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ABSTRAK

Adila, Nadia Amalia. 2024. Analisis Kromatografi Lapis Tipis Pada Tanaman
Anting-Anting (Acalypha Indica L.) Berdasarkan Variasi Pelarut Polar
Dan Pengenalan Secara Kemometrik. Skripsi. Jurusan Kimia. Fakultas
Sains Dan Teknologi. Universitas Islam Negeri Maulana Malik lbrahim
Malang. Pembimbing I : Elok Kamilah Hayati, M.Si, Pembimbing Il : Ahmad
Hanapi, S.Si., M.Sc.

Kata kunci: Tanaman Anting-Anting (Acalypha Indica L.), Kromatografi Lapis
Tipis, Imagel, PCA

Berbagai macam tanaman herbal dan obat-obatan telah banyak ditemukan di
Indonesia. Salah satu tanaman obat yang memiliki banyak manfaat adalah tanaman
anting-anting. Acalypha indica I. mengandung metabolit sekunder yang berguna
untuk mengobati infeksi pada mata, gangguan pernapasan, rematik, masalah kulit
dan dapat menurunkan kadar gula darah pada manusia. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk mengetahui pola kromatogram sidik jari pada tanaman anting-anting
berdasarkan variasi pelarut polar dan setelahnya dianalisis menggunakan PCA
untuk mengetahui pengelompokkan senyawa dari tanaman tersebut.

Metode yang digunakan adalah ekstraksi ultrasonik selama 20 menit dengan
frekuensi 42 kHz menggunakan pelarut etanol, etanol 70%, etanol 50%, etanol
30%, dan air. Analisis sidik jari menggunakan kromatografi lapis tipis dengan eluen
sikloheksana : toluena : dietilamin (75:15:10). Noda plat KLT yang dihasilkan
dianalisis membentuk kromatogram sidik jari menggunakan software ImageJ dan
dilakukan analisis PCA berbantu software MetaboAnalyst guna menghasilkan
interpretasi data yang sederhana.

Pemisahan dengan KLT menghasilkan noda pada pelarut etanol 96%
sebanyak 5 noda. Pada etanol 70% dan 50% sebanyak 2 noda serta pada etanol 30%
dan aquades hanya menghasilkan 1 noda. Hal ini disertai dengan intensitas warna
yang muncul semakin pudar dari etanol 96% ke aquades. Pada analisis hasil PCA
terdapat pengelompokan dari interpretasi variasi total sebesar 94,1% (PC1=63,1%
dan PC2=31%). Hasil analisis heatmap menunjukkan etanol 96% memiliki kadar
senyawa aktif yang lebih banyak dibandingkan pelarut lain yang ditandai dengan
berwarna merah paling pekat.

Xiv



ABSTRACT

Adila, Nadia Amalia. 2024. Thin-layer chromatographic analysis of indian
nettle plants (Acalypha indica L.) based on polar solvent variation and
chemometric recognition. Thesis. Department of Chemistry. 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: Indian nettle plant (Acalypha Indica L.), thin layer chromatography,
ImageJ, PCA

Various kinds of herbs and medicines have been found in Indonesia. One of
the medicinal plants that has many benefits is Acalypha indica |. Contains
secondary metabolites that are useful for treating eye infections, respiratory
disorders, rheumatism, skin problems and can lower blood sugar levels in humans.
The purpose of this study was to determine the fingerprint chromatogram pattern in
Indian nettle plant based on variations in polar solvents and afterwards analyzed
using PCA to determine the grouping of compounds from these plants.

The method used was ultrasonic extraction for 20 min with a frequency of 42
kHz using solvents 96% ethanol, 70% ethanol, 50% ethanol, 30% ethanol, and
water. Fingerprint analysis using thin-layer chromatography with a eluent
cyclohexane: toluene: diethylamine (75:15:10). The resulting TLC plate stains were
analyzed to form a fingerprint chromatogram using ImageJ software and PCA
analysis assisted by MetaboAnalyst software to produce simple data interpretation
to be a groups.

Separation with TLC produced stains on 96% ethanol solvent as many as 5
stains. In 70% ethanol and 50% as many as 2 stains and in 30% ethanol and aquades
only produce 1 stain. This is accompanied by the intensity of the color that appears
fading from 96% ethanol to aquades. In the analysis of the PCA results, there was
a grouping of the interpretation of the total variation of 94.1% (PC1=63.1% and
PC2=31%). The results of heatmap analysis showed that 96% ethanol had more
active compound levels than other solvents which were characterized by the most
intense red color.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Acalypha indica Linn atau tanaman anting-anting atau akar kucing merupakan
gulma liar yang ditemukan tersebar luas di wilayah tropis seperti di Amerika, Afrika
dan Asia (Islam dkk, 2019). Menurut Chekuri dkk (2020), gulma ini merupakan
tanaman obat penting dengan sejumlah khasiat bagi kesehatan manusia. Ekstrak
daun, batang dan akar tanaman ini telah digunakan dalam terapi konvensional dan
tradisional untuk berbagai gangguan, seperti infeksi pada mata, gangguan
pernapasan, rematik, masalah kulit dan dapat menurunkan kadar gula darah pada

manusia. Sesuai dengan QS. Sad ayat 27 yang berbunyi:.
Zu 4 _ = B .5 Py \g'ﬁ s _ Py ..; _ T
G0 553 1558 Gall 3 3 LG Ltk g o3l sl il g
5 =
BEIRAITHY

27. Kami tidak menciptakan langit dan bumi serta apa yang ada di antara
keduanya secara sia-sia. Itulah anggapan orang-orang yang kufur. Maka,
celakalah orang-orang yang kufur karena (mereka akan masuk) neraka.

Dalam surat Sad ayat 27 menjelaskan bahwasanya Allah SWT menciptakan
segala sesuatu di dunia ini tidak ada yang sia-sia. Allah SWT menciptakan seluruh
isi bumi dan langit ini dengan tujuan mereka Menyembah-Nya dan Mengesakan-
Nya. Semua ciptaan itu penuh kelimpahan karunia dan fungsinya masing-masing.
Apabila terdapat seseorang yang tidak beranggapan demikian, maka orang tersebut
dalam keadaan yang celaka. Artinya seseorang tersebut tidak beriman atau tidak

percaya kepada Allah SWT dengan apa-apa yang ada di dunia ini. Salah satu bentuk

iman kepada Allah SWT adalah percaya bahwa penciptaan tumbuh-tumbuhan yang



2
ada di bumi memiliki peran dan fungsinya masing-masing, termasuk diciptakannya
tanaman Acalypha Indica Linn yang memiliki banyak manfaat bagi manusia.

Kandungan senyawa yang terdapat pada tumbuhan anting-anting yaitu meliputi
aleuron, steroid, alkaloid, saponin dan flavonoid (Handayani, 2018). Hasil
identifikasi fitokimia ekstrak daun ditemukan adanya saponin, tanin dan minyak
atsiri. Hasil uji fitokimia pada daun acalypha indica menunjukkan adanya
acaindinin, aurantiamid, korilagin, asam ferulik, resin dan triasetonamid (Chekuri
dkk., 2020). Pada batangnya mengandung flavonoid (glikosida kaempferol)
(Kumar dan Pandey, 2013), dan daunnya mengandung minyak atsiri, steroid, dan
triterpenoid (Dalimartha, 2010) ,asam askorbat, B-sitosterol, fiber, quercetin, dan
kaemferol (Duke, 2009). Kandungan metabolit sekunder inilah yang menjadikan
daun tanaman anting-anting digunakan secara luas dalam pengobatan konvensional

dan tradisional oleh masyarakat untuk mengobati berbagai gangguan.

155 58 A o T3 1 4135 Casal 136 2153 13 (40

Artinya: “Setiap penyakit pasti memiliki obat. Bila sebuah obat sesuai dengan
penyakitnya maka dia akan sembuh dengan seizin Allah Subhanahu wa Ta’ala.”
(HR. Muslim)

Hadits di atas mengisyaratkan diizinkannya seseorang Muslim mengobati
penyakit yang dideritanya. Sebab, setiap penyakit pasti ada obatnya. Jika obat yang
digunakan tepat mengenai sumber penyakit, maka dengan izin Allah SWT penyakit
tersebut akan hilang dan orang yang sakit akan mendapatkan kesembuhan. Meski

demikian, kesembuhan dapat terjadi dalam waktu yang tidak singkat, jika penyebab

penyakitnya belum diketahui atau obatnya belum ditemukan.
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Senyawaan tanaman anting-anting dapat dipisahkan dengan menggunakan
metode ekstraksi. Salah satu metode ekstraksi adalah ekstraksi ultrasonik. Ekstraksi
ultrasonik dalam prosesnya menggunakan bantuan gelombang ultrasonik dimana
terjadi pembentukan gelembung-gelembung kavitasi yang membantu terjadinya
interaksi antara pelarut dengan sampel ekstraksi (Melechi, dkk.., 2006). Ekstraksi
memiliki faktor-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). Berdasarkan penelitian Safitri
(2018), dilakukan optimasi ekstraksi ultrasonik tanaman anting-anting dengan
pelarut etanol diperoleh hasil yang paling optimum dengan lama ekstraksi 20 menit
menghasilkan rendemen 4,803%. Sedangkan penelitian Qoriati (2018) menyatakan
bahwa ekstraksi tanaman anting-anting dengan pelarut etanol menghasilkan nilai
rendemen sebesar 4,192% dalam waktu 30 menit. Pada penelitian ini variabel yang
akan diteliti adalah faktor pelarut. Pelarut yang akan di gunakan adalah pelarut
etanol, etanol 70%, etanol 50%, etanol 30%, dan air. Dimana empat pelarut tersebut
akan mempengaruhi profil metabolit yang terbentuk, yang akan berakibat pada hasil
aktivitas kandungan senyawa aktif yang akan diekstrak nanti.

Standarisasi bahan baku seperti kualitas tanaman obat yang belum terkontrol
dapat dilakukan dengan metode pendekatan metabolomik. Metabolomik adalah
analisis high troughput yang berkaitan dengan kuantifikasi dan identifikasi
metabolit molekul kecil (100-1.000 nm) dalam sel, jaringan, atau cairan (Lee dkk.,
2007). Secara garis besar proses metabolomik memiliki dua teknik dasar untuk
mengekstrasi sampel vyaitu teknik kromatografi dan teknik spektroskopi

(Vernocchi, dkk. 2012). Dalam penggunaan teknik tersebut memiliki kelebihan dan
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kekurangan masing-masing. Teknik kromatografi merupakan metode primer
karena proses kalibrasi menggunakan bahan standar murni, sedangkan pada
spektroskopi menggunakan analisis sekunder dengan menggunakan bahan lain
sebagai pembanding (Shoemaker, dkk. 1967). Penggunaan metode kromatografi
lebih sederhana, cepat dan efektif dalam menganalisis sampel seperti bahan mentah
dan produk lainnya (Altenau, 1966).

Kromatografi merupakan metode dalam analisis sidik jari yang dapat
mengevaluasi dan melakukan kontrol kualitas multikomponen dari bahan baku obat
herbal, salah satunya adalah kromatografi lapis tipis (Zhao, 2018). KLT (Thin Layer
Chromatography) menurut Wulandari, dkk., (2011) memiliki keunggulan mudah
digunakan, biaya lebih rendah, alat yang sederhana, kapasitas sampel yang besar,
jumlah pelarut sedikit dan hasil yang cepat. Hasil yang diperoleh juga dapat
digunakan untuk mendeteksi pemalsuan bahan yang digunakan dalam suatu produk
obat herbal (Ankli, dkk., 2008). Beberapa penelitian terkait analisis senyawa aktif
pada tumbuhan dengan metode KLT seperti analisis biji pepaya (Carica Papaya L.)
(Nikmah, 2022); analisis biji anggur bali (Vitis vinifera L. Alphonso Lavalle)
(Cholifah, 2022); kendali mutu daun kumis kucing (Orthosiphon Stamineus)
(Nuryani, 2015). Sehingga kromatografi lapis tipis ini sangat efektif digunakan
dalam penelitian ini untuk mengetahui pola senyawa yang akan diidentifikasi
menggunakan ImageJ.

Berdasarkan dari hasil keluaran KLT yaitu berupa faktor retensi (Rf), yang
kemudian dilakukan olah data menggunakan ImageJ dimana software ini
merupakan suatu piranti lunak yang dapat mengubah citra dari bentuk pita menjadi

bentuk kromatogram. Data dari kromatogram ini berupa nilai AUC. Nilai AUC
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(Area Under Curve) adalah nilai luas area di bawah kurva puncak kromatogram.
Data nilai AUC yang kemudian digunakan untuk melakukan pengenalan pola
sehingga dapat mengelompokkan tanaman dengan metode Principle Component
Analysis (PCA). Setiap data akan diklasifikasikan dan hasilnya akan ditampilkan
dalam bentuk Scare Plot berdasarkan nilai AUC-nya, semakin dekat satu titik
dengan yang lainnya, semakin besar kemiripan diantara nilai AUC dari pita
komponen sampel. Proses PCA ini dapat dilakukan dengan bantuan software
MetaboAnalyst. Penelitian llmiyah (2022) tentang analisis PCA dari ekstraksi
tanaman anting-anting dengan KLT memiliki hasil pola pengelompokkan yang
baik.

Oleh karena itu, berdasarkan beberapa penelitian yang telah dilakukan, maka
penelitian ini dilakukan dengan ekstraksi tanaman anting-anting menggunakan
metode ekstraksi ultrasonik dengan variasi pelarut polar (etanol, etanol 70%, etanol
50%, etanol 30%, dan air). Kemudian dilakukan pemisahan senyawa aktif
menggunakan KLT dengan eluen Sikloheksana : Toluena : Dietilamin (75:15:10).
Dari proses tersebut menghasilkan pola pemisahan dari sampel yang kemudian
akan diolah menggunkaan ImageJ, sehingga menghasilkan sebuah data kuantitatif
yang akan diuji menggunakan PCA berbantu software MetaboAnalyst agar bisa

mengelompokkan sampel berdasarkan variasi pelarut polar..

1.2 Rumusan Masalah

Adapun rumusan masalah pada penelitian ini ialah :
1. Bagaimana pola komatogram sidik jari pada tanaman anting-anting

(Acalyphaindica L.) berdasarkan variasi pelarut polar?
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2. Bagaimana pengelompokkan senyawa tanaman anting-anting (Acalypha

indica L.) berdasarkan variasi pelarut polar 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 polar.

2. Mengetahui pengelompokkan senyawa tanaman anting-anting (Acalypha

indica L.) berdasarkan variasi pelarut polar 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 Banyuwangi

2. Pelarut yang digunakan ialah etanol, etanol 70%, etanol 50%, etanol 30%,
dan air

3. Mengolah data secara kemometrik dengan Principal Component Analysis

(PCA) dengan web MetaboAnalyst.
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 pelarut
yang konsentrasi kepolarannya berbeda yakni etanol, etanol 70%, etanol 50%,

etanol 30%, dan air.



BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Tanaman Anting-Anting

Tanaman anting-anting mengandung senyawa turunan saponin, triterpenoid,
steroid, flavonoid (Rahmah, 2018) dan senyawa lainnya menjadikan tanaman ini
berpotensi sebagai tumbuhan afrodisiaka (Yasmin, dkk. 2013). Tumbuhan
afrodisiaka memiliki kandungan senyawa yang mampu menstimulasi nafsu atau
kekuatan seksual pada hewan jantan, dengan mempengaruhi hormonal yaitu
hormon reproduksi seperti testosteron. Hormon testosteron merupakan hormon
yang masuk ke dalam aliran darah berfungsi mengatur pertumbuhan karakteristik
seksual sekunder jantan dan libido (Widyaatmoko, 2000). Tanaman anting-anting
memiliki sifat farmakologi (Ameilia, 2018) yang bermanfaat bagi hewan seperti
kucing.

Tabel 2.1 Klasifikasi tanaman anting-anting (Chekuri dkk., 2016)

Kerajaan  : Plantae
Divisi : Spermatophyta
Kelas : Magnoiliopsida
Familia : Euhorbiaceae

Genus : Acalypha

Spesies : Achalypha Indicha

Tanaman ini merupakan tanaman herba tahunan, tegak dengan beberapa
cabang tegak. Batangnya bertrikoma, daunnya tunggal, bertangkai panjang, bentuk
daun bundar telur hingga belah ketupat, tepi daun beringgit hingga bergerigi, tipis

dan halus, dan duduk daun tersusun spiral. Bunganya merupakan bunga majemuk
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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 (Kirom dan Ramadhania, 2017).

Gambar 2. 1 Tanaman anting-anting (Acalypha Indica L.)

Tabel 2.2 Kandungan kimia dan efek farakologis tanaman anting-anting (Duke,

2009).
Kandungan Kimia Efek Farmakologis
Fiber, asam askorbat Antidiabetik
Asam askorbat AntiAGE, B Glucoronidase Inhibitor
Asam askorbat, B-sitosterol, - D- ) ) )
Hipoglikemia
glucoside
Tanin, Kaempferol, asam askorbat Antioksidan
Tanin Xanthin Oxidase Inhibitor
Kaempferol 5 lipoxygenase Inhibitor

Hasil identifikasi fitokimia ekstrak daun ditemukan adanya saponin, tanin dan
minyak atsiri. Hasil uji fitokimia pada daun Acalypha indica menunjukkan adanya
acaindinin, aurantiamid, korilagin, asam ferulik, resin dan triasetonamid (Chekuri
dkk., 2020). Kandungan metabolit sekunder inilah yang menjadikan daun tanaman
anting-anting digunakan secara luas dalam pengobatan konvensional dan

tradisional oleh masyarakat.

2.2 Ekstraksi Ultrasonik
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Ekstraksi adalah proses pemisahan satu atau lebih komponen dari suatu
campuran homogen menggunakan pelarut cair (pelarut) sebagai separating agent.
Ekstraksi padat-cair; solut dipisahkan dari padatan pembawanya menggunakan
pelarut cair. Ekstraksi cair-cair, solut dipisahkan dari cairan pembawa (diluen)
menggunakan pelarut cair. Campuran diluen dan pelarut ini adalah heterogen
(immiscible, tidak saling campur). Pemilihan pelarut menjadi sangat penting,
dipilih pelarut yang memiliki sifat antara lain pelarut dapat melarutkan solut tetapi
sedikit atau tidak melarutkan diluen, pelarut tidak mudah menguap pada saat
ekstraksi, pelarut mudah dipisahkan dari solut, sehingga dapat dipergunakan
kembali dan pelarut tersedia dipasaran dan tidak mahal (Lestyo, 2011).

Ultrasonik merupakan metode ekstraksi non termal yang dapat meningkatkan
laju transfer massa serta memecahkan dinding sel dengan banyaknya microcavity
sehingga akan mempersingkat waktu proses dan mengoptimalkan penggunaan
pelarut. Peningkatan kecepatan kontak antara ekstrak dan solven menyebabkan
peningkatan penetrasi cairan menuju dinding sel dan melepas komponen sel
(Shirsath, dkk.. 2012). Prinsip dasar dari ekstraksi ultrasonik yaitu gelombang
ultrasonik yang merambat melalui medium yang dilewati akan mengalami getaran,
getaran yang terjadi akan menimbulkan suatu gelembung yang dapat memecah
dinding sel suatu tanaman, sehingga senyawa pada tanaman dapat terekstrak lebih
banyak karena getaran yang diberikan pada proses ekstraksi mengakibatkan
pengadukan yang intensif antara bahan dan pelarut, sehingga dapat mempercepat
proses ekstraksi (Thompson, dkk. 1999). Beberapa kelebihan lain metode
Ultrasonic Assisted Extraction (UAE) adalah dapat mengeluarkan ekstrak dari

matriks tanpa merusak merusak struktur ekstrak (Babaei, dkk., 2006), penggunaan



10

pada temperatur rendah (suhu ruang) dapat mengurangi kehilangan panas, dan
mencegah hilangnya atau menguapnya senyawa yang memiliki titik didih rendah

(Dolatowski, dkk., 2007).

Tabel 2.3 Senyawa aktif tanaman anting-anting dan titik didihnya (Adawiyah,

2018)
Pelarut Senyawa Titik didih (°C)
Flavonol 316,5
Etanol St_erol 233
Polifenol 640-650
Flavonoid 75
Tanin 218
Etanol, air Alkaloid 363
Terpenoid 155-200
Antosianin 100
. Saponin 158
Alr Lektin 149
Pelipeptida 155-165

Pada penelitian Qoriati (2018) dilakukan ekstraksi tanaman anting-anting
dengan metode ekstraksi ultrasonik frekuensi 42 kHz pada suhu ruangan. Saat
ekstraksi perbandingan berat sampel : volume pelarut (b/v) adalah 1:10 dengan lama
ekstraksi (10, 20, dan 30 menit) ditunjukkan hasil sebagai berikut.

Tabel 2.4 Hasil rendemen ekstrak tanaman anting-anting

Perlakuan Rata-rata rendemen (%) + SD
Etanol 10 menit 3,390 £ 0,2413
Etanol 20 menit 3,575 + 0,3303
Etanol 30 menit 4,192 + 00,0931

Menggunakan metode ekstraksi dapat menhasilkan rendemen lebih besar daripada
metode maserasi karena gelombang ultrasonik mempercepat pecahnya dinding sel
akibat kavitasi dan dapat mengekstrak banyak senyawa dalam waktu yang lebih
cepat. Dalam penelitian Fauziyah, dkk (2022) melakukan ekstraksi bunga telang

menggunakan metode maserasi, Microwave Assisted Extraction (MAE), dan
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Ultrasonic Assisted Extraction (UAE), dimana hasil rendemen yang paling tinggi

sebesar 69,286% menggunakan metode ultrasonik.

2.3 Kromatografi Lapis Tipis

Kromatografi adalah teknik pemisahan campuran didasarkan atas perbedaan
distribusi dari komponen-komponen campuran tersebut diantara dua fase, yaitu fase
diam (padat atau cair) dan fase gerak (cair atau gas) yang menyebabkan terjadinya
perbedaan migrasi dari masing-masing komponen (Lestyo, 2011). KL T adalah yang
metode kromatografi paling sederhana yang banyak digunakan. Peralatan dan
bahan yang dibutuhkan untuk melaksanakan pemisahan dan analisis sampel dengan
metode KLT cukup sederhana yaitu sebuah bejana tertutup (chamber) yang berisi
pelarut dan lempeng KLT. Dengan optimasi metode dan menggunakan instrumen
komersial yang tersedia, pemisahan yang efisien dan kuantifikasi yang akurat dapat
dicapai (Lestyo, 2011).

Pelaksanaan analisis dengan KLT diawali dengan menotolkan alikuot kecil
sampel pada salah satu ujung fase diam (lempeng KLT), untuk membentuk zona
awal. Kemudian sampel dikeringkan. Ujung fase diam yang terdapat zona awal
dicelupkan ke dalam fase gerak (pelarut tunggal ataupun campuran dua sampai
empat pelarut murni) di dalam chamber. Jika fase diam dan fase gerak dipilih
dengan benar, campuran komponen-komponen sampel bermigrasi dengan
kecepatan yang berbeda selama pergerakan fase gerak melalui fase diam. Hal ini
disebut dengan pengembangan kromatogram. Ketika fase gerak telah bergerak
sampal jarak yang diinginkan, fase diam diambil, fase gerak yang terjebak dalam

lempeng dikeringkan, dan zona yang dihasilkan dideteksi secara langsung (visual)
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atau di bawah sinar ultraviolet (UV) baik dengan atau tanpa penambahan pereaksi
penampak noda yang cocok (Lestyo, 2011).

Pemilihan eluen merupakan faktor yang paling berpengaruh pada sistem KLT.
Eluen dapat terdiri dari satu pelarut atau campuran dua sampai enam pelarut.
Campuran pelarut harus saling sampur dan tidak ada tanda-tanda kekeruhan
(Lestyo, 2011). Pada KLT, identifikasi awal suatu senyawa didasarkan pada
perbandingan nilai Rf dibandingkan Rf standar. Nilai Rf umumnya tidak sama dari
laboratorium ke laboratorium bahkan pada waktu analisis yang berbeda dalam
laboratorium yang sama, sehingga perlu dipertimbangkan penggunaan Rf relatif
yaitu nilai Rf noda senyawa dibandingan noda senyawa lain dalam lempeng yang

sama (Lestyo, 2011).

Jarak migrasi analit ~ Z,

Jarak migrasi eluen Z,

Metode pemisahan berdasarkan polaritas, senyawa-senyawa terpisah karena
perbedaan polaritas. Afinitas analit tehadap fase diam dan fase gerak tergantung
kedekatan polaritas analit terhadap fase diam dan fase gerak (like dissolve like).
Analit akan cenderung larut dalam fase dengan polaritas sama. Analit akan
berpartisi diantara dua fase yaitu fase padat-cair dan fase cair-cair. Ketika analit
berpartisi antara fase padat dan cair faktor utama pemisahan adalah adsorbsi.
Sedangkan bila analit berpartisi antara fase cair dan fase cair, faktor utama
pemisahan adalah kelarutan. Prinsip pemisahan dimana analit terpisah karena
afinitas terhadap fase padat dan fase cair biasa disebut dengan adsorbs dan metode
kromatografinya biasa disebut kromatografi adsorbsi. Sedangkan prinsip

pemisahan dimana analit terpisah karena afinitas terhadap fase cair dan fase cair
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disebut dengan partisi dan metode kromatografinya biasa disebut kromatografi cair
(Lestyo, 2011).

Pemunculan warna noda pada plat KLT berwarna merah bata dibawah lampu
UV 366 nm dan berwarna kehitaman di bawah lampu UV 254 nm, ini menunjukkan
adanya senyawa aktif. Warna noda yang tampak dibawah sinar UV disebabkan
adanya interaksi antara sinar UV dengan gugus kromofor yang terikat ausokrom
pada noda tersebut. Gugus kromofor adalah gugus yang menyerap radiasi
elektromagnetik (sinar UV) dan memiliki ikatan rangkap tak jenuh, sedangkan
gugus ausokrom adalah gugus yang terikat pada gugus kromofor sehingga pita
absorbsi akan tergeser ke panjang gelombang yang lebih besar dan intensitasnya
akan naik.

Pada penelitian Safitri (2018) dilakukan ekstraksi kasar tanaman anting-anting
dengan pelarut etanol kemudian dilakukan KLT menggunakan eluen

sikloheksana:toluena:dietilamin (75:15:10) dengan hasil sebagai berikut

a b c d e f

Gambar 2. 2 Hasil ekstrak kasar pada pelarut polar

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

Berdasarkan hasil KLT ekstrak tanaman tersebut didapatkan nilai Rf sebagai
berikut

Tabel 2.5 Hasil data KLT dan nilai Rf

Lama Ekstraksi  Nomor R Rerata Rf Rerata_l
(Menit) Noda Ul U2 us +SD Resgll:l)m *
1 0.281 0.281 0.281 0.281+0
10 2 0.463 0.463 0.463 0.463+0 1(2)2 i gggg
3 0.600 0.600 0.600 0.600%0
1 0.269 0.269 0.269 0.269+0 167 + 0.163
20 2 0.444 0.444 0.444 0.444+0 RO
1.40 + 0.059
3 0.606 0.606 0.606 0.606 0
1 0.219 0.219 0.219 0.219%+0
30 2 0.375 0.375 0.375 0.375%0 122 i gggg
3 0.506 0.506 0.506 0.506+0

Keakuratan dalam metode kromatografi lapis tipis dapat dilihat melalui simpangan
nilai baku Rf yang dihasilkan, dengan syarat nilai simpangan baku Rf sebesar 0,02.
Pada gambar di atas didapatkan nilai simpangan baku sebesar 0. Sehingga dapat
dsimpulkan bahwa hasil tersebut akurat. Keakuratan yang dihasilkan dalam tahap
ini belum dapat digunakan untuk mengidentifikasi senyawaan yang diapat. Akan
tetapi dari nilai Rf dapat menduga senyawa aktif yang diperoleh berupa tanin, resin,
terpenoid, flavonoid, chrysin, hesperetin, galangin, kaempferol, alkaloid, steroid,
3,4-Dehydro-L-proline, saponin. Selain itu, hasil nilai Rf dapat berbeda-beda dalam
setiap penelitian. Salah satu faktor pembedanya adalah ekstrak kasar yang
dihasilkan, dimana masih kemungkinan memiliki pengotor yang dapat

mempengaruhi nilai Rf.
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2.4 Analisis ImageJ

ImageJ ialah suatu piranti lunak untuk mengolah gambar yang berbasiskan
program Java dan mudah didapatkan secara bebas untuk kalangan umum. Program
ini dikembangkan oleh resrarch services branch (RSB), national institute of mental
health (NIMH), bagian dari national institute of mental heaalth (NIH), Bethesda,
Maaryland, USA . ImageJ bisa menampikan, memproses, mengedit, menyimpan,
menganalisa, serta mencetak 8-bit, 16-bit, dan 32-bit.

ImageJ ialah suatu piranti lunak yang bisa mengubah citra dari bentuk pita
menjadi bentuk densitogram. ImageJ juga bisa menghitung area dan piksel dari
suatu gambar, mengikuti jarak, sudut, membuat profil dari densitogram, dan garis
kurva. Pengolahan parameter pada penelitian ini dilakukan sampai didapatkan
metode terbaik yang ditunjukkan dengan nilai korelasi terbesar dari nilai AUC yang
dihasilkan. Selain itu, dapat menghasilkan titik-titik yang berdekatan sepanjang
garis lurus dengan nilai korelasi mendekati 1 dan stabil.

Penelitian sebelumnya yaitu oleh Fitriani (2011) yang berjudul diferensiasi
temulawak, kunyit, dan bangle berdasarkan interpretasi kromatografi lapis tipis
menggunakan ImageJ. Ada parameter yang penting dalam analisis menggunakan
ImageJ yaitu penandaan pita yang berfungsi untuk memunculkan densitogram
masing- masing komponen. Penandaan ini bertujuan menghasilkan nilai AUC yang
dapat mewakili keseluruhan pita komponen yang ada untuk tiap penotolan.
Pelebaran pada kotak penanda dari ukuran kotak awal tidak terlalu mempengaruhi
nilai AUC tetapi perbedaan tinggi sangat mempengaruhi nilai AUC, yaitu nilai yang
jauh menurun. Semakin besar konsentrasi komponennya, semakin tinggi puncak

yang dihasilkan karena intensitas warna gambar yang semakin terang.
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Penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Nuryani (2015) mengenai kendali
mutu daun kumis kucing (orthosiphon stamineus) menggunakan pengolahan citra

dan teknik pengenalan pola secara kemometrik, hasil dari ImageJ yaitu :

Gambar 2. 3 Noda sinensetin pada pelat KLT pada A 254 nm dan 366 nm standar
sinensetin (a), Cigombong (b), Nagrak (c), dan Pacet (d)

Gambar di atas menunjukkan noda pola pelat KLT yang sama dari 3 daerah
yang berbeda. Hal ini menandakan jenis senyawa yang sama pada daun kumis
kucing daerah Cigombong, Nagrak, dan Pacet, namun hanya berbeda intensitas atau
jumlahnya. Oleh karena itu, semakin tinggi nilai AU, semakin besar konsentrasi
senyawa yang diperoleh. Hasil tersebut juga membuktikan bahwa secara kimia
terdapat perbedaan mutu daun kumis kucing berdasarkan perbedaan daerah.

Penelitian yang dilakukan Nikmah (2022) hasil keluaran analisis biji pepaya
(Carica papaya |.) berdasarkan variasi waktu penotolan menggunakan KLT, diubah

menjadi kromatogram dengan bantuan ImageJ
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Gambar 2. 4 Kromatogram sampel pepaya hawai Bogor dan Magetan berdasarkan

Keterangan

variasi waktu penotolan

a,e) Hasil Uji Stabilitas Waktu Penotolan Bogor, Magetan (0 Menit)

b,f) Hasil Uji Stabilitas Waktu Penotolan Bogor, Magetan (30 Menit)
¢,g) Hasil Uji Stabilitas Waktu Penotolan Bogor, Magetan (60 Menit)
d,h) Hasil Uji Stabilitas Waktu Penotolan Bogor, Magetan (90 Menit)

Hasil kromatogram bertujuan untuk menunjukkan bahwa sampel memiliki

perbedaan pada setiap perlakuan dan begitu juga intensitas yang dihasilkan.
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2.5 Analisis Principal Component Analysis (PCA)

Principal Component Analysis atau disebut juga Transformasi Karhunen-Loeve
adalah teknik yang digunakan untuk menyederhanakan suatu data, dengan cara
mentransformasi linear sehingga terbentuk sistem koordinat baru dengan variasi
maksimum (Munir, 2004). PCA dapat digunakan untuk mereduksi dimensi suatu
data tanpa mengurangi karakteristik data tersebut secara signifikan (Cahyadi,
2007). Metode ini mengubah dari sebagian besar variabel asli yang saling
berkorelasi menjadi satu himpunan variabel baru yang lebih kecil dan saling bebas
(tidak berkorelasi lagi).

Prinsip dasar dari algoritma Principal Component Analysis adalah mengurangi
satu set data namun tetap mempertahankan sebanyak mungkin variasi dalam set
data  tersebut. Secara  matematis  Principal Component  Analysis
mentransformasikan sebuah variabel yang berkolerasi ke dalam bentuk yang bebas
tidak berkolerasi. Principal Component adalah bentuk proyeksi transformasi linier
dari variabel data. Principal Component satu dengan yang lain tidak saling
berkolerasi dan diurutkan sedemikian rupa sehingga Principal Component yang
pertama memuat paling banyak variasi dari data set. Sedangkan Principal
Component yang kedua memuat variasi yang tidak dimiliki oleh Principal
Component pertama.

Tujuan dari PCA adalah untuk mereduksi dimensi yang besar dari ruang data
(observed variables) menjadi dimensi yang lebih kecil dari ruang fitur (independent
variable), yang dibutuhkan untuk mendiskripsikan data lebih sederhana (Pratiwi
dan Harjoko, 2013). Tujuan khusus Principal Component Anlysis (PCA) yaitu

(Mishra, dkk., 2017) :
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1. ekstrak informasi paling penting dari tabel data;
2. kompres ukuran kumpulan data dengan hanya menyimpan informasi
penting ini;
3. menyederhanakan deskripsi kumpulan data; Dan
4. Menganalisis struktur pengamatan dan variabel.
5. Kompres data, dengan mengurangi jumlah dimensi, tanpa banyak
kehilangan informasi.
6. Teknik ini digunakan dalam kompresi gambar
PCA ini dapat mereduksi data yang berukuran besar menjadi komponen utama
yang dapat mewakili struktur dan varians dalam data. Metode ini digunakan untuk
melakukan pengenalan pola sehingga dapat mengelompokkan tanaman, walaupun
dataspektrum yang dihasilkan memiliki kemiripan. PCA memudahkan visualisasi
pengelompokkan data, evaluasi awal kesamaan antar kelompok atau kelas, dan
menemukan faktor atau pola yang teramati melalui korelasi (Nuryani, 2015). Selain
itu, PCA digunakan untuk mengetahui kedekatan antar sampel data keseluruhan
dari AUC yang terdapat dalam tanaman ating-anting, PCA juga digunakan untuk
mereduksi data yang berukuran besar menjadi komponen utama yang dapat
mewakili struktur dan varians dalam data (Miller dan Miller 2000). Metode ini
digunakan untuk melakukan pengenalan pola sehingga dapat mengelompokan
tanaman berdasarkan pendekatan variasi kepolaran pelarut, score plot dengan
menggunakan dua buah PC, dimana PC yang pertama biasanya paling berguna

karena kedua PC ini menggambarkan variasi terbesar dari data.
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Penelitian yang dilakukan oleh Nikmah (2022) setelah didapat nilai AUC
berdasarkan hasil plat KLT yang diubah menjadi kromatogram, dianalisis

menggunakan metode PCA untuk membuat pola kelompok

. (a) E.b]

(c) :
Gambar 2. 5 Score Plot nilai AUC sampel biji pepaya dari Bogor dan Magetan

Gambar score plot di atas menunjukkan bahwa tanaman yang berdekatan memiliki
kemiripan sifat dan komposisi kimia yang di milikinya. Pada penelitian ini semakin
dekat satu titik dengan yang lainnya semakin besar kemiripan diantara nilai AUC-
nya. Hasil membuktikan bahwa sampel dengan jenis yang sama, akan tetapi tempat
pengambilan berbeda maka senyawa yang didapat sama akan tetapi kadar yang
dimiliki senyawa bisa berbeda (Fitrianti, 2011). Nikmah (2022) menyimpulkan
bahwa tanaman dengan jenis yang sama berasal dari daerah yang berbeda, bisa

memiliki senyawa yang sama tetapi bisa memiliki kadar yang berbeda, hal ini
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dimungkinkan ada beberapa faktor yang mungkin berpengaruh pada mutu tanaman

herbal seperti spesies, waktu panen, bagian tanaman yang digunakan, dan perlakuan

pasca panen.



BAB 11
METODOLOGI PENELITIAN
3.1 Waktu dan Tempat Pelaksanaan

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Mei 2024 sampai Mei 2024 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, botol ekstraksi, 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 pure, etanol 70%, etanol 50%,
etanol 30%, aquades, sikloheksana, toluena, dietilamin, 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 diayak dengan ukuran 90 mesh.

22
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Serbuk kasar kemudian dilakukan ekstraksi ultrasonik dengan pelarut etanol,
etanol 70%, etanol 50%, etanol 30%, aquades selama 20 menit. Ekstraksi
ultrasonik yang digunakan memiliki frekuensi 42 KHz pada suhu kamar.
Selanjutnya disaring dan 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 ImageJ 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 absolute 96%, etanol 70%, etanol
50%, etanol 30%, aquades).

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 ImageJ

6. Analisis menggunakan PCA dengan software MetaboAnalyst

3.5 Cara Kerja

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
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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 blender sampai berbentuk serbuk, kemudian serbuk

diayak dengan ayakan mesh 90 mesh dan disimpan dalam wadah plastik

Ekstraksi dengan Ultrasonik

Senyawa tanaman anting-anting diekstrak menggunakan ekstraksi
ultrasonik selama 20 menit dengan frekuensi 42 KHz menggunakan lima
variasi pelarut yaitu etanol, etanol 70%, etanol 50%, etanol 30%, aquades
Ekstraksi ultrasonik dilakukan dengan cara diambil 1 gr serbuk sebanyak 5
untuk pelarut etanol, 5 untuk pelarut etanol 70%, 5 untuk pelarut etanol
50%, 5 untuk pelarut etanol 30%, 5 untuk pelarut aquades. Dilakukan
dengan 5 kali pengulangan. Kemudian dilarutkan dalam 10 ml pelarut
etanol, etanol 70%, etanol 50%, etanol 30%, aquades. Perbandingan antara
berat : volume yang digunakan 1:10 (Handayani, 2016). Selanjutnya
dimasukkan kedalam erlenmeyer / botol kaca dan dilakukan ekstraksi
ultrasonik 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. Filtrat yang didapat di
evaporasi menggunakan rotasi vakum evaporator. Ekstrak yang didapat

dikemas dengan botol vial. Dan dihitung rendemennya.
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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 penotolan. Selanjutnya plat silika G60F254
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 ditotolkan sebanyak 5 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 G60F254 hasil
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dari KLT diamati menggunakan UV 366 nm. Dan diamati warna noda yang

dihasilkan. Kemudian di dokumentasi dengan kamera Canon EOS 600D.

Analisis Menggunakan ImageJ

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).
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3.5.5 Analisis Menggunakan PCA

Data dari ImageJ yaitu nilai AUC masuk di Excel, kemudian di analisis hasil
intrepretasi dari metode PCA (Principal Component Analysis). Dengan
bantuan web metaboanalyst, tahap awal dibuka web metaboanalyst
kemudian pilih “click here to start” kemudian pilih “statistical analysis
(one factor)”. Setelah itu unggah data yang akan dianalisis dalam file bentuk
“.csv”, pilih format “samples in row (unpaired)” kemudian klik “submit”
dan tunggu prosesnya beberapa saat. Ketika muncul halaman data
processing information, pilih “proceed” dan tunggu proses beberapat saat.
Pada halaman normalization overview pilih “auto scalling” bagian data
scalling kemudian klik “normalize” dan tunggu prosesnya, setelah itu klik
“view result” dan akan muncul hasil dari normalisasi data. Kembali pada
halaman normalization overview klik “proceed” kemudian akan dialihkan
ke halaman select an analysis path to explore. Klik “PCA” pilih “score plot”

atau “2D score plot”



BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Preparasi Sampel

Preparasi dilakukan dengan pencucian tanaman anting-anting dengan air
mengalir untuk memisahkan kotoran dengan tumbuhan agar tidak mempengaruhi
hasil ekstraksi. Tanaman anting-anting yang dipotong kecil-kecil untuk
memudahkan dalam proses ekstraksi dimana zat terlarut bereaksi dengan pelarut
dan menghasilkan lebih banyak filtrat. Semakin luas permukaan atau semakin kecil
ukuran partikel sampel maka akan berpengaruh dengan hasil ekstraksi dan lama
proses ekstraksi, hal tersebut terjadi karena adanya kontak antara sampel dengan
pelarut akan semakin besar (Antari, dkk. 2015). Penggunaan oven dalam proses
pengeringan bertujuan untuk mengurangi kadar air sampel sehingga dapat
menghambat pertumbuhan mikroba yang tidak diinginkan. Selain itu pengurangan
kadar air dapat menghentikan proses enzimatik sehingga dapat mencegah
penurunan mutu atau kerusakan simplisia. Keberadaan air dalam sampel dapat
memicu pertumbuhan kapang dan mikroba lainnya. Selama bahan masih memiliki
kandungan air yang tinggi beberapa enzim tertentu dalam sel akan menguraikan
senyawa aktif, meskipun setelah selnya dalam keadaan mati (Handoyo dan Pranoto,
2020). Suhu yang tinggi memang mempercepat proses pengeringan akan tetapi
seringkali bahan baku/sampel yang digunakan masih ada yang belum kering
sempurna. Sebaliknya, jika suhu pengeringan terlalu rendah prosesnya akan
berjalan lambat dan berpotensi adanya jamur dan mikroba yang berkembang.
Sehingga secara umum suhu yang efektif untuk pengeringan berkisar kurang dari

60-70°C (Gunawan dan Mulyani, 2004; Handoyo dan Pranoto, 2020).
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Gambar 4. 1 Serbuk Sampel Tanaman Anting-Anting

Sampel yang telah kering berwarna hijau-kecoklatan dan tekstur halus. Berbeda
dengan warna asalnya sebelum dikeringkan berwarna hijau cerah dan teksturnya
halus. Hal ini dipengaruhi oleh suhu dan waktu yang dibutuhkan saat proses
pengeringan. Menurut Nugroho dan hariono (2022) pengeringan tepung okra
dengan oven pada suhu tertentu tidak mengubah warna okra secara signifikan akibat
waktu pengeringan yang singkat dan suhu yang rendah. Jika menurut Handoyo dan
Pranoto (2020) dalam proses pengeringan daun mimba pada suhu tertentu
menghasilkan daun yang masih berwarna hijau cerah, akan tetapi proses
pengeringan yang tidak merata dapat merubah warna akibat adanya degradasi
klorofil dari warna hijau menjadi hijau-kecoklatan. Proses pengayakan serbuk
anting-anting bertujuan untuk menyamakan ukuran serbuk sampel, sehingga
interaksi antara zat terlarut dengan pelarut lebih besar. Penyimpanan dalam wadah

plastik bertujuan agar tidak merusak kandungan metabolit sekundernya.

4.2 Ekstraksi dengan Ultrasonik

Ekstraksi ultrasonik dapat mengeluarkan ekstrak dari matriks tanpa merusak
merusak struktur ekstrak (Babaei, dkk., 2006), penggunaan pada temperatur rendah
dapat mengurangi kehilangan panas, dan mencegah hilangnya atau menguapnya

senyawa yang memiliki titik didih rendah (Dolatowski, dkk., 2007). Selain itu,
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dapat mempercepat proses ekstraksi, meningkatkan rendemen yang dihasilkan
dibandingkan dengan ekstraksi konvensional, menggunakan suhu yang rendah, dan
volume pelarut yang sedikit (Mittal, dkk. 2017).

Serbuk tanaman anting-anting dicampur masing-masing pelarut polar dengan
perbandingan 1:10 (b/v). Etanol sebagai pelarut pada sampel karena memiliki sifat
polar. Konsentrasi etanol berpengaruh terhadap komponen bioaktif, semakin tinggi
konsentrasi etanol semakin tinggi juga komponen bioaktif yang dihasilkan (Widarta
dan arnata, 2015 dalam Yasa, dkk. 2019). Menurut Deglas (2019), etanol dan air
digunakan sebagai pelarut karena bersifat polar, universal, dan mudah didapat.
Kandungan metabolit yang terkandung pada ekstrak tanaman sangat dipengaruhi
oleh metode dan kepolaran pelarut yang digunakan saat ekstraksi. VVariasi kepolaran
pelarut akan mempengaruhi jumlah ekstrak yang dihasilkan, komposisi fitokimia

dan uji aktivitasnya (Buhian dkk., 2016).

Gambar 4. 2 Serbuk sampel + aquades (a), serbuk sampel + etanol 30% (b), serbuk
sampel + etanol 50% (c), serbuk sampel + etanol 70% (d), serbuk
sampel + etanol 96% (e)

Serbuk sampel yang bercampur dengan masing-masing pelarut disajikan dalam
Gambar 4.2 dimana jika dilihat secara fisik terdapat perbedaan dari sebelum
dicampurkan. Etanol dan aquades memiliki warna cairan yang sama yaitu bening,

akan tetapi memiliki bau yang bertolak belakang. Etanol berbau khas alkohol yang
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menyengat, sedangkan aquades tidak memiliki bau. Perubahan sifat fisik yang
terjadi dimana Gambar 4.2 dari (a) terlihat serbuk sampel tidak bercampur dengan
pelarut aquades sama halnya dengan gambar 4.2 (b) yang tidak bercampur dengan
etanol 30%. Sedangkan gambar 4.2 (c), (d), (e) terlihat semakin larut dengan
pelarutnya, sehingga warna campuran semakin berwarna hijau pekat. Hasil
ekstraksi selama 20 menit disaring dengan kertas saring sehingga didapat filtrat

ekstrak tanaman anting-anting.

Gambar 4. 3 Hasil Ekstrak Kasar Tanaman Anting-Anting dengan masing-masing pelarut:
etanol 96% (a), etanol 70% (b), etanol 50% (c), etanol 30% (d), aquades

(€)

Ekstrak yang didapat dikemas dengan botol vial. Ekstrak kasar tanaman anting-
anting yang didapat bervariasi warna dan kadarnya. Gambar 4.3 (a) terlihat ekstrak
kasar berwarna hijau sangat pekat hampir kehitaman dan jumlah kadarnya paling
banyak. Gambar 4.3 (b) dan (c) masih berwarna hijau tetapi sudah mulai terlihat
kecoklatan dan kadarnya semakin berkurang, gambar 4.3 (d) dan (e) terlihat
berwarna hijau kecoklatan dengan kadarnya yang sangat sedikit. Hal ini
menunjukkan semakin polar pelarut yang digunakan, maka semakin sedikit ekstrak
kasar yang dihasilkan. Berdasarkan penelitian yang dilakukan Yasa, dkk (2019)
hasil rendemen ekstrak daun sirih terbesar pada pelarut etanol 90%. Menurut

Trifani 2012 dalam Wendersteyt, dkk 2021, etanol digunakan sebagai pelarut
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karena bersifat universal, polar dan mudah didapat. Etanol 96% dipilih karena
selektif, tidak toksik, absorbsinya baik dan kemampuan penyariannya yang tinggi
sehingga dapat menyari senyawa yang bersifat non-polar, semi polar dan polar.
Pelarut etanol 96% lebih mudah masuk berpenetrasi ke dalam dinding sel sampel
daripada pelarut etanol dengan kosentrasi lebih rendah, sehingga menghasilkan

ekstrak yang pekat. Dilakukan perhitungan rendemen sebagai penunjuk bahwa

semakin tinggi jumlah produk yang dihasilkan, maka semakin efektif prosedur yang
digunakan (Rosida, dkk. 2018).

Tabel 4.1 Nilai rendemen ekstrak tanaman anting-anting

Pelarut Rendemen (%)
Etanol 96% 5.348°
Etanol 70% 3.691°
Etanol 50% 2.9232
Etanol 30% 1.1972

Aquades 1.3572

Keterangan: Nilai yang didampingi notasi yang berbeda “a” dan “b” menunjukkan tidak berbeda
nyata berdasarkan uji Bnt 0<0.05

Pelarut yang digunakan memiliki masing-masing rendemen dengan persentase
yang berbeda. Berdasarkan tabel 4.1 menunjukkan bahwa pelarut etanol 96%
memiliki hasil rendemen paling tinggi sebesar 5,348% dan etanol 30% memiliki
nilai rendemen paling rendah yaitu 1,197%. Hal ini menunjukkan bahwa senyawa
yang terekstrak sebagian besar bersifat polar akan tetapi tidak terlalu terlarut sampai
pada pelarut yang sangat polar. Jika dibandingkan dengan penelitian-penelitian
sebelumnya, dimana menurut Safitri (2018) rendemen dengan pelarut etanol 96%
didapatkan sebesar 9,442%, Qoriati (2021) ekstrak etanol 96% tanaman anting-
anting memiliki rendemen 4,803%. Hasil rendemen yang bervariasi dapat

diakibatkan oleh ekstrak kasar tanaman yang diperoleh. Ekstrak kasar masih
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memungkinkan memiliki senyawa-senyawa pengotor yang mempengaruhi hasil
rendemen. Selain itu faktor suhu dan waktu berperan penting dalam proses
ekstraksi. Dalam proses ekstraksi ultrasonik terjadi interaksi antara suhu dan waktu.
Apabila suhu yang digunakan tinggi, maka proses ekstraksi dapat lebih cepat.
Sebaliknya jika suhu lebih rendah, maka pelarut akan membutuhkan waktu lebih

lama untuk berdifusi (Vardanega, dkk, 2014).

4.3 Analisis Senyawa Aktif dengan Kromatografi Lapis Tipis

Penggunaan KLT bertujuan untuk memisahkan senyawa dalam ekstrak dan
untuk menentukan jumlah komponen yang terpisah berdasarkan hasil spot. Plat
silika GeoF254 yang digunakan karena silika gel ini mampu berflouresensi dengan
baik pada sinar UV dengan panjang gelombang 254 dan 366 nm. Plat silika
diaktivasi dengan cara dioven untuk menghilangkan kelembaban air. Fadhilah
(2016) eluen yang digunakan yaitu sikloheksana : toluena : dietilamin dengan
perbandingan 75 : 15 : 10 berperan sebagai fasa gerak yang bersifat non polar.
Penjenuhan fase gerak (eluen) dilakukan untuk menyamakan tekanan uap pada

seluruh bagian bejana.

Gambar 4. 4 Proses elusi ekstrak kasar sampel pada plat KLT
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Gambar 4. 5 Hasil pemisahan dengan KL T

Hasil pemisahan dengan KLT nampak noda-noda yang terbentuk dalam masing-
masing plat KLT. Noda yang terbentuk merupakan senyawa aktif tertentu adari
ekstrak kasar. Perbedaan warna noda yang dihasilkan menandakan senyawa aktif
yang berbeda-beda. Pengamatan dibawah sinar UV pada panjang gelombang 254
dan 366 nm dilakukan untuk menampakkan lempeng KLT yang akan berfluoresensi
dan menampakkan bercak yang gelap atau bercak yang berfluoresensi terang pada
dasar yang berfluoresensi seragam sehingga bercak mudah dideteksi (Gandjar dan

Rohman, 2007).

Hasil KLT pelarut etanol 96% dilampu Hasil KLT pelarut etanol 70%
UV 366 nm dilampu UV 366 nm
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Hasil KLT pelarut etanol 50% dilampu Hasil KLT pelarut etanol 30%
UV 366 nm dilampu UV 366 nm

000000

Hasil KL T pelarut aquades dilampu UV 366 nm

Gambar 4. 6 Hasil KLT dilampu UV 366 nm

Identifikasi pada gambar 4.6 pelarut etanol 96% terlihat memiliki lima noda. Hal
ini berbanding jauh dengan hasil KLT gambar 4.6 etanol 30% dan aquades, dimana
noda yang dihasilkan hanya satu pada setiap pengulangan dan hampir tidak terlihat
serta gambar 4.6 pelarut etanol 70% dan etanol 50% hanya menghasilkan dua noda
saja. Selain itu, intensitas dan jumlah noda yang dihasilkan semakin berkurang. Hal
ini menunjukkan bahwa semakin tinggi tingkat kepolaran suatu pelarut, maka
senyawa yang tertahan dalam fasa diam akan semakin sedikit. Sehingga senyawaan
dalam ekstrak tanaman anting-anting akan terbawa oleh fasa gerak. Hal ini juga
dipengaruhi oleh fluoresensi warna yang dihasilkan, dimana energi emisi yang
dipancarkan pada saat kembali ke energi dasar sangatlah kecil. Warna noda yang
tampak mengalami fluorosensi dimana emisi cahaya yang dipancarkan oleh

komponen ketika elektron yang tereksitasi dari keadaan dasar ke keadaan
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tereksitasi. Setelah elektron tereksitasi kembali ke keadaan dasar sehingga terjadi
perbedaan energi emisi yang menyebabkan perbedaan fluorosensi warna yang
dihasilkan tiap noda (Zahro, 2011). Hasil pemisahan yang terbaik dilihat dari
banyaknya noda yang terpisah, bentuk noda yang bulat, tidak berekor, dan
pemisahan antara ulangan satu dengan ulangan yang lain relatif sejajar. Menurut
Markham (1998), pemisahan yang bagus adalah yang menghasilkan senyawa
dengan jumlah yang optimal, noda tidak berekor, dan pemisahan nodanya jelas.

Perhitungan nilai Rf dan resolusi dari masing-masing spot digunakan untuk
menunjukkan senyawa yang ada. Apabila nilai Rf sama atau tidak jauh berbeda,
maka dapat dikatakan bahwa noda pembandingnya memiliki karakteristik yang
sama. Hal ini diperkuat dengan dilakukan uji kepresisian menggunakan nilai
Standar Deviasi (SD).

Tabel 4.2 Hasil nilai Rf ekstrak tanaman anting-anting

NILAI RF
PELARUT NODA ULANGAN SD REI:{'?TA
1 2 3 4 5

1 0.0625 0.0625 0.075 0.075 0.075 0.006847 0.07
2 0.125 0.1375 0.15 0.1625 0.1625 0.016298 0.1475
ET/;I:OL 3 0.2625 0.275 0.2875 0.3125 0.325 0.025921 0.2925
4 0.525 0.5375 0.55 0.575 0.5875 0.025921 0.555
5 0.925 0925 0.925 0.925 0.925 0 0.925
ETANOL 1 0.1125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.00559 0.1225
70 2 0.2625 0.275 0.275 0.275 0.2875 0.008839 0.275
ETANOL 1 0.1 0.1125 0.1125 0.125 0.1125 0.008839 0.1125
50 2 0.275 0.275 0.275 0.2875 0.2875 0.006847 0.28

ETANOL 1
30 0.35 0.35 0.3625 0.3625 0.3625 0.006847 0.3575

AQUADES 1 0.1375 0.125 0.1375 0.125 0.1375 0.006847 0.1325

Berdasarkan tabel 4.2 memaparkan nilai Rf pada masing-masing sampel dengan
SD berkisar 0,0064-0,0318. Nilai SD yang diperoleh menunjukkan bahwa setiap

daerah memiliki tingkat kepresisian yang tinggi dimana menurut Reich dan Schibli
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(2008) nilai SD Rf < 0,05 maka masih memenuhi syarat keberterimaan.
Keberagaman nilai Rf yang didapatkan menunjukkan adanya perbedaan komponen
senyawa aktif. Senyawa dengan nilai Rf yang besar memiliki kepolaran yang
rendah, begitu juga sebaliknya. Hal ini dapat terjadi karena fasa diam bersifat polar,
sehingga senyawa yang lebih polar akan tertahan kuat pada fasa diam dan
menghasilkan nilai Rf yang kecil (Maulana, 2018). Sesuai dengan kemampuan
etanol dalam berpenetrasi ke dalam dinding sel, dimana semakin mudah pelarut
memecah dinding sel maka semakin besar nilai rendemen dan nilai Rf yang

dihasilkan.

4.4 Analisis Hasil KLT menggunakan Image J
Hasil dari KLT dilanjutkan dengan pengolahan gambar plat KLT menggunakan
aplikasi image J, mengubah noda menjadi sebuah data dalam bentuk kromatogram
kemudian dari data kromatogram diketahui nilai AUC nya. Noda dari beberapa
pelarut memiliki pola kromatogram yang hampir sama, akan tetapi jumlah puncak
yang dihasilkan berbeda, hal ini memungkinkan karena jenis senyawa pada sampel
tanaman anting-anting sama, namun hanya berbeda tingkat kepolarannya dan
intensitasnya. Penandaan noda pada gambar bertujuan menghasilkan nilai AUC
yang dapat mewakili keseluruhan pita komponen yang ada untuk tiap penotolan

yang kemudian diolah dalam bentuk kromatogram.
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Gambar 4. 7 Contoh penandaan plat

Berdasarkan pengujian yang dilakukan untuk tiap ukuran kotak yang berbeda
dapat menyebabkan hasil ukuran AUC yang berbeda pula, sedangkan pelebaran
kotak penanda dari ukuran kotak awal tidak terlalu mempengaruhi nilai AUC tetapi
perbedaan tingginya sangat mempengaruhi nilai AUC. Ukuran kotak penanda
sebenarnya tidak terlalu berpengaruh terhadap nilai AUC, tetapi apabila batas kotak
pinggiran sampai mengenai atau bahkan memotong gambar pita yang dianalisis
maka ukuran densitogramnya akan berubah sehingga nilai AUC-nya berkurang.
Untuk mencegah hal tersebut maka ukuran kotak penanda simetris dengan pita KLT

dan konsisten di setiap pengulangannya.
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Gambar 4. 8 Kromatogram ekstrak tanaman anting-anting
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Pengolahan gambar KLT berupa kromatogram pada gambar 4.8 menunjukkan
bahwa etanol 96% noda keempat memiliki nilai AUC paling tinggi pada Rf 5 dari
kelima ekstrak sampel yang ada didapatkan hasil yang berbeda. Hal ini dapat diduga
bahwa memiliki perbedaan komponen senyawa aktif akibat adanya perbedaan sifat
kepolaran dari masing-masing pelarut. Semakin curam puncak yang dihasilkan,
maka menunjukkan semakin tinggi nilai konsentrasi dari komponen senyawa
aktifnya dan ini juga berlaku sebaliknya.

Hasil dari nilai AUC membuktikan bahwa variasi kepolaran pelarut yang
diguanakan berpengaruh terhadap intensitas warna, yang mana pada sampel
tanaman anting-anting mengalami penurunan intensitas dari etanol 96%. ke
aquades. Hal ini berarti apabila semakin polar suatu fasa diam maka semakin
intensitas warna spot pada KLT akan semakin menurun, sehingga berpengaruh
terhadap nilai AUC dimana nilainya akan semakin menurun. Adapun hasil nilai
AUC yang didapatkan, yakni:

Tabel 4.3 Nilai AUC ekstrak tanaman anting-anting

NILAI AUC
PELARUT NODA RERATA AUC
Ul U2 u3 us us

1 911.062 1793.104 2203.79 2209.983  1945.134 1812.6146
2 1140.305 775.426 1177.083  1974.962  1187.255 1251.0062
ETANOL 96% 3 62248.34 245.506 452.698 3072.054  2918.175 13787.354
4 2572.719  2431.569 190.213 3382.347  2858.761 2287.1218
5 4172.397 4304.569 5798.146 67356.61 8013.317 17929.0082

ETANOL 70% 1 315.577 423.577 787.891 621.284 1175.79 664.8238
’ 2 10178.2 8664.309 8598.258  11472.45 20755.4 11933.7238
ETANOL 50% 1 14532.6 12998.12 9646.016  6435.731  2197.054 9161.9038
) 2 8968.309  8521.309 25647.96 8929.309 9348.966 12283.17
ETANOL 30% 1 28198.79  25649.06  22362.45 15675.89 8368.51 20050.9394
AQUADES 1 30898.87 30963.77 31467.07 31023.72  32924.09 31455.5028

Nilai AUC yang didapatkan menunjukkan bahwa semakin besar nilai AUC,

maka intensitas atau kadar senyawa aktif semakin banyak juga. Nilai AUC
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dipengaruhi oleh nilai Rf. Apabila nilai Rf besar, maka nilai AUC juga besar. Begitu
pula sebaliknya. Dalam tahap ini masih belum terlihat jelas pola sidik jari terhadap
variasi pelarut polar, sehingga data yang ada perlu dilakukan pengolahan kembali
dengan menggunakan metode PCA yang diharapkan dapat menginterpretasi data
secara jelas sehingga dapat menunjukkan bahwa adanya perbedaan dalam setiap

variasi pelarut polar.

4.5 Pengelompokan Sampel Tanaman Anting-Anting menggunakan PCA
Hasil PCA memerlukan pengaturan tertentu untuk dapat melihat dengan jelas

pengelompokannya. Dalam penelitian ini digunakan pengaturan tambahan berupa

normalize by median dan log data transformasi, sehingga dihasilkan kelompok

sebagai berikut:
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Gambar 4. 9 Score plot dari nilai AUC sampel ekstrak tanaman anting-anting
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Pada Gambar 4.9 menunjukkan score plot dari nilai AUC berdasarkan variasi
pelarut polar. Plot tersebut dapat memperlihatkan pola pengelompokan dari kelima
pelarut polar yang digunakan, semakin dekat satu titik dengan yang lainnya
semakin besar kemiripan diantara nilai AUCnya. PC yang dihasilkan mampu
menjelaskan 94,1% dari variasi total (PC1=63,1% dan PC2=31%). Pengelompokan
yang sangat berdeketan bahkan hampir menjadi satu plot adalah aquades.
Sedangkan pengelompokan pada etanol 70%, etanol 50%, dan etanol 30% masih
dapat terlihat masing-masing pengulangannya. Berbeda dengan lainnya, etanol
96% terlihat sangat menyebar. Akan tetapi jika dilihat secara keseluruhan,
kelompok aquades sangat jauh dari daerah pelarut-pelarut etanol. Hal ini
dipengaruhi oleh nilai AUC dimana lebih banyak kemiripan antara pelarut etanol
96%), etanol 70%, etanol 50%, dan etanol 30%. Menurut Fitrianti (2011) kelompok
tanaman yang berdekatan memiliki kemiripan sifat dan komponen senyawa aktif
yang dimiliki. Penelitian ini menunjukkan semakin dekat satu titik dengan titik
lainnya, maka semakin besar kemiripan diantara nilai AUCnya. Sehingga dapat
dibuktikan bahwa sampel dengan jenis yang sama, akan tetapi pelarut yang
digunakan memiliki sifat kepolaran yang berbeda, maka senyawa yang didapat
sama akan tetapi kadar yang dimiliki senyawa bisa berbeda. untuk lebih jelasnya
juga dapat dilihat pada gambar 4.11 dimana pada Rf 5 pelarut etanol 96% memiliki
daerah berwarna lebih merah dari yang lainnya. Bagian yang berawarna merah

menandakan semakin tinggi intensitasnya dalam hal ini berupa senyawa aktifnya.
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Gambar 4. 10 Heat map ekstrak tanaman anting-anting

4.6 Integrasi hasil Penelitian dalam Perspektif Islam

Penelitian ini mengkaji tentang analisis metode dalam tanaman anting-anting
dengan memvariasikan pelarut polar dalam kromatografi lapis tipis. Analisis
metode disini yaitu mencari suatu kondisi dimana senyawa sejaun mana bisa
mempertahankan karakteristiknya dalam artian stabil. Dalam Al-Qur’an Allah telah
menjelaskan bahwa segala sesuatu yang diciptakannya pasti sudah di ukur dengan

serapi- rapinya, sebagaimana dalam Q.S al-Furgan ayat 2.
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2. (Yaitu zZat) yang milik-Nyalah kerajaan langit dan bumi, (Dia) tidak

mempunyai anak, dan tidak ada satu sekutu pun dalam kekuasaan(-Nya). Dia telah
menciptakan segala sesuatu, lalu menetapkan ukuran-ukurannya dengan tepat.

Ayat di atas menjelaskan bahwa Allah telah menciptakan sesuatu dan
menetapkan ukurannya dengan serapi-rapinya, yang artinya segala sesuatu yang
Allah ciptakan, kondisi atau fenomena apapun pasti sudah terukur dengan tepat,
begitupun dalam penelitian ini suatu kondisi akan mencapai kondisi yang stabil
bahkan dengan kepolaran pelarut yang berbeda. Hasil penelitian menunukkan
bahwa profil senyawa aktif tanaman anting-anting mendapatkan hasil terbaik pada
pelarut etanol p,a, Dalam Q.S. Yasiin ayat 38.

& - - £ z )
S gl B A Bl o F 2adll

38. (Suatu tanda juga atas kekuasaan Allah bagi mereka adalah) matahari yang

berjalan di tempat peredarannya. Demikianlah ketetapan (Allah) Yang
Mahaperkasa lagi Maha Mengetahui.

Ayat di atas menjelaskan bahwa matahari berjalan ditempat peredarannya, dan
Allah lah yang memiliki ketetapan dan kehendak atas semuanya. Menurut tafsir al-
maraghi bahwa matahari beredar mengelilingi poros peredarannya yang tetap,
matahari melakukan rotasi atau berputar pada dirinya sendiri pada sumbunya kira
kira 200 mil per detik, sungguh Allah maha berkuasa yang mampu mengendalikan
makhluk makhluknya. Demikian juga pada penelitian ini semua kondisi atau proses
pemisahan pada KLT dapat memperoleh hasil dalam kondisi yang telah ditetapkan

dan terukur. Dan yang terakhir yaitu pada Q.S. al-Imran ayat 191.
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191. (yaitu) orang-orang yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk, atau dalam
keadaan berbaring, dan memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya

berkata), “Ya Tuhan kami, tidaklah Engkau menciptakan semua ini sia-Sia.
Mahasuci Engkau. Lindungilah kami dari azab neraka.

Ayat tersebut terdapat kata yaitu “Ya Tuhan kami, tidaklah engkau menciptakan
semua ini sia-sia” artinya semua ciptaan Tuhan di dunia ini tidak ada yang sia sia,
termasuk dalam penelitian ini yaitu tanaman anting-anting. Tanaman anting-anting
ini ternyata kaya akan manfaat seperti digunakan sebagai obat salah satunya yaitu

dapat menurunkan kadar gula darah (Chekuri, dkk. 2020).



BAB V
PENUTUP

5.1 KESIMPULAN

1. Pola kromatogram sidik jari pada tanaman anting-anting dengan variasi pelarut
polar yaitu etanol 96%, etanol 70%, etanol 50%, etanol 30%, dan aquades
menunjukkan sampel memiliki pola yang hampir sama akan tetapi berbeda pada
kadar dan intensitasnya. Noda yang dihasilkan dengan pelarut etanol 96%
sebanyak 5 noda. Pada etanol 70% dan 50% sebanyak 2 noda serta pada etanol
30% dan aquades hanya menghasilkan 1 noda. ini disertai dengan intensitas
warna yang muncul semakin pudar dari etanol 96% ke aquades.

2. Hasil analisis dengan PCA menggunakan aplikasi MetaboAnalyst yaitu pada
variasi pelarut polar terdapat 5 pengelompokan yang didapatkan dari interpretasi
variasi total sebesar 94,1% (PC1=63,1% dan PC2=31%). Setiap
pengelompokkan menunjukkan bahwa adanya kedekatan atau persamaan nilai.
Hasil analisis heatmap menunjukkan etanol 96% memiliki kadar senyawa aktif
yang lebih banyak dibandingkan pelarut lain yang ditandai dengan berwarna

merah pekat.

5.2 SARAN

Pengujian untuk KLT pada penelitian ini perlu menggunakan KLT densitometer
untuk proses pemisahan yang optimal dan mengetahui identifikasi senyawa yang
dihasilkan, selain itu bisa juga dengan menggunakan chamber dengan penanganan
otomatis sehingga mengurangi naik turunnya nilai Rf pada pengulangan dan juga
TLC Scanner untuk mengetahui nilai AUC nya langsung sehingga hasilnya lebih

valid.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Rancangan Penelitian
1.1 Rancangan Penelitian

Tanaman Anting-Anting
(Acalypha Indica L.)

Preparasi Sampel

Ekstraksi dengan ultrasonic dengan variasi
pelarut etanol pure, etanol 70%, etanol 50%,
etanol 30% air dan lawa waktu ekstraksi 20

menit

Pemisahan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
berdasarkan perbedaan pelarut dengan eluen
sikloheksana : toluena : dietilamin

Analisis profil senyawa aktif tanaman
anting-anting dengan menggunakan KLT

Analisis dengan ImageJ

Analisis menggunakan PCA dengan
bantuan metaboanalyst
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Lampiran 2. Diagram Alir
2.1 Preparasi Sampel

Tanaman Anting-Anting

-ditimbang + 1 kg tanaman anting-anting
-dibersihkan dengan air mengalir
-dipotong kecil-kecil

-dikeringkan dengan oven

-dihaluskan dengan blender

Serbuk halus

-diayak dengan ayakan 90 mesh
-disimpan dalam wadah plastik tertutup rapat

Hasil

2.2 Ekstraksi Ultrasonik

Serbuk tanaman anting-anting

-ditimbang serbuk tanaman anting-anting sebanyak 25 gr

-diambil 1 gr dan dilarutkan menggunakan etanol, etanol 70%, etanol 50%,
etanol 30%, dan aquades dengan perbandingan (b:v) 1:10

-dilakukan 5 kali pengulangan

-dimasukkan ke dalam Erlenmeyer / botol kaca

-diekstraksi selama 20 menit dengan frekuensi 42 kHz

-disaring hasil ekstraksi

-dilakukan evaporasi dengan rotasi vakum evaporator

-dikemas hasil ekstrak dalam botol vial

-dihitung rendemennya

Hasil
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2.3 Stabilitas Analit selama Kromatografi Lapis Tipis
2.3.1 Persiapan Plat KLT

Plat Silika GegF2s54

dipotong plat silika dengan ukuran 8 x 10 cm
diberi garis batas atas dan bawah masing-masing 1 cm
diaktivasi plat dengan oven pada suhu 105°C selama 3 menit

Hasil

2.3.2 Persiapan Fasa Gerak (Eluen)

Chamber

-dimasukkan 10 mL eluen sikloheksana : toluene : dietilamin (75 : 15 : 10)
-dijenuhkan selama 30 menit

Hasil

2.3.3 Proses Elusi

Ekstrak Kasar

- ditotolkan ekstrak sebanyak 10 totolan pada tiap variasi pelarut

- dimasukkan plat ke dalam chamber yang berisi eluen

- ditutup rapat dan jangan dipindahkan hingga fasa gerak mencapai tinggi 8 cm
dari posisi aplikasi ekstrak

- diangkat dan dikeringkan plat kemudian foto sebelum dan sesudah

- diamati di bawah sinar UV 254 dan 366 nm

- didokumentasikan dengan kamera dan dihitung Rf

Hasil

2.4 Pengolahan Plat KLT menggunakan Image J

Gambar Plat KLT

- dibuka aplikasi Image J yang telah diinstal

- dibuka gambar yang akan diolah dengan klik “file”, “open”, dan pilih gambar
yang diinginkan

- ditandai gambar pita KLT yang akab diolah menggunakan ikon berbentuk
kotak (rectangular)

- dipilih “analyze”, “gels”, dan “select first line”

- dipilih Kembali menu “analyze”, “gels”, dan “plot line”, yang akan
menampilkan densitogram dari masing-masing gambar pita KLT sesuai
intensitas warna yang diberikan

Hasil
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2.5 Analisis Korelasi dengan PCA

Data

- diketik dengan excel data dari Image J

- dibuka web MetaboAnalyst dan pilih “click here to start”

- dipilih “statistical analysis (one factor)”

- diunggah data yang akan dianalisis dalam bentuk file “.csv”

- dipilih format “samples in row (unpaired)” dan klik “submit”
- dipilih “proceed” pada halaman data processing information

Normalization Overview

- dipilih “auto scalling” pada bagian data scalling kemudian klik “normalize”

- dipilih “view result” dan Kembali pada halaman normalization overview

- dipilih “proceed” dan akan dialihkan ke halaman select an analysis path to
explore

- dipilih “PCA” dan klik “score plot” atau “2D score plot”

Hasil
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Lampiran 3. Perhitungan
3.1 Pembuatan Larutan Ekstraksi
Ci.V1=Cu V>

_C2.V2
Y]

70% x10 ml

[ ] -
! 96%

Vi=729~73ml

50% x10 ml

[ ] 1=
96%
Vi1=52ml
30% x10 ml
° Viz—————

96%
V1=3.125~3.1ml

Isi labu ukur 10 ml dengan 7,3 ml etanol 96% kemudian tambahkan aquades hingga tanda
batas. dilakukan hal yang sama pada pembuatan pelarut yang lain sesuai dengan
perhitungan volume yang dibutuhkan.

3.2 Perhitungan Pembuatan Eluen sikloheksana:toluene:dietilamin
(75:15:10)

Sikloheksana: Z—s X 10ml =7.5ml
Toluene: 1—5 X 10ml = 1.5 ml
Dietilamin: 1—2 x 10ml = 1 ml

3.3 Perhitungan %rendemen
Rendemen simplisia tanaman anting-anting

0 _ berat simplisia akhir
e %rendemen =
berat sampel awal

X 100%

e Etanol 96% = ‘;gizf x 100% = 5,348%

e Etanol 70% = 223;2 X 100% = 3.690%

e Etanol 50% = ‘igf)zj x 100% = 2.920%

e Etanol 30% = 222 % 100% = 1.197%
1.0021




3.4 Perhitungan nilai Rf

Jarak migrasi analit 7,

Jarak migrasi eluen £,
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zf Zs
8 0.5 0.5 0.6 0.6 0.6 0.7
8 1 1.1 1.2 1.3 1.3 1.4
8 2.1 2.2 2.3 2.5 2.6 2.8
8 4.2 4.3 4.4 4.6 4.7 4.9
8 7.4 7.4 7.4 7.4 7.4 7.4
8 0.9 1 1 1 1 1.1
8 2.1 2.2 2.2 2.2 2.3 2.4
8 0.8 0.9 0.9 1 0.9 0.7
8 2.2 2.2 2.2 2.3 2.3 2.2
8 2.8 2.8 2.9 2.9 2.9 3.1
8 1.1 1 1.1 1 1.1
e Noda 1 ulangan1
0.5
Rf=2-=0.0625
¢ Noda 2 ulangan 1
1
Rf = g = 0.125
e Noda 3 ulangan 1
2,1
Rf = - = 0.2625
3.5 Perhitungan Nilai Rf dan SD
NILAI RF RERATA
PELARUT NODA ULANGAN SD RE
1 2 3 4 5
1 0.0625 0.0625  0.075  0.075  0.075 0.006847 0.07
ETANOL 2 0.125 0.1375 0.15 0.1625 0.1625 0.016298 0.1475
96 3 0.2625  0.275 0.2875 0.3125  0.325 0.025921 0.2925
4 0.525  0.5375 0.55  0.575 0.5875 0.025921 0.555
5 0.925 0.925 0925 0925  0.925 0 0.925
ETANOL 1 0.1125  0.125  0.125  0.125  0.125 0.00559 0.1225
70 2 0.2625  0.275  0.275  0.275 0.2875 0.008839 0.275
ETANOL 1 0.1 0.1125 0.1125 0.125 0.1125 0.008839 0.1125
50 2 0.275 0.275 0.275 0.2875 0.2875 0.006847 0.28
ETANOL
30 0.35 0.35 0.3625 0.3625 0.3625 0.006847 0.3575
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AQUADES 1 0.1375 0.125 0.1375 0.125 0.1375 0.006847 0.1325
3.6 Perhitungan Nilai AUC
NILAI AUC
PELARUT NODA RERATA
Ul U2 u3 ua us AUC
1 911.062 1793.104 2203.79  2209.983 1945.134 1812.6146
ETANOL 2 1140.305 775.426  1177.083 1974.962  1187.255 1251.0062
96% 3 62248.337 245.506 452.698 3072.054 2918.175 13787.354
4 2572.719  2431.569 190.213 3382.347 2858.761 2287.1218
5 4172.397 4304.569 5798.146 67356.612 8013.317 17929.0082
ETANOL 1 315.577 423.577 787.891 621.284 1175.79 664.8238
70% 2 10178.2 8664.309 8598.258 11472.451 20755.401 11933.7238
ETANOL 1 14532.602 12998.116 9646.016 6435.731 2197.054 9161.9038
50% 2 8968.309 8521.309 25647.957 8929.309 9348.966 12283.17
ETANOL 1
30% 28198.785 25649.057 22362.451 15675.894 8368.51 20050.9394
AQUADES 1 30898.865 30963.773 31467.066 31023.723 32924.087 31455.5028
3.6 Perhitungan ANOVA Rendemen
Anova: Single Factor
SUMMARY
Groups Count Sum Average \Variance
Perlakuan 15 3 2.5
Rendemen 14.516 2.9032 2.97498
ANOVA
Source of
Variation SS df MS F P-value F crit
0.02342 0.02342  0.00855 0.92857 5.31765
Between Groups 6 1 6 7 1 5
21.8999
Within Groups 2 8 2.73749
21.9233
Total 5 9

Lampiran 4. Analisis ImageJ
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Lampiran 5. Analisis PCA
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Lampiran 6. Dokumentasi Penelitian
6.1 Preparasi Sampel
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6.3 Kromatografi lapis Tipis
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