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LAMPIRAN 1. Tabel dan Grafik Penentuan Panjang (;‘c'lombang

| ' ‘Optimum Larutan Standar Amonium Sulfat

~

Tabel 1. Hasil Penentuan-Panjang Gelombang Optimum

Laru\tan Standar Amonium Sulfat

r

Panjang A] A.’! Amlu-r:slu
gelombang (nin)
370 0,107 0,107 0,107
380 0,130 0,128 0,129
390 0,160 0,160 0,160
400 0,270 0,270 0,270
: 410 0,112 0,114 0,113
l 420 0,050 0,050 0,050
| 430 0,025 | 0027 0,026
3 440 0,014 0,014 0014
450 0,009 0,009 0,009
460 0,004 0,004 0,004
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Gratik 1. Penentuan Panjang Gelombang Optimum Amonium Sulfat




LAMPIRAN 2. Tabel dan Grafik Penentuan Kurva Standar 'f{monium
Sulfat pada A = 400 nm

-

pada A =400 nm

Absarhansi

Grafik 2. Penentuan Kurva Standar Amonium Sulfat pada A = 400 nm

Tabe! 2. Hasil Penentuan Kurva Standar Amonium Sulfat

Konsentrasi
A | A: ‘/\In!i!-lill.’l
{ pg/mL ] i
0 0 0 0
5 0,056 0,056 0,056
10 0,077 0,077 0,077
15 0,138 0,140 0,139
20 0,163 0,163 0,163
25 0,261 0,261 0,261
30 0,273 0,273 0,273
35 0,354 0,356 0.355
0.4
0.35
0.3
0.25 A
02
C;f | y = 0.0099x - 0.0072
M S 2 _
0.05 R*=0,979
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| LAMPIRAN 3. Hasil Penentuan Rumus Kurva Standar’ Amonium
1 | ‘Sulfat pada A =400 nm

X % XY X
0 0 0 0
5 0,056 0,280 25
0 0,077 0,770 100
15 0,139 2,085 225
20 0,163 3,260 400
25 0.261 6,525 625
30 0,273 8,190 900
35 0,355 12,425 1225

| o i 33.535 3500

29

slope = a = n2XiYi —( X)) ZYi)
n IXi* — (T Xi)
a = §(33.,535)-(1400(1,324) = 82.92= 0,0099
8(3500)-(19600) 8400
intersept = b = YYi —(aX. Xi)

n
= 1.324-(0.0099)140) = -0,0578 = -0.0072
8 8

Jadi persamaan garis kurva standar amonium sulfat adalah -
Y = 0,0099X - 0,0072




LAMPIRAN 4. Remus Penentuan Aktivitas Enzim®

- Untuk mendapatkan nilai aktivitas asparaginase digunakan rumus :

o Y -(=0,0072)  V Y e 1 l
Aktivitas Cnzim (Unit) = 9, ) Xl el o X
070099 Vun:inr anilise B M i Iinkubm‘i

dengan :
Y = absorbansi

. Viotal = volume enzim + substrat -+ bufer + TCA (2 mL)

' Vewsim = volume enzim yang dianalisis (0,1 mL)

Vampe = volume filtrat + akuades -+ Nessler (5 mL)

1 Vanalisa = volume filtrat vang diukur absorbansinya (0,25 mL)

|

'BMammia = berat molekul amonia (17 g/mol)

Cinkubasi = 30 menit
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LAMPIRAN §. Tabel dan Grafik Penentuan Panjang G;:Iombang

‘Optimum Larutan Standar BSA

Tabel 5. Hasi! Penentuan Panjang Gelombang Optimum

Larutan Standar BSA
P?njang ge]ombang A] AE Amlzl-rulu

{(nm})

700 0,113 0,113 0,113

710 0,142 0,142 0,142 |
720 0,176 0,176 0,176 |
730 0,190 0,190 0,190
740 0,215 0215 0215
750 0,251 0,253 0,252 %
760 0,246 0,246 0,246
770 0,212 0,212 0,212
780 0,167 0,167 0,167 :

Absorbansi
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Gratik 5. Penentuan Panjang Gelombang Optimum ‘

Larutan Standar BSA
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LAMPIRAN 6. Tabel dan Grafik Penentuan Kurva Standar BSA

_ |

pada A =750 nm l
; i
|
|
|
|

Tabel 6. Hasil Penentuan Kurva Standar BSA pada A = 750 nm
I

| Konsentrasi [pg/mL] Ay Ay Acitarat
0 0 0 0
100 0,088 0,090 0,089
| 200 020 | 0,120 | 0,120
300 0,251 0,251 0,251
‘ 400 0,296 0,296 0,296
500 0,414 0,416 0,415
| i 04-
! 2 03
6.2 - v = 0.0008x - 0.0068
0.1 R?=0.979
0 |
0.1 9 200 400 600
Konsentrasi BSA (py/mlL]
Grafik 6. Penentuan Kurva Standar BSA pada A = 750 nm
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LAMPIRAN 7. Tabel Penentuan Kurva Standar BSA pada A =750 nm

d:;n Rumus Penentuan Kadar Protein

Tabel 7. Penentuan Kurva Standar BSA pada A = 750 nm

X Y XY X
0 0 0 0
100 0,089 8.9 10000
200 0,120 24,0 40000
300 0,251 75.0 90000
400 0,296 18,4 160000
500 0,415 207.5 250000
1500 1171 434, 550000

slope = a = nzXiYi -3 Xi)}>.Yi
nEXi*— (¥ Xi)

a = 6(434.1)-(1500(1.171) = 8481 = 0,0008
6(550000)-(2250000) 1050000

intersept = b = 1,171-(0,0008)%1500) = -0,029 = -0,0068
6 ) 6

Rumus Penentuan Kadar Protein

Untuk mengetahui nifai kadar protein digunakan rumus :

Y ~(-0,0068) « £

Kadar protein =
0,0008

dengan :
Y = absorbansi

fp = faktor pengenceran (10x)




LAMPIRAN 8. Tabel Hasil Penentuan Unit Aktivitas, K'adar Protein,: dan

"Aktivitas Spesifik Asparaginase pada Benalu Segar

Fraksi A A, A Aktivitas Enzim
. (Unit)
TEK | 0206 | 0206 | 0206 16,89
Fi 0,326 0,324 0,325 263,18
F2 0,220 0,220 0,220 179,99
13 0,230 0,230 0,230 187,92
F4 0,256 0,256 0,256 208,52
F5 0,281 0,281 0,281 228,33
Fraksi Al A, A Kadar Protein
(mg/mi.)
EK 0,347 0,345 0346 | 44100 |
Fi 0,442 0,442 0,442 56100
K2 0,282 0,282 0,282 3610,0
F3 0,185 0,185 0,185 23975
r4 0,147 0,147 0,147 1922,5
F5 0,179 0,181 0,180 23350
Fraksi Aktivitas Enzim Kadar Protein Aktivitas Spesi fik
(Unit) (mg/mL) (Unit/mg protein)
BEK 16,890 4410,0 0,0038
K1 263,181 56100 0,0469
F2 179,996 3610,0 0,0499
- F3 187,918 23975 0,0784
¥4 208,517 19225 0,1085
F5 228,332 23350 (10978




LAMPIRAN 9. Tabel Hasi} Penentnan Unit Aktivitas, Kadar i’rotcin,

dan Aktivitas Spesifik Asparaginase pada Benalu Kering

Fraksi A N A “‘Ak’tiiii'i’&é"h}{iiﬁ{*
- {Unit)
EK 0,272 0,273 0,273 2220
Fl 0,232 0,232 0,232 189,50
2 0,226 0,226 0,226 184,75
73 0,215 0,215 0,215 178,03
F4 0,193 0,193 0,193 158,61
F5 0,219 0,219 0,219 179,20
- o [ et
. {(mg/mL)
EK 6,095 0,095 0,095 1272,5
F1 0,452 0,452 0,452 5735,0
F2 0,287 0,287 0,287 3672,5
3 0,120 <| 0,120 0,120 1585.0
F4 0,059 0,059 0,059 822.5
Fs 0,106 0,106 0,106 1410,0
Fraksi Aktivitas Enzim Kadar Protein Akuivitas Spesifik’
(Unit) {mg/mL) {(Unit/mg protein)
EK 22,198 1272,5 0,0174
F1 189,500 5735,0 0,0330
F2 184,750 3672,5 0,0503
“F3 178,030 1585,0 0,1123
T4 158,610 822.5 0,1928
F5 179,200 1410.0 0,1271




LAMPIRAN 10. Tabel dan Grafik Karakterisasi dengan";"ariasi Suhu pada

" Benala Segar

~

© Tabel 10, Hasil Penentuan Suhu Optimum pada Benalu Segar

t=30 menit; pH = 8,6

0 | Aktivitas Kadar Protein Aklivitas Spesifik
T(C) A . .
Enzim (Unit) (mg/mL) {Unit/mg protein)
29 0,128 107,11 19225 | 00557
31 0190 156,23 19225 | 0,0813
37 | 0232 189,50 1922.5 0,0986
41 0,140 116,62 19225 0,0607
45 0,100 84,93 1922.5 0,0442
0.12
g 0!
g€ 0.08
§ 0.06 -
5 0.04
2 0.02

41

suhu

Grafik 10. Penentuan Suhu Optimum pada Benalu Segar

45




LAMPIRAN 11. Tabel dan Grafik Karakterisasi dengan Variasi Suhu pada

" Benalu Kering

~

Tabel 11. Hasil Penentuan Suhy Optimum pada Benalu Kering
t=30 menit; pH=8,6

0 Aktivitas Kadar Protein Aktivitas Spesifik
T(°C) A
Enzim (Unit) (mg/mL) (Unit/mg protein)
29 0,114 96,019 8225 0,1167
33 0,146 121,371 8225 0,1476
37 0,180 148,307 8225 0,1803
4] 0,131 109,487 822.5 0,1331
45 0,104 - 88,097 8225 0,1071
» 0.2 1
£ 0.18 -
= 0.16 -
2 0.14
z -
2 0.12 4
o
0.1+

suhu

Grafik 11. Penentuan Suhu Optimum pada Benalu Kering




LAMPIRAN 12. Tabel dan Grafik Karakterisasi dengan Variasi Waktu

Inkubasi pada Benalu Segar

Tabel 2. Hasil Penentuan Waktu Inkubasi Optimum pada Benalu Segar
T=37°C;pH=856

T(menit) A Aktivitas Kadar Protein Aktivitas Spesifik
Enzim (Unit) (mg/mL) (Unit/mg protein)
10 0,120 100,77 19225 0,0524
20 0,209 171,28 19225 0,0891
30 0,248 102,18 19225 0,1052
40 0,150 124,54 19225 0,0648
50 0.107 | 9047 1922,5 0,0471
0.11
£ 01-
g 0.09 -
2 0.08 -
£ qoe
0.05 ¢ . \

10

20

30

40 50

waktu inkubasi

Grafik 12. Penentuan Waktu Inkubasi Optimum pada Benalu Segar




LAMPIRAN 13. Tabel dan Grafik Karakterisasi dengan Variasi Waktu

~ Inkubasi pada Benalu Kering

_ Tabel 13. Hasil Penentuan Waktu Inkubasi Optimum pada Benalu Kering
T=37C;pH =286

] Aktivitas Kadar Protein | Aktivitas Spesifik
t(menit) A ] _ _
Enzim (Unit) {mg/mL) (Unit/mg protein)
10 0,104 88,097 8225 0,1071
20 0,135 112,656 8225 0,1369
30 ! 0,191 157,021 822.5 0,1909
40 0,123 103,149 8225 0,1254
50 0,118 99,188 822, 0,1206
0.2 -
g |
£.0.18 l
& 0.16 -
2014 -
£ 0.12
-4 . a
=
10 20 30 40 50

waktu inkubasi

Grafik i3. Penentuan Waktu Inkubasi Optimum pada Benalu Kering
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LAMPIRAN 14. Skema Kerja Isolasi Enzim, Fraksinasi, I)ialirsis. Uji Aktivitas,
dan Uji Kudar Brotein

14. 1. Isolasi Bazim

250 g sampel

¥ dipotong kecil-kecil

—» digerus dengan lumpang dan penumbuk
porselin

« ditambah 125 mL buler Tris-hidroksimetil

amino metan pH 8,6

r diblender selama 20 menit

campuran

} disaring menggunakan kain

v v

fiitrat endapan

disentrifugasi pada 3500 rpm selama 10 menit

v

‘endapan filirat

l

ekstrak kasar

l

UJEAKTIVITAS
UJ1 KADAR PROTEIN

Keterangan:
Sampel: daun benalu segar dan kering
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14.2. Fraksinasi Enzim

ekstrak kasar

< ditambah amonium sulfat dengan
kejenuhan 0-20 %

—» diaduk dengan pengaduk magnetik
dalam penangas cs

campuran
disimpan 1 malam dalam kulkas
disentrifugasi pada 3500 rpm 50 menit

v v

Endapan (F1) filtrat

-

fraksinasi lanjut (20-40%;
40-60%; 60-80% dan
80-100%)

DIALISIS «——| [F2.F3.F4,F5

Keterangan:
F1: fraksi dengan kejenuhan amonium sulfat 0-20% sesuai tabel 15
F2: fraksi dengan kejenuhan amonium sulfat 20-40% sesuai tabel 15
F3: fraksi aengan kejenuhan amonium sulfat 40-60% sesuai tabel 15
F4: fraksi dengan kejenuhan amonium sulfat 60-80% sesuai tabel 15
F5: fraksi dengan kejenuhan amonium sulfat 80-100% sesuai tabel 15

14. 3. Dialisis

j hasil fraksinasi
, dalam kantong sclofan

~» direndam dalam bufer Tris-hidroksi-
metil amino metan 0,002 M pH 8,6

» bufer diaduk dengan pengaduk mag-
netik dalam keadaan dingin

—» bufer ditambah BaCl, dan diganti

v setiap 2 jam sekali

larutan enzim murni

v

- UWJTAKTIVITAS
UJL.LKADAR PROTEIN




14. 4. Uji Aktivitas

Larutan asparagin 0,5 mL

¢ ditambah sampel 0.1 mL

ﬁ— ditambah bufer Tris-hidroksimetil-
ammometan 0,2 M pH 8,6

—» diinkubasi pada 37 "C 30 menit

<~ ditambah TCA 1.5 M | mL

= disentrifugasi 3500 rpm 15 menit

h 4
filtrat 0,25 mL

< ditambah akuades 4,25 ml. _
<4 ditambah percaksi Nesster (4,235 ml.
—»  dianalisis dengan spektrofotometer
L UV-Vis

Absorbansi

14. 5. Uji Kadar Protein

sampel 0,3 mL

ditambah Lowry C 2 ml.

diinkubasi pada suhu kamar 10 menit

ditambah Lowry D 0.2 ml,

duinkubasi pada suhu kamar 30 menit
sesekali dikocok

dianalisis dengan spektrofotometer
UV-Vis

v v4v4

A4
Absorbansi

Keterangan: _
Sampel: - ekstrak kasar
- '1,F2,F3,F4, dan F5 hasil dialisis
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