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ABSTRAK

Sultoni. 2022. Analisis Sidik Jari Daun Anting-Anting (Acalypha indica L.)
Menggunakan KLT Berdasarkan Perbedaan Geografis Ketinggian
Pengambilan Sampéd di Jawa Timur. Skripsi. Jurusan Kimia, Fakultas Sains
dan Teknologi, Universitas Islam Negeri MaulanaMalik [brahim Malang.

Pembimbing | : Elok Kamilah Hayati, M.Si
Pembimbing Il : Nur Aini, M.S

Kata kunci: Tumbuhan anting-anting (Acalypha indica L.), analisis sidik jari,
kromatografi lapistipis, kendali mutu, analisis multivariat PCA

Tumbuhan anting-anting (Acalypha indica L.) merupakan tumbuhan herbal
dengan kandungan senyawa aktif yang melimpah dengan tipe dan kadar yang berbeda
antar daerahnya, sehingga diperlukan suatu proses kendali mutu untuk mengontrol
kualitas senyawa aktif daun tumbuhan anting-anting dari daerah Malang, Ngawi, dan
Banyuwangi melalui andisis sidik jari kromatografi yang diintegrasikan dengan metode
kemometrik Principal Component Analysis (PCA) untuk mengetahui pengelompokan
senyawa aktif tumbuhan anting-anting.

Ekstraksi daun anting-anting dilakukan dengan metode sonikasi berfrekuensi 42
kHz selama 20 menit menggunakan pelarut etil asetat. Pemisahan dilakukan
menggunakan pelat KLT GgoF2s4 dengan fase gerak sikloheksana : toluena : dietilamina
(75:15:10). Pelat KLT divisualisas menggunakan lampu UV 366 nm yang dilanjutkan
dengan pengolahan pola menjadi densitogram menggunakan aplikasi Image J, yang
kemudian dilakukan analisis multivariat PCA dengan aplikas Orange 3.32.

Hasil pemisahan senyawa aktif daun anting-anting memunculkan noda sebanyak
12 noda pada ketiga sampel. Anadisis multivariat PCA menunjukkan adanya
pengelompokan terhadap masing-masing sampel dengan menjelaskan variasi total
variabel data sebesar 98,5% (PC1 = 68,1%, PC2 = 30,4%). Berdasarkan hasil tersebut
perbedaan ketinggian geografis pengambilan sampel berpengaruh  terhadap kadar
senyawa aktif daun tumbuhan anting-anting yang dibuktikan dengan berbedanya nilai
AUC pada masing-masing ektrak sampel.
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ABSTRACT

Sultoni. 2022. Fingerprint Analysis of Acalypha Indica L. Using TLC Based on
Geographical Differences in Altitude Sampling in East Java. Thesis.
Department of Chemistry. Faculty of Science and Technology, Maulana Malik
Ibrahim State Islamic University of Malang.

Supervisor : Elok Kamilah Hayati, M.Si
Supervisor II - : Nur Aini, M.S

Keywords: Acalyphaindica L., fingerprint analysis, thin layer chromatography, quality
control, PCA multivariate analysis

Acalypha indica L. is a plant that has been used by the community as a raw
material for herbal medicines contains many active compounds with different type and
level between regions. This study was conducted to control the quality of the active
compounds of Acalypha indica L. from Malang, Ngawi, and Banyuwangi areas through
chromatographic fingerprint analysis that was integrated with the Principal Component
Anaysis (PCA) to determine the grouping of the active compounds of the Acalypha
indica L in different area.

The extraction of active compounds was carried out using a sonication at
frequency 42 kHz for 20 minutes using ethyl acetate as a solvent. Separation of the active
compounds was carried out using a TLC plate GgF.s4 With cyclohexane: toluene:
diethylamine (75:15:10) as mobile phase. The TLC plate was visualized using at 366 nm
UV lamp, followed by processing the pattern into a densitogram using the Image J
application, then multivariate PCA anaysis was performed with Orange 3.32.

The results of separating the active compounds from the leaves of Acalypha
indica L. showed to 12 dtains in the all samples. The results PCA multivariate analysis
showed that there was a grouping of each sample by explaining the variation in the total
data variables of 98.5% (PCl = 68.1%, PC2 = 30.4%). The Analysis show that
differences in geographica altitude for sampling affect the levels of active compounds in
the leaves of the Acalypha indica L. as evidenced by the different AUC values in each
sample extract.

XV



Emod | jabu s

e el sliseal (Acalypha indica L) Ll Gl olea LE Y.vY L glal
(oSl od Ol A2 el (3 P LY Sle Jel (3 asladl by
YL e S LYl al ] Sle U el cLomslsSly polal) 207
el (3Lls dalS” LSH s L) ol

Jrowesiit & :$ﬂ\ EEJAY

abll Wl gl S @Ljy\ Slewzy 2 ((Acalypha indica L.y L) o\ A LS
.C)\L'\&LU a2 PCA J.A.i ¢ Z.E.Q.kﬂ i Oﬂébdj\ ¢ W)\

Lozall 3-.'}3:}]-" als ;H}J"CL::‘LEI wsdss) DU ssAcalypha indical.y b @)l ol

Olslasy Jgw)l Slslany SN lslany oS lslas e didoell Wledl o1
e ezl S oo bl e LAl SlL sed L pds LW Slsliasy Sl
ol U el ¢ Bl Lign Sle iy 8351 281ay UL ada 2dle Ol O 1
QL BLAYL Wglaay 23lmsilg S laadl DU e POt o dR ) e g0 il
(AcalyphaindicaL.) Jdl Glsl jabsed TLC L & ollisd) and

42 53 sl G Sl (oMol pliszaly wllinadl Sl o) &
gl olliad) fab ol ¢ CadeS Yl olil il 2385 Yo Sl 5 olS
Jel SU i dls LS S =GaoFass Sl 2D 0 TLC i plisizal,
Aenii) B35 23V lazs plsioly Renad) baé sl L3St a8 (75:15:10) cpl
dddimage d Gedes pliseaaly ol orsileg SI adlae sl) @ ¢ a6l (39 L egil T
Sl b sl Ulas) ol3 dy Lhld & glly U Lalaz ol 3901 aklacs
(PCA) 2l S

¢ Ak 12 = (Acalyphaindica L.y Bl e Badll SLSH fuab ils o i
Judll (U 555 (3 ol s 05 ol §pal) 2ad) bl s gl aie JS
SUiSy wadl ks ot Jlo g iz olee e O s 3 b ol Bl
A 15kl il saeze PCA L 018" 98.5% (PCL = 60.1%, PC2 = 30.4%) L2
iy DU ik IS U s 6 i) 3l 095 AUC e

XVi



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tumbuhan herbal merupakan suatu tumbuhan yang mengandung banyak
senyawa aktif yang dapat digunakan sebagai obat. Salah satunya yaitu tumbuhan
anting-anting (Acalypha indica L.). Pemanfaatan tumbuhan anting-anting melipuiti
bagian daun, batang, dan akarnya. Tumbuhan ini banyak mengandung senyawa
aktif terutama pada bagian daunnya. Daun anting-anting (Acalypha Indica L.)
mempunyai efek farmakologis dalam pengobatan, diantaranya mengandung
saponin, flavonoid (Zahidin, et al., 2018), alkaloid (Hayati, dkk., 2012; Tukiran,
dkk., 2014), steroid, fenol, tanin, dan glikosida jantung (Nkumah, et al., 2016;
Paindla, et al., 2014). Senyawa aktif inilah yang menjadikan daun anting-anting
sebagai obat antimalaria (Hayati, dkk., 2012), antibakteri (Batubara, et al., 2016),
antidiabetes (Masih, et al., 2011).

Banyaknya manfaat dan khasiat tumbuhan sebagai obat (‘sifa), menjadi
bukti dari banyaknya nikmat yang diberikan oleh Allah SWT kepada manusia,
termasuk pula adanya tumbuh-tumbuhan yang tumbuh subur di alam yang dapat
dimanfaatkan oleh manusia. Hal ini sesuai sebagaimanafirman Allah SWT dalam

Q.S. Al-Isra[17]: 82 yang berbunyi:

Artinya:

“Dan kami turunkan dari al-Quran suatu yang menjadi penawar dan rahmat bagi
orang-orang yang beriman dan Al-Qur “an itu tidaklah menambah kepada orang-
orang yang zalimselain kerugian” (Q.S. Al-Isra: 82).
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Sebagaimana firman Allah SWT dalam Q.S. a-Israayat 82, menurut tafsir
al-Qurtubi, lafadz min memiliki arti dari yang menunjukkan permulaan dari suatu
tujuan penciptaan yang dilanjutkan dengan penyebutan Sfa’ yang memiliki arti
penawar juga berimplikasi pada pengetahuan manusia dalam memperhatikan
serta menjaga kesehatan jiwa dan raganya. Pada penelitian ini penyebutan
tumbuhan yang mempunyai posisi sebagai penawar dapat berimplikas terhadap
pengetahuan manusia melalui identitas dan zat yang terkandung di dalamnya,
sehingga manusia dapat memanfaatkannya secara cerdas. Hal tersebut tentu
sangat berguna bagi manusia dan makhluk hidup lainnya.

Adanya kandungan senyawa aktif yang melimpah menjadikan tumbuhan
anting-anting berpotensi sebagai bahan baku obat herbal terstandar (Pelkonnen,
dkk., 2012). Untuk menjadikan tumbuhan anting-anting sebagai obat herbal
terstandar, maka diperlukan suatu tahap kendali mutu untuk mengontrol kualitas
dari tumbuhan anting-anting sebagai bahan baku obat herbal melalui konsistens
senyawa aktif yang terkandung di dalamnya (Putri, dkk., 2018), sehingga dapat
menjamin keamanan, khasiat dan mutu produk obat herbal yang dihasilkan
(Efferth dan Greten, 2012).

Pengendalian mutu untuk menjamin manfaat dan khasiat obat herbal
tentunya tergantung pada kandungan senyawa aktif dari bahan bakunya (Indriani,
2013). Sedangkan kandungan senyawa aktif tumbuhan herbal dipengaruhi oleh
banyak faktor, baik faktor intrinsik yaitu Gen dan usia tumbuhan, maupun faktor
ekstrinsik seperti geografis ketinggian, suhu, dan tekanan udara (Laily, dkk.,
2012). Selain itu, proses budidaya, pemanenan, dan pengolahan pasca panen akan

sangat berpengaruh terhadap kandungan senyawa aktifnya. Perbedaan kandungan
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senyawa aktif kimia juga dipengaruhi oleh bagian-bagian dari tumbuhan itu
sendiri, baik dari akar dengan daun atau dengan kulit batang (Singh, et al., 2010).

Banyak informasi telah menyebutkan bahwa perbedaan ketinggian dapat
mempengaruhi  kandungan senyawa aktif pada tumbuhan herbal. Informasi
tersebut didasarkan pada penelitian Laily dkk., (2012), bahwa perbedaan geografis
ketinggian mempengaruhi proses metabolisme tumbuhan, sehingga morfologi dan
senyawa yang dihasilkan bebeda. Hasil tersebut diperkuat kembali oleh penelitian
Anissa, (2012), yang menemukan adanya perbedaan jumlah dan komposisi
senyawa aktif pada kunyit dengan daerah ketinggian berbeda, yang sebagian besar
metabolit hasil identifikasi berasal dari turunan terpenoid. Penelitian Katuuk dkk.,
(2019), juga menyatakan “bahwa ketinggian mempengaruhi senyawa aktif pada
daun gulma Babadotan (Ageratum conyzoides L.), dengan tidak ditemukannya
kandungan saponin pada dataran rendah 320 mdpl, sedangkan pada dataran
menengah 700 mdpl ditemukan kandungan saponin”.

Senyawa aktif dalam tumbuhan anting-anting dapat diisolas
menggunakan metode ekstraksi ultrasonik. Metode ini lebih efektif untuk
digunakan karena murah, rendemen tinggi, dan dapat mengurangi penggunaan
pelarut organik serta waktu yang dibutuhkan singkat (Handayani, 2016).
Pemilihan metode ini didasarkan pada penelitian yang dilakukan oleh S&fitri,
(2018), melaui optimasi ekstraksi ultrasonik pada tumbuhan anting-anting dengan
varias pelarut dan varias lama waktu ekstraksi dihasilkan pelarut etil asetat
dengan waktu ekstraksi 20 menit pada frekuens 42 kHz merupakan kondis

optimum untuk ektraksi.
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Pengujian ekstrak untuk mengetahui informasi mengenai kualitas
senyawaan aktif dari daun tumbuhan anting-anting dapat dilakukan dengan suatu
teknik metabolomik (Kim, et al., 2011). Teknik metabolomik dapat menganalisis
secara kuantitatif maupun stuktural dengan mendeteksi ratusan metabolit dan
menunjukkan perbedaan komposisi fitokimia berdasarkan perbedaan jenis dan
daerah tanam, sehingga sering digunakan untuk pengendalian mutu bahan baku
obat herbal (Ravi, et al., 2017).

Salah satu teknik metabolomik yang sering digunakan adalah
Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Kelebihan analisisKLT yaitu dapat memberikan
informasi tentang profil komponen kimia melalui jumlah spot, intensitas dan
warna kromatogram, sehingga dapat secara langsung dianalisis secara visual
(Sudberg, et al., 2010), sdlain itu biaya yang dibutuhkan rendah, sederhana,
kapasitas sampel besar, dan perolehan hasil yang cepat (Vermaak, et al., 2010).
Menurut penelitian Fadhilah, (2016), hasil analisis ekstrak tumbuhan anting-
anting dengan KLT menggunakan pelarut etil asetat dan eluen berupa
sikloheksana : toluena : dietilamina (75 : 15 : 10), menunjukkan adanya 4 noda
yang muncul.

Hasil pemisahan KLT diolah menggunakan Aplikasi Image J, yang akan
memberikan informasi kuantitatif berupa intensitas noda, nilai Ry dan luas area
peak masing-masing noda yang muncul. Data tersebut dapat dianalisis secara
kemometrik dengan metode Principal Component Analysis (PCA) (Munawar,
2020), dengan mereduksi data kompleks menjadi data yang lebih sederhana.

Studi mengena identifikas senyawa aktif daun anting-anting melalui

integrasi metode Image J dengan Principal Component Analysis (PCA) belum
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dilakukan. Namun, penelitian mengenai pengaruh perbedaan geografis terhadap
kandungan senyawa aktif menggunakan PCA telah dilakukan oleh pendliti
sebelumnya, seperti pada penelitian Anissa (2012), mengena identifikas
metabolomik pengelompokan PCA pada kunyit (Curcuma longa) dari daerah
berbeda, menunjukkan adanya pengelompokan senyawa aktif untuk kunyit
Sukabumi dan Karanganyar sedangkan tidak mengelompok untuk sampel kunyit
dari daerah lain.

Berdasarkan penjelasandi atas, maka pada penelitian ini akan dilakukan
suatu identifikasi senyawa aktif daun anting-anting (Acalypa indica L.) dari tiga
daerah yang berbeda (Maang +559 mdpl , Ngawi +509 mdpl dan Banyuwangi
+431 mdpl), melaui pengolahan hasil pemisahan KLT menggunakan Aplikasi
Image J dan interpretasi data secara kemometrik PCA dengan Aplikasi Orange
3.32, sehingga dihasilkan model pengelompokan daun tumbuhan anting-anting

berdasarkan komposisi dan jumlah kandungan senyawa aktifnya.

1.2 Rumusan Masalah
Adapun rumusan masalah berdasarkan latar belakang diatas adalah :

1. Bagaimana pengaruh geografis ketinggian terhadap komposisi senyawa aktif
daun tumbuhan anting-anting (Acalypha indica L.) menggunakan metode
Digitally Enhanced Thin Layer Chromatography (DETLC) ?

2. Bagaimana model pengelompokan daun tumbuhan anting-anting (Acalypha
indica L.) dari tiga daerah berbeda berdasarkan profil komposisi senyawa

aktif melalui metode Principal Component Analysis (PCA) ?
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Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian yang telah dilakukan adalah :
Untuk mengetahui pengaruh geografis ketinggian terhadap komposis
senyawa aktif daun tumbuhan anting-anting (Acalypha indica L.) berdasarkan
berdasarkan analisis menggunakan metode DETLC.
Untuk mengetahui pengelompokan metabolit daun tumbuhan anting-anting
(Acalypha indica L.) berdasarkan perbedaan daerah pengambilan sampel

melalui metode Principal Component Analysis (PCA).

Batasan Masalah

Adapun batasan masalah dari penelitian ini adalah :

Sampel adalah daun tumbuhan anting-anting (Acalypa indica L.) yang
diambil dari dataran tinggi, Malang +559 mdpl, Ngawi +509 mdpl, dan
Banyuwangi +431 mdpl.

Proses pengeringan menggunakan oven pada suhu 40 °C.

Metode ekstraksi adalah metode ultrasonik.

M etode pemisahan senyawa aktif dilakukan menggunakan analisis sidik jari
kromatografi lapistipis (KLT).

Eluen yang digunakan adalah sikloheksana : toluena : dietilamina dengan
perbandingan (75 mL : 15 mL :10 mL).

Hasil kromatogram diolah dengan menggunakan aplikasi Image J.

Metode pengelompokan senyawa metabolit adalah metode Principal

Component Analysis (PCA) menggunakan aplikasi Orange versi 3.32.



1.5 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah untuk memberikan informasi mengenai
pengaruh geografis ketinggian tempat tumbuh dari tumbuhan anting-anting
terhadap komposisi dan kualitas senyawa aktifnya, sehingga melalui penelitian ini
diharapkan dapat meningkatkan pemanfaatan tumbuhan anting-anting sebagai
bahan baku obat herbal yang berperan aktif dalam penyembuhkan berbagai

penyakit terutama pada pengendalian mutu bahan baku obat herbal.
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TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tumbuhan Anting-Anting

Tumbuhan anting-anting (Acalypa indica L.) merupakan tumbuhan yang
banyak ditemukan di pinggir jalan, lereng gunung, lahan pertanian, maupun
lapangan rumput dan termasuk tumbuhan gulma. Tumbuhan ini memiliki rasa
pahit, sgjuk, dan bersifat adstringen. Bagian yang digunakan adalah daun, akar,
tangkai, dan bunga (Kirom dan Ramadhania, 2017). Acalypha indica sudah
dikena di berbagai negara, baik di benua Afrika maupun Asia, seperti Thailand,
Pakistan, Sri Lanka dan di sebagian besar barat dan selatan Afrika timur laut,
termasuk Somalia, Ethiopia dan daerah lainnya. Tumbuhan ini juga dapat
ditemukan di sebagian besar negara tropis dan beriklim sedang di Asia, Eropa dan

wilayah Amerika Utara dan Selatan (Dineshkumar, et al., 2010).

2.1.1 Morfologi

Tumbuhan anting-anting memiliki morfologi tegak dengan beberapa
cabang tegak, batangnya bertrikoma, daunnya tunggal, bertangkai panjang (0,02-
12,00 cm), bentuk daun bundar telur hingga belah ketupat (2 -9 cm x 1 -5 cm),
tepi daun beringgit hingga bergerigi, tipis dan halus, dan duduk daun tersusun
spiral. Bunganya merupakan bunga majemuk bulir, unisek, terletak pada ketiak
daun dan ujung cabang, dan memiliki braktea. Bunga betina lebih pendek, tegak,
dan jorong dibanding bunga jantan. Buahnya merupakan buah kapsul, kecil,
dikelilingi braktea, bijinya oval, halus, berwarna coklat muda (Saha and Azhar,

2011).



9

Ciri-ciri fisk dari daun anting-anting yaitu memiliki bentuk daun bulat
lonjong titik letak daun pada tumbuhan berselang-seling. Bentuk ujung dan
pangkal daun berbentuk lancip sedangkan pada bagian pinggir daun berbentuk
bergerigi. Biasanya panjang daun tumbuhan anting-anting yaitu 2,5 cm hingga 8

cm sertalebar sekitar 1,5 cm hingga 3,5 (Sahaand Azhar, 2011).

2.1.2Klasifikas
Tumbuhan anting-anting dalam taksonominya diklasifikasikan sebagal
berikut (Chekuri, et al., 2020):

Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Sub kingdom: Tracheobiontai (Tumbuhan berpembuluh)
Super Devis : Sperrmatophyta (Menghasilkan biji)

Devisi : Magnoliophyta (Tumbuhan berbunga)
Kelas : Magnoliopsida/ Dicotyledone (dikotil)
Sub Kelas : Rosidae

Ordo : Euphorbiales

Familia : Euphorbiacheae

Genus : Acalypha

Spesies : Acalypha indica Linn

Gambar 2.1 Tumbuhan Anting-anting (Acalyphaindica L.) (Kirom dan
Ramadhania, 2017)
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2.1.3 Manfaat dan Kandungan Daun Tumbuhan Anting-Anting
Pemanfaatan tumbuhan anting-anting berkaitan dengan kandungan
kimianya. Secara fitokimia tumbuhan anting-anting mengandung senyawa
saponin dan tanin, batangnya mengandung glikosida kaempferol (Kumar and
Pandey, 2013), dan daunnya mengandung flavonoid (Zahidin, et al., 2018;
Alam, et al., 2017), alkaloid (Hayati, dkk., 2012; Tukiran, dkk., 2014), steroid
(Nkumah, et al., 2016), saponin, tanin, catachols (Kirom dan Ramadhania,
2017), triterpenoid, asam askorbat, 3-sitosterol, fiber, quercetin, dan kaemferol,
sertaasam ferulat (Amarnath, et al., 2014).
Allah SWT menciptakan tumbuhan dengan tujuan agar manusia dapat
mengolah dan memanfaatkannya. Sebagaimana firman Allah SWT daam Q.S.
Az-Zumar ayat 21 yang berbunyi:

2 oo //; - /‘// s Z_- P

2 il Ll Lo (mcﬁfua)ﬁl\d@u m;ugw\w[jﬁ\;ﬁm\f(ﬂ

{¥y: i) o oy L;js J Sl & B Gl & oo F Falat )3 fig

-

Artinya:

“Apakah engkau tidak memperhatikan, bahwa Allah menurunkan air dari langit,
lalu diaturnya menjadi sumber-sumber air di bumi, kemudian dengan air itu
ditumbuhkan-Nya tanam-tumbuhan yang ber macam-macam warnanya, kemudian
menjadi kering, lalu engkau melihatnya kekuning-kuningan, kemudian dijadikan-
Nya hancur berderai-derai. Sungguh, pada yang demikian itu terdapat pelajaran
bagi orang-orang yang mempunyai akal sehat”(QS. az-Zumar: 21).

Sebagaimana pada firman Allah SWT pada ayat QS. Az-Zumar ayat 21
yang menyatakan bahwa Allah SWT menciptakan berbagai macam tubuh-
tumbuhan. Menurut tafsir al-Qurtubi Kata zar’an yang artinya tumbuh-tumbuhan,

mukhtalifan yang artinya bermacam-macam, dan alwanuhu yang artinya warna.
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Ayat ini bermakna bahwa tumbuhan yang tumbuh di bumi ini ada bermacam-
macam dengan warna, bentuk, rasa, dan manfaat yang berbeda yang saling unggul
mengungguli. Sesungguhnya pada yang demikian itu terdapat pelgaran yang
berharga bagi ulil albab. Adanya perbedaan dari warna dan rasa memungkinkan
bahwa kandungan senyawa aktif yang terdapat pada suatu tumbuhan juga
berbeda-beda sehingga dapat dijadikan menjadi berbagai macam obat-obatan.
Berdasarkan kandungan senyawanya daun tumbuhan anting-anting dapat
dimanfaatkan sebagai obat tradisional. Pada beberapa penelitian mengenai
khasiat daun anting-anting, tumbuhan ini memberikan efek farmakologi sebagai
antikanker (Amarnath, et al., 2014; Sanseera, et al., 2012), antioksidan (Joy, et
al., 2010; Teklani and Perera, 2016), antibakteri (Batubara, et al., 2016) dan

antiinflamasi (Evangeline, et al., 2015).

2.2 Senyawa Metabolit

Senyawa metabolit terbagi menjadi dua yaitu adalah senyawa metabolit
primer seperti karbohidrat, protein, lemak yang digunakan oleh tumbuhan untuk
pertumbuhannya, dan senyawa aktif seperti akaloid, flavonoid, steroid atau
terpenoid, saponin, dan tanin. Senyawa aktif mempunyai kemampuan bioaktifitas
dan berfungs untuk mempertahankan diri dari lingkungan seperti suhu, iklim,
maupun gangguan hama (Titis, dkk., 2013). Senyawa aktif merupakan senyawa
hasil metabolisme yang tidak semua makhluk hidup memilikinya dan ditemukan
daam jumlah sedikit (Katuuk, dkk., 2019). Faktor yang mempengaruhi
kandungan senyawa aktif antaralain faktor internal seperti gen dan usia tumbuhan

dan faktor eksternal seperti, iklim, suhu, cahaya, kelembaban, pH, kesuburan
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tanah, dan ketinggian tempat (Katuuk, dkk., 2019).

Adanya perbedaan ketinggian dan kondisi lingkungan antara wilayah
dataran rendah dan dataran tinggi berpengaruh terhadap kandungan senyawa aktif
tumbuhan. Pada penelitian Estu dan Irwanto, (2008), melaporkan bahwa kadar
senyawa aktif Narcissus bulbs (galantamine) tertinggi terdapat pada umbi yang
tumbuh pada ketinggian +1.250 mdpl (63,59 pg/g) dan terendah terdapat pada
ketinggian £350 mdpl (8,163 ug/g). Perbedaan tersebut dimungkinkan karena
intensitas sinar matahari di daerah dataran tinggi lebih rendah dibandingkan
daerah dataran rendah sehingga stomata pada daun cenderung lebih Iebar karena
daun akan merespon lingkungan dengan memperbesar penangkapan cahaya
matahari dan memperbesar penguapan yang terjadi begitupun sebaliknya (Safrina

dan Priyambodo, 2018).

2.3 Ekstraksi Ultrasonik Senyawa pada Daun Tumbuhan Anting-Anting
Ekstraks ultrasonik merupakan cara untuk mengisolasi dan memisahkan
komponen senyawa aktif pada tumbuhan anting-anting dengan bantuan
gelombang ultrasonik (Sholihah, dkk., 2017). Gelombang tersebut akan
menimbulkan suatu gelembung kavitasi yang dapat mempercepat proses dialisis
sel (pemecahan sel) dengan cara memperbesar ukuran pori pori pada dinding sel
(Thompson dan Doraiswamy, 1999). Kelebihan metode ini diantaranya yaitu
waktu yang lebih singkat dan efisien (Garcia dan Castro, 2004), rendemen rel atif
banyak jika dibandingkan dengan metode maserasi (Zou, dkk., 2014) dengan
presentase rendemen sebesar 57,51% (Rosyidah, 2016), dan penggunaan pelarut

yang sedikit (Winata dan Y unianta, 2015).
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Etil asetat digunakan sebagai pelarut pada penelitian ini untuk proses
ekstraksi ultrasonik. Etil asetat termasuk salah satu pelarut semipolar yang mudah
diuapkan, memiliki toksisitas rendah, dan higroskopis rendah (Wardhani dan
Sulistyani, 2012). Penggunaan etil asetat sebagai pelarut pada penelitian ini
didasarkan pada penelitian Hayati, et al., (2019), yang melakukan optimasi
ekstraks ultrasonik pada senyawa akaloid dengan variasi pelarut dan waktu
ekstraksi yang menghasilkan pelarut dan waktu ekstraksi optimum adalah etil
asetat dengan waktu ekstraksi selama 20 menit, dimana waktu ekstraks tidak
mempengaruhi jumlah spot yang terbentuk.

Hasil tersebut diperkuat dengan penelitian yang dilakukan oleh Sefitri
(2018), yang menunjukkan bahwa penggunaan pelarut etil asetat menghasilkan
rendemen terbesar dengan waktu ekstraksi ultrasonik selama 20 menit yaitu
sebesar 9,442%. Pada penelitian tersebut menggunakan variasi pelarut etil asetat,
etanol, dan metanol dengan perbandingan antara sampel dengan pelarut masing-

masing adalah 1:10 (b/v). Adapun hasil rendemen dapat diamati pada Tabel 2.1

Tabel 2.1 Rendemen hasil ekstraksi daun tumbuhan anting-anting menggunakan
ekstraksi ultrasonik (%) (Qariati, 2018)

Waktu Ekstraksi Jenis Pelarut yang digunakan
Ultrasonik Metanol (%) Etanol (%) Etil Asetat (%)
10 menit 4,817 4,131 8,264
20 menit 4,623 4,803 9,442
30 menit 3,795 3,562 9,084

Berdasarkan tabel 2.1 dapat diketahui bahwa pelarut yang lebih efektif

untuk mengekstrak daun tumbuhan anting-anting adalah dengan menggunakan



14
pelarut etil asetat dengan lama ekstraksi selama 20 menit. Hal ini dikarenakan
waktu 20 menit merupakan waktu optimum untuk menghasilkan ekstrak dengan
rendemen yang lebih besar. Sehingga dapat diduga bahwa senyawa aktif yang

terkandung dalam tumbuhan anting-anting bersifat semipolar (Hayati, dkk., 2012).

2.4 Teknik Metabolomik

Teknik metabolomik merupakan teknik dengan analisis high-throughput
yang mengkuantifikasi dan mengidentifikasi metabolit dalam sel, jaringan dengan
berat molekul 100-1,000 (Lee, et al., 2017). Tahapan analisis metabolomik terdiri
dari preparas sampel, analisa dengan berbagai instrumen, pengolahan data, dan
analisis data (Putri, dkk., 2013). Waktu, tempat, dan metode pengambilan sampel
akan sangat mempengaruhi keterulangan hasil analisa. Bagian tumbuhan yang
digunakan sebagai sampel juga akan mempengaruhi komposisi metabolit yang
terdeteksi. Sebagaimana diketahui, variabilitas biologis lebih besar dibandingkan
variabilitas analisis, bahkan ketika dilakukan kontrol terhadap proses pengambilan
dan preparasi sampel (Whittmann, et al., 2004).

Kelebihan pendekatan metabolomik adalah mampu mengakuisisi data,
sehingga diperoleh data kuantitatif yang mampu memprediks data dengan
berbagai metode analisa. Terdapat tiga pendekatan yang dapat digunakan dalam
analisis metabolomik, yaitu: (1) analisistertarget (analisis kuantitatif dan kualitatif
terhadap sgjumlah metabolit target yang telah ditentukan sebelumnya), (2)
metabolite profiling (menganalisis semua metabolit yang ada dalam sampel baik
yang telah maupun yang belum pernah teridentifikas) (Ravi, et al., 2017), (3)

metabolite fingerprinting (menganalisis pola sidik jari semua komponen senyawa
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dalam sampel untuk membedakan kelompok sampel yang ada, namun tidak
mempersyaratkan identifikas senyawa-senyawa tersebut) (Blekherman, et al.,
2011). Pada penelitian ini akan digunakan teknik metabolomik berupa metabolite

fingerprinting dengan pemisahan menggunakan kromatografi lapistipis (KLT).

2.5 Pemisahan Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis(KLT)

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan metode pemisahan komponen
menggunakan fase diam berupa plat dengan lapisan bahan adsorben (Sudarmadii,
2007). Prinsip kromatografi lapis tipis adalah pemisahan komponen kimia
berdasarkan distribusinya terhadap fasa diam dan fasa geraknya (eluen).
Kecepatan gerak senyawa tergantung pada kecenderungan sifat kepolaran dengan
fase diam atau fase gerak (Wulandari, 2011).

Andisis sidik jari KLT dapat dianalisis secara kualitatif, yaitu dengan
melihat profil hasil pemisahan berdasarkan jumlah, posisi, warna, intensitas serta
R: (reterdation factor) spot yang dihasilkan. Kelebihan KLT yaitu mudah
dilakukan, sederhana, biaya operasional rendah karena komponen sampel dan
standar diujikan dalam waktu yang sama, penggunaan pelarut yang sedikit,
selektif dan sensitif, serta kromatogramnya dapat diamati secara visual (Syafi’i,
dkk., 2018).

Komponen dikatakan memiliki nilai keterpisahan antar spot yang baik
apabila nila resolusinya (>1,5) (Syafi’i, dkk., 2018). Nila R ditentukan

menggunakan persamaan 2.1 (Hammado dan Illing, 2013).

Rf = Jarak yang ditempuh zat terlarut

Tarak yang ditempuh pelardt e e (221)



16

Nilai R¢ dipengaruhi oleh struktur senyawa yang dipisahkan, sifat dari
penyerap, jenis eluen, dan jumlah cuplikan. Nilai R memiliki rentang antara 0,25~
0,85 (Wulandari, 2011).

Proses penotolan pada pelat KLT termasuk faktor yang mempengaruhi
jumlah spot yang terbentuk serta pola pemisahan suatu senyawa. Jumlah totolan
sedikit akan dapat menghasilkan jumlah spot yang sedikit, hal ini karena
kurangnya sampel yang ditotolkan sehingga tidak membentuk suatu noda dengan
baik. Jika jumlah sampel yang ditotolkan terlalu banyak, akan mengakibatkan
noda tidak terpisah melainkan akan bergabung dengan spot lain sehingga nilai
resolusi akan menurun (Jayanti, dkk., 2015). Adapun hasil pemisahan yang baik
yaitu noda yang dihasilkan tidak berekor, dan pemisahan antar nodanya jelas
(Syafi’i, dkk., 2018).

Komposisi eluen yang berbeda akan memberikan jumlah pita yang
berbeda pula, hal ini karena adanya perbedaan tingkat kepolaran pelarut untuk
memisahkan senyawa yang terkandung dalam sampel (Syafi’i, dkk., 2018). Eluen
sikloheksan : toluena : dietil amin (75 : 15 : 10) yang digunakan sebaga fasa
gerak pemisahan senyawa alkaloid pada tumbuhan anting-anting menghasilkan
pemisahan yang baik dengan menghasilkan empat noda yang terpisah secara
sempurna (Fadhilah, 2016; Safitri, 2018). Eluen sikloheksan : toluena : dietilamin
dengan perbandingan 75 : 15 : 10 merupakan eluen semi polar yang condong
kearah nonpolar. Penambahan dietil amin akan menambah kepolaran sikloheksana
dan toluena yang cenderung bersifat non-polar.

Pada penelitian ini metode KLT digunakan hanya untuk menunjukkan

komponen yang terdapat dalam ekstrak sampel, yang nantinya informasi ini dapat
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digunakan untuk memastikan perbedaan konsentrasi komponen sampel, sehingga
hasil gambar kromatogram dapat diinterpretasikan dalam bentuk densitogram
menggunakan piranti lunak Image J (Auliana, 2011). Untuk proses dokumentasi
pelat kromatogram sebaiknya dilakukan sebelum 60 menit setelah pengeringan,
hal ini didasarkan pada penditian Laksono, (2020), yang melakukan uji
visualisas variasi waktu, yang menunjukkan bahwa analit stabil selama 60 menit

jeda waktu tunggu dengan tidak adanya perubahan kromatogram yang nyata.

2.6 Preprocessing Data Kromatogram Menggunakan Image J

Peranti lunak Image J merupakan suatu program yang berbasiskan Java
dengan fungs untuk menampilkan, mengolah, mengedit, memproses, dan
menganalisa gambar. Piranti lunak ini akan mengubah gambar dari spot atau band
kromatogram ke densitogram yang dapat digunakan untuk analisis data secara
semikuantitatif. Prinsip dari Image J yaitu mengkonversi suatu gambar
kromatogram menjadi data terkuantifikas dengan memanfaatkan kemampuan
berpendar dari pelat KLT (fluorosens). Sehingga warna dan intensitas yang
dihasilkan akan memberikan korelasi dengan faktor reterdas (R¢), dimana
masing-masing puncak akan memberikan informasi yang komprehensif tentang
sidik jari (Putri, dkk., 2018).

Terdapat beberapa proses pengolahan yang perlu diperhatikan dalam
menggunakan Image J diantaranya penandaan gambar spot KLT, proses
smoothing, dan normalisasi densitogram. Sehingga diperoleh nilai AUC yang
lebih konsisten untuk setiap pengulangan (Auliana, 2011). Berdasarkan penelitian

Auliana, (2011), yang melakukan differensias terhadap 3 tumbuhan berbeda
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menggunakan Image J, menunjukkan bahwa proses smoothing gambar mentah
KLT dengan dokumentasi menggunakan UV 366 nm dan UV 254 nm berturut-
turut adalah 9 dan 8 kali, dengan penarikan garis baseline pada titik terendah
puncak densitogram.

Beberapa percobaan seperti pada penelitian Putri, dkk., (2018),
melaporkan bahwa analisis kromatogram hasil pemisahan senyawa dalam daun
Wungu menggunakan Image J menunjukkan bahwa perbedaan usia panen yaitu
usia 1 bulan, 2 bulan, dan 3 bulan, memberikan nilai Area Under Curve (AUC)
berbeda yang berpengaruh terhadap komponen senyawa, yang mana jumlah
konsentrasi optimal berada pada usia yang lebih muda yang dapat diamati melalui

puncak ¢ dan puncak d pada Gambar 2.2.

Gambar 2.2 Interpretasi dengan Image J (—) usia 1 bulan, (—) usia 2 bulan, (
) usia 3 bulan dibawah lampu UV 366 nm (Putri, dkk., 2018)

2.7 AnalisisMultivariat Metode Principal Component Analysis (PCA)
Metode Principal Component Analysis (PCA) merupakan suatu metode

pemodelan bilinear yang berguna untuk mereduksi dimensi data yang diamati
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dengan meminimalisir informasi yang hilang (Chew, et. a., 2004). Teknik PCA
merupakan teknik interpretass multivariat yang digunakan untuk meringkas
struktur dari data kompleks sekaligus menunjukkan keberagaman varians cara
sampel dapat dibedakan dari sampel lain dengan menciptakan variabel baru
berdasarkan data yang sudah ada (Jollife, et al., 2016). Fungs utama penggunaan
PCA untuk membedakan tiap sampel yang ditunjukkan dengan terbentuknya
kelompok pada PC tertentu (Putri, dkk., 2018).

Prinsip dasar dari analisis PCA (principal components analysis) yaitu
mencari informasi mengenai komponen utama (PC) yang merupakan kombinasi
linier dari peubah asli dan menunjukkan jumlah variasi dari data. Ketika variabel
yang diukur menunjukkan kontribusi sistematis paling besar, maka akan
dikelompokkan pada (PC1) dan kontribus kedua akan dikelompokkan pada
(PC2). Berdasarkan varias tersebut akan diperoleh suatu informasi dari suatu data
dengan menghilangkan multikoloniertas dari data yang ada (Munawar, 2020).

Anadisis PCA dapat mengelompokkan sampel berdasarkan perbedaan
daerah sumber serta menentukan senyawa metabolit yang berkaitan erat dengan
sifat bioaktivitasnya. Penelitian yang berkaitan telah dilakukan oleh Wahyuni, et
al., (2020), melaporkan bahwa analisis sidik jari KLT yang dikombinasikan
dengan analisis kemometrik memberikan perbedaan profil sidik jari P. niruri
dibandingkan dengan P. debilis dan P. Urinaria, yang mana P. niruri memiliki
dua pita karakteristik (Rs 0,71 dan 0,77) yang berbeda.

Terdapat banyak perangkat lunak (Aplikasi) yang dapat digunakan untuk
analisis multivariat PCA. Aplikas tersebut merupakan perangkat lunak statistik

yang secara spesifik digunakan untuk menganalisis data multivariat. Adapun
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gambar plot hasil analisis kemometrik pada ketiga tumbuhan yang memiliki
kekerabatan yang dekat (P. niruri, P. debilis dan P. urinaria) adalah sebagai

berikut.
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Gambar 2.3 Plot hasil analisis diskriminan dari P.niruri (¢), P.debilis (4), dan
P.urinaria () (Wahyuni, et al., 2020)

Berdasarkan pada Gambar 2.3 Pengelompokan masing-masing spesies
menggunakan dua variabel pertama fungs (DF) dengan varians untuk DF-1 =
63,34% dan DF-2 = 36,66% di plot DA, yang menjelaskan 100% dari total varians
faktor diskriminan dan tingkat klasifikasi yang benar adalah 100%. Hasil ini
membuktikan bahwa analisis kemometrik berhasil membedakan tiga spesies
Phyllanthus yang berkerabat dekat (Wahyuni, et al., 2020). Diketahui bahwa
kuadran | dan Il menunjukkan kontribusi positif terhadap PC2. Kuadran Il
memiliki kontribusi positif terhadap PC1 maupun PC2. Kuadran Il memiliki
kontribusi positif terhadap PC1, akan tetapi negatif pada PC2. Untuk kuadran 1V

berkontribusi negatif baik pada PC1 maupun PC2 (Saidan et.al, 2015).
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2.8 Pemanfaatan Tumbuhan dalam Per spektif I slam
Allah SWT menciptakan alam semesta dengan kekuasaan dan
keagungannya secara sistematis. Mulai dari struktur alam semesta, beserta semua
makhluk yang menempati alam semesta ini. Allah SWT juga telah menciptakan
semua yang dibutuhkan oleh makhluknya berupa energi, materi kehidupan, serta
ruang dan waktu dalam ukuran yang sangat menakjubkan (Muftikah, 2019). Salah
satu ciptaan Allah SWT yang sangat bermanfaat untuk kehidupan adalah adanya
tumbuh-tumbuhan yang tumbuh di bumi sehingga manusia, hewan, serta makhluk
hidup lain dapat memanfaatkannya. Sebagaimana firman Allah dalam Q.S. Taha

ayat 53:

Z ~so- -0 /o./f ;'/:E._. ~“ g - //f/" Z24 /a' o 2 - /5 g Z o - /. o 0 2 & . - - o @
L"\jj\ 4./35..‘..=\.;:.—J.>-U Lot g:LA.A.««.S\ u.,: Jf\j }’\...M: L@.:.f Vﬁ J.l.wj ‘.,L.@.A upJY\ (,_<J JAJ— Lﬁ:’\j\
fori} 3o ol

Artinya:

“(Tuhan) yang telah menjadikan bumi sebagai hamparan bagimu, dan
menjadikan jalan-jalan di atasnya bagimu, dan yang menurunkan air (hujan) dari
langit.” Kemudian Kami tumbuhkan dengannya (air hujan itu) berjenis-jenis
aneka macam tumbuh-tumbuhan(Q.S. Taha (20): 53).

Menurut tafsir Al-Maraghi banyak sekali jenis tumbuhan yang dapat
hidup di bumi ini dengan adanya air hujan yang masing-masing memiliki
kemuliaan dari Allah SWT. Ada tumbuhan yang tergolong tumbuhan tingkat
rendah yaitu tumbuhan yang tidak jelas bagian akar, batang dan daunnya, dan
tumbuhan tingkat tinggi, yakni tumbuhan yang dapat dibedakan akar, batang dan
daunnya secara jelas. Selain itu, Allah SWT juga menyertakannya dengan

berbagal manfaat, warna, aroma, dan bentuk yang sebagian cocok untuk manusia
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dan sebagiannya lagi lebih cocok untuk binatang. Tumbuhan yang termasuk
tumbuhan tingkat tinggi salah satunya yaitu tumbuhan anting-anting (Acalypha
indica L.). Tumbuhan anting-anting telah banyak dimanfaatkan bagian daun,
batang, dan akarnya sebagai obat. Hal ini juga sesuai dengan firman Allah SWT

yang tercantum dalam Q.S. Al-Syu‘ara ayat 7 :
o - 9/’,4 ° /a. /O/_f._f/ o - .a/o - 0 s o sr
{v: \w—»ﬁ}@f@) J5 o b Lntiol oS 281 ) g L

Artinya:
“Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, betapa banyak Kami

tumbuhkan di bumi itu berbagai macam pasangan (tumbuh-tumbuhan) yang
baik?” (Q.S. Al-Syu‘ara (26): 7)

Tumbuhan yang baik dalam hal ini adalah tumbuhan yang bermanfaat
bagi makhluk hidup, termasuk tumbuhan yang dapat digunakan sebagai
pengobatan. Berdasarkan tafsir al-Qurtubi dalam ayat tersebut kata zauj memiliki
arti berpasang-pasangan dan karim memiliki arti baik dan mulia. bermakna
bahwa Allah SWT menciptakan jenis tumbuhan dengan warna, bentuk, dan rasa
yang berbeda meskipun tumbuh di daerah yang sama, dengan maksud agar
manusia dapat memilah dan menggunakannya dengan sebaik mungkin, baik
sebagai makanan maupun sebaga obat-obtan dari berbagai penyakit. Anugerah

Allah SWT inilah yang harus dipelgari dan dimanfaatkan sesuai perintah-Nya.



BAB I11

METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilakukan pada tanggal 16 Juni 2022 sampai 16 Juli 2022 di
Laboratorium Kimia Analitik Fakultas Sains dan Teknologi Universitas Islam

Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1Alat

Alat yang digunakan untuk preparasi sampel diantaranya loyang, oven,
gunting, blender kaca, ayakan 100 mesh dan alat untuk analisis kadar air antara
lain penjepit kayu, cawan porselen, dan spatula. Sedangkan aat untuk ekstraksi
antara lain sonikator jarum, gelas arloji, gelas beaker 50 mL, neraca andlitik,
botol via dengan tutup, pipet ukur 5 mL dan 10 mL, pipet volume 1 mL, corong
gelas, batang pengaduk, kertas saring, botol semprot dan bola hisap. Proses
pemisahan dilakukan dengan menggunakan pelat KLT silika gel GgoF2s4, pipa
kapiler, chamber, dan oven. Tahap detekss membutuhkan lampu UV 366 nm,
yang kemudian diidentifikasi menggunakan Aplikasi Image J dan Orange vers

3.32 untuk analisis PCA.

3.2.2Bahan
Bahan-bahan yang dibutuhkan pada penelitian ini diantaranya serbuk daun
tumbuhan anting-anting (Acalypa indica L.), pelarut etil asetat p.a,

sikloheksana, toluena, dan dietilaminap.a.
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3.3 Rancangan Pendlitian
Penelitian terdiri dari 2 tahap, yaitu tahap pendahuluan dan tahap utama.
Tahap pendahuluan mencakup preparas sampel yang meliputi  proses
pengeringan, penghalusan, analisis kadar air, dan pembuatan ekstrak daun
tumbuhan anting-anting (Acalypha indica L.) dari daerah Malang, Ngawi dan
Banyuwangi, serta pemisahan senyawa atif menggunakan KLT. Sedangkan Tahap
utama mencakup (1) Analisis komponen senyawa aktif pada daun tumbuhan
anting-anting berdasarkan hasil sidik jari KLT dengan bantuan perangkat lunak
Image J, (2) Anadisis multivariat dengan metode PCA menggunakan bantuan
Aplikasi Orange versi 3.32 serta (3) Identifikasi hasil pengelompokan PCA profil

metabolit daun tumbuhan anting-anting.

3.4 Tahapan Pendlitian
Penelitian ini dirancang dengan tahapan sebagai berikut:

1. Pengambilan dan preparas sampel daun anting-anting dari daerah Malang,
Ngawi, dan Banyuwangi.

2. Penetapan kadar air daun tumbuhan anting-anting.

3. Ekstraks ultrasonik tumbuhan anting-anting dengan pelarut etil asetat
dengan frekuensi 42 kHz selama 20 menit.

4. Pemisahan komponen senyawa dengan menggunakan (KLT) dengan eluen
(sikloheksana : toluena: dietilamina) dengan perbandingan 75 : 15: 10.

5. Pengolahan hasil pemisahan KLT menggunakan Aplikasi Image J.

6. Analisis multivariat (PCA) menggunakan Aplikasi Orange versi 3.32.
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3.5.1 Pengambilan dan Preparasi Sampel
Tumbuhan anting-anting (Acalypha indica L.) diambil dari 3 daerah, yaitu
Maang, Ngawi, dan Banyuwangi. Sampel dipisahkan antara bagian batang,
daun, dan akarnya. Daun anting-anting dicuci menggunakan air mengalir dan
dikeringkan dengan menggunakan oven pada suhu 40 °C selama 6 jam. Daun
yang telah kering dihaluskan menggunakan blender dan diayak menggunakan
ayakan 100 mesh, sehingga diperoleh sampel berupa serbuk halus dengan warna
hijau kecokelatan. Sampel tersebut dismpan ke dalam wadah tertutup

(Kumalasari, 2019; Laksono, 2020).

3.5.2 Penetapan Kadar Air

Cawan porselin dikeringkan pada suhu 105 °C selama 30 menit lalu
didinginkan di dalam desikator selama 30 menit dan ditimbang. Sebanyak 1 g
sampel daun anting-anting halus dimasukkan ke dalam cawan dan dipanaskan
pada suhu 105 °C selama 3 jam sampai diperoleh bobot konstan, kemudian
didinginkan di dalam desikator selama 30 menit dan ditimbang. Kadar air
ditentukan melalui Persamaan 3.1 dan dilakukan uji ANOVA: (Anissa, 2012;

Putri, dkk., 2018)

Kadar Air (%) = ’q;THx 1009 v (Persamaan 3.1)

Keterangan:
A = Berat sampel awa (g)
B = Berat sampel setelah dikeringkan (g)
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3.5.3 Ekstraksi Daun Anting-Anting dengan Ultrasonik
Ekstraks senyawa aktif daun tumbuhan anting-anting (Acalypha indica
L.) dilakukan dengan bantuan gelombang ultrasonik. Tahap ekstraksi dilakukan
sebanyak 7 kali ulangan untuk setigp sampel. Langkah pertama yaitu
menimbang 1 g serbuk daun anting-anting, yang kemudian dilarutkan dalam 10
mL etil asetat di dalam gelas beaker 50 mL (Handayani, 2016). Sampel
diekstraksi menggunakan sonikator dengan frekuensi sebesar 42 kHz pada suhu
kamar selama 20 menit (Safitri, 2018). Hasil ekstraks disaring menggunakan
kertas saring, sehingga diperoleh filtrat kasar. Filtrat dipindahkan ke dalam botol

vial dan ditutup rapat.

3.5.4 Pemisahan Senyawa M etabolit Menggunakan KL T

Pemisahan senyawa aktif daun tumbuhan anting-anting (Acalypha indica
L.) dilakukan dengan menggunakan pelat silika GgoF254 ukuran 10 x 10 cm yang
telah diberi garis tepi atas dan tepi bawah dengan jarak 1 cm (Kumalasari, 2019;
Laksono, 2020). Pelat KLT diaktivasi pada suhu 105 °C selama +30 menit
(Wahyuni, et al., 2020). Fasa gerak (eluen) yang digunakan adalah campuran
sikloheksana: toluena: dietilamina dengan perbandingan (75 : 15: 10) yang telah
dijenuhkan selama 1 jam (Fadhilah, 2016).

Ekstrak kasar sampel diaplikasikan pada pelat silika gel GgoF2s4 dengan
volume 0,25 mL menggunakan syringe 15 yL (Wahyuni, et al., 2020). Setiap
satu kali penotolan dibiarkan mengering dengan sendirinya (Kumalasari, 2019).
Pelat dielusi di dalam chamber sampai fase geraknya mencapai batas tepi atas

(8cm) dengan keadaan tertutup rapat. Pelat diangkat dan dikeringanginkan,
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kemudian dideteks menggunakan sinar UV 366 nm (Laksono, 2020).
Dokumentas dilakukan dengan menggunakan alat kamera DSLR Canon 750D.
Dihitung nilai Rf hasil pemisahan pada ekstrak tumbuhan anting-anting asal

Malang, Ngawi, dan Banyuwangi (Putri, dkk., 2018).

3.5.5 Preprocessing Kromatogram menggunakan Piranti Lunak Image J

3.5.5.1 Membuat Kurva Densitogram dari Kromatogram

Kromatogram yang dihasilkan dari analisis sidik jari KLT kemudian
diolah menggunakan perangkat lunak Image J. Langkah yang perlu dilakukan
yaitu dibuka Aplikasi Image J lau dipilih menu File-Open. Dipilih gambar
kromatogram yang telah di save (.jpg). Menu Rectangular diaktifkan lalu
diblok pada gambar target yang akan dianalisis, dipilih menu Analyze-Gels-
Sdlect First Lane. Gambar diatur kontrasnya dengan cara memilih menu
Image-type dan dipilih RGB colour, lalu dipilih menu Adjust dan diatur
Brightness dan Contrast sesuai kebutuhan sampal didapat gambar titik yang
jelas. Untuk memunculkan kurva densitogram pilih kembali menu Analyze-
Gels-plot line. Kurva densitogram ini akan menunjukkan jumlah pita yang
terdapat pada pelat KLT. Diubah kurva menjadi Line Graph dengan cara
diaktifkan menu Rectangular lalu diblok bagian kurva, kemudian dipilih menu
Analyze-Tools-Analyze line graph sehingga akan muncul tampilan kurva dalam
bentuk kurva Xycoordinat. Diubah gambar menjadi informasi dalam bentuk
angka. Dipilih menu copy kemudian Paste pada piranti lunak Microsoft Word
Excel untuk pengolahan kurva selanjutnya (Putri, dkk., 2018; Wahyuni, et al.,

2020).
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3.5.5.2 Menentukan Luas Puncak Kurva Densitogram
Menentukan luas puncak densitogram, dibuka kurva densitogram pada
Image J kemudian dipilih salah satu puncak kurva dan dipilih menu Straight
diaktifkan lalu ditarik bagian dasar puncak ujung satu ke ujung lainnya (jika
terdapat beberapa puncak kurva buat garis dasar pada masing-masing puncak
kurva), kemudian menu Wand diaktifkan. Masing-masing daerah puncak kurva
diberi Highlight dengan mengarahkan kursor pada daerah kurva yang dipilih

tersebut sehingga muncul informasi mengenai luas puncak (Putri, dkk, 2018).

3.5.6 Analisis Multivariat Menggunakan M etode PCA

Analisis Multivariat Principal Component Analysis (PCA) dilakukan
menggunakan Aplikasi Orange versi 3.32. Anadlisis diawali dengan membuka
Aplikasi Orange dan kemudian diinput data AUC dari microsoft excel hasil
Image J. Caranya yaitu dipilih menu file — input data excel (categorical) - data
table - preprocessing spectre - Principal Component Anlysis. Dimasukkan
variabel pengelompokan (correlations variable) yang diinginkan. Dipilih Scatter
plot dan linier projection serta analisis lainnya yang dibutuhkan. Disimpan hasil
analisis dalam bentuk .png. Dianalisis output hasil PCA (scores dan loading)

(Qirom dkk, 2020).



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Pengambilan dan Preparasi Sampel

Penelitian ini menggunakan sampel berupa daun tumbuhan Anting-anting
(Acalypha indica L.) yang berasal dari tiga daerah berbeda di Jawa Timur yaitu
tumbuhan anting-anting dari Desa Ngrayudan, Kecamatan Jogorogo, Kabupaten
Ngawi, dan tumbuhan Anting-anting dari desa Pandansari, Kecamatan Jabung,
Kabupaten Malang, serta tumbuhan anting-anting dari desa Kaarharjo,
Kecamatan Kalibaru, Kabupaten Banyuwangi.

Sampel daun yang diambil untuk preparasi adalah bagian daun yang masih
utuh dengan tujuan untuk menjaga konsistensi perlakuan. Daun Anting-anting
dicuci untuk menghilangkan pengotor seperti tanah dan serangga yang masih
menempel. Sampel kemudian dikeringkan untuk meningkatkan daya simpannya.
Daun yang telah kering selanjutnya dihaluskan untuk mempermudah terjadinya
dialisis sel oleh pelarut saat proses ekstraksi berlangsung. Hasil preparasi daun

anting-anting berupa serbuk halus yang memiliki warna kuning kecoklatan.
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BAB V
PENUTUP
5.1 Kesimpulan

Pemisahan senyawa aktif daun anting-anting dari daerah Malang, Ngawi,
dan Banyuwangi menggunakan metode DETLC menghasilkan jumlah noda yang
sama, yaitu sebanyak 12 noda dengan nilai keterulangan (Standard Deviasi)
berkisar antara 0,001 -0,005.

Analisis PCA mampu menjelaskan variasi pengelompokan total sebesar
98,5% (PC1= 68,1%, PC2 = 30,4%) dari variabel keseluruhan yang membuktikan
bahwa analisis multivariat PCA mampu membedakan ketiga sampel pada masing-
masing ulangan yang menunjukkan adanya pengelompokan pada ketiga sampel

dengan daerah asal dan kondisi geografis ketinggian yang berbeda.

5.2 Saran
Sebaiknya proses pengambilan gambar kromatogram saat visualisasi sinar

UV 366 nm dilakukan dengan menggunakan alat yang terkalibrasi seperti TLC
Scanner sehingga hasil akan lebih konsisten dan lebih akurat. Selain itu, metode
DETLC diharapkan kedepannya dilanjutkan dengan uji PLSDA dan

diintegrasikan dengan alat FT-IR dan LC-MS.
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Lampiran 2. Diagram Alir

L.2.1 Preparasi Sampel

Tumbuhan Anting-Anting

» Dipetik sampel tumbuhan anting-anting dataran tinggi daerah
Banyuwangi, Malang, dan Ngawi

Dicuci menggunakan air mengalir hingga bersih dari kotoran
Dikeringkan sampel menggunakan oven pada suhu 40 °C.
Dipisahkan bagian akar, daun, dan batang tumbuhan anting-anting
Ditimbang masing-masing sampel daun anting-anting sebanyak +1kg
Dipotong daun anting-anting menjadi potongan kecil

Dicuci potongan daun menggunakan air mengalir

Dikeringkan daun anting-anting.

YV V V V V V V V

Dihaluskan daun anting-anting menggunakan blender

)

Serbuk Kasar Daun Anting-Anting ]

» Diayak menggunakan ayakan 90 mesh
» Disimpan sampel serbuk halus di dalam wadah tertutup

[ Serbuk Halus Daun Anting-Anting ]

L.2.2 AnalisisKadar Air

[ Cawan Porsdin ]

Dikeringkan cawan Porselin dalam oven pada suhu 105 °C - 30 menit
Didinginkan dalam desikator selama 30 menit
Ditimbang bobot cawan porselin kosong

Dimasukkan 1 g sampel daun anting-anting halus ke dalam cawan.

YV V. V VYV V

Dipanaskan pada oven dengan suhu 105 °C selama 3 jam sampai

konstan.

Y

Didinginkan dalam desikator selama 30 menit

A\

Ditimbang bobot cawan+sampel serbuk yang telah kering
» Ditentukan kadar air, Anova Tukey HSD
Hasil
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L.2.3 Ekstraksi Daun Anting-Anting dengan Ultrasonik

[ Cawan Porselin J

» Diambil sebanyak 1 gram serbuk daun anting-anting dalam botol kaca

» Dilarutkan dalam 10 mL pelarut etil asetat

» Diekstraksi menggunakan ekstraksi ultrasonik pada frekuensi 42 kHz
selama 20 menit pada suhu kamar

» Disaring menggunakan kertas saring

)

Filtrat ] Residu

» Disimpan filtrat ke dalam botol vial

[ Ektrak kasar anting-anting ]

L .2.4 Pemisahan Senyawa Metabolit Menggunakan KL T

[ Pelat SilicaKLT GeoF254 ]

Dipotong pelat silicadengan ukuran 10 x 10 cm
Diberi garistepi atas 1cm dan bawah dengan jarak 1 cm dengan pencil

Diaktivasi menggunakan oven selama 30 menit pada suhu 105 °C

Y V V V

Dibuat eluen dari sikloheksana, toluena, dan dietilamina dengan
perbandingan (75:15:10)

Dijenuhkan selama 1 jam di dalam bejana chamber

Ditotolkan ekstrak kasar anting-anting sebanyak 0,25 mL
Dibiarkan hingga mengering pada setiap totolan

Dielusi hinggafase gerak mencapai batas tepi atas (setinggi 8 cm)
Diangkat plat dan dikeringanginkan

Didokumentasikan hasil sebelum dan setelah dideteks sinar UV

YV V V V V VY VY

Dihitung nilai faktor retensi noda (Rf)

Hasil
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L .2.5 Pengolahan Kromatogram M enggunakan I mage J

L.2.5.1 Pengolahan Kromatogram Menjadi Densitogram

Kromatogram Hasil Pemisahan

YV V. V V V

Dibuka program perangkat lunak Image J pilih menu open

Dilakukan impor data kromatogram dalam bentuk .jpg.

Diaktifkan menu Rectangular lalu diblok gambar yang dianalisis
Dipilih menu Analyze-Gels-Select First Lane

Diatur Tingkat kontras dan kecerahan gambar dengan memilih image-
type dan RGB colour-adjust- diatur brigghtness dan contrast

Dipilih kembali menu Analyze-Gels-plot line

Kurva Densitogram ]

Diaktifkan menu Rectangular dan diblok bagian kurva

Dipilih menu Analyze-Tools-Analyze line graph

Kurva Xycoordinat ]

>
>

Dipilih menu copy
Dipaste di Aplikasi Microsoft Word Excell

Hasll

L.2.5.2 Menentukan Luas Puncak Kurva Densitogram

|

Kurva Densitogram

>
>
>

>

Dibuka kurva densitogram

Dipilih salah satu puncak kurva

diaktifkan menu Straight dan ditarik bagian dasar puncak satu ke
puncak lainnya

Diaktifkan menu Wand dan dihighlight pada masing-masing daerah

Informas Luas Puncak
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L.2.6 AnalissMultivariat PCA M enggunakan Orange 3.32

DataHasil Image J

A\

Dibuka Aplikasi Orange 3.32

A\

Dipilih menu File- input data excel —Preprocess spectra- PCA- Score
plot

Dilakukan validas melaui test and score- SYM- Confusion matrix
Dipilih linier projection graph sesuai kebutuhan

Disimpan komponen PCA hasil pengolahan

YV V V V

Dianalisis output hasil preprocessing dengan Orange

Hasll
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Lampiran 3. Dokumentasi Penelitian

L.3.1 Preparasi Sampe
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L .3.4 Pemisahan Menggunakan KL T

L .3.5 Preprocessing I mage J

dmege T

e Fait
| 1l o [ 4 | | A ]| el 4 |




- Hasil processing dari kromatogram menjadi densitogram

(Maang) (Ngawi) (Banyuwangi)
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L.3.6 AnalisisMultivariat PCA dengan Aplikas Orange 3.32
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(Dengan Preprocessing)



