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ABSTRAK

Kusuma, S. V. 2023. Analisis Kromatografi Lapis Tipis Pada Tanaman
Anting-Anting (Acalypha indica L.) Berdasarkan Perbedaan Variasi
Pelarut Dan Pengenalan Pola secara Kemometrik. Skripsi. Jurusan
Kimia. Fakultas Sains dan Teknologi. Universitas Islam Negeri Maulana
Malik Ibrahim Malang. Pembimbing | : Elok Kamilah Hayati, M.Si,
Pembimbing Il : Ahmad Hanapi, S.Si., M.Sc

Kata Kunci : Tanaman Anting - Anting, Ultrasonik, KLT, ImageJ, PCA

Tanaman anting — anting (Acalypha indica L.) merupakan salah satu
tanaman yang memiliki khasiat sebagai obat. Karena di dalamnya mengandung
senyawa aktif flavonoid, tanin, alkaloid, triperpenoid dan steroid. Tujuan dari
penelitian ini adalah untuk mengetahui profil kromatografi lapis tipis senyawa
aktif dalam tanaman anting — anting dengan variasi pelarut.

Proses ekstraksi pada tanaman anting — anting (Acalypha indica L.)
dilakukan dengan ekstraksi ultrasonic waterbath frekuensi 42kHz selama 20
menit. Menggunakan lima variasi pelarut yakni etanol 96%, etanol 70%, etil
asetat, kloroform, dan n-heksan. Pemisahan dilakukan dengan menggunakan plat
KLT GeoF2s4 dengan menggunakan eluen sikloheksana : toluene : dietilamina
(75:15:10). Kemudian plat divisualisasikan menggunakan lampu UV 366 nm dan
dilanjutkan dengan pengolahan data menggunakan Image J dan analisis
multivariat PCA.

Pemisahan KLT menggunakan lima variasi pelarut dengan tingkat
kepolaran yang berbeda, menghasilkan itensitas warna yang berbeda, serta
memunculkan 8 spot noda pada etanol 70%, 9 spot noda pada etanol 96%, 10 spot
noda pada etil asetat, 9 spot noda pada kloroform, dan 7 spot noda pada n-heksan.
Pada analisis multivariat dengan menggunakan PCA menunjukkan adanya
pengelompokkan terhadap masing-masing sampel dengan menunjukkan variasi
total sebesar 90,5% (PC1=69,4%, PC2=21,1%). Pada heatmap menunjukkan jika
etanol 70% memiliki kelimpahan senyawa aktif yang paling tinggi dibandingkan
dengan pelarut yang lain, dengan ditandai adanya kadar yang berwarna merah
paling banyak.
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ABSTRACT

Kusuma, S. V. 2023. Thin Layer Chromatography Analysis of Anting—Anting
(Acalypha indica L.) Based On Differences In Solvent Variation and
Chemometric Pattern Recognition. Thesis. Chemistry Department.
Faculty of Science and Technology. Maulana Malik Ibrahim State
Islamic University, Malang. Supervisor | : Elok Kamilah Hayati, M.Si,
Supervisor Il : Ahmad Hanapi, S.Si., M.Sc

Keywords: Anting — anting, Ultrasonic, TLC, ImageJ, PCA

The anting - anting plant (Acalypha indica L.) is a plant that has medicinal
properties. Because it contains active compounds of flavonoids, tannins, alkaloids,
triperpenoids and steroids. The aim of this research is to determine the thin layer
chromatography profile of active compounds in anting plants with a variety of
solvents.

The extraction process for the anting - anting plant (Acalypha indica L.) was
carried out using ultrasonic water bath extraction with a frequency of 42 kHz for
20 minutes. Using five variations of solvent, namely 96% ethanol, 70% ethanol,
chloroform, ethyl acetate, and n-hexane. Separation was carried out using a
G60F254 TLC plate using the eluent cyclohexane: toluene: diethylamine
(75:15:10). Then the plate was visualized using a 366 nm UV lamp and continued
with data processing using Image J and multivariate PCA analysis.

TLC separation uses five variations of solvents with different polarity
levels, producing different color intensities, and giving rise to 8 stain spots in 70%
ethanol, 9 stain spots in 96% ethanol, 10 stain spots in ethyl acetate, 9 stain spots
in chloroform, and 7 stain spots on n-hexane. Multivariate analysis using PCA
shows that there is a grouping of each sample showing a total variation of 90.5%
(PC1=69.4%, PC2=21.1%). The heat map shows that 70% ethanol has the highest
abundance of active compounds compared to other solvents, marked by the
highest levels of red.

Xiv



&Aﬁ\uaﬂ.q

LAl el L8 A8l dGdall Ll 2 gilag S Jadad YY Y il L gea cla s S
S il g clylall clBdEd) B clddady) Je 2l (Acalypha indica L.)
LY ge drala cln g€l 5 aglell 408 (el anadd e Agbiassl) Jaladdy)
P PN S LS R PO E NP Y B AgadlsY) e Sall anl ) il
oslalld prialall ¢ fia daad 1 S Ll €0 slalld prialal)

PCA ,Image ,KLT 435 saall (58 il sally T jall bl s dpalibal) cilalst)

e L@l giaY dnh paillad Ld Gl 4 (Acalypha indica L.) Jadll bt
e (e aagll cladiiall y udysin pan f Dl o8 ol Adadall 3 g3 3l S e
g daill Qi b Al lS yall 488l AGLll Sl pelaall dasi s Gl
il e de siie de gane

plea =) ASu) ae A& (Acalypha indica L.) da_all bl e 21 Al dilee
Oe g)sil Aead aladinly A380 Yo JOA KHZEY ) Agsall (558 Gl sally oLl
OS5 i) Qi o sdg )y sISU opV e JsliY) 9597 ) a5 iyl
Dl Al GlaSell Calall aaatuly GeoFass KLT da gl aladiuly Juadll oty
el snm YT UV ¢ saall aladiinly daglll ) el Qi o5 (VO:) 411 0) el Jit) A
PCA & juaiall 2aaia Jilaill g Image) plasinl Ll dalles A

Zlb) Adliae 4kl il gise ld Glpdal) e o) sl el aladinly KLT Jlcad!
daay daly 4 00V DY) e Jle daa daly A jlias)y Adiall ol V) 50
sle e daay daly 4 JAY) GO Lo jle daay daly 0687 JoY) e e
phaainly Ol jaiall aaete Jilaill (& (LSl e e daasdady Vo a5 )i
%0,3 ¢ J Gl el A (e A S de sene dla o e Ju pCA
%Y+ sty OIS 13 L Ayl jall Ay Al Lelsi (06, 1)=YPC 919, £=)PC)
el iy s AT Gyl 4 jlie Aadall LSl (e 385 el e s5iny
oY) gl el i

XV



BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman herbal merupakan tumbuhan yang memiliki fungsi dalam
pengobatan. Salah satu tanaman yang memiliki khasiat sebagai obat, yakni
tanaman anting-anting (Acalypha indica L.). Secara tradisional tanaman ini
dimanfaatkan sebagai obat disentri, malnutrisi, mimisan, muntah darah, berak
darah, kencing darah dan malaria (Pambudi, dkk, 2014). Tanaman anting-anting
merupakan sejenis gulma yang mudah di temui dan melimpah (Laily, 2016). Pada
uji fitokimia ekstrak, tanaman anting-anting mengandung senyawa aktif dalam
bentuk metabolit sekunder yakni flavonoid, tanin, alkaloid, triterpenoid, dan
steroid (Sriwahyuni, 2010).

Dengan adanya tanaman anting-anting yang tumbuh berlimpah di Indonesia,
itu merupakan salah satu bukti nikmat Allah yang ada di bumi. Dengan begitu kita
harus lebih bersyukur dan bisa memanfaatkan dengan baik nikmat yang telah
Allah SWT berikan kepada kita. Sebagaimana firman Allah dalam Al-Qur’an

surat Asy Syu’araa ayat 7:
D 8.8 235 08 e ledé Wl 28 G391 11555 415

Artinya : “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapakah banyaknya
kami tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang
baik?” (QS. Asy Syu’araa : 7).

Allah SWT menumbuhkan dari berbagai macam tumbuhan yang baik, yaitu
subur dan bermanfaat. Zaujin memiliki makna pasangan (pasangan tumbuh-

tumbuhan) karena tumbuhan muncul diantara celah-celah tanah yang terhampar di

1
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bumi. Sedangkan Karim bermakna baik, Allah menumbuhkan berbagai macam
jenis tumbuhan yang baik (Karim) di bumi ini dengan bebagai manfaat dan
kegunaan yang terkandung didalamnya yang dapat digunakan untuk kemaslahatan

manusia (Shihab, 2002).

Tanaman anting-anting sudah banyak dimanfaatkan oleh masyarakat luas
dalam pengobatan tradisional. Dimana pada umumnya tanaman tersebut dijadikan
obat herbal dalam bentuk tradisional yakni dalam bentuk jamu. Dengan manfaat
sebagai obat disentri, diare, gangguan pencernaan, muntah darah, berak darah dan
kencing darah, khusus pada daun berkhasiat untuk mengobati mimisan (Amellia,
2018). Selain itu ketika tanaman anting-anting berfungsi sebagai obat herbal,
tanaman yang mengandung senyawa aktif ini akan memberikan khasiat obat, yang
mana dia bersifat sebagai antibakteri (Batubara, dkk., 2016; Pratiwi, 2009),
antidiare, antidiabetes, dan antimalaria (wink, 2008), antioksidan (Narwade, dkk.,
2011), untuk menurunkan kadar gula darah (Kawatu, dkk., 2013), dan antimalaria

(Hayati, 2012).

Ketika senyawa akif dan khasiat obat saling berhubungan, senyawa aktif
akan mempengaruhi pada aktifitas khasiatnya. Dalam menghasilkan senyawa aktif
kandungannya akan di pengaruhi oleh beberapa faktor yakni ada faktor
lingkungan, ada faktor pengeringan, ada faktor pelarut, ada faktor panen, ada
faktor usia, dan lain-lain. Pada penelitian ini kajian yang akan dilakukan adalah
faktor pelarut. Pelarut yang akan di gunakan adalah pelarut etanol 70%, etanol
96%, etil asetat, kloroform dan n-heksan. Dimana pada lima pelarut itu akan

mempengaruhi jenis kandungan senyawa aktif yang akan diekstrak nanti.
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Kandungan senyawa aktif tersebut akan berpengaruh pada khasiat obat itu sendiri.
Bahan-bahan obat herbal khususnya pada tanaman herbal tanaman anting-anting
belum terstandarisasi. Pada penelitian (Hidayah, dkk. 2016), proses ekstraksi
menggunakan tiga jenis pelarut yang berbeda, yakni n-heksana (nonpolar), etil
asetat (semipolar) dan etanol/methanol (polar). Perbedaan pelarut dalam ekstraksi
dapat mempengaruhi kandungan senyawa bioaktif (Santoso et al., 2012). Hal ini

disebabkan karena perbedaan polaritas dari pelarut (Megha et al., 2014).

Oleh karena itu, diperlukan standarisasi bahan baku dengan variasi pelarut
pengekstrak. Karena kandungan senyawanya belum terstandartkan, yakni belum
sama. Metode standarisasi bahan baku bisa dilakukan dengan pendekatan
metabolomik. Metabolomik sendiri memiliki arti bisa mengetahui secara
keseluruhan senyawa aktif, yang mana dia bisa secara konprehensif. Metabolomik
dilakukan dengan cara kromatografi, yang mana dengan pendekatan Kromatografi
Lapis Tipis (KLT). Pernyataan Vermaak dkk. (2009) yakni penggunaan
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) sendiri memiliki keunggulan seperti sederhana,
biaya rendah, kapasitas sampel yang besar, hasil yang cepat dan memberikan

resolusi pemisahan yang baik.

Ekstraksi merupakan proses penarikan senyawa yang diinginkan dengan
menggunakan pelarut yang sesuai (Mukhriani, 2014). Ekstraksi sendiri memiliki
factor-faktor yang mempengaruhi antara lain suhu, lama ekstraksi, jenis pelarut,
ukuran partikel, pH media ekstraksi, jumlah ekstraksi dan degradasi senyawa
selama ekstraksi (Savova, dkk, 2007). Syarat pelarut yang baik digunakan untuk

ekstraksi yaitu pelarut yang dapat melarutkan zat yang ingin diesktrak, memiliki
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titik didih yang lebih rendah sehingga pelarut mudah diuapkan tanpa
menggunakan suhu tinggi, pelarut tidak larut dalam air, bersifat inert, tidak mudah

terbakar, dan harganya murah (Guenther, 1987).

Pada penelitian Febrianto (2020), dilakukan ekstraksi dengan metode
ultrasonik dengan pelarut etanol dan lama ekstraksi selama 10 menit, kemudian
proses Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan eluen n-heksana : etil asetat (7,5 :
2,5) yang diderivatisasi melalui penyemprotan reagen vanilin-sulfat dan dilakukan
variasi lama penotolan serta pengamatan dibawah lampu UV selama 60 menit.
Didapatkan stabilitas analit selama kromatografi kurang stabil sedangkan
stabilitas hasil derivatisasi (visualisasi) pada penelitian Safitri (2018), dengan
variasi pelarut dan variasi lama dengan metode ultrasonik, dan menggunakan
eluen etanol, metanol dan etil asetat. Dihasilkan pada variasi pelarut yakni etanol
menghasilkan 3 spot, metanol menghasilkan 3 spot dan etil asetat menghasilkan 4
spot, sedangkan pada variasi lama ekstraksi tidak mempengaruhi jumlah noda

yang terbentuk.

Pada hasil uji Kromatografi Lapis Tipis (KLT) nanti divisualkan dalam
bentuk kromatogram dengan menggunakan Image J. Image J sendiri merupakan
salah satu piranti lunak yang digunakan untuk mengubah respon Kromatografi
Lapis Tipis (KLT) menjadi lebih terkuantifikasi dengan memanfaatkan gambar
hasil dokumentasi pelat Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Pada penelitian Fitrianti
(2011), peranti lunak Image J yang dikombinasikan dengan teknik pengenalan

pola telah berhasil mendiferensiasikan ketiga tanaman obat, yakni temulawak,
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kunyit, dan bangle berdasarkan intensitas warna pita komponen yang penciri,

yakni kurkumin, demetoksikurkumin dan bisdemetoksikurkumin.

Pada hasil yang didapatkan dari kromatogram kemudian dianalisis dengan
menggunakan Principal Component Analysis (PCA). Penelitian secara
metabolomik kemometrik dengan menggunakan KLT (Kromatografi Lapis Tipis),
telah dilakukan oleh beberapa peneliti. Antara lain berdasarkan interpretasi
kromatografi lapis tipis yakni pada tanaman temulawak, kunyit, dan bangle yang
diteliti oleh Fitrianti (2011). Berdasarkan pada letak geografis yakni Pada
penelitian Muttaqgin (2018), dengan ekstrak tanaman temulawak dari kota Cianjur,
Semarang dan Nusa Tenggara Timur. Dan baku temu hitam dan kunyit dari kota

Jawa barat, Jawa Tengah dan Lampung, yang di teliti oleh Emawati (2018).

Oleh karena itu pada penelitian ini untuk mengetahui perbedaan senyawa
aktif berdasarkan pelarut, maka akan di lakukan pemisahan senyawa aktif pada
ekstraksi tanaman anting-anting (Acalypha indica L.) yang diambil di daerah
Purwoharjo kota Banyuwangi dengan lima pelarut yang berbeda (etanol, etanol
70%, kloroform, heksan, etil asetat) dengan metode ekstraksi ultrasonik.
Kemudian di lakukan analisis menggunakan parameter profil kromatogram
dengan Kromatografi lapis Tipis (KLT). Yang nantinya data hasil dari
kromatogram akan diolah menggunakan Image J dan dianalisis untuk menentukan

keragaman profil kromatogram menggunakan analisis PCA.

1.2 Rumusan Masalah

Adapun rumusan masalah pada penelitian ini ialah:
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1. Bagaimana pola komatogram sidik jari pada tanaman anting-anting
(Acalypha indica L.) berdasarkan variasi pelarut?

2. Bagaimana pengelompokkan senyawa tanaman anting-anting (Acalypha

indica L.) berdasarkan variasi pelarut menggunakan PCA?

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan penelitian ini ialah:
1. Mengetahui pola komatogram sidik jari pada tanaman anting-anting
(Acalypha indica L.) berdasarkan variasi pelarut.
2. Mengetahui pengelompokkan senyawa tanaman anting-anting (Acalypha

indica L.) berdasarkan variasi pelarut menggunakan PCA.

1.4 Batasan Masalah

Batasan masalah pada penelitian ini adalah:
1. Sampel yang digunakan ialah tanaman anting-anting (Acalypha indica L.)
yang berasal dari Purwoharjo Banyuwangi.
2. Pelarut yang digunakan ialah etanol, etanol 70%, kloroform, n-heksan, dan
etil asetat.
3. Mengolah data secara kemometrik dengan Principal Component Analysis

(PCA.).

1.5 Manfaat

Manfaat dari penelitian ini adalah diharapkan dapat mengetahui manfaat
dari tanaman herbal anting-anting (Acalypha indica L.). Serta diharapkan dapat
mengetahui informasi dari profil Kromatografi Lapis Tipis (KLT) senyawa aktif

pada tanaman anting-anting (Acalypha indica L.) dengan menggunakan lima



pelarut yang berbeda yakni etanol 70%, kloroform, heksan, etil asetat, etanol



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Anting-Anting

Tanaman anting-anting (Acalypha indica L.) merupakan tanaman liar yang
umum ditemukan dipinggir jalan, lereng gunung maupun lapangan berumput pada
daerah tropis. Tanaman anting-anting yang merupakan tanaman liar memiliki
kandungan senyawa alkaloid yang dapat digunakan sebagai oabt (Wijayakusuma,
2005). Ciri-ciri tanaman anting-anting yakni, pada daunnya tanaman anting-anting
memiliki bentuk daun bulat lonjong. Letak daun tanaman ini berselang seling.
Bentuk ujung dan pangkal daun tanaman anitng-anting berbentuk lancing,
sedangkan bagian pinggir daun bergerigi. Panjang daun tanaman ini ialah 2,5 cm
hingga 8 cm serta lebarnya sekitar 1,5 cm hingga 3,5 cm. Pada batangnya,
tanaman anting-anting banyak ditemukan di pinggir jalan, di lereng gunung dan di
lapangan yang memiliki banyak rumput. Tanaman anting-anting memiliki
ketinggian sekitar 30 cm sampai dengan 50 cm. Batang tanaman anting-anting
dapat bercabang serta memiliki garis kasar memanjang. Pada bunganya, tanaman
anting-anting ialah bunga yang berumah satu dan memiliki kelamin tunggal.
Bunga pada tanaman anting-anting muncul dari ketiak daun yang berbentuk kecil
dalam rangkaian yang berupa malai. Dan pada buahnya, buah dari tanaman
anting-anting memiliki warna hitam dan berbentuk kecil (Ameilia, 2018).

Beberapa penelitian menyatakan bahwa tanaman anting-anting (Acalypha
indica L.) memiliki beragam senyawa kimia seperti saponin, tanin, flavonoid,
alkaloid, minyak atsiri, steroid, triterpenoid, asam askorbat, [-sitosterol, fiber,

quercetin, dan kaemferol (Hayati, 2012; Kumar, 2013; Dalimartha, 2010; Kirom,
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2017 dan Sirait, 2007). Senyawa kimia yang terdapat pada tanaman anting-anting

memiliki berbagai efek farmakologi, diantaranya efek antidiabetik, efek

hipoglikemik, efek antioksidan yang diduga dapat dimanfaatkan untuk

menurunkan kadar glukosa darah yang tinggi sehingga dapat digunakan menjadi
terapi diabetes mellitus (Kirom, 2017).

Klasifikasi tanaman anting-anting adalah sebagai berikut (BPOM RI, 2000):

Kingdom : Plantae
Sub kelas : Tracheobiontai

Divisi : Spermatophyta
Sub Divisi : Angiospermae
Kelas : Dicotyledoneae

Sub-kelas : Rosidae
Bangsa : Euphoribiales

Suku : Euphorbiaceae
Marga : Acalypha
Jenis : Acalypha inica Linn

Gambar 2. 1 Tanaman Anting-Anting (Acalypha indica L)

Tanaman anting-anting dibeberapa daerah dikenal dengan sebutan ceka mas
(Melayu), Lelatang (Jakarta), rumput kokosongan (Sunda), rumput bolong-bolong
(Jawa) (Muslimah, 2008). Kandungan senyawa metabolit sekunder yang terdapat
pada tanaman anting-anting yakni senyawa flavonoid (Yasmin, dkk, 2013;

Febriyanti, dkk, 2012), steroid (Febriyanti, dkk, 2014; Sirait, 2007; Hayati, dkk,
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2012), monoterpene, seskuiterpen, dan triterpenoid (Febriyanti, dkk, 2014; Sirait,
2007), tannin (Noriko, 2013; Hayati, dkk, 2012), Saponin (Tukiran, dkk, 2014;
Sirait, 2007), dan alkaloid (Tukiran, dkk, 2014). Menurut Ameilia (2018), khasiat
dari tumbuhan tanaman anting-anting yakni tumbuhan anting-anting telah banyak
digunakan secara turun-temurun sebagai obat disentri, diare, gangguan
pencernaan, muntah darah, berak darah dan kencing darah, khususnya pada daun
berkhasiat mengobati mimisan. Pada tumbuhan anting-anting memiliki rasa pahit.
Akar pada tanaman anting-anting dapat digunakan untuk menurunkan kadar asam
urat darah yang tinggi, meredakan nyeri pada rematik, pengobatan diabetes
mellitus dan meredakan pegal linu. Selain berkhasiat untuk manusia, tanaman
anting-anting juga dapat melancarkan pencernaan pada kucing. Cara yang dapat
digunakan untuk meyakinkan tanaman tersebut yakni dengan cara menyabutnya
sampai ke akar dan membiarkannya. Jika ada kucing yang memakan akarnya,

berarti tanaman tersebut adalah tanaman anting-anting.

2.2 Ekstraksi Ultrasonik

Metode ultrasonik merupakan ekstraksi dengan perambatan energi melalui
gelombang ultrasonik dengan menggunakan cairan sebagai media perambatan dan
menimbulkan efek kavitasi yang dapat memecah dinding sel, sehingga senyawa
dapat terekstrak dalam pelarut tersebut. Efek kavitas merupakan proses
pembentukan gelombang mikro dikarenakan meningkatnya tekanan akibat
gelombang ultrasonik. Kelebihan dari ekstraksi ultrasonik yaitu waktu ekstraksi
lebih cepat, rendemennya lebih maksimal dan lebih hemat pelarut (Winata dan
Yunianta, 2015). Metode ultrasonik merupakan salah satu metode yang lebih

efektif, karena pada metode ekstraksi ultrasonik proses ekstraksi dapat
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berlangsung lebih cepat dan pelarut yang dibutuhkan tidak banyak dibandingkan
konvensional (Zou. DKkk. 2014). Metode ultrasonik menggunakan bantuan
gelombang ultrasonik, sehingga pada proses ekstraksi terjadi perambatan energi
melalui gelombang ultrasonik dan dapat meningkatkan intensitas perpindahan

energi dengan media perambatannya berupa cairan (Kuldicole, 2012).

Prinsip ekstraksi ultrasonik adalah adanya peningkatan transfer massa yang
disebabkan oleh naiknya penetrasi pelarut kedalam jaringan tumbuhan lewat efek
kapiler. Gelembung kavitasi akan terbentuk pada dinding sel tanaman akibat
adanya gelombang ultrasonik. Kavitasi adalah proses pembentukan gelembung-
gelembung mikro (microbubbles) karena meningkatnya tekanan pada saat
ekstraksi sebagai akibat dari adanya gelombang ultrasonik. Pecahnya gelembung
kavitasi melibatkan energi yang besar dan menghasilkan efek panas yang
membantu interaksi antara pelarut dan bahan dalam ekstraksi sehingga hasil
ekstraksi lebih maksimal. Gelembung kavitasi akan terpecah disebabkan oleh
tipisnya bagian kelenjar tumbuhan yang mudah rusak oleh sonikasi (Melecchi et
al, 2006; Sani, 2014). Faktor yang mempengaruhi proses ekstraksi adalah
persiapan bahan, lama pengadukan, proses penyaringan dan pemekatan. Hal yang
harus diperhatikan dalam pemilihan jenis pelarut adalah daya larut, titik didih,
sifat toksik, mudah tidaknya terbakar dan sifat korosif terhadap peralatan ekstraksi
(Khopkar, 2008).

Keuntungan dari ekstraksi ultrasonik yaitu waktu yang digunakan lebih
singkat, efisiensi lebih besar (Garcia dan Castro, 2004), aman dan meningkatkan
jumlah rendemen (Zou, dkk., 2014). Pada penelitian Supardan, dkk (201) dalam

mengambil minyak dari limbah cair menyatakan rendemen minyak yang
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diperoleh dari proses ekstraksi ultrasonik dengan rasio volume limbah terhadap
pelarut 1:1 dan waktu ekstraksi 60 menit sebesar 0,138%. Pada kondisi yang
sama, proses ekstraksi tanpa ultrasonik menghasilkan rendemen sebesar 0,002%
dengan kecepatan pengadukan 200 dan 300 rpm. Dan pada penelitian Yang, dkk.
(2009), dalam mengekstraksi tongkol jagung juga menunjukkan hasil yang
signifikan. Hasil ekstraksi menggunakan ultrasonik dengan waktu 43 menit
mampu mengekstrak sebanyak 43%, sedangkan menggunakan ekstraksi
konvensional yang membutuhkan waktu 24 jam menghasilkan ekstrak sebanyak
34%.

Cara kerja metode ultrasonik dalam mengekstraksi adalah sebagai berikut
(keil, 2007):

a. Gelombang ultrasonik pada sekeliling bahan yang aka diekstraksi akan
menyebabkan pemanasan pada bahan tersebut, dan melepaskan senyawa
ekstrak.

b. Terdapat efek ganda yang dihasilkan yaitu pengacauan dinding sel
sehingga membebaskan kandungan senyawa yang ada di dalamnya dan
pemanasan lokal pada cairan dan meningkatkan difusi esktrak.

c. Energi kinetik dilewatkan ke seluruh bagian cairan diikuti dengan
munculnya gelembung kavitasi pada dinding atau permukaan sehingga
meningkatkan transfer massa antara permukaan padat-cair.

d. Efek mekanik yang ditimbulkan adalah meningkatkan penetrasi dari
cairan menuju dinding membran sel, mendukung pelepasan komponen

sel, dan meningkatkan transfer massa.
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2.3 Kromatografi Lapis Tipis (KLT)

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan metode pemisahan yang
didasarkan pada perbedaan distribusi molekul-molekul komponen diantara dua
fasa (fase gerak/eluen dan fasa diam/ plat silika) yang memiliki tingkat kepolaan
yang berbeda (Sastrohamidjojo, 1996). Menurut Sherma (1991), Kromatografi
Lapis Tipis (KLT) merupakan bentuk kromatografi planar dengan fase diam
berupa lapisan yang seragam pada permukaan bidang datar yang didukung oleh
lempeng kaca, pelat alumunium, atau pelat plastik dan fase gerak berupa cairan
yang bergerak sepanjang fase diam. Prinsip Kromatografi Lapis Tipis (KLT) yaitu
pemisahan campuran karena adanya pergerakan solvent melewati permukaan
datar, komponen-komponen tersebut akan bermigrasi dengan kecepatan yang
berbeda-beda tergantung dari kelarutannya, adsorbsi, ukuran molekul, muatan dan
elusi (Fifield dan Kealy, 2000).

Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan kromatografi cair-padat dan
merupakan metode pemisahan fisikokimia. Lapisan yang memisahkan terdiri atas
bahan berbutir-butir (fase diam), ditempatkan pada penangga berupa pelat gelas,
logam atau lapisan yang cocok (Padmawinata, 1985). Metode Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) salah satu yang menjadi pilihan sebagai metode kendali mutu
tumbuhan obat, dikarenakan memiliki keunggulan seperti sederhana, biaya rendah,
kapasitas sampel yang besar, hasil yang cepat, dan memberikan resolusi
pemisahan yang baik (Vermaak, dkk, 2009). Pemisahan dengan Kromatografi
Lapis Tipis (KLT) di lakukan beberapa kali menggunakan beberapa eluen dengan
tingkat kepolaran yang berbeda untuk mendapatkan pelarut yang mampu

memberikan pemisahan yang baik serta noda zat warna yang bagus. Bercak pada
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plat Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dimonitor dibawah lampu UV 254 nm dan
UV 365 nm (Alen, 2017). Faktor yang dapat mempengaruhi hasil Kromatografi
Lapis Tipis (KLT) selama proses analisis yakni kestabilan senyawa. Kestabilan
senyawa baik sebelum elusi (pada plat) maupun setelah elusi (visualisasi) harus
stabil selama proses analisis (Laila, 2019). Jeda waktu tunggu pada proses analisis
menyebabkan spot dalam plat dapat berubah (Reich dan Schibli, 2006).
Kestabilan senyawa dinyatakan dengan tidak adanya perubahan jumlah, posisi,

warna, intensitas spot selama jeda waktu tunggu (Effendi, 2016).

Eluen atau fase gerak pada KLT merupakan suatu medium angkut yang
terdiri atas satu atau campuran pelarut tunggal. Fase gerak akan merayap
sepanjang fase diam melalui gaya kapiler. Senyawa di identifikasi berdasarkan
penampakan dan nilai Rf-nya (jarak relatif komponen terhadap jarak pelarut) yang
kemudian di bandingkan dengan spot standar untuk analisis kualitatifnya (Fried &
Sherma, 1982).

Identifikasi senyawa-senyawa yang terpisah pada kromatografi lapis tipis

dapat dihitung dengan menggunakan Rf (Retrdation factor):

_ jarak yang ditempuh senyawa
jarak yang ditempuh pelarut

Harga Rf dipengaruhi oleh sruktur kimia dari senyawa yang sedang
dipisahkan, sifat dari penyerap, jenis eluen dan jumlah cuplikan
(Sastrohamidjojo, 2007). Gandjar dan Rohman (2007) menyatakan bahwa
senyawa yang mempunyai Rf lebih besr mempunyai kepolaran yang rendah,
begitu juga sebaliknya. Hal tersebut karena fase diam bersifat polar, senyawa
yang lebih polar akan tertahan kuat pada fasa diam sehingga menghasilkan nilai

Rf yang rendah.
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Eluen yang digunakan yakni sikloheksana: toluena: dietilamin (75:15:10),

yang mana menurut Fadhilah (2016) eluen tersebut menunjukkan eluen yang

terbaik untuk mendapatkan alkaloid yang terpisah dengan baik pada tanaman

anting-anting. Penggunaan eluen tersebut menghasilkan 4 noda dengan nilai Rf
masing-masing sebesar 0,35; 0,65; 0,78 dan 0,89.

Pada penelitian Safitri (2018), dengan menggunakan tanaman anting-

anting di hasilkan polat KLT sebagai berikut:

a b c d f

€

Gambar 2. 2 Hasil KLT ekstrak kasar dengan pelarut etanol

Keterangan: a. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 10 menit tanpa
lampu UV

b. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 10 menit
menggunakan lampu UV 366 nm

c. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 20 menit tanpa
lampu UV

d. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 20 menit
menggunakan lampu UV 366 nm

e. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 30 menit tanpa
lampu UV

f. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 30 menit
mengguanakan lampu UV 366 nm
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Gambar 2. 3 Hasil KLT ekstrak kasar dengan pelarut metanol

Keterangan: a. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 10 menit tanpa
lampu UV

b. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 10 menit
menggunakan lampu UV 366 nm

c. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 20 menit tanpa
lampu UV

d. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 20 menit
menggunakan lampu UV 366 nm

e. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 30 menit tanpa
lampu UV

f. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 30 menit
mengguanakan lampu UV 366 nm

b f

c d e

Gambar 2. 4 Hasil KLT ekstrak kasar dengan pelarut etil asetat

Keterangan: a. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 10 menit tanpa
lampu UV
b. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 10 menit
menggunakan lampu UV 366 nm
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c. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 20 menit tanpa
lampu UV
d. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 20 menit
menggunakan lampu UV 366 nm
e. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 30 menit tanpa
lampu UV

f. Hasil KLT ekstrak kasar dengan lama ekstraksi 30 menit
mengguanakan lampu UV 366 nm

Pada penelitian Safitri tersebut, hasil pemisahan KLT pada tanaman
anting-anting didapatkan jumlah noda yang berbeda pada variasi pelarut. Yakni,
pada pelarut etanol menghasilkan 3 spot, pada pelarut metanol menghasilkan 3

spot, dan pada pelarut etil asetat menghasilkan 4 spot.

2.4 Analisis ImageJ

Image J merupakan perangkat lunak pengolah gambar berbasiskan
program Java yang dikeluarkan oleh National Institute of Health, United State of
America (NIH). Image J dapat menghitung area dan piksel dari suatu gambar,
mengukur jarak, sudut, membuat profil dari desintogram dan garis kurva. Program
ini di dukung dengan pengatur gambar seperti pengatur ketajaman, kehalusan,
kecerahan, warna, sudut dan penyaring dari gambar yang akan diolah. Program ini
dapat mengolah gambar dalam bentuk format yang beragam seperti tagged image
format file (TIFF), grafic interchange format (GIF), joint photographic experts
group (JPEG), bitmap image (BMP) dan gambar mentah (Aji, 2011).

Menurut Reinking (2007), program Image J berisi menu-menu bar, tool
bar, dan status bar yang bisa dilihat pada gambar. Ketika kursor berada diatas
gambar, maka akan ditampilkan koordinat dan koordinat tersebut diukur dalam
pixel/detik. Dalam gambar digital, pixel merupakan titik Tunggal dalam

pencitraan atau elemen terkecil dari gambar yang dapat dikenali.
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Gambar 2. 5 Program Image J
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Program ini didukung dengan berbagai pengatur gambar, seperti pengatur

ketajaman, kehalusan, kecerahan, warna, sudut, dan filter dari gambar yang akan

diolah. Selain itu dapat membantu dalam melakukan transformasi geometris,

seperti scaling, rotasi, dan membalik (Ferreira & Rasband, 2010).

Pada penelitian Putri (2018), pita KLT menunjukkan perbedaan pada pita d

untuk masing-masing usia 1,2 dan 3 bulan. Pita d pada kit untuk usia 3 bulan,

menunjukkan senyawa yang dikandungan lebih besar. Gambar dibawah akan

menunjukkan interpretasi puncak pada pita. Setiap pita memiliki ketebalan yang

berbeda-beda, diketahui nilainya melalui luas area puncak yang muncul tersebut.

Semakin tebal pita maka luas puncak yang dihasilkan semakin besar.

Gambar 2. 6 Plat KLT 366 nm dan interpretasi dengan image J (--) usia 1 bulan, (-

-) usia 2 bulan, (--) usia 3 bulan (Putri et al.,2018)
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2.5 Analisis PCA (Principal Component Analysis)

Principal Component Analysis (PCA) merupakan metode analisis perubah
ganda yang bertujuan menyederhanakan perubah yang diamati dengan cara
menyusutkan (mereduksi) dimensinya (Fitrianti, 2011). PCA dapat memudahkan
visualisasi pengelompokkan data, evaluasi kesamaan antar kelompok atau kelas,
dan menemukan faktor atau alasan dibalik pola yang teramati melalui korelasi
berdasarkan sifat kimia atau fisika-kimia. Penyederhanaan perubah dilakukan
dengan cara menghilangkan korelasi diantara perubah bebas melalui tranformasi
perubah bebas asal ke perubah baru yang tidak berkorelasi sama sekali atau yang
biasa disebut dengan Principal Component (PC).

Tujuan Principal Component Analysis (PCA) adalah untuk menjelaskan
bagian dari variasi dalam kumpulan variabel yang diamati atas dasar beberapa
dimensi. Dari variabel yang banyak dirubah menjadi sedikit variabel. Tujuan
khusus Principal Component Anlysis (PCA) yaitu :

1. Untuk meringkas pola kolerasi antar variabel yang diobservasi.
2. Mereduksi sejumlah besar variabel menjadi sejumlah kecil faktor.
3. Memberikan sebuah definisi operasional (sebuah persamaan regresi)
dimensi pokok penggunaan variabel yang observasi.
4. Menguji teori yang mendasarinya (Tabachnick, 2001).
Pada penelitian Fitriana, Suci A (2011), diperoleh hasil dari analisis PCA

yakni pada gambar 2.6:
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Gambar 2. 7 Score plot dua PC pertama dari nilai AUC temulawak, kunyit dan
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Hasil dari analisis PCA tersebut yakni pengelompokkan terbaik untuk
memisahkan tanaman temulawak, kunyit, dan bangle di miliki oleh data nilai
AUC dari densitogram pita KLT yang tanpa penyemprotan larutan pendeteksi pita
komponen (Gambar d) dan data nilai AUC dari densitogram pita KLT dengan
penyemprotan menggunakan larutan vanilina pada visualisasi sinar UV dengan
Panjang gelombang 254 nm (Gambar e). terlihat pada masing-masing kelompok
berada saling berdekatan. Kelompok tanaman dengan jenis yang sama berada

saling berdekatan karena kemiripan sifat dan komposisi kimia yang dimilikinya.
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1  Waktu dan Tempat Pelaksanaan

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei 2023 sampai September 2023 di
Laboratorium Kimia Analitik Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim

Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.21 Alat

Alat-alat yang digunakan adalah seperangkat alat gelas, blender, oven,
loyang dan ayakan 90 mesh, kertas saring, corong gelas, gelas pengaduk, gelas
arloji, plat KLT silika gel GeoF2s4, oven, loyang, pipa kapiler, chamber, spatula, botol

vial, pipet ukur, bola hisap, pipet tetes, alat semprot, cutter, penggaris, ultrasonik dan

Camera.
3.2.2 Bahan

Adapun bahan-bahan yang digunaka pada penelitian ini adalah tanaman
anting-anting (Acalypha indica L.), etanol 96%, etanol 70%, kloroform, heksan,

etil asetat, aquades, dan plat KLT silika gel GeoF2s4.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian dilaksanakan dengan metode kualitatif. Pertama diambil tanaman
anting-anting (Acalypha indica L.) dan dikeringanginkan serta dihaluskan dengan
menggunakan blender. Selanjutnya di ayak dengan ukuran 90 mesh. Serbuk kasar
kemudian dilakukan ekstraksi ultrasonik dengan pelarut etanol 70%, etanol 96%,
etil asetat, kloroform, n-heksan selama 20 menit. Ekstraksi ultrasonik yang

digunakan memiliki frekuensi 42 KHz pada suhu kamar. Selanjutnya disaring dan
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filtratnya merupakan ekstrak kasar senyawa tanaman anting-anting. Ekstrak kasar
tanaman anting-anting dipisahkan menggunakan metode kromatografi lapis tipis

(KLT). Hasil kromatogram kemudian dianalisis menggunakan image J dan PCA.

3.4  Tahap Penelitian

Penelitian ini dirancang dengan tahapan sebagai berikut:

1. preparasi sampel tanaman anting-anting.

2. Ekstraksi senyawa tanaman anting-anting dengan ultrasonik dengan lama
ekstraksi 20 menit dan variasi pelarut (etanol, etanol 70%, kloroform,
heksan, etil asetat).

3. Metode pemisahan kromatografi lapis tipis berdasarkan perbedaan pelarut
dengan menggunakan eluen Sikloheksana: Toluena: Dietilamin
(75:15:10).

4. Analisis profil senyawa tanaman anting-anting menggunakan KLT.

5. Analisis menggunakan image J.

6. Analisis menggunakan PCA.

3.5 CaraKaerja
3.5.1 Preparasi Sampel

Tanaman anting-anting (Acalypha indica L.) diambil dari kota Banyuwangi
daerah Purwoharjo. Kemudian semua tanaman anting - anting yang telah diambil
dari beberapa tempat di campur. Tanaman anting-anting sebanyak 1 kg dicuci
dengan air terlebih dahulu untuk memisahkan kotoran dengan tumbuhan.
Kemudian tanaman anting-anting dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dengan

menggunakan oven. Selanjutnya tanaman anting-anting dihaluskan dengan
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blender sampai berbentuk serbuk, kemudian serbuk diayak dengan ayakan mesh

90 mesh dan disimpan dalam wadah plastik.

3.5.2 Ekstraksi dengan Ultrasonik

Senyawa tanaman anting-anting diekstrak menggunakan ekstraksi ultrasonik
selama 20 menit dengan frekuensi 42 KHz menggunakan lima variasi pelarut
yaitu etanol 70%, etanol 96%, etil asetat, kloroform, dan n-heksan. Ekstraksi
ultrasonik dilakukan dengan cara diambil 0,5 gr serbuk dilarutkan dalam 5 ml
etanol 70%, 0,5 gr serbuk dilarutkan dalam 5 ml etanol 96%, 0,5 gr serbuk
dilarutkan dalam 5 ml etil asetat, 0,5 gr serbuk dilarutkan dalam 5 ml kloroform,
0,5 gr serbuk dilarutkan dalam 5 ml heksan. Diulang sebanyak 3 Kkali.
Perbandingan antara berat : volume yang digunakan 1:10 (Handayani, 2016).
Selanjutnya serbuk yang telah dicampur dengan pelarut dimasukkan kedalam
botol vial dan dilakukan ekstraksi ultrasonik waterbath pada frekuensi 42 KHz
dan sesuai dengan suhu kamar selama 20 menit. Kemudian disaring hasil ekstraksi
dengan kertas saring sehingga didapat filtrat ekstrak tanaman anting-anting.

Ekstrak yang didapat dikemas dengan botol vial.

3.5.3 Pemisahan Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis

3.5.3.1 Persiapan Plat KLT

Pemisahan senyawa ekstrak tanaman anting-anting dilakukan dengan
menggunakan plat silika GeoF254 sebagai fase diamnya dengan ukuran 8 x 10 cm.
Kemudian diberi garis pada tepi bawah dengan jarak 1 cm untuk mengetahui batas

elusi dan batas tepi bawah dengan jarak 1 cm untuk menentukan titik awal
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penotolan. Selanjutnya plat silika GeoF2s4 diaktivasi dengan cara di oven pada

suhu 105°C selama 30 menit untuk menghilangkan kelembaban air.

3.5.3.2 Persiapan Fase Gerak (Eluen)

Sebelum dilakukan pengelusian, eluen dalam bejana dijenuhkan terlebih
dahulu. Setiap campuran fase gerak dimasukkan ke dalam Chamber, kemudian
ditutup rapat dan dilakukan penjenuhan selama 30 menit. Penjenuhan dilakukan
untuk menyamakan tekanan uap pada seluruh bagian bejana. Eluen yang
digunakan yaitu sikloheksana : toluena : dietilamin dengan perbandingan 75 : 15 :

10 (Fadhilah, 2016).

3.5.3.3 Proses Elusi

Ekstrak yang telah di ekstraksi dengan ultrasonik waterbath di ambil dengan
menggunakan mikropipet sebanyak 20 mikroliter, kemudian di letakkan dalam
microtube. Kemudian ditotolkan sebanyak 3 totolan (pada tempat yang sama)
pada tiap variasi pelarut menggunakan pipa kapiler pada plat selanjutnya dielusi
dengan fase gerak, plat tersebut dimasukkan dalam Chamber yang berisi fase
gerak yang telah jenuh, kemudian Chamber ditutup rapat hingga fase geraknya
mencapai tinggi 8 cm dari posisi aplikasi ekstrak. Selanjutnya plat diangkat dan
dikeringkan. Kemudian noda pada plat silika GeoF2s4 hasil dari KLT diamati
menggunakan UV 366 nm. Dan diamati warna noda yang dihasilkan. Kemudian

di dokumentasi dengan kamera Nikon D5300.
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3.5.4 Pengolahan Plat KL T dengan Image J

Gambar profil KLT hasil dokumentasi dengan kamera yang sudah berupa file
(JPEG/PNG) diolah dengan software image J. Gambar yang akan diolah dapat
dibuka dengan menekan “File”, “Open” dan dipilih gambar yang diinginkan.
Gambar plat KLT ditandai dalam bentuk kotak penanda yang disediakan oleh
Image J penandaan yang disamakan pada semua pola sidik jari merupakan tahap
preprocessing, cara penandaannya dengan digunakan icon berebentuk kotak
(Rectangular). Setelah itu, dipilih menu “Analyze”, “Gels”, dan “Select first line”
atau dipilih “Select next line” untuk pita berikutnya jika pita yang akan diolah
lebih dari satu. Selanjutnya, dipilih kembali menu “Analyze”, “Gels”, dan “Plot
lane”, yang akan menampilkan kromatogram dari masing-masing gambar pita
KLT sesuai intensitas warna yang diberikan. Pada masing-masing dasar puncak
komatogram yang dihasilkan, dibuat baseline menggunakan icon berbentuk garis
“Straight” kemudian menekan icon berbentuk tongkat “Wand tool” pada daerah
puncak tersebut, sehingga akan dihasilkan nilai AUC yang diinginkan secara
otomatis. Proses smoothing dilakukan dengan memilih menu “process-smooth”
atau menekan “Ctrl-Shift-S” pada gambar mentah plat KLT untuk memperhalus

bentuk densitogram yang di hasilkan (Fitrianti, 2011).

3.5.5 Kilasifikasi Sampel Tanaman Anting — Anting dengan PCA

Analisis Multivariat dengan menggunakan metode PCA (Principal
Component Analysis) dilakukan dengan menggunakan web MetaboAnalyst 5.0.
Analisis dilakukan dengan membuka web MetaboAnalyst 5.0 kemudian data AUC

dari Microsoft Excel yang telah didapatkan pada Image J diinput dalam bentuk
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csv. Caranya yakni dengan memilih menu “Statictical Analysis (one factor)” yang
kemudian diunggah pada menu “A plain txt file” dengan format “sample in
columns” dan disubmit. Selanjutnya dilakukan tahap “normalize” dan di “process”
hingga muncul beberapa opsi data yang ingin di tampilkan. Pada opsi tersebut di
klik pada pilihan PCA. Selanjutnya akan muncul data berupa score plot yang
menunjukkan nilai PC yang di hasilkan. Tahap selanjutnya yakni untuk
mengetahui visualisasi dari data PCA dilakukan dengan menekan opsi heatmap
yang kemudian akan menunjukkan matriks untuk membantu mengkomunikasikan

data hasil PCA dengan pola warna.

3.6 Analisis Data

Pada analisis data ini dilakukan identifikasi KLT untuk mengetahui pola
kromatogram dengan mengamati spot dan intensitas warna pada plat yang diamati
dibawah sinar UV 366 nm. Kemudian hasil KLT diolah menggunakan software
Image J untuk mengetahui parameter besarnya intensitas (AU) dan luas area
(AUC). Dengan pemberian tanda pada gambar plat KLT, gambar pita KLT,
proses smoothing pada gambar mentah plat KLT untuk memperhalus densitogram

sehingga diperoleh nilai AU dan AUC.

Kemudian dilakukan analisis multivariat menggunakan data AUC dengan
analisis Principal Component Analysis (PCA). Dimana untuk mengetahui
pengelompokkan yang terbentuk pada tiap masing-masing sampel dari tiap variasi

pelarut yang berbeda dengan membentuk data menjadi lebih sederhana.



LAMPIRAN

1. Rancangan Penelitian

Preparasi Sampel

Tanaman Anting — Anting
(Acalypha indica L.)

Ekstraksi dengan ultrasonik dengan lama ekstraksi
20 menit dan variasi pelarut etanol : etanol 70% :
kloroform : heksan : etil asetat

Pemisahan kromatografi lapis tipis berdasarkan
perbedaan pelarut dengan menggunakan eluen
sikloheksana : toluena : dietilamin

Analisis profil senyawa tanaman anting — anting
menggunakan KLT

Analisis menggunakan Image J

Analisis menggunakan PCA

52



53
Diagram Alir

2.1 Preparasi Sampel

Tanaman anting — anting

— Tanaman ditimbang sebanyak 1 kg

— Dicuci dengan air

Dipotong kecil - kecil

— Dikeringkan dengan menggunakan oven suhu 50°C selama 8 jam
— Dihaluskan dengan blender sampai berbentuk serbuk

— Diayak dengan ayakan 90 mesh

— Disimpan dalam wadah plastik

Hasil

2.2 Ekstraksi dengan Ultrasonik

Serbuk

Diambil 0,5 gr serbuk sebanyak 3 untuk tiap pelarut (etanol70%,
etanol 96%, etil asetat, kloroform dan n-heksan)

— Dilarutkan dalam 5 ml pelarut etanol70%, etanol 96%, etil asetat,
kloroform dan n-heksan

Dimasukkan kedalam botol vial

— Diekstraksi ultrasonik selama 20 menit pada frekuensi 42 KHz

— Disaring hasil ekstraksi dan diperoleh filtrat ekstraksi tanaman anting —
anting

Hasil
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2.3 Pemisaha Senyawa Aktif dengan KLT
2.3.1 Persiapan Plat KLT

Plat Silika GeoF254

— Dibentuk ukuran 8 x 10 cm
— Diberi garis pada tepi bawah dengan jarak 1 cm

— Diaktivasi dengan cara di oven pada suhu 105°C selama 30 menit

Hasil

2.3.2 Persiapan Fase Gerak (Eluen)

Sikloheksana : Toluen : Dietilamin

— Campuran fase gerak dimasukkan ke dalam Chamber (75 : 15 : 10)
— Ditutup rapat

| Dilakukan penjenuhan selama 30 menit

Hasil

2.3.3 Proses Elusi

Ekstra

Ditotolkan menggunakan pipa kapiler sebanyak 7 totolan pada tiap variasi
pelarut pada plat

L Dimasukkan kedalam Chamber yang berisi fase gerak yang telah jenuh
— Ditutup rapat

— Dielusi dengan fase gerak hingga fase geraknya mencapai 8 cm

— Diangkat dan dikeringanginkan

— Didokumentasi

Hasil
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2.4 Pengolahan Plat KLT dengan Image J

Dokumentasi

— Dibuka aplikasi dengan menekan “File”
— Diklik “Open” dan dipilih gambar yang diinginkan

— Ditandai gambar KLT dengan menggunakan icon berbentuk kotak
(Rectangular)

— Dipilih menu “Analyze”, “Gels” dan “Select first line”

— Dipilih icon “Scrolling tool” dan digeser menggunakan tanda panah untuk
bagian selanjutnya

— Dipilih kembali menu “Analyze”, “Gels” dan “Select next line”
— Dipilih “Analyze”, “Gels”, “Plot Lanes”

— Dibuat baseline pada kromatogram yang dihasilkan menggunakan icon
— bentuk garis “Straight” dan di klik icon tongkat “Wand tool” pada daerah
puncak

Dihasilkan nilai AUC

Has
]

2.5 Klasifikasi Sampel dengan PCA

Data Image J

— Dimasukkan nilai AUC kedalam Excel
— Dianalisis hasil interpretasi dari metode PCA dengan bantuan orange
— Dibuka software orange

— Ditarik widget “File” kemudian klik 2 kali untuk membuka dan di pilih yang
akan digunakan

— Ditarik garis dari widget “File”

- Dipilih “Preprocess spectra” klik 2 kali “Add Preprocessor”. “Normalize
spectra”, “Final Preview” dan klik “Commit Automatically” pada tahap
preprocessing

— Ditarik garis dari widget “Prepocessor spectra” dan dipilih “Spectra” klik 2 kali
untuk melihat spektra dari nilai AUC

— Ditarik garis widget “Spectra” dan pilih “PCA”

- Ditarik garis pilih “Score Plot” klik 2 kali untuk melihat interpretasinya

Hasil
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3. Perhitungan
Pembuatan eluen Sikloheksana, Toluena dan Dietilamin dengan
perbandingan (75:15:10)

Dibuat 10 ml pelarut

Volume Sikloheksana : % Xx10ml=75ml
Volume Toluena : :TSO Xx10ml=15ml

Volume Dietilamin : % Xx10ml=1ml



4. Data Pemisahan Menggunakan KLT
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pelarut Nilai Rf

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Etanol 70% 1 0.13 0.16 - 0.3 0.4 - - 0.6 0.68 0.75 0.85 - -

Etanol 70% 2 0.14 0.16 - 0.31 0.41 - - 0.6 0.68 0.74 0.84 - -

Etanol 70% 3 0.14 0.18 - 0.31 0.41 - - 0.6 0.68 0.75 0.85 - -
Etanol 96% 1 0.13 - 0.24 0.33 - 0.46 0.55 - 0.65 0.75 0.85 - 0.94
Etanol 96% 2 0.12 - 0.24 0.33 - 0.46 0.54 - 0.68 0.74 0.84 - 0.95
Etanol 96% 3 0.13 - 0.24 0.33 - 0.46 0.54 - 0.68 0.73 0.84 - 0.95
Etil asetat 1 0.11 - 0.21 0.3 - 0.45 0.54 0.66 0.75 - 0.83 0.85 0.94
Etil asetat 2 0.11 - 0.23 0.3 - 0.45 0.55 0.66 0.75 - 0.83 0.85 0.93
Etil asetat 3 0.11 - 0.23 0.31 - 0.46 0.56 0.7 0.75 - 0.84 0.86 0.94
Klorofom 1 0.1 - 0.2 0.29 - 0.44 0.5 - 0.65 0.7 0.8 - 0.94
Klorofom 2 0.1 - 0.2 0.28 - 0.43 0.49 - 0.65 0.7 0.8 - 0.95
Klorofom 3 0.11 - 0.2 0.28 - 0.44 0.5 - 0.65 0.7 0.8 - 0.95

N-heksan 1 0.13 - - 0.33 - 0.53 0.63 0.7 - 0.83 - 0.89 -

N-heksan 2 0.13 - - 0.31 - 0.53 0.61 0.7 - 0.83 - 0.9 -

N-heksan 3 0.13 - - 0.31 - 0.53 0.61 0.7 - 0.83 - 0.9 -
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5. Dokumentasi Penelitian
5.1 Ekstraksi Tumbuhan Anting-Anting (Acalypha indica L.)

J»J?“ '_ - ':)/ o
Penimbangan serbuk tanaman anting-anting

Penyaringan

Filtrat ekstrak etan'oln70%



Filtrat ekstrak etanol 96%

Filtrat ekstrak n-heksan

5.2 Proses KLT

persiapan plat KLT

59



Pengulsiaﬁ plat silika KLT dalam eluen

Etanol 70% setelah di elusi

Etanol 96% setelah di elusi
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Etil asetat setelah di elusi

Kloroform setelah dielusi

N-heksan setelah dielusi

Etanol 70% hasil KLT



Etanol 96% hasil KLT

Etil asetat hasil KLT

6o o

Kloroform hasil KLT
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N-heksan hasil KLT
5.3 Hasil Image J
1. Etanol 70%
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2. Etanol 96%
3. Etil asetat
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= Etanol 70%
= Etanol 96% o
= Etil Asetat Asetat
Kloroform
= N-Heksan til A t 2
1il Aseta
Etanol 70%
[ Etanal 70% 1
Etanol 70% 3
H
’—[ Heksan 1
Lo
r T T 1
150000 100000 50000 0

5.5 Tahapan Pengolahan Data dengan Software Image J

a. Buka Software Image J, klik “File”, “Open”
I

[ Eot image Process Analyze Plugins Window Help
New - QCev| J | &| 7
Open

Open Next Ciri+Shift+O

Open Samples

Open Recent

Import

Close CtrisW

CloseAl  CrisShitsW

Save cul+s

Save As

Revert Cui+R

Page Setup
Print CuivP

Quit

dokumen gambar yang diinginkan dan klik “open”

[ gambar BRIl =1:

ze Pugns Window Help
q Qoe] 7| & | #
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c. Pilih icon kotak “Rectangular” dan sesuaikan dengan pita yang
akan diolah

Battery

G o

o o @ v

File Edt image Process Analyze Plugins Window Help

¢ O m

d. Pilih “Analyze”, “Gels”, dan “Select first lane”

Battery

image)
Fée Edt Image Process [[NENERN Plugins Window Help
(=] o|~4 Measure cubeM b J » 47 (o) ;':';;';:'"'""
g Analyze Particles

Summarize

Distributon 2 & L

Label

Clear Results L) [c]

Set Measurements.

Set Scale

Calibrate

Histogram
Plot Profile

Surface Plot.
Tools *  Select Next Lane Ctri+2
1 Plot Lanes Ciri+3
Re-plot Lanes
Reset
Label Peaks
Gel Analyzer Options

Battery

Measure CusM b 5| & | » 46% ;-x;m-nmq

Analyze Particles.
Summarize
Distnbution =N 2 v
Label
Clear Results ‘ . [~]
Set Measurements
SetScale
Caibrate
Histogram Ctri+H
Plot Profile Cir+K
Surface Plot.
SeectFrstLane. Cate1
Tools »  Select Next Lane Ciri+2
| Plot Lanes Ctri+3

Re-plot Lanes
Reset

Label Peaks.

Gel Analyzer Options:
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Buat Baseline menggunakan icon berbentuk garis “Straight”
kemudian menekan icon berbentuk tongkat “Wand tool” pada
daerah

puncak tersebut

Fie Edt Image Process Anahze Plugins Window Help
AlQ O Qo 4

2301698 pixels; ROB. 628

343 pixsls; 8-bd, 218K
brated

Results

Fie Edt Font Results

Pindahkan nilai AUC ( Area Under Curve) ke file Microsoft Excel

@ Auosave @ o) [H v

AUCIMAGE L. - Saved to this PC v sopviandakimma @ - 9 x
Fle  Home Insert Pagelsyowt Fommulas Duta Review View Help © commen: | [EEEED
. i Jod A s = . 1B B I-ig O
B i Eele-A. ===m % 3 Conditoral D o fnds  Addins
- L = == & ¢ Formatting * & - Fiter % Soloct <
A J | Compound v
A B C ) E F G H | J K L M N 0 P Q R 5 -

1 [Compoun]tanol 963 Etano! 961 Etanol 867 Etanol 707 Etanel 707 Etanal 70¢ loraform Kloroform Horoform Etl Asetst £l Asetat E6i Asetat N-Heksan N-Heksan N-Heksan 3
2 Group  Etanol 96%Etanol 96% Etanol 96% Etanol 70% Etanol 70% Etanol 709 Kloroform Kloroform Kloroform Etil Asetat Etil Asetat Etil Asetat N-Heksan N-Heksan N-Heksan
3 A1 1425045 1617782 1770024 320738 2030873 1328258 4A22.187 4793087 4065288 27300 338060 302347 407542 ITAAT 4245136

Rf2 o 0 405577 865669 898.79 ] o o a o 0 L] L] L)
5 Rf3 1789.61 1550.903 1169.66 ) o 0 21746.46 22278.39 20441.49 4747.501 5933.966 5040.865
6 Rfd 1134.761  B66.74 1986945 2610.761 2430.983 2111.497 1502.51 3673.036 5841.25 884.083 046.761 1000.054 5340.706 4568.827 5613.605

RfS 0 L] 0 6964 TBEILT 1135723 L] o o o 0
B Rf6 6214.631 B656.429 7310.853 o o 0 1412933 974368 1235.761 2238.5B9 3900.693 1951.966 5423.907 4577.886 4225.137
9 A7 2729.116 2748631 3457.459 0 0 0 3760.175 2866.397 3151.761 1066.225 191751 1743085 B22.648 2850.137 1524782
0 Rf2 o o 0 8842238 8513.116 6825.095 0 937.347 3183.853 4105.631 1834.53 1061489 1573.338
1RO 976.196 1B73.53 551.861 103296 1039684 1134753 145166 1079.518 1440.832 5067.049 5371.463 5B0B.027
2 Rf10 827.91 235.284 395577 7055.468 7811.217 7973.489 1458.803 1117.51 131851 o o 0 1556.054 1774.347 1607.104
3RID 6505146 7642752 7266.217 7850167 7366.267 6331631 2324.489 2646.903 2678.551 2511775 2657.702 2210317
4 Rf12 L] 0 o 0 3671468 3767.882 5548.3290 1292.539 1038.075 546.276
5 RF13 1693.801 1368.355 1236.113 o o 0 3588347 3398033 3089.518 2148.548 4133.175 4503.296

AUC IMAGE 1 13rf + Ll »

Resdy I3 Accessibity loble B E B -——+

Ulangi ste

image)

Edt Image

D a sampai dengan step

e

Process Analyze Plugins Window Help

Time remaining.
2h32 min

® v
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Blok seluruh densitogram dengan menggunakan icon
“Reactangular”

ile Edt Image Process Analyze Plugins Window Help
NAlQ| oA Qo] s a] 2

Analyze Plugins Window Help
“|A|a|o@ aled ||~




72

I. Pindahkan nilai AU (Area Under) ke dalam Microsoft Office

@ Avosae v C oz MLALAUIMAGEL) 3 PENGULAN.. v D Search sopviandakusoma @) - @ x
Fle  Home st FPagelajout Formulas Data Review View Help @ comments | ([EEEEIE
\‘Tj & lcaibn - = U - - E BB B - I~ by
Paste B i U@ B mea s gy R Codtond Fomata co  EEOs v Elvogug
- g = g Fomating~ bl Syl [Eromme & v Fere
Cligboard Fant 3 " Nouember Y Stytes calls Ediing ~
P13 vt S -
A B c o E F G H ! 1 K L M N o P -
1 0.00047 0.00236 000425 000614 0.00803 000992 001181 00137 001559 001748 0.01937 0.02126 0.02315 0.02504 0.02692 [
2 Eumol96% 1 4835 481 477 4718 4m 405 4795 483 4945 494 5055 513 526
3 Etmol96%2  450.5 449 4425 446 453 468 478 4895 S00.5 Sl S21 5255 524
4 Etanol 96% 3 4515 465 “uis as7 a62 a9 4895 4995 S08.5 513 519 S185 523
5 Etanol 70 % 1 509.5 508.5 504 501.5 S00 495.5 439 43855 479.5 477 480.5 4745
6 Eanol70%2 505 5075 5 499 4955 4985 492 486 4895 4BRS 4865 4715
7 Eanol70%3 5128 5085 504 502 503 4935 487 492 450 493 486 481
8 Kooforml 4945 4895 4855 480 477 465 4605 ASES 45T 4s4 4515
9 Kooform2 5055 507 5035 4965 4915 AT8S 4T3 4705 A6TS 4635 158
0 Kooform3 4885 481 4T4S 4695 4655 4365 4535 4505 4495 4495 446
11 EdlAsetat] 4865 4855 4845 484 4845 4815 480 4155 475 4815
2 Etil Asetat 2 48T 4865 4855 4B4 4805 4T85 4T3 4TS 479 471 480 490
13 Eil Asetat 3 479 4795 478 477 4728 4735 469 469 4685 468 466 T4 14865
14 N-heksan 1 4955 497 o 91 4885 4855 483 4725 a7 A66.5 463.5 1585 455.5
15 Nheksan2 S04 4965 4965 4965 4905 4895 4885 4835 482 4755 4685 463 457
16 Neheksan3 S04 4965 4965 4965 4905 4895 4885 48B3 482 4755 4685 463 457
7
18| Chart Title 1
Sheetl  Sheet?  Sheetd  Sheetd  Sheets  Sheets + P - .
LR pp— :] O - —— o

5.6 Tahapan Pengolahan Data dengan Software Orange
a. Buka Software Orange

[T ? x
[ oma |

O
.ol D = ©
M B - = 3

DaaTale  FantDe

7 @
— [ ] o o2 =

Transform Video Tutorials Get Started Examples Documentation
| | Visualize
58| Model
| B Sowatsng bk et
Evaluate
- —

St & widget 10 shorw 13 description.

e . . ox apen the.

Orange Update Available

Latest

BN R

b. Pilih icon “File”, klik dua kali dan pilih file berbentuk
Microsoft Excel yang berisi nilai AU untuk diolah datanya

B

— 1) e Oange - o x
0 o= o

D @ © File: ik Al IMAGE ) fix 3 pengulangan sdsc v - Y Refomat
URL:
. csvre
e e 0L Tatke Fie Type:
D tometiclly detect type
E a e
- 15 nstances
OutaTable  Faink Dota Rank 530 feabures (0.4% missing values)
Data has no target variable.
1 meta sttt
T, &" Cobams (Dol ik 10 )
Namo Tywe Role Values
GDwan o Sove Ditn 1
L numeric
Transform 2 Q. numeric  feature
Visualize 3 e meric faature
Mool 4 e feature
Evaluate 5w B wmerc featune
6 o @ rumeric festune
7 0 " "
Reind deta from an input file or network and send & data — @ rumenc e
tabl o the cutpu, Resen
Bromse docurmentation defasets
E?B|Es

(0 & T /"Il Lo —_—



c. Tarik widget “File” dan pilih “Preprocess Spectra”

@ ntiled " - Orange

File [t View Widget Window Options  Hel

=
OB @

om

0B D
T & '

EdtDomsin (ke Felre

Transform
Visualize
Madeal

jﬁ‘ Evaluate

-

Preprocess Spectra

Consiruct  dots preprocssing posine.

d. Klik “Add preprocessor”, “Gaussan smoothing”, “Normalize

S|

Squ Tabke

Rare

B8

Save G

O

E
L\'(ﬁ,\’\

Preprocess Spectra

spectra”, dan klik “Baseline correction”




5.7 Tahap Pengolahan Data dengan Menggunakan

0.5

a. Buka aplikasi di web Google

[ T—

€ 2 C R 5

Upload

Processing

Normalization
Statistics
Dewnload

Exit

b. Klik pada “Form

v ® Metsomnaiyst

€ 2 C A =

Upload
Processing
Normalization
Statisties
Dewnload

Exit

c. Klik “Choose

v B Metsbosnast

€ 2 C W =

Upload

Processing
Normalization
Statstics
Downlosd

Exit

ca/Metaboanalyst/upload/st

x

Please upload your data

A plain text file {.txt or .csv): @

Data Type:

A compressed file (.zip): @
Data Type:
Data File:

A mazTab 2.0-M file (mzTab): @

Feature Type

Data File:

O concentrations Spectial bins Peak intensities

Samples in rows (unpaired)

O MR peak list Ms peak fist

O chemical name Thearetical neutral mass

at”, pilih “Samples in columns (unpaired)”

x

xhtml

Please upload your data

A plain text file (.oxt or csv): @

A compressed file {zip): @
Data Type:
Data File:

AmzTab 2.0-M file (maTab): @

Feature Typs

Data File:

Q concentrations Spectral bing Peak intensities

[E———

Samples in fows (unpaied)

Samples mins (unpaied)
Samples in rows (paired)

Samples in columns (paired)

L
QO chemical name Theoretical neutral mass

+ Choose

”, pilih file excel data AUC, lalu klik “Submit”

ploadView.xhtml

Please upload your data

A plain taxt file (txt or .csv): @

Data Type:
Format:

Data File:

A compressed file (zip): @

Data Type:

Data File:

A meTab 2.0-M file { meTab): @

Feature Type

Data File:

O Concentrations () Spectralbins. () Peak ntensites

Samples in columns (unpaired)

O MMR peak list MS peak list

O Chemicainame () Theoretica netrel mass
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d. Klik “Proceed”

v 8 Menbotnalst x4 - o x
e 5 @ @ y heckshim| # 0O 0@
4 The presence of missing values or features with constant values (L. all zecas). Show R Commandi
Uposd Data processing informatior
Checking dats content . passed
Processing
Samples are in columns and features in rows,
Data check
The uploaded file is in comma separated values [csv) format.
Mizsing valne The uplaaded data file contains 15 (samples) by 13 (compounds) data matrix
Data filter ‘Samples are not paired.
Data editor 5 grougs were datected in samples.
Normalization Oy English letters, numbers, underscere, hyphen and forward slash (/) are allowed
Statistics
All data values are numeric.
Download
Atotal of 0 (0%) missing values were detected
Bit
By defsult missing valuss wil 5 of min ariabl
Click the Proceed button if you accept the default practice:
Or click the Missing Vales bution to Lse other methads.
TN
e. Klik “Normalize”
v 8 Menbotnalst x - o x
€ 2 @ R = O 0@

Upload
v Processing
Data check
Missing value
Data filter
Data editor
MNormalization
Statistics.
Cownload

Exit

f. Klik “Proceed”

v & Metabodnalyst x 4

€ + ¢ A =

Normalization by reference feature Specify Show & Cammands™
Quantile normalization (suggested only for > 1000 features)

Data transformation
() None
Log transformation (base 10)
Square root transformation (square root of data values)
Cube root transformation (cube roat of data values)
Data scaling
(O Nene

Mean centering (mean-certered only)

Auto scaling  (mean-centered and divided by the standard deviation of each variable)
Pareto scaling  (mean-centered and divided by the square root of the standard deviation of each variable)
Range scaling  (mean-centered and divided by the range of each variable)

- o0 x

Upload

“ Processing
Data cheek
Missing value
Data filtes
Data editor

Mesmalization

Statistics

Download

E

ure/pr

xhtmi O

Spac

oo :

Shew R Commands

Normalization by reference feature

Quantile normalization (suggested only for > 1000 festures)

Data transformation

O None

Lag transfarmatian (base 10)

(ORg
You can click View Result button

to view the effect, or Proceed
button to analysis page!

Square root transfarmation (square root of data vaues]
‘Cube root transformation (cube oot of data values) ‘
Data scaling
Q) Mone

Mean cantering (meancentered ornly)

g e and divided by the
Pareto scaling

of each varisble)
(mean-centered and divided by the square raot of the standard deviation of ach variable)
d and divided by the

variable)
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g. Kilik “Principal Component Analysis (PCA)”

v @ Metabohnalyst x - o x
€« > 0@ (s <ol fa il 0O 00
siguificanse Analysis of Microaray fand Metabolites) (S5M) Show & Cammands
Upload Chemomatrics Analysis
Data check ‘Bartial Least Squares - Discriminant Analysis (PLS-DAl
Missing value Sparse Partial Least Squares - Discriminant Analysis (sPLS-DA}
— Orthogonal Partial Least Squares - Discriminant Analysis (orthoPLS-DA)
. T ———
Statistics
Cluster Analysis
- Hiecarchical Clustering: Dendiogram  Heatmsgs
Partitional Clustering: K-means Self Organizing Map (SOM)
Classification & Feature Selection
Random Forest
Suppart Wector Machine (SYM)
itps//www metaboanalyst.ca/Metabosnalyst/Secure/analys s/ nalysisViewahtmie
H “S l b “L d' 1 2 d ‘CB' l 2
h. Didapatkan data “Scree plot”, “Loading plot”, dan “Biplot
v 8 MetaboAnahst x + - o x
€ 2 C R lysis/PCAView xhtml T O ae

Overview  ScreePlot 2D ScoresPlot  LoadingsPlot  Synchronized 30 Plots  Biplot

Display pairwise score plot for top 5 v PCs

Show R Commands

Upload
v Processing

Data check w wm s om0 oww

Misiog alue : i f
Data fiter PC1
694 %
Data editor

Normalization

W Statistics E
' . PC2 i " -
Fold change
7 i 21 %

Ttest

Volcans plot

ANOVA ]
PC3 - = "

6.8% v : -
DSPC netwark [

Corelatians

PattemHunter

I. Klik “Heatmap”

v @ Metsboanshst

€ 2 C R = /M * O 0@

Show R Commands

17
Upload

v procesding i
Data check s
Miseing value - wr css

Data filter
Data editor
Morrmalization s

~ o Statisties

Fold change
Ttest )
Veicana plot
ANOA
o

Conelations

DSPC network

PatternHunter




