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PENGHAMBATAN ENZIM ASETILKOLINESTERASE DARI EKSTRAK
HERBA PEGAGAN (Centella asiatica Linn.) DAN EKSTRAK DAUN
KELOR (Moringa oleifera Lam.) SERTA KOMBINASINYA

ABSTRAK

Penyakit Alzheimer (Alzheimer Disease, AD) adalah suatu penyakit dimana
terjadinya kerusakan otak yang ditandai dengan penurunan dari perhatian, memori,
dan kepribadian. Perubahan kepribadian sering muncul ketika penderita menjadi
kurang spontan, lebih apatis, dan menarik diri. Dalam hal ini, Asetilkolinesterase
(AChE) merupakan enzim yang berfungsi sebagai katalisator pada pemecahan
asetilkolin (ACh) menjadi bentuk yang tidak aktif yaitu asetat dan kolin.
Pengukuran aktivitas enzim AChE dapat menggambarkan akumulasi ACh dalam
tubuh dimana pada hasil ini menunjukkan pada penderita AD dengan adanya
aktivitas AChE yang lebih besar. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
aktivitas dalam pengobatan AD melalui penghambatan AChE oleh ekstrak Centella
asiatica Linn., ekstrak Moringa oleifera Lam. atau kombinasinya. Uji aktivitas
penghambatan AChE dilakukan berdasarkan metode Ellman dimana pada metode
ini didasarkan pada hidrolisis reaksi substrat ATCh oleh AChE dengan 5,5-
dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) yang dimana memberikan warna kuning
dan diukur serapannya pada panjang gelombang 400 nm. Hasil pengujian
penghambatan AChE menunjukan bahwa kombinasi ekstrak herba pegagan dan
ekstrak daun kelor 1:1 memberikan penghambatan terbaik dengan nilai 1Cso sebesar
217,588 ppm. Sementara itu, kontrol positif eserin dengan nilai ICso sebesar 5,010
ppm. Sehingga dikatakan bahwa kombinasi ekstrak Centella asiatica Linn. dan
ekstrak Moringa oleifera Lam. mempunyai efektivitas terhadap pengobatan AD.

Kata kunci: Alzheimer, asetilkolinesterase, Centella asiatica, Moringa oleifera.
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INHIBITION OF ACETYLCHOLINESTERASE ENZYME FROM
PEGAGAN EXTRACT (Centella asiatica Linn.), KELOR LEAF EXTRACT
(Moringa oleifera Lam.) AND BOTH OF COMBINATION.

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a brain damage that decreases in attention, memory,
and personality. Personality changes occur when the sufferer becomes less
spontaneous, more apathetic, and withdrawn. In this case, the breakdown of
acetylcholine into inactive forms (acetate and choline) by acetylcholinesterase.
Measurement of AChE enzyme activity can describe the accumulation of ACh in
the body, which is shown that in patients with AD. AChE activity is needed for
preventing AD. The study aimed was to see the activity in the treatment of AD
through AChE inhibition by Centella asiatica extract, Moringa oleifera extract, or
a combination thereof. The AChE inhibitory activity test was carried out based on
the Ellman method. This method is based on the hydrolysis of the ATCh substrate
reaction by AChE with 5.5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB), which gives a
yellow color, and its absorption is observed at a wavelength of 400 nm. The AChE
inhibition showed that the combination of Centella asiatica extract and Moringa
oleifera leaf extract with ratio 1:1 gave the best inhibition with 217.588 ppm of
ICs0. Meanwhile, Eserin as a positive control with 5.010 ppm of 1Cso. Thus, the
combination of Centella asiatica extract and Moringa oleifera extract has
effectiveness against AD treatment, although it is not as good as the positive
control.

Keywords: Alzheimer’s disease, Acetylcholinesterase, Centella asiatica, Moringa
oleifera.
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BAB |
PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Penyakit Alzheimer adalah suatu gangguan penyakit neurodegeneratif yang
bersifat ireversibel dimana pada penyakit ini terjadi pada kelompok usia yang
lebih tua dari populasi di seluruh dunia. Dengan meningkatnya angka harapan
hidup secara global dan peningkatan populasi manusia lanjut usia, maka
penyakit alzheimer ini menjadi masalah dari kesehatan secara global. Penyakit
alzheimer secara klinis ditandai dengan penurunan progresif dalam fungsi
kognitif seperti kehilangan memori dan kemampuan belajar, dan secara
patologis dengan adanya neurofibrillary tangles (NFTs), pengendapan plak beta
amiloid (AB) dan disfungsi sinaptik di otak.!

Asetilkolin (ACh) adalah salah satu neurotransmitter paling berperan di
dalam tubuh dan neurotransmitter utama di otak yang bertanggung jawab untuk
transmisi kolinergik. Enzim asetilkolinesterase (AChE) berperan penting dalam
hidrolisis neurotransmitter asetilkolin. Asetilkolinesterase yang tersimpan
dalam sel saraf inilah yang mengakibatkan timbulnya plak amiloid yang pada
akhirnya timbulah penyakit Alzheimer.?

Pada hasil penelitian Jeon tahun 2019 tentang obat kimia untuk penyakit
alzheimer seperti donepezil, galantamin dan rivastigmin pada tahap uji praklinis
atau Kklinis masih menunjukan bahwa obat ini hanya berpotensi untuk
menghambat dari inhibisi asetilkolinesterase.> Berdasarkan kurangnya
modifikasi obat untuk penyakit alzheimer, obat tradisional seperti produk herbal
telah digunakan untuk meningkatkan pengobatan gejala dan proses patologi dari
penyakit alzheimer. Obat tradisional seperti herba pegagan dan daun kelor yang
juga terdapat di negara asia timur telah lama digunakan dan diharapkan dapat

mengatasi gejala dari alzheimer.*



Herba pegagan (Centella asiatica Linn.), adalah tanaman yang berasal dari
keluarga Apiaceae (Umbelliferae), tanaman ini telah digunakan oleh ahli
pengobatan tradisional di Asia selama lebih dari 2000 tahun.? Sejumlah fungsi
pengobatan telah ditemukan di Centella asiatica Linn., baik di seluruh
bagiannya seperti antioksidan, mempermudah penyembuhan luka,
meningkatkan daya ingat, menurunkan inflamasi, dan meningkatkan aktivitas
kognitif.> Komponen aktif utama dari ekstrak Centella asiatica Linn. adalah
triterpenoid, termasuk asam asiatik dan asiatikosida.? Pengujian ekstrak herba
pegagan pada penelitian lain didapatkan kandungan asiatikosida pada Centella
asiatica Linn. sebesar 9,3718 mg/g dengan nilai konsentrasi penghambatan
enzim asetilkolinesterase yaitu sebesar 5,4054 %.% Selain itu, penggunaan
ekstrak etanol herba pegagan didapatkan bahwa nilai konsentrasi penghambatan
terhadap enzim asetilkolinesterase adalah 481,5 ppm, 763,5 ppm, dan diatas
1.000 ppm.3t

Daun kelor (Moringa oleifera Lam.), adalah salah satu tanaman yang
berasal dari keluarga Moringaceae dan diyakini berasal dari anak India tetapi
saat ini sudah tersebar luas di banyak negara Afrika dan Asia. Senyawa bioaktif
tersebut antara lain vitamin, karotenoid, polifenol, asam fenolat, flavonoid,
alkaloid, glukosinolat, isotiosianat, tannin dan saponin. Sehingga berpotensi
sebagai antimikroba, antihiperkolesterolemia, antitumor, antidiabetes,
peningkatan memori otak, anti inflamasi, dan antioksidan.” Penggunaan ekstrak
etanol daun kelor pada penelitian lain didapatkan nilai penghambatan ICso
terhadap enzim asetilkolinesterase adalah 0,2105 ppm.*2

Adanya pengujian dari ekstrak herba pegagan (Centella asiatica Linn.) dan
ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) baik secara tunggal maupun
kombinasi diharapkan mempunyai konsentrasi penghambatan yang terbaik
terhadap enzim asetilkolinesterase dibandingkan dengan kontrol positif yang

digunakan yaitu eserin.



B. PERUMUSAN MASALAH

1.

Ekstrak herba pegagan, ekstrak daun kelor, dan kombinasinya mempunyai
efektivitas terhadap enzim asetilkolinesterase terhadap penyakit alzheimer.
Kombinasi ekstrak herba pegagan dan ekstrak daun kelor mempunyai efek
yang sinergis atau antagonis terhadap penyakit alzheimer.

Kombinasi ekstrak herba pegagan dan ekstrak daun kelor mempunyai
efektivitas terhadap penggunaan kontrol positif seperti eserin pada penyakit

alzheimer.

C. PERTANYAAN PENELITIAN

1.

3.

Apakah kombinasi ekstrak herba pegagan (Centella asiatica Linn.) dan
ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) akan meningkatkan aktivitas
penghambatan asetilkolinesterase dan bersinergis?

Berapakah kombinasi ekstrak herba pegagan (Centella asiatica Linn.) dan
ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) yang terbaik pada pengobatan
penyakit alzheimer?

Apakah kombinasi ekstrak herba pegagan (Centella asiatica Linn.) dan
ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) mempunyai efektivitas terhadap

penggunaan kontrol positif seperti eserin pada penyakit alzheimer?

D. TUJUAN PENELITIAN

1.

2.

Tujuan Umum.

Mengetahui dan menggunakan kombinasi ekstrak herba pegagan (Centella

asiatica Linn.) dan ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) sebagai

bahan yang berperan dalam penyakit Alzheimer.

Tujuan Khusus

a. Memperoleh identitas (spesies dan varietas) melalui determinasi
tanaman yang digunakan untuk membuat ekstrak herba pegagan
(Centella asiatica Linn.) dan ekstrak daun kelor (Moringa oleifera
Lam.) sebagai peningkatan aktivitas penghambatan asetilkolinesterase.



b. Memperoleh identitas fisika kimia dari kombinasi ekstrak herba
pegagan (Centella asiatica Linn.) dan ekstrak daun kelor (Moringa
oleifera Lam.) sebagai pengobatan pada penyakit alzheimer.

c. Mengetahui kombinasi ekstrak herba pegagan (Centella asiatica Linn.)
dan ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) terhadap kontrol positif
yaitu eserin apakah lebih baik terhadap penyakit alzheimer.

E. RUANG LINGKUP PENELITIAN

Penelitian ini meliputi pengujian ektrak masing-masing tanaman yaitu
ekstrak pegagan, ekstrak daun kelor dan kombinasinya dengan kontrol
positifnya yaitu eserin dengan metode secara in vitro dimana menggunakan
enzim asetilkolinesterase dengan jangka waktu penelitian satu tahun. Simplisia
daun kelor diperoleh dari perkebunan Moringa Organik Indonesia, Blora, Jawa
Tengah. Simplisia pegagan diperoleh dari Balai Besar Penelitian dan
Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional di Tawangmangu, Jawa

Tengah.

F. MANFAAT PENELITIAN
1. Penelititian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada masyarakat
tentang penggunaan ekstrak pegagan, ekstrak daun kelor, dan kombinasinya
terhadap penyakit alzheimer.
2. Penelitian ini diharapkan dapat diteruskan untuk pengembangan ilmu dalam

penelitian kedepannya.



BAB I1
TINJAUAN PUSTAKA

A. TINJAUAN PUSTAKA
1. Pegagan (Centella asiatica Linn.)

Herba Pegagan (Centella asiatica Linn.) merupakan tanaman liar yang
biasanya dapat tumbuh di perkebunan, ladang, tepi jalan, pematangan
sawah ataupun di ladang yang basah. Pegagan merupakan suatu tumbuhan
yang merayap menutupi tanah, tidak mempunyai batang, tinggi tanaman
ini adalah 10 sampai 50 cm. Pegagan memiliki daun satu helaian dimana
tersusun dalam roset akar dan terdiri dari 2 sampai 10 helai daun. Daun
berwarna hijau dan berbentuk kipas, buahnya berbentuk seperti ginjal.
Pegagan juga ada yang memiliki daun dimana permukaan dan bagian
punggungnya licin, tepi daun agak melengkung ke atas, bergerigi, dan
berambut, tulang daun yang berpusat di pangkal dan menyebar ke ujung
serta memiliki diameter 1 sampai 7 cm.®

Pegagan memiliki tangkai daun yang berbentuk pelepah, agak
memanjang dan berukuran 5 — 15 cm. Pada tangkai daun pegagan
dipangkalnya terdapat daun sisik yang sangat pendek, licin, tidak berbulu,
berpadu dengan tangkai daun. Pegagan memiliki bunga yang berwarna
putih atau merah muda dimana tersusun dalam karangan yang berbentuk
payung. Buah pegagan berbentuk lonjong atau pipih, berbau harum dan
rasanya pahit, buah ini memiliki panjang 2 — 2,5 mm. Buah pegagan
berdinding agak tebal. Kulitnya keras, berlekuk dua, berusuk jelas, dan
berwarna kuning.®

Pegagan merupakan tumbuhan berbiji tertutup dan berkeping dua.
Merupakan tanaman herba yang berpotensi dalam hal farmakologinya.
Pegagan memiliki akar rimpang yang pendek serta mempunyai geragih,
akar keluar dari buku dan berupa akar tunggang yang berwarna putih.

Stolon tumbuh dari sistem perakaran, memiliki ukuran yang panjang dan



tumbuh menjalar. Pada setiap buku dari stolon akan tumbuh tunas yang
akan menjadi cikal bakal tumbuhan pegagan yang baru.®

Gambar 11.1. Gambar tumbuhan pegagan. 1) Herba pegagan dengan sussunan
daun dalam roset akar. 2) tangkai daun. 3) Susunan tulang daun.®

a. Kilasifikasi Pegagan

Berdasarkan pemaparan tentang daun pegagan maka klasifikasi dari
pegagan adalah sebagai berikut:

Tabel 11.1. Klasifikasi herba pegagan

Kingdom Plantae
Division Spermatophyta
Sub-division Angiospermae
Klass Dicotyledone
Ordo Umbilales
Family Apiaceae
Genus Centella
Species Centella asiatica (L)

Pegagan dikenal dengan nama latin Centella asiatica Linn.) Urban.
atau Hydrocotyle asiatica Linn. Pegagan termasuk ke dalam famili
Umbelliferae (Apiaceae). Pegagan memiliki nama asing asiatic
pennywort dan Indian pennywort. Pegagan memiliki nama Hindi (India)

gotu kola, di Cina pegagan disebut ji xue cau, di Belanda disebut



paardevoet, sedangkan di Indonesia, pegagan memiliki nama yang
beragam, diantaranya pegago (Minangkabau); antanan gede, antanan
rambat (Sunda); ganggagan, kerok batok, pantegowang, panegowang,
rendeng, calingan rambat, pegagan, atau gagan-gagan (Jawa); taidah
(Bali); balele (Sasak, Nusa Tenggara); kelai lere (Sawo, Nusa
Tenggara); wisu-wisu, pegaga (Makasar); daun tungke-tungke,
cipubalawo (Bugis); hisuhisu (Aselayar, Sulawesi); kos tekosan, gan
gagan (Madura), sarowati, kori-kori (Halmahera), kolotidi menora
(Ternate), dan dogakue, gogakue, atau sandanan (Papua). Pegagan
sering disebut daun kaki kuda, hal ini dikarenakan bentuk daun pegagan

yang menyerupai bentuk kaki kuda.®

. Kandungan dan Manfaat Bahan Aktif

James, 2011 melaporkan bahwa pada penelitian tersebut
menunjukkan bahwa herba pegagan (Centella asiatica Linn.) memiliki
berbagai kandungan kimia utama seperti asiatikosida, madekasosida,
asam asiatik dan asam madekasik.!® Kandungan kimia lainnya yang
terdapat pada herba pegagan adalah brahmosida, oxiasiatikosida,
thankunisida, isothankunisida, inositol, karotenoid, serta garam kalium,
natrium, magnesium, kalsium, besi, vellarin, dan tanin.!

Manfaat biologis dari herba pegagan (Centella asiatica Linn.) yaitu
sebagai penyembuhan luka, antitumor, meningkatkan memori,
kardioprotektif, antidepresi, pelangsing, imunomodulator, anti
tuberkulosis, dan antiprotozoa.'?

Dalam model praklinis penyakit Alzheimer, ekstrak Centella
asiatica Linn. menurunkan kadar beta-amiloid dan stres oksidatif,
mencegah penyusutan proses neuron.!® dan melindungi terhadap
toksisitas yang terkait dengan beta-amiloid dan kelainan perilaku.
Dalam model penurunan kognitif, pengobatan Centella asiatica Linn.
secara signifikan meningkatkan kinerja memori, penurunan penanda
kematian sel, peningkatan pertahanan antioksidan, dan membalikkan

defisit mitokondria.’®> Ada banyak komponen untuk Centella asiatica



Linn, di mana asam asiatik paling banyak dipelajari dalam model
praklinis. Asam asiatik tidak melintasi penghalang darah-otak dan
menghasilkan efek antioksidan dan neuroprotektif.®

Komposisi senyawa kimia pegagan dalam 100 gram simplisia pegagan
dapat dilihat pada Tabel 2:

Tabel 11.2. Komposisi Kimia Tumbuhan Pegagan

Komposisi Kandungan (g)
Air 89.3
Protein 16
Lemak 0.6
Karbohidrat 6.9
Serat 2.0
Abu 16
Kalsium 0.17
Fosfor 0.3
Besi 0.003
Kalium 0.414

Asiatikosida yang berasal dari tanaman Centella asiatica Linn. ini
diketahui memiliki aktivitas yang baik dimana efektifitas zat aktif ini
dapat meningkatnya antioksidan. Karena antioksidan telah dilaporkan
memainkan peran penting dalam proses penyembuhan maka efek
asiatikosida sebagai antioksidan tentu dalam pengobatan penyakit

alzheimer.t’



0 —— Glukosa Glukosa

HOCH,

Gambar 11.2. Struktur Asiatikosidal’

c. Pegagan sebagai Neuroprotektif

Enzim asetilkolinesterase adalah faktor awal munculnya penyakit
alzheimer. Kerusakan otak juga menunjukkan adanya peningkatan
aktivitas dari enzim asetilkolinesterase.’® Hilangnya kemampuan
memori memerlukan perawatan medis jangka panjang dan memiliki
efek berbahaya bagi kesehatan manusia secara keseluruhan. Oleh karena
itu perlu pengobatan dimana senyawa bioaktif yang digunakan untuk
mengendalikan gejala penyakit menjadi lebih aman dan efektif.*®

Ekstrak dari herba pegagan sebagai antioksidan memiliki efek
meningkatkan fungsi kognitif. Turunan dari asam asiatik, triterpenoid
yang diekstraksi dari herba pegagan (Centella asiatica Linn.) berperan
dalam melindungi neuron dari kerusakan oksidatif yang disebabkan oleh
paparan berlebihan. Sehingga dalam penelitian tersebut sifat
sitoprotektif dan antioksidan pada herba pegagan (Centella asiatica
Linn.) mungkin bertanggung jawab atas pelindung saraf melawan

kematian sel.%°



Penelitian dari herba pegagan yang diperoleh dari Malaysia
didapatkan hasil bahwa kandungan senyawa zat aktif asiatikosida, asam
madekasid, dan asam asiatik berperan dalam penghambatan terhadap
enzim  asetilkolinesterase  sehingga dapat berperan sebagai
neuroprotektif pada otak. Pada penggunaan ekstrak etanol herba
pegagan didapatkan bahwa nilai konsentrasi penghambatan terhadap
enzim asetilkolinesterase adalah 481,5 ppm, 763,5 ppm, dan diatas
1.000 ppm. 3

d. Toksisitas Pegagan

Dilaporkan uji toksisitas akut menunjukan bahwa pegagan tidak
toksik sampai dengan dosis 2.000 mg/kgBB, karena tidak ada hewan uji
yang mati dan tidak ada gejala klinis ketoksikan bermakna yang tampak

pada seluruh kelompok hewan uji.?

2. Kelor (Moringa oleifera Lam.)

Tanaman Kelor (Moringa oleifera Lam.) merupakan tanaman tropis yang
tumbuh di daerah tropis seperti Indonesia. Tanaman kelor merupakan tanaman
dengan ketinggian 7-11 meter dan tumbuh subur mulai dari dataran rendah
sampai ketinggian 700 m di atas permukaan laut. Kelor dapat tumbuh semua
jenis tanah dan tahan terhadap musim kering dengan toleransi terhadap
kekeringan sampai 6 bulan.?? Di Indonesia tanaman kelor dikenal dengan nama
yang berbeda di setiap daerah, diantaranya kelor, maronggih, moltong, keloro,
ongge, murong atau barunggai, dan hau fo. Kelor atau yang dikenal dengan

nama Drumstick yang merupakan tanaman asli kaki gunung Himalaya bagian

barat laut India, Afrika, Arab, Asia Tenggara, Amerika Selatan.??
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Gambar 11.3. Daun Kelor (Moringa oleifera Lam.).
Dokumentasi pribadi. 2019
a. Kilasifikasi daun kelor (Moringa oleifera Lam.)

Tabel 11.3. Klasifikasi Daun Kelor (Moringa oleifera Lam.)*

Regnum Plantae (Tumbuhan)
Division Spermatophyta
Sub Division Angiospermae
Classis Dicotyledone
Sub Classis Dialypetalae
Ordo Rhoeadales
Famili Moringaceae
Genus Moringa
Spesies Moringa oleifera

b. Kandungan dan khasiat daun kelor

Daun kelor mempunyai kandungan vitamin A, vitamin C, vitamin
B, kalsium, kalium, besi, dan protein, dalam jumlah sangat tinggi yang
mudah dicerna dan diasimilasi oleh tubuh manusia. Bahkan
perbandingan nutrisi daun kelor segar dan serbuk, dengan beberapa
sumber nutrisi lainnya yang tersaji pada gambar 4, jumlahnya berlipat-
lipat dari sumber makanan yang selama ini digunakan sebagai sumber
nutrisi untuk perbaikan gizi di banyak belahan negara. Tidak hanya itu,
kelor pun diketahui mengandung lebih dari 40 antioksidan dalam
pengobatan tradisional Afrika dan India serta telah digunakan dalam
pengobatan tradisional untuk mencegah lebih dari 300 penyakit.?®
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Daun
Kelor
Segar

3 kali 4 kali 25 kali 7 kali 4 kali 2 kali
‘ Potassium VitaminA  ZatBesi  Vitamin C  Calcium Protein

Pisang Wortel Bayam Jeruk Susu yogurt

Serbuk
Daun
Kelor
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\)/ ¥=2

15 Kali 10kali  25times  112kali  17kal  Okal
Potassium  Vitamin A ZatBesi  Vitamin C  Calcium Protein
Pisang Wortel Bayam Jeruk Susu yogurt

Gambar I1.4. perbandingan nutrisi daun segar dan serbuk daun kelor

Serbuk daun kelor mengandung vitamin A sebanyak 10 kali lebih
banyak dibandingkan wortel, vitamin Bz sebanyak 4 kali lebih banyak
dari daging babi, vitamin B sebanyak 50 kali lebih banyak
dibandingkan oleh sardines, vitamin Bz sebanyak 50 kali lebih banyak
dibandingkan kacang, vitamin E sebanyak 4 Kkali lebih banyak
dibandingkan minyak jagung, beta karoten sebanyak 4 kali lebih
banyak dibandingkan oleh wortel, zat besi sebanyak 25 kali lebih
banyak dibandingkan bayam, zinc sebanyak 6 kali lebih banyak
dibanding almond, kalium 15 kali lebih banyak dibanding pisang,
kalsium sebanyak 17 kali dan 2 kali lebih banyak dibanding red wine,
serat dengan 5 kali lebih banyak dibanding sayuran pada umumnya,
GABA 100 kali lebih banyak dibanding beras merah.?®
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Tabel 11.4. Kandungan tanaman kelor tiap 100g?3
| per 100 gram bahan |

Nutritional Analysis Satuan

—
_En_asz;
-za_zl —
l:z--zmm
m--z-num-sm
l:z-_ﬂm
Sulphur (S) = 870 0
Vitamin A - B carotene mg 0.10 6.80 16.3
Vitamin B — Choline mg 423.00 423.00 =
Vitamin B1 — Thiamin mg 0.05 0.21 2.6
Vitamin B2 - Riboflavin mg 0.07 0.05 20.5
Vitamin B3 — Nicotinic Acid mg 0.20 0.80 8.2
Vitamin C — Ascorbic Acid mg 120.00 220.00 17.3
Vitamin E — Tocopherols Acetate mg - - 113.0
ASAM AMINO %) i
Arginine mg 360 406.6 1325
Histidine mg 110 149.8 613
Lysine mg 150 342.4 1325
Tryptophan mg 80 107 425
Phenylanaline mg 430 310.3 1388
Methionine mg 140 117.7 350
Threonine mg 390 117.7 1188
Leucine mg 650 492.2 1950
Isoleucine mg 440 299.6 825
Valine mg 540 374.5 1063

Penggunaan bagian-bagian tanaman kelor sebagai obat
penyembuh disebutkan dari berbagai bagian tanaman  yang
mengandung mineral dan merupakan sumber protein yang baik,
vitamin, [-karoten, asam amino fenolat dan berbagai asam amino
essensial lainnya. Kelor menyediakan kombinasi yang kaya dan langka
dari zeatin, kuersetin, p-sitosterol, asam caffeoylquinic dan

kaempferol.?®
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Health Benefits of

Prevents diabetes
Protects your heart

Reduces cholesterol levels
Regulate high BP levels

Reduces hypertension
Protects liver

Good for brain

Treats asthma

Boosts your digestive system
Good for kidneys
Strengthens bones and teeth

Prevents stone formation

Gambar 11.5. Khasiat dari penggunaan obat tradisional daun kelor.?

Selain memiliki kekuatan sebagai pemurni air yang efektif dan
nilai gizi yang tinggi. Kelor sangat penting untuk pengobatan alami.
Berbagai bagian dari tanaman kelor seperti daun, akar, biji, kulit kayu,
buah, bunga dan polong dewasa, bertindak sebagai stimulan jantung
dan peredaran darah, memiliki anti-tumor, anti-piretik, anti-epilepsi,
anti-inflamasi, anti-ulcer, anti-spasmodik, diuretik, anti-hipertensi,
menurunkan Kkolesterol, antioksidan, anti-diabetik, hepatoprotektor,
anti-bakteri, dan anti-jamur. Saat ini kelor sedang diteliti untuk
digunakan dalam pengobatan berbagai penyakit dalam sistem
kedokteran.?®

Penelitian pada daun kelor (Moringa oleifera Lam.) yang
dilakukan menggunakan metode in vitro di Nigeria didapatkan hasil
bahwa beberapa senyawa yang terdapat pada daun kelor seperti
quersetin serta kampferol mampu memberikan efek penghambatan
asetilkolinesterase sehingga berpotensi mencegah terjadinya penyakit
alzheimer. Penggunaan ekstrak etanol daun kelor didapatkan nilai
penghambatan ICso terhadap enzim asetilkolinesterase adalah 0,2105
ppm selain itu didapatkan juga senyawa flavonoid kuersetin dalam

ekstrak etanol daun kelor yaitu sebesar 102,2 mg/g.%?
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c. Toksisitas Daun Kelor
Dalam studi toksisitas akut, dosis total pemberian ekstrak daun kelor
kepada tikus dalam waktu 24 jam adalah 20 g / kg yang tidak
menyebabkan tanda-tanda terjadinya toksik akut, lesi kotor, organ

visceral dan tingkat kematian yang diinduksi.?*

3. Penyakit Alzheimer
a. Definisi alzheimer

Penyakit Alzheimer adalah kerusakan otak yang ditandai dengan
penurunan dari perhatian, memori, dan kepribadian. Fungsi kognitif
pada penderita penyakit Alzheimer tidak hilang pada satu saat. Fungsi
pertama yang menurun adalah perhatian dan memori. Perubahan
kepribadian sering muncul ketika penderita menjadi kurang spontan,
lebih apatis, dan menarik diri. Munculnya penurunan perhatian
terhadap diri sendiri dan masalah perilaku muncul ketika penderita
menjadi sering berjalan dan tersesat. Penderita mengalami disorientasi
dalam memperhatikan waktu, lokasi, dan identitas mereka. Penurunan
ini semakin berkembang jika penderita mengalami kekurangan dalam
bahasa atau mempunyai sejarah pada alkohol atau gangguan neurologis
seperti stroke atau parkinson.?

Memori merupakan suatu proses penyimpanan dan pengeluaran
kembali informasi yang didapat dari proses belajar. Penyimpanan dan
pemanggilan kembali informasi yang telah disimpan terjadi melalui
sinyal-sinyal syaraf yang dijalankan melalui neuron ke neuron
berikutnya melalui batas antar neuron (interneuronal junction) yang
disebut sinaps. Sinyal-sinyal di antara neuron dihantar oleh senyawa
neurotransmiter, salah satu neuotransmiter adalah asetilkolin (ACh).
Asetilkolin disekresi sebagian besar di daerah otak.?>

Penyakit Alzheimer merupakan bentuk demensia yang paling
umum, berjumlah kira-kira dua pertiga dari semua kasus. Hal ini dapat

menyebabkan penurunan kemampuan kognitif secara berangsur-
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angsur, sering bermula dengan kehilangan daya ingat. Penyebab dari
60 — 70% kasus demensia adalah Alzheimer yang dapat dikatakan
sebagai salah satu bentuk penyakit spesifik dari demensia. Berbeda
dengan beberapa penyakit atau gangguan fungsi tubuh akibat infeksi
dan penggunaan obat yang menyebabkan demensia, Alzheimer
disebabkan kerusakan atau kematian sel otak dan belum dapat
disembuhkan hingga saat ini, bersifat progresif dan berlangsung dalam
waktu yang lama. Biasanya seseorang mulai terdiagnosis pada umur 60
tahun namun individu usia muda pun dapat mengalaminya. Hal ini
dapat menyebabkan keadaan vegetatif total dan kemudian kematian.?®

Alzheimer merupakan salah satu akibat dari ganguan fungsi
asetilkolin. Dalam hal ini, asetilkolinesterase (AChE) merupakan
enzim yang berfungsi sebagai katalisator pada pemecahan asetilkolin
(ACh) menjadi bentuk yang tidak aktif yaitu asetat dan kolin.
Pengukuran aktivitas enzim AChE dapat menggambarkan akumulasi
ACh dalam tubuh dimana pada hasil ini menunjukkan pada penderita
Alzheimer dengan adanya aktivitas enzim asetilkolinesterase yang
lebih besar. Adapun senyawa yang dapat menghambat dari aktivitas
enzim AChE ini menggambarkan bahwa adanya potensi sebagai batas
dasar dari pembuatan obat Alzheimer.?

Tanda-tanda klasik yang dialami oleh kebanyakan penderita pada
stadium awal antara lain kehilangan memori pendek yang merupakan
kemunduran fungsi memori merupakan tanda yang paling awal.
Memahami informasi yaitu keadaan saat penderita mengalami
kesulitan untuk belajar hal yang baru. Akibatnya adalah mengulang-
ulang sesuatu seperti pada pembicaraan dan janji. Selain itu kesulitan
untuk menentukan waktu. Penderita mengalami kesukaran dalam
menghitung, memasak, atau tugas. Penilaian ini ditandai dengan pasien
yang mengalami kesukaran dalam kemampuan untuk mengantisipasi
atau mempertimbangkan akibat suatu peristiwa atau tindakan serta

tidak mampu memecahkan masalah sehari-hari. Kemampuan
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berbahasa pada pasien alzheimer ditandai dengan sangat sulit
menemukan kata yang benar dalam mengungkapkan pikiran. Hal ini
menyebabkan dimana penderita yang dahulu pasif menjadi lebih
agresif dan kadang-kadang berperilaku tidak wajar.?°

Berdasarkan beberapa gambaran mengenai penyakit Alzheimer di
atas dapat disimpulkan bahwa penyakit Alzheimer merupakan
penurunan kemampuan kognitif yang terjadi secara progresif dan
penderita mengalami beberapa perubahan. Penyakit Alzheimer
merupakan bentuk paling umum dari demensia. Dua pendekatan utama
digunakan untuk mengidentifikasi penyebab penyakit tersebut, yaitu
kolinergik dan nonkolinergik.?

Salah satu strategi pengobatan Alzheimer adalah melalui
peningkatan fungsi kolinergik dengan penggunaan inhibitor
asetilkolinesterase (AChE) untuk meningkatkan jumlah asetilkolin
dalam sinapsis antara saraf kolinergik. Menurut Wollen, 2010%
melaporkan bahwa obat komersial yang telah banyak digunakan untuk
pengobatan Alzheimer merupakan inhibitor AChE, yaitu donepezil,
rivastigmine, galantamina, dan takrin. Donepezil HCI adalah inhibitor
spesifik dan reversibel dari asetilkolinesterase (AChE), suatu
kolinesterase utama di otak. Donepezil meningkatkan fungsi kolinergik
dengan cara meningkatkan konsentrasi asetilkolin yaitu melalui efek
penghambatan hidrolisis asetilkotin oleh AChE. Inhibitor AChE seperti
takrin diketahui memiliki keterbatasan berupa efek samping seperti
hepatotoksisitas serta harga yang mahal. Oleh karena itu, penelitian
untuk menemukan inhibitor AChE terus dilakukan, terutama inhibitor
berbasis tanaman obat dengan harapan dapat mengurangi atau
menghindari efek samping yang dapat ditimbulkan.?®

Inhibitor AChE merupakan pengobatan Alzheimer dengan
pendekatan kolinergik. Sementara itu, pendekatan nonkolinergik dapat
dilakukan melalui penggunaan antioksidan. Stres oksidatif yang

disebabkan oleh spesies oksigen reaktif telah diketahui sebagai
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penyebab oksidasi biomolekul sehingga terjadi kerusakan sel. Hal
tersebut dapat menyebabkan proses neurodegeneratif termasuk
defisiensi kognitif sebagai penyebab penuaan otak, Alzheimer, dan
penyakit parkinson.?’

. Enzim sebagai target pengobatan

Enzim menjadi target untuk pengobatan penyakit kronis baik
sebagai defisiensi maupun kelebihan secara biokimia yang dapat
diperbaiki dengan aktivasi atau penghambatan pada bagian tertentu
untuk mengontrol kondisi patofisiologi keseluruhan tubuh. Informasi
lebih lanjut tentang enzim, seperti struktur 3D, serta pengetahuan yang
terperinci dari bagian aktif, kinetika enzim dan interaksi ligan dapat
mempercepat penemuan target obat baru untuk penyakit kronis.
Beberapa penyelidikan telah menemukan berbagai obat terhadap
banyak penyakit yang tidak bisa disembuhkan. Namun, penelitian
intensif masih dilakukan untuk mencari obat baru yang efektif untuk
pengobatan berbagai penyakit. Pada era sekarang, penghambatan
emzim adalah strategi pengobatan yang paling penting yang digunakan
untuk pengobatan Alzheimer.?’

Kolinesterase (ChE)

Kolinesterase adalah kelompok enzim yang mengatur saraf
kolinergik dan transmisi neuromuskular serta menghentikan terjadinya
pemecahan asetilkolin (ACh). Asetilkolinesterase (AChE) dan
Butirilkolinesterase (BuChE) adalah dua enzim Kkolinesterase yang
penting terlibat dalam penghentian neurotransmisi kolinergik.?2 AChE
adalah serin hidrolase yang terlibat dalam penghentian transmisi kimia
di sinaps kolinergik dan organ sekretori yang mengkatalisis hidrolisis
neurotransmiter asetilkolin. BUChE juga adalah serin hidrolase yang
terlibat dalam hidrolisis ester kolin, termasuk asetilkolin, yang secara
luas didistribusikan dalam sistem saraf dan dalam plasma.?®

Penghambat kolinesterase (ChE-I) yang pertama disetujui untuk

pengobatan penyakit alzheimer adalah tacrine (Cognex®) pada tahun
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1993, tapi mekanisme kerja dari obat tersebut berlangsung secara
singkat dan kurang selektif antara kedua enzim ChE dan dikaitkan
dengan tingginya insiden hepatotoksis reversibel. Sebaliknya, generasi
kedua ChE-1 yaitu donepenzil HCI (Aricept®), rivastigmine (Exelon®)
dan galantamine (Reminyl®), disetujui oleh USFDA masing-masing
pada tahun 1996, 2000, dan 2002 yang ditoleransi lebih baik dan telah
digunakan dalam mengobati pasien dengan penyakit alzheimer ringan
sampai sedang.?

. Asetilkolinesterase (AChE)

Asetilkolinesterase (AChE) merupakan enzim yang berpartisipasi
dalam neurotransmisi kolinergik dengan menghidrolisis asetilkolin
sehingga tidak aktif dan mengakhiri proses neurotransmisi. Enzim ini
menarik karena dapat menjadi target untuk desain obat yang rasional
dan untuk mekanisme dengan basis penghambatan dalam hidrolisis
neurotransmiter asetilkolin  (ACh). Penghambat AChE adalah
pendekatan yang paling efektif untuk mengobati gejala kognitif dari
penyakit alzheimer ini. Aplikasi terapi lainnya dalam pengobatan
antara lain penyakit parkinson, demensia dan juga penyakit ataksia.
Penghambat AChE sebagai contoh eserine, tacrine, doneprezil,
rivastigmine, dan galanthamine adalah obat yang pada saat ini disetujui
pada pengobatan dari penyakit alzheimer. Namun, pada obat ini juga
diketahui mempunyai keterbatasan untuk penggunaan Kklinik karena
waktu paruhnya pendek dan efek samping yang tidak
menguntungkan.?®
Penghambat AChE sebagai Pengobatan Penyakit Alzheimer

Banyak alkaloid tumbuhan yang diturunkan dan bertindak
sebagai AChE-1 bisa dianggap sebagai model untuk pengembangan
obat pada penyakit alzheimer, dan misalnya galanthamine dan
rivastigmine yang tersedia untuk pengobatan pada pasien penyakit
Alzheimer dengan gejala ringan sampai sedang.?®
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Kegunaan doneprezil, rivastigmine, dan galanthamine dalam
pengobatan pasien dengan penyakit Alzheimer telah dilakukan studi
meta analisis. Pada studi tersebut penghambat AChE contohnya adalah
doneprezil, galanthamine dan rivastigmine mampu menstabilkan atau
memperlambat penurunan fungsi kognitif, perilaku, dan perubahan
menyeluruh dibandingkan dengan pemberian obat placebo. Tidak ada
bukti yang jelas tentang adanya perbedaan efikasi dari ketiga obat ini.
Adanya efek samping doneprezil terendah dan tertinggi dengan
rivastigmine.?

Banyak tumbuhan yang telah dipelajari dalam bioassay nya untuk
melakukan suatu identifikasi sebagai penghambatan AChE dan
kelompok senyawa yang berbeda dari suatu bahan alam lainnya yang
diturunkan dari beberapa tumbuhan yang dianggap mempunyai
penghambatan AChE yang berpotensi untuk pengobatan pada penyakit
Alzheimer. Baik senyawa nonalkaloid dan turunan alkaloid yang sudah
dipelajari, tetapi yang paling ampuh yaitu adanya penghambatan AChE
saat ini adalah alkaloid alami ataupun dari semisintesis. 2°

AChE yang terdapat dalam CNS mengkatalis hidrolisis ACh

menjadi kolin dan asetat, ACh dilepaskan dalam sinaptik, di mana akan
mengaktifkan kedua reseptor kolinergik postsynaptic dan presynaptic,
yaitu nikotinik dan muskarinik, yang bekerja untuk peningkatan
transmisi  kolinergik, sehingga menghasilkan perbaikan kognitif.
Aktivitas stimulasi saraf diakhiri oleh enzim kolinesterase, yaitu AChE
dan BUChE. Pada pasien dengan riwayat penyakit Alzheimer, terjadi
penurunan neurotransmitter dan akan menjadi hipotesis penyebab
terjadinya penyakit Alzheimer.?® Kolinergik diklasifikasikan sebagai
hidrolase serin, enzim AChE menggunakan tiga amino residu asam di
bagian aktif histidin, serin dan asam glutamate. Dua asam amino yang
pertama mengaktifkan rantai samping dari residu serin. Setelah bagian
serin aktif maka akan membentuk tetrahedral dengan kelompok

karbonil ACh, kolin dilepas kemudian molekul air yang digunakan
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dalam bagian aktif untuk melepaskan asetat dan serin, yang
mengembalikan enzim kembali ke keadaan semula. Enzim AChE
adalah target dari penghambatan AChE untuk pengobatan penyakit
Alzheimer dan tujuannya antara lain adalah untuk memulihkan,
setidaknya sebagian tingkat neurotramsmitter. Pendekatan ini dapat
dianggap sebagai intervensi jangka pendek pada gejala, tetapi beberapa
data yang muncul dari pengujian jangka panjang telah menunjukan
bahwa efeknya mungkin akan berkepanjangan. Untuk alasan ini, efek
yang diamati dari stabilitas status kognitif pasien menunjukan adanya
mekanisme lanjut penghambatan kolinesterase yang mungkin dapat
membantu pencegahan pembentukan plak AB.?° mekanisme lain juga
sedang diselidiki dan obat multi target karena patogenesis
multifaktorial dari penyakit Alzheimer. Penggunaan penghambat
AChE telah dikaitkan dengan efek antiinflamasi yang dimediasi oleh
a-7- nAChRs. Komponen inflamasi pada penyakit Alzheimer sangat
penting dan peran perandangan dan penghambat AChE menekankan

peran keseimbangan kolinergik dalam patologi ini.?

4. Pengujian Aktivitas Penghambatan Ache Dengan Metode Ellman
Penghambatan aktivitas dengan menggunakan alat microplate reader
berdasarkan metode Ellman. Prinsip kimia dari reaksi ini adalah enzim
menghidrolisis substrat asetiltiokolin (ATCh) menjadi tiokolin dan asam
asetat. Tiokolin yang bereaksi dengan 5,5’ —ditiobis-(asam 2-nitrobenzoat)
(DTNB) dan dari hasil tersebut memberikan warna kuning. Intensitas warna
kuning dari reaksi tersebut dapat di deteksi pada panjang gelombang 412

nm untuk mendapatkan aktivitas enzim.*°
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B. KERANGKA /LANDASAN TEORI

Ekstrak herba pegagan (Centella asiatica Linn.) telah dilakukan penelitian
terhadap aktivitas penghambatan enzim asetilkolinesterase yang merupakan
penyebab dari penyakit alzheimer. Penelitian aktivitas dari herba pegagan
dilakukan dengan menggunakan metode in silico dan in vitro. Pada tanaman
herba pegagan ini terdapat beberapa senyawa aktif yang berperan dalam
penghambatan enzim asetilkolinesterase seperti asiatikosida, asam madekasid,
dan asam asiatik.%!

Ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) telah dilakukan penelitian
terhadap aktivitas antikolinesterase dan antioksidan dimana pengujian yang
dilakukan menggunakan metode in vitro. Pada tanaman ini didapatkan
beberapa senyawa yang terdapat pada daun kelor seperti quersetin serta
kampferol.®2 untuk itu perlu dilakukan pengujian terhadap penghambatan
asetilkolinesterase dari kombinasi ekstrak herba pegagan (Centella asiatica
Linn.) dan ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.). Simplisia herba
pegagan dan daun kelor masing-masing dimaserasikan dengan pelarut etanol
96%. Dari hasil ekstrak tersebut diuapkan dan dikeringkan dan dilakukan proses
freeze drying. Kemudian dilakukan pengujian dengan empat sampel kombinasi
terhadap aktivitas penghambatan asetilkolinesterase dengan menggunakan
metode Ellman. Ekstrak yang mempunyai aktivitas penghambatan terbaik

diidentifikasikan dengan microplate reader.

C. HIPOTESIS
Penelitian terhadap aktivitas penghambatan asetilkolinesterase pada herba
pegagan (Centella asiatica Linn.) sudah dilakukan di Malaysia. Pada daun kelor
(Moringa oleifera Lam.) sudah dilakukan di Nigeria. Hasil penelitian
menunjukan bahwa adanya penghambatan dari asetilkolinesterase pada masing-
masing ekstrak baik herba pegagan maupun ekstrak daun kelor. Pada penelitian
tersebut juga didapatkan kandungan zat aktif dari masing-masing tanaman
tersebut yang berperan dalam penghambatan dari enzim asetilkolinesterase

yaitu asiatikosida, madekosida, asam asiatik pada herba pegagan serta kuersetin
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yang terdapat ekstrak daun kelor.3'*? Data penelitian tersebut akhirnya
dibuatlah hipotesis dalam penelitian ini dimana diharapkan pada senyawa yang
terkandung pada masing-masing tanaman dapat dikombinasikan untuk dapat
menghambat enzim asetilkolinesterase sehingga menurunkan terjadinya

penyakit alzheimer pada masyarakat khususnya pada manusia lanjut usia.
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BAB |11
METODOLOGI PENELITIAN

A. METODE YANG DIGUNAKAN

Penelitian ini adalah penelitian eksperimen dimana bertujuan untuk
memperoleh kombinasi dari ekstrak herba pegagan dan ekstrak daun kelor
yang mempunyai aktivitas penghambatan pada enzim asetilkolinesterase.
Simplisia herba pegagan dan daun kelor diekstraksi dengan metode maserasi
dengan pelarut etanol 96% setelah itu ekstrak dipekatkan dengan rotary
evaporator dan dilanjutkan dengan metode freeze drying untuk mendapatkan
ekstrak yang stabil. Masing-masing ekstrak diuji aktivitas penghambatan
asetilkolinesterase dengan metode Ellman. Prinsip dari metode ini adalah
pengukuran tingkat produksi tiokolin sebagai hasil hidrolisis asetiltiokolin oleh
enzim asetilkolinesterase. Hasil reaksi tiokolin dengan asam 5,5’-ditio-bis-2-
nitrobenzoat (DTNB) dimana menghasilkan anion kuning asam 5-tio-2-nitro-
benzoat. Warna kuning hasil reaksi diukur pada Panjang gelombang 400 nm
spektrofotometer UV-Vis. Ekstrak yang paling aktif kemudian diuji aktivitas
penghambatan terhadap enzim asetilkolinesterase.

B. KERANGKA KONSEP

Variabel Independen Variabel Dependen
Konsentrasi ekstrak tunggal :> Hasil persentase
Konsentrasi kombinasi penghambatan AChE.

Temperatur

Confounding Variabel
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C. DEFINISI OPERASIONAL VARIABEL

No

Variabel

Definisi
Operasional

Parameter

Alat ukur Skala

Kriteria

1

Konsentrasi
Ekstrak
Tunggal

Konsentrasi
Kombinasi
Ekstrak

Aktivitas
penghambat
an AChE

Konsentrasi
ekstrak  tunggal
adalah konsentrasi
dari sampel yang
digunakan yaitu
ekstrak  pegagan
dan ekstrak daun
kelor. Dimana
pada konsentrasi
ekstrak  tunggal
diujikan terhadap
aktivitas
penghambatan
asetilkolinesterase
Konsentrasi
kombinasi ekstrak
digunakan untuk
mendapatkan
beberapa
perbandingan
yang digunakan
pada ekstrak
pegagan dan
ekstrak daun kelor
untuk diujikan
terhadap aktivitas
penghambatan
asetilkolinesterase
Aktivitas
penghambatan
asetilkolinesterase
dilakukan  untuk
mendapatkan nilai
ICso dari suatu
sample yang
digunakan

« Konsentrasi
sample:
100 ppm
500 ppm
250 ppm
125 ppm
62,25 ppm
31,25 ppm
15,625 ppm

« Nilai inhibisi
ekstrak

« Konsentrasi
sample:
100 ppm
500 ppm
250 ppm
125 ppm
62,25 ppm
31,25 ppm
15,625 ppm

« Nilai inhibisi
ekstrak

e Nilai inhibisi
ekstrak

Mikroplate  Interval

reader

Mikroplate  Interval

reader

Mikroplate  Rasio

reader

Nilai absorbansi
semakin  kecil
maka prosentase
penghambatan
semakin tinggi

Nilai absorbansi
semakin  kecil
maka prosentase
penghambatan
semakin tinggi

Nilai absorbansi
semakin  kecil
maka prosentase
penghambatan
semakin tinggi

D. JENIS PENELITIAN YANG AKAN DIGUNAKAN
Penelitian ini berdasarkan tujuannya adalah penelitian terapan. Berdasarkan

metode penelitian, penelitian ini adalah penelitian eksperimen kuantitatif.

E. LOKASI DAN WAKTU PENELITIAN
Tempat penelitian ini dilakukan di Laboratorium PTFM, BPPT Puspitek

Serpong. Selain itu pengerjaan pada penelitian ini dimulai dari bulan Maret

2019 sampai dengan bulan Juli 2020.
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F.

INSTRUMEN PENELITIAN
Instrumen dan pengumpulan data adalah panjang gelombang maksimal dan

serapan dari microplate reader pada metode Ellman, dan freeze dry.

RANCANGAN ANALISIS DATA

Data yang diperoleh dibuat regresi linier untuk menentukan 1Cso. Nilai ICsoyang
terkecil menunjukan aktivitas terbesar. Didasarkan pada metode Ellman yang
menggunakan substrat asetilkolin iodida (ATCI) dan 5,5'-dithio-bis-2-
nitrobenzoic acid (DTNB). Dimana dengan adanya reaksi kolorimetri yang
terjadi antara ATCI dan DTNB menghasilkan warna kuning dari asam 5-tio-2-
nitro-benzoat. Metode ini mengukur aktivitas AChE dalam sampel yang diberi

perlakuan.
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BAB IV
BAHAN, ALAT, DAN PROSEDUR PENELITIAN

A. BAHAN DAN ALAT YANG DIGUNAKAN

1. Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah simplisia herba pegagan;
daun kelor; etanol 96% (sigma aldrich); aqua destilata; metanol p.a (Merck),
DTNB ((5,5’-ditiobis-(asam 2-nitrobenzoat); Achl (asetilkolin iodida)
(Sigma aldrich); Bovine Serum Albumin 0,1% (Sigma aldrich); AchE
(asetilkolinesterase) (Sigma aldrich); Natrium hidroksida (Sigma aldrich),
eserin.

2. Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah rotary evaporator (IKA),
freeze dry (New Brunswick), ELISA reader (ELx800), Shaker (Innova 40),

peralatan gelas, micro pipet (Eppendorf).

B. PROSEDUR PENELITIAN

1. Determinasi Tumbuhan
Determinasi tanaman herba pegagan dilakukan di Balai Besar Penelitian dan
Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional, Tawangmangu, Jawa
Tengah. Simplisia daun kelor dilakukan di Lembaga Ilmu Pengetahuan
Indonesia (LIPI) Cibinong, Jawa Barat.

2. Pengumpulan dan Penyediaan Bahan Penelitian
Tanaman herba pegagan diperoleh dari Balai Besar Penelitian dan
Pengembangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional, Tawangmangu, Jawa
Tengah. Simplisia daun kelor diperoleh dari Moringa Organik Indonesia,
Blora, Jawa Tengah. Daun kelor dan herba pegagan yang diambil dibuat
dalam bentuk serbuk simplisia sesuai dengan ketentuan dari Farmakope

Herbal Indonesia.
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3. Pembuatan Ekstrak

a. Ekstrak herba pegagan (Centella asiatica Linn.)
Ekstrak Herba Pegagan (Centella asiatica Linn.) yang diperoleh dari
B2P2TOOT, Tawangmangu dihaluskan dengan grinding pada mesh 80.
Setelah itu, simplisia di ekstraksi dengan menggunakan cara maserasi.
Simplisia seberat 990g direndamkan dengan etanol 96% sebanyak
1.000ml selama 24 jam dan disaring. Maserasi dilakukan sebanyak
delapan kali hingga diperoleh filtrat yang sudah tidak mengandung zat
aktif. Hasil maserasi lalu dipekatkan dengan rotary evaporator hingga
didapatkan ekstrak kental. Kemudian ekstrak kental dilakukan freeze
dry untuk mendapatkan ekstrak yang stabil. kemudian ekstrak
ditimbang untuk dihitung rendemen (%).

b. Ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.)
Ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) yang diperoleh dari
Moringa Organik Indonesia, Blora diekstraksi dengan menggunakan
cara maserasi. Simplisia seberat 1.000g direndamkan dengan etanol
96% sebanyak 1.000ml selama 24 jam dan disaring. Maserasi dilakukan
sebanyak sebelas kali hingga diperoleh filtrat yang sudah tidak
mengandung zat aktif. Hasil maserasi lalu dipekatkan dengan rotary
evaporator hingga didapatkan ekstrak kental. Kemudian ekstrak kental
dilakukan freeze dry untuk mendapatkan ekstrak yang stabil. kemudian
ekstrak ditimbang untuk dihitung rendemen (%).

4. Penapisan Fitokimia®

Penapisan fitokimia dilakukan pada sampel uji yang terdiri dari ekstrak

etanol 96% herba pegagan dan daun kelor:

a. ldentifikasi Alkaloid

Sampel uji ditimbang sebanyak 0,5 g kemudian ditambahkan 1 ml

asam klorida 2N dan 9 mL air suling, dipanaskan di atas penangas air
selama 2 menit, didinginkan dan disaring. Filtrat yang diperoleh dipakai
untuk uji alkaloid, diambil 3 tabung reaksi, lalu ke dalamnya dimasukan

0,5 mL filtrat. Masing-masing tabung reaksi pertama ditambahkan 2
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tetes pereaksi Mayer akan terbentuk endapan berwarna putih atau
kuning. Tabung reaksi kedua ditambahkan 2 tetes pereaksi Bauchardat
akan terbentuk endapan coklat. Tabung reaksi ketiga ditambahkan 2
tetes pereaksi Dragendorf akan terbentuk endapan putih. Sampel
dikatakan mengandung alkaloid jika terjadi endapan atau kekeruhan
pada paling sedikit dua dari tiga percobaan di atas.
. Identifikasi Saponin

Sampel uji ditimbang sebanyak 0,5 g dan dimasukan ke dalam
tabung reaksi lalu ditambahkan 10 mL air panas, didinginkan kemudian
dikocok kuat selama 10 detik. Jika berbusa dan tidak hilang dengan
ditambahkan asam klorida 2N menunjukan adanya kandungan saponin.
Identifikasi Tanin

Sampel uji ditimbang sebanyak 1 g, dididihkan selama 3 menit
dalam 100 mL air suling lalu didinginkan dan disaring. Larutan diambil
2 mL ditambahkan 1-2 tetes pereaksi besi (I11) klorida 1%. Jika terjadi

warna biru tua atau hijau kehitaman menunjukan adanya tanin.

. Identifikasi Fenolik

Identifikasi senyawa fenolik dapat dilakukan dengan penambahan
natrium hidroksida. Sampel yang mengandung senyawa fenolik
ditunjukan dengan timbulnya warna merah.

Identifikasi Flavonoid

Sebanyak 10 g sampel uji ditambahkan 10 mL air panas, didihkan
selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas, ke dalam 5 mL filtrat
ditambahkan 0,1 g serbuk magnesium dan 1 mL asam klorida pekat dan
2 mL amil alkohol, dikocok dan dibiarkan memisah. Sampel disebut
mengandung flavonoid jika terjadi warna merah pada lapisan amil
alkohol.

Identifikasi Glikosida

Identifikasi senyawa glikosida dilakukan dengan penambahan asam

asetat glasial lalu ditambahkan besi (111) klorida dan ditambahkan asam
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sulfat pekat dan dikocok. Sampel dikatakan mengandung senyawa
glikosida ditunjukan dengan timbulnya cincin warna ungu.

g. ldentifikasi Triterpenoid/Steroid

Sebanyak 1 g sampel dimaserasi selama 2 jam dengan pelarut non
polar n heksana sebanyak 20 mL dan disaring. Filtratnya diuapkan di
dalam cawan uap. Tambahkan 3 tetes pereaksi Liebermann-Burchard
ditambahkan ke dalam sisa filtrat. Timbulnya warna hijau menandakan
adanya kandungan senyawa steroid dan warna merah atau ungu yang
dikatakan mengandung senyawa triterpenoid.
5. Pengujian Mutu Ekstrak®*

Pengujian mutu ekstrak herba pegagan dan daun kelor meliputi:

a. Penetapan kadar sari larut air
Sampel ditimbang sebanyak 5 g, sampel dilarutkan dengan air
kloroform sampai batas tara 100 mL, sampel di kocok selama 6 jam
dimana di kocok setiap 30 menit sekali, sampel dipipet 25 mL ke dalam
cawan porselen, dan sampel dapat ditentukan bobot tepatnya dalam suhu
105°C, sampel ditimbang setelah 3 jam dan 1 jam untuk seterusnya
sampai bobot tetap. Setelah itu sampel dihitung kadar sari larut air

dengan rumus dibawah ini:

_ (cawan+sari)—(cawan kosong) 10

. . 0
Kadar Sari Air = S X~ X 100%

b. Penetapan kadar sari larut etanol
Sampel ditimbang sebanyak 5 g, sampel dilarutkan dengan etanol 96%
sampai batas tara 100 mL, sampel di kocok selama 6 jam dimana di
kocok setiap 30 menit sekali, sampel dipipet 25 mL ke dalam cawan
porselen, dan sampel dapat ditentukan bobot tepatnya dalam suhu 78°C,
sampel ditimbang setelah 3 jam dan 1 jam untuk seterusnya sampai
bobot tetap. Setelah itu sampel dihitung kadar sari larut etanol dengan

rumus dibawah ini:
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C.

(cawan+sari)—(cawan kosong) 10

Kadar Sari Alkohol = x 20 100%

ekstrak 20

Penetapan Kadar Asiatikosida

Timbang sampel sebanyak 0,25 g ke dalam labu ukur 25 mL, tambahkan
aquadest sebanyak 1/3 volume labu ukur, dikocok selama dua jam dan
setelah itu di saring. Filtrat ditotolkan ke dalam lempeng plat
kromatografi lapis tipis sebanyak 5 pL. standar saponin 100 ppm di
totolkan sebanyak 5 pL. elusi dengan eluen CHCIs ; etanol ; etil asetat
selama lebih kurang 45 menit. Ukur dengan TLC Scanner A= 276 nm.

Penetapan kadar asiatikosida dihitung dengan rumus dibawah ini:

konsentrasi uji

S 0
kadar asiatikosida “ktrak x fp x 100%

Penetapan kadar Flavonoid sebagai Kuersetin

Timbang sampel sebanyak 1g dalam labu didih 100ml, tambahkan
20mL aseton p.a dan 2mL asam klorida 25%, direfluk dipenangas air
dengan suhu 70°C selama 30 menit, dinginkan dan disaring dengan
kertas saring kasar lakukan pengulangan selama 2 Kkali, filtrat disatukan
dan ditambahkan aseton p.a sampai 100 mL, filtrat dipipet 20mL ke
dalam corong pemisah dan tambahkan 20 mL aqua destilata dan 15 mL
etil asetatkocok selama 15 menit. Fase aseton-air pada lapisan bawah
dipisahkan ke dalam corong pisah, fase etil asetat di lapisan atas
dibiarkan dalam corong pemisah. Fase aseton air diekstrak selama 2 kali
dengan 10 mL etil asetat dalam corong pisah. Fase etil asetat di corong
lainnya ditambahkan 40 mL aqua destilata dan dikocok selama 2 kali.
Laspisan atas ditampung dalam labu ukur 50 mL dan ditambahkan etil
asetat p.a sampai tanda batas. Lapisan diatas di pipet 10mL dalam labu
ukur 25 mL dan ditambahkan 0,5 mL larutan natrium asetat 0,5% dalam
air dan 2 mL larutan AICI; dalam metanol p.a. setelah itu ditambahkan

larutan asam asetat 5% dalam metanol p.a sampai tanda batas. Larutan
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didiamkan selama 25 menit dan diukur panjang gelombang 425 nm.
Kadar flavonoid dihitung dengan rumus:

. 0,735
Kadar Flavonoid = A x ~

Keterangan = A : absorbansi sampel

g : berat kering sampel yang ditimbang (gram)
Penetapan kadar tanin
Timbang sampel sebanyak 2g kedalam labu didih 500mL, tambahkan
aqua destilata sebanyak 350mL dan di refluks selama 3 jam setelah itu
di dinginkan dan dipindahkan secara kuantitatif kedalam labu ukur
500mL. setelah itu disaring dan dipipet 2mL natrium karbonat jenuh dan
dibiarkan selama 40 menit lalu diukur absorbansinya pada 725nm.
Penentuan susut pengeringan.
Ekstrak diratakan dalam botol timbang dengan menggoyangkan botol
hingga lapisan 5 sampai 10 mm. ekstrak di timbang sebanyak 1-2 g
dalam botol timbang tertutup yang sebelumnya dipanaskan pada suhu
105°C selama 30 menit dan telah ditara, biarkan botol dalam keadaan
tertutup untuk dingin dalam eksikator hingga suhu kamar, kemudian
masukan ke dalam ruang pengering, buka tutup dan keringkan pada suhu
105°C hingga bobot tetap. Susut pengeringan dalam nilai persen

dihitung dengan rumus dibawah ini:

o = (botol + Eo) — (botol + E1)

1009
0 ekstrak X %

Keterangan: Eo = ekstrak sebelum pemanasan

E1 = ekstrak sesudah pemanasan

. Penentuan Kadar Air

Masukan 10 g ekstrak dan timbang seksama dalam wadah yang telah
ditara. Keringkan dalam suhu 105°C selama 5 jam dan ditimbang.
Lanjutkan pengeringan dan timbang pada jarak 1 jam sampai perbedaan

antara 2 penimbangan berturut-turut tidak lebih dari 0,25%.
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h. Penentuan Kadar Abu
Timbang seksama 2 g ekstrak, masukan ekstrak ke dalam krus silikat
dan ratakan, pijarkan perlahan hingga arang habis, dinginkan dan
timbang. Jika arang tidak dapat dihilangkan, tambahkan air panas.
Saring dengan kertas saring bebas abu. Pijarkan sisa kertas dan kertas
saring dalam krus yang sama, masukan filtrat ke dalam krus dan
diuapkan. Pijarkan hingga bobot tetap. Timbang dan hitung kadar abu
terhadap bahan yang dikeringkan di udara.

I. Penentuan Cemaran Logam Berat
0,5 g contoh tanah dimasukan ke dalam labu destruksi, ditambahkan 5
mL HNOsdan 0,5 mL HCIO4 Dibiarkan semalam dan keesokan harinya
di destruksi diatas block digest. Mula — mula pada suhu 150°C selama
150 menit sampai uap kuning habis. Kemudian suhu dinaikan kembali
menjadi 170°C selama 1 jam, dan ditingkatkan lagi menjadi 200°C
sampai uap putih. Dinginkan, diencerkan dengan air suling dalam labu
ukur 50 mL sampai tanda batas dan dikocok serta dibiarkan semalam.

J. Pengujian Angka Kapang Khamir
Ditimbang 10 g ekstrak ke dalam erlenmeyer steril. Ditambahkan 90 mL
Letheen Broth dikocok homogen hingga diperoleh pengenceran 1072,
Disiapkan 3 tabung yang masing-masing telah diisi 9 mL ASA. Dari
hasil homogenisasi dipipet 1 mL pengenceran 10 ke dalam tabung ASA
pertama, dikocok homogen hingga diperoleh pengenceran 10-2. Dibuat
pengenceran selanjutnya hingga 103, Dari masing-masing pengenceran
dipipet 0,5 mL, pada permukaan PDA, segera digoyang sambil diputar
hingga suspensi tersebar merata, dan dibuat duplo. Untuk mengetahui
sterilitas media dan pengencer, dilakukan uji blangko pada satu lempeng
PDA.

6. Pengujian Aktivitas Penghambatan AChE
Pengujian aktivitas penghambatan enzim asetilkolinesterase yang
dilakukan dengan menggunakan well microplate. Pengujian aktivitas

penghambatan ini dilakukan oleh ekstrak etanol 96%. Hasil uji aktivitas
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penghambatan asetilkolinesterase oleh kombinasi ekstrak herba pegagan

dan ekstrak daun kelor dapat ditunjukan dengan menggunakan persamaan

linier dan dengan mengetahui ICso. Pengujian aktivitas penghambatan
AChE dilakukan dengan cara berikut:

© © N o g K~ w DR

Pipet 25 pL sampel,

Pipet 50 puL BSA 0.1%,

Pipet 25 pL enzim asetilkolinesterase,

Lakukan proses pencampuran di dalam well menggunakan mikropipet,
Shake plate dengan temperature 37 °C, selama 15 menit (150 rpm),
Pipet 125 pL DTNB,

Pipet 25 pL AChl,

Lakukan proses pencampuran di dalam well menggunakan mikropipet,

Shake plate dengan temperature 37 °C, 30 menit (150 rpm),

Dilakukan pengukuran dengan alat elisa reader (A = 400 nm). Pengukuran

serapan dilakukan pada panjang gelombang 400 nm.

C. CARA PENGOLAHAN DAN ANALISIS DATA

1.

Analisis Uji Aktivitas Penghambatan Asetilkolinesterase

Pada ekstrak kombinasi yang diperoleh dilakukan pengujian penghambatan
AChE.

a.

Serapan kontrol, uji (kontrol positif dan sampel) dan blanko yang telah
diukur pada microplate reader, dicatat dan kemudian dihitung persentase
penghambatan AChE dengan cara memasukan hasil serapan masing-

masing konsentrasi pada rumus sebagai berikut:

A kontrol— A uji
% penghambatan = Tml’ X 100%
Dimana:
A kontrol : serapan enzim + substrat
A uji . Serapan uji + enzim + substrat — S€rapan blanko uji

persamaan regresi linear dicari dengan memasukan nilai konsentrasi

larutan uji sebagai sumbu x dan persentase hambatan sebagai sumbu y.
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ICso dihitung dengan cara memasukan persentase hambatan sebesar
50% pada regresi linear.

Ekstrak ditentukan dengan adanya aktivitas penghambatan AchE
tertinggi.
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BAB V
HASIL DAN PEMBAHASAN

A. DETERMINASI TANAMAN
Hasil determinasi menyatakan bahwa tumbuhan yang digunakan dalam
penelitian ini adalah Centella asiatica Linn. (Apiaceae) dan Moringa oleifera
Lam. (Moringaceae). Hasil determinasi dapat dilihat pada lampiran 2 dan

lampiran 3.

B. PEMBUATAN EKSTRAK
Hasil maserasi simplisia herba Centella asiatica Linn. dengan pelarut etanol
96% diperoleh ekstrak kental sebanyak 333,4 g dengan rendemen sebesar
33,68%. Setelah itu ekstrak kental herba Centella asiatica Linn. dilakukan
freeze drying sehingga diperoleh ekstrak sebanyak 123,9 g dengan rendemen
sebesar 12,51%. Pada maserasi daun Moringa oleifera Lam. dengan
menggunakan pelarut etanol 96% diperoleh ekstrak kental daun Moringa
oleifera Lam. sebanyak 467,12 g dengan rendemen sebesar 46,71%. Setelah itu
ekstrak kental daun Moringa oleifera Lam. dilakukan freeze drying sehingga
dipeorleh ekstrak sebanyak 152,39g dengan rendemen sebesar 15,24%.
pemilihan etanol 96% dalam proses maserasi kedua simplisia ini adalah untuk
menarik senyawa yang terkandung dalam masing-masing simplisia tersebut.
Data penimbangan dan rendemen ditunjukan pada tabel V.1 pada herba

Centella asiatica Linn. dan tabel VV.2. pada ekstrak daun Moringa oleifera Lam.

Tabel V.1. Hasil ekstrak herba Centella asiatica Linn.
No Sampel Bobot (g) Rendemen 1 (%)*

1 Ekstrak etanol 96% 333,4 33,68

Keterangan: * dihitung terhadap 990 g simplisia kering.
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Tabel V.2. Hasil ekstrak daun Moringa oleifera Lam.

No Sampel Bobot (g) Rendemen 1 (%)*

1 Ekstrak etanol 96% 467,12 46,71

Keterangan: * dihitung terhadap 1000 g simplisia kering.

C. PENAPISAN FITOKIMIA

Penapisan fitokimia dilakukan untuk mengetahui golongan senyawa (Class of
compound) yang terkandung di dalam ekstrak yang diperoleh dari Centella
asiatica Linn. dan Moringa oleifera Lam. Pada penelitian ini didapatkan hasil
bahwa ekstrak etanol 96% Centella asiatica Linn. dan Moringa oleifera Lam.
memiliki kemampuan untuk menarik kandungan senyawa flavonoid, tanin,
saponin, steroid, dan alkaloid. Hal ini bisa terjadi karena pelarut etanol 96%
dapat menarik komponen senyawa polar yaitu flavonoid, tanin, dan saponin
juga komponen senyawa nonpolar yaitu alkaloid, terpenoid dan steroid
sehingga pelarut etanol 96% dapat dikatakan sebagai pelarut universal dimana
dapat menarik berbagai senyawa yang terdapat pada suatu simplisia. Hasil uji
penapisan fitokimia ditampilkan pada tabel V.3.

Tabel V.3. Hasil Penapisan Fitokimia

No Kandungan Senyawa  Ekstrak Herba Pegagan Ekstrak Daun Kelor
Alkaloid + +
Saponin

Tanin
Fenolik
Flavonoid
Glikosida
Triterpenoid
Steroid

oo N O O h W N P
+ + + + o+

+ + 4+ + + + o+
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Pada hasil penapisan fitokimia didapatkan bahwa pada ekstrak herba
pegagan (Centella asiatica Linn.) terdapat banyak kandungan senyawa kimia
seperti alkaloid, saponin, tanin, fenolik, flavonoid, glikosida, steroid, dan
triterpenoid. Senyawa utama yang terdapat pada herba pegagan adalah senyawa
triterpenoid yang dikenal dengan asam asiatika, asam madekasik, asiatikosida,
madekasosid, asam madasiatik, asam betulinik, asam tankunik, dan asam
isotankunik.!” selain itu, juga terdapat beberapa turunan senyawa flavonoid
seperti kuersetin, kaempferol, patuletin, rutin, apigenin, dan mirisetin yang
terdapat pada herba pegagan ini.!’

Pada ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) ditemukan beberapa
kandungan kimia sperti alkaloid, saponin, tanin, fenolik, flavonoid, glikosida,
dan steroid. Senyawa utama yang terdapat pada daun kelor adalah senyawa
flavonoid yang dikenal sebagai kuersetin. Selain itu terdapat juga kandungan
seperti asam sinamat, fitosterol, vanilin, katekin, dan epikatekin.

. PENGUJIAN MUTU EKSTRAK

Pengujian mutu ekstrak dilakukan untuk mengetahui beberapa parameter
spesifik dan non spesifik dari yang meliputi kadar air, kadar abu, kadar sari larut
air, kadar sari larut etanol, kadar sari larut etanol, kadar asiatikosida, kadar
flavonoid sebagai quersetin, kadar tanin, kadar susut pengeringan, cemaran

logam Pb, Cd, As, Hg, dan pengujian angka kapang khamir.

Tabel V.4. Hasil pengujian mutu ekstrak etanol 96% herba pegagan

No  Kandungan Senyawa Kadar (%) Syarat
1 Kadar air 14,65 <10
2 Kadar abu 27,35 <16,6
3 Kadar sari larut air 26,56 > 18
4 Kadar sari larut etanol 40,56 >12,5
5 Kadar asiatikosida 1,99 >0,90
6 Kadar susut pengeringan 14,28 -
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Tabel V.5. Hasil pengujian cemaran logam berat ekstrak pegagan

No  Kandungan Senyawa Hasil (ppm) Syarat
1 Cemaran logam Pb 12,55 <10
2 Cemaran logam Cd TTD <03
3 Cemaran logam Hg TTD <03
4 Cemaran logam As TTD <10

Keterangan: TTD: Tidak terdeteksi

Pada ekstrak herba pegagan didapatkan kadar air yang diatas persyaratan
yang sudah ditetapkan oleh Departemen Kesehatan Republik Indonesia dimana
kadar air yang tinggi ini dapat menjadi media tumbuhnya bakteri dan jamur
yang dapat merusak senyawa yang terkadnung di dalam ekstrak ini.** pada
persyaratan kadar abu yang tinggi dimana bersumber dari pengotor dapat
berpotensi dalam kerusakan senyawa yang terkandung pada herba pegagan.®*
pada cemaran logam berat Pb dari ekstrak herba pegagan (Centella asiatica
Linn.) didapatkan melebihi dari persyaratan yang ditentukan oleh Departemen
Kesehatan Republik Indonesia.

Penetapan kadar sari larut air dan etanol dilakukan dengan tujuan untuk
memberikan gambaran awal jumlah senyawa yang dapat tersari dengan pelarut
air dan etanol dari suatu ekstrak simplisia.3* dari hasil pengujian menunjukan
kadar sari larut air ekstrak herba pegagan adalah 26,56%, sedangkan kadar sari
larut etanol sebesar 40,56%. Hal ini menunjukan bahwa jumlah senyawa yang
terlarut dalam etanol lebih besar daripada jumlah senyawa yang terlarut dalam
air. Hasil pengujian ini masih memenuhi syarat standar dalam literatur pustaka.

Penetapan susut pengeringan dilakukan dengan tujuan untuk memberikan
batasan maksimal mengenai besarnya senyawa yang hilang pada saat proses
pengeringan.®* dari hasil pengujian diperoleh bahwa nilai susut pengeringan
sebesar 14,28%. Hal ini menunjukan bahwa jumlah senyawa yang hilang
(menguap) pada saat proses pengeringan adalah 14,28%.
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Pengujian kadar asiatikosida pada ektrak herba pegagan (Centella asiatica
Linn.) dilakukan dengan tujuan memberikan informasi kadar golongan
kandungan kimia sebagai parameter mutu ekstrak dalam kaitannya dengan efek
farmakologis.3* dari hasil pengujian diperoleh bahwa kadar asiatikosida yang
terkandung dalam ekstrak herba pegagan (Centella asiatica Linn.) adalah
sebesar 1,99%. Hal ini menunjukan bahwa kandungan asiatikosida dalam
ekstrak herba pegagan ini memenuhi persyaratan dalam literatur pustaka.

Pada pengujian cemaran logam berat dilakukan dengan tujuan untuk
memberikan jaminan bahwa ekstrak tidak mengandung logam berat tertentu
yang melebihi nilai yang ditetapkan karena berbahaya bagi kesehatan.3* Hasil
pengujian mutu ekstrak herba pegagan didapatkan hasil bahwa adanya cemaran
logam Pb yang tidak sesuai dengan persyaratan yang berlaku di Farmakope
Herbal Indonesia. Pada pengujian penghambatan asetilkolinesterase adanya
beberapa logam berat yang masuk dalam kategori berbahaya diantaranya
adalah logam berat Cu*?, Cd*?, Hg*?, Ni*> dan Zn*? dapat bereaksi dengan
gugus tiol yang terdapat pada tiokolin dan memberikan peningkatan reaktivitas

dengan tiokolin dan 5-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB).

PEGAGAN 10! PEGAGAN 10?2 PEGAGAN 107

Gambar V.1. Hasil pengujian angka kapang khamir ekstrak herba pegagan
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Pengujian angka kapang khamir dilakukan dengan tujuan agar memberikan
jaminan bahwa ekstrak tidak mengandung cemaran jamur melebihi batas yang
ditetapkan karena berpengaruh pada stabilitas ekstrak dan aflatoksin yang
berbahaya bagi kesehatan.®* pada ekstrak herba pegagan didapatkan hasil
bahwa pada pengujian ini tidak terjadinya pertumbuhan kapang khamir pada
ekstrak pegagan dengan konsentrasi 10, 1072, dan 1073,

Tabel V.6. Hasil pengujian mutu ekstrak etanol 96% daun kelor

No  Kandungan Senyawa Kadar (%) Syarat
1 Kadar air 8,08 <10

2 Kadar abu 5,61 <9

3 Kadar sari larut air 12,54 >10

4 Kadar sari larut etanol 50,21 >12,5
6 Kadar susut pengeringan 8,48 <10,28

Tabel V.7. Hasil pengujian cemaran logam berat ekstrak daun kelor

No  Kandungan Senyawa Hasil (ppm) Syarat
1 Cemaran logam Pb 24,80 <10
2 Cemaran logam Cd TTD <03
3 Cemaran logam Hg TTD <03
4 Cemaran logam As TTD <10

Keterangan: TTD: Tidak terdeteksi

Pengujian kadar air dilakukan dengan tujuan memberikan batasan minimal
atau rentang tentang besarnya kandungan air di dalam ekstrak.>* Hasil pengujian
pada ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.) didapatkan bahwa kadar air
sebesar 8,08%. Hal ini menunjukan bahwa kadar air dalam ekstrak daun kelor
ini memenuhi persyaratan dalam literatur pustaka.

Pengujian kadar abu dilakukan dengan tujuan memberikan gambaran
kandungan mineral internal dan eksternal yang berasal dari proses awal sampai

terbentuknya ekstrak.3* Hasil pengujian pada ekstrak daun kelor (Moringa
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oleifera Lam.) didapatkan bahwa kadar abu sebesar 5,61%. Hal ini menunjukan
bahwa kadar air dalam ekstrak daun kelor ini memenuhi persyaratan dalam
literatur pustaka.

Penetapan kadar sari larut air dan etanol dilakukan dengan tujuan untuk
memberikan gambaran awal jumlah senyawa yang dapat tersari dengan pelarut
air dan etanol dari suatu ekstrak simplisia.3* dari hasil pengujian menunjukan
kadar sari larut air ekstrak daun kelor adalah 12,54%, sedangkan kadar sari larut
etanol sebesar 50,21%. Hal ini menunjukan bahwa jumlah senyawa yang
terlarut dalam etanol lebih besar daripada jumlah senyawa yang terlarut dalam
air. Hasil pengujian ini masih memenuhi syarat standar dalam literatur pustaka.

Penetapan susut pengeringan dilakukan dengan tujuan untuk memberikan
batasan maksimal mengenai besarnya senyawa yang hilang pada saat proses
pengeringan.®* dari hasil pengujian diperoleh bahwa nilai susut pengeringan
sebesar 8,48%. Hal ini menunjukan bahwa jumlah senyawa yang hilang
(menguap) pada saat proses pengeringan adalah 8,48%.

Hasil pengujian mutu ekstrak daun kelor didapatkan hasil bahwa cemaran
logam Pb tidak sesuai dengan persyaratan yang berlaku di Farmakope Herbal
Indonesia. Penelitian lain menunjukan bahwa adanya beberapa logam berat
dapat mempengaruhi penghambatan enzim asetilkolinesterase, dari hasil
penelitian tersebut dijelaskan bahwa logam berat Cu*?, Cd*?, Hg*?, Ni*> dan
Zn*2 cenderung bereaksi dengan gugus tiol yang terdapat pada tiokolin dan
memberikan peningkatan reaktivitas dengan tiokolin dan 5-thio-2-nitrobenzoic
acid (TNB).
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Gambar V.2. Hasil pengujian angka kapang khamir ekstrak daun kelor

Pengujian angka kapang khamir dilakukan dengan tujuan agar memberikan
jaminan bahwa ekstrak tidak mengandung cemaran jamur melebihi batas yang
ditetapkan karena berpengaruh pada stabilitas ekstrak dan aflatoksin yang
berbahaya bagi kesehatan.3* pada ekstrak daun kelor didapatkan hasil bahwa
pada pengujian ini tidak terjadinya pertumbuhan kapang khamir pada ekstrak
pegagan dengan konsentrasi 102, 102, dan 1073

E. PENGUJIAN AKTIVITAS PENGHAMBATAN AChE OLEH EKSTRAK
HERBA PEGAGAN, EKSTRAK DAUN KELOR, DAN KOMBINASI.
Pengujian aktivitas penghambatan asetilkolinesterase dilakukan dengan
menggunakan microplate. Pengujian aktivitas penghambatan ini dilakukan oleh
ekstrak etanol 96%. Hasil uji aktivitas penghambatan AChE oleh kombinasi
ekstrak ditunjukan pada tabel V.8 di bawah ini:
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Tabel V.8. hasil pengujian aktivitas penghambatan AChE

No Sampel Uji Persamaan Regresi Nilai ICso

1 Eserin y =5.0196x + 24.851 5.010 ppm
2 Ekstrak Etanol Pegagan y =0.0146x + 20.631  2011.575 ppm
3 Ekstrak Etanol Daun Kelor ~ y =0.0443x + 13.685  819.7517 ppm
4 Kombinasi ekstrak 1:1 y = 0.0568x + 37.641 217.588 ppm
5 Kombinasi ekstrak 1:2 y =0.0288x + 5.9241 1530.4 ppm
6 Kombinasi ekstrak 1:3 y =0.0376x + 10.882  1040.372 ppm
7 Kombinasi ekstrak 2:1 y =0.0111x + 27.496  2027.387 ppm

Nilai 1Csp merupakan satuan standar yang dipergunakan untuk menentukan
suatu ekstrak yang dapat dijadikan sebagai obat Alzheimer berdasarkan
aktivitasnya. Pada penelitian ini ekstrak yang dipilih untuk pengobatan penyakit
Alzheimer adalah ekstrak kombinasi herba pegagan dan daun kelor dengan
perbandingan 1:1 karena pada ektrak etanol ini mempunyai ICso yang paling
rendah dibandingkan dengan ekstrak etanol kombinasi yang lain. Nilai ICso dari
ekstrak kombinasi 1:1 ini masih jauh dari nilai 1Cso kontrol positifnya yaitu

Eserin.
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

Hasil dari penelitian ini dapat disimpulkan sebagai berikut:

1. Hasil determinasi simplisia yang digunakan adalah herba pegagan (Centella
asiatica Linn.) dan daun kelor (Moringa oleifera Lam.).

2. Hasil identitas fisika kimia dari ekstrak herba pegagan (Centella asiatica

Linn.) meliputi pengujian kadar air sebesar 14,65%, kadar abu 27,35%,
kadar sari larut air 26,56%, kadar sari larut etanol 40,56%, kadar
asiatikosida 1,99%, kadar susut pengeringan 14,28%, uji cemaran logam
berat Pb 12,55 ppm, Cd, Hg, dan As yang tidak terdeteksi, dan tidak adanya
pertumbuhan kapang dan khamir pada pengujian angka kapang khamir
dengan perbandingan 10, 102, dan 1073,
Hasil identitas fisika kimia dari ekstrak daun kelor (Moringa oleifera Lam.)
meliputi pengujian kadar air sebesar 8,08%, kadar abu 5,61%, kadar sari
larut air 12,54%, kadar sari larut etanol 50,21%, kadar susut pengeringan
8,48%, uji cemaran logam berat Pb 24,80 ppm, sedangkan Cd, Hg, dan As
yang tidak terdeteksi. Tidak adanya pertumbuhan kapang dan khamir pada
pengujian angka kapang khamir dengan perbandingan 10, 102, dan 1073,

3. Kombinasi ekstrak etanol 96% pegagan dan daun kelor 1:1 didapatkan hasil
aktivitas penghambatan asetilkolinesterase dengan ICso yaitu sebesar
217,588 ppm dibandingkan dengan kontrol positif yaitu eserin sebesar
5,010 ppm.

B. SARAN
Perlu dilakukan pengujian ekstrak pegagan dan ekstrak daun kelor dari
lokasi yang diambil untuk diujikan agar mendapatkan nilai parameter
spesifik dan non spesifik serta nilai 1Cso yang terbaik untuk penghambatan
asetilkolinesterase (AChE).
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LAMPIRAN 1. SKEMA PENELITIAN

Herba Pegagan Craum Kaelar

| Marimga el

.

Ekstrak =tanrd

| Cartella atiatica]

Ekstrak etamal

Herha pegagan
Kombinasi ekstrak herba pegagan dan ekstrak dawn kelar
| 1:1 | | 1:2 | L3 | 21 |

Mlagerasi Cranal 565%
Evaporasi
Freeze Drying

Mamerasi Etanal B6%
Ewaporaii
Freeze Drying

Dearien Keehar

50



LAMPIRAN 2. DETERMINASI HERBA PEGAGAN

KEMENTERIAN KESEHATAN REPUBLIK INDONESIA
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN KESEHATAN
BALAI BESAR PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN
TANAMAN OBAT DAN OBAT TRADISIONAL
3830 Raya Lawu No. 11 Tawangmangu, Karanganyar, Java 13"9&" 5192
Telepon : (0271) 697090 Faksimile : (0271) 697451
Surat Elektronik bap2to2tigmail.com | bap2to21iiitbang depkes,go.id
Laman waw.b2p2toat Stbang kemkes.qo.id

e —————————

* ——
(YK.01.03/2/ 4] /2020 3 Januar 2020
Hal : Keterangan Determinasi
Yth. Ketua Program Magister finu Kefanmasisn
Universitas Pancasia
Srengseng Sawah, Jagakarsa
Jakarta 12640
z Merjuk surat Ssudara nomor: 483Mag#UPIX/2019 tanggal 11 September

2019 hal permohonan determinasi, dengan ini kami sampakan bahwa hasi
determinasi sampel tanaman sebagai berikut.

Nama Sampel : Pegagan

Sampe! - Simpksia

Spezies . Centsila asiatica (L) Urb,

Sinonim : Centalla hirtella Nannf.; Givcevia asiafica
Nutt ; Chandrocarpus iniflorus Nutt

Familia : Apiaceae

Nama Pemohon - Yonathan Tri Atmedjo Reubun

Penanggung Jawab identifikasi : Nur Rahmawali Wijaya, S.Si.

Hasil determnasi tersebid hanya mencakup sampel tumbuhan yang telah
dikinenkan ke 82P2TO0T.

Atas pematian Saudara, kami sampaikan terima kasi.

PR I
\ d Saikhu, MSc.PH.
NIF} 196805251992031004
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LAMPIRAN 3. DETERMINASI DAUN KELOR

LEMBAGA IHLMU PENGICTATTUAN INl)OFJF:SlA
(INDONESIAN INSTITUTE OF SCIENCES) %}!Ummaun
PUSAT PENELITIAN BIOLOGI o Intecnations
(RESEARCH CENTER 1'OR III()I.()T iY) o
“ilsinong Selence Conter, 11, Ragn Jakarta - Bogor KM, 46 Cibinong
LIPI iz \'r«l-l;: { fnczmz |'. n‘m‘:lyr:,u:. :Iv«mml:, Vs, HTHIT612
Webrite ¢ www, bledogs Jipl.go.id

Cibinong, V¥ September 2019

Nomot HARADEL L IEOT FIX 2000
Lanaprivan !
Perihnl o Ml icentlfibest/ deteominest Tumbuhan

Kepada Vi,

Bpk. /bu/Sdef). Yonathan Trl Atmojo Renbun
NI'M SHH220047

Mhs Unee, Pancasila

Program Magister llmu Kefarmasion

Srengsengs Sawah, Japnkorsa

Jakarta - 12640

Dengan hormat,

Bersnma ini kami sampnikan hasil wentifikosi/determinas lumbuhar: vang Saudara
Kirimkan ke “Herbarium Bogoriense”, Bidang Botani Pusat Penelitian Biologi-LIPL Boger, adalab

sebapai berikut

VTS (e B B == [
| No. | Mo, Kol. | Jenis ' Suku ‘[
yeipl A=A ==AES e
| ! Pegiagan Centella asiatica (1) Urh, o AL, \Dl.\(cst_ S
{527 Kelor | Moringa oleifera Lam, { Monngaceae

— i NN 4 - —— e ————e a0t

Demildan, semoga berguna bagl Saudara,

Kepalo Bidong Botam
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LAMPIRAN 4. CERTIFICATE OF ANALYSIS ETHANOL 96%

CERTIFICATE OF ANALYSIS

S 3 IAROQWIADINS

Sabgect © ETHANOL INDO ACIDATAMA Thic BT,

ETHANGL NOIUTRAL

Dute Racenved : X0-07-2019

Date OF Testng : Qraos

Tested For T ORULL AL YSES

Deyoipton OfSampie @ 1 MOTTLE S0 mi
LT, No S 00T S0, Wammssnnmzm v

mwmwcnwmmummmmmmm

Na PARAMETER DIMENTION| YEST METHOD | MESUAT | SPECIFICATION.
1 | Pty % wv Alczhoimeter 20 °C | 96.2 min 5.0
2| Pemengenate Tes; Time 204 Mote | ASTMD.1383 n wh 2
Aldehyte peen Gk Chveen s Mae 4
“ Methanat P Gt Chvom nd L Maz. 8
5 | Acdry s Acetic Acd P ASTM D - 1613 5 Max 20
6 | Resdum Alter Eveporation o ASTM D - 1383 " Max 20
? Specific Grafity a 20/20 *C - ASTM D991 | amceis Max 0810
§ | >propand pom Gas Cvom nd M. §
9 Es0 Aoyl Rlcoht pem Gas Crrom nd Max, 5 =]
0 150 Sutanat pem Gas Crveom nd Max 5 - |
1| Acpesrancs . VISUAL S e !
12 | Nbahanol pom Gaws Chwom w Max. S
! |
| | | |
| | l '.
Seeee (Tempecature) Sorew N Cwis C Surskarta, 30 Jui 08
( AGUS S)
Haad Offics ; Faetery :
Grava Kervses Sune -4 . R 200 - Sragen Ko 41.4 Kersed Kebakkramat.
Aﬁmmnumn
n Sy 530, Indonesta Yannganyw STP2. Surskants, roonesa

R S30se

Phenn  ©162.271) S48400 (huskieg] Fas. © $22-271) 648700
up 1RO Bae N2 Sarsbants STION Indoveden
Emal | acdparaacdanna oo e
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LAMPIRAN 5. HASIL ANALISIS SIMPLISIA DAUN KELOR

»”~  _*  PT.SARASWANTIINDO GENETECH

f’ The First Indonesian Molecular Biotechnology Company
GRANA $IC 2 Kacamels Ma, 20 Toman Yosm e Dogor 94113 WOONMUA
§ @’ e +€2.251-JS37108 rarving) - B2 191500 310 Fac 522597540 927 Mg w3 glaho4no ry. com
No. 26, 1/F-PF/SMM-SI0
Revisi 3
Result of
No: SIG.LHP.VII|.2016,44707
No.|  Parameter Unit Rost | Lmidof Metrod
: i Kkal/100g | 377.33 = Calcation
2. %ﬂm__u&l 1009 | 8073 - Calcuetion
3. | air % 6.85 - SNI 01-2891-1992 butir 5.1
4. | Kadar abu % — 1003 - H-2881- i 6.1
5. % 8.57 - | 01-2801-1992 butir
| 6. | Proten % 2438 - 18-8-31
7, | Kerbohidrat fotad % 4877 = 18-8-OMUSMM-SIG
8. [ Polifenci % 214 - SNI31432011 butir A3
9 | EGCG % 205 1 %e
L 10. % 3802 . 1
r%ﬁ"" mcg/100g | 92642 - 185  HPLC
Vitamin D | mcg /100 g | Not detected | 067  HPLC |
3. | Vitamin mg 1100 g 1 - HPL
14. | Vitamin C mg/100g | Not detected 0.18
1 i K meg /1009 1923 2
16| Vitamin B12 meg 1100 145 -
17. | Vitamin ppm Not delected 0.52
18, | Vitamin B2 ppm Not detected 035
19. Mm% ppm 003
20_| Vitamin Not detected 07
51 Vitamin B8 S 081
L%M 27.84 -
[ 23 |VitamnBS | mcg/100g | Not detected 27
25| Kaisium m::ggn 2358. Hr:s =
% TKaium T marioog | 1revsr |
(27 | Magnesium | mg/100g | 43968 -
| 28. | Fosfor opm %i -
.29, | Cu _ppm_ 4 :
g;l z&: ppm 11 -
X ___ppm 19.37 -
(32 M ppm 8508 :
33| Cr —_ppb 24553 =
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Mol perame
1] cooum

2 Potiasium
3| Betacarotens

Bogor, January 02, 2019
PT Saraswanti Indo Genetech

Wi -~ -

PT. SARASWANTI INDO GENETECH

The First Indonesian Molecular Biotechnology Company

GRAHA SIG A Basamialy Ko 20 Taman Yaarin Bogar 16115 INDONESIA.
Phose: 1622517522348 Mostirg] - 062 111 546 516 Faus 463-251-7540 527, htp/iwww dglabormisny cons

No. 28.1/F-PP/SMM-SIG

Revisi 3
Result of Analysis
No: SIG.LHP.1.2019.000315
Limitof :
| Unit Resull | o ton Method
. mg/100g = 225083 s | 18:13-1MUISMM-SIG, (CP OES
mg/100g | 204186 ’ I wwwurswsna ICP OES
mg /g 088 = ’ 1854wwsmsle HPLG

Dwi Yului}md Liluono, 58l
Laboratory Manager
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Parameter

L-Glutamic scid
L-Pherylaianine
L-Iscleucine
L-V;lu
L-Alanine
LArginine
Glycine
L-Lysne
LAsparso Acid

PT. SARASWANTI INDO GENETECH

The First Indonesian Molecular Biotechnology Campany
GRAHA 1T 1 Banarwels MO, 30 Tamary Yewwin oges 14115, INDOREUA
Proee 462051 7502508 Paurdingd < 082 111 935 518 P o83 251 7600 207 Wi U sl Gadd ey siwn

Result of Analysis

No: SIG.LHP| 2019.000312
tini Rasul ] il

ﬁ'g s ‘:9 12;45& 29 i -
mg f kg & 35284 69 4
mglkg | 20237.27 -
v};g ! kg f' 1225513 -
mg kg | 15040.35
my fkg | 15867 53 =
mg 7 kg 1985974 i -
mg [ kg 1520108 ' -
g/l kg ‘ 1295665 \ -
Mgl kg 1 23767.69 .
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No 28 UF-PRISMM-SG
Revisi3

Mhathod I
18-5-17MLISMM-SIG, UPLC f
18-5.17MUSIMM-SIG, UPLC w
1BSATMUISHIMSIG, UPLG
1851 TIMNSMIA-SIG, UPLC

1851 TAMINSMM-SIG, UPLC

18-5-17MIUISMM-SIG, UPLG ‘
18.517MUISMM-SIG, UPLG ‘
18-5-17MIUSMM-SIG, UPLC |
18-5A7MUSMM-SIG, UPLC |
18:517MUISM-SIG, UPLC



e PT. SARASWANTI INDO GENETECH

N~ - : :
- The First Inrdonesian Molecular Bictechnology Company
3 I[G ORAMA SIS & Kirarls S 75 Tamn Vs Bl 167156 SOORESIA
ey | B} Prore 162 2307502500 et < O TETAM M8 Fak rhE-200- P2 D M ewa iglab < nary cone

No, 28 1F-PPIEMM-SIG

Reuisi 3
Result of Analysis
No SIG.LHP.1 2019.000313
{!‘o.l Paamess | um A | Liar Method
‘7571“  Uewie m kg 2286717 - | 185ATMMUSAM-SIG, UPLG
]12 L-Tyrosine molhg | 1054319 < 13SATMMUISMMSIG, UPLC
9 LProline 1 morkg | smrae | - 18-5-1T/MUSMM-SIG, UPLC
) MR ot L, M s L ey
|15 L-Histicine mg/ kg 0182 | - | 1BSITIMUSMMSIG. UPLE |
,us  iommw . | sere | - I 1B TMUSMIM-SIG UPLE
TS R T l R e
A | s RO A i s l‘”‘f‘?“"ﬁ”"‘*‘-"”‘c
Bogor, January 02, 2019
PT Sarsswanti Indo Genetech
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PT. SARASWANTI INDO GENETECH

The First Indonesian Molecular Biotechnology Company
CRAMA SIG £ Ko armals Mo, 20 Taman Yaimin Bagor 16113, INDONESW.
Fhone: +62-351-7532248 (hurting) - 062 117 576 516 P +62-251-2540 S22 g Sween 3ig s ooy coamn

No. 26.1/F-PPISMM-SIG
Revisi3

Result of Analysis
No: SIG.LHP.1.2019.000314
ey A= —_— Lirmit of
NL 1 __Panamewr Ll Unit Resuit Detection 7_Mo!hod
) 1 Hg mg / kg Not detected 0.004 18-13-1/MUISMM-SIG, ICP OES
| 2 cd mg/kg | Notdetected | 000011 | 18-13-1MU/SMM-SIC, ICP OES
i 3 As mg/kg | Notdetected |  0.008 18-13-1MU/SMM-SIG, ICP OES
| a sn maikg | Notdetected 045 | 18-12-4MU/SMM-SIG, ICP OES
5 Po mglkg | Notdetecled | 0008 | 18-13-UMUSMM-SIG, ICP OES ‘
— A - " I . s D—— — i e J

Dwi Yulianto Laksono, S.Si
Laboratory Manager

58



LAMPIRAN 6. HASIL PENGUJIAN EKSTRAK HERBA PEGAGAN

Kenxaterian Pertanian

Badan Peselitian dan Pengembangan Pertaniun
Balai Penelitian Tanaman Rempah dan Obat
Laborutorivm Balal Peockitinn T ansesas gk dam Olat

Ik Traore Acager 30 1 Kngrws Macieion Pwisaan © Hogre 15141
Thawa | RSO0 Fademle PO KITNN) Fomad h-;ﬂ.!:,-:w

"'“-""'.—_-l
SERTIFIKAT PENGUJIAN | OFSat2 |
CERTIFNCATYL OF ANALYNEY
o Adm . ZTTLARNS
Hepda Y
Yonathan Tri Atmodio Resben
Parcocia
Konaksi / Igovidzas! Contoh o ERsveh
Penarmagn T 1 Mam! 2020

Tanggal Pasgupion T2 Apr - 12 s 2000
| ]

) Jori oo uetods
| Corey Pengufan | Pemeskszan Pargfon Pemerivssen Samggan
| | | ErmREme 0% |- SaAr i) %58 Geavimalh
l Hesta Pagagan - Sal Albohes (%) 40,58 Gugrdereni

- Asiginosda (%) 109 L Scarner

; ! §i Fitoisinla : Kuahtatt

| - Aislod ~
{ < Spork -
. Tark 3
' Fenotk +
Flavonck -
| Gmosita .
| Trinepencid .
L { . Stavoid .
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Laboratorium Tanah, Tanaman, Pupuk, Air

S ADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN PERTANAN
YICAN  tcormoian g A PENTAN TRNAMAN RENDAHDANOBAT
0 Trea PO L, K b Pt o, Cfirggou g 14411 NI 5’&@?
Tolp. KUSDERAD o 251 KRGO ru eitrofieslomre roEe i Pt e v
SERTIFIKAT PENGUILAN
CERTIFRCATE OF ANALYRS
Mo, Adn. 216TABN
e Y
Yonathen T Admeco
U Pancasty
i Cooieh © Exsrs
i i ¢ S8,
Tangp Pefian ¢ BA - S 0N
l v P«mﬁmw i
RO CO | o Pemecee | R | Pergfan
i NS
re
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PT. SARASWANTI INDO GENETECH

The First Indonesian Malecular Biotechnology Company
CONIA 96§ Sk b 7 Danin fprmm B to 1L FEOERV S0
PIee (A2 S50 TURN IR padingl 007 10 AWM Fa 402 210N A1) M s Myl vy v

Mo, 28.1F-PPEMM-SIG
Rewsi 3

Result of Analysis
No: SIGLHPAN 2020066754

BT s o T e
| emwwe | Uw [ Rt | o | ]

1 | hl Q004 | 18-13-MUMSMM-SIG (ICP |
1 Ha | malke 1 Not delected | | i _—]!
) s S ) BRSO =

E : 0.00¢ | 48-32- 4 MUBMM-SIG (1P

, 2 As mi kg l et detected i ¥t __-9_551_ =)

x| sq—,gum-.ngm N T w2 . | {BSUMUSHMSIG
: f ! Sy 1 (Cmamely)
4 T KadwrAr i B 1465 f A ‘Ismm-zm-tm.potms.sf
s | _mm- ; % . 27.35 }___; smma_aoiajesz.o.v |
Bogor, 10 July 2020

PT Saraswanti Indo Genelech

Dwi Yulianto Laksono, S.51
Manager Laboratorium
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LAMPIRAN 7. HASIL PENGUJIAN EKSTRAK DAUN KELOR

Bala Peneliian Tanaman Rempah dan Opet
et e by
Sdugee UL um;
SERTIFIKAT PENGUJIAN loFsmuz |
n’lm‘f".’(’ AN DS
Vapata Y
Yosatan Tl Aamads
Uwvenax Secats
Korde | oerctus Coren Exsva
Tangpsl Pesarmae 4 Vet 2000
oo Pergdm T2Apt - 1 2ot X0
| aescos . 1< S
m"ru u:c-m Pt
L jSevmBwa ey | -SaoAry 0 Crairsent
O S - St bl () o fonaes
e whnga aarser s —
Phaons o 5 Spmvtotmer
Uyl Py [—
Aot .
- Swposn .
«~ T -
Forolk .
faorcd -
Tt .
Tngerca !
Swua -

S ——

66



7

BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN PERTANGAN

VICAN Lsborstorim Perg BAUN PENELITIAN TANAMAN RENPAH DAN OBAT
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The First Indonesian Molecular Biotechnology Company
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R 3
Result of Analysis
No: SIGLHP.VIL2020.066748
Ll — 5 Y <L =
No. Parameter Ut o u.ma__._"_’__
g T s
Ethyt akohol . mglkg 47604.00 ——‘—-V—_gg—— gl
L Nt detected oot | 1843 UMUSMMSIG (ICP
2 Hg ‘ m kg Nat gt
T - — e ——— —— _.r_,-_.,——_’.'__,—-—- ———
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; * plyy | ey LR i ony
< Susut Pengeringan % 48 b SNI 31403 2010 peint 75 ;
5 PR RO 8.08 _ lsNi01.2891 - 1992, pont 5. 1
ot IS s e
6 Kadir Abu % 561 “ SN 01-2891-1982. 8.1
L=l 982, A

Dwi Yulianto Laksono, 5.5
Manager Laboratarium

68



@/ dw payIaiap ioN qdd 6T T 1859 1 3 E005°0 iH HEAI3 P8 4300
B/ fuw patiaiap 1oy ndd 965D ThOLTT 1 05 50050 iy ELII T B89 4500
ay [ duw PETREIETRL gid [9EET TORGTT I i 0/157 iH HEII5T PERY 4900
By /B paiIalap joN qdd SOTEE Taoya 1 3 BTG D iy HEIS BE9°d'500
B/ fw payialap ion qdd LT T EOTH T I 5 £00S 0 iy HEJ3 P LBTd300
By /S papalap JoN gdd 51897 SIgsl I 05 B00S 0 iH LTI E] 48974900
iy / pa1IaiEp 10N qdd T6P6T BLET I 05 E095 0 iH $EI Po3T 4300
ETET pavialap ioN qdd 9991 LTET I B 90950 i HEI3 S89°4'300
By Bw patIaiap 1oy qdd Pl I8l 1 i Tr0s0 iy LI E P 5854300
By /3w pa13alap 1oy gdd 19967 §9L5ST I i pROs0 dH eI CRO4 )
ETER paialap ioN qdd BT TS5 I 3 EO0S0 5y HEI3 P EBS'd300
oy dw patIalEp JoN qad VTS E TEERL I 05 50050 B HELI3 BE9°d'500
iy f dw paLIalap JoN ndd oppLEl BYE0TE % 05 8150 5y PETEE] P BRY4900
ETED payialap joN gdd EOVES- SEOT I [ BTG 5y HE3 B89°d'500
ETER pavIalap ioN qdd Vet EEOTE T 3 E00S0 5y HEI3S3 PLBS'd 300
iy B pavIalEp JoN qdd 6L BEYT I T 05 600570 5y HE3E3 £89°d°500
ETRE panaizp 0N gdd T09E 0 ays5 Il I = E095 T 5y P P 9RT 4500
B/ patIalap ioN qdd B6IFS (52091 T i3 90950 5y HEI3 989°4'500
&y B palIalap joN gdd ILT BRELTT 1 5 4 5y HEI3 P BT 4300
By / fw paiiajap JoN qdd PIED Y BIGTST 1 £ Fr0s0 ] LR 5894500
UEN]ES Iepey Inyn uEnjes UEJIUE] O SEISuEL| dd o8 10009 Juswagg SYUIEN |edwes
55I[EUY [E38UE]
I i a|dwes jo009 sewws3 [eddue)
P . _ HIOR T = lepey BwWsEld pajdno] ARMLINpY]  UBNJY pOlEaW
hiks JEIEY Si[EwRy JEIES
D Py

DI 411 LRI TN

WYD0T NYIPNONId NYINYXIH ¥NNNY0d

69



1)
A 0qoH = D

= WaoH = |
{T) fuosox yEpem oqog = v

T uEERRY

Iy R

Lusitinh =

TIBA R

| REW 070

ny T1EE"T
Ty CUSTEL SR ST L mimLd
adg STEUY £ £ ! W) 1 e .
{ ) vrsEmEIIR] yEjAes jodmg 1y 1M eN syLmEpy Jpdwreg op | M (L | I ]
JEIRg (@) wmqog

ndmepa ] : uEndy apagy

70




Sp00L =

(D=ta+ i

(5] 0 Sy

T,

=y o ar'El NEFFST L
= ™ FrET BOTE BT | b
=y oy EN'R CTUEFUT BLIE !
= ey E1'R ETOET I3 TLRE'FT 1 W LR% 47500 mr-m 1nrin
(O] [3 z ]
adg | Weav |y . () uEsTueag s pauEs - 1 AP IMoN | opow | opuwy | pdweson | DL
Emg e (3} 1005

apdwiwgaa g : wenyy apojagy

MHIV HVAVM NVIFNDONTd NVINVMEY

71



12} vereliousd qepses pdoes

ngsad yepn Bond @000,

H

|7} Bunsoy qopes 0G0 - Y

R UmEEY
OO K B = () DT PP
o-ia+wl !
)
g = Q) & T
anoT u..... —3 L' e S )
Loz SRR
=y gy ) T
1 gy P LALETE S PR
ry [
Ty Ly T L B0 ] n-c0
(=g} 1 ) oo
soszuadng ) —=.. - (Fid (almeg v A AT - o i [ e o
=y HIRG | TRAE ) anwe Ay apalapy YLEopy |admeg apy iy fA 1 =g [
YT O R (3) 10g05 -
Jrueg B) o0
apharysa g - wmmay apogagy

FIIEY VAV KNVITTODONAD NVINYVEEH

72



REKAMAN PENGUJIAN GC

Parameter Un : Residu Solvent
Metode Acuan < 1K No. 18:fed MUSMM-SIG
Amhit : Etbyl alkobial
Tanggal Pengujsan + O Juls 2020
"% Standar 000 90K} %
1) Standar 0789 gml
Konsentrasi standar incuk THEIT100 mgl
Volume pemipetan stamdar mduk L985
Volume Labu 106
Konzentrsi stanclar max 100100 TTE38. T8 meL
Volume pemipetan standar mduk 10 mL
Volume Labu 10.4¥) mlL
Konsentrasi stanclar max 1 00x L0} 7763 K8 my'L
Kiirva |
Volume Labu Ukur | Koo, Standar RT Kurve Kallbeas: Standdar Ethanol
Volume Pemipetan Standar | {mli L) (iiginl) (Menit) Lusas Area Flamol
[Zinui]
01 TT.6d 451 173582
002 552 45 06603 Rk
005 38819 473 AT633 40000 +
01 TI639 AT 18151.51
0.02 - i T § oo
003 471 8120712 200000 +
.05 4.7 146049 o | §= 234855 + 4,160.0404
0075 475 139284. 4 = L
0.1 4.69 201639.65 0¥ T T 1
0.1 1 3 449 IKT &7 OO 500000 IOOOMO0 1500000 20000.00 25000.00
03 2324164 460 53318595 Kons fug/mi]
Slope 234864
Intercepl ALE004HH
v (4S5
3 (L3
Sampel Mariks Bobat Sampel (g)(ml) " ‘,;ﬂrm L”;;;T“ ';xﬁ:‘:‘l' M::\”g';”“
Sampel Blank DMF 3% L0 1 1] i 0% 0.00
006.P.645a Fhstrk 05138 i 4.6% 43974504 19397.42 360647
06.P.645h Elsimk 0.5180 1 4.6% ATH944.92 20214.89 J9024.88
006.P.64Ta Fhstmk 05715 i 169 H60 189,940 1793175 ARTHO.08
006.P.64Th Ehsimk 0.5701 1 489 A25T3.7S 16463.43 4641893
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LAMPIRAN 8. HASIL PENGUJIAN PENGHAMBATAN AChE

Konsentrasi Ui penghambatan ACKE
sampel Abs Persamaan regresi R ICy
(ppm) 1 2 3 r
Eserin
31.250 0.747 | 68.76 | 68.76 | 68.76 | 68.76
15.625 0828 | 6542 | 6537 | 6537 | 6330
7.813 0853 | 60.65 | 58.60 | 60.06 | 60.13
3.006 1160 | 5140 (51375162 5140 | y=350196x+24851 | 08008 | 5.010
1.553 1460 [ 38357 (3941 (3778 | 3838
De77 1728 | 2832 2800 | 2701 | 27.74
D488 1.858 | 23.36 | 22.51 | 20.80 | 2220
Herba Pezagan
1000 1957 | 2264 [ 1500 | 1500 | 1825
500 1800 | 2701|2272 | 2438 | 24.74
250 1788 | 1781 | 3150 | 2605 | 2522
= 1263 | 10072853 (1820 1700 | y=0.0443x+ 13685 | 08511 | 8107517
62.15 1972 2322|1384 | 1544 | 1754
3113 2045 | 1427 1406 | 1507 | 1447
15623 2038 | 1268 | 1745 | 1419 | 1478
Daun Kelor
1000 1584 | 3535|3343 | 3246 3375
300 1605 | 3046|2841 [ 2240 | 2012
230 1752 | 1327|2150 | 4534 | 2674
125 LT78 2536 | 2611 | 2544 | 2553 | y=0.0148x+ 200631 | 07920 | 2011575
62.15 1860 | 2021 | 2080 | 2561 | 222
3113 1919 | 1678|1896 | 2356 | 10.77
15,613 2003 | 1084 | 1841 | 1850 | 1625
Herba Fegagan : Daun Kelor (1:1)
1000 1252 | 4606 [ 4536 | 4752 | 4764
500 1073 | 5005 | 5555 | so6e | 3503
250 1175 | 4886 | 5463 | 4015 | 5088
23 1300 | 5287|3430 | 4060 | 4565 | y=0.0368x+37.641 | 0865 | 217588
6215 1347 | 3790 | 5036 | 4275 | 43.47
3115 1432 | 3538 [ 4367 | 4120 | 4022
15.625 1545 | 2790|3336 | 3082 | 33530
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Konsentrasi
sampel
(ppm)

Abs

% penghambatan AChE

2

3

-

Perzamaan regresi

ICs,

Herba Fezagza

n : Daun Kelor (1:2)

106 2.233 8.10 978 | 1001 010
500 1.210 o.88 Q78 | 748 0.03

250 2.1a6 1200 [ 11.84 | 1460 ) 12.8]
125 1.194 476 | 1200 | 1062 | 10.79
6225 2.200 627 676 | 678 .60
3115 1.310 7.53 578 | 513 6.15
15.625 2.283 §.68 TET | T4 [E

v=00285x + 59241

0879

1530415

n : Daun Kelor (1:3)

1) 1.065 11.92 | I260 | 13.75 | 14.09
500 1.530 1858 | 430 | 4221 | 3173
250 1.064 1212 | 1586 ) 2045 ) 14.14
125 2.097 13.62 | 1492 | 1582 | 14.79
6225 2.122 1566 | 1216 | 1350 | 1377
3125 2.127 B34 | 1185 | 1952 | 1357

y=00376x + 10.882

0,206

1040372

Herba Fezagan : Daun Kelor (2:1)

106 1.738 3042 | 3023 | 4158 | 4007
500 1.598 1719 | 3040 | 3057 | 2950

250 1.734 1256 | 3585 | 3450 | 31.00

175 1.750 kK s] 776 | 3057 20 55 y= 00111x + 27 406 03068 027387
6225 2.233 IT.76 | I7.51 | 314X | 25490

3115 2333 B.67 48] | 1440 9210
15,825 2.441 213 855 | 4487 5.21
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LAMPIRAN 9: REGRESI LINIER PENGHAMBATAN AChE

Standar Eserin

3000
20.00 ¥y=5 Ullgﬁ:( + 24 851 25.00 .
R-=0.8908 /
2000
60.00 — — ——
40.00
1000
20000 A 5.00
0.00 ; . . . . .
0.00 T T T T 1 50 100 150 200 250 300
0.000 2.000 4.000 6.000 B.000 10.000
Mix 1:1 v=oo0sesx+37.641
Kelor y =0.0146x + 20.631 60,00 R*=0.865
- &
40,00 R =0.7929
35.00 — 50.00 P———
30.00 Hﬁ' 40.00 .’.--'7-_
25.00 ¢
20.00 -/"/ 30.00
15.00 20.00
10.00
10.00
5.00
0.00 : : : : : ) 0.00 . . . . . s
0 200 400 600 800 1000 1200 50 100 150 200 250 300
¥ =0.0288x + 50241
Pegagan:Kelor (1:2 RE=0.879
gagan: (1:2) Pegagan:Kelor (1:3) y=0.0376x+ 10852
14.00 R*=0.906
35.00
1200
30.00
10.00 S
8.00 2000
60 15.00
gL 10.00
200 5.00
0.00 oia I | | | |
0 30 100 150 200 50 300 100 200 300 400 500 600
Pegagan : Kelor (2:1)
4500 ¥ =0.0111x + 27.436
: R? = 0.8068
40.00 /
35.00 /
30.00 -
—_—
25.00
2000
15.00
10.00
5.00
o.00 T T T T 1
o 200 400 600 800 1000 1200

v =0.0443x + 13.685
R*=0.9511

Pegagan
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