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ABSTRAK

liImy, M. N. 2026. Analisis Kemometrik Berbasis KLT Ekstrak Daun Kersen (Muntingia
calabura L.) dengan Variasi Pelarut. Skripsi. Program Studi Kimia, Fakultas Sains
dan Teknologi, Universitas Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang. Pembimbing
I: Dr. Elok Kamilah Hayati, M.Si; Pembimbing II: Oky Bagas Prasetyo, M.Pd.l.

Kata kunci: daun kersen, KLT, PCA, kemometrik

Penelitian ini bertujuan untuk menyusun pola fingerprint kromatogram Kromatografi Lapis
Tipis (KLT) ekstrak daun kersen (Muntingia calabura L.) serta mengevaluasi pengelompokan variasi
pelarut ekstraksi melalui analisis kemometrik Principal Component Analysis (PCA) dan menentukan
validitas pemisahan kelompok berdasarkan data fingerprint KLT. Penelitian dilakukan pada sampel
daun kersen yang diekstraksi menggunakan metode sonikasi, kemudian pemisahan senyawa aktif
dilakukan dengan KLT. Data hasil KLT diolah menggunakan ImageJ untuk memperoleh parameter
kromatogram (berbasis area noda/AUC dan nilai Rf), selanjutnya dianalisis multivariat menggunakan
PCA.

Berdasarkan pengamatan plat KLT pada UV 366 nm, ekstrak etanol 70% menunjukkan
pemisahan yang kompleks dengan sejumlah noda utama yang terdeteksi pada variasi nilai Rf, yang
mengindikasikan dominasi senyawa dengan kepolaran sedang hingga tinggi (berpotensi termasuk
flavonoid dan fenolik). Integrasi data menggunakan pendekatan heatmap-klaster menunjukkan
terbentuknya hubungan antar variabel/parameter berdasarkan korelasi intensitas noda terhadap nilai
Rf. Analisis PCA menggunakan data AUC dari lima variasi pelarut menghasilkan total variansi
terjelaskan sebesar 77,1%, serta memperlihatkan bahwa kelompok ekstrak etanol dan etanol 70%
memiliki profil sidik jari kimia yang hampir identik (terletak pada area koordinat yang saling
berhimpitan). Selain itu, pemetaan berbasis heatmap berhasil mengidentifikasi bahwa nilai Rf 4
merupakan penciri spesifik (biomarker) utama untuk kelompok etanol, sedangkan nilai Rf lainnya
berperan sebagai pembeda untuk ekstrak etil asetat, kloroform, dan n-heksana. Dengan demikian,
variasi pelarut ekstraksi terbukti memberikan pengaruh signifikan terhadap komposisi senyawa yang
dihasilkan, dan PCA mampu mengelompokkan ekstrak berdasarkan kesamaan pola fingerprint KLT
secara efektif.
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ABSTRACT

limy, M. N. 2026. TLC-Based Chemometric Analysis of Cherry Leaf Extract (Muntingia
calabura L.) with Various Solvents. Thesis. Department of Chemistry, Faculty of
Science and Technology, The State Islamic University Maulana Malik Ibrahim
Malang. Supervisor I: Elok Kamilah Hayati, M.Si; Supervisor Il: Oky Bagas Prasetyo,
M.Pd.I.

Keyword: cherry leaves, TLC, PCA, chemometrics

This study aimed to develop a Thin Layer Chromatography (TLC) fingerprint pattern for cherry
leaf extract (Muntingia calabura L.) and to enable grouping of extraction solvent variations through
Principal Component Analysis (PCA) chemometric analysis and to determine the validity of group
clipping based on TLC fingerprint data. The study was conducted on cherry leaf samples extracted
using the sonication method, followed by separation of active compounds using TLC. TLC data were
processed using Imaged to obtain chromatogram parameters (based on spot area/AUC and Rf
values), followed by multivariate analysis using PCA.

Based on TLC plate observations at UV 366 nm, the 70% ethanol extract showed complex
visibility with a number of major spots detected at varying Rf values, indicating the dominance of
compounds with medium to high polarity (potentially including flavonoids and phenolics). Data
integration using a heatmap-cluster approach demonstrated the formation of relationships between
variables/parameters based on the correlation of spot intensity with Rf values. PCA analysis using
AUC data from five solvent variations yielded a total explained variance of 77.1%, and showed that the
ethanol and 70% ethanol extract groups had almost identical chemical fingerprint profiles (located in
overlapping coordinate areas). In addition, heatmap-based mapping successfully identified that the Rf
4 value was the main specific biomarker for the ethanol group, while the other Rf values played a role
as differentiators for the ethyl acetate, chloroform, and n-hexane extracts. Thus, the variation in
extraction solvents was proven to have a significant effect on the composition of the resulting
compounds, and PCA was able to effectively group the extracts based on the similarity of TLC
fingerprint patterns.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Indonesia merupakan negara terbesar kedua yang memiliki keanekaragaman hayati
cukup besar di dunia, yang terdiri dari 30.000 hingga 40.000 (Muchtaromah et al., 2020).
Dengan memanfaatkan bahan alam kita dapat melihat kekuasaan Allah SWT yang telah
menciptakan segala macam isi di dunia, termasuk berbagai macam tumbuhan dengan
manfaatnya. Al-Quran memerintahkan kita untuk menelaah secara mendalam ayat-ayat
kauniyah yang berhubungan dengan tumbuh-tumbuhan, sebagaimana firman-Nya dalam Al-
Qur’an Surah Lugman: 10.
qi

P o P PR PP (AP oK SRR CRE N R I I P TR N SN P T A PP AP A P
Wb WS 5L (RaT G Wl 15 1S e 805 250 3k OF oy (23T (3 (A5 55 aae 23 il Gls

B K

Artinya: “Dia menciptakan langit tanpa tiang sebagaimana kamu melihatnya, dan Dia
meletakkan gunung-gunung (di permukaan) bumi agar ia (bumi) tidak menggoyangkan
kamu,; dan memperkembangbiakkan segala macam jenis makhluk bergerak yang bernyawa
di bumi. Dan Kami turunkan air hujan dari langit, lalu Kami tumbuhkan padanya segala
macam tumbuh-tumbuhan yang baik” (QS. Lugman: 10).

Tafsir Al-Misbah menjelaskan bahwa kata “ z 33" yang memiliki arti yakni pasangan.
Pasangan yang dimaksud merupakan pasangan tumbuh-tumbuhan dimana tumbuhan
memiliki benang sari dan putik untuk pertumbuhan dan perkembangannya. Sedangkan
“ & X" yang memiliki arti baik. Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang subur dan
memiliki manfaat. Ayat di atas dapat disimpulkan bahwa Allah menciptakan tumbuh-
tumbuhan di muka bumi ini dengan berbagai manfaat, yakni selain indah untuk dilihat
tumbuhan juga memiliki manfaat untuk obat-obatan. Hal ini terbukti nyata bahwasannya
Firman Allah SWT di dalam Al-Qur'an adalah sebaik-baiknya kehidupan bagi seluruh umat
manusia. Terdapat banyak tumbuhan yang bermanfaat sebagai sumber bahan obat-obatan
(Shihab, 2020). Salah satu tumbuhan yang digunakan yaitu daun kersen (Muntingia calabura
L.).

Daun kersen (Muntingia calabura L.) merupakan spesies tanaman yang banyak
ditemukan di daerah tropis, terutama di Indonesia. Tanaman ini biasanya tumbuh di alam
liar, banyak ditemukan di pinggir jalan dan tempat-tempat yang kurang kondusif karena
mempunyai kemampuan beradaptasi yang baik (Kurnia, 2020). Daun kersen (Muntingia
calabura L.) merupakan salah satu tumbuhan yang memiliki banyak khasiat, manfaat dan
berbagai aktivitas biologis. Seperti, antimikroba (Arum et al., 2012), antiseptik (llkafah, 2018),
antidiabetes, antitumor, antidiabetes (Siddiqua et al., 2010), dan antioksidan (Sadli et al,

2015). Bagian buah dan daun dari tumbuhan ini banyak dimanfaatkan oleh masyarakat



2

sebagai obat tradisional, karena kandungan senyawa metabolitnya (Fatimah & Santoso,
2020).

Analisis kemometrik pada daun kersen (Muntingia calabura L.) diawali dengan
ekstraksi menggunakan metode dengan variasi pelarut etanol, etanol 70%, kloroform, n-
heksana, etil asetat. Metode ekstraksi sonikasi (ultrasonik) adalah metode yang
menggunakan sinar gelombang ultrasonik dimana metode ini memiliki kelebihan ekstraksi
lebih singkat, sederhana, efisiensi lebih tinggi, aman, penggunaan energi kecil dan mampu
meningkatkan jumlah rendemen, rendemen yang diperoleh dari ekstraksi menggunakan
ultrasonik lebih besar dibandingkan metode maserasi (Kuldiloke, 2002; Widarta & Arnata,
2017; Ince et al, 2013). Menurut Reddy et al. (2020) metode sonikasi (ultrasonik)
direkomedasikan untuk mengekstraksi senyawa flavonoid dari bahan alam. Hal ini diperkuat
oleh penelitian Hikmawanti et al. (2021) yang menggunakan variasi metode, yakni ekstraksi
sonikasi, maserasi, dan soxhletasi pada penentuan kadar flavonoid daun katuk dengan
kadar total flavonoid yang paling tinggi sebesar 12,05 mgQE/g menggunakan metode
sonikasi.

Pemilihan variasi pelarut dalam penelitian ini didasarkan pada perbedaan tingkat
polaritas masing-masing pelarut yang dapat memengaruhi kemampuan ekstraksi metabolit
sekunder dari daun kersen (Muntingia calabura L.) pelarut polar seperti etanol dan etanol
70% cenderung mengekstraksi senyawa fenolik, flavonoid, dan glikosida, sedangkan pelarut
semi polar seperti etil asetat mampu melarutkan senyawa flavonoid aglikon dan beberapa
alkaloid. Adapun pelarut nonpolar seperti n-heksana efektif untuk mengekstraksi senyawa
lipid, steroid, dan terpenoid nonpolar (Do et al., 2014). Kloroform sebagai pelarut semi
nonpolar juga diketahui mampu menarik metabolit seperti alkaloid bebas dan beberapa
turunan terpenoid. Variasi pelarut tersebut digunakan untuk menghasilkan fingerprint
kromatogram yang berbeda sehingga dapat dianalisis lebih lanjut menggunakan pendekatan
kemometrik Principal Component Analysis (PCA).

Hasil skrining fitokimia ekstrak daun kersen (Muntingia calabura L.) menunjukkan
bahwa sampel mengandung sejumlah senyawa kimia antara lain flavonoid (flavon, flavanon,
flavan, dan biflavan), alkaloid, steroid/terpenoid, tanin dan saponin (Gurning et al., 2021).
Ekstrak daun kersen mengandung flavonoid, glikosida, saponin, dan alkaloid (Onkar et al.,
2012). Vonna et al (2021) telah melakukan penelitian pada ekstrak etanol daun kersen
(Muntingia calabura L.) terkandung senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid, tanin,
steroid dan saponin. Selain itu, Widjaya et al (2019) telah melakukan penelitian pada ekstrak
etanol daun kersen memiliki kandungan fenol, flavonoid, terpenoid, tanin serta saponin, lalu
ekstrak etil asetat memiliki kandungan flavonoid, fenol, saponin dan tanin, ekstrak n-heksan
memiliki kandungan tanin, flavonoid dan fenol.

Pembentukan senyawa aktif pada daun kersen (Muntingia calabura L.) harus

memenuhi persyaratan kualitas yang telah ditetapkan. Perbedaan komposisi kimia dan
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kuantitas senyawa dalam tanaman dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor, seperti kondisi
lingkungan tumbuh yang meliputi iklim, media tanam, dan ketinggian tempat (Pribadi, 2009).
Selain itu, perubahan pada metabolom (keseluruhan metabolit dalam suatu sampel) juga
dipengaruhi oleh proses metabolik seperti anabolisme dan katabolisme, serta jalur
biosintesisnya (Claudino et al., 2007). Untuk mengidentifikasi keberagaman profil metabolit
dalam suatu sampel, diperlukan metode analisis yang tepat. Salah satu pendekatan yang
dapat digunakan untuk tujuan tersebut adalah metode metabolomik (Anissa, 2012).
Pendekatan ini mampu mendeteksi kerusakan molekuler, membantu penemuan senyawa
penanda (biomarker), dan bahkan digunakan dalam pengembangan metode diagnosis.
Metabolomik dianggap sebagai metode analisis yang sangat kuat dan luas aplikasinya (Zhao
dan Lin, 2014). Kelebihan metabolomik adalah kemampuannya dalam mengkuisisi data
sehingga didapat data kuantitatif dari sampel (Blekherman, et al., 2011). Terdapat tiga
analisis yang digunakan dalam pendekatan metabolomik ini yaitu analisis target, analisis
profiling dan analisis sidik jari (Warsito, 2018). Salah satu pendekatan metabolomik yang
digunakan dalam penelitian ini adalah analisis sidik jari.

Analisis sidik jari pada hasil ekstrak daun kersen (Muntingia calabura L.) dapat
dilakukan dengan menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT). Hal ini dikarenakan teknik
kromatografi ini merupakan pilihan yang atraktif untuk analisis sidik jari tumbuhan obat,
karena kelebihan penggunaan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) adalah metode yang
sederhana, biaya murah, kapasitas sampel yang besar, dan didapatkan hasil yang cepat
(Vermaak et al, 2010). Analisis sidik jari merupakan metode yang efektif untuk
mengevaluasi dan mengendalikan kualitas multikomponen dari bahan baku obat herbal.
Metode ini menghasilkan profil kromatografi yang merepresentasikan senyawa-senyawa
kimia yang terkandung dalam sampel, yang kemudian ditampilkan dalam bentuk
kromatogram sidik jari. Melalui kromatogram tersebut, karakteristik dan stabilitas suatu
tanaman obat dapat diidentifikasi dengan lebih akurat (Zhao et al, 2018). Penelitian yang
dilakukan oleh Fariestha (2018) menganalisis hasil ekstrak daun kersen (Muntingia calabura
L.) mengunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT), (A) metanol: etil asetat: kloroform 1:2:9; (B)
metanol: etil asetat 5:1; (C) N-heksan: etil asetat 9,5:0,5 dan (D) metanol: etil asetat 1:8 yang
diujikan pada plat KLT silika gel 60 Fs24. Hasil analisa kromatografi lapis tipis yang terbaik
didapatkan sebagai fase gerak yaitu penggunaan eluen metanol: etil asetat (1:8). Hasil
kromatografi lapis tipis didapatkan 6 spot fragmen yang diamati melalui sinar UV 366 nm.

Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dapat memberikan informasi terkait hasil
pemisahan senyawa berdasarkan jumlah dan intensitas warna noda, yang dipengaruhi oleh
interaksi antara fase gerak dan fase diam. Berdasarkan hasil pengolahan kromatogram KLT
menggunakan perangkat lunak image j, diperoleh data kuantitatif berupa nilai faktor retensi
(Rf) dan luas area sampel. Data tersebut selanjutnya akan dianalisis dengan menggunakan

analisis multivariat. Analisis multivariat merupakan teknik yang umum digunakan untuk
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membedakan atau mendiskriminasi antar sampel. Salah satu metode yang sering digunakan
dalam analisis ini adalah Principal Component Analysis (PCA), vyaitu jenis analisis
kemometrik yang menggabungkan teori matematika dan statistika untuk mengolah serta
menginterpretasi data kimia secara efektif (Rohman., 2014). Principal Component Analysis
(PCA) digunakan untuk memperoleh informasi yang khas, dengan cara mereduksi data dan
mengekstak informasi sehingga dapat diketahui perbedaan profi fingerprint antar sampel.
Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Kartini, et al (2020) menyatakan bahwa analisis
sidk jari kromatografi lapis tipis yang dikombinasikan menggunakan PCA (Principal
Componen Analysis) dapat membedakan perbedaan lokasi perolehan sampel daun
Orthosiphon stamineus, dimana senyawa yang didapat tersebut memiliki nilai 0,0-0,1, 0,1 —
0,2, 0,2-0, dan 0,9-10 yang merupakan senyawa yang paling penting untuk pengelompokkan
sampel.

Berdasarkan uraian di atas penelitian ini menggunakan sampel daun kersen (Muntingia
calabura L.) yang diekstraksi dengan metode sonikasi dengan frekuensi 42 kHz yang
menggunakan variasi pelarut (etanol, etanol 70%, kloroform, n-heksana, dan etil asetat).
Hasil ekstraksi kemudian dianalisis metabolomik menggunakan metode Kromatografi Lapis
Tipis (KLT). Untuk memperjelas hasil data, dilakukan pengolahan data menggunakan
perangkat lunak Imaged. Selanjutnya, analisis kemometrik dengan metode Principal

Component Analysis (PCA) dengan web MetaboAnalyst 6.0.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah dikemukakan, maka rumusan masalah yang

diajukan pada penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Bagaimana pola fingerprint kromatogram KLT ekstrak daun Muntingia calabura L.
menggunakan variasi pelarut ekstraksi?

2. Bagaimana pengelompokkan ekstrak berdasarkan hasil analisis kemometrik
menggunakan metode Principal Component Analysis (PCA)?

3. Bagaimana validitas pemisahan kelompok ekstrak berdasarkan data fingerprint

kromatogram KLT?

1.3 Tujuan Penelitian
Adapun tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Untuk pola fingerprint kromatogram KLT ekstrak daun Muntingia calabura L.
menggunakan variasi pelarut ekstraksi.

2. Untuk mengetahui pengelompokkan ekstrak berdasarkan hasil analisis kemometrik
menggunakan metode Principal Component Analysis (PCA).

3. Untuk mengetahui validitas pemisahan kelompok ekstrak berdasarkan data fingerprint

kromatogram KLT.



1.4 Batasan Masalah
Adapun batasan masalah pada penelitian ini, yaitu:

1.  Sampel yang digunakan adalah tanaman Daun Kersen (Muntingia calabura L.) yang
diambil di Kota Malang.
Ekstraksi dilakukan menggunakan metode sonikasi dengan frekuensi 42 kHz.
Variasi pelarut yang digunakan adalah etanol, etanol 70%, kloroform, n-heksana, etil
asetat.

4, Pemisahan senyawa aktif dilakukan menggunakan metode analisis sidik jari KLT.
Hasil kromatogram diolah dengan menggunakan aplikasi ImagedJ.
Mengolah data secara kemometrik dillakukan dengan metode Principal Component
Analysis (PCA) dengan web MetaboAnalyst 6.0.

1.5 Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan menghasikan pengetahuan baru mengenai Analisis
Kemometrik Berbasis KLT Ekstrak Daun Kersen (Muntingia calabura L.) dengan Variasi
Pelarut (etanol, etanol 70%, kloroform, n-heksana, etil asetat) menggunakan metode
sonikasi dengan frekuensi 42 kHz.
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2.1 Tanaman Kersen (Muntingia calabura L.)
Kersen (Muntingia calabura L.) merupakan pohon asli Amerika Tengah. Kersen dapat
tumbuh dengan baik di tanah yang buruk dan tanaman ini mudah dijumpai di pinggir jalan.
Nama tanaman ini beragam di beberapa daerah, antara lain kerukup siam (Malaysia),
jamaican cherry (Inggris), talok (Jawa), ceri (Kalimantan) dan lain-lain (llkafah, 2018).
Tanaman ini merupakan pohon hijau yang tingginya mencapai 3 - 12 m. Bagian daun
berbentuk lonjong bulat, menuju puncak semakin tajam, tepinya bergigi kecil dengan
panjang 4 - 15 cm dan lebar 1 - 6 cm. Bagian bunga berukuran kecil yaitu terdiri dari kelopak
dan jumlahnya sekitar 5 pasang. Bagian bunga terdiri dari banyak benang sari yang
menyebar dan kepala sari yang berwarna kuning. Sedangkan bagian buah berbentuk bulat
kecil berwarna hijau hingga merah pucat dan tersebar banyak pada pohon (Putri dan
Fatmawati, 2019). Daun Kersen dapat dilihat pada Gambar 2.1.
0" 3 ; « Bl

Gambar 2.1 Daun kersen (Muntingia calabura L.)

Menurut Tjitrosoepomo (1991) klasifikasi kersen (Muntingia calabura L.) adalah

sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta

Sub Divisi : Angiospermae

Kelas : Dicotyledoneae
Bangsa : Malvales/Columniferae
Suku : Elaeocarpaceae
Genus : Muntingia

Spesies : Muntingia calabura L.



Manfaat daun kersen telah lama digunakan oleh masyarakat untuk berbagai
keperluan pengobatan, antara lain batuk, sakit kuning, dan asam urat (Isnarianti et al., 2013).
Daun kersen (Muntingia calabura L) sudah sering dimanfaatkan oleh masyarakat indonesia
sebagai obat luka bakar dengan cara ditumbuk secukupnya dan ditempelkan secara
langsung ke daerah luka bakar atau dengan cara merebus daun kersen dan air rebusannya
digunakan untuk membersihkan luka (Handayani et al, 2016). Daun kersen (Muntingia
calabura L.) mengandung phytosterols, triterpene, glikosida, phenols, flavonoid, tannin,
karbohidrat, alkaloid, quinine, dan saponin (Peter et al., 2020). Senyawa flavonoid pada
daun kersen memiliki aktivitas seperti antibakteri, antiinflamasi, dan antioksidan (Kuo et al,
2014). Daun kersen juga mengandung senyawa volatile seperti muntingone, famyrenone, 3-
sitosterol, syringic acid, dan vanillic acid (Manokari dan Shekhawat, 2019).

Daun kersen (Muntingia calabura L) merupakan tanaman yang kaya akan kandungan
senyawa aktif dan manfaatnya. Allah SWT. Menciptakan alam semesta beserta isinya tidak
ada yang sia-sia dan segala ciptaan-Nya semata-mata hanya untuk mahkluk-Nya. Semua
yang diciptakan Allah SWT memiliki manfaat yang harus diteliti agar dapat memberikan
manfaat bagi manusia. Alam semesta yang diciptan-Nya memiliki manfaat, sebagaimana
tumbuh-tumbuhan yang memiliki manfaat sebagai obat-obatan.

Allah  SWT. Menciptakan berbagai jenis tumbuhan untuk kemaslahatan umat

manusia. Sebagaimana firman Allah SWT. Dalam Q.S. Al-A’raf (58) yang berbunyi:
53855 o3 el il S TS W1 £ 545 ¥ 48 sl 565 o, M08 ¢ 540 gl 3D 5
Artinya:

“Dan tanah yang baik, tanaman-tanamannya tumbuh subur dengan seizin Allah; dan tanah
yang tidak subur, tanaman-tanamannya hanya tumbuh merana. Demikianlah Kami
mengulangi tanda-tanda kebesaran (Kami) bagi orang-orang yang bersyukur” (Q.S. Al-A’raf :
58).

Dalam tafsir Al-Misbah ‘u) oW dalam arti “dengan seizin Allah” dapat dipahami arti,
karena mendapatkan anugrah khusus dari Allah serta diizinkan untuk meraih yang terbaik.
Berbeda dengan yang lain, yang hanya diperlakukan dengan perlakuan umum yang
berkaitan dengan hukum-hukum alam yang menyeluruh. Dari firman-firman Allah SWT,
manusia diberi bekal untuk selalu bersyukur dan berfikir. Semua yang diciptakan Allah SWT
memiliki manfaat yang harus diteliti agar dapat memberikan manfaat bagi manusia. Telah
ada fakta-fakta tentang ilmiah yang ditemukan dan dengan perantara manusia. Fakta
tersebut dapat dibuktikan dengan cara melakukan eksperimen. Melakukan eksperimen
merupakan salah satu perbuatan amal saleh. Terdapat banyak tumbuhan yang bermanfaat
sebagai sumber bahan obat-obatan (Shihab, 2020).



2.2 Ekstraksi Senyawa dengan Metode Ultrasonik

Ekstraksi merupakan suatu proses yang melibatkan perpindahan suatu konstituen
padat atau cair ke dalam cairan lain yaitu pelarut. Prinsip dasar ekstraksi adalah
berdasarkan kelarutan. Pada kontak dua fase, zat terlarut terdifusi dari fase padat ke fase
cair sehingga terjadi pemisahan dari komponen padat (Wassil, 1955; Sudjadi, 1988).
Ekstraksi merupakan salah satu cara untuk dapat mengisolasi senyawa metabolit sekunder
yang terdapat pada tanaman daun kersen (Muntingia calabura L.). Salah satu metode
ekstraksi yang sering digunakan adalah ekstraksi ultrasonik.

Metode sonikasi adalah proses kimia dengan menggunakan teknologi sonik atau
suara pada frekuensi sangat tinggi (<20 KHz) yang disebut ultrasonik. Prinsip metode
sonikasi adalah memanfaatkan gelombang suara (ultrasonik) yang menggunakan frekuensi
tinggi dalam mereaksikan suatu campuran zat. Ketika suatu larutan diiradiasi dengan
gelombang ultrasonik, maka dalam larutan tersebut terjadi tumbukan antar partikel penyusun
larutan yang bertekanan tinggi (Lestari et al., 2012). Gelombang ultrasonik merupakan
gelombang mekanik longlitudinal yang tidak dapat didengar oleh telinga manusia karena
memiliki frekuensi tinggi, dapat merambat dalam medium padat, cair, dan gas. Metode
sonikasi menggunakan gelombang ultrasonik dengan frekuensi di atas 20 KHz (20.000 Hz)
(Wisnuwijaya, 2017).

Metode sonikasi digunakan untuk mempercepat proses pelarutan suatu materi
menggunakan prinsip pemecahan reaksi intramolekul hingga terbentuk suatu partikel yang
berukuran nano (Peshkoysky et al., 2013). Metode sonikasi memiliki dua prinsip utama
dimana merupakan kelebihan dari metode ini dari pada metode yang lain. Kelebihan dari
metode ini diantaranya yaitu proses kavitasi dan efek mekanik, dapat meningkatkan efisiensi
serta mengurangi waktu ekstraksi (Ince, 2012). Efek kavitasi merupakan efek yang
disebabkan karena gelombang ultrasonik. Ketika gelombang tersebut ditembakkan pada
medium cair akan menyebabkan terbentuknya gelembung-gelembung. Gelembung akan
dipecah didekat dinding sel yang menyebabkan terbentuknya gelombang kejut dengan
cairan, sehingga dinding sel akan pecah dan menyebabkan komponen aktif keluar dan
bercampur dengan pelarut (Cintas et al., 2005). Keunggulan dari metode sonikasi ultrasonik
yakni dapat mempercepat reaksi, meningkatkan jumlah rendemen kasar (Handayani et al.,
2016), pelarut yang dibutuhkan sedikit (Turrini et al., 2018), suhu yang lebih rendah dapat
meminimalisir senyawa target (Quiroz et al., 2019). Terdapat beberapa penelitian ekstraksi
senyawa metabolit sekunder menggunakan metode sonikasi yang dilakukan, diantaranya
yang dilakukan oleh Hikmawanti et al. (2021) yang mengekstrak daun katuk menggunakan
variasi metode ekstraksi yakni maserasi, soxhletasi, dan sonikasi menghasilkan rendemen
terbaik pada metode sonikasi dengan rendemen 12, 05 mg QE/g. Selain itu, Ayu
Candraningsih et al., (2022) melakukan penelitian ekstrak daun kersen menggunakan

metode sonikasi ultrasonik dengan panjang gelombang 40 kHz. Hasil rendemen yang



10

didapatkan sebesar 34,1%. waktu ekstraksi 30 menit, dan frekuensi ultrasonik 42 kHz. Dari
proses tersebut diperoleh rendemen ekstrak sebesar 17,8%. Nilai rendemen ini
menunjukkan bahwa metode UAE efektif dalam mengekstraksi komponen terlarut dari

matriks beras hitam.

23 Pemisahan Senyawa menggunakan KLT

Metabolit sekunder merupakan senyawa kimia yang terkandung pada tumbuhan
yang dapat digunakan untuk berinteraksi dengan lingkungan, yang memiliki fungsi untuk
memproteksi tumbuhan dari mikroorganisme seperti virus bakteri dan jamur selain itu juga
berfungsi untuk menyerap sinar UV. Untuk menganalisa metabolit sekunder tersebut dapat
digunakan pendekatan berupa teknik fingerprint. Teknik analisis sidik jari yaitu pendekatan
berdasarkan pola sehingga dapat mengungkapkan semua senyawa yang terdeteksi dalam
tumbuhan. Analisis sidik jari digunakan untuk memantau komponen kimia dalam tumbuhan
(Sudrajat et al., 2020). Teknik tersebut merupakan teknik analisa untuk mengklasifikasi
secara cepat dengan tujuan tidak mengklasifikasi metabolit satu persatu melainkan
membandingkan pola fingerprint yang berubah dalam sistem biologisnya (Wolfender et al.,
2014). Untuk menganalisis profil metabolik senyawa aktif menggunakan fingerprint dapat
dibantu dengan metode kromatografi lapis tipis KLT untuk membandingkan komponen-
komponen dalam suatu ekstrak.

Kromatografi lapis tipis merupakan metode pemisahan yang didasarkan pada
perbedaan distribusi komponen diantara dua fasa gerak dan fasa diam yang memiliki tingkat
kepolaran yang berbeda. Prinsip kromatografi lapis tipis adalah adanya perbedaan sifat fisik
dan kimia dari suatu senyawa yang memiliki kecenderungan dari molekul larut dalam cairan
(kelarutan), kecenderungan molekul untuk menguap dan kecenderungan molekul untuk
melekat dipermukaan (Hendayana, 2006). Kromatografi lapis tipis melibatkan 2 fasa yaitu
fasa diam dan fasa gerak. Fasa diamnya berupa silika gel yang berfungsi sebagai
permukaan penjerap, penyangga, atau lapisan zat cair. Fasa geraknya berupa eluen yang
sesuai untuk memisahkan komponen senyawa yang diinginkan (Gritter, et al, 1991). KLT
memiliki keunggulan yang meliputi proses yang sederhana, biaya rendah, kapasitas sampel
yang besar, hasil analisis yang cepat, dan kemampuan memberikan resolusi pemisahan
yang baik (Chaudhari et al., 2018).

Pemisahan dalam KLT dilakukan melalui beberapa tahap dengan menggunakan
berbagai eluen yang memiliki tingkat kepolaran berbeda, untuk memperoleh pelarut yang
efektif dalam memisahkan komponen serta menghasilkan noda yang jelas (Lee et al., 2019).
Pemilihan sistem pelarut disesuaikan dengan senyawa aktif yang akan diperoleh. Pada
penotolan sampel dilakukan dengan mengguanakan pipa kapiler pada bagian tepi plat
kromatografi, sehingga didapatkan noda dari proses pemisahan KLT yang dapat dilihat

langsung, tetapi juga dapat menggunakan reagen penyemprotan untuk memperlihatkan
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bercak suatu zat. Analisis noda pada plat dilakukan dengan menggunakan spektrofotometer
UV atau fluorosensi atau dengan kalorimeter dengan reagen kromogenik (khopkar, 2010).
Identifikasi senyawa yang terpisah pada lapisan tipis dapat diamati dibawah sinar UV pada
panjang gelombang 366 nm yang ditentukan dengan nilai Rf. Secara kuantitatif, pemisahan
diukur melalui nilai Rf atau retention factor, dua senyawa dengan nilai Rf sama pada suhu,
fase gerak dan fase diam yang sama dapat diprediksikan sebagai senyawa yang identik
namun untuk dapat memastikan, diperlukan data pendukung lain seperti deteksi bercak pada

sinar (Day & Underwood, 2002). Nilai Rf nya menggunkan persamaan 2.1 sebagai berikut.

arak yang ditempuh senyawa
Rf = [arakyang ditempuh senyawa e, (2.1)

Jarak yang ditempuh eluen

Nilai Rf dihitung untuk penentuan dugaan jenis senyawa dengan membandingkan
jarak bercak dengan jarak tempuh larutan eluen. Senyawa dengan nilai Rf yang tinggi
menandakan memiliki kepolaran yang lebih rendah dan sebaliknya (Gandjar dan Rohman,
2007). Hal tersebut dapat terjadi dikarenakan fase diam yang bersifat polar sehingga
senyawa yang lebih polar akan tertahan kuat pada fase diam dan akan menghasilkan nilai Rf
yang lebih rendah. Hasil penelitian dari Fadhila (2016) pada tumbuhan anting-anting dengan
ekstrak etil asetat menggunakan variasi eluen antara lain klorofom : metanol (9,5:0,5),
klorofom : n-heksana (2:1), n-heksana : etil asetat : etanol (30:2:1), toluene : etil asetat :
dietilamin (7:2:1) dan sikloheksana : toluene : dietilamin (75:15:10), berdasarkan hasil
tersebut yang menunjukkan eluen terbaik yaitu pada perbandingan sikloheksana : toluene :
dietilamin (75:15:10) karena mendapatkan senyawa alkaloid yang terpisah dengan baik pada
4 noda dengan nilai Rf sebesar 0,35; 0,65; 0,78; dan 0,89.

24 Validasi Metode Fingerprint KLT

Bukti formal bahwa suatu metode sesuai untuk digunakan adalah dengan melakukan
validasi metode. Validasi metode ini perlu dilakukan agar metode yang dikembangkan dapat
digunakan dalam mengevaluasi kualitas dan stabilitas tanaman. Parameter yang digunakan
dalam validasi metode adalah stabilitas, presisi, ketegaran, dan spesifitas. Fokus dari
validasi metode secara kualitatif dengan metode KLT yaitu nilai Rf, profil sidik jari, dan warna
zona pita (Reich dan Schibli, 2006).

2.5 Analisis Menggunakan ImageJ
Salah satu software yang mengembangkan sistem teknologi pengolahancitra gambar
menjadi kromatogram yaitu software ImageJ. Software Imaged merupakan pengolahan

gambar berbasis Java yang telah dikembangkan di National Institute of Health (Kurniawan et
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al., 2011). ImageJ merupakan program untuk memproses dan menganalisis gambar secara
digital yang dapat digunakan dalam bidang kesehatan, biologi maupun fisika. Kelebihan
utama I/mageJ adalah dapat mengubah data kualitatif (seperti gambar) menjadi data
kuantitatif yang bisa disajikan dalam bentuk grafik. Banyak sekali fitur-fitur yang dapat
dilakukan dengan Imaged. Fitur-fitur yang umum digunakan yaitu kuantifikasi fraksi area
fibrosis, mengukur ketebalan dinding arteri, hitung jumlah sel, dan analisis densitometri band
elektroforesis (Halim, 2019).

ImageJ mampu melakukan manipulasi kontras citra, filtering, menghitung area dan
nilai piksel dari suatu ROI. ImagedJ dapat menampilkan histogram dan profil dari citra yang
dianalis (Apriantoro et al., 2018). Image J membantu stacks dan hyperstacks, serangkaian
gambar yang ditampilkan dengan suatu jendela dan multi urutan, sehingga memerlukan
waktu operasi, seperti pembacaan berkas gambar yang dapat ditunjukkan secara parrarel
dengan operasi lainnya. Selain itu, aplikasi ini dapat menghitung nilai area dan piksel dari
suatu gambar yang diinginkan, dapat membuat profil dari densitogram dan garis kurva.
(Fitrianti, 2011).

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Fitrianti (2011) menggunakan software
Imaged dari hasil gambar plat KLT mengenai tiga komponen yang terdeteksi dalam larutan
standar kurkumin yaitu kurkumin, dimetoksikurkumin dan bisdimetoksikurkumin dengan

visualisasi sinar UV pada panjang gelombang 366 nm.
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Gambar 2.2 Luas area puncak dari masing-masing gambar pita komponen standar

kurkumin

2.6 Analisis Multivariat Menggunakan Metode Principal Component Analysis (PCA)
Metode kemometrik digunakan untuk menemukan korelasi statistika yang telah
diketahui dari hasil sampel, iimu tersebut mengaplikasikan ilmu-ilmu tentang matematika,

statistika dan logika untuk mengolah data hasil penelitian secara kimia (Rohman et al.,
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2021). Terdapat berbagai analisa kemometrik yang digunakan untuk menganalisa metabolit
sekunder salah satunya metode Principlel Component Analysis (PCA). PCA (Principal
Component Analysis) sebagai metode analisis multivariat yang digunakan untuk
menyederhanakan data dengan cara mentransformasikan variabel-variabel awal menjadi
variabel baru yang lebih sedikit. Meskipun jumlah variabelnya berkurang, metode ini tetap
dapat mempertahankan sebagian besar informasi atau variasi dari data asli, sehingga
memudahkan proses analisis tanpa kehilangan informasi penting (Haq et al., 2023). Metode
PCA memiliki tujuan untuk menyederhanakan sesuatu yang diamati (data yang besar)
menjadi dimensi yang sederhana dengan cara mereduksi variabel menjadi lebih sederhana
tanpa menghilangkan variabel yang asli (Pratiwi et al., 2013).

Principal Component Analysis (PCA) merupakan metode statistik multivariat yang
digunakan untuk menyederhanakan data berdimensi besar menjadi beberapa komponen
utama tanpa menghilangkan informasi penting dalam data. Metode PCA mampu
mengelompokkan sampel berdasarkan kemiripan karakteristik metabolit melalui reduksi
dimensi data multivariat sehingga pola hubungan antar sampel dapat divisualisasikan secara
lebih sederhana (Bro & Smilde, 2014). PCA bekerja dengan mentransformasikan variabel
asli menjadi variabel baru yang disebut principal component (PC). Principal component
pertama (PC1) memiliki variasi terbesar dalam data, sedangkan principal component kedua
(PC2) memiliki variasi terbesar kedua dan bersifat ortogonal terhadap PC1. Secara
matematis, PCA diperoleh melalui perhitungan matriks kovarians yang kemudian
menghasilkan eigenvalue dan eigenvector. Eigenvalue menunjukkan besarnya variasi yang
dijelaskan oleh suatu komponen utama, sedangkan eigenvector menunjukkan kontribusi
masing-masing variabel terhadap pembentukan komponen tersebut (Jolliffe dan Cadima,
2016). Dalam analisis kemometrik, PCA digunakan untuk:

e Mengelompokkan sampel berdasarkan kemiripan profil metabolit

e Mengidentifikasi variabel dominan

e Menentukan pola hubungan antar sampel

e Memvisualisasikan perbedaan data melalui score plot dan loading plot

Score plot menunjukkan distribusi sampel berdasarkan principal component,
sedangkan loading plot menunjukkan kontribusi masing-masing variabel terhadap

pemisahan kelompok.
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juni-Oktober 2025 di Laboratorium Kimia
Analitik Program Studi Kimia, Fakutas Sains dan Teknologi Universitas Islam Negeri

Maulana Malik Ibrahim Malang.

3.2 Alat dan Bahan
3.2.1 Alat

Adapun alat yang digunakan pada peneitian ini meliputi ayakan 90 mesh, spatula,
oven, waterbath, klem statif, gelas arloji, gelas beaker 50 mL, gunting, blender, loyang,
cawan penguap, desikator, neraca analitik, kaca arloji, penjepit kayu, botol vial, pipet ukur (5
dan 10 mL), pipet volume 1 mL, corong gelas, kertas saring, batang pengaduk, botol
semprot, bola hisap, plat silika gel GeoF254, chamber, lampu UV 366 nm, aplikasi Imagej, dan

metaboAnalyst.

3.2.2 Bahan
Adapun bahan yang digunakan pada peneitian ini meliputi tanaman daun kersen
(Muntingia calabura L.) yang diambil di Perumahan Tidar Kota Malang, etanol, etanol 70%,

kloroform, n-heksana, etil asetat, dan aquades.

3.3 Rancangan Penelitian

Penelitian dilakukan melalui pengujian eksperimental dilaboratorium. Tahapan awal
yang dilakukan yaitu pengambilan sampel tanaman daun kersen (Muntingia calabura L.)
yang berlokasi di Perumahan Tidar Kota Malang. Tanaman kersen (Muntingia calabura L.)
dideterminasi di UPT Laboratorium Herbal Materia Medica Batu untuk memastikan keaslian
spesies tanaman yang digunakan dalam penelitian. Hasil determinasi menunjukkan bahwa
sampel yang digunakan merupakan spesies Muntingia calabura L. Daun kersen sebelum di
proses ekstraksi, daun kersen dibersihkan dengan dicuci hingga bersih untuk menghilangkan
pengotor yang masih menempel pada sampel, dipotong kecil- kecil dan dikeringkan dengan
menggunakan oven. Kemudian sampel kering dihaluskan dengan blender hingga halus
(serbuk) dan diayak dengan ayakan 90 mesh sehingga diperoleh sampel berupa serbuk
halus. Serbuk yang diperoleh akan diekstrak menggunakan metode sonikasi dengan
frekuensi 42 kHz selama 20 menit menggunakan variasi pelarut (etanol, etanol 70%,
kloroform, n-heksana, etil asetat). Selanjutnya hasil ekstraksi sonikasi disaring dan
didapatkan filtratnya yang merupakan ekstrak kasar senyawa tanaman daun kersen. Hasil

ekstrak kasar yang dihasilkkan akan dilanjutkan tahap pemisahan senyawa aktif
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menggunakan metode Kromatogorafi Lapis Tipis (KLT). Hasil kromatogram kemudian

dianalisis menggunakan aplikasi imageJ dan metode PCA.

34 Tahapan Penelitian

Penelitian ini dirancang dengan tahapan sebagai berikut:

Pengambilan sampel.

Preparasi sampel tanaman daun kersen (Muntingia calabura L.).

Ekstraksi sampel menggunakan metode metode sonikasi dengan frekuensi 42 kHz.
Pemisahan senyawa aktif menggunakan KLT.

Analisis data menggunakan perangkat lunak ImageJ .

A

Analisis Multivariat menggunakan metode PCA.

3.5 Prosedur Penelitian
3.5.1 Preparasi Sampel Tanaman Daun Kersen (Muntingia calabura L.)

Daun Kersen (Muntingia calabura L.) dicuci dengan air terlebih dahulu untuk
membersihkan kotoran pada daun kersen. Kemudian daun Kersen (Muntingia calabura L.)
dipotong kecil-kecil dan dikeringkan dengan menggunakan oven. Setelah kering, seluruh
bagian yang telah dipotong tersebut dihaluskan menggunakan blender sampai membentuk
serbuk. Kemudian serbuk diayak menggunakan ayakan mesh 90 mesh, sehingga diperoleh
sampel berupa serbuk halus daun Kersen (Muntingia calabura L.). Sampel tersebut

selanjutnya disimpan dalam wadah tertutup.

3.5.2 Ekstraksi Sampel Menggunakan Metode Metode Sonikasi

Ekstraksi sampel pada daun tanaman daun Kersen (Muntingia calabura L.)
menggunakan ekstraksi ultrasonik. Dimana ekstraksi dilakukan menggunakan variasi pelarut
(etanol, etanol 70%, kloroform, n-heksana, etil asetat) selama 20 menit dengan frekuensi 42
kHz. Tahap ekstraksi dilakukan dengan ditimbang 1 gram serbuk sampel daun Kersen
(Muntingia calabura L.) dan dilarutkan dalam 10 mL pelarut (etanol, etanol 70%, kloroform,
n-heksana, dan etil asetat). Campuran tersebut dimasukkan kedalam erlenmeyer dan
diekstraksi menggunakan ultrasonik dengan frekuensi 42 kHz selama 20 menit. Selanjutnya
hasil ekstraksi disaring menggunakan kertas saring sehingga diperoleh filtrat. Kemudian

ekstrak yang dihasilkan disimpan dalam botol vial.

3.5.3 Pengujian Kadar Air Simplisia

Pengujian kadar air simplisia dilakukan menggunakan metode gravimetri. Sebanyak
2 gram simplisia daun kersen dimasukkan ke dalam cawan porselen yang telah ditimbang
sebelumnya, kemudian dipanaskan menggunakan oven pada suhu 105°C hingga diperoleh

bobot konstan. Persentase kadar air dihitung menggunakan rumus:



17

Kadar air (%) = (W1 - W2) / W1) x 100%
Keterangan: W1 = berat simplisia sebelum pemanasan
W2 = berat simplisia setelah pemanasan
Pengujian kadar air dilakukan untuk memastikan stabilitas simplisia dan meminimalkan

pengaruh kadar air terhadap hasil ekstraksi.

3.5.4 Pemisahan Senyawa Aktif Menggunakan KLT
Proses pemisahan senyawa aktif dengan metode KLT dilakukan dengan beberapa

persiapan diantaranya:

3.5.4.1 Persiapan Plat KLT

Pemisahan senyawa aktif tanaman daun Kersen (Muntingia calabura L.) dilakukan
dengan menggunakan plat silika gel GeoF254 sebagai fase diamnya, jarak 1 cm sebagai posisi
penotolan sampel, dan 1 cm pada bagian tepi atas sebagai batas dari proses elusi. Sebelum

digunakan, plat silika diaktivasi dengan cara di oven pada suhu 100°C selama 30 menit.

3.5.4.2 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 vyaitu sikloheksana: toluena:
dietilamin dengan perbandingan 75 : 15 : 10 (Fadhilah, 2016).

3.5.4.3 Penotolan Sampel
Ekstrak daun kersen dengan variasi pelarut ditotolkan pada plat KLT dengan jarak 1
cm dari tepi bawah plat, penotolan dilakukan menggunakan micropipette. Ekstrak ditotolkan

sebanyak 6 kali pada titik yang sama untuk setiap pelarut.

3.5.4.4 Proses Elusi

Plat kemudian dielusi dengan fase gerak, di mana plat KLT dimasukkan dalam
chamber yang berisi fasa gerak yang telah jenuh. Chamber ditutup rapat hingga larutan
pengembang (eluen) mencapai batas garis tepi atas pada plat. Setelah proses elusi selesai,

plat KLT diangkat dan dikeringkan dengan cara dianginanginkan.

3.5.4.5 Identifikasi Noda
Noda-noda yang terbentuk pada plat silika hasil KLT, kemudian diamati

menggunakan sinar UV pada panjang gelombang 366 nm. Noda yang tampak ditandai
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dengan pensil dan diamati kembali dibawah sinar UV. Kemudian didokumentasikan hasil

yang didapatkan.

3.5.5 Analisis Menggunakan Imagej

Hasil dokumentasi dari hasil KLT yang berupa file (JPEG/PNG) akan diolah
menggunakan software imageJ. 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).

3.5.6 Analisis Menggunakan PCA

Data dari ImagedJ 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

Penelitian ini menggunakan sampel berupa daun tumbuhan kersen (Muntingia
calabura L.) yang di ambil di Perumahan Tidar Kota Malang, Kecamatan Pisang candi, Kota
Malang. Preparasi tanaman kersen dimulai dengan mencucinya menggunakan air mengalir
untuk menghilangkan kotoran dan kontaminan yang dapat mempengaruhi hasil ekstraksi.
Selanjutnya, tanaman tersebut dipotong menjadi bagian yang lebih kecil untuk meningkatkan
efisiensi proses ekstraksi. Dengan memperkecil ukuran partikel, luas permukaan yang
bersentuhan dengan pelarut meningkat, memungkinkan reaksi yang lebih cepat dan efisien
antara zat terlarut dan pelarut, serta menghasilkan filtrat yang lebih banyak dalam waktu
yang lebih singkat. Oleh karena itu, langkah-langkah preparasi yang tepat sangat penting
untuk mencapai hasil ekstraksi yang optimal (Pratiwi et al.,, 2018). Pengeringan dengan
matahari langsung merupakan proses pengeringan yang paling ekonomis dan paling mudah
dilakukan, akan tetapi dari segi kualitas alat pengering buatan (oven) akan memberikan
produk yang lebih baik. Sinar ultraviolet dari matahari juga menimbulkan kerusakan pada
kandungan kimia bahan yang dikeringkan. Proses pengeringan yang terjadi pada oven yaitu
panas yang diberikan pada bahan pangan dalam sebuah oven dapat melalui radiasi dari
dinding oven, konveksi dan sirkulasi udara panas dan melalui konduksi melalui wadah
tempat bahan pangan diletakkan. Pengeringan dengan oven dianggap lebih menguntungkan
karena akan terjadi pengurangan kadar air dalam jumlah besar dalam waktu yang singkat.
(Mulita dan Tanggasari, 2024).

Penggunaan oven dalam proses pengeringan bertujuan untuk mengurangi kadar air
pada sampel, sehingga dapat mencegah pertumbuhan mikroba yang tidak diinginkan.
Proses ini juga menghentikan aktivitas enzimatik yang dapat merusak kualitas simplisia.
Kehadiran air dalam sampel berpotensi memicu pertumbuhan kapang dan mikroba lainnya.
Oleh karena itu, pengeringan yang efektif sangat penting untuk memastikan stabilitas
senyawa aktif, terutama ketika kadar air masih tinggi, di mana enzim tertentu dapat
menguraikan komponen aktif meskipun sel-selnya sudah mati (Winangsih et al., 2013). Suhu
yang tinggi dapat mempercepat proses pengeringan, namun seringkali bahan baku atau
sampel yang digunakan masih belum kering sepenuhnya. Di sisi lain, jika suhu pengeringan
terlalu rendah, prosesnya akan berlangsung lambat dan dapat menyebabkan perkembangan
jamur serta mikroba. Oleh karena itu, secara umum, suhu yang dianggap efektif untuk
pengeringan berkisar antara 50-65°C, yang dapat menjaga kualitas bahan sambil
meminimalkan risiko kontaminasi mikroba (Sari dan Prasetyo, 2019; Widyastuti dan
Setyowati, 2021).
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Gambar 4.1 Serbuk sampel daun kersen

Sampel yang telah melalui proses pengeringan menunjukkan perubahan warna
menjadi hijau-kecoklatan dengan tekstur yang halus. Berbeda dengan kondisi awalnya yang
berwarna hijau cerah dan juga memiliki tekstur halus. Perubahan ini dipengaruhi oleh suhu
dan durasi pengeringan yang diterapkan. Menurut Pramono dan Setiawan (2021),
pengeringan tepung singkong pada suhu tertentu tidak menyebabkan perubahan warna
yang signifikan, hal ini disebabkan oleh waktu pengeringan yang singkat dan suhu yang
relatif rendah. Di sisi lain, Supriyanto dan Wulandari (2020) mengungkapkan bahwa dalam
proses pengeringan daun bayam pada suhu tertentu, daun tersebut masih dapat
mempertahankan warna hijau cerah. Namun, jika pengeringan tidak dilakukan secara
merata, dapat terjadi perubahan warna akibat degradasi klorofil, yang mengakibatkan warna
berubah dari hijau menjadi hijau-kecoklatan. Selain itu, proses pengayakan serbuk kersen
bertujuan untuk menyamakan ukuran serbuk sampel, sehingga meningkatkan interaksi
antara zat terlarut dan pelarut. Penyimpanan dalam wadah plastik juga penting untuk

menjaga agar tidak merusak kandungan metabolit sekundernya.

4.2 Ekstraksi dengan Ultrasonik

Ekstraksi ultrasonik telah menjadi metode yang populer dalam mendapatkan ekstrak
dari bahan alami karena kemampuannya untuk meningkatkan rendemen dan mempercepat
proses ekstraksi. Metode ini menggunakan gelombang ultrasonik untuk menciptakan kavitasi
dalam pelarut, yang membantu memecah dinding sel dan melepaskan senyawa aktif ke
dalam larutan (Adhiksana et al., 2017). Penggunaan suhu rendah selama proses ini juga
membantu menjaga stabilitas senyawa sensitif terhadap panas. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstraksi dengan metode ultrasonik dapat menghasilkan kualitas
ekstrak yang lebih baik dibandingkan dengan metode konvensional (Zhu et al., 2016).

Serbuk daun kersen dicampur masing-masing pelarut dengan perbandingan 1:10 (b/v).
Penggunaan pelarut dalam proses ekstraksi tanaman sangat mempengaruhi hasil yang
diperoleh. Etanol adalah pelarut polar yang umum digunakan karena kemampuannya untuk

melarutkan senyawa polar dan semi-polar, serta memiliki sifat yang tidak beracun. Penelitian



21

menunjukkan bahwa semakin tinggi konsentrasi etanol, semakin banyak komponen bioaktif
yang dapat diekstraksi (Yasa et al., 2019). Etil asetat, sebagai pelarut semi-polar, efektif
dalam mengekstraksi senyawa-senyawa seperti flavonoid dan terpenoid, yang memiliki titik
didih lebih rendah (Kumar et al., 2021). Di sisi lain, kloroform adalah pelarut non-polar yang
digunakan untuk mengekstrak senyawa non-polar seperti lipid dan steroid, memberikan
variasi dalam komposisi ekstrak (Dolatowski et al., 2007). N-heksana juga merupakan
pelarut nonpolar yang sering digunakan untuk mengekstrak senyawa hidrokarbon. Pemilihan
jenis pelarut yang tepat sangat penting karena dapat mempengaruhi jumlah dan komposisi
fitokimia serta aktivitas biologis dari ekstrak tanaman; variasi kepolaran pelarut akan
berdampak pada efektivitas ekstraksi dan potensi senyawa bioaktif yang dihasilkan (Buhian
et al., 2016; Setyantoro et al., 2022).

Gambar 4.2 Serbuk sampel + etanol (A), N-heksana (B), kloroform (C), etil asetat (D), etanol
70% (E)

Serbuk sampel yang dicampur dengan empat pelarut berbeda: etanol (A), n-heksana
(B), kloroform (C), dan etil asetat (D). Setiap pelarut memiliki ciri khas, seperti bau yang
berbeda. Etanol berbau seperti alkohol, n-heksana seperti minyak tanah, kloroform beraroma
manis tajam, dan etil asetat seperti pelarut cat. Awalnya, semua pelarut berwarna bening.
Setelah dicampur dengan serbuk sampel, warnanya berubah. Pada Gambar 4.2 (A) dan (B),
campuran terlihat lebih terang dengan sedikit endapan. Sementara pada Gambar 4.2 (C)
dan (D), campuran terlihat lebih pekat dan berwarna hijau gelap, menunjukkan serbuk larut
lebih baik. Proses ekstraksi dilakukan selama 20 menit, lalu campuran disaring untuk
mendapatkan cairan hasil ekstrak daun kersen.
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Gambar 4.3 Hasil ekstraksi sampel dengan pelarut setelah disaring etanol (A), N-heksana
(B), kloroform (C), etil asetat (D), etanol 70% (E)

Adapun hasil warna yang diperoleh dari ekstraksi pada Gambar 4.3 menunjukkan hasil
ekstraksi daun kersen (Muntingia calabura L.) menggunakan empat jenis pelarut dengan
tingkat kepolaran yang berbeda, yaitu n-heksana (A), kloroform (B), etil asetat (C), dan
etanol (D). Ekstrak n-heksana (A) berwarna kuning, menunjukkan bahwa pelarut non-polar
ini mengekstraksi senyawa lipofilik seperti lipid atau terpenoid (Handa et al., 2008).
Kloroform (B) dan etil asetat (C) menghasilkan warna gelap, yang mengindikasikan
kemampuan pelarut semi-polar untuk mengekstraksi senyawa seperti flavonoid atau fenolik
(Sasidharan et al., 2011). Sementara itu, ekstrak etanol (D) berwarna hijau gelap,
mencerminkan sifat polar etanol yang mendukung ekstraksi senyawa polar seperti alkaloid,
tannin, atau glikosida (Das et al., 2010). Perbedaan warna pada ekstrak mencerminkan
variasi metabolit yang terekstraksi dari Muntingia calabura L. sesuai dengan sifat kepolaran
pelarut yang digunakan.

Senyawa yang terekstrak akan terbagi berdasarkan tingkat kepolaran pelarutnya
(prinsip like dissolve like). Pada pelarut N-Heksana (A) mengekstrak senyawa non-polar
seperti lemak, lilin, klorofil, minyak atsiri (terpenoid), steroid, dan senyawa fenolik non-polar.
Sedangkan pada pelarut kloroform (B) mengekstrak senyawa semi-polar hingga non-polar
seperti lipid, flavonoid tertentu, kumarin, dan alkaloid bebas. Pelarut etil asetat (C)
mengekstrak senyawa semi-polar seperti flavonoid (aglikon), tanin, dan beberapa alkaloid.
Pelarut ini paling optimal untuk menarik senyawa dengan polaritas menengah. Pelatut etanol
(D) merupakan pelarut polar (universal) yang mengekstrak senyawa polar dan semi-polar

seperti glikosida, flavonoid (glikosida), tanin, dan saponin.

4.3 Analisis Senyawa Aktif dengan Kromotografi Lapis Tipis
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) merupakan teknik yang efektif untuk memisahkan

komponen-komponen dalam ekstrak tanaman dan mengidentifikasi jumlah komponen yang
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terpisah berdasarkan pola bercak yang terbentuk. Dalam penelitian ini, plat silika GeoF2s4
dipilih karena kemampuannya berfluoresensi ketika terpapar sinar ultraviolet pada panjang
gelombang 254 nm dan 366 nm. Fase gerak yang digunakan berupa campuran eluen
sikloheksana (75%), toluena (15%), dan dietilamin (10%), yang memiliki sifat non-polar
dengan sedikit komponen polar, menjadikannya cocok untuk memisahkan senyawa
berdasarkan perbedaan polaritas. Sikloheksana dan toluena berperan dalam melarutkan
senyawa non-polar, sementara dietilamin, meskipun polar, memiliki sifat semipolar yang
memungkinkan interaksi dengan senyawa polar tanpa mengubah dominasi non-polar dalam
campuran. Proses pemisahan dilakukan dengan penjenuhan fase gerak untuk
menyeimbangkan tekanan uap dalam bejana, memastikan proses elusi berjalan optimal.
Sampel diekstraksi sebanyak 5 uL dan ditotolkan pada plat KLT sebanyak enam totol,
hasil elusi yang membutuhkan waktu sekitar 30 menit, proses ini dilanjutkan dengan
pengeringan plat untuk memperoleh pemisahan yang jelas. Berikut ini adalah hasil plat KLT

yaitu:

Gambar 4.4 Hasil pemisahan dengan KLT yakni : etanol 70% (A), etanol (B), etil asetat (C),
kloroform (D), N-heksana (E)

Pada proses pemisahan menggunakan KLT, terbentuk berbagai noda pada setiap plat
KLT yang diamati. Noda-noda tersebut menunjukkan adanya senyawa aktif tertentu yang
terkandung dalam ekstrak kasar. Perbedaan warna pada noda yang terbentuk
mengindikasikan jenis senyawa aktif yang berbeda. Pengamatan dilakukan dengan sinar UV
pada panjang gelombang 254 dan 366 nm, yang memungkinkan lempeng KLT menunjukkan
fluoresensi dan memperlihatkan bercak yang gelap atau bercak berfluoresensi terang di atas
dasar yang memiliki fluoresensi seragam, sehingga memudahkan deteksi noda tersebut
(Gandjar dan Rohman, 2007). Adapun hasil pemisahan KLT pada tiap variasi pelarut yang
diperoleh yakni:



24

A B
Gambar 4.5 Hasil KLT pelarut etanol 70% (A) sebelum dibawah sinar lampu UV 366

nm dan (B) sesudah dibawah sinar lampu UV 366 nm didapatkan 5 noda

A B
Gambar 4.6 Hasil KLT pelarut etanol (A) sebelum dibawah sinar lampu UV 366 nm dan (B)
sesudah dibawah sinar lampu UV 366 nm didapatkan 4 noda

A B
Gambar 4.7 Hasil KLT pelarut etil asetat (A) sebelum dibawah sinar lampu UV 366 nm dan

(B) sesudah dibawah sinar lampu UV 366 nm didapatkan 4 noda
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A B
Gambar 4.8 Hasil KLT pelarut kloroform (A) sebelum dibawah sinar lampu UV 366 nm dan
(B) sesudah dibawah sinar lampu UV 366 nm didapatkan 4 noda

A B
Gambar 4.9 Hasil KLT pelarut N- heksana (A) sebelum dibawah sinar lampu UV 366 nm dan

(B) sesudah dibawah sinar lampu UV 366 nm didapatkan 4 noda

Hasil pemisahan senyawa dalam ekstrak Muntingia calabura L. menggunakan metode
Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dengan pelarut etanol 70% dan 99%, etilasetat, kloroform,
dan n-heksana menunjukkan variasi jumlah noda yang dihasilkan, yang mencerminkan
pengaruh kepolaran pelarut terhadap kemampuan pemisahan senyawa. Pada pelarut etanol
(Gambar 4.5 dan 4.6), lima noda etanol 70% dan empat noda etanol terdeteksi setelah
pengamatan di bawah sinar UV 366 nm. Hal ini menunjukkan bahwa penggunaan etanol
sebagai pelarut, meskipun polar, hanya mampu memisahkan senyawa dengan kepolaran
tinggi, sehingga senyawa polar cenderung terbawa oleh fasa gerak dan tidak tertahan dalam
fasa diam.

Sementara itu, pelarut n-heksana (Gambar 4.9), hasil menunjukkan adanya empat
noda yang terdeteksi, mirip dengan etanol dan etil asetat. Namun, n-heksana, yang sangat

nonpolar, cenderung hanya membawa senyawa nonpolar, sementara senyawa polar tidak
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terdeteksi karena afinitasnya yang rendah terhadap pelarut ini. (Gambar 4.7), di mana
empat noda terdeteksi. Etil asetat yang memiliki kepolaran sedang, juga menghasilkan
empat noda, tetapi intensitas dan kualitas noda lebih baik dibandingkan etanol. Dengan
pelarut ini, senyawa yang memiliki polaritas menengah lebih terlihat, meskipun jumlah noda
masih terbatas. Hasil yang paling signifikan terlihat pada penggunaan pelarut kloroform
(Gambar 4.8), di mana empat noda terdeteksi. Kloroform, yang bersifat kurang polar,
memungkinkan pemisahan senyawa nonpolar dan semi-polar dalam ekstrak, menghasilkan
noda yang lebih banyak dan lebih jelas. Dengan kloroform, senyawa yang memiliki afinitas
rendah terhadap fasa diam dapat tertahan cukup lama, sehingga memungkinkan pemisahan
yang lebih baik. Analisis menunjukkan bahwa kepolaran pelarut sangat berpengaruh
terhadap jumlah senyawa yang terpisah. Semakin tinggi tingkat kepolaran pelarut, semakin
sedikit senyawa yang tertahan di fasa diam, sehingga jumlah noda yang terlihat berkurang.
Selain itu, intensitas dan warna noda yang terlihat di bawah sinar UV juga dipengaruhi
oleh fluoresensi, di mana emisi cahaya terjadi saat elektron kembali ke keadaan dasar
setelah tereksitasi. Warna yang terlihat mencerminkan energi emisi yang dilepaskan, dengan
variasi warna menunjukkan perbedaan sifat senyawa dalam ekstrak. Menurut Zahro (2011),
fluoresensi ini dipengaruhi oleh struktur molekul senyawa yang berbeda, yang
mengakibatkan variasi warna dan intensitas noda. Berdasarkan kriteria Markham (1998),
pemisahan KLT yang baik harus menghasilkan noda yang bulat, tidak berekor, serta
pemisahan antar noda yang jelas dan konsisten di setiap pengulangan. Dalam penelitian ini,
hasil terbaik diperoleh dengan pelarut kloroform karena jumlah noda yang terpisah paling
banyak, dengan bentuk noda yang lebih jelas dibandingkan pelarut lainnya. Dengan
demikian, kloroform dianggap sebagai pelarut yang paling efektif untuk pemisahan senyawa
dalam ekstrak daun kersen (Muntingia calabura L.). Pemilihan pelarut yang sesuai sangat
penting dalam analisis kimia, terutama untuk mendapatkan hasil pemisahan senyawa yang
optimal dan representatif.
Perhitungan nilai Rf dan resolusi setiap noda membantu mengidentifikasi senyawa.
Jika nilai Rf-nya mirip, berarti noda pembanding memiliki karakteristik yang serupa.

Kesimpulan ini bisa diperkuat dengan uji presisi menggunakan Standar Deviasi (SD).



Tabel 4.1 Hasil nilai Rf ekstrak Muntingia calabura L. dari 4 Variasi Pelarut

Nilai Rf
Pelarut
1 2 3 4 5 6 7 9
Etanol 70% 1 0.15 0.25 0.337 0.625
Etanol 70% 2 0.237 0.375
Etanol 70% 3 0.125
Etanol 70% 4 0.25
Etanol 70% 5 0.2
Etanol 70% 6 0.212
Etanol 99% 1 0.187 0.312 0.512 0.712
Etanol 99% 2 0.187 0.5
Etanol 99% 3 0.187 0.375 0.487
Etanol 99% 4 0.1 0.187
Etanol 99% 5 0.225 0.3 0.5
Etanol 99% 6 0.125
N-heksana 1 0.062 0.137 0.752 0.987
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N-heksana 2

N-heksana 3

N-heksana 4

N-heksana 5

N-heksana 6

Etil asetat 1

Etil asetat 2

Etil asetat 3

Etil asetat 4

Etil asetat 5

Etil asetat 6

Kloroform 1

Kloroform 2

Kloroform 3

Kloroform 4

Kloroform 5

0.087

0.062

0.1

0.1

0.1

0.125

0.125

0.125

0.112

0.125

0.125

0.187

0.187

0.187

0.187

0.187

0.187

0.2

0.2

0.2

0.312

0.375

0.225 0.3

0.25

0.312

0.312

0.325

0.75 0.875
0.887
0.75 0.875
0.512 0.712
0.5
0.487
0.5

0.9

0.987

0.937

0.937

0.937

0.937




Kloroform 6

Rata rata

Standar deviasi

0.125 0.25

0.0872857 0.1271818 0.1907143 0.237375 0.3304545 0.5277778

0.0179138 0.0094108 0.0060945 0.0150612 0.0304019 0.084547

0.937

0.7098 0.879 0.944875

0.0510705 0.0069282 0.0289652
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Berdasarkan Tabel 4.1 menunjukkan hasil analisis ekstrak tanaman daun kersen
(Muntingia calabura L.) menggunakan menggunakan pelarut etanol 70%, etanol 99%, etil
asetat, kloroform, dan n-heksana menunjukkan perbedaan pola pemisahan yang ditandai
oleh variasi nilai Rf. Perbedaan tersebut menunjukkan bahwa setiap pelarut memiliki
kemampuan yang berbeda dalam melarutkan dan memisahkan senyawa berdasarkan
tingkat kepolarannya. Pelarut polar, seperti etanol, cenderung mengekstraksi senyawa polar
sehingga menghasilkan nilai Rf yang relatif rendah, sedangkan pelarut non-polar seperti
kloroform dan n-heksana menghasilkan nilai Rf yang lebih tinggi karena lebih efektif
melarutkan senyawa non-polar. Etil asetat sebagai pelarut semi-polar mampu mengekstraksi
senyawa dengan rentang kepolaran yang lebih luas sehingga menghasilkan variasi nilai Rf
yang cukup besar. Perbedaan nilai Rf pada KLT dipengaruhi oleh interaksi senyawa dengan
fase diam dan fase gerak yang berkaitan erat dengan sifat kepolaran senyawa dan pelarut
yang digunakan (Poole, 2012).

Analisis Kromatografi Lapis Tipis (KLT) ekstrak daun kersen (Muntingia calabura L.)
menggunakan pelarut etanol 70%, etanol 99%, etil asetat, n-heksana, dan kloroform
menghasilkan sembilan kelompok nilai Rf dengan rata-rata berkisar antara 0,087-0,945.
Perbedaan nilai Rf menunjukkan bahwa senyawa dalam ekstrak memiliki tingkat kepolaran
yang beragam sehingga menghasilkan pola migrasi yang berbeda pada fase diam silika gel.
Pelarut polar, seperti etanol 70% dan etanol 99%, cenderung mengekstraksi senyawa polar
yang ditunjukkan oleh nilai Rf rendah hingga sedang (0,100-0,712), sedangkan pelarut non-
polar, seperti n-heksana dan kloroform, menghasilkan nilai Rf yang lebih tinggi hingga
mencapai 0,987, mengindikasikan keberadaan senyawa non-polar yang memiliki afinitas
lebih besar terhadap fase gerak. Etil asetat sebagai pelarut semi-polar menunjukkan pola
pemisahan yang berada di antara kedua kelompok pelarut tersebut. Menurut Poole (2012),
nilai Rf dipengaruhi oleh interaksi antara senyawa, fase diam, dan fase gerak, sehingga
perbedaan kepolaran pelarut akan menentukan kemampuan pemisahan senyawa pada KLT.

Nilai Rf ekstrak etanol 99% dan etil asetat terlihat identik pada seluruh pengulangan,
yaitu menghasilkan pola nilai Rf yang sama pada setiap kelompok noda (0,100; 0,125; 0,187;
0,225; 0,300-0,312; 0,375; 0,487-0,512; dan 0,712). Kesamaan ini menunjukkan bahwa
senyawa yang terdeteksi pada kedua ekstrak memiliki karakteristik migrasi yang sama pada
sistem KLT yang digunakan. Namun, kesamaan nilai Rf tidak serta-merta menunjukkan
bahwa etanol 99% dan etil asetat mengekstraksi senyawa yang identik secara keseluruhan.
Nilai Rf hanya menggambarkan posisi migrasi senyawa pada lempeng KLT dan dapat
dipengaruhi oleh interaksi antara senyawa, fase diam, dan fase gerak. Senyawa yang
berbeda masih mungkin memiliki nilai Rf yang sama apabila memiliki polaritas dan afinitas
yang serupa terhadap sistem kromatografi yang digunakan (Poole, 2012). Secara kimia,
etanol 99% merupakan pelarut polar protik, sedangkan etil asetat termasuk pelarut semi-

polar aprotik. Meskipun berbeda tingkat kepolarannya, kedua pelarut masih mampu
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melarutkan kelompok metabolit sekunder tertentu, seperti flavonoid aglikon, fenol, dan
beberapa terpenoid semi-polar. Oleh karena itu, kemiripan profil KLT yang diperoleh diduga
menunjukkan bahwa kedua pelarut mengekstraksi komponen dominan yang sama atau
memiliki karakteristik kepolaran yang serupa (Sherma, 2013).

Hasil perhitungan standar deviasi (SD) nilai Rf menunjukkan kisaran 0,006-0,085.
Sebagian besar kelompok nilai Rf memiliki SD < 0,05, yang mengindikasikan bahwa hasil
pengukuran memiliki tingkat presisi dan keterulangan yang baik. Nilai SD yang rendah
menunjukkan bahwa variasi antarulangan relatif kecil sehingga posisi noda yang dihasilkan
pada lempeng KLT cenderung konsisten. Menurut Reich dan Schibli (2006), nilai ARf yang
tidak melebihi 0,05 menunjukkan reproduksibilitas metode yang baik dan dapat digunakan
untuk identifikasi awal senyawa. Namun, pada kelompok nilai Rf ke-6 diperoleh SD sebesar
0,085 yang menunjukkan variasi pengukuran lebih tinggi dibandingkan kelompok lainnya.
Variasi tersebut dapat disebabkan oleh perbedaan kondisi pengembangan kromatogram,
ketidaktepatan penotolan sampel, atau kesalahan dalam pengukuran jarak migrasi noda.
Meskipun demikian, secara keseluruhan hasil analisis menunjukkan tingkat presisi yang
memadai sehingga data nilai Rf dapat dianggap cukup andal untuk menggambarkan profil

senyawa dalam ekstrak daun kersen (Muntingia calabura L.).

4.4 Analisis Menggunakan ImageJ dan Orange

Setelah pemisahan menggunakan KLT, gambar plat KLT diproses dengan aplikasi
Imaged untuk mengubah noda menjadi data kromatogram. Dari kromatogram tersebut,
dihitung nilai AUC (Area Under the Curve). Noda yang terbentuk dari berbagai pelarut
menunjukkan pola kromatogram yang serupa, namun jumlah puncak yang terbentuk
bervariasi. Perbedaan ini disebabkan oleh adanya senyawa yang sama dalam sampel
tanaman Muntingia calabura L., tetapi dengan tingkat kepolaran dan intensitas yang
berbeda. Penandaan noda bertujuan untuk menghasilkan nilai AUC yang mewakili
komponen pita pada setiap penotolan, yang kemudian diolah menjadi kromatogram untuk

analisis lebih lanjut.
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Gambar 4.10 Densitogram hasil Image J diolah dengan Orange sebelum di presprocessing

Gambar densitogram pertama yang diperoleh masih mengandung banyak gangguan
(noise) sehingga sulit untuk diinterpretasi secara langsung. Untuk itu, dilakukan serangkaian
proses pra-pengolahan data menggunakan perangkat lunak Orange Data Mining 4.0. Proses
smoothing diterapkan untuk menghaluskan kurva data dan mengurangi noise. Selanjutnya,
dilakukan baseline correction agar puncak-puncak pada kurva yang memiliki nilai area yang
hampir sama dapat sejajar pada sumbu jarak. Terakhir, proses normalisasi dilakukan untuk
menyesuaikan rentang nilai intensitas sehingga lebih mudah dibandingkan. Dengan langkah-
langkah ini, diharapkan dapat memperoleh data densitogram yang lebih bersih dan
representatif untuk analisis lebih lanjut.
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Gambar 4.11 Densitogram hasil Image J diolah dengan Orange sesudah di presprocessing
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Pada proses selanjutnya setelah di preprocessing pada densitogram bertujuan untuk
memudahkan penentuan baseline puncak dan normalisasi intensitas agar rentang nilai
menjadi seragam (Fitrianti, 2011). Setelah preprocessing, densitogram menunjukkan
perbedaan yang lebih jelas dengan baseline yang baik. Puncak yang lebih tinggi
mencerminkan nilai intensitas (AU) dan luas area atau Area Under Curve (AUC) yang lebih
besar, yang berbanding lurus dengan konsentrasi senyawa aktif (Nuryani, 2015). Grafik hasil
penelitian menunjukkan hubungan antara nilai Rf (sumbu x) dan AUC (sumbu y), di mana
puncak yang lebih tinggi menggambarkan intensitas dan konsentrasi komponen yang lebih
besar pada sampel. Kecerahan warna juga menjadi indikator konsentrasi senyawa,
sebagaimana dijelaskan oleh Fitrianti (2011), yang menyatakan bahwa intensitas warna
berkorelasi dengan konsentrasi. Nilai rata-rata AUC digunakan untuk mengevaluasi kualitas
dan konsentrasi senyawa dalam sampel secara akurat. Namun, meskipun preprocessing
menghasilkan data intensitas dan AUC, analisis ini belum mampu mengidentifikasi pola sidik
jari yang signifikan terhadap variasi pelarut. Oleh karena itu, diperlukan analisis lanjutan
menggunakan metode Principal Component Analysis (PCA) untuk menginterpretasikan data
secara lebih mendalam dan menentukan perbedaan antar variasi pelarut. Adapun hasil data
nilai dari AUC ekstrak daun kersen (Muntingia calabura L.) dari 4 variasi pelarut sebagai
berikut:



Tabel 4.2 Nilai AUC ekstrak Muntingia calabura L. 4 variasi pelarut

NILAI AUC
Pelarut

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Etanol 70% 1 0 208.192 0 365.385  210.899 0 164.728 0 0
Etanol 70% 2 0 0 0 6102.811 1149.719 0 0 0 0
Etanol 70% 3 0 3480.497 0 0 0 0 0 0 0
Etanol 70% 4 0 0 0 4256.095 0 0 0 0 0
Etanol 70% 5 0 0 0 1662.012 0 0 0 0 0
Etanol 70% 6 0 0 3623.397 0 0 0 0 0 0
Etanol 99% 1 0 0 290.728 0 116.485  201.971  274.263 0 0
Etanol 99% 2 0 0 1312.062 0 0 2860.974 0 0 0
Etanol 99% 3 0 0 1617.326 0 428.598  908.648 0 0 0
Etanol 99% 4  3196.024 2640.782 0 0 0 0 0 0 0
Etanol 99% 5 0 0 0 2537.983  316.163 100.021 0 0 0
Etanol 99% 6 0 590.234 0 0 0 0 0 0 0
N-heksana 1 17911.46  462.263 0 0 0 481.012 0 0 591.891
N-heksana 2 0 3625.347 0 0 0 0 559.406  246.335 0
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4.5 Pengelompokan Sampel Daun Kersen menggunakan PCA

Principal Component Analysis (PCA) adalah metode yang digunakan untuk
menyederhanakan data dari penelitian, sehingga lebih mudah dipahami tanpa
menghilangkan informasi penting. Metode ini bekerja dengan cara menghapus hubungan
antara variabelvariabel yang ada, lalu mengubahnya menjadi variabel baru yang tidak saling
berhubungan. Hasil dari proses ini adalah nilai-nilai yang disebut komponen utama (PC)
(Fitrianti, 2011). Dalam analisis PCA ini, data yang digunakan berasal dari nilai Area Under

Curve (AUC) yang diambil dari empat jenis pelarut yang berbeda
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Gambar 4.12 Score plot data PCA menggunakan Metaboanalyst 6.0

Analisis profil metabolit daun kersen (Muntingia calabura) dilakukan melalui
pendekatan sidik jari (fingerprinting) menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT)
yang diintegrasikan dengan analisis kemometrika untuk melihat pengaruh variasi
pelarut terhadap komposisi senyawa yang dihasilkan. Berdasarkan pengamatan visual
pada plat KLT di bawah lampu UV 366 nm, ekstrak etanol 70% menunjukkan
pemisahan yang kompleks dengan munculnya beberapa noda utama yang memiliki
intensitas pendaran beragam. Penggunaan sistem fase gerak sikloheksana : toluena :
dietil amin (75:15:10) memberikan pemisahan yang cukup tajam dengan noda-noda
yang dominan berada pada area nilai Rf rendah hingga menengah, yang
mengindikasikan bahwa ekstrak ini kaya akan senyawa dengan tingkat kepolaran

sedang hingga tinggi seperti golongan flavonoid dan fenolik.
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Data kualitatif tersebut kemudian diperkuat secara statistik melalui analisis
komponen utama atau Principal Component Analysis (PCA) untuk memetakan pola
pengelompokan berdasarkan jenis pelarut ekstraksi. Hasil scores plot menunjukkan
bahwa dua komponen utama mampu menjelaskan total variansi data dengan tingkat
akurasi yang tinggi, yakni sebesar 77,1% yang terdiri dari PC1 54,3% dan PC2 22,8%.
Dari plot tersebut, terlihat adanya pemisahan klaster yang sangat jelas, di mana
kelompok ekstrak etanol dan etanol 70% terletak saling berhimpitan atau tumpang
tindih (overlap). Fenomena ini membuktikan bahwa profil metabolit yang ditarik oleh
kedua konsentrasi pelarut etanol tersebut hampir identik. Sebaliknya, ekstrak etil
asetat, kloroform, dan n-heksana terpisah jauh dari klaster etanol di sepanjang sumbu
PC1 dan PC2, dengan n-heksana yang menunjukkan sebaran horizontal kontras yang
mencerminkan perbedaan karakteristik senyawa non-polar secara signifikan.

Untuk mendalami hubungan antara noda spesifik dengan pengelompokan
pelarut tersebut, dilakukan analisis heatmap yang dikombinasikan dengan Hierarchical
Clustering Analysis (HCA). Berdasarkan peta panas yang dihasilkan, dapat
diidentifikasi noda spesifik yang menjadi penciri (biomarker) untuk setiap kelompok
pelarut. Noda pada Rf 4 teridentifikasi sebagai penciri utama untuk kelompok etanol
dan etanol 70%, yang ditunjukkan dengan intensitas warna merah pekat pada kolom
tersebut, sehingga memberikan alasan ilmiah mengapa kedua pelarut ini
mengelompok rapat pada plot PCA. Di sisi lain, noda pada Rf 3 dan Rf 6 menjadi
pembeda utama untuk ekstrak etil asetat, sementara Rf 1 dan Rf 8 menunjukkan
konsentrasi yang lebih tinggi pada pelarut non-polar seperti n-heksana. Secara
keseluruhan, integrasi data KLT, PCA, dan heatmap ini secara konsisten menunjukkan
bahwa polaritas pelarut ekstraksi berperan krusial dalam menentukan komposisi sidik

jari kimia ekstrak daun kersen yang dihasilkan.
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Gambar 4.13 Heatmap hasil PCA menggunakan Metaboanalyst 6.0

Pada gambar 4.12 menunjukkan heatmap dengan analisis tingkatan klastering,
yang menggambarkan hubungan antara beberapa parameter atau variabel
berdasarkan nilai korelasinya. Sumbu vertikal menampilkan "Rf" (kemungkinan faktor
retensi dalam kromatografi), sementara sumbu horizontal mencantumkan berbagai
sampel atau parameter yang diuji. Warna dalam heatmap merepresentasikan tingkat
intensitas atau konsentrasi, dengan gradasi dari biru (nilai rendah) hingga merah (nilai
tinggi). Di sebelah kanan, terdapat bar warna sebagai panduan, menunjukkan rentang
nilai dari -0,5 (biru).

Analisis pemetaan panas atau heatmap memberikan visualisasi yang sangat
detail mengenai distribusi intensitas metabolit daun kersen pada setiap nilai Rf
terhadap variasi pelarut ekstraksi yang digunakan. Melalui gradasi warna pada peta
tersebut, di mana warna merah pekat merepresentasikan intensitas noda yang tinggi
dan warna biru menunjukkan intensitas rendah atau ketiadaan noda, dapat
diidentifikasi senyawa-senyawa yang berperan sebagai penciri spesifik (biomarker)
bagi masing-masing kelompok pelarut. Kelompok ekstrak etanol dan etanol 70%
menunjukkan pola pendaran yang sangat serupa, terutama pada noda dengan nilai Rf
4 yang ditandai dengan warna merah paling pekat dibandingkan kelompok pelarut
lainnya. Konsistensi pola pada kolom tersebut menjelaskan alasan teknis mengapa
kedua ekstrak ini selalu mengelompok rapat pada analisis statistik lainnya, karena
keduanya memiliki efektivitas yang sama dalam menarik senyawa polar target dari

daun kersen.
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Diferensiasi profil kimia terlihat semakin nyata pada kelompok pelarut non-polar dan
semi-polar lainnya yang membentuk klaster berbeda. Ekstrak etil asetat dicirikan oleh noda
pada Rf 6 dan Rf 3 yang memiliki intensitas lebih tinggi dibandingkan pelarut lain, sedangkan
pelarut n-heksana menunjukkan profil yang sangat unik dengan dominasi noda pada Rf 8
dan Rf 1. Analisis klastering hirarki atau dendrogram yang terdapat pada bagian atas
heatmap secara otomatis menyatukan etanol dan etanol 70% ke dalam satu cabang klaster
utama, yang kemudian terpisah secara signifikan dari cabang klaster kloroform dan n-
heksana. Hal ini membuktikan bahwa heatmap berhasil memvalidasi hubungan kekerabatan
profil kimia tanaman kersen secara visual berdasarkan tingkat kepolaran pelarut, di mana
noda-noda spesifik pada nilai Rf tertentu menjadi pembeda utama antara kelompok ekstrak

polar, semi-polar, dan non-polar.
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Gambar 4.14 Loading plot hasil PCA menggunakan Metaboanalyst 6.0

Berdasarkan analisis komponen utama (Principal Component Analysis/PCA) yang
dilakukan terhadap data profil kromatografi lapis tipis (KLT), loading plot (Gambar X)
digunakan untuk mengidentifikasi variabel atau nilai Retention Factor (Rf) yang memberikan
kontribusi paling signifikan terhadap pemisahan sampel pada scores plot. Komponen Utama
1 (PC1) dan Komponen Utama 2 (PC2) mampu menangkap pola variabilitas data yang
dihasilkan oleh profil metabolit seluruh sampel. Sebaran titik variabel pada loading plot
menunjukkan bahwa tidak semua nilai Rf memiliki kontribusi yang setara dalam
merepresentasikan keragaman kimia sampel, melainkan terdapat beberapa nilai Rf spesifik

yang bertindak sebagai penciri utama atau kandidat kuat biomarker.
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Pada dimensi PC1, variabel Rf 1 menunjukkan posisi yang paling ekstrem di ujung
kanan plot dengan nilai loading yang mendekati 1.0, sementara variabel lainnya cenderung
mengumpul di sekitar garis netral (nol). Hal ini mengindikasikan bahwa Rf 1 merupakan
variabel pembeda paling dominan yang menyusun PC1, sehingga senyawa dengan nilai Rf
tersebut dapat diklaim sebagai biomarker utama yang memisahkan kelompok sampel pada
kuadran positif PC1.

Di sisi lain, pemisahan pada dimensi PC2 dikendalikan secara kontras oleh variabel Rf
9 dan Rf 3. Variabel Rf 9 memiliki nilai loading positif yang tinggi (sekitar 0.5), yang
menunjukkan kontribusi kuatnya terhadap sampel-sampel yang berada di area atas scores
plot. Sebaliknya, Rf 3 terletak pada area negatif ekstrem dengan nilai loading mencapai -0.8,
menjadikannya sebagai biomarker negatif atau penciri khusus bagi kelompok sampel yang
terpisah di bagian bawah scores plot. Kedekatan variabel lain seperti Rf 2, Rf 4, Rf 5, Rf 6,
Rf 7, dan Rf 8 di sekitar pusat koordinat (nilai nol) menunjukkan bahwa fraksi atau senyawa-
senyawa tersebut memiliki variabilitas yang rendah antar-sampel dan tidak bersifat
diskriminatif.

Secara keseluruhan, hasil analisis loading plot ini berhasil memperkuat klaim bahwa Rf
1, Rf 3, dan Rf 9 merupakan metabolit kunci (biomarker) yang bertanggung jawab penuh
atas perubahan atau perbedaan profil kimia di antara sampel yang diuji. meskipun variabel
Rf 1, Rf 3, dan Rf 9 menunjukkan nilai loading yang ekstrem pada ujung-ujung komponen
utama, keberadaan Rf 4 sebagai biomarker yang telah teridentifikasi secara signifikan pada
analisis heatmap sebelumnya tetap didukung oleh model PCA ini. Pada loading plot
(Gambar X), Rf 4 berada pada area kuadran positif PC2 bersama dengan Rf 2 dan Rf 9.

Perbedaan visual ini terjadi karena heatmap bekerja berdasarkan klasterisasi intensitas
absolut (kelimpahan) metabolit yang secara spesifik membedakan kelompok sampel tertentu
secara pari-passu, sedangkan loading plot PCA mengukur kontribusi variabel terhadap total
varians keseluruhan model geometris. Posisi Rf 4 yang berada di arah PC2 positif
menunjukkan bahwa senyawa ini memiliki kontribusi spesifik yang searah dengan Rf 9
dalam mencirikan sampel tertentu. Kombinasi dari kedua analisis ini—di mana heatmap
menegaskan signifikansi diskriminatifnya pada level sampel dan PCA menunjukkan arah
polaritas distribusinya pada PC2—secara kuat memvalidasi bahwa Rf 4 merupakan
biomarker penting, khususnya dalam membedakan fraksi atau kelompok sampel yang
terpisah di area atas scores plot.

Penelitian ini berfokus pada analisis metode ekstraksi daun kersen dengan
menggunakan variasi pelarut polar dan non-polar melalui kromatografi lapis tipis. Tujuan dari
analisis ini adalah untuk menentukan kondisi optimal yang memungkinkan senyawa tetap
stabil dan mempertahankan karakteristiknya. Dalam konteks ini, penting untuk diingat bahwa
iimu pengetahuan dan teknologi merupakan manifestasi dari tanggung jawab manusia

sebagai khalifah untuk memakmurkan bumi. Dalam Tafsir ‘limi, dijelaskan bahwa bagi
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seorang Muslim, ilmu pengetahuan dan teknologi seharusnya digunakan sebagai alat untuk
mengelola bumi, bukan untuk merusaknya. Pengetahuan yang telah terbukti secara empiris
selalu sejalan dengan ajaran Al-Qur'an. Namun, pengetahuan yang masih bersifat teoritis
kadang terlihat bertentangan dengan isi Al-Qur'an. Dalam situasi seperti ini, para peneliti
seharusnya tidak hanya berhenti pada tahap uji coba penelitian, tetapi juga berusaha untuk
mencapai tingkat pemahaman yang lebih dalam (ulul-albab), yang mendorong kita untuk
merenungkan ciptaan Allah dan memahami tanda-tanda-Nya di alam semesta. Oleh karena
itu, penelitian yang dilakukan tidak hanya harus fokus pada hasil praktis, tetapi juga harus
mempertimbangkan nilai-nilai spiritual dan etika yang terkandung dalam ajaran agama,
sehingga dapat memberikan manfaat yang lebih luas bagi umat manusia dan lingkungan,
sebagaimana diungkapkan dalam Q.S Ali Imran (3) ayat 190-191.
5 b a3l a1y SRl B iy ¥ 1Y ) 0 Gl (550 ) s 1385 e e 4
G5 R85 (o 8 ) a5 15 L Gl 13 Sl GladL i e
Artinya : “Sesungguhnya dalam penciptaan langit dan bumi, serta pergantian malam dan
siang, terdapat tanda-tanda bagi orang-orang yang berakal. Yaitu orang-orang
yang mengingat Allah sambil berdiri, duduk, dan dalam keadaan berbaring, dan
mereka memikirkan tentang penciptaan langit dan bumi (seraya berkata), 'Ya
Tuhan kami, tiada Engkau ciptakan ini dengan sia-sia, Maha Suci Engkau, maka

peliharalah kami dari siksa neraka."

Dalam Q.S. Ali Imran (3) ayat 190-191, Allah mengajak umat manusia untuk
merenungkan penciptaan langit dan bumi serta pergantian malam dan siang sebagai tanda
kebesaran-Nya. Quraish Shihab menekankan bahwa ayat ini menunjukkan pentingnya
pemikiran rasional dan dzikir kepada Allah dalam berbagai keadaan (Shihab, 2002).
Perenungan ini mengarah pada kesadaran bahwa penciptaan tidak sia-sia dan memiliki
tujuan yang lebih besar. Oleh karena itu, ilmu pengetahuan dan iman harus berjalan
beriringan, di mana pemahaman ilmiah dapat memperkuat spiritualitas dan tanggung jawab
kita dalam mengelola bumi secara berkelanjutan dan ramah lingkungan.

Dalam Tafsir Al-Misbah karya M. Quraish Shihab, penjelasan mengenai Q.S. Ali
'Imran ayat 190-191 menekankan pada keserasian antara fungsi akal (fikir) dan hati (zikir).
M. Quraish Shihab menjelaskan bahwa ayat ini merupakan seruan bagi manusia untuk
menjadi Ulul Albab—orang yang memiliki akal murni dan mendalam. Penjelasan lafadz
dalam ayat tersebut, kata ulﬂ ‘,J,ﬁ u:\hﬂ artinya "tanda-tanda" (ayat) mengacu pada bukti
kebesaran Allah yang dapat ditemukan dalam ciptaan-Nya, baik yang tampak jelas maupun
yang tersembunyi. "Ulul albab" adalah sebutan untuk orang-orang yang memiliki akal sehat
dan kemampuan untuk berpikir secara mendalam, yang mampu merenungkan fenomena
alam sebagai bentuk tanda kekuasaan Allah. Mereka yang termasuk dalam kelompok ini

tidak hanya memikirkan tentang alam semesta, tetapi juga memahami bahwa segala sesuatu
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yang ada memiliki tujuan dan manfaat yang lebih besar dalam rencana llahi. Pemikiran
ilmiah yang tajam dan dzikir yang mendalam akan memperkuat keimanan, menjadikan
manusia lebih bertanggung jawab dalam menjaga bumi sebagai amanah dari Allah.
Penelitian ini mengenai daun kersen (Muntingia calabura L.), yang awalnya tampak
biasa, namun ternyata memiliki berbagai khasiat penting, seperti menurunkan kadar gula
darah (Chekuri et al., 2020), sifat antibakteri (Batubara et al., 2016), antioksidan (Teklani dan
Perera, 2016), antikanker (Amarnath et al., 2014), serta kegunaannya untuk mengobati sakit
gigi, infeksi telinga, rematik, dan luka bakar (Singh, 2012). Temuan ini mengingatkan kita
bahwa segala ciptaan Allah penuh dengan manfaat dan hikmah yang terkandung di
dalamnya. Hikmah yang dapat diambil adalah bahwa Allah Swt. menciptakan tumbuhan
dengan berbagai manfaat untuk kehidupan manusia, yang mengundang umat untuk
mengkaji dan menggali ilmu pengetahuan baru. Dalam upaya ini, teknologi berperan sebagai
alat pendukung untuk mengatasi keterbatasan akal manusia, sehingga hasil yang lebih
maksimal dapat tercapai. Dengan demikian, hubungan antara manusia, agama, sains, dan
teknologi terjalin dalam satu kesatuan yang saling melengkapi. Semua ini menunjukkan
bahwa Allah Swt. menguasai segala sesuatu sesuai dengan kehendak-Nya, sehingga setiap
ciptaan-Nya berjalan dengan seimbang dan teratur, memberikan manfaat bagi kehidupan

manusia dan alam semesta.
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5.2

BABV
PENUTUP

Kesimpulan

Pola fingerprint kromatogram KLT ekstrak daun (Muntingia calabura L.) pada variasi
pelarut ekstraksi menunjukkan adanya perbedaan profil noda/bercak (berdasarkan
hasil pengamatan di bawah UV 366 nm). Ekstrak etanol 70% memperlihatkan
pemisahan yang kompleks dengan beberapa noda utama dan dominasi noda pada
rentang Rf rendah hingga menengah, yang mengindikasikan adanya senyawa dengan
kepolaran sedang-tinggi. Selain itu, variasi pelarut menghasilkan beberapa nilai Rf
dengan rentang yang lebar, menandakan komposisi senyawa yang terekstraksi
berbeda-beda sesuai polaritas pelarut.

Pengelompokan ekstrak dengan PCA menghasilkan bahwa kelompok ekstrak etanol
dan etanol 70% memiliki profil sidik jari kimia yang hampir identik (ditunjukkan oleh
posisi yang saling berhimpitan pada area koordinat/score plot PCA). Model PCA juga
memberikan total variansi terjelaskan sebesar 77,1% untuk menggambarkan variasi
data antar kelompok berdasarkan fingerprint KLT.

Validitas pemisahan kelompok ekstrak berdasarkan data fingerprint KLT diperkuat
melalui integrasi analisis berbasis fingerprint, dimana pemetaan heatmap
mengidentifikasi bahwa Rf 4 merupakan penciri spesifik (biomarker) utama untuk
kelompok etanol, sedangkan nilai Rf lainnya berperan sebagai pembeda untuk

kelompok ekstrak etil asetat, kloroform, dan n-heksana.

Saran

Untuk pengembangan penelitian selanjutnya, disarankan untuk melakukan identifikasi

lebih lanjut terhadap noda-noda penciri yang telah ditemukan menggunakan metode

instrumen yang lebih sensitif seperti LC-MS atau GC-MS guna mengetahui struktur molekul

senyawa aktif tersebut secara pasti. Selain itu, perlu dilakukan uji aktivitas biologis secara in

vitro maupun in vivo pada masing-masing fraksi pelarut untuk mengkorelasikan profil

metabolit yang terlihat pada heatmap dengan potensi farmakologisnya. Peneliti selanjutnya

juga disarankan untuk mengeksplorasi variasi fase gerak lainnya guna meningkatkan

resolusi pemisahan pada noda dengan nilai Rf yang berdekatan agar diperoleh data sidik jari

kimia yang lebih mendetail.
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LAMPIRAN

Lampiran 1 Rancangan Penelitian

Pengambilan sampel

Preparasi Sampel

Ekstraksi Sampel
menggunakan metode
sonikasi

Analisis data menggunakan
perangkat lunak ImageJ

Analisis Multivariat
menggunakan metode PCA

Pemisahan senyawa aktif
menggunakan KLT

N N U e

Hasil
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Lampiran 2 Diagram Alir

L.2.1 Preparasi Sampel Tanaman Daun Kersen (Muntingia calabura L.)

Sampel Tanaman Daun Kersen (Muntingia calabura L.)

untuk membersihkan kotoran pada daun kersen

- dipotong daun Kersen (Muntingia calabura L.) kecil-kecil

oven

berupa serbuk halus daun Kersen (Muntingia calabura L.)

- disimpan dalam wadah tertutup

Hasil

L.2.2 Ekstraksi Sampel Menggunakan Metode Metode Sonikasi

Sampel Tanaman Daun Kersen (Muntingia calabura L.)

dan etil asetat)

- dimasukkan campuran kedalam erlenmeyer

menit

filtrat

- disimpan ekstrak yang dihasilkan dalam botol vial

Hasil

- dicuci daun kersen (Muntingia calabura L.) dengan air terlebih dahulu

- dikeringkan daun Kersen (Muntingia calabura L.) dengan menggunakan

- dihaluskan menggunakan blender sampai membentuk serbuk

- diayak menggunakan ayakan mesh 90 mesh, sehingga diperoleh sampel

- ditimbang 1 gram serbuk sampel daun kersen (Muntingia calabura L.)

- dilarutkan dalam 10 mL pelarut (etanol, etanol 70%, kloroform, n-heksana,

- diekstraksi menggunakan ultrasonik dengan frekuensi 42 kHz selama 20

- disaring hasil ekstraksi menggunakan kertas saring sehingga diperoleh
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L.2.3 Pengujian Kadar Air Simplisia

Sampel Tanaman Daun Kersen
(Muntingia calabura L.)

- ditimbang cawan porselen

- ditimbang sebanyak 2 g simplisia daun kersen

- dimasukkan ke dalam cawan porselen yang telah ditimbang sebelumnya
- dipanaskan menggunakan oven pada suhu 105°C

- diperoleh bobot konstan

Hasil

L.2.4 Pemisahan Senyawa Aktif Menggunakan KLT
L.2.4.1 Persiapan Plat KLT

Sampel Tanaman Daun Kersen
(Muntingia calabura L.)

- dilakukan dengan menggunakan plat silika gel GeoF2s4 sebagai fase
diamnya, jarak 1 cm sebagai posisi penotolan sampel, dan 1 cm pada
bagian tepi atas sebagai batas dari proses elusi.

- diaktivasi plat silika sebelum digunakan, dengan cara di oven pada suhu
100°C selama 30 menit.

Hasil
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L.2.4.2 Persiapan Fase Gerak

Sampel Tanaman Daun Kersen
Muntingia calabura L.)

dijenuhkan terlebih dahulu eluen dalam bejana

dimasukkan setiap campuran fase gerak ke dalam chamber

dilakukan penjenuhan untuk menyamakan tekanan uap pada seluruh
bagian bejana. Eluen yang digunakan yaitu sikloheksana : toluena :
dietilamin dengan perbandingan 75 : 15 : 10 (Fadhilah, 2016).

Hasil

L.2.4.3 Penotolan Sampel

Sampel Tanaman Daun Kersen
Muntingia calabura L.)

Hasil

ditotolkan ekstrak daun kersen dengan variasi pelarut pada plat KLT
dengan jarak 1 cm dari tepi bawah plat, dilakukan menggunakan
micropipette.

ditotolkan sebanyak 5 pL pada titik yang sama untuk setiap pelarut.

L.2.4.4 Proses Elusi

Sampel Tanaman Daun Kersen
(Muntingia calabura L.)

dimasukkan plat KLT dalam chamber yang berisi fasa gerak yang telah
jenuh.

ditutup chamber dengan rapat hingga larutan pengembang (eluen)
mencapai batas garis tepi atas pada plat.

diangkat plat KLT setelah proses elusi selesai

dikeringkan dengan cara dianginanginkan

Hasil
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L.2.4.5 Identifikasi Noda

Sampel Tanaman Daun Kersen
(Muntingia calabura L.)

diamati noda-noda yang terbentuk pada plat silika hasil KLT,
menggunakan sinar UV pada panjang gelombang 366 nm.

ditandai noda yang tampak dengan pensil dan diamati kembali dibawah
sinar UV.

Didokumentasikan hasil yang didapatkan

Hasil
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L.2.5 Analisis Menggunakan Imagej

Sampel Tanaman Daun Kersen

(Muntingia calabura L.)

- diolah hasil KLT yang berupa file (JPEG/PNG) menggunakan software
imageJ

- diolah dengan menekan “File”, “Open” dan dipilih gambar yang diinginkan

- ditandai gambar plat KLT dalam bentuk kotak penanda yang disediakan
oleh ImageJ penandaan yang disamakan pada semua pola sidik jari
merupakan tahap preprocessing, cara penandaannya dengan digunakan
icon berebentuk kotak (Rectangular)

- dipilih menu “Analyze”, “Gels”, dan “Select first line” atau dipilih “Select
next line” untuk pita berikutnya jika pita yang akan diolah lebih dari satu.

- dipilih kembali menu “Analyze”, “Gels”, dan “Plot lane”, yang akan
menampilkan kromatogram dari masing-masing gambar pita KLT sesuai
intensitas warna yang diberikan

- dibuat baseline menggunakan icon berbentuk garis “Straight’

- ditekan icon berbentuk tongkat “Wand tool’ pada daerah puncak tersebut,
sehingga akan dihasilkan nilai AUC yang diinginkan secara otomatis

- dilakukan proses smoothing dengan memilih menu “process-smooth” atau
menekan “Ctrl-Shift-S” pada gambar mentah plat KLT untuk memperhalus

bentuk densitogram yang di hasilkan

Hasil




Lampiran 3 Perhitungan

L.3.1 Pembuatan Larutan Etanol 70%

M1 X V1 = M2 X Vz
96% X V; =70% X 200 mL
V1 — 70% x 200 mL

96%

Vi 145, 84 mL

63

Pembuatan larutannya adalah dipipet 40 mL aquades dalam labu ukur 200 mL.

Kemudian ditambahkan etanol 96%

ditandabataskan.

L.3.2 Perhitungan Rf KLTA

Harga Rf =
L.3.2.1 Etanol 70%
e Pengulangan 1
Rf Noda 1 = L2
8 cm
Rf Noda 2 = 2
8 cm
Rf Noda 3 = 27 = 0,337 cm
8 cm
Rf Noda 4 = 3
8 cm
e Pengulangan 2
Rf Noda 1 = Locm = 0,237 cm
8 cm
Rf Noda 2 = 3 = 0,375 cm
8 cm
e Pengulangan 3
Rf Noda 1 = LM - 5125 ¢cm
8 cm

e Pengulangan 4

Rf Noda 1 2~ .25 cm

8 cm

Jarak yang ditempuh noda

Jarak yang ditempuh eluen

=0,15¢cm

=0,25cm

= 0,625 cm

145,84 mL secara perlahan dan
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e Pengulangan 5

Rf Noda 1

e Pengulangan 6

Rf Noda 1

L.3.2.2 Etanol 99%
e Pengulangan 1
Rf Noda 1
Rf Noda 2
Rf Noda 3

Rf Noda 4

e Pengulangan 2

Rf Noda 1

Rf Noda 2

e Pengulangan 3

Rf Noda 1
Rf Noda 2

Rf Noda 3

e Pengulangan 4

Rf Noda 1

Rf Noda 2

e Pengulangan 5

Rf Noda 1
Rf Noda 2

Rf Noda 3

1,6 cm

8 cm

1,7 cm

8 cm

1,5 cm

8 cm

2,5cm

8 cm

4,1 cm

8cm

5,7 cm

8 cm

1,5 cm

8 cm

4 cm

8 cm

1,5 cm

8 cm

=0,2 cm

=0,212 cm

=0,187 cm

=0,312cm

=0,512 cm

=0,712 cm

=0,187 cm

=0,5cm

= 0,187 cm

3om 0,375 cm

8 cm

3,9 cm

8 cm

0,8 cm

8 cm

1,5 cm

8 cm

1,8 cm

8 cm

2,4 cm

8cm

4 cm

8 cm

= 0,487 cm

=0,1cm

=0,187 cm

=0,225cm

=0,3cm

=0,5cm



¢ Pengulangan 6

Rf Noda 1 = 1M - 9125 cm

8 cm

L.3.2.3 N-Heksana

e Pengulangan 1

0,5 cm

Rf Noda 1 il = 0,062 cm
Rf Noda 2 = 1;;‘1“ = 0,137 cm
Rf Noda 3 = 6;;;“ = 0,762 cm
Rf Noda 4 = 7{;“‘;;“ = 0,987 cm

e Pengulangan 2

1cm

Rf Noda 1 = =0,125 cm
8 cm
Rf Noda 2 = &M —075¢cm
8 cm
Rf Noda 3 = 7™ - 0.875cm
8 cm
e Pengulangan 3
Rf Noda 1 = 27m = 0,087 cm
8 cm
Rf Noda 2 = 2lm = 0,887 cm
8 cm
e Pengulangan 4
Rf Noda 1 = ;zz = 0,125 cm
Rf Noda 2 = &M ~075¢cm
8 cm
Rf Noda 13 = M = 0875 cm
8 cm
e Pengulangan 5
Rf Noda 1 = %3cm = 0,062 cm
8 cm
e Pengulangan 6
Rf Noda 1 = Lz =0,9cm

8 cm
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L.3.2.4 Etil Asetat
e Pengulangan 1
Rf Noda 1
Rf Noda 2
Rf Noda 3

Rf Noda 4

e Pengulangan 2

Rf Noda 1

Rf Noda 2

e Pengulangan 3

Rf Noda 1
Rf Noda 2

Rf Noda 3

e Pengulangan 4

Rf Noda 1

Rf Noda 2

e Pengulangan 5

Rf Noda 1
Rf Noda 2

Rf Noda 3

e Pengulangan 6

Rf Noda 1

L.3.2.5 Kloroform

e Pengulangan 1

1,5cm

= 0,187 cm

8 cm

2,5 cm

=0,312 cm

8 cm

tlom = 0,512 cm
8 cm

>7 cm =0,712 cm
8 cm

L>cm = 0,187 cm
8 cm

4 cm
— =0,5cm
8cm

1,5 cm

=0,187 cm

8cm

3 cm

=0,375 cm

8 cm

3,9cm

= 0,487 cm

8 cm

0,8 cm

=0,1cm

8cm

L5cm = 0,187 cm

8cm

1,8 cm

= 0,225 cm

8 cm

2,4 cm

=0,3cm
8 cm

4 cm

=0,5cm
8cm

1cm

=0,125cm

8 cm



Rf Noda 1
Rf Noda 2
Rf Noda 3

Rf Noda 4

Pengulangan 2

Rf Noda 1
Rf Noda 2
Rf Noda 3

Rf Noda 4

Pengulangan 3

Rf Noda 1
Rf Noda 2
Rf Noda 3

Rf Noda 4

Pengulangan 4

Rf Noda 1
Rf Noda 2
Rf Noda 3

Rf Noda 4

Pengulangan 5

Rf Noda 1
Rf Noda 2

Rf Noda 3

Pengulangan 6

Rf Noda 1

99 cm = 0,112 cm
8 cm

L5 cm =0,187 cm
8 cm

2~ 025 cm

8 cm

79cm = 0,987 cm
8 cm

0.8 cm =0,1cm

8 cm

L5 cm = 0,187 cm
8 cm

23 cm =0,312 cm
8 cm

75 cm = 0,937 cm
8 cm

98 cm =0,1cm

8 cm

16 cm =0,2cm

8 cm

25 cm =0,312 cm
8 cm

73cm = 0,937 cm
8 cm

1M~ 0,125 cm

8 cm

L6 cm =0,2cm

8 cm

26 cm = 0,325 cm
8 cm

75 cm = 0,937 cm
8 cm

1m — 0,125 cm

8 cm

L6cm =0,2cm

8 cm

75 cm = 0,937 cm
8 cm

1m — 0,125 cm

8 cm
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Rf Noda 2 = 2~ 0 25¢m

8cm

Rf Noda 3 = 15cm = 0,937 cm
8 cm
Nilai Rf (cm)
Pelarut
Noda 1 Noda 2 Noda 3 Noda 4
Etanol 70% 1 0,15 0,25 0,337 -
Etanol 70% 2 0,237 0,375 - -

Etanol 70% 3 0,125 - - -
Etanol 70% 4 0,25 - - -
Etanol 70% 5 0,2 - - -

Etanol 70% 6 0,212 - - -

Etanol 99% 1 0,187 0,312 0,512 0,712
Etanol 99% 2 0,187 0,5 - -
Etanol 99% 3 0,187 0,375 0,487 -
Etanol 99% 4 0,1 0,187 - -
Etanol 99% 5 0,225 0,3 0,5 -

Etanol 99% 6 0,125 - - -

N-Heksana 1 0,062 0,137 0,762 0,987
N-Heksana 2 0,125 0,75 0,875 -
N-Heksana 3 0,087 0,887 - -
N-Heksana 4 0,125 0,75 0,875 -

N-Heksana 5 0,062 - - -

N-Heksana 6 0,9 - - -

Etil Asetat 1 0,187 0,312 0,512 0,712
Etil Asetat 2 0,187 0,5 - -
Etil Asetat 3 0,187 0,375 0,487 -

Etil Asetat 4 0,1 0,187 -



Etil Asetat 5

Etil Asetat 6

Kloroform 1

Kloroform 2

Kloroform 3

Kloroform 4

Kloroform 5

Kloroform 6

Rata-Rata

Standar Deviasi

0,225
0,125
0,112
0,1

0,1
0,125
0,125
0,125
0,1748

0.146608

0,3

0,187
0,187
0,2

0,2

0,2
0,25
0,3509

0,207279

0,5

0,25
0,312
0,312
0,325
0,937
0,937
0,5575

0.240824

69

0,987
0,937
0,937

0,937

0,8887

0.121621
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Lampiran 4. Dokumentasi Penelitian

4.1 preparasi sampel

Dikeringkn dan kersen (untingia calabura L.) dan kemudian di haluskan dan di saring

dengan ayakan 90 mesh

4.2 ekstraksi dan ultrasonik

Ditimbang serbuk Muntingia calabura L. sebanayak 1 mg
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Ditambahkan pelarut sebanyak 10 mL Pada botol yang berisi serbuk Muntingia calabura L.
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Filtrat ekstrak pelarut etanol 70%, etanol, etil asetat, kloroform, dan N-heksana.

4.3 Analisis profil senyawa daun kersen menggunakan KLT

Disiapkan plat KLT



Ditotolkan ekstrak pelarut pada plat KLT

Dielusi selama 30 menit

Diangkat plat KLT dari elusi dan dikeringkan

Disinari plat KLT dan dihitung noda san ditandai

73
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4.4 Analisis menggunakan ImageJ dan Orange data mining 4.0

a. Buka Software Image J, klik “File”, “Open” kemudian Pilih dokumen gambar yang

diinginkan dan klik “open”

4 Image!
Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
New 'NA S || o /] &~
Open. [oGEROM |t or long click to switch)
Open Next Ctri+Shift+O
Open Samples

Import
Show Folder

»
Open Recent 4
»
»

j Close Ctri+W
Close All Ctri+Shift+W
Save Ctri+S
Save As Lg
Revert Ctri+Shift+R

Page Setup.
Print

Quit

418 PM

¢ & O ® 60

{ Imagel
File Edit Image Process |ENENERN Plugins Window Help
B oic|o|l/l&4 +1 Measure Cui+M k| J &‘/
reehand selections ) Analyze Particles. " -
Summarize
Distribution
Label
Clear Results
Set Measurements

Set Scale.
Calibrate
Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot
Gels ld Select First Lane Ctri+1
Tools | Select Next Lane Cirl+2
Re-plot Lanes
Reset
Label Peaks
Gel Analyzer Options.

420 PM
2/16/2026




c. Pilih icon kotak “Rectangular’ dan sesuaikan dengan pita yang akan diolah Pilih

“Analyze”, “Gels”, dan “Select first lane” selanjutnya Pilih “Analyze”, “Gels” dan

“Plot lanes”

1056x1408 pixels; RGB; 5.7MB

momomSamce

4 Image!
File Edit Image Pro:essmplugms Window Help

0 O|c|o| /| 4|3 Measure cuiM k| / »3.‘/
Analyze Particles.

Summarize

reehand selections

Distribution.

Label

Clear Results

Set Measurements

Set Scale.
Calibrate
Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot
Gels [d Select First Lane Ctri+1
Tools » Select Next Lane Ctri+2
Re-plot Lanes
Reset
Label Peaks
Gel Analyzer Options.

d. Buat Baseline menggunakan icon berbentuk garis “Straight” kemudian menekan

icon berbentuk tongkat “Wand tool’ pada daerah puncak tersebut

105611408 pixels; RGE; 5.7MB
¢ Results

File Edit Font Results

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
L |
x |« K AL od| o /| a]”

=255

= o

 |Area [

1 362886.885

T
At 4 pprttbis. g
07 peton,
T s g 1y
g gt s
’

ma®mom@am

426 PM
' © 162006
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e. Pindahkan nilai AUC ( Area Under Curve) ke file Microsoft Excel dan Ulangi step a
sampai dengan step e

Image!
File Edit Image Process [[NENERY Plugins Window Help
0 o|c|o| /| £t Measue Ctri+M f—| Vs &‘/

*Multi-point* or point (alt or \uné cli Analyze Particles. fgure)

5611408 pixels; RGB; 5

1050x543 pixels; 8-bit 557K Summarize
Kitetanol 70.jpeg; Uncalibrated
o

Distribution.

Label

Clear Results

Set Measurements

Set Scale.
Calibrate
Histogram Ctrl+H

ot 'M"“WWLWW Plot Profle  Ctri+K }

.WMW% A Surface Plot \
™/ \\ Gels L ‘

Fractal Box Count
Curve Fitting

ROI Manager...

Scale Bar...
Calibration Bar.
Synchronize Windows
Grid

f. Blok seluruh densitogram dengan menggunakan icon “Reactangular” Klik
“Analyze”, “Tools”, dan “Analyze line graph”

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B olc|o|/«# N|Alo|¢|d| oo /| &~

1056x1408 pixels; RGI

pixels

Wtetanol 70jp¢ & FlotVe. — O

o File Edit Font

X(pels) y1 | -

66.000 500 |-
77.500
87.000
95.500
103.500
112.500
121.500
129.000
134.500
138.000
141.500
146.500
153.000

1197 12x529.48 (696x405]

e
oé/

Orange

X (pixels)

List | Datas| More»

429 PM

OO 6005




g. Klik “List” dan didapatkan nilai AU (Area Under)

1056x1408 pixels; RGB, 5.7MB

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

B oc|o|/| <]\ Ao m|d| o= /] a]~

1050x543 pixels
Chrome Wit etanol 70,pe y
i A Endila 1197.12x529.48 _(696x405), 8-bit 275K
Xpoels) pi [ -l
66.000 T

77500

'S 87.000

95500
Ulint 103,500
112,500
121500
129.000
134,500
138.000
141500
146500
153.000

d PlotVa.. — a] .S —a

@
<}
53

Y (pirel)

L
600
X (pixels)

List | Datas| More»

429 PM

L4 2/16/2026

e i el

T — -

Lantat 1 Jamtek T Aetan 29 dentan 31 daotat A
Lo

B0 WA 7050 L0

NS0 A0 HAMO  JWN0  LEEO0 A0

MAD  AOR0 FIATE0  ERRD FR0  JMOED A0 MOMD I s
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Buka software Orange data mining 4.0

& untitled

_ @ welcome to Orange

Q rilte
D Data
O

File

558

DataTable  Paint Di

2z M

0 [y

New Open

vl
mpor|

{a

T @& D =

EfitDomain  Colof

Transﬁd

Data Select,

Video Tutorials Get Started

©)

Recent

oy =g

Fxamples Decumentation

Donate

Sampler Columns. T

Select a widget to show its description,

See , , or open

the

% Anonymous Usage Statistics

Do you wish 10 opt-i hout haw you use

Pilih icon “File”, klik dua kali dan pilih file berbentuk Microsoft Excel yang berisi

nilai AU untuk diolah datanya

Q filter
Data

= |
OB & B

File CVFle pymers  saL Table
meart

= Fi

File
7 @ =

Transform

EAB

Data Select
Sampler Columns.

&

Select Rows  Transpase

Read data from an input file or network and send a
data table to the output.

D) File - Crange - a] g
Source
© File:  Downloads\Data RF#JAUCA JAUxlsxdsx v & Reload
Sheet AU
C URL: v
File Type

Determine type from the file extension

Infa
1056 instances
99 features (69.5% missing values)
Data has no target variable.
0 meta attributes

Columns (Double click to edit)

Name Type Role
1 Pembanding  [@ categorical feature
2 etanol 70% 1 numeric feature
3 stanol 70% 2 numeric feature.
4 etanol 70%3 0 numeric feature
5 etanol 70% 4 nAumeric feature
B obanol 700 & [ — A,

Reset

Browse documentation datasets

=728 |Gwse

Values

0,00047, 0,0137, 0,00236, 0,0307, ...




k.

Tarik widget “File” dan pilih “Preprocess Spectra’

@ Untitled * - Orange = =l X
Fle Edit View Widget Window Options Help

Q
m Data

il EVAle  pasels  saLmbie D L] AN
Import
AN
0 E [ ok

Deta Table  PaintData  Data o Rank

Column

Save Datz
Statistics

Dax Select

SelectRews T
Sampler  Columns o TpOse
Select a widget to show its description.

See . . or ogen
the

% Anonymous Usage Statistics

optin 1o sharing statisti

Klik “Add preprocessor”, “Gaussan smoothing”, “Normalize spectra”, dan klik

“Baseline correction”

Q ilte

D Data

Proprocess Spactra - Orange

Add preprocessor... -6.17 230.1

D * |Gaussan smaothing > ]
csv 5D 100
Fie CVFIE  ptasets
mport
*  Normalize Spectra >
5 m © vector Normalization
DotaTable  PaintData  Datalnfo () Min-Max Normalization

() Area Normalization

7 &

Edit Domain  Color

Normalize to  Integral from 0

Lower limit 0

O

Upper limit
Transform

) ittriburtn Mrmalization

fr— - E Preview
L [ Final preview
Data

et sopectRows | Show specira 5
Sampler  Columns
Output ]
0O Commit i

Construct a data preprocessing pipeling

=7 Hi0sel- 3 1056]-
T

79
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m. didapatkan hasil grafik sebelum dan sesudah preprosessing

1000 [F ' ' ' ' ' ' ' ' ' b

00y

-500

-1000 1

-1500 .

|
800 1000

0.10

0.05

IR R L !
A T
(FEIEEE N FRNENEENEE FE TN

-0.05

FTTITITITITT I___L.

I ] 1 | I | 1 B I. 1 1
200 400 600 800 1000

4.5 Analisis menggunakan PCA dengan software MetaboAnalyst 6.0

a. Buka aplikasi di web geogle

~ 2B Fimh % Goog EB@E30 G cran @ Newl @RIV ® N x @ paas ® pa: @ suat & Guide G umla G pocc - a x

€ > o =4 load/status st A P} @ | NewChrome stk

Please upload your data

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

rmalizati Data Type: O concentrations. Spectral bins Peak intensities
Statistics Format: Samples in rows (unpaired) m
Download
Data File: amples in 1

Exit

A compressed file (zip): @

Data Type:

st

Data File:

A mzTab 2.0-M file (. mzTab): @

Feature Type O chemical name Theoretical neutral mass small melecule feature

>




b. Klik pada “Format”, pilih “Samples in columns (unpaired)”

~ S Fimk % Googl @B (2530 G caran @ New? R RBTV. B v x % pea: W peac @ Surat M Guide G jumls G poce  + = o x

o Statl xhtml Y Im) @  NewChromeavailable i

Please upload your data

Upload

A plain text file (.txt or .csv): @
Processing

Normalization Data Type: O Concentrations Spectral bins Peak intensities

Statistics Format: Samples in rows (unpaired) ™

Download

Data File: AUC IMAGE J.csv 1.4 KB
Exit

A compressed file (.zip): @
Data Type: O NMR peak list MS peal list
"

A mzTab 2.0-M file (mzTab): @

Feature Type © chemical name Theoretical neutral mass Small molecule feature -
Submit

owa i -

s,

e
(o]
o)
5

c. Klik “Choose”, pilih file excel data AUC, lalu klik “Submit”

v 3% Fiml % Goog &M (2530 G carar @ New' ®E RV W v X ®opas B pa: @ sust € Gude G jumle G poco  + = o X

ca/Secure/proc: ityCheck.xhtml| r 3 Q@  NewChome available }

TrE—

a
* Checking the class labels - at least three replicates are required in each class. Show R Commands

—

S ———

* The data (except class labels) must not contain non-numeric values.
« If the samples are paired, the pair labels must conform to the specified format.
Upload * The presence of missing values or features with constant values (i.e. all zeros).

Processing

Bt chack Data processing information:
Data filter Checking data content ...passed.

Missing value Samples are in columns and features in rows.

e The uploaded file is in comma separated values (csv) format

Roo gt The uploaded data file contains 30 (samples) by 14 (compounds) data matrix.

Samples are not paired.
Statistics
5 groups were detected in samples.
Download :
Only English letters, numbers, underscore, hyphen and forward slash (/) are allowed.
Exit i

All data values are numeric.

No missing values were detected. Click the Proceed button to the next step.

m O M o m|m "G = e @ O ~ o
H [13 ”
d. Kilik “proceed
v 33 Fimt % Gooa & (2530 G caran & New' BB RBTV . M x @ pas ®pa: @ sust € Guid G juma G poco  + = (=] X
€ 5% dev.metaboanalyst.ca/Secure/process/SanityCheck xhtm| % £ @  NewChomeavailable

Processing

This may take a while to complete, please be patient
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e. Kilik “Normalize”

v 58 Filmo 4 Goog @B (2530 G caran & New B rev B v x @ pa: Bpa: @suat € Guide G jumla G poco  + — =] X

€« > C 25 dev. S pi izationView.xhtml “ o @  NewChromeavailable

-
Data transformation Show R Commands

© None
Upload Log transformation (base 10)
Processing Log transformation (base 2)
Data check Square root transformation (square root of data values)

Data filter Cube root transformation (cube root of data values)

Missing value Variance s B e clapth
Data editor
Data scaling

Normalization

Statistics O None

Download Mean centering (mean-centered only)

Exit 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)

) a | ¢ 6 = ¢ ¢ 8 ~ 5@ @
H 13 ”»
f. Kilik “proceed
v 28 Fimt # Goog & (253( G caran @ Now B8 ReTv B v x @ pac & pac @ sum € Guid G jumla G poco  + = =) x
« e des a/Sec i xhtml R+ i) @  NewChrome available

This may take a while to complete, please be patient

Filml 4 Goog EB (2530 G caran @ New” BB RBTV. @ n X ® poas & paas @ Sum § Gude G jumla G pace + = o x

&« 3o o5 de . lyst.ca/Sec lysis/PCAView.xhtm| +r In} Q@  NewChiome available }

-
Show R Command:

Principal Comp Analysis (PCA)

Upload

' Processing Overview Scree Plot 2D Scores Plot Loadings Plot Synchronized 3D Plots EBiplot

Data check

Data filter P-values are calculated with PERMANOVA (999 permutations) on the sample scares for each PC pair. For large data, only top three PC pairs will be computed here. You can

specify other PC pairs in the Score Plot view

Dty piie score st top ¢ s

Missing valu
Data editor

Normalization

~

Statistics

Fold change PC1 (52.7%) PC2 (18.6%) PC3 (15%) PCa (5 2%) C5 (3.6%)

Ttest 200

Volcang plot 0005 p = 0.009 p=0.006 p=0.031 p=0.038
ANOVA 0.008

(w.25)10d

Correlations 1

DSPC network

PatternHunter




h. Didapatkan data grafik dendogram

~ & Fiml % Googl @B @530 G carar @ New' BB RETV. @ N X @ pac B pas @ sumt 4 Guide

« 2 C 25 dev. ca/Sec lysis/TreeView xhtml

Hierarchical Clustering Dendrogram
Upload

' Processing Distance Measure: Euclidean
(D= Clustering Algorithm: Ward W m
Data filter
Missing value
Data editor
Normalization
L]
W Statistics etanol 70%
= etanol pa
Fold change = etil asetat
kloroform
Trtest " N-heksana

Volcano plot

ANOVA

Correlations

G jumla

DSPC natwork

PatternHunter

Didapatkan data grafik heatmap

v M Fiml % Googl @B (@530 G carar @ New! BB REIV. @ N X  ® pac B pas @ sumt  § Guide

€ > C % dew ca/Sec Iysis/+ pView.shtml

G jumla

G poco + - o x
¥t ) Q  Newchrome availsble §

a
Show R Commands

etil_asetat_3

efl_asetat_1

etil_asetat 2

N-heksana_2

@ o | 4 - a8 x
% 0 @  Newchomeavaisble i

a
Show R Commands

Upload

' Processing
dass Crm——

Data check

Data filter

Missing value
Data editor

Normalization

WV Statistics

Wi
Fold change

Wi
T-test

Wi
Volcano plot

I ¥

ANOVA l

wi
Carrelations

we
DSPC network

PatternHunter

& 4 oswe ‘\LPNG HOResel

etanol pa

eril asetar

loroform
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Lampiran 5. Hasil Analisis PCA

1.

Overview

re1EETe rezasen res an rea YN
o000
e P = D.004 P = D.00S P = 0.038 P = 0.041
o000 Lk —
L
ave | = p = 0o.001 P = 0.001 P = 0.005
2000 i
R R e 3
“zoen b = 0.001 B = 0.001 =
SO0 ' =
o] = < < =
souo{ T = 3 p = 0238 =
P - |- e - E
19 - .- 3 Sg- - =
o] & -l = - g - a5t - - == =t I
- S S =
) £
T 5950 iodes idee o adee & Ties e & aoe T sces oo e & =50

2. Screenplot

10

0.6

Variance explained
04

02

caronn @ crane 7o @

zmnsi e @9 suwasstar

wiorerorm @B N neizans

Scree plot

1 2 3 a
PC index
3. Loading plots
oz -
o Rf7
.
- @i
o0 — = 143
SRS = rf1
@ RI1& =1
oo
%
£ oa
oo
on ]
o RFfa
3 3 3 3 = =

4. Synchronized 3D Plots

| oadings 1




; = ?,8413“]’
;2006°
PC1 (52.7%3 20000 PC3 (15%)
5. Dendogram

= ctanol /0%
= etanol pa
= elil aselal

Klarotarm
= N-hcksana

etanol_so_ 2
:

6. Heatmap
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Lampiran 6. Rancangan Anggaran Penelitian

Nama / NIM

Moch. Nurul limy / 200603110078

Nama Dosen Pembimbing

Dr. Elok Kamilah Hayati, M.Si

Judul Skripsi

Analisis Kemometrik Berbasis KLT Ekstrak Daun Kersen

(Muntingia calabura L.) dengan Variasi Pelarut

Rancangan Anggaran Penelitian

Harga
Sumber Tempat
No Uraian Merk Satuan | Satuan | Jumlah
Dana Pembelian
(Rp)
Panadia
1 Etanol Merck 200 mL 65.000 130.000 Mandiri
Laboratorium
Etanol Panadia
2 Merck 200 mL 70.000 140.000 Mandiri
70% Laboratorium
Panadia
3 Kloroform Merck 200 mL 75.000 150.000 Mandiri
Laboratorium
n- Panadia
4 Merck 200 mL 75.000 150.000 Mandiri
Heksana Laboratorium
Etil Panadia
5 Merck 200 mL 65.000 130.000 Mandiri
Asetat Laboratorium
Panadia
6 | Aquades - 10 Itr 2.000 20.000 Mandiri
Laboratorium
Kertas Nurra
7 Whatman | 10 Buah 7.000 70.000 Mandiri
Saring Gemilang
Plat
Nurra
8 Silika gel - 1 Buah | 135.000 | 135.000 Mandiri _
Gemilang
GeoF 254
Total 925.000

Lampiran 7. Bukti Konsultasi Skripsi
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Nama / NIM

Moch. Nurul lImy / 200603110078

Nama Dosen Pembimbing Bidang

Kimia

Dr. Elok Kamilah Hayati, M.Si

Nama Dosen Pembimbing Bidang

Integrasi

Oky Bagas Prasetyo, M.Pd.|

Judul Skripsi

Analisis Kemometrik Berbasis KLT Ekstrak Daun Kersen

(Muntingia calabura L.) dengan Variasi Pelarut

Bidang Integritas

No Tanggal Materi Konsultasi Paraf Pembimbing
Bidang Kimia
No Tanggal Materi Konsultasi Paraf Pembimbing






