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Abstract 

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease that is reversible form of dementia. 

AChE inhibition played a key role not only to enhance cholinergic transmission in the brain but 

also to reduce the aggregation of Aβ and the formation of neurotoxic fibrils in AD patients. 

Therefore, inhibition of AChE and BChE has become an outstanding alternative in the treatment of 

AD. Research on soursop leaf extract aims to determine the activity in the treatment of AD through 

the activity of AChE inhibition of soursop leaf. AChE inhibitory activity test was carried out based 

on the method of Ellman et al. (1961). This method is based on the reaction hydrolysis substrate 

ATCh by AChE that gives the yellow color wavelength of 405 nm. AChE inhibition test results 

showed that the 96% ethanol extract of the leaves of Annona muricata Linn. has the best inhibitory 

activity with IC50 of 103.65 mg / L. was quoted extracts ethyl acetate, n-hexane, water direct and 

indirect  water has inhibitory activity of each  339.84  mg  /  L, 429.36 mg  / L, 563.41  mg  / L and 

598.33 mg / L. Meanwhile, the positive control IC50 value donepezil HCl with IC50 5.29 nM (2.20 

µg/L). 
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1. PENDAHULUAN 

Penyakit Alzheimer (Alzheimer Desease, AD) 

adalah penyakit neurodegeneratif yang bersifat 

reversibel berupa demensia  yang 

mempengaruhi lebih dari 35 juta orang di 

seluruh dunia dan jumlah ini diyakini mencapai 

65.700.000 pada tahun 2030(Singhal et.al. 

2012). Penyakit ini mengakibatkan hilangnya 

progresif memori, kognitif dan kerusakan 

hampir semua fungsi intelektual (Singhal et.al. 

2012, Ferreira et. al. 2006). 

Patogenesis AD adalah kompleks dan terdiri 

faktor genetik dan lingkungan, sehingga 

penyakit ini dianggap penyakit 

multifaktorial(Williams et.al. 2011, 

Dall‟Acqua2013).Hipotesis yang berbeda 

mengenai rute patologis AD telah diusulkan  

dan dua hipotesis utama terkait dengan 

kolinergik yaituamiloid-β (Aβ), dan protein 

tau.Untuk alasan tersebut , pengembangan obat 

AD terhadap terapi molekul melalui 

kolinesterase  {asetilkolinesterase  (AChE)  dan 

(butirilkoliesterase (BuChE)}, amiloidgenik 

sekretase (β atau γ-sekretase), agregasi Aβ, 

fosforilasi tau dan fibrilasi serta metalion 

redox/reactive oxygen species (ROS) 

(Mohamed et.al. 2011). 

Penelitian Hodges tahun 2006 menunjukkan 

bahwa inhibisiinhibisi AChE memegang peran 

kunci tidak hanya untuk meningkatkan 

transmisi kolinergik di otak tetapi juga untuk 

mengurangi agregasi Aβ dan  pembentukan 

fibril neurotoksik pada pasien AD. Oleh karena 

itu, inhibisi AChE dan BChE telah menjadi 

alternatif yang luar biasa dalam pengobatan AD 

(Orhan et. al. 2004).Ada obat antikolinesterase, 

misalnya, tacrine, donepezil, physostigmine, 

galantamine dan heptylphysostigmine untuk 

pengobatan demensia dilaporkan memiliki 

beberapa efek samping yang berbahaya seperti 

hepatotoksisitas, durasi pendek, bioavailabilitas 

rendah, efek samping kolinergik merugikan di 

saraf tepi dan jendela terapeutik yang sempit 

(Hung et.al. 2008). 
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Penelitian terhadap ekstrak tanaman yang 

selektif inhibisi AChE adalah sangat penting 

untuk menemukan senyawa baru dan 

mempunyai potensi yang lebih sebagai inhibisi 

AChE. Banyak skrining tanaman yang 

berpotensi kemudian diekstrasi dan diisolasi 

sehingga diperoleh senyawa murni yang 

mempunyai aktivitas inhibisi AChE dan atau 

BuChE. Familia tanaman yang sudah dilakukan 

pengujian aktivitas inhibisi AChE adalah 

Amaryllidaceae, Boraginaceae, 

Chenopodiaceae, Lamiaceae, Liliaceae dan 

Solanaceae(Houghton et.al. 2004, Rhee et. 

al.2004, Ahmad et.al. 2003, Ferheen  at.al. 

2005, Ahmad et.al. 2005.Atta-ur-Rahman 

et.al.2004, Choudhary et.al.2004). 

 
2. KAJIAN LITERATUR DAN 

PENGEMBANGAN HIPOTESIS 

Penelitian terhadap aktivitas inhibisi AChE 

pada familia Annonacea sudah dilakukan di di 

Brazil, yaitu dari biji buah sirsak (Anonna 

muricata Linn). Proses ekstraksi dilakukan 

menggunakan pelarut heksana, etanol dan 

metanol, kemudian dilakukan pengujian 

terhadap inhibisi enzim asetilkolinesterse 

dengan metode Elmann yang dimodifikasi 

dengan kromatografi lapis tipis (KLT) dengan 

silika gel. Hasil yang diperoleh dalam ekstrak 

yang dibandingkan dengan kontrol positif 

standar.Aktivitas inhibisi asetilkolinesterase 

pada ekstrak heksana dan etanol biji buah sirsak 

menunjukkan inhibisi yang kuat (Sampaio  et. 

al. 2008). 

Pada penelitian terhadap daun sirsak sudah 

dilakukan dibeberapa negara yang  

menunjukkan aktivitas sitotoksik, antibakteri 

dan antioksidan, kanker payudara, 

antineoplastik, kemoprotektif, 

antihiperbilirunemia dan hipoglikemia  

(Owolabi et.,al. 2013, Abubacker et. al. 2012, 

Rachmani et. al. 2012, George et. al. 2012, 

Hamizah et.al.2012. Arthur et. al. 2012, 

Adewole et. al. 2006). 

Namum demikian dari banyak penelitian 

terhadap daun sirsak tersebut diatas, sampai  

saat ini belum ada yang melakukan penelitian 

terhadap aktivitas inhibisi AChE. Penelitian 

terhadap aktivitas inhibisi AChE  sampai  saat 

ini  baru  pada  biji  buah,  belum  daun   sirsak. 

Untuk itu perlu penelitian dari ekstrak daun 

sirsak bertujuan untuk mengetahui aktivitas 

dalam pengobatan AD melalui aktivitas inhibisi 

AChE dari daun sirsak. 

. 

3. METODE PENELITIAN 

 Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah simplisia daun sirsak; n-heksan; etil 

asetat; etanol 96%; akuades; metanol, 

dikolorometana, kloroform well microplate; 

DNTB; ATCh; AChE; akuabides; plat KLT; 

H2SO4; serium sulfat; donepezil HCl. 
 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini 

adalah rotary evaporator, Spektrofotometer 

UV-VIS microplate reader; peralatan gelas; 

peralatan micro pipet; oven; kolom 

kromatografi. 

 

Pembuatan Ekstrak 

Pada penelitian ini, proses ekstraksi dilakukan 

dengan cararefluks dan maserasi (gambar 

1).Sebanyak 1000 gram serbuk simplisia daun 

sirsak dimaserasi dengan n-heksan, didiamkan 

selama 3 hari. Setelah 3 hari ekstrak disaring, 

filtrat diuapkan, residu dimaserasi dengan etil 

asetat selama 3 hari. Setelah 3 hari ekstrak 

disaring, filtrat diuapkan, residu dimaserasi 

dengan etanol 96% selama 3 hari. Setelah 3 hari 

disaring, filtrat diuapkan, residu direfluks 

dengan air. Kemudian disaring, filtrat diuapkan. 

Pada proses maserasi selama 24-72 jam dengan 

sesekali diaduk dan setelah itu disaring. 

Masing-masing filtratnya dipekatkan dengan 

rotary evaporator, kemudian dikeringkan di  

atas penangas air dan disimpan dalam desikator 

sebelum digunakan untuk pengujian aktivitas 

inhibisi AChE. 

 

 Pengujian Aktivitas Inhibisi AchE 

dengan Metode Ellman(Kovarik et al. 2003, 

Ellman et.al.1961, Rhee et. al. 2001) 

a.Larutanstok 

1) Larutan stok DTNB (5,5‟-ditiobis-(asam 2- 

nitrobenzoat) 

Ditambahkan sebanyak 0,6 mL larutan  

dapar (Komponen B) kedalam vial DTNB 

(Komponen A) untuk membuat larutan stok 

DTNB. 
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2) Larutan stok ATCl (asetiltiokolin) 

Ditambahkan sebanyak 0,6 mL akuabides ke 

vial ATCh (Komponen C). 

3) Larutan stok AChE (asetilkolinesterase) 

Ditambahkan sebanyak 100 µL akuabides 

dengan 0,1% BSA (Bovine Serum Albumin) 

ke vial AChE standar (Komponen D) untuk 

membuat 50 unit/mL larutan stok AChE. 

b. Pereaksi ATCh 
Disiapkan campuran pereaksi asetilkolin 

menurut Tabel 1 dan terlindung dari cahaya. 

 

c. Pengenceran berseri standar AChE (0-1000 

mU/ mL) 

1) Ditambahkan 20 L 50 unit / mL larutan 

stok AChE (dari langkah  a.3))  ke  dalam 

980       Llarutan       dapar       (Komponen 

B)sehingga diperoleh 1000 mU / mL larutan 

standar AChE. 

2) Diambil 200 L 1000 mU / mL standar 

AChE untuk dilakukan pengenceran berseri 

sehingga diperoleh 250 ; 62,5 ; 15,625; 

3,9062; 0,9765 ; 0,2441 dan 0,0610 mU / 

mL standar AChE. 

3) Dimasukkan standar AChEdan sampel uji ke 

dalam 96 sumur micro plate yang jernih. 

d. PengujianAktivitas AChE 

4) Ditambahkan campuran pereaksi ATCh  

(dari langkah b.1)) ke masing-masing- 

masing sumur (lihat langkah c.3)) sehingga 

total volume uji asetilkolinesterasesebanyak 

150 µL tiap sumur. 

5) Diinkubasi selama 10 sampai 30 menit pada 

suhu kamar, terlindung dari cahaya. 

6) Dilakukan pengukuran serapan pada  

panjang gelombang 410 ± 5 nm. 
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Gambar 1. Skema Kerja Penelitian 

 

 

 

Tabel 1. Campuran pereaksi asetilkolin untuk satu microplatedengan 96 sumur 

Komponen Volume 
 

Larutan Dapar (Komponen B) 4,5 ml 

Larutan Stok DTNB 250 µl 

Larutan Stok ATCh 250 µl 
Total Volume 5 ml 
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Tabel 2. Campuran dalam satu sumur microplate 
 

Volume µl 
Komponen 

Kontrol Standar Sampel 
Blanko

 Blanko 

    Standar Sampel 

Dapar 50 0 0 50 50 

Standar 0 50 0 50 0 

Sampel 0 0 50 0 50 

AChE 50 50 50 50 50 

ATCh 50 50 50 0 0 
 

4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

Rendemen dan kadar air dalam ekstrak yang 

dihasilkan  dapat  dilihat  pada  tabel  3  dan  4. 

Pada tabel tersebut dapat dilihat bahwakadar 

air masih memenuhi batas yaitu di bawah 10%. 

 

Tabel 3.Rendemen Ekstrak Daun Sirsak 

Sampel % 

Ekstrak air langsung daun sirsak 4,63 

Ekstrak n-heksana daun sirsak 2,09 

Ekstrak etil asetat daun sirsak 2,62 

Ekstrak etanol 96% daun sirsak 2,89 

Ekstrak air tidak langsung daun sirsak 0,95 
 

 
 

Sampel 

Tabel 4.Kadar Air 

% 

2 3 
 
 

Uji aktivitas inhibisi AChE dilakukan 

berdasarkan metode Ellman et al. 

(1961).Metode ini berdasarkan pada reaksi 

hidrolisis substrat ATCh oleh AChE.Dengan 

demikian, IC50 menunjukkan konsentrasi yang 

dapat menghambat reaksi hidrolisis ATCh 

menjadi asetat dan tiokolina sebesar 50%.Nilai 

IC50 yang semakin kecil menunjukkan  

aktivitas inhibisi oleh ekstrak yang semakin 

baik.Hasil uji inhibisi AChE (Tabel 4) 

menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96% dari 

daun Annona muricata Linn. memiliki aktivitas 

inhibisi terbaik dengan IC50 sebesar 103,65 

mg/L. Ekstrak etil asetat, n-heksana, air 

langsung dan air tidak langsung memiliki 

aktivitas inhibisi masing-masing 339,84 mg/L, 

429,36 mg/L, 563,41 mg/L dan 598,33 mg/L. 

Hal ini sejalan penelitian yang dilakukan oleh 

Sampaio et.al tahun 2008 yang menunjukkan 

bahwa  ekstrak  n-heksana  dan  etanol  dari biji 

buah sirsak menunjukkan aktivitas inhibisi 

AChE yang kuat. 

Sementara itu, nilai IC50 kontrol positif 

donepezil HCl dengan IC50 sebesar 5,29 nM 

(2,20 µg/L). Pemilihan donepezil HCl sebagai 

kontrol positif karena donepezil HCl  

merupakan salah satu obat yang mempnyai 

aktivtas inhibisi AChE. Donepezil Sangat 

selektif sebagai inhibisi AChE dan 

direkomendasikan untuk AD ringan, sedang, 

dan berat (Metha 2012). 

Studi terbaru terikat penyakit Alzheimer 

untuk proses inflamasi yang disebabkan  oleh 

zat oksigen reaktif. Stres oksidatif mempunyai 

peranan terhadap fisiopatologi degenerasi 

neuronal. AChE enzim dianggap terkait dengan 

mekanisme disfungsi memori Penyakit 

Alzheimer (AD)(Cole et al., 2005). 

 1   Rata-rata 

Simplisia Daun Sirsak 6,5 7,0 7,2 6,9 
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Tabel 5.Hasil IC50 Pengujian Inhibisi Asetilkolinesterase 
 

Uji IC 50 
 

Infusa Daun Sirsak 563,41 mg/L 

Ekstrak n-heksana daun sirsak 429,36 mg/L 

Ekstrak etil asetat daun sirsak 339,84mg/L 

Ekstrak etanol 96% daun sirsak 103,65 mg/L 

Ekstrak air 598,33mg/L 

  Donepezil HCl 0,002 mg/L  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Grafik Konsentrasi dan % Inhibisi Ekstrak Etanol 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3. Grafik Log Konsentrasi dan % Inhibisi Ekstrak Etanol 
 
 

Hasil KLT dengan beberapa eluen 

menunjukkan adanya beberapa noda  baik 

secara pengamatan langsung maupun dengan 

penampak  noda serium  sulfat.  Hasil  ini selain 

menunjukkan adanya senyawa organik, juga 

digunakan untuk menentukan eluen pada 

pemisahan dengan kromatografi kolom. 
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Gambar 4. Hasil KLT Ekstrak Etanol 

1. Eluen Diklorometana : Metanol = 20 : 1, A : Penyemprot Serium Sulfat, B : Cahaya Tampak 
2. Eluen Diklorometana : Metanol = 10 : 1, A : Penyemprot Serium Sulfat, B : Cahaya Tampak 
3. Eluen Diklorometana : Metanol = 5 : 1, A : Penyemprot Serium Sulfat, B : Cahaya Tampak 
4. Eluen Diklorometana : Metanol = 2 : 1, A : Penyemprot Serium Sulfat, B : Cahaya Tampak 

5. Eluen  Metanol ,  A : Penyemprot Serium Sulfat, B : Cahaya Tampak 

 

 

5. SIMPULAN 

Hasil penelitian terhadap beberapa pelarut 

dari ekstrak daun sirsak menunjukkan bahwa 

ekstrak etanol menunjukkan aktvitas tertinggi 

terhadap inhibisi asetilkolinesterase dengan 

IC50 sebesar 103,63 mg/L. Perlu dilakukan 

penelitian lebih lanjut dengan kromatrografi 

kolom sampai dengan elusidasi struktur untuk 

mendapatkan senyawa yang lebih murni. 
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