BAB VI

RINGKASAN

Acetylcholine (ACh) adalah neurotransmitter pada sinapsis neuromuskuler,
di ganglia sistem motorik visceral, dan di berbagai bagian dalam sistem saraf
pusat. Fungsi kognitif dapat didefinisikan sebagai proses pengaturan informasi
oleh organisme. Pengaturan informasi meliputi kegiatan memperoleh informasi
(persepsi), memilih (perhatian), mewakili (pemahaman) dan mempertahankan
(memori) informasi, serta menggunakannya untuk memandu perilaku (penalaran
dan koordinasi motorik output. ACh berperan dalam pengaturan fungsi kognitif
terutama pembentukan memori baru. Gangguan fungsi kognitif merupakan suatu
proses neurodegeneratif dan dapat menyebabkan gangguan pembentukkan
memori baru.

Saat ini, terapi masih identik dengan intervensi obat-obatan salah satunya
penghambat kolinesterase. Penggunaan obat-obatan sintetis tidak terlepas dari
efek samping yang merugikan sehingga obat alternatif mulai menjadi pilihan di
antaranya antioksidan dan beberapa obat tradisional. Ekstrak etanol buah
mengkudu telah diteliti memiliki kemampuan penghambatan enzim AChE baik
secara in vivo maupun in vitro.

Penelitian dilakukan dalam beberapa tahap, yaitu : identifikasi serbuk
simplisia buah mengkudu, pemisahan senyawa, pengujian penghambatan enzim
AChE secara in vitro dan identifkasi senyawa kimia. Identifikasi serbuk simplisia

dilakukan di Laboratorium Biologi Universitas Gadjah Mada maupun di
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Laboratorium Taksonomi Universitas Setia Budi. Identifikasi meliputi
pemeriksaan makroskopis dan mikroskopis. Pemisahan senyawa dilakukan
dengan ekstraksi dan KCV. Ekstrak etanol buah mengkudu dibuat dengan cara
maserasi menggunakan etanol 96%. Fraksinansi dengan KCV menggunakan fase
diam silika gel 60 G dan fase gerak n-heksan:etil asetat. Elusi dimulai dengan
eluen n-heksan (100 %) kemudian dijalankan secara gradien dengan seri eluen n-
heksan:etil asetat 99 : 1,98 : 2,97 :3,96:4,95:5,94:6,93:7,90: 10, 88 : 12,
87 : 13, 86 : 14, dan 84 : 16. Pengelompokkan fraksi-fraksi nonpolar-semipolar
ekstrak etanol buah mengkudu dilakukan berdasarkan kesamaan profil bercak
pada KLT.

Pengujian penghambatan aktivitas enzim AChE dilakukan dengan metode
Ellman dikombinasi dengan metode yang dikembangkan Rhee et. al. (2003).
Microplate 96 wells diisi dengan, 25 ul larutan uji (ekstrak dan fraksi dengan
konsentrasi 2000, 1000, 500, 250, 125ug/ml dan neostigmin dengan konsentrasi
62,5, 31,25. 15,625, 7,812 dan 3,906 pg/ml), 50 pl Tris—HCI buffer 50mM pH 8,
25 pl larutan enzim AChE (0,2 unit/ml) diinkubasi pada temperatur 25°C selama
10 menit, ditambahkan 125 pl DTNB 3 mM diukur absorbansi pada panjang
gelombang 405 nm sebagai blanko, ditambahkan 25ul ACTI 15 mM diukur
absorbansi pada panjang gelombang 405 nm dengan interval waktu satu menit
sebanyak 5 kali (pada kontrol negatif 25ul larutan uji diganti dengan buffer tris
HCI pH 8). Persentase penghambatan enzim AChE dianalisis dengan analisis log-

probit untuk memperoleh nilai 1Csy.
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Identifikasi senyawa kimia dilakukan dengan KLT senyawa Kimia dengan
KLT dilakukan terhadap ekstrak dan fraksi-fraksi buah mengkudu sehingga dapat
diketahui golongan senyawa yang terkandung pada masing-masing fraksi antara
lain alkaloid, flavonoid, steroid, terpenoid, tanin, fenolik, antrakuinon dan
kumarin. Fraksi teraktif dianalisis dengan LC-MS.

Serbuk simplisia yang diserahkan ke Laboratorium Biologi Fakultas Farmasi
Universitas Gadjah Mada diidentifikasi sebagai dengan Morinda citrifolia L
famili rubiaceae. Berdasarkan pengujian mikroskopik serbuk simplisia memiliki
fragmen pengenal buah mengkudu. Ekstraksi 1 kg serbuk simplisia buah
mengkudu menghasilkan ekstrak kental dengan warna merah kecoklatan dan
berminyak sebesar 77,435 gram (rendemen 7,74%). Berdasarkan hasil fraksinasi
20 g ekstrak etanol buah mengkudu diperoleh 3 fraksi. Fraksi | berbentuk minyak

dengan warna jingga kecoklatan sebesar 1703 mg (rendemen 8,51 %). Fraksi
Il dalam bentuk minyak berwarna jingga sebesar 959 mg (rendemen 4,79 %).
Fraksi 111 memiliki konsistensi kental, berminyak, berwarna jingga pekat sebesar
636 mg (rendemen 3,18 %).

Berdasarkan pengujian penghambatan aktivitas enzim AChE diperoleh Nilai
ICs fraksi | dan fraksi Il buah mengkudu secara berturut-turut sebesar 972,893
dan 1970,604 pg/ml sedangkan nilai 1Csq ekstrak etanol dan fraksi 111 tidak dapat
ditentukan (>2000 pg/ml). Nilai ICso ekstrak mengkudu dan fraksi-fraksinya
menunjukkan penghambatan enzim yang lemah sedangkan pada penelitian
sebelumnya (Pachauri et. al., 2012) ekstrak mengkudu dan fraksi-fraksinya

menunjukkan penghambatan sedang hingga kuat. Hal-hal yang menyebabkan
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perbedaan hasil dapat terjadi di antaranya enzim yang digunakan, perbandingan
jumlah sampel dan enzim serta pelarut pada proses fraksinasi. Pachauri et. al.
(2012) menggunakan enzim dari homogenat otak mencit sebanyak 25 pL
diinkubasi ke dalam 1mL sampel uji sedangkan pada penelitian ini digunakan
enzim asetilkolinesterase dari electric eel sebanyak 25 pL diinkubasi bersama 25
puL sampel uji. Pelarut nonpolar yang digunakan Pachauri et. al., (2012) adalah
kloroform sedangkan pada penelitian digunakan n-heksan. Selain itu juga, dapat
disebabkan karena sampel kurang terlarut.

Faksi-fraksi ekstrak etanol buah mengkudu diidentifikasi dengan
menggunakan KLT. Hasil identifikasi golongan senyawa dengan KLT
menunjukkan Fraksi I menunjukkan hasil positif pada pengujian terpenoid dan
fenolik. Fraksi 1l menunjukkan hasil positif pada pengujian terpenoid, steroid
fenolik dan kumarin. Fraksi 3 menunjukkan hasil positif pada pengujian
terpenoid, steroid, fenolik, antrakuinon dan flavanoid. Ketiga fraksi menunjukkan
hasil negatif pada pengujian alkaloid. Berdasarkan analisis LC-MS, Fraksi
teraktif dalam pengujian penghambatan aktivtas enzim AChE (fraksi 1) diduga

mengandung senyawa 3,3-bisdemetilpinoresinol dan pinoresinol.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Hasil Identifikasi Serbuk Simplisia Buah Mengkudu

BAGIAN BIOLOGI FARMASI
FAKULTAS FARMAS)

UNIVERSITAS GADJAH MADA YOGYAKARTA
Alamet: Sckip Usars JI Kaliarang Kie 4, Yogy sharta S528)
Telp | (024 S42T0K (274 649 2568 Far +274.543120

SU LETERANGAN
No, : BFAcO IdentDetTV2014

Kepada Yth

SdriSdr. Wahyuni W,

NIM. SBF 031210036

Fakultas Farmasi Universitas Setia Badi
Di Surnkarta

Dengan hormat,

Bersama im kams sampeokan hasil identifikasi determinas: sampel yang Saudara kicomhkan ke
Hagion Biclog Farmass, Fakultas Fammasi UGM, adalsh

No.Pendaftaran | Jenis [ Suku
155 Plotlanthas morure L Euphochiaceac
‘ | Mormda coriolia |, Rubisceac
} r
f Tinospoarg crispa ( L. ) Miers ex Hook F. & Th

Sinosim - Vinaspora tuberoudota ( Lmk. ) Mensspermaceae
| B_cumet ex K Heyme

Demikian, semoga dapat digunakan schagaimana mestinya.

Yogyakarta, 17 Apal 2014

. Dr. Wahyoso, SU, Apt7
1P, 19500701 197702100
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Lampiran 2. Optimasi Fase gerak Ekstrak Etanol Buah Mengkudu
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Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT
sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di
semprot pada  semprot pada semprot pada semprotpada semprotpada semprot pada
sinar tampak UV 254 nm UV 366 nm sinar tampak UV 254 nm UV 366 nm

a)

b)

Keterangan :
Tinggi plat KLT
Lebar plat KLT
Fase gerak

Fase diam
Jumlah noda

:10cm

:1lcm

: n-heksan : etil asetat a) 93:7 b) 8: 2

. silika gel 60 GF 254

: a) terdapat 4 noda dengan nilai rf 0,059 (berekor);
0,294; 0,559; dan 0,765

a)terdapat 7 noda dengan nilai rf 0,029 (berpendar

di bawah sinar UV 366 nm); 0,117 (berekor);
0,294 (berekor); 0,416; 0,453; 0,662 dan 0,734
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Lampiran 3. Profil KLT Fraksi I, Fraksi Il dan Fraksi 11l Ekstrak Etanol
Buah Mengkudu

Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT
sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di
semprot pada semprot pada semprot pada UV  semprot pada  semprot pada semprot pada UV
sinar tampak UV 254 nm 366 nm sinar tampak UV 254 nm 366 nm

fase gerak n-heksan: etil asetat (93:7)

Fase gerak n-heksan: etil asetat (80:20)

Keterangan :
Tinggi plat KLT :10cm
Lebar plat KLT :3cm a = fraksi |
Fase diam . silika gel 60 GF 254 b = fraksi Il
Deteksi : Liebermann-Burchard ¢ = fraksi 111
Nilai rf : fase gerak n-heksan: etil asetat (93:7)

fraksi | : 0,059; 0,147 (berekor); 0,353; 0,411; 0,588; 0,764;

dan 0,853

fraksi Il : 0,059; 0,117; 0,147 (berekor) ; 0,18; 0,353; 0,411,
0,588; 0,764 dan 0,853
fraksi 111 0,059 dan 0,117

Fase gerak n-heksan: etil asetat (80:20)
fraksi I : 0,059; 0,411 (berekor); 0,588; 0,647; 0,676; 0,853
fraksi Il ; 0,059; 0,117; 0,294; 0,353; 0,411 (berekor); 0,5;
0,588; 0,647; 0,676; 0,853
fraksi 111 0,059; 0,176; 0,253; 0,294; dan 0,353
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Lanjutan Lampiran 3.

Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT
sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di
semprot pada semprot pada semprot pada UV~ semprot pada  semprot pada semprot pada UV
sinar tampak UV 254 nm 366 nm sinar tampak UV 254 nm 366 nm

n-heksan: etil asetat (70:30)

Keterangan :
Tinggi plat KLT :10cm _ :
Lebar plat KLT :3cm g _ 22"2: I“
Fase diam . silika gel 60 GF 254 ¢ = fraksi 111
Deteksi : Liebermann-Burchard
Nilai rf : fraksi I : 0,117; 0,411(berekor); 0,559; (berekor);

0,706 dan 0,853

fraksi Il : 0,117; 0,232; 0,529; 0,559 (berekor);

0,764, 0,853

fraksi 111 0,117; 0,176; 0,353 (berekor); 0,529
(berekor); dan 0,559.
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Lampiran 4. Identifikasi KLT Golongan Senyawa Kimia Ekstrak Etanol
Buah Mengkudu
Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT
sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di
semprot pada  semprot pada semprot pada semprotpada semprotpada semprot pada
sinar tampak UV 254 nm UV 366 nm sinar tampak UV 254 nm UV 366 nm
Alkaloid

Flavonoid

1
i
.l

Keterangan :
Tinggi plat KLT :
Lebar plat KLT
Fase diam
Fasegerak

Pembanding
Deteksi

Nilai rf

10cm

r2¢cm
. silika gel 60 GF 254
:alkaloid = Toluen: etilasetat:dietilamin (7:2:1)

flavonoid =
etil asetat:asam formiat:asam asetat glassial:air
(100:11:11:27)

:alkaloid = kuinin 10mg / 1ml etanol (rf = 0,235)

flavonoid = rutin 10mg/ 1ml etanol (rf = 0,353)

. alkaloid = Dragendorf

flavonoid = sitroborat

:alkaloid  : 0,176 (warna coklat jingga)

Flavanoid : 0,353 (warna kuning)

a = ekstrak
b = pembanding



Lanjutan Lampiran 4.
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Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT

sebelum di sebelum di sebelum di setelah di setelah di setelah di

semprot pada  semprot pada semprot pada semprotpada semprotpada semprot pada

sinar tampak UV 254 nm UV 366 nm sinar tampak UV 254 nm UV 366 nm
Terpenoid

Steroid

Keterangan :
Tinggi plat KLT :
Lebar plat KLT
Fase diam
Fasegerak

Pembanding
Deteksi

Nilai rf

10cm

r2¢cm
. silika gel 60 GF 254
: terpenoid = n-heksan: etil asetat (93:7)

steroid = n-heksan: etil asetat (4:1)

: terpenoid = stigmasterol 10mg / 1ml etanol (rf = 0,235)5

steroid  =timol 10mg/ 1ml etanol (rf = 0,294)

: terpenoid = Liebermann-Burchard

steroid = Liebermann-Burchard

: terpenoid = 0,059 (berekor); 0,294; 0,559; dan 0,765

semua noda berwarna merah
steroid  =0,117 (berekor); 0,294 (berekor); 0,416;
0,453; dan 0,662

a = ekstrak
b = pembanding
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semua noda berwarna merah
Lanjutan Lampiran 4.

Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT
sebelum di sebelum di sebelum di setelah di setelah di setelah di
semprot pada  semprot pada semprot pada semprotpada semprotpada semprot pada
sinar tampak UV 254 nm UV 366 nm sinar tampak UV 254 nm UV 366 nm
Tanin

Keterangan :

Tinggi plat KLT : 10 cm a = ekstrak

Lebar plat KLT :2cm b = pembanding

Fase diam . silika gel 60 GF 254

Fasegerak : etil asetat:asam Formiat:toluen:air (6:1,5:3:0,5)

Pembanding : katekin 10mg/1ml etanol

Deteksi : FeCl;

Nilai rf > hasil negatif tanin
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Lampiran 5. Identifikasi KLT Golongan Senyawa Kimia Fraksi I, Il dan 111
Ekstrak Etanol Buah Mengkudu

Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT
sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di
semprot pada semprot pada semprot pada UV  semprot pada  semprot pada semprot pada UV
sinar tampak UV 254 nm 366 nm sinar tampak UV 254 nm 366 nm

Alkaloid

Flavonoid

Keterangan :

Tinggi plat KLT :10cm

Lebar plat KLT :4cm a = fraksi |

Fase diam ralkaloid = silika gel 60 GF 254 b = fraksi Il
Flavonoid = selulosa ¢ = fraksi Il

Fasegerak :alkaloid = Toluen: etilasetat:dietilamin (7:2:1) d = pembanding

flavonoid = BAW (415)
Pembanding :alkaloid = kuinin 10mg / 1ml etanol (rf = 0,235)
flavonoid = kuersetin 10mg / 1ml etanol (rf = 0,647)

Deteksi :alkaloid = Dragendorf
flavonoid = sitroborat
Nilai rf :alkaloid = pengujian negatif

flavonoid = 0,706 (berekor warna jingga)
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Lanjutan Lampiran 5.

Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT
sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di
semprot pada semprot pada semprot pada UV  semprot pada  semprot pada semprot pada UV
sinar tampak UV 254 nm 366 nm sinar tampak UV 254 nm 366 nm
Terpenoid
Steroid

Keterangan :
Tinggi plat KLT :10cm

Lebar plat KLT :4cm a f fraks! :
Fase diam . silika gel 60 GF 254 b _ fraksi Il
Fasegerak : terpenoid = n-heksan: etil asetat (93:7) ¢ = fraksi Il .
steroid = n-heksan: etil asetat (4:1) d = pembanding
Pembanding : terpenoid = stigmasterol 10mg / 1ml etanol (rf = 0,353)
steroid  =timol 10mg/ 1ml etanol (rf = 0,411)
Deteksi : terpenoid = Liebermann-Burchard
steroid = Liebermann-Burchard
Nilai rf : terpenoid warna merah

fraksi I : 0,294 (berekor); 0,382; 0,588; 0,764

fraksi Il ; 0,235; 0,294 (berekor); 0,382; 0,588; 0,764
fraksi 111 0,059

steroid warna merah (fraksi Il dan I11 : 0,353)



81

Lanjutan Lampiran 5.

Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT Profil KLT
sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di sebelum di
semprot pada semprot pada semprot pada UV  semprot pada  semprot pada semprot pada UV
sinar tampak UV 254 nm 366 nm sinar tampak UV 254 nm 366 nm

Kumarin dan Antrakuinon

Fenolik ,
"% i

“

g

Keterangan :

Tinggi plat KLT : 10 cm (kumarin dan antrakuinon) dan 6,5 cm (fenolik) a = fraksi |
Lebar plat KLT :4cm b ; fraksi 11
Fase diam . silika gel 60 GF 254 ¢ = fraksi I

Fasegerak : kumarin dan antrakuinon
dietileter: asamasetatglaial 12% (5:5:5)
fenolik = n-heksan: etil asetat (4:1)

d = pembanding

Pembanding > kumarin = kumarin 10mg / 1ml etanol (rf =0,647)
Deteksi : kumarin dan antrakuinon = KOH etanolik

Fenolik = FeCl3
Nilai rf : kumarin = fraksi 11 (0,618 biru muda berpendar)

Antrakuinon = fraksi I11 (0,429 dan 0,5)
fenolik  =fraksi 1 0,3 (berekor), 0,5
fraksi 11 0,2
fraksi 111 0,1



Lampiran 6. Absorbansi Pengujian Penghambatan Aktivitas Enzim AChE Neostigmin

62,5 pg/ml

Menit Al A2 A3 Blankol Blanko2 Blanko3 A l-blankol A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,337 0,37 0,358 0,319 0,352 0,324 0,018 0,018 0,034
1 0,347 0,382 0,367 0,319 0,352 0,324 0,028 0,03 0,043
2 0,356 0,394 0,375 0,319 0,352 0,324 0,037 0,042 0,051
3 0,367 0,406 0,383 0,319 0,352 0,324 0,048 0,054 0,059
4 0,378 0,421 0,392 0,319 0,352 0,324 0,059 0,069 0,068

31,25 pg/ml

Menit Al A2 A3 Blankol Blanko2 Blanko3 A l-blankol A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,372 0,378 0,389 0,356 0,362 0,364 0,016 0,016 0,025
1 0,391 0,401 0,411 0,356 0,362 0,364 0,035 0,039 0,047
2 0,416 0,423 0,432 0,356 0,362 0,364 0,06 0,061 0,068
3 0,432 0,441 0,455 0,356 0,362 0,364 0,076 0,079 0,091
4 0,45 0,456 0,48 0,356 0,362 0,364 0,094 0,094 0,116

15,625 pg/mi

Menit Al A2 A3 Blankol Blanko2 Blanko3 A l-blankol A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,503 0,412 0,479 0,464 0,407 0,449 0,039 0,005 0,03
1 0,528 0,435 0,503 0,464 0,407 0,449 0,064 0,028 0,054
2 0,559 0,458 0,526 0,464 0,407 0,449 0,095 0,051 0,077
3 0,582 0,48 0,548 0,464 0,407 0,449 0,118 0,073 0,099
4 0,605 0,509 0,579 0,464 0,407 0,449 0,141 0,102 0,13

Keterangan : A = absorbansi
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Lanjutan Lampiran 6.

7,8 pg/ml

Menit Al A2 A3 Blankol Blanko2 Blanko3 Al-blankol A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,366 0,395 0,629 0,355 0,393 0,572 0,011 0,002 0,057
1 0,397 0,419 0,663 0,355 0,393 0,572 0,042 0,026 0,091
2 0,429 0,442 0,691 0,355 0,393 0,572 0,074 0,049 0,119
3 0,465 0,466 0,719 0,355 0,393 0,572 0,11 0,073 0,147
4 0,49 0,495 0,743 0,355 0,393 0,572 0,135 0,102 0,171

3,906 pg/ml

Menit Al A2 A 3 Blankol Blanko2 Blanko3 Al-blankol A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,435 0,361 0,465 0,405 0,348 0,442 0,03 0,013 0,023
1 0,473 0,384 0,493 0,405 0,348 0,442 0,068 0,036 0,051
2 0,502 0,407 0,521 0,405 0,348 0,442 0,097 0,059 0,079
3 0,531 0,434 0,544 0,405 0,348 0,442 0,126 0,086 0,102
4 0,567 0,465 0,581 0,405 0,348 0,442 0,162 0,117 0,139

Keterangan : A = absorbansi
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Lampiran 7. Absorbansi Pengujian Penghambatan Aktivitas Enzim AChE Ekstrak Etanol Buah Mengkudu.

2000 pg/ml
Menit Al A2 A 3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 1,113 1,169 1,26 0,667 0,75 0,932 0,446 0,419 0,328
1 1,174 1,233 1,322 0,667 0,75 0,932 0,507 0,483 0,39
2 1,221 1,287 1,352 0,667 0,75 0,932 0,554 0,537 0,42
3 1,275 1,33 1,388 0,667 0,75 0,932 0,608 0,58 0,456
4 1,331 1,38 1,427 0,667 0,75 0,932 0,664 0,63 0,495
1000 pg/ml
Menit Al A2 A 3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 1,124 1,146 1,101 0,491 0,567 0,526 0,633 0,579 0,575
1 1,201 1,212 1,179 0,491 0,567 0,526 0,71 0,645 0,653
2 1,264 1,263 1,242 0,491 0,567 0,526 0,773 0,696 0,716
3 1,32 1,315 1,297 0,491 0,567 0,526 0,829 0,748 0,771
4 1,346 1,361 1,355 0,491 0,567 0,526 0,855 0,794 0,829
500 pg/mi
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 1,063 1,084 1,082 0,544 0,552 0,619 0,519 0,532 0,463
1 1,13 1,143 1,166 0,544 0,552 0,619 0,586 0,591 0,547
2 1,19 1,195 1,222 0,544 0,552 0,619 0,646 0,643 0,603
3 1,243 1,264 1,283 0,544 0,552 0,619 0,699 0,712 0,664
4 1,313 1,335 1,336 0,544 0,552 0,619 0,769 0,783 0,717

Keterangan : A = absorbansi
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Lanjutan Lampiran 7.

250 pg/ml
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 1,048 1,12 1,072 0,446 0,503 0,539 0,602 0,617 0,533
1 1,116 1,199 1,149 0,446 0,503 0,539 0,67 0,696 0,61
2 1,176 1,263 1,212 0,446 0,503 0,539 0,73 0,76 0,673
3 1,232 1,323 1,277 0,446 0,503 0,539 0,786 0,82 0,738
4 1,291 1,395 1,342 0,446 0,503 0,539 0,845 0,892 0,803
125 pg/mi
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 1,1 1,028 1,139 0,474 0,452 0,619 0,626 0,576 0,52
1 1,192 1,099 1,24 0,474 0,452 0,619 0,718 0,647 0,621
2 1,262 1,156 1,296 0,474 0,452 0,619 0,788 0,704 0,677
3 1,325 1,216 1,356 0,474 0,452 0,619 0,851 0,764 0,737
4 1,401 1,314 1,416 0,474 0,452 0,619 0,927 0,862 0,797

Keterangan : A = absorbansi
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Lampiran 8. Absorbansi Pengujian Penghambatan Aktivitas Enzim AChE Fraksi | Ekstrak Etanol Buah Mengkudu.

2000 pg/ml
Menit Al A2 A 3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 1,071 0,841 0,838 0,793 0,516 0,533 0,278 0,325 0,305
1 1,108 0,891 0,889 0,793 0,516 0,533 0,315 0,375 0,356
2 1,132 0,931 0,933 0,793 0,516 0,533 0,339 0,415 0,4
3 1,157 0,971 0,972 0,793 0,516 0,533 0,364 0,455 0,439
4 1,181 1,013 1,017 0,793 0,516 0,533 0,388 0,497 0,484
1000 pg/ml
Menit Al A2 A 3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,914 0,845 0,743 0,519 0,515 0,471 0,395 0,33 0,272
1 0,974 0,893 0,798 0,519 0,515 0,471 0,455 0,378 0,327
2 1,021 0,932 0,839 0,519 0,515 0,471 0,502 0,417 0,368
3 1,069 0,972 0,88 0,519 0,515 0,471 0,55 0,457 0,409
4 1,117 1,012 0,924 0,519 0,515 0,471 0,598 0,497 0,453
500 pg/mi
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,843 0,955 0,726 0,487 0,489 0,474 0,356 0,466 0,252
1 0,893 1,032 0,771 0,487 0,489 0,474 0,406 0,543 0,297
2 0,931 1,096 0,81 0,487 0,489 0,474 0,444 0,607 0,336
3 0,971 1,129 0,846 0,487 0,489 0,474 0,484 0,64 0,372
4 1,048 1,162 0,915 0,487 0,489 0,474 0,561 0,673 0,441

Keterangan : A = absorbansi
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Lanjutan Lampiran 8.

250 pg/mi
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 1,02 0,795 0,836 0,591 0,466 0,482 0,429 0,329 0,354
1 1,089 0,848 0,897 0,591 0,466 0,482 0,498 0,382 0,415
2 1,137 0,892 0,946 0,591 0,466 0,482 0,546 0,426 0,464
3 1,179 0,939 0,988 0,591 0,466 0,482 0,588 0,473 0,506
4 1,23 0,987 1,085 0,591 0,466 0,482 0,639 0,521 0,603
125 pg/mi
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,886 0,902 0,8 0,481 0,416 0,408 0,405 0,486 0,392
1 0,942 0,979 0,863 0,481 0,416 0,408 0,461 0,563 0,455
2 0,988 1,039 0,917 0,481 0,416 0,408 0,507 0,623 0,509
3 1,033 1,099 0,969 0,481 0,416 0,408 0,552 0,683 0,561
4 1,081 1,142 1,024 0,481 0,416 0,408 0,6 0,726 0,616

Keterangan : A = absorbansi
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Lampiran 9. Absorbansi Pengujian Penghambatan Aktivitas Enzim AChE Fraksi Il Ekstrak Etanol Buah Mengkudu.

2000 pg/ml
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,956 0,962 1,042 0,669 0,692 0,835 0,287 0,27 0,207
1 1,005 1,013 1,091 0,669 0,692 0,835 0,336 0,321 0,256
2 1,043 1,057 1,13 0,669 0,692 0,835 0,374 0,365 0,295
3 1,081 1,103 1,168 0,669 0,692 0,835 0,412 0,411 0,333
4 1,125 1,154 1,208 0,669 0,692 0,835 0,456 0,462 0,373
1000 pg/ml
Menit Al A2 A 3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,771 0,549 0,76 0,487 0,501 0,547 0,284 0,048 0,213
1 0,836 0,591 0,818 0,487 0,501 0,547 0,349 0,09 0,271
2 0,888 0,638 0,86 0,487 0,501 0,547 0,401 0,137 0,313
3 0,936 0,68 0,9 0,487 0,501 0,547 0,449 0,179 0,353
4 0,991 0,752 0,955 0,487 0,501 0,547 0,504 0,251 0,408
500 pg/ml
Menit Al A2 A 3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,752 0,994 0,746 0,476 0,468 0,512 0,276 0,526 0,234
1 0,812 1,026 0,811 0,476 0,468 0,512 0,336 0,558 0,299
2 0,858 1,073 0,863 0,476 0,468 0,512 0,382 0,605 0,351
3 0,904 1,143 0,915 0,476 0,468 0,512 0,428 0,675 0,403
4 0,954 1,201 0,997 0,476 0,468 0,512 0,478 0,733 0,485

Keterangan : A = absorbansi

88



Lanjutan Lampiran 9.

250 pg/mi
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,757 0,733 0,713 0,488 0,493 0,494 0,269 0,24 0,219
1 0,829 0,803 0,788 0,488 0,493 0,494 0,341 0,31 0,294
2 0,883 0,855 0,846 0,488 0,493 0,494 0,395 0,362 0,352
3 0,934 0,906 0,897 0,488 0,493 0,494 0,446 0,413 0,403
4 0,991 0,96 0,965 0,488 0,493 0,494 0,503 0,467 0,471
125 pg/mi
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,838 0,789 0,695 0,467 0,45 0,485 0,371 0,339 0,21
1 0,915 0,862 0,773 0,467 0,45 0,485 0,448 0,412 0,288
2 0,976 0,926 0,832 0,467 0,45 0,485 0,509 0,476 0,347
3 1,035 0,988 0,89 0,467 0,45 0,485 0,568 0,538 0,405
4 1,099 1,053 0,953 0,467 0,45 0,485 0,632 0,603 0,468

Keterangan : A = absorbansi



Lampiran 10. Absorbansi Pengujian Penghambatan Aktivitas Enzim AChE Fraksi 111 Ekstrak Etanol Buah Mengkudu.

2000 pg/ml
Menit Al A2 A 3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,594 0,636 0,596 0,484 0,469 0,502 0,11 0,167 0,094
1 0,631 0,721 0,672 0,484 0,469 0,502 0,147 0,252 0,17
2 0,662 0,785 0,733 0,484 0,469 0,502 0,178 0,316 0,231
3 0,696 0,827 0,771 0,484 0,469 0,502 0,212 0,358 0,269
4 0,811 0,871 0,843 0,484 0,469 0,502 0,327 0,402 0,341
1000 pg/ml
Menit Al A2 A 3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,691 0,695 0,52 0,478 0,509 0,455 0,213 0,186 0,065
1 0,759 0,749 0,616 0,478 0,509 0,455 0,281 0,24 0,161
2 0,811 0,797 0,681 0,478 0,509 0,455 0,333 0,288 0,226
3 0,864 0,842 0,735 0,478 0,509 0,455 0,386 0,333 0,28
4 0,923 0,959 0,755 0,478 0,509 0,455 0,445 0,45 0,3
500 pg/mi
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,694 0,661 0,582 0,502 0,466 0,478 0,192 0,195 0,104
1 0,758 0,734 0,664 0,502 0,466 0,478 0,256 0,268 0,186
2 0,812 0,794 0,73 0,502 0,466 0,478 0,31 0,328 0,252
3 0,865 0,853 0,793 0,502 0,466 0,478 0,363 0,387 0,315
4 0,938 0,916 0,862 0,502 0,466 0,478 0,436 0,45 0,384

Keterangan : A = absorbansi
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Lanjutan Lampiran 10.

250 pg/mi
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,703 0,729 0,559 0,483 0,595 0,47 0,22 0,134 0,089
1 0,792 0,795 0,646 0,483 0,595 0,47 0,309 0,2 0,176
2 0,86 0,846 0,71 0,483 0,595 0,47 0,377 0,251 0,24
3 0,928 0,895 0,785 0,483 0,595 0,47 0,445 0,3 0,315
4 0,953 1,005 0,836 0,483 0,595 0,47 0,47 0,41 0,366
125 pg/mi
Menit Al A2 A3 Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 A 1-blanko 1 A 2-blanko 2 A 3-blanko 3
0 0,645 0,647 0,51 0,465 0,511 0,474 0,18 0,136 0,036
1 0,745 0,723 0,605 0,465 0,511 0,474 0,28 0,212 0,131
2 0,806 0,783 0,667 0,465 0,511 0,474 0,341 0,272 0,193
3 0,865 0,839 0,728 0,465 0,511 0,474 0,4 0,328 0,254
4 0,921 0,918 0,795 0,465 0,511 0,474 0,456 0,407 0,321

Keterangan : A = absorbansi
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Lampiran 11. Absorbansi Kontrol Negatif Pengujian Penghambatan Aktivitas Enzim AChE

Menit Al A2 A3 Total A Blanko 1 Blanko 2 Blanko 3 Total Blanko A - Banko
0 0,449 0,459 0,47 1,378 0,459333 0,379 0,401 0,388 1,168 0,389333 0,07
1 0,538 0,546 0,559 1,643 0,547667 0,379 0,401 0,388 1,168 0,389333 0,158333
2 0,629 0,639 0,647 1,915 0,638333 0,379 0,401 0,388 1,168 0,389333 0,249
3 0,718 0,728 0,738 2,184 0,728 0,379 0,401 0,388 1,168 0,389333 0,338667
4 0,796 0,806 0,812 2,414 0,804667 0,379 0,401 0,388 1,168 0,389333 0,415333

Keterangan : A = absorbansi
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Lampiran 11 Analisis Log-probit

93

Fraksi |
Confidence Limits
95% Confidence Limits for konsnetrasi 95% Confidence Limits for log(konsnetrasi)®

Probability Estimate |Lower Bound| Upper Bound Estimate |Lower Bound| Upper Bound

PROBIT  .010 .001 .000 217 -2.908 -13.869 -.664
.020 .006 .000 .567 -2.217 -11.832 -.246
.030 .017 .000 1.044 -1.779 -10.539 .019
.040 .036 .000 1.654 -1.449 -9.567 .218
.050 .066 .000 2.404 -1.181 -8.777 .381
.060 112 .000 3.306 -.952 -8.104 519
.070 A77 .000 4.372 -.752 -7.514 .641
.080 .267 .000 5.618 -.573 -6.986 .750
.090 .389 .000 7.057 -.410 -6.506 .849
.100 .550 .000 8.708 -.260 -6.064 .940
.150 2.298 .000 20.852 .361 -4.236 1.319
.200 7.162 .002 41.979 .855 -2.785 1.623
.250 18.995 .029 77.145 1.279 -1.544 1.887
.300 45.606 .366 135.123 1.659 -.436 2131
.350 102.685 3.783 233.903 2.012 .578 2.369
.400 221.810 31.966 427.249 2.346 1.505 2.631
.450 467.292 184.716 1044.032 2.670 2.267 3.019
.500 972.893 509.979 5120.224 2.988 2.708 3.709
.550 2025.543 942.157 37526.743 3.307 2.974 4.574
.600 4267.257 1581.922 315597.286 3.630 3.199 5.499
.650 9217.702 2609.318| 2952954.825 3.965 3.417 6.470
.700 20754.281 4351.717 3.167E7 4.317 3.639 7.501
.750 49830.411 7490.762 4.134E8 4.697 3.875 8.616
.800 132151.830] 13635.340 7.265E9 5.121 4.135 9.861




.850

.900

.910

.920

.930

.940

.950

.960

.970

.980

.990

411913.376

1722004.935

2432651.523

3540657.890

5349530.539

8481826.936

1.435E7

2.661E7

5.685E7

1.560E8

7.655E8

27290.984

65097.050

80273.033

100780.807

129407.450

171064.242

235132.234

341613.880

540578.416

994653.854

2598847.565

2.062E11

1.393E13

3.857E13

1.166E14

3.934E14

1.531E15

7.211E15

4.455E16

4.180E17

8.201E18

8.946E20

5.615

6.236

6.386

6.549

6.728

6.928

7.157

7.425

7.755

8.193

8.884

94

4.436
4.814
4.905
5.003
5.112
5.233
5.371
5.534
5.733
5.998

6.415

11.314

13.144

13.586

14.067

14.595

15.185

15.858

16.649

17.621

18.914

20.952

a. Logarithm base = 10.




Lanjutan Lampiran 11.

95

Fraksi Il
Confidence Limits

95% Confidence Limits for konsnetrasi | 95% Confidence Limits for log(konsnetrasi)?

Probability Estimate |Lower Bound|Upper Bound| Estimate | Lower Bound | Upper Bound
PROBIT .010 .059 .000 1.355 -1.227 -5.482 132
.020 .201 .000 3.039 -.697 -4.384 483
.030 436 .000 5.076 -.361 -3.688 .706)
.040 .780 .001 7.472 -.108 -3.165 .873
.050 1.253 .002 10.237 .098 -2.739 1.010
.060 1.874 .004 13.389 273 -2.377 1.127
.070 2.669 .009 16.948 426 -2.060 1.229
.080 3.663 .017 20.936 .564 -1.776 1.321
.090 4.884 .030 25.382 .689 -1.518 1.405]
.100 6.366 .052 30.315 .804 -1.280 1.482
.150 19.066 .502 63.558 1.280 -.299 1.803]
.200 45.592 2.991 115.701 1.659 476 2.063
.250 96.319 13.581 196.951 1.984 1.133 2.294
.300 188.545 50.906 329.631 2.275 1.707 2.518
.350 351.335 157.688 583.478 2.546 2.198 2.766
.400 634.182 371.450 1245.046 2.802 2.570 3.095
.450 1122.985 667.904 3302.568 3.050 2.825 3.519
.500 1970.604 1058.160 9699.226 3.295 3.025 3.987
.550 3458.000 1604.124| 29769.637 3.539 3.205 4.474
.600 6123.292 2401.584| 94840.391 3.787 3.380 4.977
.650 11052.945 3608.275( 317288.504 4.043 3.557 5.501
.700 20596.008 5508.207(1139643.217 4.314 3.741 6.057
.750 40316.676 8659.643(4547824.199 4.605 3.938 6.658
.800 85174.254| 14288.340 2.130E7 4.930 4.155 7.328
.850 203671.351| 25549.764 1.292E8 5.309 4.407 8.111




.900

.910

.920

.930

.940

.950

.960

.970

.980

.990

609989.530

795033.798

1060195.951

1454892.633

2071740.031

3100328.651

4978463.880

8911732.679

1.932E7

6.545E7

52957.471

63133.434

76408.505

94238.841

119099.945

155533.468

212784.327

312747.015

521686.577

1167983.472

1.251E9

2.164E9

3.929E9

7.567E9

1.574E10

3.628E10

9.681E10

3.236E11

1.610E12

2.020E13

5.785

5.900

6.025

6.163

6.316

6.491

6.697

6.950

7.286

7.816

4.724

4.800

4.883

4.974

5.076

5.192

5.328

5.495

5.717

6.067

96

9.097

9.335

9.594

9.879

10.197

10.560

10.986

11.510

12.207

13.305

a. Logarithm base = 10.
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Lampiran 12.  Spesifikasi LC-MS LIPI

Sample

Vol injection 20 ul

Flow rate 0.5 ml/min

Eluent Methanol

LC-MS : Mariner Biospectrometry

LC: Hitachi L 6200

System ESI (Electrospray lonisation)

Positive ion mode

Kolom C18 (RP 18) Phenomenex

Column length

ID

Particle size

Analysis by : Puspa .D. Lotulung, Pusat Penelitian Kimia — LIPI

BPI = Base Peak Intensity

BP = Base Peak

TIC =Total lon Current

NR = NoiseRemoval

BC = Base Correction

MC = Mass Calibration

BP = Base Peak

CT = Centroiding

SM = Gaussian smooth

LC-MS Analysis

Temperatur kolom = temp ruangan ;

isokratik, Detector massa

Method : positive ion

LC-MS analysis was performed using an Mariner Biospectrometry equipped with
a binary pump. The HPLC was interfaced with a Q-tof mass spectrometer fitted
with an ESI source. Full-scan mode from m/z 100 to 1200 was performed with a
source temperature of 140 °C. HPLC column (Phenomenex 5ux C18, 150 x 2 mm
i.d., ) was used for the analysis. Solvent was Methanol with 0.3% acetic acid.
Solvents were delivered at a total flow rate of 0.5 mL/min. The solvent running by

isocratic elution



