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Lampiran A. Bagan Alir Prosedur Kerja 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Daun Kupa 

Pengolahan simplisia Daun Kupa 

Simplisia Daun Kupa 

- Karakteristik Simplisia 

- Penapisan Fitokimia 

- Ekstraksi secara refluks 3x @3 jam 

dengan etanol 96% (simplisia : etanol 

96% = 1:10) 

-  

Residu Ekstrak cair etanol 96% 

Pemekatan: rotary vaporator 

 
Ekstrak pekat 92,212 g, rendemen 18,44 % 

Sebanyak 50 g untuk 2 batch @25 g 

dilarutkan dalam 250 mL etanol 20% 

Ekstrak Etanol-air 20% 

ECC  n-Heksana 3x @250 ml 

Fraksi Etanol-air 20% Fraksi n-Heksana 

ECC Etil Asetat 3x @250 ml 

Fraksi Etil Asetat 

Fraksi Etanol-air 20% 

pekat 5,44 g, 

rendemen=10,88% 

Fraksi Etil Asetat 

pekat 8,58 g, 

rendemen=14,62% 

Fraksi n-Heksana 

pekat 19,8 g, 

rendemen=39,6% 

Pemekatan: rotary 

vaporator 

 

- Pemantauan dengan KLT 

- Uji Aktivitas Inhibisi Enzim 

XantinOksidase 

 

 Nilai IC50 

 

Fraksi Etanol-air 20% 
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Lampiran B. Hasil Determinasi 
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Lampiran C. Perhitungan Pembuatan Larutan Uji 

1. Pembuatan Dapar Fosfat pH 7  7,5 

 Farmakope Indonesia III, Hal 755 : 

Dapar fosfat pH 7 dibuat dengan cara mencampur 50 mL 

kalium dihidrogen fosfat (KH2PO4) 0,2 M dengan 29,1 mL 

natrium hidroksida (NaOH) 0,2 N dan diencerkan dengan 

air bebas CO2 P secukupnya hingga 200 mL. 

 KH2PO4 0,2 M 

M = 
 

  
 x 
    

  
 

g =  
           

    
 

g =  
                  

    
 

g = 2,7216 g dilarutkan dalam aquadest ad 100 mL 

 NaOH 0,2 N 

N = 
 

  
 x 
    

  
 

N = 
           

    
 

N = 
               

    
 

g = 0,8 g dilarutkan dalam aquadest ad 100 mL 

 Adjust Dapar fosfat pH 7 menjadi pH 7,5 :                

Dengan cara menambahkan beberapa tetes KOH 30% ke 

dalamnya. 

 

2. Pembuatan HCl 1 N 

V1   x N1 = V2 x N2 

250 x 1   =  V2 x 12 

250         =  V2 x 12 
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V2 = 
   

  
 

V2   20, 3 mL    21 mL 

Dimasukkan sedikit aquabidest lalu ditambahkan 21 mL 

HCl P, kemudian tambahkan aquabidest ad 250 mL. 

 

3. Perhitungan Larutan Enzim Xantin Oksidase 

Grade IV Amonium Sulfat Suspension 0,1-0,4 unit/mg 

protein. 

2,2 mL 

15 mg protein/ mL (Biuret) 

0,3 unit/mg protein 

 15 mg protein/ mL x 2,2 mL 

= 3,3 mg protein 

 0,3 unit/mg protein 

= 33 mg protein x 0,3 unit/mg protein 

= 9,9 unit 

 15 mg protein/ mL x 0,3 unit/mg protein 

= 4,5 unit/ mL x 2,2 mL = 9,9 unit 

 Diketahui :  N1 = 4,5 unit/ mL 

 V2 = 1 mL 

 N2 = 0,1 unit/ mL 

 Ditanya : V1? 

 Jawaban :  V1 x N1 = V2 x N2 

 V1 x 4,5 = 1 x 0,1 

 V1          = 0,02 mL  

                   20 µL 
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4. Substrat xantin 0,15 mM 

M  = 
 

  
 x 
    

  
 

mg =  
            

    
 

mg =  
                   

    
 

mg =  2,28 mg  

Ditimbang 2,28 mg substrat, Dilarutkan dengan NaOH 

beberapa tetes, lalu ditambahkan dapar fosfat pH 7,5 ad 100 

mL. 

 

5. Sampel  

Untuk ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat dan 

fraksi etanol-air 20% ditimbang 20 mg sampel dilarutkan 

dalam 50 mL dapar fosfat pH 7,5 sehingga diperoleh 

konsentrasi 400 µg/mL, larutan induk kemudian diencerkan 

sehingga diperoleh konsentrasi 20-140 µg/mL untuk ekstrak 

etanol, 50-350 µg/mL untuk fraksi n-heksana, 10-120 

µg/mL untuk fraksi etil asetat dan 10-140 µg/mL untuk 

fraksi etanol 20%. 

 

6. Pembanding 

Ditimbang 10 mg sampel dilarutkan dalam 10 mL dapar 

fosfat pH 7,5 sehingga diperoleh konsentrasi 1000 µg/mL. 

Lalu dibuat larutan dengan konsenterasi 50 µg/mL yang 

kemudian dari larutan tersebut diencerkan sehingga 

diperoleh konsentrasi 1-5 µg/mL. 
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Lampiran D. Perhitungan Nilai IC50 Aktivitas Inhibisi Enzim Xantin Oksidase 

1. Ekstrak Etanol 

       

                      

Sampel
Konsentrasi 

(μg/mL)

Abs 

Kontrol

Absorbansi 

Sampel
% Inhibisi a b y IC50

Rata-

rata
SD

20 0,733 0,626 14,60

40 0,733 0,549 25,10

60 0,733 0,461 37,11

80 0,733 0,366 50,07

100 0,733 0,253 65,48

120 0,733 0,152 79,26

140 0,733 0,079 89,22

20 0,733 0,629 14,19

40 0,733 0,547 25,38

60 0,733 0,460 37,24

80 0,733 0,366 50,07

100 0,733 0,256 65,08

120 0,733 0,153 79,13

140 0,733 0,080 89,09

20 0,733 0,630 14,05

40 0,733 0,544 25,78

60 0,733 0,463 36,83

80 0,733 0,365 50,20

100 0,733 0,258 64,80

120 0,733 0,150 79,54

140 0,733 0,079 89,22

Ekstrak etanol 77,67 0,0770,0195 0,6429 50 77,74

-0,078 0,6446 50 77,69

0,039 0,6439 50 77,59
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2. Fraksi n-Heksana 

 

            

Sampel
Konsentrasi 

(μg/mL)

Abs 

Kontrol

Absorbansi 

Sampel
% Inhibisi a b y IC50

Rata-

rata
SD

50 0,733 0,68 7,23

100 0,733 0,632 13,78

150 0,733 0,538 26,60

200 0,733 0,461 37,11

250 0,733 0,343 53,21

300 0,733 0,261 64,39

350 0,733 0,155 78,85

50 0,733 0,688 6,14

100 0,733 0,631 13,92

150 0,733 0,534 27,15

200 0,733 0,467 36,29

250 0,733 0,350 52,25

300 0,733 0,261 64,39

350 0,733 0,154 78,99

50 0,733 0,683 6,82

100 0,733 0,627 14,46

150 0,733 0,535 27,01

200 0,733 0,465 36,56

250 0,733 0,361 50,75

300 0,733 0,260 64,53

350 0,733 0,156 78,72

241,06

-8,7897 0,2448 240,1550

241,08500,2462-9,3549

241,95500,2425-8,6728

0,9Fraksi n-Heksana
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3. Fraksi Etil Asetat 

 

                         

Sampel
Konsentrasi 

(μg/mL)

Abs 

Kontrol

Absorbansi 

Sampel
% Inhibisi a b y IC50

Rata-

rata
SD

10 0,733 0,553 24,56

20 0,733 0,438 40,25

40 0,733 0,342 53,34

60 0,733 0,265 63,85

80 0,733 0,180 75,44

100 0,733 0,127 82,67

120 0,733 0,041 94,41

10 0,733 0,558 23,87

20 0,733 0,436 40,52

40 0,733 0,344 53,07

60 0,733 0,266 63,71

80 0,733 0,183 75,03

100 0,733 0,127 82,67

120 0,733 0,041 94,41

10 0,733 0,557 24,01

20 0,733 0,436 40,52

40 0,733 0,345 52,93

60 0,733 0,265 63,85

80 0,733 0,183 75,03

100 0,733 0,126 82,81

120 0,733 0,041 94,41

Fraksi Etil Asetat

41,29500,592725,526

0,241,21

500,590425,804

41,36500,592625,493

40,98
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4. Fraksi Etanol-Air 20% 

 

           

Sampel
Konsentrasi 

(μg/mL)

Abs 

Kontrol

Absorban

si Sampel
% Inhibisi a b y IC50

Rata-

rata
SD

10 0,733 0,666 9,14

40 0,733 0,455 37,93

60 0,733 0,352 51,98

80 0,733 0,256 65,08

100 0,733 0,175 76,13

120 0,733 0,105 85,68

140 0,733 0,039 94,68

10 0,733 0,662 9,69

40 0,733 0,458 37,52

60 0,733 0,352 51,98

80 0,733 0,257 64,94

100 0,733 0,175 76,13

120 0,733 0,105 85,68

140 0,733 0,040 94,54

10 0,733 0,665 9,28

40 0,733 0,458 37,52

60 0,733 0,356 51,43

80 0,733 0,257 64,94

100 0,733 0,175 76,13

120 0,733 0,106 85,54

140 0,733 0,040 94,54

0,16962,98

63,18500,64379,3341

Fraksi etanol-air 20%

500,64359,5242

62,87500,64119,6948

62,9
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5. Allopurinol 

 

                   

Sampel
Konsentrasi 

(μg/mL)

Abs 

Kontrol

Absorbansi 

Sampel
% Inhibisi a b y IC50

Rata-

rata
SD

1 0,733 0,563 23,19

2 0,733 0,447 39,02

3 0,733 0,38 48,16

4 0,733 0,214 70,80

5 0,733 0,154 78,99

1 0,733 0,57 22,24

2 0,733 0,436 40,52

3 0,733 0,378 48,43

4 0,733 0,214 70,80

5 0,733 0,158 78,44

1 0,733 0,566 22,78

2 0,733 0,434 40,79

3 0,733 0,381 48,02

4 0,733 0,212 71,08

5 0,733 0,157 78,58

Allopurinol

14,1889,6862

0,0092,85

9,0177 14,338 50 2,86

9,2769 14,27 50 2,85

2,8450
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