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ABSTRAK

Hadya, Chorida Muhjatul. 2018. Metabolite profiling Ekstrak Bawang Dayak
(Eleutherine palmifolia (L.) Merr.) dari Berbagai Daerah di Indonesia dengan
Metode HPTLC-Densitometri. Skripsi. Jurusan Farmasi Fakultas Kedokteran
dan llmu Kesehatan Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.
Pembimbing I: Dr. Roihatul Muti’ah, M.Kes., Apt.; Pembimbing II: Burhan
Ma’arif Z.A., M.Farm., Apt.

Eleutherine palmifolia (L.) Merr. (E. palmifolia) adalah salah satu tanaman yang
dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku obat herbal. Perbedaan lokasi tumbuh tanaman
obat akan berpengaruh terhadap perbedaan kandungan metabolit. Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui profil metabolit dari 6 lokasi yang berbeda, yaitu Jawa Barat, Jawa
Tengah, Jawa Timur, Kalimantan Timur, Kalimantan Tengah dan Kalimantan Selatan. E.
palmifolia dari berbagai lokasi dibuat serbuk simplisia kemudian di ukur kadar airnya.
Ekstraksi dilakukan menggunakan UAE kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator
untuk mendapatkan ekstrak kental. Ekstrak kental yang diperoleh dilakukan optimasi fase
gerak dengan metode KLT untuk mendapakan fase gerak yang optimal menggunakan fase
gerak kloroform: metanol (8:2 v/v) dan n-heksana: etil asetat (6:4 v/v). Fase gerak yang
terpilih kloroform: metanol (8:2 v/v) selanjutya digunakan untuk validasi metode yang
meliputi uji presisi dengan perbandingan konsentrasi 10.000 ppm dan 20.000 ppm dan uji
stabilitas pada menit ke-0, 15, 30, 45, 60, 75 dan 90. Uji profil metabolit dengan metode
HPTLC-Densitometri dengan menggunakan konsentrasi 10.000 ppm dengan 3 kali
replikasi. Semua sampel mengandung Rf 013, 028, 040, 071 dan 087. Selanjutnya
dilakukan analisis profil metabolit dengan PCA dan HCA. Hasil analisa profil metabolit
dengan PCA menunjukkan bahwa E. palmifolia dari 6 lokasi yang berbeda memberikan
profil metabolit berbeda dan terdapat 3 metabolit yang berpengaruh signifikan pada
pembentukan kluster sampel yaitu Rf 055, 059, dan 044. Hasil analisa HCA menunjukkan
bahwa ke-6 daerah berada pada satu kluster yang sama.

Kata-kata kunci : Eleutherine palmifolia (L.) Merr., perbedaan lokasi tumbuh, profil
metabolit
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ABSTRACT

Hadya, Chorida Muhjatul. 2018. Metabolite Profiling of Dayak Onion Extract
(Eleutherine palmifolia (L.) Merr.) from Several Regions in Indonesia by
HPTLC-Densitometry Method. Undergraduate Thesis. Department of
Pharmacy, Faculty of Medicine and Health Science, State Islamic University of
Maulana Malik Ibrahim Malang. Advisor I: Dr. Roihatul Muti’ah, M.Kes., Apt.;
Advisor II: Burhan Ma'‘arif Z.A., M.Farm., Apt.

Eleutherine palmifolia (L.) Merr. (E. palmifolia) is one of the plants that can be
used as raw material for herbal medicines. The difference in the location of growing
medicinal plants will affect the differences of metabolite content. This study aims to
determine the profile of metabolites from 6 different locations, those are West Java, Central
Java, East Java, East Kalimantan, Central Kalimantan and South Kalimantan. E. palmifolia
from various locations is made a simplicia powder then measured the water content.
Extraction was carried out using UAE and concentrated with rotary evaporator to get a
thick extract. The thick extract was carried out by mobile phase optimization using TLC
method and to obtain the optimal mobile phase used the mobile phase of chloroform:
methanol (8:2 v /v) and n-hexane: ethyl acetate (6:4 v /v). The selected mobile phase of
chloroform: methanol (8:2 v/v) were used for method validation which included precision
testing with a ratio of concentrations of 10,000 ppm and 20,000 ppm and stability tests at
0, 15™, 30™, 45" 60", 75" and 90" minutes. The profile of metabolites was tested by
HPTLC-Densitometry method using a concentration of 10,000 ppm with 3 replications. All
samples contained Rf value 013, 028, 040, 071 and 087. Analysis of the metabolite profile
conducted by PCA and HCA method. The results of metabolite profiling analysis with PCA
showed that E. palmifolia from 6 different locations gave a different metabolite profiles
and there were 3 metabolites which had a significant effect on the formation of sample
clusters, with Rf value 055, 059, and 044. The results of the HCA analysis showed that all
6 regions are in the same cluster.

Key words : Eleutherine palmifolia (L.) Merr., differences in growth location,
metabolite profile
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pengobatan suatu penyakit dapat dilakukan salah satunya dengan
memanfaatkan bahan yang berasal dari tanaman. Tanaman merupakan sumber
bahan obat yang banyak digunakan hampir di seluruh negara, salah satunya
Indonesia. Indonesia merupakan negara kaya akan sumber daya alamnya memiliki
sekitar 30.000 jenis tumbuhan dan kurang lebih 7.000 spesies diantaranya diketahui
sebagai tanaman berkhasiat (Sie, 2013). Banyak tanaman yang dapat dimanfaatkan
sebagai tumbuhan obat untuk meningkatkan kesehatan, memulihkan kesehatan,
pencegahan penyakit dan penyembuhan oleh masyarakat. Tanaman tersebut secara
empiris digunakan sebagai pengobatan berbagai penyakit (Saifudin, 2011).

Pengobatan secara tradisonal telah lama digunakan oleh masyarakat
Indonesia. Efek yang ditimbulkan dari obat tradisional dirasakan langsung oleh
masyarakat yang mengkonsumsi, sehingga penggunaannya cenderung meningkat.
Menurut World Health Organization (WHO) menyebutkan bahwa 65% penduduk
negara-negara maju telah menggunakan pengobatan tradisional (Depkes, 2007).

Keanekaragaman tumbuhan berkhasiat obat menjadi potensi untuk
pengembangan obat baru. Berbagai penelitian dan pengembangan dilakukan untuk
peningkatan mutu dan keamanan produk agar dapat dipercaya oleh masyarakat.

Peraturan Menteri Kesehatan Republik Indonesia menerangkan bahwa produk
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fitofarmaka diperlukan adanya pengendalian mutu simplisia yang akan digunakan
untuk bahan baku obat atau sediaan galenik (BPOM, 2005).

Obat tradisional dibuat dalam bentuk ekstrak untuk kemudahan
pengelolahannya. Ekstrak yang dibuat disesuaikan dengan kebutuhan. Bahan baku
tanaman obat yang digunakan kebanyakan tidak dikontrol kualitasnya. Salah satu
cara untuk memperoleh simplisia yang baik adalah dengan standarisasi simplisia.
Standarisasi dilakukan untuk menjamin mutu simplisia agar memperoleh efek
farmakologi yang diinginkan (BPOM, 2005).

Keanekaragaman tanaman di Indonesia merupakan suatu pemberian dari
Sang Pencipta. Maka kita harus selalu bersyukur dan memanfaatkan secara baik.
Telah disebutkan dalam Al-Quran bahwa Allah menyuruh manusia untuk
memperhatikan keadaan bumi. Jangan sampai menyia-nyiakan ciptaanNya. Seperti

yang dijelaskan dalam Firman Allah surat Asy Syu’ara’ ayat 7 yang berbunyi

0o -

. & > - w R . /,/YE’,/ . 5”’» ~ . //5;
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Artinya : “Apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya Kami
tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” (Q.S asy-
Syu’ara’ (26) ayat 7).

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah telah menumbuhkan tumbuh-
tumbuhan yang baik dan memerintahkan kepada kita untuk memperhatikan hal
tersebut (Shihab, 2002). Tumbuhan tersebut dapat dimanfaatkan untuk pengobatan
karena mengandung zat-zat yang bermanfaat untuk kesehatan dan tidak ada yang
sia-sia. Pengobatan suatu penyakit menggunakan obat herbal adalah salah satu

bentuk usaha untuk mengobati suatu penyakit. Salah satu tanaman yang bisa

dijadikan obat adalah bawang dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.).



Dilaporkan bahwa E. palmifolia memiliki potensi dan nilai yang besar untuk diolah
sebagai tanaman obat karena mengandung metabolit sekunder dengan aktivitas
biologis yang baik (Insanu et al., 2014).

E. palmifolia biasa digunakan secara empiris untuk pengobatan. Tanaman ini
banyak tumbuh di daerah Kalimantan. Bagi penduduk lokal, tanaman ini digunakan
sebagai bahan untuk pengobatan tradisional (Sa’adah dan Nurhasnawati, 2015).
Tanaman khas Kalimantan ini memiliki daun berwarna hijau dengan Bunga
berwarna putih serta umbi berwarna merah seperti umbi bawang merah. Rebusan
air umbi bawang dayak dipercaya oleh penduduk setempat dapat digunakan sebagai
obat kanker payudara, hipertensi, diabetes militus, kolesterol dan bisul (Fabrinda
dkk, 2013). Bagian umbi E. palmifolia mengandung senyawa fenolat golongan
Naphtoquinones seperti elecanacine, eleutherine, eleutherol, dan eleutherinone
(Hara et al., 2008). Naphtoquinones memiliki kandungan sebagai antimikroba,
antifungal, antiviral dan antiparasitik. Senyawa Naphtoquinones juga memiliki
aktivitas anti kanker, antioksidan di dalam sel vakuola dalam bentuk glikosida
(Babula et al., 2005).

Pengembangan obat baru yang berasal dari tanaman mengalami kendala
karena bervariasinya kandungan senyawa yang ada pada tanaman. Kandungan
senyawa kimia yang bertanggung jawab terhadap respon biologis harus mempunyai
standar informasi komposisi (jenis dan kadar) (Isnawati dkk, 2006). Faktor yang
menyebabkan bervariasinya kandungan tersebut dapat dibedakan menjadi 2 yaitu
faktor internal (genetik, ontogenik, dan morfogenik) dan faktor eksternal atau

lingkungan yang dapat dibedakan lagi menjadi 2 faktor yaitu faktor biotik (stress



akibat bakteri, virus, fungi dan parasit) dan faktor abiotik (perbedaan geografi,
ketinggian tempat tumbuh, perubahan iklim, jenis dan kondisi tanah, ketersediaan
air, kandungan mineral, dan stress akibat temperatur, radiasi dan senyawa kimia)
(Verma and Shukla, 2015). Ketinggian tempat tumbuh yang berbeda dapat
menyebabkan perbedaan ketersediaan unsur hara, kelembapan, intensitas cahaya
matahari dan suhu. Perbedaan tersebut secara langsung maupun tidak akan
mempengaruhi metabolisme tumbuhan, terutama pada tumbuhan obat karena
berhubungan dengan zat aktif. Kekurangan unsur hara makro maupun mikro juga
dapat mengganggu pertumbuhan tanaman (Prihmantoro dan Indriani, 2001).

Pemahaman tentang variasi metabolit diperlukan untuk memahami bahwa
faktor lingkungan mempengaruhi pertumbuhan tanaman (Brunetti et al., 2013).
Analisis komponen suatu organisme pada waktu tertentu atau kondisi tertentu
disebut metabolomik (Hall, 2006). Metabolomik dapat digunakan untuk
mengkorelasikan antara bioaktivitas dan profil kimia dengan tujuan untuk
idenstifikasi komponen bioaktif pada tanaman (Yuliana et al., 2011). Analisa pada
metabolomik dapat dilakukan melalui pemrofilan metabolit (metabolite profiling).
Metabolite profiling adalah suatu metode analisis untuk mengidentifikasi metabolit
pada sampel (Dettmer et al., 2007).

Obat-obatan dengan komposisi tanaman harus dilakukan identifikasi dan
kontrol kualitas karena untuk membuat sediaan fitofarmaka harus memenuhi
beberapa persyaratan. Sediaan fotofarmaka adalah sediaan obat bahan alam yang
telah dibuktikan keamanan dan khasiatnya secara ilmiah dengan uji preklinik dan

uji klinik, bahan baku dan produk telah distandarisasi (BPOM, 2005).



Berdasarkan uraian diatas, untuk standarisasi bahan baku perlu dilakukan
metabolite profiling ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia dari beberapa lokasi
yang berbeda untuk mengetahui bagaimana profil metabolit E. palmifolia dan
apakah ada perbedaan dari masing-masing daerah. Pengambilan sampel E.
palmifolia berasal dari 6 lokasi dengan kondisi yang berbeda, yaitu Desa Srengat,
Blitar, Jawa Timur (127 mdpl); Kelurahan Kalisoro, Karanganyar, Jawa Tengah
(2221 mdpl); Desa Sukaharja, Bogor, Jawa Barat (668 mdpl); Kelurahan Karang
Rejo, Balikpapan, Kalimantan Timur (29 mdpl); Kelurahan Baru, Kotawaringin
Barat, Kalimantan Tengah (10 mdpl); Banjarbaru, Banjarmasin, Kalimantan
Selatan (31 mdpl) (elevationmap.net, 2017).

Pada penelitian ini, metabolite profiling ekstrak etanol 96% umbi E.
palmifolia dari 6 lokasi yang berbeda dianalisa dengan menggunakan High
Performance Thin Layer Chromatography (HPTLC) Densitometri. HPTLC-
Densitometri mempunyai keunggulan dengan menyajikan hasil gambar yang
berwarna, beberapa hasil profil dapat disajikan secara bersama secara otomatis.
Teknik ini sudah banyak digunakan sebagai analisis metabolite profiling untuk
pengendalian mutu obat tradisional (Fan et al., 2006; Ankli et al., 2008; Pudumo et
al., 2018) Analisis profil metabolit menggunakan kromatografi untuk
membandingkan komponen-komponen dalam suatu ekstrak. Pengembangan
metabolit profiling menggunakan HPTLC karena efektif, efisien dan ekonomis
untuk analisa senyawa dalam jumlah yang banyak (Alphonso and Saraf, 2012).

Data metabolite profiling yang merupakan pola metabolit sekunder (Rf, Area,

dan % area) juga dapat dibandingkan dengan marker sehingga dapat diketahui



bagaimana profil metabolit umbi E. palmifolia dan apakah ada perbedaan dari
masing-masing daerah dengan kondisi yang berbeda menggunakan analisis data
multivariat menggunakan PCA dan HCA sehingga dapat digunakan sebagai acuan

penelitian selanjutnya.

1.2 Rumusan Masalah

1. Bagaimana profil metabolit ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia dari 6 lokasi
yang berbeda yaitu Srengat Blitar (Jawa Timur), Tawangmangu Karanganyar
(Jawa Tengah), Cijeruk Bogor (Jawa Barat), Balikpapan Balikpapan
(Kalimantan Timur), Arut Selatan Kotawaringin Barat (Kalimantan Tengah),
Banjarbaru Banjarbaru (Kalimantan Selatan)?

2. Apakah ada perbedaan profil metabolit antara ekstrak etanol 96% umbi E.
palmifolia dari 6 lokasi yang berbeda yaitu Srengat Blitar (Jawa Timur),
Tawangmangu Karanganyar (Jawa Tengah), Cijeruk Bogor (Jawa Barat),
Balikpapan Balikpapan (Kalimantan Timur), Arut Selatan Kotawaringin Barat
(Kalimantan Tengah), Banjarbaru Banjarbaru (Kalimantan Selatan) dengan

metode HPTLC-Densitometri?

1.3 Tujuan
1. Mengetahui profil metabolit ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia dari 6 lokasi
yang berbeda yaitu Srengat Blitar (Jawa Timur), Tawangmangu Karanganyar

(Jawa Tengah), Cijeruk Bogor (Jawa Barat), Balikpapan Balikpapan



(Kalimantan Timur), Arut Selatan Kotawaringin Barat (Kalimantan Tengah),
Banjarbaru Banjarbaru (Kalimantan Selatan).

2. Mengetahui perbedaan profil metabolit antara ekstrak etanol 96% umbi E.
palmifolia dari 6 lokasi yang berbeda yaitu Srengat Blitar (Jawa Timur),
Tawangmangu Karanganyar (Jawa Tengah), Cijeruk Bogor (Jawa Barat),
Balikpapan Balikpapan (Kalimantan Timur), Arut Selatan Kotawaringin Barat
(Kalimantan Tengah), Banjarbaru Banjarbaru (Kalimantan Selatan) dengan

metode HPTLC-Densitometri.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Teoritis
Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah tentang
kandidat senyawa marker dari ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia dengan
menganalisa profil metabolit menggunakan HPTLC Densitometri.
1.4.2 Manfaat Terapan
Metode profil metabolit dapat digunakan sebagai dasar penerapan penetuan
dosis, toksisitas, aktivitas dan identifikasi adulteration dengan bahan baku ekstrak

etanol 96% umbi E. palmifolia untuk pengembangan obat baru.

1.5 Batasan Masalah
Batasan masalah pada penelitian ini adalah
1. Sampel yang digunakan adalah umbi E. palmifolia yang diperoleh dari 6 lokasi

yang berbeda, yaitu Srengat Blitar (Jawa Timur), Tawangmangu Karanganyar



(Jawa Tengah), Cijeruk Bogor (Jawa Barat), Balikpapan Balikpapan
(Kalimantan Timur), Arut Selatan Kotawaringin Barat (Kalimantan Tengah),
Banjarbaru Banjarbaru (Kalimantan Selatan).

2. Metode ekstraksi yang digunakan adalah metode ekstraksi ultrasonik dengan
menggunakan pelarut etanol 96%.

3. Instrumen analisis yang digunakan adalah HPTLC-Densitometri.

4. Profil metabolit yang dihasilkan diolah dengan menggunakan PCA dan HCA.



BAB Il

TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Tentang Eleutherine palmifolia (L.) Merr.

2.1.1 Klasifikasi Tumbuhan

Kerajaan : Plantae
Devisi : Magnoliophyta
Sub Devisi : Angiospermae
Kelas : Monocotyledonae
Ordo . Liliales
Famili : Liliaceae
Genus : Eleutherine

Spesies  : Eleutherine palmifolia (L.) Merr.
Sinonim : Eleutherine bulbosa, Eleutherine plicata Herb.,
Eleutherine americana (Aubl.) Merr.
(Backer, 1963)

2.1.2 Deskripsi Tumbuhan
Bawang dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.) merupakan tumbuhan khas
dari Kalimantan yang termasuk tanaman perdu. Tanaman ini termasuk tanaman
herbal. Umbinya berbentuk seperti telur dengan diameter 0,5-3,5 cm dengan
beberapa lapisan berwarna merah coklat. Daunnya berjumlah 1-4 dengan ukuran

19-36 cm x 0,5 cm x 1,4 (2-3) cm. Secara jelas berbarik-barik dengan batang bunga
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yang panjangnya 22-30 cm. Bunganya berdiameter 2,5 cm. Bunga tersebut mekar
pada sore hari untuk beberapa jam saja (Padhi et al., 2015).

E. palmifolia memiliki beberapa nama berbeda di Indonesia, yaitu bawang
hantu atau bawang makkah (Kalimantan), bawang kapal (Sumatera), babawangan
beureum (Sunda, Jawa Barat) (Puspadewi dkk, 2013), bawang hutan sebutan dari

daerah Sulawesi Tengah (Sharon dkk, 2013).

Gambar 2.1 Daun (A), Batang (B), Umbi (C), Akar (D), Bunga (E) Bawang
Dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.)

2.1.3 Tempat Tumbuh

E. palmifolia tumbuh subur di daerah pegunungan antara 600-1500 diatas
permukaan laut. Umbi E. palmifolia menjadi cepat busuk jika ditanam di tanah yang
mengandung banyak air dan bersifat liat. Air dalam tanah yang tidak bisa mengalir
dengan baik menyebabkan umbi cepat busuk sehingga umbi berada dalam suasana
yang basah (Indrawati dan Razimin, 2013). Tanaman ini mudah dibudidayakan,
tidak tergantung musim dan dalam waktu 2 hingga 3 bulan setelah tanam sudah

dapat dipanen (Amanda, 2014).
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2.1.4 Kandungan Kimia

Secara tradisional E. palmifolia digunakan sebagai pengobatan hidung
tersumbat dengan penambahan lengkuas. Pada suku dayak, beberapa orang
menggunakan umbi untuk meningkatkan produksi ASI dan juga pengobatan
diabetes, kanker payudara, stroke, hipertensi dan kelainan seksual. Di daerah lain
ditemukan untuk pengobatan penyakit coroner, pengobatan diuretik, penurunan
proteombin, antihipertensi dan penyembuhan luka (Insanu et al., 2014). Umbi E.
palmifolia juga dikenal bisa untuk mengobati bisul atau penyakit kulit dari parutan
umbinya kemudian ditempel pada daerah yang luka (Galingging, 2009).

E. palmifolia mengandung metabolit sekunder antara lain alkaloid, glikosida,
flavonoid, fenolik, kuinon, steroid, zat tannin dan minyak atsiri. Flavonoid dan
polifenol banyak dijumpai di bagian daun dan umbinya (Puspadewi dkk, 2013).
Alkaloid dapat digunakan sebagai antimikroba. Glikosida dan flavonoid dapat
digunakan sebagai hipoglikemik. Sedangkan tanin bisa digunakan sebagai obat
sakit perut (Galingging, 2009).

Ada tiga golongan senyawa terbesar yang diisolasi dari Eleutherine palmifolia
yaitu naphthalene, anthraquinone dan naphtoquinone (Insanu et al., 2014) yang
dapat digunakan sebagai antifungal, antimikroba, antiviral, dan antiparasitik. Selain
itu naphtoquinone juga bisa digunakan untuk antikanker dan antioksidan yang

dapat ditemukan dalam sel vakuola dalam bentuk glikosida (Hara, 1997).
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2.2 Lokasi Pengambilan Sampel

Indonesia diapit oleh 2 Samudera yaitu Samudera Hindia dan Samudera
Pasifik. Letak geografis Indonesia berada pada titik koordinat 6° LU-11° LS dan
95° BT-141° BT. Luas daerah Indonesia mencapai 1.922.570 km? dan luas lautan
3.257.483 km? dengan ketinggian 0 mdpl di Samudera Hindia dan 5.030 mdpl di
Puncak Jaya Papua. Suhu di Indonesia rata-rata 23-40°C tetapi pada puncak Jaya
Wijaya suhu mencapai 0°C. Penentuan musim diengaruhi oleh angin Mosun Timur
yang bertiup dari Selatan Tenggara kering yang sedikit membawa air dari bulan
Juni hingga Oktober dan angin Mosun Barat yang banyak membawa uap air dan
hujan bertiup dari bulan November hingga Mei. Curah hujan rata-rata di Indonesia
1600nm setahun. Pulau terbesar di Indonesia meliputi Jawa, Kalimantan, Sulawesi,
Sumatera dan Papua (Kemendagri, 2017).

Provinsi Jawa Barat secara geografis terletak di antara 50°50’-70°50” LS dan
104°48°-108°48* BT. Wilayah Jawa Barat sebelah utara berbatasan dengan Laut
Jawa dan DKI Jakarta, sebelah Timur berbatasan dengan Provinsi Jawa Tengah,
sebelah Selatan berbatasan dengan Samudra Indonesia dan sebelah Barat
berbatasan dengan Provinsi Banten. Luas daerah Jawa Barat adalah 35.377,76 km?.
Iklim di Jawa Brata adalah tropis dengan suhu 9 °C di Puncak Gunung Pangrango
dan 34 °C di Pantai Utara. Curah hujan rata-rata 2.000 mm per tahun, namun di
beberapapa daerah pegunungan antara 3.000-5.000 mm per tahun. Ketinggian
didaerah Jawa Barat dapat dibedakan menjadi 4, yaitu di wilayah pegunungan
curam di selatan dengan ketinggian lebih dari 1.500 mdpl, wilayah lereng bukit

yang landau di tengah ketinggian 100-1.500 mdpl, wilayah dataran luas di utara
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ketinggian 0-10mdpl, dan wilayah aliran sungah. Jawa Barat memiliki banyak lahan
pertanian yang subur berasal dari endapan vulkanis serta banyaknya aliran sungai.
Jawa Barat memiliki 16 kabupaten dan 9 kota, yaitu Kabupaten Bogor, Sukambumi,
Cianjur, Bandung, Garut, Tasikmalaya, Ciamis, Kuningan, Cirebon, Majalengka,
Sumedang, Indramayu, Subang, Purwakarta, Karawang, Bekasi, Kota Bogor,
Sukabumi, Bandung, Cirebon, Bekasi, Depok, Cimahi, Tasikmalaya, Banjar
(Pemerintah Provinsi Jawa Barat, 2017).

Provisi Jawa Tengah dengan luas wilayah 32.800,69 km? terletak di 5°40°-
8°30’ LS dan 108°30-111°30’ BT. Jawa Tengah diapit oleh dua provinsi besar yaitu
Jawa Barat dan Jawa Timur. Suhu rata-rata di Jawa Tengah berkisar antara 18°C-
28°C dengan curah hujan tahunan rata-rata 2.000 mm. Terdapat 29 Kabupaten dan
6 kota di Jawa Tengah, yaitu Kabupaten Banyumas, Batang, Blora, Boyolali,
Brebes, Cilacap, Demak, Grobogan, Jepara, Karanganyar, Kebumen, Kendal,
Klaten, Kudus, Magelang, Pati, Pekalongan, Pemalang, Purbalingga, Purworejo,
Rembang, Semarang, Sragen, Sukoharjo, Tegal, Temanggung, Wonogiri,
Wonosobo, Banjarnegara, Kota Magelang, Pekalongan, Salatiga, Semarang,
Surakarta, Tegal (Pemerintah Provinsi Jawa Tengah, 2017).

Provisi Jawa Timur terletak di antara 111°0°-114°4> BT dan 7°12°-8048’ LS
memiliki luas wilayah 47.799,75 km? yang meliputi dua bagian utama yaitu Jawa
Timur daratan dan Kepulauan. Curah hujan rata-rata di Jawa Timur adalah 1.900
mm per tahun dan suhu rata-rata 21-24 °C. Jawa Timur memiliki 29 kabupaten dan
9 kota yaitu, Kabupaten Madiun, Magetan, Pacitan, Ponorogo, Ngawi, Trenggalek,

Tulungagung, Blitar, Nganjuk, Bojonegoro, Tuban, Mojokerto, Kediri, Jombang,
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Lamongan, Malang, Pasuruan Probolinggo, Lumajang, Jember, Bondowoso,
Situbondo, Banyuwangi, Sidoarjo, Gresik, Bangkalan, Sampang, Pamekasan,
Sumenep, Kota Madiun, Blitar, Mojokerto, Kediri, Malang, Batu, Pasuruan,
Probolinggo, dan Surabaya (Pemerintah Provinsi Jawa Timur, 2017).

Kalimantan Timur terletak antara 113°44° dan 119°00° BT dan antara 2°33’
LU dan 2°25° LS. Luas wilayahnya sebesar 129.066,64 km?. Kalimantan Timur
memiliki 7 kabupaten dan 3 kota, yaitu Kabupaten Paser, Kutai Brata, Kutai
Kartanegara, Kutai Timur, Berau, Penajam, Mahakam, Kota Balikpapan,
Samarinda, dan Bontang (Pemerintah Provinsi Kalimantan Timur, 2017).

Kalimantan Selatan terletak di bagian tenggara pulau Kalimantan, memiliki
kawasan rendah di bagian barat dan pantai timur, serta dataran tinggi yang dibentuk
oleh Pegunungan Meratus di tengah. Kawasan dataran rendah kebanyakan berupa
lahan gambut hingga rawa-rawa. Luas wilayahnya sebesar 38.744,23 km?. Terdapat
11 Kabupaten dan 2 kota, yaitu Kabupaten Balangan, Banjar, Barito Kuala, Hulu
Sungai Selatan, Hulu Sungai Utara, Kotabaru, Tabalong, Tanah Bambu, Tanah
Laut, Tapin, Kota Banjarbaru, dan Banjarmasin (Pemerintah Provinsi Kalimantan
Selatan, 2017).

Kalimantan Tengah terletak antara 0°45” LS, 3°30” LS dan 111°-116° BT,
Provinsi ini merupakan provinsi terluas kedua di Indonesia setelah Provinsi Papua
dengan luas wilayah 153.564,50 km?. Batas wilayah Provinsi Kalimantan Tengah
adalah Provinsi Kalimantan Barat dan Kalimantan Timur untuk sebelah utara, Laut
Jawa untuk sebelah selatan, Provinsi Kalimantan Timur dan Kalimantan Selatan

untuk sebelah utara dan Provinsi Kalimantan Barat untuk sebelah barat. Titik
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tertinggi wilayah Kalimantan Tengah terdapat di Gunung Batu Sambang dengan
ketinggian hingga 16660 mdpl. Paparan sinar matahari di provinsi ini sekitar
56,18%. Dimana kondisi suhu pada siang hari mencapai 33°C dan suhu pada malam
hari sebesar 23°C. Intensitas curah hujan pertahun relatif tinggi yaitu mencapai
331,68 mm. Kalimantan Tengah memiliki 13 kabupaten dan 1 kota yaitu,
Kabupaten Kotawaringin Barat, Kotawaringin Timur, Kapuas, Barito Selatan,
Barito Utara, Lamandau, Sukamara, Seruyan, Katingan, Gunung Mas, Pulau Pisau,
Barito Timur, Murung Raya dan Kota Palangka Raya (Pemerintah Provinsi

Kalimantan Tengah, 2017).

2.3 Faktor Lingkungan

Faktor lingkungan mempengaruhi pertumbuhan tanaman. Potensi hasil
tanaman ditentukan oleh varietas, lingkungan dan interaksi antara dan lingkungan.
Lingkungan juga akan memepengaruhi hasil dari metabolit sekunder tanaman.
Faktor yang menyebabkan bervariasinya kandungan dibedakan menjadi 2 yaitu
faktor internal yang meliputi genetik, ontogenik, dan morfogenik dan faktor
eksternal atau lingkungan (Verma and Shukla, 2015). Perbedaan komposisi juga
dipengaruhi oleh perbedaan tempat tumbuh oleh kondisi habitat antara lain suhu,
kelembaban, intensitas cahaya matahari (Khairil dkk, 2015). Faktor lingkungan
lainnya adalah adanya polusi, stres yang diinduksi radiasi UV dan logam berat

(Nagayjoti et al., 2010; Etasami, 2008).
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2.3.1 Tanah dan Unsur Hara

Tanah merupakan hasil pelapukan batuan, bahan organik, bahan anorganik,
air dan udara. Faktor proses pembentukan tanah antara lain iklim, organisme, bahan
induk, topografi dan waktu. Salah satu faktor yang menunjang tanaman untuk
tumbuh dan berproduksi secara optimal adalah ketersediaan unsur hara dalam
jumlah yang cukup di dalam tanah. Setiap tanaman memerlukan unsur hara yang
berbeda-beda (Ruhnayat, 2007). Ketersediaan unsur hara dan media tanah yang
baik dan seimbang akan berpengaruh terhadap kelangsungan proses-proses
metabolisme, respirasi dan fotosintesis (Fauziah dkk, 2018).

Tanaman memerlukan unsur hara makro maupun mikro. Unsur hara makro
terdiri dari Karbon (C), Hidrogen (H), Oksigen (O), Nitrogen (N), Sulfur (S), Fosfor
(P), Kalium (K), Kalsium (Ca), Magnesium (Mg) dan Sulfur (S). Beberapa unsur
hara yang penting adalah Besi (Fe), Borium (Bo), Mangan (Mn), Tembaga (Cu),
Seng (Zn), Molibdenum (Mo) dan Khlor (CI) yang merupakan kandungan dari
pupuk tanaman. Unsur hara makro yang diserap oleh tanaman relative banyak yang
diperlukan. kekurangan unsur hara makro akan menimbulkan defisiensi yang tidak
dapat digantikan oleh unsur lain. Sedangkan kelebihan unsur hara makro tidak
menimbulkan pengaruh karena akan terlarut ke dalam tanah atau larut oleh air.
Unsur hara mikro diperlukan oleh tanaman dalam jumlah sedikit, sebaliknya akan
menjadi racun jika dalam keadaan berlebih. Pemberian yang seimbang akan
memberikan nutrisi bagi tanaman sehingga tidak akan terjadi kekurangan unsur

hara makro maupun mikro (Irfan, 2013).
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Hasil penelitian yang dilakukan oleh Ruhnayat (2007) pada tanaman panili
jika kekurangan unsur hara N akan berdampak pada warna daun yang menguning
karena pembentukan Klorofil terganggu. Kekurangan unsur hara P juga
mengakibatkan daun menguning karena salah satu peran unsur hara P adalah
sebagai perangsang pembentukan akar. Sedangkan kekurangan unsur hara K dapat
menyebabkan melemahnya batang.

2.3.2 Ketinggian Tempat Tumbuh

Pertumbuhan tanaman dapat dipengaruhi oleh ketinggian tempat tumbuh.
Ketinggian tempat tumbuh dibedakan menjadi 2 yaitu dataran rendah (700 m dpl)
dan dataran tinggi (700 m dpl). Ketinggian dan temperatur erat hubungannya. Jika
semakin tinggi tempat diatas permukaan laut, maka temperatur dan radiasi matahari
semakin menurun. Selain itu suhu, kelembaban udara dan angin juga
mempengaruhi pertumbuhan tanaman (Widarawati dkk, 2017). Suhu merupakan
faktor yang dapat mempengaruhi pertumbuhan tanaman. Suhu yang terlalu tinggi
maupun terlalu rendah dapat merusak enzim sehingga metabolit yang dihasilkan
akan berbeda. Curah hujan pada ketinggian tempat tumbuh juga berpengaruh,
semakin tinggi tempat maka curah hujan semakin tinggi (Van Beusekom et
al.,2015).

Perbedaan ketinggian tempat tumbuh akan berpengaruh terhadap kualitas
tanaman. Semakin tinggi tempat dapat meningkatkan mutu biji kopi Arabika yang

meliputi presentase biji nomal dan berat 100 biji (Supriadi dkk, 2016).
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2.3.3 Iklim

Iklim adalah kondisi rata-rata cuaca berdasarkan waktu yang panjang untuk
suatu wilayah. Pengamatan iklim dilakukan pada waktu yang lama minimal 30
tahun. Menurut koppen iklim dibagi beberapa tingkatan sebagai berikut:

Tabel 2.1 Klasifikasi Iklim Menurut Koppen (Harono, 2007)

Jenis Keterangan
Af | Iklim hujan tropis
Aw | Iklim sabana tropis
Bs | Iklim stepa
Bw | Iklim gurun
Cf | Iklim hujan sedang, panas tanpa musim kering
Cw | Iklim hujan sedang, panas dengan musim dingin kering
Cs | Iklim hujan sedang, panas dengan musim panas yang kering
Df | Iklim hujan salju tanpa musim kering
Dw | Iklim hujan salju dengan musim dingin yang kering
Et | Iklim tundra
Ef | Iklim salju

Hujan merupakan suatu fenomena alam yang terdapat dalam siklus hidrologi
dan sangat mempengaruhi iklim. Keberadaan hujan sangat penting untuk kebutuhan
air tanaman. Jenis-jenis hujan berdasarkan besarnya curah hujan menurut BMKG
dibagi menjadi tiga, yaitu hujan sedang dengan intensitas 20-50 mm per hari, hujan
lebat dengan intensitas 50-100 mm per hari dan hujan sangat lebat diatas 100 mm
per hari. Intensitas curah hujan merupakan ukuran jumlah hujan per satuan waktu
tertentu selama hujan berlangsung (Badan Meteorologi Kiimatoiogi dan
Geofisiska, 2017).

Perubahan iklim sebagai kontributor penting pada lingkungan, salah satunya
adalah curah hujan yang merupakan faktor penyebab penurunan produktivitas

diperkebunan teh, khususnya pada daerah rendah dan sedang berdampak langsung
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terhadap pertumbuhan pucuk yang mengalami kekeringan berat (Dalimoenthe dkKk,

2016).

2.4 Moisture Content Analysis

Parameter penting untuk menentukan umur simpan produk simplisia adalah
kadar air. Kadar air yang tinggi akan mempercepat kerusakan yang disebabkan
reaksi kimia maupun mikrobiologis. Kadar air berhubungan dengan kelembaban
nisbi (RH) udara. Perbandingan antara kelembaban udara dengan tekanan uap air
jenuh pada suhu yang sama disebut kelembaban nisbi. Jika kadar air pada bahan
rendah sedangkan kadar air dalam ruangan tinggi, maka uap air akan berpindah dari
ruangan kedalam bahan yang akan menyebabkan kadar bahan akan menjadi tinggi
(Lindani, 2016).

Kadar air yang dianjurkan berdasarkan Peraturan Kepala Badan Pengawas
Obat dan Makanan Republik Indonesia nomor 12 tahun 2014 tentang pesyaratan
mutu obat tradisonal adalah < 10%. Jika kadarnya melebihi dari itu, kemungkinan
simplisia akan rusak akibat terkontaminasi bakteri dan jamur dapat diturunkan.
Kadar air juga menjadi parameter lama waktu penyimpanan dan penggunaan

(BPOM, 2014).

2.5 Tinjauan Ekstraksi dengan Ultrasonic Assited Extraction
Ekstrak adalah zat yang diperoleh dari proses ekstraksi senyawa dari simplisia
menggunakan pelarut yang sesuai Senyawa yang diekstrak antara lain senyawa

aromatik, minyak atsiri, ester. Kemudian pelarut diuapkan dan serbuk yang tersisa
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diperlakukan sedemikian rupa hingga memenuhi baku yang telah ditetapkan. Mutu
ekstrak dipengaruhi oleh 2 faktor yaitu faktor biologi dan faktor kimia. Faktor
biologi seperti lokasi tumbuh, waktu panen, jenis tanaman, penyimpanan bahan.
Sedangkan faktor kimia dibagi menjadi dua faktor yaitu faktor eksternal yang
meliputi ekstraksi, kandungan logam berat, ukuran kekerasan, pengeringan bahan
dan faktor internal yang meliputi jenis senyawa aktif dalam bahan, kadar senyawa
aktif (Depkes RI, 2000).

Ekstraksi merupakan pemisahan komponen-komponen yang ada pada bagian
tanaman obat, hewan, maupun bagian ikan termasuk biota laut. Pemilihan pelarut
yang sesuai merupakan faktor penting dalam proses ekstraksi. Sifat-sifat dari
pelarut dalam ekstraksi tumbuhan terdiri dari toksisitas yang rendah, mudah untuk
diuapkan pada suhu rendah, absorpsi yang cepat pada tumbuhan, memilik aksi
untuk pengawetan, tidak menyebabkan ekstrak menjadi kompleks atau terpisah
(Tiwari et al., 2011). Pelarut yang digunakan adalah pelarut yang dapat menyari
sebagian besar metabolit sekunder yang diinginkan dalam simplisia (Depkes R,
2000).

Pemilihan pelarut yang digunakan tergantung dari banyaknya ekstrak, waktu
dalam proses pengekstrasian, perbedaan kandungan senyawa yang diekstrak,
kemudahan dalam pengolahan setelah proses ekstraksi, perbedaan penghambatan
senyawa yang diekstraksi, toksisitas pelarut dan potensi bahaya bagi kesehatan
hasil dari ekstraksi (Tiwari et al., 2011).

Pelarut yang digunakan dalam penelitian ini adalah etanol 96%. Pelarut etanol

96% dipilih karena dapat melarutkan senyawa yang bersifat nonpolar, semi polar
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maupun polar. Sehingga dapat mengekstrak seluruh senyawa pada sampel bawang
dayak secara optimal.

Proses ekstraksi dengan metode ultrasonik atau biasa disebut Ultrasound
Assisted Extraction (UAE). Prinsip kerjanya memanfaatkan gelombang ultrasonik
yang ditransmisikan melalui pelarut sehingga pada sekeliling bahan yang akan
diekstraksi mengalami kavitasi mikro dan menimbulkan panas yang akhirnya
melepaskan senyawa ekstrak. Hal tersebut menimbulkan efek mekanik yang akan
memecah dinding sel tanaman sekaligus meningkakan transfer massa sehingga
senyawa fitokimia yang terkandung dalam tanaman lebih banyak berdifusi.
Semakin banyak jumlah pelarut etanol yang kontak dengan zat yang disari, maka
akan menimbulkan proses plasmolisis yang menyebabkan zat aktif keluar sel dan
memaksimalkan hasil rendemen ekstrak. Hal tersebut karena semakin lama jumlah
sirkulasi pada proses ekstraksi akan mempengaruhi hasil rendemen (Prasetiyo dkk,
2015).

Keunguulan proses ekstraksi menggunakan unltrasonik karena membutuhkan
waktu yang singkat dan kualitas produk yang lebih baik (Widjanarko dkk, 2011).
Metode UAE lebih membutuhkan sedikit energi, tidak terlalu membutuhkan
banyak pelarut sehingga hasilnya lebih murni (Ardianti dkk, 2014). Selama proses
sonikasi dinding sel akan pecah karena adanya getaran sehingga akan
mengakibatkan meningkatnya kontak pelarut dengan bahan yang diekstrak
(Vinatoru, 2001).

Penelitian yang dilakukan oleh Handayani dkk (2016) menyatakan bahwa

ekstraksi menggunakan pelarut etanol 96% dengan perbandingan rasio bahan:
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pelarut (1:10 b/v) dan lama ekstraksi 20 menit menghasilkan rendemen 11,72%,
kandungan total fenol 15213,33 ppm, kadar flavonoid 45843 ppm, aktivitas

antiokasidan 78,14% dan 1Cso 15,58 ppm.

2.6 Tinjauan Tentang Analisis Metabolit

Analisis metabolit terutama profil metabolit dibutuhkan dalam kompleks
matriks biologis. Dalam penelitian bahan alam, istilah metabolit sering digunakan
dan mengacu pada senyawa yang dapat mempertahankan kehidupan organisme
melalui proses metabolisme. Hal ini disebut dengan metabolit priMerr. Contoh dari
metabolit primer adalah asam amino, lipid, dan karbohidrat (Wolfender, 2015).
Metabolit sekunder adalah senyawa kimia pada tanaman dapat digunakan untuk
berinteraksi dengan lingkungan. Fungsi dari metabolit sekunder untuk proteksi
tanaman dari mikroorganisme seperti virus bakteri dan jamur, menyerap sinar UV
(Kennedy and Wight, 2011). Contoh dari metabolit sekunder yaitu polifenol,
alkaloid, terpen, dan hormon (Wolfender, 2015). Beragam jenis metabolit sekunder
dari jenis atau spesies tanaman yang belum diketahui fungsinya, sehingga belum
sepenuhnya dieksplorasi potensinya untuk tujuan pengobatan (Maraschin and
Verpoorte, 1999; Uarrota et al., 2011).

Senyawa marker adalah senyawa atau golongan senyawa yang dapat
digunakan untuk mengontrol konsistensi tanpa harus mengetahui adanya aktivitas
atau tidak senyawa tersebut. Senyawa marker diklasifikasikan menjadi dua, yaitu
senyawa marker aktif dan senyawa marker analisis. Senyawa marker aktif adalah

senyawa atau golongan yang diketahui secara umum mempunyai kontribusi dalam
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aktivitas terapetik. Sedangkan senyawa marker analisis yaitu senyawa atau
golongan senyawa yang digunakan untuk tujuan analisis tanpa perlu mengetahui
adanya kontribusi terapetik atau tidak. Senyawa marker dapat menjadi indikator
kualitas obat herbal (Li et al., 2008).

Terdapat beberapa pendekatan yang digunakan untuk menganalisa metabolit,
yaitu metabolite fingerprinting, matbolite profiling dan metabolite target analysis
(Wolfender, 2015).

Metabolite fingerprinting merupakan teknik analisa untuk Klasifikasi secara
cepat. Tujuan dari metode ini adalah tidak mengklasifikasi metabolit satu persatu,
melainkan membandingkan pola fingerprinting yang berubah dalam sistem biologis
(Wolfender, 2015).

Metabolite profiling merupakan teknik analisa yang fokus pada kelompok
besar metabolit yang terkait dengan jalur metabolisme ataupun dengan klasifikasi
suatu senyawa (Wolfender, 2015). Teknik ini juga digunakan untuk menentukan
profil metabolit suatu tanaman berdasarkan pola kromatogram yang dihasilkan dari
komponen suatu senyawa yang memiliki aktifitas farmakologi ataupun komponen
kimia yang memberikan ciri khusus pada tanaman dengan tujuan untuk kontrol
kualitas (Fiehn, 2002).

Metabolite target analysis merupakan teknik analisa yang fokus pada
penyelidikan metabolit yang terkait dengan jalur metabolisme tertentu. Tujuan dari
teknik analisa ini adalah untuk mengamati modifikasi metabolit yang berhubungan

dengan jalur metabolisme spesifik (Wolfender 2015).
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2.7 HPTLC pada Profil Metabolit

Teknik analisa modern yang digunakan untuk evaluasi senyawa dalam
tanaman adalah dengan menggunakan High Performance Thin Layer
Chromatography (HPTLC), High Performance Liquid Chromatography (HPLC),
UPLC-MS, dan Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) (Khan, et al.,
2017). HPTLC bisa menjadi alternatif untuk analisis ektrak tanaman karena lebih
efisien untuk evaluasi obat herbal (Dhalwal et al., 2008).

HPTLC adalah teknik pemisahan berdasarkan kecepatan migrasi dari masing-
masing komponen pemisahan pada fase diam yang dibawa dengan fase gerak
berdasarkan sifat kepolarannya. Sampel berupa larutan ditotolkan pada plat HPTLC
lalu dielusi dengan eluen yang sesuai hingga terjadi pemisahan yang baik antar
komponen pada campuran zat tersebut. HPTLC merupakan perbaikan insrumen
dari TLC yang menggunakan plat khusus untuk penotolan sampel dan analisis
secara kuantitatif dengan bantuan densitometri (Pereira et al., 2004).

Analisis yang sering digunakan untuk profil metabolit adalah dengan
menggunakan metabolite fingerprinting. Analisis profil metabolit menggunakan
kromatografi adalah untuk membandingkan komponen-komponen dalam suatu
ekstrak. Pengembangan metabolit fingerprinting menggunakan HPTLC karena
efektif, efisien dan ekonomis untuk analisa senyawa dalam jumlah yang banyak
(Alphonso and Saraf, 2012), dan tanaman yang akan dianalisis tidak memerlukan
pembersihan secara menyeluruh termasuk analisa secara kuantitatif (Pereira et al.,

2004).
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Plat HPTLC mempunyai juga mempunyai keunggulan yaitu resolusi yang
baik, sensitifitas dalam deteksi yang tinggi, dan digunakan di industri farmasi
dengan analisis densitometri. Analisis menggunakan HPTLC akan menghasilkan
kromatogram yang digunakan sebagai standar penentuan pola kromatogram pada
masing-masing tanaman dan digunakan sebagai kontrol kualitas bahan tanaman

(Mukherjee et al., 2006).

2.8 Densitometri

Densitometri merupakan instrumen analisis dengan mengubah noda yang
dibaca menjadi kromatogram dengan menampilkan beberapa puncak. Kadar analit
pada noda sesuai dengan jarak dan tinggi puncak yang ditempuh. Teknik ini
menganalisa berdasarkan absorbsi, transmisi, pantulan pendar flour dari radiasi
semula. Densitometri menggunakan TLC Scanner telah banyak digunakan analisa
kuantitatif (Sek et al., 2001).

Penetuan kualitatif analit dilakukan dengan cara membandingkan nilai Rf
analit dan standar. Noda analit yang memiliki Rf sama dengan standar dapat
diidentifikasi kemurnian analit. Sedangkan penentuan kuantitatif analit dilakukan
dengan cara membandingkan luas area noda analit dengan luas area noda standar
pada fase diam yang diketahui konsentrasinya atau menghitung densitas noda analit
dan membandingkan dengan densitas noda standar. Apabila pada fase diam tidak
ada noda, maka cahaya yang jatuh dipantulkan kembali. Tetapi jika cahaya yang
jatuh pada plat yang terdapat noda, maka cahaya akan diserap dan intensitas cahaya

yang dipantulkan akan berbeda dengan intensitas cahaya yang diserap. Cahaya
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yang dipantulkan akan diukur oleh detector dan disimpan untuk diubah menjadi

kromatogram (Reich & Schibi, 2006).
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Gambar 2.2 Diagram Skematis Densitometer
Sumber: www.camag.com (08 November 2018)

2.9 Analisa pada Profil Metabolit
2.9.1 Principle Component Analysis (PCA)

Analisa multivariate pada profil metabolit menggunakan Principle
Component Analysis (PCA). Principle component analysis (PCA) adalah salah satu
fitur ekstraksi (reduksi) data multivariat yang banyak digunakan, ketika antar
variabel terjadi korelasi. Objek (sampel) dengan komponen utama (principle
components, PCs) mempunyai sifat fisika maupun kimia sehingga metode ini dapat

digunakan untuk pengelompokan. Oleh karena itu PCA sering disebut juga sebagai
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variabel tersembunyi (latent variables) karena mampu mengelompokkan variabel
(Rohman, 2014).

Metode PCA digunakan jika data yang ada memiliki jumlah variabel yang
besar dan memiliki korelasi antar variabelnya. Metode analisis ini bertujuan untuk
menyederhanakan perubahan yang diamati dengan cara mereduksi variabel yang
ada menjadi lebih sederhana tanpa harus menghilangkan variabel yang asli. Hasil
dari variabel reduksi disebut principal component (komponen utama) atau biasa
disebut faktor (Hendro dkk, 2012). Principal component (PC) hanya menjelaskan
sebagian kecil dari varian (Stathis, 2009).

Komponen dari PCA dikarakterisasi dengan tiga bagian untuk melengkapi
suatu data, yaitu (1) keragaman (variance) yang memaparkan berapa banyak
informasi yang dapat digunakan pada PC, (2) loading yang memaparkan korelasi
antara variable-variabel dalam setiap PC, dan (3) scores yang memaparkan sifat-
sifat dari sampel (Ichzan, 2014). Hasil analisis dari PCA dikatakan baik apabila
jumlah komponen utama yang sedikit mampu menggambarkan total variasi yang
besar (Septiani, 2012; Ichzan, 2014).

2.9.2 Hierarchical Clusturing Analysis (HCA)

Hierarchical ~ Clusturing Analysis (HCA) merupakan  metode
pengelompokan data berdasarkan kemiripan. Metode ini mengelompokkan dua
objek atau lebih yang memiliki kemiripan atau kesamaan yang paling dekat hingga
cluster yang dibentuk terdapat tingkatan yang jelas. Hasil pengelompokan hierarki
disajikan dalam bentuk dendogram yang dapat menjelaskan cluster yang dibentuk

Identifikasi dalam pengelompokan antara objek dan kumpulan data.
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Terdapat beberapa metode untuk mencari Kluster. Salah satu metode
dimulai dengan mempertimbangkan tiap objek sebagai pembentuk suatu “kluster”
dengan satu ukuran, dan membandingkan jarak antar kluster. Dua titik yang paling
dekat satu sama lain digabungkan untuk membentuk kluster baru (Rohman, 2014).

HCA digunakan untuk mengidentifikasi spesies dan melakukan
pengelompokan sampel sebagai kelompok Cricomodes kambaensis dan kelompok
C. antipolitamus. Metode analisis klaster ini lebih baik karena cepat untuk
mendapatkan hasil identifikasi, dendogram sangat membantu dalam menunjukkan

hubungan spesies (Bouket, 2014).



BAB Il

3.1 Bagan Kerangka Konseptual
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Gambar 3.1 Kerangka Konsep Penelitian
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3.2 Uraian Kerangka Konseptual

Umbi bawang dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.) dapat digunakan
sebagai salah satu bahan pembuatan obat herbal. Penduduk local sering
menggunakan tanaman ini untuk meningkatkan ASI, pengobatan diabetes, kanker
payudara, stroke dan hipertensi. Karena kandungan senyawa pada tanaman ini
sangat beragam seperti alkaloid, glikosida, flavonoid, fenolik, triterpen/steroid,
antraquinon (Galingging, 2009).

Perbedaan lokasi tumbuh pada pengambilan sampel E. palmifolia dari 6 lokasi
yang berbeda yaitu Srengat Blitar Jawa Timur (127 mdpl), Tawangmangu
Karanganyar Jawa Tengah (1221 mdpl), Cijeruk Sukaharja Bogor Jawa Barat (668
mdpl), Karang Rejo Balikpapan Kalimantan Timur (29 mdpl), Baru Kotawaringin
Barat Kalimantan Tengah (10 7mdpl), Banjarbaru Kalimantan Selatan (31 mdpl)
akan mempengaruhi senyawa metabolit yang diproduksi dalam tanaman. Pengaruh
tersebut dapat disebabkan karena faktor biotik maupun abiotik. Faktor biotik seperti
stress akibat bakteri, virus, jamur dan parasit. Sedangkan faktok abiotik yaitu
perbedaan geografi, ketinggian tempat tumbuh, perubahan iklim, jenis dan kondisi
tanah, ketersediaan air, kandungan mineral, stress akibat temperatur, radiasi dan
senyawa kimia.

Kandungan metabolit yang berbeda tersebut dapat diketahui dengan
identifikasi profil metabolit pada E. palmifolia menggunakan High Performance
Thin Layer Chromatography (HPTLC)-Densitometri. Sehingga didapatkan profil
metabolit E.palmifolia dari masing-masing lokasi pengambilan sampel. Hasil dari

identifikasi profil metabolit akan dianalisa menggunakan Principal Component
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Analysis (PCA) untuk mengetahui kedekatan antar sampel dan Hierarchical
Clusturing Analysis (HCA) untuk mengelompokkan berdasarkan perbedaan
maupun persamaan pada masing-masing sampel.
3.3 Hipotesis Penelitian

Terdapat perbedaan profil metabolit ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia
yang tumbuh di 6 tempat yang berbeda, yaitu Srengat Blitar Jawa Timur (127
mdpl), Tawangmangu Karanganyar Jawa Tengah (1221 mdpl), Cijeruk Sukaharja
Bogor Jawa Barat (668 mdpl), Karang Rejo Balikpapan Kalimantan Timur (29
mdpl), Baru Kotawaringin Barat Kalimantan Tengah (10 7mdpl), Banjarbaru

Kalimantan Selatan (31 mdpl) secara HPTLC-Densitometri.



BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif yaitu mengidentifikasi profil
metabolit ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia dari 6 lokasi yang berbeda di
Indonesia secara HPTLC-Densitometri. Teknik pengambilan sampel dengan cara
Nonrandom Sampling secara convenience, dimana sampel tersebut dipilih
berdasarkan pertimbangan kemudahan yang diambil dari 2 provinsi Yyaitu
Kalimantan dan Jawa dengan 3 tanaman umbi E. palmifolia pada masing-masing
lokasi sehingga didapat total 6 sampel. Masing-masing daerah tersebut juga sudah
mewakili macam-macam iklim di Indonesia. Lokasi tersebut adalah Srengat Blitar
(Jawa Timur), Tawangmangu Karanganyar (Jawa Tengah), Cijeruk Bogor (Jawa
Barat), Balikpapan Balikpapan (Kalimantan Timur), Arut Selatan Kotawaringin
Barat (Kalimantan Tengah), Banjarbaru Banjarbaru (Kalimantan Selatan).
Penentuan profil metabolit, masing-masing sampel ditotol sebanyak 1 kali (6

sampel) dan dilakukan tiga kali replikasi.

4.2 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari sampai Juni 2018 bertempat
di Laboratorium Fitokimia, Jurusan Farmasi UIN Maulana Malik Ibrahim Malang

dan Laboratorium Badan Pengawa Obat dan Makanan (BPOM) Kota Ambon.
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4.3 Populasi dan Sampel Penelitian
4.3.1 Populasi

Populasi pada penelitian ini adalah umbi E. palmifolia yang tumbuh di
Indonesia.
4.3.2 Sampel

Sampel pada penelitian ini adalah umbi E. palmifolia yang tumbuh di Srengat
Blitar (Jawa Timur), Tawangmangu Karanganyar (Jawa Tengah), Cijeruk Bogor
(Jawa Barat), Balikpapan Balikpapan (Kalimantan Timur), Arut Selatan
Kotawaringin Barat (Kalimantan Tengah), Banjarbaru Banjarbaru (Kalimantan

Selatan).

4.4 Variabel Penelitian dan Definisi Operasional

4.4.1 Variabel Penelitian

1. Variabel Bebas : perbedaan lokasi tumbuh E. palmifolia

2. Variabel Tergantung : profil metabolit ekstrak bawang etanol 96% umbi E.
palmifolia

3. Variabel Kontrol : spesies bawang dayak, metode ekstraksi, kain hitam untuk

penutup, dan lama pengeringan

4.4.2 Definisi Operasional
1. Lokasi penanaman adalah tempat pengambilan sampel E. palmifolia dari 6
lokasi yang berbeda yaitu Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur, Kalimantan

Selatan, Kalimantan Tengah dan Kalimantan Timur.
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Ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia adalah ekstrak kental umbi E. palmifolia
dari 6 lokasi yang berbeda, yaitu Srengat Blitar (Jawa Timur), Tawangmangu
Karanganyar (Jawa Tengah), Cijeruk Bogor (Jawa Barat), Balikpapan
Balikpapan (Kalimantan Timur), Arut Selatan Kotawaringin Barat (Kalimantan
Tengah), Banjarbaru Banjarbaru (Kalimantan Selatan) yang diekstraksi
sebanyak 25 gram ke dalam 500 ml etanol 96% menggunakan metode ekstraksi
dengan bantuan ultrasonik.

Profil metabolit ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia adalah kelompok suatu
metabolit ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia yang berhubungan dengan
jalur metabolisme atau dengan suatu senyawa yang digunakan untuk
menentukan profil metabolit atau pola kromatogram ekstrak yang memiliki
aktivitas.

. Spesies E. palmifolia adalah sekelompok tanaman yang memiliki persamaan
keturunan yang berkaitan secara fisiologis.

Metode ekstraksi adalah metode yang digunakan untuk pembuatan ekstrak
etanol 96% umbi E. palmifolia dengan bantuan gelombang ultrasonik.
Pengeringan dilakukan untuk mengurangi kadar air sehingga akan menghambat
proses pembusukan. Lama pengeringan akan berpengaruh pada hasil sampel
yang dikeringkan.

. Score plot pada hasil PCA menunjukkan kedekatan antar sampel.

Loading plot pada hasil PCA menunjukkan hubungan antar variabel.
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9. Cluster adalah pengelompokkan objek ataupun variabel ke dalam beberapa
kelompok tertentu dimana setiap objek atau variabel yang terbentuk memiliki
sifat dan karakteristik yang berdekatan.

4.5 Alat dan Bahan Penelitian

4.5.1 Alat Peneiltian

Alat yang diperlukan dalam penelitian ini adalah Developing chamber

(Camag), Linomat-5 Applicator (Camag), TLC Visualizer (Camag), Ultrasonic

Assited Extraction, Rotary Evaporator, Moisture Analyzer, TLC Scanner (Camag

TLC Scanner-4), Automatic Developing chamber (Camag ADC-2), TLC Visualizer

(Camag), Syringe Applicator 50 pl (SGE), TLC Plat Silika Gel 60 F2s4 20x10 cm

(Merck), micropipette (Eppendorf Research Plus 100-1000 pl), vortex mixer

(Digisystem VM-2000), neraca analitik (Mettler Toledo AL-204), hot plate (ITS-

IKA Cmag-HS7), filter nylon membrane (Whatman 0,2 um) dan alat gelas (Iwaki).

4.5.2 Bahan Penelitian

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah etanol 96%, etil
asetat (Merck), kloroform (Merck), methanol (Merck), hexan (Merck), ethanol
absolute for analysis 2.5 | (Merck), methanol gradient grade for liquid
chromatography (Merck), aqua bidest (Elga Pure Lab), chloroform for analysis 2.5
I (Merck) dan sulfuric acid for analysis 2.5 | (Merck), bawang dayak (E. palmifolia)
yang diambil dari 6 lokasi yang berbeda yaitu, Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa
Timur, Kalimantan Selatan, Kalimantan Tengah dan Kalimantan Timur seperti

pada table 4.1.
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Tabel 4.1 Karakteristik Lokasi Pengambilan Sampel Umbi E. palmifolia

No. Lokasi Ketinggian | Suhu Curah | IKlim | Jenis tanah
(mdpl) rata-rata | hujan
(°C) | (mm)
1. Desa Srengat, 127 25,0 1819 Aw Regosol,
Kecamatan Srengat, Litosol
Kabupaten Blitar,
Jawa Timur
2. Kelurahan Kalisoro, 1221 19,1 3299 | Am Aluvial
Kecamatan Kelabu,
Tawangmangu, Grumosol
Kabupaten Kelabu Tua
Karanganyar, Jawa
Tengah
i Desa Sukaharja, 668 24,0 3454 Af Latosol,
Kecamatan Cijeruk, Aluvial,
Kabupaten Bogor, Regosol,
Jawa Barat Podsolik,
dan Andosol
4. Kelurahan Karang 29 26,4 2376 Af Aluvial,
Rejo, Kecamatan Podsolik,
Balikpapan Tengah, Merah
Kota Balikpapan, Kuning,
Kalimantan Timur Tanah Pasir
5. Kelurahan Baru, 10 26,8 2765 Af L atosol,
Kecamatan Arut Podsolik
Selatan, Kabupaten Merah
Kotawaringin Barat, Kuning, dan
Kalimantan Tengah Aluvial
6. Kecamatan 31 27,2 2627 Af Aluvial

Banjarbaru, Kota
Banjarmasin,
Kalimantan Selatan

Sumber: www.elevationmap.net dan www.id-climate.data.org (8 januari 2018)



http://www.elevationmap.net/
http://www.id-climate.data.org/
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4.6 Kerangka Penelitian
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Gambar 4.1 Kerangka Operasional Penelitian
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4.7 Prosedur Penelitian
4.7.1 Determinasi Tanaman

Umbi E. palmifolia yang diperoleh dideterminasi untuk memastikan sampel
yang diambil adalah benar. Determinasi tanaman dilakukan di UPTD Materia
Medika Malang.
4.7.2 Pembuatan Serbuk Simplisia

Tanaman E. palmifolia dari 6 lokasi yang berbeda dilakukan sortasi basah
untuk memisahkan kotoran atau bahan asing lainnya dari bahan tanaman.
Kemudian dilakukan pencucian dengan air bersih untuk menghilangkan tanah dan
pengotor lainnya yang melekat pada tanaman. Selanjutnya perajangan bahan
dilakukan untuk mempermudah proses pengeringan dan penggilingan. Penjemuran
dilakukan pada jam 7 sampai 10 pagi dengan menutup nampan dengan kain hitam
selama 4 sampai 5 hari. Kemudian dilakukan sortasi kering untuk memisahkan
benda-benda asing seperti bagian-bagian tanaman yang tidak diinginkan atau
pengotor lain yang masih tertinggal pada simplisia kering. Simplisia yang sudah
dalam kondisi kering, selanjutnya dibuat menjadi serbuk dengan menggunakan
mesin penghalus. Setelah itu diayak menggunakan ayakan 60 mesh.
4.7.3 Penentuan Kadar Air Serbuk Simplisia

Pengukuran kandungan air yang berada di dalam serbuk simplisia umbi E.
palmifolia digunakan untuk menengetahui kadar air didalam sampel yang akan
mempengaruhi proses penyimpanan. Serbuk tersebut diukur dengan menggunakan
alat Moisture Analyzer. Alat Moisture Analyzer yang sudah dalam kondisi menyala

terlebih dahulu dilakukan penyetaraan timbangan yang ditandai dengan muncul
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angka 0,000 g. kemudian serbuk simplisia diletakkan 0,5 gram pada sample pan
dan diratakan untuk memaksimalkan proses pengukuran. Kemudian ditutup dengan
tutup heating halogen, ditunggu +15 menit sampai instrumen menampilkan hasil
persentase kadar air. Pengukuran dilakukan pada tiap lokasi dengan 3 kali
pengulangan untuk mendapatkan hasil yang lebih akurat. Simplisia dinilai cukup
aman bila mempunyai kadar air kurang dari 10% (Departemen Kesehatan Republik
Indonesia, 1985).
4.7.4 Ekstraksi Umbi E. palmifolia Metode UAE

Ekstraksi E. palmifolia menggunakan metode Ultrasonic Assisted Extraction
(UAE) karena lebih membutuhkan sedikit energi, tidak terlalu membutuhkan
banyak pelarut sehingga hasilnya lebih murni (Ardianti dkk, 2014). Sebanyak 6
sampel serbuk umbi E. palmifolia dari 6 lokasi yang berbeda di Indonesia, masing-
masing ditimbang 25 g, diekstraksi dengan 500 ml etanol 96% dengan
menggunakan metode UAE. Pelarut tersebut dibagi menjadi 3 cluster (200 ml, 150
ml, dan 150 ml) dan tiap cluster akan di ekstraksi dengan ultrasonic bath dengan
frekuensi 20 kHz selama 2 menit dengan 3 kali pengulangan. Setiap selesai proses
UAE, ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia disaring menggunakan corong pisah
dan kertas saring. Hasil tersebut kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator
kemudian dihitung rendemennya. Rendemen adalah presentase perbandingan berat
produk yang dihasilkan dengan berat produk awal. Perhitungan rendemen
menggunakan rumus sebagai berikut,

berat ekstrak kental (g)
Rendemen (%) = berat serbuk (g) x100%
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4.7.5 Optimasi Fase Gerak

Optimasi fase gerak dilakukan untuk memilih fase gerak yang optimal
memisahkan analit. Ekstrak etanol 96% ditimbang 10 mg, kemudian dilarutkan
dalam etanol 96% sebanyak 1 ml. Selanjutnya proses melarutkan sampel
menggunakan UAE sampai larut sekitar 1-2 menit.

Totol sampel masing-masing daerah dari 6 lokasi yang berbeda dengan urutan
(1) Jawa Timur (2) Jawa Tengah (3) Jawa Barat (4) Kalimantan Timur (5)
Kalimantan Tengah (6) Kalimantan Selatan dengan ukuran penotolan 2 pl. Kondisi
yang digunakan adalah fase diam plat Silica Gel Fzss 20x10 cm, fase gerak
dilakukan optimasi dengan beberapa kombinasi, yaitu: (A) Kloroform: Metanol
(8:2 v/v) (B) Etil Asetat: N-Heksana (6:4 v/v). Sebelum dilakukan eluasi, fase gerak
terlebih dahulu dijenuhkan dengan menggunakan bantuan kertas saring yang
dimasukkan dalam chamber sampai kertas saring tersebut basah menyerap fase
gerak. Setelah itu fase diam dimasukkan dalam chamber kemudian diamati sampai
terelusi sempurna. Plat HPTLC hasil kromatografi discan dengan TLC Scanner UV
254 dan 366 nm. Kemudian disemprot H2SO4; 10% sebagai penampak noda dan
dipanaskan diatas hotplate dengan suhu 105°C selama 5 menit. Selanjutnya diamati
kembali spot yang terlihat dengan TLC scanner.
4.7.6 Validasi Metode

Validasi metode untuk metabolite fingerprinting dilakukan dengan parameter
uji presisi (interday) dan uji stabilitas (pada plat HPTLC). Uji presisi dan uiji
stabilitas dilakukan dengan menotol sampel (konsentrasi 20.000 dan 10.000 ppm)

sebanyak 5 pl pada menit ke-0, 15, 30, 45, 60, 75 dan 90 dengan replikasi sebanyak
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3 kali. Uji presisi (interday) dan uji stabilitas (pada plat) dianalisa dengan
menggunakan PCA.
4.7.7 Uji Profil Metabolit

Timbang saksama 10.0 mg ekstrak etanol 80% E. palmifolia 6 (enam) sampel
dari lokasi berbeda: Jabar (WJ), Jateng (CJ), Jatim (EJ), Kaltim (EB), Kalteng (CB)
dan Kalsel (SB), larutkan dalam etanol 96% hingga 500 pl (Konsentrasi 20.000
ppm) dan diencerkan dengan dipipet 200 pl dan ditambah etanol 96% sama banyak
(konsentrasi 10.000 ppm) lalu disaring dengan filter 0.20 um. Totol sampel
(Konsentrasi 10.000 ppm) masing-masing 5 pl dengan kondisi: Fase diam plat
Silica Gel 60 F2s4 20x10 cm, Fase Gerak terpilih yaitu Kloroform: Metanol (80:20
v/v) dan sebagai penampak noda digunakan asam sulfat 10%. Replikasi 3 kali. Scan
plat TLC dengan TLC Scanner pada WL 254, lalu semua spot pada semua track
discan pada WL 200-700 nm dan TLC Visualizer.
4.7.8 Analisis Data

Identifikasi metabolite fingerprinting ekstrak etanol E. palmifolia dari tiap

lokasi (nilai Rf, AUC, WL maksimum dan Spektrum 200-700 nm). Profil metabolit
diolah dengan menggunakan PCA dan HCA (Multibase v.2015 adds in Excel

v.2013) untuk melihat perbedaannya.
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BAB V

HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil metabolit umbi bawang
dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.) dari beberapa daerah di Indonesia
diantaranya Jawa Timur, Jawa Tengah, Jawa Barat, Kalimantan Timur, Kalimantan
Tengah dan Kalimantan Selatan. Penelitian ini dilakukan dalam 8 tahap yaitu
determinasi, preparasi simplisia, analisis kadar air, ekstraksi ultrasonik, optimasi
pelarut, validasi metode, uji profil metabolit ekstrak E. palmifolia dan analisis data
menggunakan PCA dan HCA.

5.1 Hasil Penelitian
5.1.1 Determinasi Tanaman

Tanaman yang digunakan dalam penelitian ini adalah tanaman bawang
dayak yang berasal dari 6 lokasi yang berbeda di Indonesia, yaitu dari Srengat Blitar
(Jawa Timur), Tawangmangu Karanganyar (Jawa Tengah), Cijeruk Bogor (Jawa
Barat), Balikpapan Balikpapan (Kalimantan Timur), Arut Selatan Kotawaringin
Barat (Kalimantan Tengah), Banjarbaru Banjarbaru (Kalimantan Selatan). Sebelum
melakukan penelitian lebih lanjut, determinasi tanaman dilakukan terlebih dahulu
untuk memastikan kebenaran tanaman yang digunakan pada penelitian. Bagian
tanaman yang digunakan untuk determiasi adalah semua bagian dari bawang dayak
yang terdiri dari akar, batang, daun, dan umbi. Determinasi tanaman bahan uji
dilakukan di UPTD Materia Medika Batu Malang dengan nomor surat 074/348/

102.7/2017. Hasil dari determinasi tersebut diketahui bahwa tanaman yang
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digunakan dalam penelitian adalah benar bawang dayak (Eleutherine palmifolia
(L.) Merr.). Hasil dari determinasi tanaman E. palmifolia terdapat pada lampiran 5.
Kunci determinasi dari Eleutherine palmifolia (L.) Merr. setelah dilakukan
determinasi adalah 1b-2b-3b-4b-12b-13b-17b-18b-19b-20b-21b-22b-23b24b-25b-
27a-28b-29b30b-31a-32a-33b-35a-36d-37b-38b-39b-41b-42b-44b-45b-46e-50b-
51b-53b-54b-56b-57b-58b-59d-72b-73b-74a-75b-76b-333b-334b-335a-336a-

337b-338b-341b-342b-343b-344a-1a-2a-3b-4a-5a-9-1.

5.1.2 Preparasi Simplisia

Preparasi simplisia dilakukan sebelum melakukan penelitian. Sampel dari 6
lokasi yang berbeda setelah dilakukan determinasi selanjutnya akan disortasi basah
untuk memisahkan kotoran atau bahan asing lainnya yang menempel. Kemudian
dilakukan pencucian dengan air bersih, perajangan, dan pengeringan. Pengeringan
dilakukan dibawah terik matahari secara tidak langsung untuk menghindari
kerusakan kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat pada tanaman.
Tujuan pengeringan untuk mengurangi kadar air dalam bawang dayak karena
mikroorganisme dan kerja enzim meningkat dalam keadaan lembab. Hal ini dapat
menghambat atau mengurangi terjadinya pembusukan sehingga waktu
penyimpanan lebih lama. Keberadaan air dalam jumlah yang tinggi akan
mempengaruhi polaritas pelarut.

Kemudian dilakukan sortasi kering untuk memisahkan benda asing atau
bagian tanaman yang tidak diinginkan yang masih tertinggal pada simplisia kering.

Simplisia yang sudah dalam kondisi kering, selanjutnya dibuat menjadi serbuk
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dengan menggunakan mesin penghalus. Semakin kecil ukuran sampel maka
semakin besar luas permukaan yang dapat mempercepat proses ekstraksi karena
kontak sampel dengan pelarut akan semakin besar. Serbuk simplisia yang telah
halus kemudian di ayak untuk menyamakan variasi ukuran. Sehingga didapatkan
simplisia dalam kondisi halus. Partikel yang jauh lebih kecil akan mempermudah
kontak pelarut dengan bahan dan berdifusi lebih banyak kedalam partikel sehingga
proses ekstraksi berlangsung lebih baik. Proses ekstraksi dengan memperbesar luas
permukaan akan memperbesar kontak antara serbuk dan pelarut juga semakin besar

(Sa'adah dan Nurhasnawati, 2015).

5.1.3 Analisis Kadar Air

Sampel yang telah berbentuk serbuk halus sebelum dilakukan proses
ekstraksi akan dianalisa kadar airnya menggunakan alat Moisture Analyzer.
Penentuan kadar air pada sampel bertujuan untuk menyatakan kadar zat sebagai
persen bahan kering untuk mengetahui ketahanan dalam proses penyimpanan.
Moisture Analyzer merupakan instrumen yang mengaplikasikan prinsip analisa
gravimetri dengan akurasi yang sangat tinggi. Prinsip kerja dari analisis gravimetri
adalah pemanasan suatu bahan pada tempat khusus dengan suhu dan waktu tertentu
kemudian ditimbang sampai berat konstan. Bahan yang akan ditimbang, dipanaskan
dengan oven pengering pada suhu tertentu (100-105°C) (Pine et al., 2011).
Pengukuran kadar air dengan menggunakan Moisture Analyzer membutuhkan
waktu sekitar 3-15 menit (Ruiz, 2001). Lampu halogen digunakan sebagai sumber

panas. Sampel dimasukkan dalam alas wadah alumunium yang diatasnya terdapat
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kumparan koil pemanas listrik. Kumparan koil akan memanas ketika analisis kadar
air dimulai. Berat sampel secara otomatis akan dikukur sehingga presentase kadar

air dapat diketahui (Kenkel, 2003).

Rata-Rata Kadar Air

12.00

10.00 8.26+0.84 8'89_1;0'78 8.77+0.36 g34+0.61

7.77+0.39 8.27%0.36 -

L

8.00 X = T
6.00
4.00
2.00

Jawa Barat Jawa Tengah Jawa Timur Kalimantan Kalimantan Kalimantan
Timur Tengah Selatan

Lokasi

Gambar 5.1 Grafik Hasil Analisis Kadar Air

Rata-rata kadar air pada sampel bawang dayak dari 6 lokasi yang berbeda
memiliki kadar air dibawah 10%. Persentase kadar air dari yang terendah sampai
tertinggi adalah Bawang dayak Provinsi Jawa Tengah memiliki kadar air sebesar
7,77%; Provinsi Jawa Barat 8,26%; Provinsi Jawa Timur 8,27%; Provinsi
Kalimantan Selatan 8,34%, Provinsi Kalimantan Tengah 8,77%; dan Provinsi
Kalimantan Timur 8,89%. Hasil yang diperoleh dari analisis kadar air tersebut
memenuhi kriteria yaitu tidak lebih dari 10%. Hal ini dimaksudkan agar tidak
terjadi reaksi enzimatis dan mencegah pertumbuhan mikroba sehingga tidak
mengalami pembusukan dan memenuhi syarat dalam baku simplisia (DepKes RI

1985).
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5.1.4 Ekstraksi Ultrasonik

Proses ekstraksi menggunakan bantuan ultrasonik yang memanfaatkan efek
gelombang ultrasonik untuk mempengaruhi perubahan-perubahan yang terjadi
pada proses kimia. Proses ini dikenal dengan sonokimia (Hartuti dan Dani, 2013).
Gelombang yang ditimbulkan berupa kavitasi dapat mengakibatkan sel-sel biologis
akan pecah. Penurunan ukuran partikel, gangguan fisik baik pada dinding maupun
membrane sel juga disebabkan oleh gelombang ultrasonik. Hal tersebut akan
berdampak pada meningkatnya laju perpindahan massa pada jaringan serta
memfasilitasi perpindahan senyawa aktif dari sel ke pelarut (Novak et al., 2008).

Sampel bawang dayak diektraksi menggunakan etanol 96% dengan
perbandingan 1:20 untuk sampel dan pelarut. Karena semakin besar rasio bahan:
pelarut dan lama waktu ekstaksi maka semakin besar rerata rendemennya (Prasetiyo
dkk, 2015). Pelarut yang digunakan adalah etanol 96%. Etanol merupakan pelarut
yang bersifat universal sehingga mampu melarutkan senyawa yang memiliki
kepolaran rendah hingga relatif tinggi. Pemilihan pelarut etanol 96% akan
menghasilkan nilai yield dibandingkan dengan pelarut lainnya seperti heksana dan
air karena etanol dapat digunakan untuk ekstraksi bahan kering seperti daun,
batang, dan akar (Handayani, 2010).

Ekstraksi bawang dayak dengan ultrasonik kemudian dipisahkan antara
filtrat dan residu. Selanjutnya filtrat diproses dengan rotary evaporator untuk
menguapkan pelarut dan mendapatkan ekstrak kental bawang dayak. Pada alat
rotary evaporator menggunakan suhu 50°C dengan kecepatan 70rpm karena etanol

memiliki titik didih sebesar 78.32°C (Yuswi dkk, 2017). Pengaruh suhu akan
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menyebabkan pori-pori padatan mengembang sehingga memudahkan etanol
sebagai pelarut berdifusi masuk kedalam pori-pori bawang dayak.

Penguapan pelarut dengan rotary evaporator dihentikan jika sudah
mendapat ekstrak yang cukup pekat dengan ditandai berhentinya tetesan pelarut
pada labu penampung. Ekstak yang diperoleh berwarna merah tua dengan tekstur
pekat. Hasil ekstrak dimasukkan dalam oven pada suhu 40°C untuk menghilangkan
pelarut yang masih tersisa kemudian ditimbang untuk mengetahui rendemen.
Rendemen adalah perbandingan antara ekstrak yang diperoleh dengan simplisia
awal. Rendemen menggunakan satuan persen (%), semakin tinggi nilai rendemen

yang dihasilkan menandakan nilai ekstrak yang dihasilkan semakin banyak (Wijaya

dkk, 2018).

Gambar 5.2 (A) Proses ekstraksi bawang dayak menggunakan Ultrasoun
Assisted Exraction (UAE) (B) Penyaringan bawang dayak untuk memisahkan
filtrat dengan residu (C) Pemekatan ekstrak menggunakan rotary evaporator
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Tabel 5.1 Hasil Rendemen Ekstrak Bawang Dayak

Sampel Serbuk (gr) + Pelarut = Berat Ekstrak Rendemen
Etanol 96% (ml) (ar) (%)

Bawang Dayak 200 + 500 9,3039 4,6517
Jawa Barat
Bawang Dayak 200 + 500 10,0483 5,0215
Jawa Tengah
Bawang Dayak 200 + 500 8,1034 4,0512
Jawa Timur
Bawang Dayak 200 + 500 12,3260 6,1538
Kalimantan Timur
Bawang Dayak 200 + 500 10,0772 5,0386
Kalimantan Selatan
Bawang dayak 200 + 500 16,0893 8,0430

Kalimantan Tengah

Rendemen yang dihasilkan pada 6 lokasi yang berbeda dipengaruhi oleh
hasil ekstraksi. Faktor-faktor yang mempengaruhi hasil ekstraksi adalah penyiapan
bahan, ukuran partikel, pelarut, metode yang digunakan dalam ektraksi, waktu,
suhu, serta proses pemisahan pelarut dari hasil ekstraksi (Ramadhan dan Phaza,
2010). Hasil rendemen yang berbeda-beda pada setiap sampel dikarenakan
perbedaan lokasi tumbuh. Perbedaan lokasi tumbuh tersebut akan mempengaruhi
kadar senyawa dalam tanaman. Selain lokasi tumbuh, faktor yang mempengaruhi
perbedaan hasil rendemen adalah perlakuan atau keadaan sampel, iklim, intensitas

cahaya (Ulfah dan Karsa, 2007).

5.1.5 Optimasi Fase Gerak HPTLC

Optimasi fase gerak dilakukan menggunakan kombinasi 2 macam pelarut
yaitu kloroform: metanol (8:2 v/v) dan n-heksana: etil asetat (7:3 v/v). Konsentrasi
10.000 ppm pada masing-masing sampel dan ditotolkan sebanyak 2 pl. Penotolan

dilakukan pada plat Silica Gel 60 F2s4 berukuran 10x8 cm dengan 0,5 cm untuk
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batas atas dan 1 cm untuk batas bawah. Hasil dari proses optimasi fase gerak dapat
dilihat pada gambar 5.3 untuk fase gerak kloroform: metanol (8:2 v/v) dan gambar
5.4 untuk fase gerak n-heksana: etil asetat (7:3 v/v). Fase gerak yang dapat
memisahkan analit dengan baik yaitu fase gerak kloroform: metanol (8:2 viv)
dibanding fase gerak n-heksana: etil asetat (7:3 v/v) karena dapat memisahkan

dengan baik dan menghasilkan nilai Rf yang lebih tinggi.

Gambar 5.3 Optimasi fase gerak n-heksana:etil asetat (7:3 v/v) dengan TLC
Visualizer (Camag) pada UV A 254 nm (1) dan UV A 366 nm setelah
diderivatisasi dengan penampak noda H.SO4 10% (2)

Gambar 5.4 Optimasi fase gerak kloroform:metanol (8:2 v/v) dengan TLC
Visualizer (Camag) pada UV A 254 nm (1) dan UV X 366 nm setelah diderivatisasi
dengan penampak noda H2SO4 10% (2)
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Setelah dilakukan eluasi, plat Silica Gel 60 F2s4 divisualisasi menggunakan

TLC Visualizer pada UV A 254 nm dan A 366 nm. Selanjutnya diderivatisai

menggunakan H2SO4 10% dan dipanaskan dengan hotplate 105°C selama 5 menit.

Kemudian di TLC Visualizer pada UV A 366 nm (Tabel 5.3).

Tabel 5.2 Hasil Optimasi Fase Gerak setelah diderivatisasi H.SO4 10% pada

panjang gelombang 366 nm

Bawang dayak
Jawa Timur

Bawang dayak
Jawa Tengah

Bawang dayak
Jawa Barat

Bawang dayak
Kalimantan Timur

Bawang dayak
Kalimantan Tengah

Bawang dayak
Kalimantan Selatan

OO WNEPENOOOTE WONEFE, PROWODNPFPOPRSWODNPEP OO OWONE NS WDN -

0.071
0.185
0.292
0.360
0.624
0.706
0.761
0.070
0.184
0.287
0.515
0.764
0.071
0.180
0.283
0.709
0.769
0.074
0.180
0.284
0.776
0.071
0.184
0.287
0.252
0.622
0.712
0.764
0.072
0.188
0.294
0.360
0.628
0.704

Biru
Hijau
Hijau
Biru
Hijau
Hijau
Biru
Biru
Hijau
Hijau
Hijau
Biru
Biru
Hijau
Hijau
Hijau
Biru
Biru
Hijau
Hijau
Biru
Biru
Hijau
Hijau
Biru
Hijau
Hijau
Biru
Biru
Hijau
Hijau
Biru
Hijau
Hijau

Steroid
Flavonoid
Flavonoid
Steroid
Flavonoid
Flavonoid
Steroid
Steroid
Flavonoid
Flavonoid
Flavonoid
Steroid
Steroid
Flavonoid
Flavonoid
Flavonoid
Steroid
Steroid
Flavonoid
Flavonoid
Steroid
Steroid
Flavonoid
Flavonoid
Steroid
Flavonoid
Flavonoid
Steroid
Steroid
Flavonoid
Flavonoid
Steroid
Flavonoid
Flavonoid
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7 0.765 Biru Steroid

5.1.6 Validasi Metode

Validasi metode dilakukan setelah mendapatkan hasil optimasi fase gerak.
Validasi metode yang digunakan yaitu uji presisi pada penentuan profil metabolit
dan uji stabilitas pada plat HPTLC setelah penotolan. Fase gerak yang terpilih yaitu
kloroform: metanol (8:2 v/v).

Penotolan dengan konsentrasi 10.000 ppm dan 20.000 ppm sebanyak 5 pl
dilakukan pada plat Silica Gel 60 Fzss ukuran 20x10 cm dengan fase gerak
kloroform: metanol (80:20 v/v). Fase gerak tersebut merupakan fase gerak terpilih
dari proses optimasi. Pada uji stabilitas, penotolan dilakukan pada menit ke 0, 15,
30, 45, 60, 75, dan 90 untuk mengetahui stabilitas ekstrak pada waktu tertentu.
Sedangkan untuk uji presisi dilakukan pada konsentrasi 10.000 ppm dan 20.000

ppm dengan 3 kali replikasi.

Hasil yang diperoleh, ekstrak E. palmifolia stabil selama pengujian sampei
menit ke-90. Konsentrasi 10.000 ppm menunjukkan hasil yang presisi dibanding
dengan konsentrasi 20.000 ppm dimana sampel terpisah dengan baik dalam kondisi

yang cukup rapat setelah dianalisa menggunakan PCA.
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Vanables (Loadings) Samples (Score)
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Gambar 5.5 (a) Profil PCA untuk Uji Presisi (pada plat HPTLC) sampel dengan
konsentrasi 10.000 ppm dan 20.000 ppm, PC1 vs PC2
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Gambar 5.5 (b) Profil PCA untuk Uji Presisi (pada plat HPTLC) sampel dengan
konsentrasi 10.000 ppm dan 20.000 ppm, PC2 vs PC3
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Gambar 5.5 (c) Profil PCA untuk Uji Presisi (pada plat HPTLC) sampel dengan
konsentrasi 10.000 ppm dan 20.000 ppm, PC1 vs PC3
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Gambar 5.6 (a) Profil PCA untuk Uji Stabilitas (pada plat HPTLC) sampel
dengan konsentrasi 10.000 ppm dan 20.000 ppm, PC1 vs PC2
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Gambar 5.6 (b) Profil PCA untuk Uji Stabilitas (pada plat HPTLC) sampel
dengan konsentrasi 10.000 ppm dan 20.000 ppm, PC1 vs PC3

20.000 ppm | v —1 10.000 ppm

.
]

Gambar 5.6 (c) Profil PCA untuk Uji Stabilitas (pada plat HPTLC) sampel
dengan konsentrasi 10.000 ppm dan 20.000 ppm, PC2 vs PC3
5.1.7 Profil Metabolit Ekstrak E. palmifolia
Penentuan profil metabolit ekstrak E. palmifolia dianalisis menggunakan
HPTLC-Densitometri menggunakan fase gerak terpilih setelah dilakukan optimasi

fase gerak yaitu kloroform: methanol (80: 20 v/v). Ekstrak E. palmifolia dari 6
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lokasi yang berbeda yaitu Jawa Timur (East Java/EJ), Jawa Barat (West
Borneo/WS), Jawa Tengah (Central Java/CJ), Kalimantan Timur (East
Borneo/EB), Kalimantan Tengah (Central Borneo/CB), Kalimantan Selatan (South
Borneo/SB) ditimbang sebanyak 10 mg kemudian dilarutkan dengan etanol 96%
hingga 500 pl (konsentrasi 20.000 ppm). Selanjutnya diencerkan dengan dipipet
200 pl dan ditambah etanol 96% sama banyak (konsentrasi 10.000 ppm).

Hasil yang diperoleh dapat dilihat pada gambar 5.6 profil metabolit dari ke
6 sampel dengan lokasi yang berbeda dapat terpisah dengan baik senyawa polar

maupun non polar.
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(2) WJa WJbWJc Cla Clb Clc EJa EJb EJc EBa EBb EBc CBa CBb CBc SBa SBb SBc

LA
(3) WJa WJbWJc CJa Clb Clc Ela EJb EJc EBa EBb EBc CBaCBb CBc SBaSBb SBc

Gambar 5.7 Profil Metabolit Ekstrak Etanol E. palmifolia, sampel WJa-WJc
(Jawa Barat), CJa-CJc (Jawa Tengah), EJa-EJc (Jawa Timur), EBa-EBc
(Kalimantan Timur), CBa-CBc (Kalimantan Tengah), SBa-SBc (Kalimantan
Tengah). Fase gerak kloroform: metanol (80:20 v/v) dan diderivatisasi H2SO4
10% (1) UV 254 nm, (2) UV 366 nm, (3) lampu putih

.Pada gambar 5.7 hasil densitogram HPTLC menggunakan TLC Scanner-4
(Camag) pada UV A 254 nm secara keseluruhan dari sampel sebanyak 6 ekstrak E.

palmifolia dengan 3 kali replikasi pada lokasi yang berbeda. Track 1-3: WJla-WJ1c

(Jawa Barat), track 4-6: CJla-CJ1ic (Jawa Tengah), track 7-9: EJla-EJ1c (Jawa
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Timur), track 10-12: EBla-EB1c (Kalimantan Timur), track 13-15: CBla-CBlc

(Kalimantan Tengah), dan track 16-18: SBla-SB1c (Kalimantan Selatan).

Al e @ 254 o

Gambar 5.8 Densitogram HPTLC menggunakan TLC Scanner-4 (Camag) pada
UV 254 nm, kecepatan scan 20 mm/s, resolusi data 100 pm/step, posisi track
pertama X 10.0 mm, jarak antar track 10.0 mm, posisi mulai scan Y 15.0 mm dan
akhir scan Y 90.0 mm
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Gambar 5.9 (a) Kromatogram HPTLC menggunakan WIinCATS planar
chromatography manager v1.4.8.2012 pada 254 nm, track 1-3 (WJ),
track 4-6 (CJ), track 7-9 (EJ)
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Gambar 5.9 (b) Kromatogram HPTLC menggunakan WIinCATS planar
chromatography manager v1.4.8.2012 pada 254 nm, track 10-12 (EB),
track 13-15 (CB), track 16-18 (SB)
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Tabel 5.3 Data Kromatogram HPTLC dengan Retention factor (Rf) dan Luas Area dari semua metabolit pada 6 sampel

Substance & West | West | West | Central | Central | Central | East East East East East East | Central | Central | Central | South | South | South Candidate
. Java Java Java Java Java Java Java Java Java | Borneo | Borneo | Borneo | Borneo | Borneo | Borneo | Borneo | Borneo | Borneo WL (nm)

Aty Wila | Wilb | Wilc | Clla | CJib | Cllc | EJla | EJlb | EJic | EBla | EBl1b | EBlc | CBla | CBlb | CBlc | SBla | SBlb | SBic Merler
Rf002 |1814.5| 2339.3 | 2501.1 | 862.2 | 711.0 | 1126.9 | 1160.1 | 803.8 | 1113.0 | 1434.4 | 320.1 4121 | 1664.2 | 379.8 | 1690.8 | 1481.7 | 1187.2
Rf013 |5855.4 | 5986.9 | 5888.9 | 3424.1 | 3282.5 | 3420.0 | 5207.0 | 4960.8 | 5681.2 | 8703.3 | 9337.6 | 9987.9 | 2990.6 | 2998.3 | 2770.8 | 5778.0 | 5739.1 | 6368.¥ Yes 250
Rf028 |3357.3 | 3364.4 | 3500.2 | 1957.0 | 2033.1 | 2012.3 | 2902.8 | 2902.9 | 3299.9 | 3942.8 | 4136.5 | 4534.6 | 1277.1 | 1324.2 | 1249.4 | 3479.6 | 3345.0 | 3722.37} Yes 272
Rf 034 219.7 278.6
Rf 040 8426 | 756.8 | 807.2 | 452.7 | 507.4 | 499.7 | 864.4 | 947.9 | 1007.6 | 982.3 | 1084.7 | 1139.3 | 4240 | 5285 | 426.8 | 1016.7 | 9858 | 1225.3 Yes 266
Rf 044 13185 | 1148.2 | 1584.4 4469.6 | 5822.4 | 6262.2 | 1789.5 | 1450.2 | 1630.2
Rf 052 523.1
Rf 055 489.1
Rf 059 522.2 521.0 | 5312 | 656.5
Rf0O71 | 464.0 | 574.2 | 770.2 | 991.0 | 1072.8 | 1463.8 | 7382.4 | 8256.1 | 9186.4 | 1012.8 | 953.7 | 1137.2 | 2409.5 | 3006.0 | 3118.9 |12353.3|12380.4 | 13616.3l. Yes 279
Rf 076 1138.8 1327.3 | 5360.7 | 7233.1 | 7214.7
Rf087 |15013.4|13354.0 |15611.1|18663.7 | 19292.8 | 16838.7 | 29368.1 | 27495.3 | 28348.2 | 15137.7 | 14805.0 | 14914.4 | 23749.4 | 25133.0 | 25132.0 | 38973.2 | 40107.3 | 53714.3 5 Yes |249, 270, 399
Rf 091 2379.0
Rf093 | 3056.5 | 2220.3 | 2420.4 1971.8 | 2713.8 2741.4 | 1590.4 | 1814.6 | 1704.3 | 2229.6 | 1595.1 | 2153.7 | 13559.7 [ 15437.8

69
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5.1.8 Principal Component Analysis (PCA)

Klasifikasi profil metabolit dari ekstrak E. palmifolia dari 6 lokasi yang
berbeda dilakukan menggunakan PCA menggunakan software Multibase v.2015
adds in Microsoft Excel v.2013.

Hasil analisa profil metabolit ditunjukkan pada gambar 5.10. Pada
visualisasi hasil PCA menunjukkan ada 3 metabolit yang berpengaruh dalam
pembentukan cluster karena mucul pada setiap PC, baik PC 1, PC 2 maupun PC 3.

Metabolit tersebut terdapat pada Rf 055, 059 dan 044.

Variadles (Loadings) Samples (Score)
PC1vs PC2
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nen & f - L] — = ) e
ek g - — o
e Rf 071 Rf 044 (SB)
a o L
a
b R 052 . - (cB)
- &J o
L3 % Rf 055 ol (EJ) >
& RF093 4 )
ot 5 ® RF040 [ S— = T — s _Commadlove _
- L L
L)
. L (WJ) (CJ)
* Rf028 . o
3 ! . K "e
Rf013 (EB)

Gambar 5.10 (a) Profil metabolit E. palmifolia menggunakan Principal
Component Analysis (PCA) antara Loading Plot (kiri) dan Score Plot (kanan)
yang menjelaskan varian PC1 (29,3%) vs PC> (21,3%)
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Gambar 5.10 (b) Profil metabolit E. palmifolia menggunakan Principal
Component Analysis (PCA) antara Loading Plot (kiri) dan Score Plot (kanan)
yang menjelaskan varian PC1 (29,3%) vs PCs (14,8%)
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Gambar 5.10 (c) Profil metabolit E. palmifolia menggunakan Principal
Component Analysis (PCA) antara Loading Plot (kiri) dan Score Plot (kanan)
yang menjelaskan varian PC1 (29,3%) vs PC> (21,3%)

5.1.9 Hierarchical Clusturing Analysis (HCA)

Hierarchical Clusturing Analysis (HCA) adalah salah satu metode untuk
mengetahui kemiripan antar sampel dengan membaginya menjadi beberapa
kelompok menurut perbedaan sifat dengan kelompok yang lain. Hasil dari HCA
divisualisasikan dalam bentuk dendogram.

Hasil dari HCA memiliki karakteristik yang berdekatan antara Jawa Barat
(hijau) dan Kalimantan Timur (merah), Jawa Tengah (kelabu) dan Kalimantan
Selatan (biru), Kalimantan Tengah ( ) dan Jawa Timur (ungu). Dapat
disimpulkan bahwa dari semua sampel yang diambil dari 6 lokasi yang berbeda

mempunyai kemiripan dan terletak dalam satu cluster (Gambar 5.11).
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Gambar 5.11 Dendogram dari Hierarchical Clusturing Analysis (HCA)

yang menunjukkan kemiripan E. palmifolia dari Jawa Barat (Hijau), Kalimantan

Timur (Merah), Jawa Tengah (Kelabu) Kalimantan Tengah ( ) dan Jawa
Timur (Ungu), Kalimantan Selatan (Biru)
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5.2 Pembahasan

Penelitian tentang profil metabolit ekstrak E. palmifolia dilakukan dengan
metode HPTLC-Densitometri. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui profil
metabolit serta perbedaan dari masing-masing daerah pengambilan sampel.
Manfaat yang diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah mengenai profil
metabolit sehingga dapat digunakan sebagai dasar dari penentuan dosis, toksisitas,
aktivitas dan identifikasi adulteration.
5.2.1 Optimasi Fase Gerak HPTLC

Sebelum dilakukan uji Profil Metabolit E. palmifolia secara HPTLC-
Densitometri terlebih dahulu menentukan fase gerak yang akan digunakan.
Optimasi fase gerak dilakukan untuk mendapatkan perbandingan eluen yang dapat
memisahkan analit dengan optimal. Fase diam yang digunakan adalah Plat Silika
Gel 60 F2s4 berukuran 8x10 cm dengan batas atas berukuran 0,5 cm dan batas bawah
berukuran 1 cm. Larutan sampel konsentrasi 10.000 ppm ditotolkan pada fase diam
sebanyak 2 pl. Optimasi fase gerak menggunakan (a) Klorofom: Metanol (8:2 v/v)
dan (b) N-Hexana: Etil Asetat (7:3 v/v). Karena dalam penentuan profil metabolit
harus dilakukan dalam kondisi yang optimum sehingga fase gerak mampu
membawa analit dan proses pemisahan berdasarkan koefisien partisi. Hasil eluasi
kemudian dilihat dengan TLC Visualizer dan diderivatisasi menggunakan H2SO4
10%. Plat Silika Gel 60 F2s4 dipanaskan dengan hotplate 105°C selama 5 menit.

KLT merupakan analisis pemisahan komponen kimia berdasarkan prinsip
adsorbsi dan partisi yang ditentukan oleh fase diam dan fase gerak. Daya serap fase

gerak akan mempengaruhi kecepatan gerakan senyawa kimia yang akan dibawa
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oleh fase gerak tergantung tingkat kepolarannya. Senyawa yang terikat kuat pada
fase diam akan tereluasi paling lama dan mempunyai nilai Retention factor (Rf)
yang kecil, sedangkan senyawa yang tidak terikat fase diam akan terelusi paling
lama dan mempunyai nilai Rf yang besar. Hal inilah yang menjadikan adanya
pemisahan komponen kimia di dalam ekstrak (Alen, 2017). KLT dilakukan
menggunakan 2 macam eluen dengan tingkat kepolaran berbeda untuk
mendapatkan pelarut yang mampu memberikan pemisahan yang baik serta noda
warna yang bagus. Setelah dilakukan eluasi fase gerak terpilih adalah kloroform:
metanol (8:2 v/v) karena memberikan pemisahan terbaik dibandingkan dengan fase
gerak n-heksana: etil asetat (7:3 v/v). Profil metabolit pada fase ini juga merata
dengan 0.0<Rf<1.0 mengindikasikan bahwa metabolit polar dan non polar terpisah
dengan cukup baik. Rf dipengaruhi oleh interaksi senyawa terhadap fase diam dan
fase gerak yang digunakan.

Hasil pemisahan senyawa pada ekstrak E. palmifolia dengan KLT pada fase
gerak terpilih yaitu kloroform: metanol (8:2 v/v). Fase gerak tersebut merupakan
fase gerak yang dominan bersifat non polar. Karena kloroform bersifat non polar
dan lebih besar perbandingannya dari metanol. Pemisahan yang terjadi pada kondisi
ini adalah fase gerak yang bersifat non polar dan fase diam yang bersifar polar.
Analit yang bersifat polar akan tertahan pada fase diam, sedangkan analit yang
bersifat non polar akan ikut terdistribusi dengan fase gerak. Sehingga nilai Rf yang
rendah lebih polar dibanding dengan nilai Rf yang lebih tinggi. Noda yang
dihasilkan pada pemisahan KLT memiliki jumlah noda yang berbeda pada setiap

lokasi sampel. Bawang dayak dari Jawa Timur menghasilkan 7 noda, dari Jawa
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Tengah 5 noda, dari Jawa Barat 5 noda, dari Kalimantan Timur 4 noda, dari
Kalimantan Tengah 7 noda, dan dari Kalimantan Selatan 7 noda. Warna noda dari
optimasi eluen adalah hijau kebru-biruan yang merupakan senyawa flavonoid dan
noda berwarna biru diduga senyawa steroid. Kandungan senyawa flavonoid dan
terpenoid juga dikuatkan oleh penelitian sebelumnya dimana mengandung senyawa
alkaloid, glikosida, flavonoid, fenolik, steroid dan tannin (Gayatri dkk, 2017).
Perbedaan hasil yang diperoleh dari 6 lokasi yang berbeda dapat dipengaruhi oleh
adanya faktor intrinsik dan ekstrinsik tumbuhan sehingga akan memberikan
dampak perbedaan metabolit sekunder. Faktor intrinsik yang berpengaruh yaitu gen
dan hormone sedangkan faktor ekstrinsik antara lain faktor lingkungan yang
meliputi ketinggian tempat, pH tanah, intensitas cahaya, temperatur, kelembapan,

curah hujan, tekstur tanah (Raharjeng, 2015).

5.2.2 Validasi Metode

Validasi metode dilakukan sebelum uji profil metabolit ekstrak E.
palmifolia, hal ini bertujuan untuk mengetahui prosedur yang digunakan dalam
penelitian sudah memenuhi persyaratan dalam parameter penelitian (Ambarwati
dkk, 2013; Harmita, 2004) dan persyaratan untuk aplikasi analisis (USP XXXVII,
2014). Pada penelitian ini dilakukan uji pre-validasi yang meliputi uji stabilitas
setelah penotolan pada plat HPTLC yang digunakan dan uji validasi pada profil
metabolit menggunakan uji presisi.

Presisi adalah ukuran yang menunjukkan derajat kesesuaian antara hasil uji

individual, diukur melalui penyebaran hasil individual dari rata-rata jika prosedur
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diterapkan secara berulang pada sampel-sampel yang diambil dari campuran yang
homogen (Harmita, 2004). Hasil yang diperoleh menunjukkan bahwa pada uiji
presisi, sampel dengan konsentrasi 10.000 ppm dibanding konsentrasi 20.000 ppm
lebih presisi pada konsentrasi 10.000 ppm. Profil analisis PCA untuk uji presisi
(Gambar 5.4) menunjukkan kedekatan pengulangan pada konsentrasi 10.000 ppm
lebih rapat dibanding dengan konsentrasi 20.000 ppm. Hal ini dikarenakan pada
konsentrasi 20.000 ppm lebih pekat dibandingkan dengan konsentrasi 10.000 ppm
sehingga viskositas relatif tinggi dan kemungkinan menempel pada pipa kapiler
pada saat penotolan. Hasil tersebut menunjukkan kesesuaian antara hasil uji
individual yang diukur melalui penyebaran hasil individual dari rata-rata pada
prosedur yang diterapkan secara berulang. Uji presisi bertujuan memperoleh
kedekatan hasil pengukuran suatu analit ketika metode analisis diulang
(Ravichandran et al., 2010). Hasil yang diperoleh pada uji presisi kemudian
digunakan sebagai konsentrasi penotolan pada uji profil metabolit ekstrak E.
palmifolia.

Uji stabilitas merupakan tahap prevalidasi untuk menunjukkan stabilitas
yang cukup dalam waktu tertentu. Tahap tersebut menjadi tahap yang paling
penting dalam melakukan penelitian (Yuwono dan Indriyanto, 2005). Stabilitas
analit dalam matriks dan wadah hanya relevan pada matriks dan wadah tersebut,
tidak dapat diganti dengan matriks dan wadah yang lain. Hasil dari uji stabilitas
dapat dilihat pada gambar 5.5 bahwa sampel dapat terpisah dengan baik. Hal ini
menunjukkan bahwa sampel dengan pengujian beberapa perbedaan waktu

penotolan masih stabil sampai menit ke 90.
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Hasil dari validasi metode mengidentifikasi bahwa untuk uji profil metabolit
dengan metode HPTLC-Densitometri menggunakan penotolan dengan konsentrasi
10.000 ppm. Sedangkan untuk waktu pengerjaan dilakukan paling lama selama 90

menit setelah preparasi sampel untuk mendapatkan hasil yang maksimal.

5.2.3 Profil Metabolit Ekstrak E. palmifolia

Tujuan dari penetuan profil metabolit ini adalah untuk menentukan profil
metabolit atau pola kromatogram dari ekstrak E. palmifolia yang memiliki aktifitas
farmakologi ataupun ciri khusus pada suatu tanaman yang digunakan untuk kontrol
kualitas. Profil metabolit juga digunakan sebagai analisis yang berhubungan dengan
suatu metabolit yang memiliki jalur metabolisme maupun dengan klasifikasi suatu
senyawa.

Penotolan sampel dengan konsentrasi 10.000 ppm dipilih karena memiliki
presisi yang lebih baik daripada konsentrasi 20.000 ppm. Sampel ditotolkan pada
plat Silica Gel 60 Fzs4 berukuran 20x10cm dilakukan dengan 3 kali replikasi
masing-masing 5 pl menggunakan Liniomat-V sample applicator (Camag) dengan
jarak antar pita 10 mm dan jarak dari pinggir kiri 15 mm, eluasi dengan Automatic
Developing Chamber (Camag ADC-2).

Hasil profil metabolit pada plat di scan menggunakan TLC Scanner-4
(Camag) dengan UV A 254 nm dengan kecepatan scan 20 mm/s. Kemudian di
visualisasi menggunakan TLC visualizer (Camag) dengan UV A 254 dan 366 nm.

Sebagai penampak noda digunakan H2SO4 10%.
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Profil metabolit ekstrak E. palmifolia dari 6 lokasi yang berbeda masih ada
kemiripan. Walaupun sampel tersebut berbeda lingkungan tumbuhnya. Terdapat
145 metabolit yang terdeteksi menggunakna HPTLC-Densitimetri, masing-masing
daerah rata-rata mengandung 8 metabolit. Hasil dari tiap daerah dapat dilihat pada
Tabel 5.4. Nilai Rf yang muncul pada tiap daerah berbeda, tetapi masih ada
kemiripan yang beberapa Rf yang sama seperti Rf 002, 013, 028, 040, 071, 080,
dan 093 terdapat pada semua lokasi. Sedangkan Rf 034 hanya terdapat pada daerah
Jawa Timur; Rf 044 terdapat pada daerah Jawa Timur, Kalimantan Tengah, dan
Kalimantan Selatan; Rf 052 hanya ada di Kalimantan Selatan; Rf 055 terdapat pada
daerah Kalimantan Selatan; Rf 059 terdapat pada 2 daerah yaitu Jawa Timur dan
Kalimantan Tengah; Rf 091 hanya di daerah Jawa Tengah. Hasil profil metabolit
ekstrak E. palmifolia yang dapat dijadikan senyawa marker adalah pada Rf 013; Rf
028; Rf 040; Rf 071; Rf 087. Karena Rf tersebut terdapat pada semua daerah
pengambilan sampel yang dapat dijadikan sebagai kandidat senyawa marker.
Kandidat senyawa marker dapat digunakan sebagai penanda keberadaan tanaman

didalam formulasi campuran.

5.2.4 Principal Component Analysis (PCA)

PCA yang digunakan dalam penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
kedekatan antar sampel data keseluruhan dari profil metabolit ekstrak E. palmifolia
yang dilakukan. Prinsip dari metode PCA adalah melakukan pengurangan terhadap
variabel-variabel yang mempunyai korelasi (Miller, 2005). Data yang beragam

lebih efisien dilihat menggunakan PCA karena dapat mengurangi informasi dari
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banyak variabel menjadi 2 atau 3 komponen utama (Taylor, 2002). Dari hasil
analisis, ketiga komponen memiliki eigenvalue lebih dari satu. Eigenvalue adalah
total variasi yang dijelaskan oleh setiap faktor. Faktor pertama memiliki eigenvalue
paling besar yaitu sebesar 5,27, dimana pada faktor pertama ini keragaman data
sangat besar. Sedangkan eigenvalue faktor kedua dan ketiga masing-masing adalah
3,83 dan 2,66.

Proyeksi sampel terhadap variabel baru ditunjukkan pada score plot. Score
plot yang biasa digunakan adalah score plot pada PC pertama dan kedua. Karena
memiliki variansi terbanyak pada data. PC 1 merupakan kombinasi dari banyak
variabel asli yang memiliki keragaman paling banyak diantara sampel. PC 2
diperoleh untuk keragaman yang belum diterangkan pada PC 1. Tetapi untuk hasil
ini menggunakan ketiga PC. Pada gambar 5.9 PCA menunjukkan visualisasi
loading plot (kiri) dan score plot (kanan). Score plot adalah menggambarkan sifat-
sifat subjek (sampel) sedangkan loading plot adalah gambaran hubungan (korelasi)
antara variabel-variabel dalam setiap komponen. Terlihat bahwa presentase varian
PC 1 sebesar 29,3%, presentase PC 2 sebesar 21.3%, dan presentase varian PC 3
sebesar 14,8%.

Hasil dari Principal Component Analysis (PCA) ekstrak E. palmifolia dari
6 lokasi yang berbeda yaitu Jawa Barat, Jawa Tengah, Jawa Timur, Kalimantan
Timur, Kalimantan Tengah, dan Kalimantan Selatan terjadi pemisahan antar
cluster. Hal ini terjadi karena ada ciri khas metabolit dari masing-masing lokasi
sampel pada hasil score plot (kiri). Jarak antara titik variabel menunjukkan

hubungan diantara variabel. Intepretasi titik-titik sampel sama dengan intepretasi
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variabel. Hubungan diantara dua titik sampel dapat dilihat dengan membandingkan
jaraknya dengan titik-titik dari variabel. Titik-titik sampel yang berdekatan
menunjukkan bahwa sampel-sampel tersebut sama, sedangkan titik-titik sampel
yang berjauhan menunjukkan hal yang sebaliknya. Titik-titik sampel yang terdapat
dalam satu kelompok adalah sama satu sama lain dan berbeda dengan titik-titik
sampel yang terdapat dalam kelompok lain (Esbensen et al., 1994). Cluster
berwarna hijau dan merah yaitu Jawa Barat dan Kalimantan Timur pada hasil score
plot menunjukkan kemiripan metabolite fingerprinting. Karena keduanya pada
hasil PC1, PC2 maupun PC3 berdekatan.

Hasil loading plot (kanan) terdapat 3 metabolit pembentuk cluster yang
berpengaruh signifikan. Karena terdapat disetiap PC, baik PC1, PC2, maupun PC3.
Metabolit tersebut terdapat pada Rf 055, Rf 059, dan Rf 044.

Sampel yang berasal dari 6 lokasi yang berbeda yaitu Jawa Barat, Jawa
Tengah, Jawa Timur, Kalimantan Timur, Kalimantan Tengah, dan Kalimantan
Selatan mempunyai kemiripan profil metabolit. Pada hasil Principal Component
Analysis (PCA) diketahui bahwa senyawa yang berpengaruh terdapat pada Rf 055,
059 dan 044.

Analisa akan dilanjutkan dengan Hierarchical Clusturing Analysis (HCA)
untuk mengetahui cluster berdasarkan kemiripan maupun perbedaan antar sampel
dari 6 lokasi yang berbeda setelah dilakukan analisa Principal Component Analysis

(PCA).
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5.2.5 Hierarchical Clusturing Analysis (HCA)

Kemiripan antar sampel dapat dilihat dari kemiripan antar kelompok
(kelas). Metode untuk membagi sekelompok objek kedalam suatu kelompok
sehingga objek-objek yang sejenis akan berada dalam kelompok yang sama
merupakan metode analisis kluster (Rohman, 2014).

Dendogram dari Hierarchical Clusturing Analysis (HCA) yang
menunjukkan adanya kedekatan antar objek yang bisa dijadikan panduan untuk
melihat objek mana yang memiliki kemiripan karakteristik yang sama. Objek
dengan karakteristik sama akan digambarkan dengan posisi yang berdekatan.
Semakin dekat posisi antar objek maka kemiripan karakteristik lebih besar.
Sedangkan semakin jauh posisi antar objek maka tingkat kemiripan lebih rendah.
Cluster yang diperoleh terbentuk dari beberapa sampel.

Hasil HCA menunjukkan bahwa East Borneo memiliki kemiripan dengan
West Java dan Central Java, Central Borneo memiliki kemiripan dengan South
Borneo dan East Java. Hal ini disebabkan karena dari ke-6 lokasi pengambilan
sampel yang berbeda masih terdapat kemiripan metabolit yang berada pada E.
palmifolia.

Hasil profil metabolit bila dihubungkan dengan karakteristik pengambilan
sampel umbi E.palmifolia jenis tanah pada ke 6 daerah memiliki kemiripan, seperti
Jawa Barat dengan Kalimantan Timur memiliki jenis tanah aluvial dan iklim yang
sama. Jawa Tengah dan Kalimantan Selatan memiliki Janis tanah dan iklim yang
sama yaitu aluvial. Sedangkan Kalimantan Tengah dan Jawa Timur memiliki jenis

tanah yang sama yaitu litosol.
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Tabel 5.4 Karakteristik Lokasi Pengambilan Sampel Umbi E. palmifolia

No. Lokasi Ketinggian | Suhu Curah | Iklim | Jenis tanah
(mdpl) rata-rata | hujan
(°C) | (mm)
1. Desa Srengat, 127 25,0 1819 Aw Regosol,
Kecamatan Srengat, Litosol
Kabupaten Blitar,
Jawa Timur
2. | Kelurahan Kalisoro, 1221 19,1 3299 | Am Aluvial
Kecamatan Kelabu,
Tawangmangu, Grumosol
Kabupaten Kelabu Tua
Karanganyar, Jawa
Tengah
3. Desa Sukaharja, 668 24,0 3454 Af Latosol,
Kecamatan Cijeruk, Aluvial,
Kabupaten Bogor, Regosol,
Jawa Barat Podsolik,
dan Andosol
4. Kelurahan Karang 29 26,4 2376 Af Aluvial,
Rejo, Kecamatan Podsolik,
Balikpapan Tengah, Merah
Kota Balikpapan, Kuning,
Kalimantan Timur Tanah Pasir
. Kelurahan Baru, 10 26,8 2765 Af L atosol,
Kecamatan Arut Podsolik
Selatan, Kabupaten Merah
Kotawaringin Barat, Kuning, dan
Kalimantan Tengah Aluvial
6. Kecamatan 31 27,2 2627 Af Aluvial

Banjarbaru, Kota
Banjarmasin,
Kalimantan Selatan

Sumber: www.elevationmap.net dan www.id-climate.data.org (8 januari 2017)

5.2.6 Korelasi Hasil Penelitian Berdasarkan Perspektif Islam

Allah SWT menciptakan bumi beserta isinya dengan begitu sempurna.

Keanekaragaman tumbuhan yang diciptakan mempunyai manfaat masing-masing

tanpa ada yang sia-sia. Hal tersebut dimaksudkan agar manusia dapat mengambil

manfaat untuk kebaikan. Begitu banyak tumbuhan yang dapat dimanfaatkan dan
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dikembangkan sebagai salah satu bahan untuk obat herbal, salah satunya adalah
Bawang Dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.). Hal ini sesuai dengan firman

Allah SWT yang terdapat dalam surat Al-An’am ayat 141 yang berbunyi:
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Artinya:

dan Dialah yang menjadikan kebun-kebun yang berjunjung dan yang tidak
berjunjung, pohon korma, tanam-tanaman yang bermacam-macam buahnya,
zaitun dan delima yang serupa (bentuk dan warnanya) dan tidak sama (rasanya).
Makanlah dari buahnya (yang bermacam-macam itu) bila dia berbuah, dan
tunaikanlah haknya di hari memetik hasilnya (dengan disedekahkan kepada fakir
miskin); dan janganlah kamu berlebih-lebihan. Sesungguhnya Allah tidak
menyukai orang yang berlebih-lebihan.

(Q.S. Al-An’am: 141)
Ayat tersebut menunjukkan bahwa Allah SWT menumbuhkan berbagai

macam tanaman dengan berbagai manfaat tidak ada yang sia-sia, setiap tumbuhan
memiliki kandungan masing-masing meskipun sama bentuk maupun warnanya.
Hal ini sesuai dengan tafsir Quraish Shihab (2002) bahwa Allah SWT menciptakan
berbagai kebun yang ditanami maupun tidak. Tumbuhan yang ditumbuhkan
memiliki warna dan bentuk yang berbeda. Padahal ditanam di atas tanah yang sama
dan disiram dengan air yang sama. Hal tersebut menunjukkan kekuasaan Allah
SWT.

E. palmifolia dari 6 lokasi yang berbeda terdapat perbedaan profil metabolit,

meskipun tanaman yang digunakan sama. Tetapi perbedaan lokasi tumbuh
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mempengaruhi profil metabolit pada masing-masing daerah. Hal ini sesuai dengan

firman Allah SWT yang terdapat dalam surat An-Nahl ayat 13 yang berbunyi:
g 2 EAG - A .G ,.,E}’/,E Zy(-2 5 ,E,.a . 52 /2/7 s
w098 35 58 Y A 5 Ol SN B (20Ul s il 55 5

Artinya:

dan Dia (menundukkan pula) apa yang Dia ciptakan untuk kamu di bumi
ini dengan berlain-lainan macamnya. Sesungguhnya pada yang demikian itu
benar-benar terdapat tanda (kekuasaan Allah) bagi kaum yang mengambil
pelajaran.

(Q.S. An-Nahl: 13)

Ayat tersebut menjelaskan bahwa Allah menciptakan berbagai macam
binatang, tumbuhan dan benda dengan berlainan bentuk. Berbagai macam bentuk
tersebut memiliki manfaat yang berbeda juga. Walaupun dengan bentuk yang sama
tetapi ada perbedaan yang terkandung. Seperti profil metabolit ekstrak E. palmifolia
pada masing-masing daerah di 6 lokasi yang berbeda terdapat perbedaan profil
metabolit karena perbedaan lokasi tumbuh. Perbedaan kondisi tanah dan
lingkungan tempat tumbuh akan berpengaruh, sehingga E. palmifolia dari 6 lokasi
yang berbeda dapat dipilih yang terbaik dan digunakan untuk bahan baku obat
herbal. Hal ini sesuai dengan tafsir dari Quraish Shihab (2002) bahwa Allah SWT
menciptakan bumi seisinya dengan beraneka warna, bentuk dan cirinya untuk

dimanfaatkan. Sesungguhnya yang demikian itu adalah kekuasaan Allah SWT.

OF MAULANA MALIK IBRAHIM STATE ISLAMIC UNIVERSITY OF MALANG



BAB VI

KESIMPULAN DAN SARAN

6.1 Kesimpulan

1. Profil metabolit ekstrak etanol 96% umbi E. palmifolia dari 6 lokasi yang
berbeda vyaitu Kecamatan Srengat Blitar (Jawa Timur), Kecamatan
Tawangmangu Karanganyar (Jawa Tengah), Kecamatan Cijeruk Bogor (Jawa
Barat), Kecamatan Balikpapan Balikpapan (Kalimantan Timur), Kecamatan
Arut Selatan Kotawaringin Barat (Kalimantan Tengah), Kecamatan Banjarbaru
Banjarbaru (Kalimantan Selatan) yang dapat digunakan sebagai kandidat
senyawa marker adalah pada Rf 013, Rf 028, Rf 040, Rf 071, Rf 080.

. Terdapat perbedaan profil metabolit antara ekstrak etanol 96% umbi E.
palmifolia dari 6 lokasi yang berbeda yaitu Kecamatan Srengat Blitar (Jawa
Timur), Kecamatan Tawangmangu Karanganyar (Jawa Tengah), Kecamatan
Cijeruk Bogor (Jawa Barat), Kecamatan Balikpapan Balikpapan (Kalimantan
Timur), Kecamatan Arut Selatan Kotawaringin Barat (Kalimantan Tengah),
Kecamatan Banjarbaru Banjarbaru (Kalimantan Selatan) dengan metode

HPTLC-Densitometri

6.2 Saran

1. Penentuan profil metabolit untuk menemukan senyawa marker perlu dilakukan

penelitian lebih lanjut menggnakan UPLC-QTOF-MS dan NMR.

2. Pengujian aktivitas ekstrak E. palmifolia yang memiliki nilai ICso tinggi pada

daerah tertentu dapat digunakan sebagai bahan baku obat.

75
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skema Kerja

L.1.1 Preparasi Sampel

Bawang

Dayak

\ 4

Diambil umbi bawang dayak

Dicuci, dipotong kecil-kecil

Dikering anginkan tanpa sinar matahari langsung selama 3-4 hari
Dioven dengan suhu 40°C 2-3 hari apabila belum kering

Dihaluskan hingga menjadi serbuk

Serbuk

L.1.2 Analisis Kadar Air

Serbuk Bawang Dayak

v

Dinyalakan alat mouisture analyzer

Dibuka penutup alat dan diletakkan sample pan kosong ke dalam
sample pan handler

Diturunkan penutup alat dan secara otomatis alat akan menara atau
menunjukkan nilai 0,000

Dimasukkan sebanyak + 0,500 gram serbuk simplisia ke dalam sample
pan dan penutup alat kembali diturunkan

Nilai kadar air akan muncul secara otomatis pada layar dalam satuan
persen

Dilakukan tiga kali pengulangan

Kadar air masing-masing serbuk bawang dayak
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L.1.3 Ekstraksi

Serbuk Bawang Dayak

- Sebanyak 25 gram sampel direndam dengan 500 mL pelarut etanol
96% (perbandingan 1:20)

- Diekstraksi dengan menggunakan metode ultrasonik selama 2 menit

- Diaduk kemudian diekstraksi kembali sampai 3 kali pengulangan

- Disaring menggunakan kertas saring

- Filtrat yang terkumpul dipekatkan dengan rotary evaporator

- Diletakkan ekstrak kedalam cawan porselen
A 4

Ekstrak Bawang Dayak

L.1.4 Validasi Metode
L.1.4.1 Pembuatan Larutan Sampel Konsentrasi 20.000 ppm

Ekstrak Bawang Dayak

- Ditimbang sebanyak 10 mg, dimasukkan kedalam labu ukur

- Dilarutkan dalam etanol 96% hingga 500 pl (konsentrasi 20.000 ppm)

A 4

Larutan Sampel Konsentrasi 20.000 ppm

L.1.4.2 Pembuatan Larutan Sampel Konsentrasi 20.000 ppm

Ekstrak Bawang Dayak

- Larutan 20.000 ppm, diencerkan dengan pipet 200 pl
- Ditambah etanol 96% sama banyak (konsentrasi 10.000 ppm)

Larutan Sampel Konsentrasi 10.000 ppm
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L.1.4.3 Uji Presisi (interday) dan Uji Stabilitas

Larutan Sampel Konsentrasi 10.000 ppm dan 20.000 ppm

- Ditotol dengan Syringe Applicator sebanyak 5 pl
- Penotolan dilakukan pada menit ke-0, 15, 30, 45, 60, 75 dan 90
- Direplikasi 3 kali

A\ 4

Stabilitas dan Presisi Sampel

L.1.4 Metabolite Profiling Menggunakan HPTLC-Densitometri

Ekstrak Bawang Dayak

- Ditimbang sebanyak 10 mg, dimasukkan kedalam labu ukur

- Dilarutkan dalam etanol 96% hingga 500 pl (konsentrasi 20.000 ppm)

- Diencerkan dengan pipet 200 pl

- Ditambah etanol 96% sama banyak (konsentrasi 10.000 ppm)

- Disaring dengan filter 0.20 pm

- Ditotol sampel (konsentrasi 10.000 ppm) masing-masing 5 pl dengan
kondisi: Fase Diam plat Silica Gel 60 F254 20x10 cm, Fase Gerak
Kloroform: Metanol (80:20 v/v)

- Direplikasi 3 kali

- Diderivatisasi dengan H2S04 10%

- Discan plat TLC dengan TLC Scanner pada WL 254

- Spot pada semua track discan pada WL 200-700 nm

- Dilakukan TLC Visualixer

A 4

Metabolite Profiling
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L.1.5 Analisis Data
L.1.5.1 Profil Metabolit

Data Profil Metabolit Bawang Dayak

- Diolah dengan menggunakan PCA dan HCA

\ 4

Perbedaan Profil Metabolit Setiap Daerah
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Lampiran 2. Prosedur Pengambilan Sampel

Uraian

1.
2.

o

Identitas Sampel
Lokasi Sampling

Waktu Sampling
Bulan

Musim

Pukul
Pengiriman
Kondisi

Packing
Pengiriman
Pelabelan

Uraian

1.
2.

<

Identitas Sampel
Lokasi Sampling

Waktu Sampling
Bulan

Musim

Pukul
Pengiriman
Kondisi

Packing
Pengiriman
Pelabelan

Uraian

1.
2.

Gl

Identitas Sampel
Lokasi Sampling

Waktu Sampling
Bulan

Musim

Pukul
Pengiriman
Kondisi

Packing
Pengiriman
Pelabelan

Petunjuk

Bawang Dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.)
Desa Sukaharja, Kecamatan Cijeruk, Kabupaten
Bogor, Jawa Barat

Januari 2018
Hujan
08.00-15-00 WIB

Segar, baru dipanen

Rapi dan kedap air

Kurir jasa pengiriman barang jenis ekspres
Bawang Dayak Jawa Barat

Petunjuk

Bawang Dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.)
Kelurahan Kalisoro, Kecamatan Tawangmangu,
Kabupaten Karanganyar, Jawa Tengah

Januari 2018
Hujan
08.00-15-00 WIB

Segar, baru dipanen

Rapi dan kedap air

Kurir jasa pengiriman barang jenis ekspres
Bawang Dayak Jawa Tengah

Petunjuk

Bawang Dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.)
Desa Srengat, Kecamatan Srengat, Kabupaten
Blitar, Jawa Timur

Februari 2018
Hujan
08.00-15-00 WIB

Segar, baru dipanen

Rapi dan kedap air

Kurir jasa pengiriman barang jenis ekspres
Bawang Dayak Jawa Timur
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Uraian

1.
2.

<.

Identitas Sampel
Lokasi Sampling

Waktu Sampling
Bulan

Musim

Pukul
Pengiriman
Kondisi

Packing
Pengiriman
Pelabelan

Uraian

1.
2.

<

Identitas Sampel
Lokasi Sampling

Waktu Sampling
Bulan

Musim

Pukul
Pengiriman
Kondisi

Packing
Pengiriman
Pelabelan

Uraian

1.
2.

Identitas Sampel
Lokasi Sampling

3. Waktu Sampling

Bulan
Musim
Pukul
Pengiriman
Kondisi
Packing
Pengiriman
Pelabelan

89

Petunjuk

Bawang Dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.)
Kelurahan Karang Rejo, Kecamatan Balikpapan
Tengah, Kota Balikpapan, Kalimantan Timur

Januari 2018
Hujan
08.00-15-00 WIB

Segar, baru dipanen

Rapi dan kedap air

Kurir jasa pengiriman barang jenis ekspres
Bawang Dayak Kalimantan Timur

Petunjuk

Bawang Dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.)
Kelurahan Baru, Kecamatan Arut Selatan,
Kabupaten Kotawaringin Barat, Kalimantan Tengah

Februari 2018
Hujan
08.00-15-00 WIB

Segar, baru dipanen

Rapi dan kedap air

Kurir jasa pengiriman barang jenis ekspres
Bawang Dayak Kalimantan Tengah

Petunjuk

Bawang Dayak (Eleutherine palmifolia (L.) Merr.)
Kecamatan Banjarbaru, Kota Banjarmasin,
Kalimantan Selatan

Februari 2018
Hujan
08.00-15-00 WIB

Segar, baru dipanen

Rapi dan kedap air

Kurir jasa pengiriman barang jenis ekspres
Bawang Dayak Kalimantan Selatan



Lampiran 3. Uji Kadar Air

90

Kalimantan Timur

. 8,274+9,77+8,63
Kadar air = —————

Kalimantan Barat

. 9,184+8,66+8,48
Kadar air = ————

x 100% = 8.89%

x 100% = 8.77%

No. Lokasi Ulangan | Ulangan | Ulangan | Rata-rata SD
1 2 3
Jawa Barat 9,22 7,68 7,89 8,26 0,84
Jawa Tengah {3 7,78 8,15 7,77 0,39
Jawa Timur 7,94 8,22 8,66 8,27 0,36
Kalimantan 8,27 9,77 8,63 8,89 0,78
Timur
Kalimantan 9,18 8,66 8,48 8,77 0,36
Tengah
Kalimantan 9,04 7,89 8,10 8,34 0,61
Selatan
Kadar air - ulangan 1 +ulanfan 24+ulangan 3 > 100%
. Jawa Barat
Kadar air = 222228478  100% = 8.26%
. Jawa Tengah
Kadar air = (378480 x 100% = 7.77%
. Jawa Timur
Kadar air = 22278224866 .\ 100% = 8.27%



6. Kalimantan Selatan

Kadar air =

9,04+7,89+8,10

x 100% = 8.34%
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Lampiran 4. Perhitungan Rendemen Ekstrak

1. Ekstrak etanol 96% bawang dayak dari Bogor, Jawa Barat

Serbuk + Warna Warna Berat Rendemen
Pelarut Filtrat Ekstrak Ekstrak (g) (%) (b/b)
200,0093 g + Merah Merah tua N
500 mL marun pekat 9,3039 4.6517%
_ berat ekstrak _ 93039g o
Rendemen = m x 100% = Wx 100% = 4,6517%

2. Ekstrak etanol 96% bawang dayak dari Karanganyar, Jawa Tengah

Serbuk + Warna Warna Berat Rendemen
Pelarut Filtrat Ekstrak Ekstrak (g) (%) (b/b)
200,1022 g + Merah Merah tua s
500 mL marun pekat 150483 e 1"
Rendemen = 278L€95Tak 10005 = —2%4839 4 100% = 5,0215%

berat sampel 200,1022 g

3. Ekstrak etanol 96% bawang dayak dari Blitar, Jawa Timur

Serbuk + Warna Warna Berat Rendemen
Pelarut Filtrat Ekstrak Ekstrak (g) (%) (b/b)
+
200,0245 g Merah Merah tua 8 1034 4,0512%
500 mL marun pekat
Rendemen = 278Eekstrak g 699, = 219329 5 10004 = 4,0512%

berat sampel 200,0245 g

4. Ekstrak etanol 96% bawang dayak dari Balikpapan, Kalimantan Timur

Serbuk + Warna Warna Berat Rendemen
Pelarut Filtrat Ekstrak Ekstrak (g) (%) (b/b)
200,3127 g + Merah Merah tua 0
500 mL marun pekat 12,3269 6,1538%
Rendemen = 272L€95Tak 10005 = 2222999 4 100% = 6,1538%

berat sampel 200,3127 g



5. Ekstrak etanol 96% bawang dayak dari Kotawaringin Barat, Kalimantan

93

Tengah
Serbuk + Warna Warna Berat Rendemen
Pelarut Filtrat Ekstrak Ekstrak (g) (%) (b/b)

200,0391 g + Merah Merah tua
1 430%
500 mL marun pekat 60893 8,0430%
_ berat ekstrak __ 16,0893g -
Rendemen = W x 100% = —200’0391‘93( 100% = 8,0430%

6. Ekstrak etanol 96% bawang dayak dari Banjarmasin, Kalimantan Selatan

Serbuk + Warna Warna Berat Rendemen
Pelarut Filtrat Ekstrak Ekstrak () (%) (b/b)
+
200,2753 ¢ Merah Merah tua 10,0772 5.0386%
500 mL marun pekat
__ berat ekstrak V" 10/07.72 g, _
Rendemen = W x100% = —200’2753gx 100% = 5,0386%
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Lampiran 5. Determinasi Tanaman Bawang Dayak

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR
DINAS KESEHATAN
UPT MATERIA MEDICA BATU

Jalan Lahor No.87 Telp. (0341) 593396
KOTA BATU 65313

Nomor 1074/ 348/ 102.7/ 2017
Sifat . Blasa
Penhal : Detgrminasi Tanaman Bawung Daysk
Memenuhi permohonan saudara *
Nama : v, ROIHATUL MUTTAH, M.Kes., Apt
NIp - 198061203 200912 2 001
) lpgg'l_li A - JURUSAN FARMASI

UNIVERSTTAS [SCAM NEGERIMAULANA MALIK IBRANIM MALARG S

1. Perhal determinasi tanaman bawang mersh hutan

Kingdom
Davisi

Sab Divist
Kelas

Ordo

Famili

Geous
Spesics
Sinoaim
Nama Umiun

Kunci determinass

- Plantac (Tumbuhan)

; Spermatophyta

: Angiospermsse

: Monocotyledonae

: Lihiales

. Lihiaceac

; Eleutherine

: Eleutherine palmifolta (L) Merr.

: Eleutherine bulbosa, E plicata Hetb... £ americana (Aubl.) Merr,

: Bwang sabrang, bawang iwni, baweng dayak, bawang berfian, b g kapad,
bawang kumbe, brambang sabrang.

- 1b-2b-31-4b- 12b-13b-14b-1 Tb-18b-19b-20b-2 | b-221-23D-24-2 5b- 2642 T-28b-
29b-30b-3 13-322-33b-352-36d-37b-38b-39b-4 1 b-4 264414 5b-46¢-50b-51b-53b-
54b-56b-57-58b-39d-72b-73b-74a-75b-76b-333b-334b-3352-336a-337h-338b-
341b-342b-343b-3440- 10-20-3b-40-58-9-1.

- Habitus: Herba, semusim, tinggi 30-40 cm. Batang: Semu, umbs berkapis bulat

telur, mevsh. Daun: Tunggal, beatuk pita, ujung den pangkal runcing, tepi rats, bijau. Bunga. Majermuk,
tumbuh di ujung batng, panjang tangkam £40 cn, beatuk silindns, kelopak terdiri dan dun daun kelopak,
hijau kekuningan, mahkotn terdiri dari cmpat dauwn mahkota, lepas, panjang =5 mm, putih, benang sani
empat kepals sari kuning, putik bentuk jarum, panjang +4 mm, putih kekuningan. Aknr: Serabut, coklat
muda

3. Nama Simplisia : Eleutherimii Bulbus/ Umbi Bawang Sabeang.

4. Kandungan : Daun dan wmbi mengadung (lavonoids, alkaloid, saponin, triterpenoid, sterosd,
glikosida, tannin, dan polifenol

5. Peaggunian : Penclitian {Skripsi).

6. Daftar Pustaka

* Anoaim. hitp:/{¥ unair.uc.id'sito/index php?scarch=Eleutherine+ Amenicana, diakses tanggal 16 Juni 2010,

= Anonim. http.//'www warintek ristek go.id/puangan kesebatan/tmpman_obat/depkes/1-112 pdf, diakses
tanggal 23 Oktober 2010,

* Backer, C.A & Bakhinzen Van Den Brink, R.C. 1963, Flora of Java (Spermatophyses Oniy). N.V.P.

, Groningen.
* Backer, C.A & Bukhuizen Van Den Brink, RC. 1968 Kora of Java (Spermatopindes Only), Vol 111,
N.VP. Nooedhoff, Groningen

NoordhofY,

Dermikian surat keterangan decerminasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya
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Lampiran 6. Hasil TLC Visualizer Setelah Derivatisasi

1. Jawa Timur

--—-—--——-

0.034 0.0152 0.071 0.2738 27.25 0.101 0.0056 0.01009 27.48 No
0.134 0.0022 0.185 0.1836 18.27 0.226 0.0000 0.00690 18.79 No
0.235 0.0000 0.292 0.0787 7.83 0.324 0.0020 0.00245 6.67 No
0.325 0.0019 0.360 0.0958 9.53 0.417 0.0011 0.00320 8.73 No
0.563 0.0056 0.624 0.1338 13.31 0.661 0.0145 0.00484 13.19 No
0.662 0.0144 0.706 0.0735 7.32 0.732 0.0373 0.00327 &.89 No
0.734 0.0370 0.761 0.1657 16.49 0.812 0.0196 0.00597 16.25 No

R = IRV - PN B

2. Jawa Tengah
Pesk  Stat M End  Aea Mg substonce
"R W R H % (RfEH A % .pek Name

s L R

3. Jawa Barat

| s |
.--
0.028 0.0064 0.071
0.120 0.0005 0.180
0.233 0.0008 0.283
0.680 0.0096 0.709
0.727 0.0101 0.769

wn bW e

0.031 0.0056 0.070
0.130 0.0004 0.184
0.246 0.0011 0.287
0.483 0.0038 0.515
0.724 0.0162 0.764

L Max ‘-__--
CRETH e CREH A e |

4. Kalimantan Timur

[ stat  Max
IRe. "HOIRF T H . . RFH

B M

0.2848 40.25 0.103 0.0000 0.01102
0.1676 23.68 0.224 0.0000 0.00678
0.0504 7.12 0.320 0.0015 0.00155
0.0188 2.65 0.551 0.0062 0.00079
0.1861 26.30 0.819 0.0204 0.00677

0.3177

41.82 0.101

0.0000

0.01190

0.1877 24.71 0.221 0.0000 0.00716
9.97 0.317 0.0013 0.00221
3.75 0.724 0.0102 0.00057
19.75 0.901 0.0041 0.00658

0.0757
0.0285
0.1501

5. Kalimantan Tengah

T W T w
CRECH RETH
0.026 0.0038
0.120 0.0000
0.236 0.0008
0.317 0.0000
0.577 0.0107
0.683 0.0332
0.732 0.0422

L= E, B ST

0.071
0.184
0.287
0.353
0.622
0.712
0.764

0.1791
0.1158
0.0351
0.0314
0.0511
0.0556
0.2090

6. Kalimantan Selatan

26.45 0.103
17.11 0.224
5.18 0.317
4.64 0.415
755 0.639
8.21 0.732
30.87 0.807

0.0000
0.0000
0.0000
0.0010
0.0339
0.0422
0.0171

INEndiiN AR W W
A %
0.028 0.0077 0.074 0.3226 46.12 0.103 0.0000 0.01280 46.42 No
0.122 0.0009 0.180 0.1977 28.26 0.225 0.0000 0.00790 28.69 No
0.233 0.0002 0.284 0.0844 12.07 0.317 0.0011 0.00246 8.93 No
0.732 0.0059 0.776 0.0948 13.55 0.890 0.0042 0.00437 15.89 No

0.00712
0.00443
0.00108
0.00115
0.00186
0.00229
0.00687

40.96
25.19
5.75
2.92
25.18

41.89
25.18
7.77
2.00
23,15

" _End Area |
‘__HA_-

1?.8?
4.36
4.64
7.50
9.22
27.71

Peak Stat " Max........... End " Area

ﬁ****_nﬂ

0.031
0.116
0.244
0.325
0.580
0.665
0.732

Rt = T SR S

0.0167
0.0003
0.0005
0.0039
0.0064
0.0142
0.0229

0.072
0.188
0.294
0.360
0.628
0.704
0.765

0.2843
0.1689
0.0658
0.0730
0.1362
0.0445
0.1579

30.55 0.100
18.15 0.232
7.07 0.324
7.84 0.426
14.64 0.665
4.78 0.731
16.97 0.815

0.0002
0.0000
0.0041
0.0002
0.0142
0.0232
0.0228

0.01076
0.00665
0.00205
0.00247
0.00474
0.00198
0.00587

31.16
19.26
5.93
7.17
13.73
5.74
17.00

No

No
No
No
No

5833

e e

§§§§§E§

Manual

i

No
No
No
No
No
No

e Shame®
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Lampiran 7. Uji Presisi Analisa dengan PCA
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Analytical Report

Compl CompZ Comp3
g
TEM
148
=210
=97

Caomp 3
-0.537
0.05
033
0.45
.05
-0.40
-2.82
-0
2.78
135
0.43
0.60
0.37
-0.09
-2.15
-0.30
0.0z
-0.56

Tupe Compl Comp 2
0.04
-0.30
0.08
-0.47
-0.25
-0.31
-0.20
-0.02
0.05
015
016
0.1
0.25
015
0.25
0.36
0.33

D) | ST S| I 2| 3| 2 O ) ) | 3| 3| 2T 20

0.45
-0.03
-0.50
-0.14
-0.02
0.0s
-0.01
-0.08
0.25
-0.38
0.04
0
-0.20
0.50
-0.05
-0.04
-01

0.81
0.43
0.52
0.37
0.55
0.76

123

1.06

1.0a

187
0.62

190
0.60
0.67

163
0.63
0.56
0.72
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Lampiran 8. Uji Stabilitas Analisa dengan PCA
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Analytical Report
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Variables {Loadings) Sampies {Score)
PC1vs PC2
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Lampiran 9. Metabolite Profiling Analisa dengan PCA
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Analytical Report
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Lampiran 10. Metabolite Profiling Analisa dengan HCA
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Cluster Analysis
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