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Lampiran 1. Surat Keterangan Lolos Etik 
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Lampiran 2. Hasil Determinasi Tanaman 
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Lampiran 3. Perhitungan Larutan Agonis dan EPMS 

1. Perhitungan Agonis AChM3 

BM AChM3 = 240,1 g/mol. 

Pembuatan larutan stok 2x10-1 M: 

Berat AChM3 yang dibutuhkan → M = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 (𝑔)

𝐵𝑀
 𝑥 

1000

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 (𝑚𝐿)
 

2x10-1 M = 
𝑥 

240,1 𝑔/𝑚𝑜𝑙
 𝑥 

1000

10 𝑚𝐿
 

X  = 
2 𝑥 10−1 𝑀 𝑥 240,1

𝑔

𝑚𝑜𝑙
 𝑥 10 𝑚𝐿

1000
 

X  = 480,2 x 10-3 g. 

X  = 480,2 mg. 

Dilakukan pengenceran dan dibuat seri kadar dari konsentrasi 2x10-2 hingga 

2x10-8.  

2. Perhitungan Atropin Sulfat 

BM Atropin Sulfat = 676,8 g/mol 

→ Pembuatan larutan Atropin konsentrasi 2x10-6 M 

Berat Atropin Sulfat yang dibutuhkan: 

2x10-6 M = 
𝑥 (𝑔)

676,8 𝑔/𝑚𝑜𝑙
 𝑥 

1000

10 𝑚𝐿
 

X  = 
2 𝑥 10−6 𝑀 𝑥 676,8

𝑔

𝑚𝑜𝑙
𝑥 10 𝑚𝐿

1000
 

X  = 13,54 x 10-6 g. 

X  = 13,54 x 10-3 mg. 

Sediaan injeksi yang tersedia = 0,25 mg/mL. 
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→ Volume sediaan yang diambil = 

V = 
13,54 𝑥 10−3 𝑔

0,25 𝑔/𝑚𝐿
 = 54,16 x 10-3 mL ~ 54,16 µL ad 10 mL. 

→ Dosis Atropin volume 100 µL  

13,54 x 10−3 mg

10 mL 
=  

13,54 µg 

10.000 µL 
=  13,54 x 10−4 µg/ µL.   

13,54 x 10-4 µg/ µL x 100 µL = 0,1354 µg. 

→ Konsentrasi larutan Atropin 2x10-6 M sebanyak 100 µL dalam buffer krebs  

20 mL: 

2x10-6 M x 0,1 mL = M2 x 20 mL 

M2   = 
2 𝑥 10−6𝑀 𝑥 0,1 𝑚𝐿

20 𝑚𝐿
  

M2   = 10-8 M ~ 10-2 µM. 

→ Dosis Atropin volume 500 µL  

13,54 x 10−3 mg

10 mL 
=  

13,54 µg 

10.000 µL 
=  13,54 x 10−4 µg/ µL. 

13,54 x 10-4 µg/ µL x 500 µL = 67,7 x 10-2 µg. 

→ Konsentrasi larutan Atropin 2x10-6 M sebanyak 500 µL dalam buffer krebs  

20 mL: 

2x10-6 M x 0,5 mL = M2 x 20 mL 

M2   = 
2 𝑥 10−6𝑀 𝑥 0,5 𝑚𝐿

20 𝑚𝐿
  

M2   = 5 x 10-8 M ~ 5 x 10-2 µM.  
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3. Perhitungan EPMS 

BM EPMS = 260,2 g/mol 

→ Pembuatan larutan stok EPMS konsentrasi 2x10-1 M 

Berat EPMS yang dibutuhkan: 

2x10-1 M = 
𝑥 (𝑔)

260,2 𝑔/𝑚𝑜𝑙
 𝑥 

1000

5 𝑚𝐿
 

X  = 
2 𝑥 10−1 𝑀 𝑥 260,2 

𝑔

𝑚𝑜𝑙
𝑥 5 𝑚𝐿

1000
 

X  = 206,2 mg 

Dilakukan pengenceran hingga mencapai konsentrasi 2x10-2 M. 

→ Dosis EPMS volume 100 µL  

206,2 mg 

5 mL 
=  

206.200 µg

5.000 µL
= 41,24 µg/ µL 

41,24 µg/ µL x 100 µL = 4124 µg ~ 4,124 mg. 

Dilakukan pengenceran 10x hingga mencapai konsentrasi 2x10-2 M dengan 

dosis yang didapatkan yaitu 0,4124 mg. 

→ Konsentrasi larutan EPMS 2x10-2 M sebanyak 100 µL dalam buffer krebs 20  

mL: 

2x10-2 M x 0,1 mL = M2 x 20 mL 

M2   = 
2 𝑥 10−2𝑀 𝑥 0,1 𝑚𝐿

20 𝑚𝐿
  

M2   = 10-4 M ~ 100 µM.  

→ Dosis EPMS volume 200 µL  

206,2 mg 

5 mL 
=  

206.200 µg

5.000 µL
= 41,24 µg/ µL. 
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41,24 µg/ µL x 200 µL = 8248 µg ~ 8,248 mg. 

Dilakukan pengenceran 10x hingga mencapai konsentrasi 2x10-2 M dengan 

dosis yang didapatkan yaitu 0,8248 mg. 

→ Konsentrasi larutan EPMS 2x10-2 M sebanyak 200 µL dalam buffer krebs 20  

mL: 

2x10-2 M x 0,2 mL = M2 x 20 mL 

M2   = 
2 𝑥 10−2𝑀 𝑥 0,2 𝑚𝐿

20 𝑚𝐿
  

M2   = 2 x 10-4 M ~ 200 µM.  
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Lampiran 4. Preparasi Bahan dan Organ

 
Gambar 1. Perajangan rimpang kencur 

 
Gambar 2. Proses maserasi 

 
Gambar 3. Proses pemanasan 

menggunakan Rotary Vacuum 

Evaporator untuk memekatkan ekstrak 

 

Gambar 4. Kristal Kencur setelah 

dilakukan pencucian 

 

  
Gambar 5. Preparasi organ trakea 
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Lampiran 5. Hasil Uji GC-MS 

 

Gambar 6. Uji Gas Chromatography senyawa EPMS 
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Gambar 7. Uji Mass Spectrometry senyawa EPMS  
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Lampiran 6. Data Hasil Uji In-Vitro 

1. Uji Aktivitas Atropin terhadap kontraksi otot polos trakea terinduksi AChM3 

 

Gambar 8. Persentase kenaikan agonis sebelum dilakukan perlakuan 

 

Gambar 9. Persentase kenaikan agonis setelah pemberian Atropin 

konsentrasi 0,01 µM 

  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

-10,0 33,06 18,75 38,46 24,39 44,25 25,00 22,22 40,38 36,11 37,50 32,01 2,77

-9,5 38,02 25,00 38,46 29,27 54,87 31,25 25,00 44,23 43,06 51,56 38,07 3,32

-9,0 41,32 29,17 47,44 34,15 59,29 36,11 25,00 44,23 43,06 51,56 41,13 3,28

-8,5 56,20 29,17 52,56 40,24 61,95 50,69 38,89 55,77 43,06 56,25 48,48 3,23

-8,0 61,98 39,58 52,56 45,12 66,37 50,69 38,89 61,54 47,22 75,00 53,90 3,78

-7,5 80,99 50,00 73,08 51,22 69,03 56,25 38,89 61,54 47,22 75,00 60,32 4,37

-7,0 82,64 64,58 73,08 56,10 72,57 65,97 38,89 76,92 52,78 75,00 65,85 4,19

-6,5 95,87 79,17 74,36 68,29 80,53 75,00 38,89 82,69 54,17 75,00 72,40 5,01

-6,0 97,52 87,50 75,64 75,61 90,27 84,03 44,44 88,46 61,11 76,56 78,11 4,94

-5,5 100,00 91,67 84,62 90,24 97,35 88,89 68,06 90,38 88,89 87,50 88,76 2,71

-5,0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00

Mean SEM
Respon kontraksi

log

1 2 3 4 5

-10,0 16,67 16,67 38,46 17,07 44,25 26,62 6,08

-9,5 16,67 20,83 38,46 18,29 21,24 23,10 3,93

-9,0 16,67 27,08 38,46 19,51 24,78 25,30 3,77

-8,5 16,67 29,17 38,46 20,73 24,78 25,96 3,75

-8,0 16,67 31,25 42,31 21,95 24,78 27,39 4,41

-7,5 16,67 33,33 52,56 25,61 24,78 30,59 6,09

-7,0 25,76 35,42 57,69 31,71 24,78 35,07 5,98

-6,5 36,36 37,50 58,97 40,24 25,66 39,75 5,41

-6,0 59,85 39,58 61,54 47,56 30,09 47,72 5,98

-5,5 73,48 50,00 61,54 74,39 51,33 62,15 5,21

-5,0 90,91 77,08 61,54 62,20 76,11 73,57 5,45

Respon kontraksi
Mean SEMlog



83 

 

 

 

Gambar 10. Persentase kenaikan agonis setelah pemberian Atropin 

konsentrasi 0,05 µM 

 

Gambar 11. Perhitungan Parameter Antagonis (pA2) Atropin terhadap 

Reseptor AChM3 

2. Uji Aktivitas EPMS terhadap kontraksi otot polos trakea terinduksi AChM3 

 

Gambar 12. Persentase kenaikan agonis sebelum dilakukan perlakuan 

1 2 3 4 5

-10,0 29,17 44,44 34,62 38,89 12,50 31,92 5,47

-9,5 29,17 44,44 34,62 38,89 23,44 34,11 3,66

-9,0 34,72 44,44 34,62 38,89 23,44 35,22 3,45

-8,5 35,42 44,44 34,62 38,89 23,44 35,36 3,45

-8,0 37,50 44,44 34,62 38,89 28,13 36,71 2,68

-7,5 40,28 44,44 38,46 40,28 32,81 39,25 1,89

-7,0 40,28 44,44 38,46 40,28 39,06 40,50 1,05

-6,5 40,97 44,44 38,46 41,67 46,88 42,48 1,45

-6,0 47,92 44,44 38,46 44,44 46,88 44,43 1,64

-5,5 49,31 44,44 38,46 55,56 48,44 47,24 2,83

-5,0 62,50 52,78 80,77 55,56 70,31 64,38 5,10

SEM
Respon kontraksi

log Mean

pD2 A or A' A'/A x-1 log(x-1) Log M

(uM)

1 Kontrol 8,25 0,0000000056

2 (+) Atropin 0,01 uM 6,22 0,00000060 107,1519 106,1519 2,025928 10 0,01 -2

3 (+) Atropin 0,05 uM 5,46 0,00000347 616,595 615,595 2,789295 50 0,05 -1,30103

Kons M

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

-10,0 19,05 28,06 48,08 48,65 19,05 10,53 18,55 47,62 15,63 16,13 27,13 4,78

-9,5 24,60 33,09 51,92 56,76 19,05 10,53 18,55 57,14 25,00 19,35 31,60 5,49

-9,0 30,16 38,85 55,77 59,46 33,33 12,63 18,55 59,52 53,13 25,81 38,72 5,50

-8,5 34,13 43,17 57,69 62,16 47,62 12,63 18,55 61,90 78,13 41,94 45,79 6,43

-8,0 41,27 50,36 63,46 62,16 61,90 14,74 20,16 69,05 81,25 54,84 51,92 6,67

-7,5 48,41 58,27 67,31 64,86 76,19 23,16 30,65 73,81 87,50 64,52 59,47 6,38

-7,0 57,94 68,35 73,08 70,27 76,19 37,89 38,71 78,57 87,50 70,97 65,95 5,19

-6,5 70,63 75,54 75,00 70,27 85,71 58,95 50,00 85,71 87,50 77,42 73,67 3,80

-6,0 83,33 83,45 88,46 78,38 90,48 73,68 65,32 88,10 93,75 80,65 82,56 2,69

-5,5 93,65 92,09 88,46 89,19 100,00 93,68 85,48 90,48 93,75 93,55 92,03 1,25

-5,0 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00

Mean SEMlog
Respon kontraksi
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Gambar 13. Persentase kenaikan agonis setelah pemberian EPMS 

konsentrasi 100 µM 

 

Gambar 14. Persentase kenaikan agonis setelah pemberian EPMS 

konsentrasi 500 µM 

 

Gambar 15. Perhitungan Parameter Antagonis (pA2) EPMS terhadap 

Reseptor AChM3 

1 2 3 4 5

-10,0 29,55 25,90 10,71 32,43 35,71 26,86 4,35

-9,5 33,33 28,78 12,50 32,43 35,71 28,55 4,16

-9,0 34,85 33,09 17,86 35,14 35,71 31,33 3,40

-8,5 37,12 35,97 19,64 35,14 35,71 32,72 3,28

-8,0 37,12 43,17 25,00 35,14 45,24 37,13 3,56

-7,5 40,91 47,48 28,57 40,54 50,00 41,50 3,72

-7,0 50,00 56,12 33,93 48,65 50,00 47,74 3,69

-6,5 62,12 64,75 42,86 56,76 57,14 56,73 3,78

-6,0 71,21 74,82 51,79 70,27 64,29 66,47 4,04

-5,5 80,30 82,73 57,14 75,68 85,71 76,31 5,07

-5,0 92,56 89,21 62,50 81,08 95,24 84,12 5,91

Respon kontraksi
log Mean SEM

1 2 3 4 5

-10,0 21,05 28,23 38,10 12,50 0,00 19,97 6,53

-9,5 25,26 28,23 42,86 12,50 9,68 23,70 5,97

-9,0 26,32 28,23 50,00 18,75 12,90 27,24 6,31

-8,5 30,53 28,23 52,38 37,50 32,26 36,18 4,33

-8,0 35,79 28,23 57,14 43,75 38,71 40,72 4,81

-7,5 41,05 28,23 61,90 43,75 45,16 44,02 5,38

-7,0 41,05 28,23 69,05 46,88 61,29 49,30 7,25

-6,5 43,16 32,26 73,81 50,00 70,97 54,04 8,02

-6,0 54,74 35,48 80,95 50,00 74,19 59,07 8,26

-5,5 54,74 43,55 85,71 59,38 74,19 63,51 7,42

-5,0 54,74 51,61 90,48 90,63 90,32 75,55 9,15

log Mean SEM
Respon kontraksi

pD2 A or A' A'/A x-1 log(x-1) Log M

(uM)

1 Kontrol 8,4 0,0000000040

2 (+) EPMS 100 6,98 0,00000010 26,30268 25,30268 1,403167 10 0,01 -2

3 (+) EPMS 200 6,82 0,00000015 38,01894 37,01894 1,568424 50 0,05 -1,30103

Kons M
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Lampiran 7. Hasil Uji Statistik 

 Tests of Normality 

 

  perlakuan 

Kolmogorov-Smirnov(a) Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

nilai PD2 kontrol ,186 10 ,200(*) ,918 10 ,339 

atropin 100 ,299 5 ,164 ,819 5 ,115 

atropin 500 ,226 5 ,200(*) ,969 5 ,869 

epmc 100 ,256 5 ,200(*) ,851 5 ,197 

epmc 200 ,154 5 ,200(*) ,990 5 ,978 

*  This is a lower bound of the true significance. 

a  Lilliefors Significance Correction 

 

 Descriptives 
 

  perlakuan   Statistic Std. Error 

pD2 kontrol asetilkolin Mean 8,0600 ,17572 

95% Confidence 
Interval for Mean 

Lower Bound 7,6625   

Upper Bound 
8,4575   

5% Trimmed Mean 8,0656   

Median 8,1150   

Variance ,309   

Std. Deviation ,55568   

Minimum 7,26   

Maximum 8,76   

Range 1,50   

Interquartile Range 1,05   

Skewness -,114 ,687 

Kurtosis -1,692 1,334 

Atropin 100 uL Mean 6,2180 ,37302 

95% Confidence 
Interval for Mean 

Lower Bound 5,1823   

Upper Bound 
7,2537   

5% Trimmed Mean 6,1761   

Median 5,9600   
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Variance ,696   

Std. Deviation ,83410   

Minimum 5,55   

Maximum 7,64   

Range 2,09   

Interquartile Range 1,30   

Skewness 1,750 ,913 

Kurtosis 3,244 2,000 

Atropin 500 uL Mean 5,4600 ,09566 

95% Confidence 
Interval for Mean 

Lower Bound 5,1944   

Upper Bound 
5,7256   

5% Trimmed Mean 5,4594   

Median 5,4900   

Variance ,046   

Std. Deviation ,21389   

Minimum 5,17   

Maximum 5,76   

Range ,59   

Interquartile Range ,36   

Skewness ,093 ,913 

Kurtosis 1,088 2,000 

EPMS 100 uL Mean 6,9780 ,23739 

95% Confidence 
Interval for Mean 

Lower Bound 6,3189   

Upper Bound 
7,6371   

5% Trimmed Mean 7,0028   

Median 7,0900   

Variance ,282   

Std. Deviation ,53082   

Minimum 6,10   

Maximum 7,41   

Range 1,31   

Interquartile Range ,88   

Skewness -1,490 ,913 

Kurtosis 2,279 2,000 

EPMS 200 uL Mean 6,8160 ,61121 

95% Confidence 
Interval for Mean 

Lower Bound 5,1190   

Upper Bound 
8,5130   

5% Trimmed Mean 6,8028   

Median 6,6300   

Variance 1,868   
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Std. Deviation 1,36670   

Minimum 5,10   

Maximum 8,77   

Range 3,67   

Interquartile Range 2,42   

Skewness ,383 ,913 

Kurtosis ,412 2,000 

 
 

Test of Homogeneity of Variances 

 

nilai PD2 

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

2,690 4 25 ,054 

 

ANOVA 

nilai PD2 

 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between 

Groups 
26,185 4 6,546 11,410 ,000 

Within Groups 14,343 25 ,574   

Total 40,528 29    

 

  



88 

 

 

Lampiran 8. Hasil Uji In-Silico 

1. Uji Validasi Native Ligand (Tiotropium) dengan Reseptor AChM3 

 

2. Uji Validasi EPMS dengan Reseptor AChM3 
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3. Uji Validasi Atropin dengan Reseptor AChM3 

 

 

 


