,0012)/0,058 

   = 2,6 ppm  

 [Asam urat] (mg)  = x . Vtotal 

     = 2,6 ppm × 0,0071 mL 

     = 0,0186 mg 

 [Asam urat] (mmol)  = [Asam urat] (mg) × Mr Asam urat 

     = 0,0186 mg × 168 g/mol 

    = 0,000110901 mmol 

2. Aktivitas enzim xantin oksidase 

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

(Waktu inkubasi  × Venzim)
 

=  
0,000110901 mmol

(30 menit × 0,1 mL)
 

= 3,6967 × 10-5 U/mL 

= 0,0370 mU/mL 

3. Daya inhibisi (%) 

% Inhibisi = 100 - % Aktivitas relatif 

  = 100 % – 84 % 

  = 16 % 
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Lampiran 10.   Data inhibisi ekstrak etanol dan ekstrak air daun salam dan daun 

sirsak,  ekstrak  kombinasi  daun  salam   dan   daun  sirsak,  dan  

allopurinol  

 

Data Ekstrak Daun Salam, Daun Sirsak, dan Allopurinol 

Sampel 
Konsentrasi 

(ppm) 

Absorb 

Sampel  

[Asam 

Urat] 

(mmol) 

Aktivitas 

XO 

(mU/mL) 

% 

Aktivitas 

Relatif 

% 

Inhibisi 

Ekstrak 

Etanol 

Daun 

Sirsak 

Kontrol (-) 0.18 0.000132032 0.0440 100 0 

5 ppm 0.162 0.000118916 0.0396 90.07 9.93 

10 ppm  0.156 0.000114544 0.0382 86.7550 13.25 

15 ppm 0.148 0.000108715 0.0362 82.34 17.66 

20 ppm 0.137 0.0001007 0.0336 76.27 23.73 

25 ppm 0.128 0.000094142 0.0314 71.30 28.70 

Ekstrak Air 

Daun 

Sirsak 

Kontrol (-) 0.427 0.000312 0.1040 100 0 

5 ppm 0.412 0.000301 0.1002 96.3802 3.62 

10 ppm  0.408 0.000298 0.0994 95.5628 4.44 

15 ppm 0.402 0.000294 0.0979 94.1616 5.84 

20 ppm 0.399 0.000292 0.0972 93.4610 6.54 

25 ppm 0.395 0.000289 0.0962 92.5269 7.47 

Ekstrak 

Etanol 

Daun 

Salam 

Kontrol (-) 0.421 0.000308 0.1025 100 0 

5 ppm 0.409 0.000299 0.0996 97.1577 2.84 

10 ppm  0.399 0.000292 0.0972 94.7892 5.21 

15 ppm 0.387 0.000283 0.0943 91.9469 8.05 

20 ppm 0.367 0.000268 0.0893 87.0914 12.91 

25 ppm 0.352 0.000257 0.0858 83.6570 16.34 

Ekstrak Air 

Daun 

Salam 

Kontrol (-) 0.282 0.000206 0.0688 100 0 

5 ppm 0.27 0.000198 0.0659 95.7627 4.24 

10 ppm  0.267 0.000195 0.0651 94.7034 5.30 

15 ppm 0.262 0.000192 0.0640 93.0556 6.94 

20 ppm 0.260 0.000190 0.0634 92.1139 7.89 

25 ppm 0.257 0.000188 0.0627 91.1723 8.83 

Allopurinol 

Kontrol (-) 0.321 0.000235 0.0783 100 0 

5 ppm 0.313 0.000229 0.0763 97.5171 2.48 

10 ppm  0.281 0.000206 0.0685 87.5854 12.41 

15 ppm 0.256 0.000187 0.0625 79.8262 20.17 

20 ppm 0.226 0.000166 0.0552 70.5152 29.48 

25 ppm 0.198 0.000145 0.0484 61.8250 38.18 
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Data Kombinasi Ekstrak Daun Salam dan Daun Sirsak 

Sampel 
Konsentrasi 

(ppm) 

Absorb 

Sampel  

[Asam 

Urat] 

(mmol) 

Aktivitas 

XO 

(mU/mL) 

% 

Aktivitas 

Relatif 

% 

Inhibisi 

Kobinasi 

Ekstrak 

Etanol 

Daun 

Salam dan 

Daun 

Sirsak 

Kontrol (-) 0.367 0.000268 0.0894 100 0 

Sal : Sir (1:1) 0.349 0.000255 0.0851 95.11 4.89 

Sal : Sir (1:2) 0.341 0.000249 0.0831 92.94 7.06 

Sal : Sir (1:3) 0.328 0.000240 0.0800 89.41 10.59 

Sal : Sir (2:1) 0.3425 0.000250 0.0835 93.35 6.65 

Sal : Sir (3:1) 0.329 0.000241 0.0802 89.68 10.32 

Kombinasi 

Ekstrak 

Air Daun 

Salam dan 

Daun 

Sirsak 

Kontrol (-) 0.32 0.000234 0.0780 100 0 

Sal : Sir (1:1) 0.315 0.000230 0.0768 98.4433 1.56 

Sal : Sir (1:2) 0.313 0.000229 0.0763 97.8207 2.18 

Sal : Sir (1:3) 0.312 0.000228 0.0759 97.3537 2.65 

Sal : Sir (2:1) 0.311 0.000227 0.0758 97.1980 2.80 

Sal : Sir (3:1) 0.308 0.000225 0.0751 96.2640 3.74 
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Lampiran 11.  Kurva   Standar  Asam  Urat  dan  Grafik  Hubungan  Konsentrasi 

                       Ekstrak Etanol dan Air Daun Salam dan Daun Sirsak vs % Inhibisi 

1. Kurva Standar Asam Urat λmaks 285 nm 

 

2. Grafik hubungan konsentrasi ekstrak etanol daun salam vs % inhibisi 

 

3. Grafik hubungan konsentrasi ekstrak air daun salam vs % inhibisi 
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4. Grafik hubungan konsentrasi ekstrak etanol daun sirsak vs % inhibisi 

 

5. Grafik hubungan konsentrasi ekstrak air daun sirsak vs % inhibisi 

 

6. Grafik hubungan allopurinol vs % inhibisi 
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Lampiran 12. Penentuan  Kinetika  Inhibisi  Ekstrak  Kasar  Enzim  XO  terhadap 

                Ekstrak Daun Salam dan Daun Sirsak 

1. Hubungan antara konsentrasi ekstrak etanol daun salam dan daun sirsak 

terhadap ekstrak kasar enzim XO. 

 

 

 

Persamaan linear dari grafik Linewaver-Burk yaitu y = 0,3723x + 7,826 

Dengan nilai a = 0,3723 dan b = 7,826 
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Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan 
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Persamaan linear dari grafik Linewaver-Burk yaitu y = 0,3726x + 8,166 

Dengan nilai a = 0,3726 dan b = 8,166 

b           = 
1

Vmaks
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Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan 
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Persamaan linear dari grafik Linewaver-Burk yaitu y = 0,4337x + 7,9491 

Dengan nilai a = 0,4337 dan b = 7,9491 

b           = 
1

Vmaks
 

7,9491   = 
1

Vmaks
 

Vmaks = 
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Vmaks = 0,1258 

Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan 
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2. Hubungan antara konsentrasi ekstrak air daun salam dan daun sirsak terhadap 

ekstrak kasar enzim XO.  

 

 

 

Persamaan linear dari grafik Linewaver-Burk yaitu y = 0,4004x + 4,6607 

Dengan nilai a = 0,4004 dan b = 4,6607 
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Persamaan linear dari grafik Linewaver-Burk yaitu y = 0,3978x + 5,1344 

Dengan nilai a = 0,3978 dan b = 5,1344 

b             = 
1

Vmaks
 

5,1344   = 
1

Vmaks
 

Vmaks  = 
1

5,1344
 

Vmaks  = 0,195 

Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan 
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Km       = 0,08 
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Persamaan linear dari grafik Linewaver-Burk yaitu y = 0,4006x + 4,9633 

Dengan nilai a = 0,4006 dan b = 4,9633 

b             = 
1

Vmaks
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Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan 
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3. Hubungan antara konsentrasi kombinasi ekstrak etanol daun salam dan daun 

sirsak terhadap ekstrak kasar enzim XO.  

 

 

 

Persamaan linear dari grafik Linewaver-Burk yaitu y = 0,4106x + 5,2246 

Dengan nilai a = 0,4106 dan b = 5,2246 
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Persamaan linear dari grafik Linewaver-Burk yaitu y = 0,4323x + 5,5281 

Dengan nilai a = 0,4323 dan b = 5,5281 
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4. Hubungan antara konsentrasi kombinasi ekstrak air daun salam dan daun sirsak 

terhadap ekstrak kasar enzim XO.  

 

 

 

Persamaan linear dari grafik Linewaver-Burk yaitu y = 0,2695x + 6,232 
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Persamaan linear dari grafik Linewaver-Burk yaitu y = 0,2382x + 6,6579 

Dengan nilai a = 0,2382 dan b = 6,6579 

b           = 
1

Vmaks
 

6,6579   = 
1

Vmaks
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Vmaks = 0,150 

Sedangkan nilai Km ditentukan berdasarkan 

a           = 
Km

Vmaks
 

0,2382 = 
Km

0,150
 

Km      = 0,04  

y = 0.2382x + 6.6579

R² = 0.9799

0.0000

2.0000

4.0000

6.0000

8.0000

10.0000

12.0000

14.0000

0 5 10 15 20 25

1
/V

1/[S]

1/V vs 1/[S] Kombinasi Ekstrak Air Daun Salam & Daun Sirsak



 
 

94 
 

Lampiran 13. Dokumentasi Penelitian 

Hasil Maserasi Ekstrak Etanol Daun Sirsak 

 

 

 

 

 

 

 

Maserat 1 Maserat 2 Maserat 3 Maserat 4 

Hasil Maserasi Ekstrak Etanol Daun Salam 
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Maserat 5 Maserat 6 

Hasil Maserasi Ekstrak Air Daun Sirsak 
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Hasil Maserasi Ekstrak Air Daun Salam 

 

 

 

 

Maserat 1 Maserat 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proses Evaporasi Ekstrak Daun Salam dan Daun Sirsak 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstrak Kental Daun Salam dan Daun Sirsak 
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Uji Fitokimia Ekstrak Etanol dan Ekstrak Air Daun Salam dan Daun Sirsak 

 

 

 

 

 

 

Isolasi Enzim Xantin Oksidase dari Susu Sapi 

 

 

 

 

 

 

Uji Aktivitas Inhibisi Enzim Xantin Oksidase 


