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ABSTRACT

In this study, FTIR spectroscopy paired with PCA was utilized to differentiate biduri plants
from different places. All biduri leaf samples from each location were then obtained for their
FTIR spectrum in the wave number range of 4000-400 cm-1 and pretreated with the Ist
derivative. The preprocessed spectrum was then examined using HCA and PCA chemometric
methods; based on the HCA classification results, the biduri samples were divided into three
groups, but the selected groups were unable to identify the biduri samples from the geothermal
manifestation area. The PCA findings displayed in the plot scores then successfully classified
the biduri leaf samples into four groups, with a total variance explained by 63% (PC1 44% and
PC2 19%). This developed method can be used to correctly identify biduri plants originating
from the geothermal manifestation area of Mount Seulawah Agam, allowing it to be concluded
that environmental conditions in the geothermal manifestation area of Mount Seulawah Agam
affect the content of secondary metabolites present in biduri plants, as evidenced by the PCA
plot, which shows samples from geothermal and non-geothermal locations forming their
respective groups.
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PENDAHULUAN

Tanaman biduri (Calotropis Gigantea L.) adalah tanaman yang kaya kandungan
metabolit sekunder yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku pembuatan obat (Novia dkk.,
2021). Tanaman ini merupakan tanaman yang mudah didapatkan karena tanaman ini tumbuh
liar di daerah dataran rendah dan merupakan tanaman semak yang banyak tumbuh di daerah
beriklim tropis, dan banyak dimanfaatkan masyarakat sebagai obat tradisional diantaranya
sebagai obat sakit gigi, obat masuk angin dan obat batuk dan asma (Noviyanty dkk., 2020).
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Tanaman biduri biketahui dapat tumbuh di lokasi manifestasi geotermal gunug seulawah agam,
hal ini menjadi menarik karena kawasan manifestasi geotermal merupakan salah satu kawasan
yang memiliki karakteristik yang berbeda dengan kawasan lain, karena kondisi di kawasan
manifestasi geotermal termasuk dalam kondisi yang terbilang ekstrim, sehingga tanaman yang
tumbuh disekitar manifestasi geotermal harus bisa mengatasi tekanan abiotik ekstrem yang
terdapat pada lingkungan yang dapat mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan tanaman
(Baillie dkk., 2018), dengan kondisi dikawasan geotermal tersebut tentu saja akan memberikan
pengaruh terhadap metabolit sekunder yang terkandung didalam tanaman biduri yang tumbuh
di kawasan tersebut.

Tanaman biduri yang tumbuh di kawasan manifestasi geotermal tentu akan memiliki
perbedaan dengan tanaman biduri yang berasal dari kawasan non geotermal, untuk
mengidentifikasi perbedaan yang terjadi ini beberapa metode telah dikembangkan,
spektroskopi FTIR berpotensi sebagai metode analisis untuk mengidentifikasi tumbuhan yang
berasal dari lingkungan yang berbeda, hal ini berdasarkan pada bukti bahwa spektrum IR
merupakan suatu pola fingerprint sehingga spektrum yang dihasilkan merupakan ciri dari
komposisinya (Sanchez dkk., 2018). Namun, diperlukan pendekatan statistic multivariat untuk
menganalisa data spektrum FTIR untuk dapat mengekstraksi informasi yang dibutuhkan
(Jiménez-Carvelo dkk., 2019).

Telah banyak penelitian yang melaporkan hasil dari kombinasi FTIR - kemometrik
dengan tujuan identifikasi tumbuhan, seperti membedakan asal geografis tumbuhan Papaver
Somniferum (Turner dkk., 2009), Portulaca Oleracea (Zhu dkk., 2010), Mentha pulegium L.
(Kanakis dkk., 2012). Selain untuk analisis perbedaan geografis asal teknik kemometrik juga
dilakukan untuk diskriminasi taksonomi tumbuhan yang berkerabat dekat seperti identifikasi
yang dilakukan oleh Liu dkk., (2008) penelitian yang dilakukan adalah diskriminasi taksonomi
tumbuhan Panax ginseng, Cultivated ginseng, mountain cultivated ginseng dan mountain wild
ginseng. Dari beberapa penelitian yang telah dilakukan sejauh ini belum ada penelitian terkait
identifikasi perbedaan tumbuhan biduri dari kawasan geothermal khususnya dimanifestasi
geothermal Seulawah Agam dengan tumbuhan biduri dari kawasan non geotermal.

Berdasarkan uraian diatas, peneliti tertarik untuk melakukan identifikasi dan
autentifikasi tanaman biduri yang berasal dari Kawasan yang berbeda dengan metode
spektroskopi FTIR dan kemometrik, pada penelitian ini sampel yang digunakan adalah ekstrak
etanol daun biduri, kemudian ekstrak ini yang akan di akuisisi spektrum FTIRnya karena pelarut

etanol dapat menarik banyak senyawa yang ada di dalam sampel.
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METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan
Bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah simplisia daun biduri dan pelarut etanol

90% sebanyak 18 liter. Adapun alat yang digunakan pada penelitian ini adalah seperangkat alat
maserasi, rotary evaporator (Buchi R-100) untuk memperoleh ekstrak etanol pekat daun biduri,
akuisisi spektrum inframerah dilakukan dengan menggunakan instrumen FTIR (IRPrestige-21
Shimadzu), analisa kemometrik dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak software

Uncreambler ® 10.4 (CAMO SA, Osio, Norwegia) dan Python 3.8.

Lokasi Sampling
Sampel pada penelitian ini adalah daun tumbuhan biduri yang diperoleh dari beberapa

lokasi geotermal dan non geotermal, lokasi geotermal yang menjadi titik sampling diantaranya
adalah Ie Brook, Ie Jue, Ie Seeum yang masuk kedalam sistem gunung api Seulawah Agam di
Kabupaten Aceh Besar dan satu lagi adalah gotermal Jaboi yang berada di Pulau Sabang.
Sedangkan lokasi sampling kawasan non geotermal adalah kawasan pantai Lhong dan kawasan
Lam Baro.

Tabel 1. Lokasi Sampling Daun Biduri

No Lokasi Kode Sampel ~ Kawasan

1 1

2 Ie Jue 1J2

3 1J3

4 IS1

5 Te Seuum IS2 g:lﬁfvrvr:l’;‘l
6 IS3

7 IB1

8 Ie Brook 1B2

9 IB3

10 J1

11 Jaboi 2 Ocotermal
12 J3

13 Lhl

14 Lhong Lh2 Pantai

15 Lh3

16 Lbl

17  Lambaro Lb2 Nongeotermal
18 Lb3
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Preparasi dan Ekstraksi Sampel

Sampel daun biduri yang telah di ambil dari setiap lokasi kemudian dicuci dan dikering
anginkan selama 14 hari, setelah 14 hari sampel dihaluskan dengan hingga berbentuk serbuk
simplisia, sampel serbuk daun biduri kemudian di ekstrak dengan metode maserasi selama 48
jam menggunakan pelarut etanol 96%. Setelah 14 jam sampel disaring untuk mendapatkan
filtratnya, kemudian filtrat yang telah diperoleh diuapkan pelarutnya dengan menggunakan

Rotary Evaporator untuk mendapatkan ekstrak kental daun biduri.

Akuisisi Spektrum FTIR

Sampel yang dianalisis FTIR adalah serbuk simplisia daun biduri, sampel diukur pada
panjang gelombang 4000 — 400 Cm™!. total spektrum FTIR dari ke 6 lokasi adalah 18 spektrum.
Data spektrum yang diperoleh kemudian disimpan dalam format excel (xIsx) untuk dianalisis

lebih lanjut.

Analisa Kemometrik

Tahap awal analisa kemometrik adalah dengan perlakuan pendahuluan yaitu
preprocessing data yang dilakukan pada setiap spektrum FTIR (IRPrestige-21 Shimadzu)
dengan metode derivative 1%'. Pembuatan model discriminant untuk mengidentifikasi lokasi asal
tumbuhan biduri dengan menggunakan data pada bilangan gelombang 4000-400 cm™'. Metode
analisis kemometrik yang digunakan yaitu Hierarchical cluster Analysis (HCA), Principal
Component Analysis (PCA), analisis dilakukan dengan menggunakan software Uncreambler ®

10.4 (CAMO SA, Osio, Norwegia) dan peranti lunak python 3.8.2 (Adi dkk., 2020).

HASIL DAN PEMBAHASAN
Spektrum FTIR daun Biduri

Sampel daun biduri yang diukur dengan Instrumen FTIR adalah sampel serbuk daun
biduri, pengukuran dilakukan pada panjang gelombang 4000 — 400 c¢cm. Spektrum FTIR
serbuk simplisia daun biduri yang diperoleh dapat dilihat pada Gambar 4.2.
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FTIR Spektra (Original Data)
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Gambar 1. Spektrum FTIR Daun Biduri

Berdasarkan Gambar 1, dapat dilihat spektrum FTIR daun biduri yang diperoleh dari
berbagai lokasi, secara umum semua sampel daun biduri baik dari kawasan geotermal dan non
geotermal menunjukkan pola absorbansi spektrum yang sama. Pola spektrum ini menunjukkan
bahwa semua sampel biduri memiliki gugus fungsi yang sama pula. Dari spektrum Inframerah
dapat dilihat bahwa adanya absorbansi pada bilangan gelombang 3000 — 3700 cm™! menandakan
adanya gugus fungsi O-H (Suresh dkk., 2016), kemudian adanya gugus fungsi C-C Aromatik
pada bilangan gelombang 3100 — 3000 cm™!, dan gugus fungsi C-H alifatik (Suresh dkk., 2016),
gugus fungsi C=0 pada 1740-1700 cm™! (Smith dkk., 2019), gugus fungsi C=C alkena pada
1680-1600 cm™! (Hands dkk., 2016), C=C aromatic pada bilangan gelombang 1600-1475 cm’!
(Smith dkk., 2019), gugus -CH3 pada bilangan gelombang 1400-1325 cm™!' (Thummajitsakul
dkk., 2020), dan gugus fungsi C-O pada bilangan gelombang 1100-1000 cm™! (Thummajitsakul
dkk., 2020). Gambar 4.3 adalah spktrum FTIR yang telah di Preprocessing dengan teknik
turunan pertama (Derivative 1%). Perbedaan spektrum FTIR daun biduri dapat dilihat

berdasarkan serapan khas pada tabel berikut.

Tabel 2. Puncak Khas pada Spektrum FTIR Daun Biduri

Gugus Fungsi
No  Sampel C - HC -H _ c=C

O-H aromatik alifatik =0 c=C aromatik CN €0
1 IeBrook 3392 2925 2857 1730 1632 1417 1246 1031
2 lelJue 3345 2924 2857 1725 1637 1416 1246 1068
3 e 3396 2924 2858 1726 1635 1515 1247 1071

Seuum

4  Jaboi 3394 2924 2858 1735 1629 1518 1321 1101
5 Lhong 3405 2923 2855 1703 1646 1418 1248 1102
6 Lambaro 3358 2924 2857 1746 1637 1417 1246 1100
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Berdasarkan data pada Tabel 2, dapat dilihat perbedaan puncak serapan dari spektrum
FTIR daun biduri yang berasal dari geografis yang berbeda, berdasarkan tabel tersebut
menggambarkan bahwa perbedaan antar sampel tidak terlalu signifikan, karena serapan gugus
fungsi dari setiap sampel sama, berdasarkan gambar 1 dapat disimpulkan bahwa perbedaan
spektrum FTIR daun biduri terlihat pada intensitas serapan gugus fungsi.

Untuk analisa kemometri, data spektrum terlebih dahulu data spektrum FTIR di berikan
tindakan pendahuluan atau preprocessing data. Untuk analisa kemometri, data spektrum FTIR

di berikan tindakan pendahuluan atau preprocessing.

FTIR Spektra (Derivative 1st)
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Gambar 2. Spektrum FTIR Daun Biduri setelah diberi Perlakuan Pendahuluan Derivative 1%

Gambar 2 menunjukkan spektrum yang telah dipreprocessing dengan menggunakan
metode turunan Pertama Savitzky-Golay, metode turunan pertama ini dapat digunakan untuk
memperjelas puncak dan lembah spectra FTIR/NIR (Cen & He, 2007), memisahkan puncak
yang overlapping (tumpang tindih) dan menghilangkan efek variasi spectra. Derivative 1% dapat
digunakan untuk menghilangkan background dan meningkatkan resolusi spectra serta

menghilangkan noise yang diakibatkan perbedaan ukuran partikel di dalam ekstrak.

Analisa Kemometrik

Mengidentifikasi perbedaan lokasi tumbuhan tanaman biduri menjadi penting dilakukan
untuk mengetahui respon tumbuhuhan biduri terhadap kondisi lingkungan. Tanaman biduri
sebagai salah satu tumbuhan yang potensial sebagai bahan baku obat karena kaya kandungan
senyawa metabolit sekunder sehingga sangat penting untuk melihat perbedaan tanaman biduri
yang berasal dari lokasi dengan kondisi geografis yang berbeda. Hal ini tidak terlepas dari
kenyataan bahwa senyawa metabolit sekunder merupakan hasil interaksi antara tumbuhan

dengan lingkungan (Liu dkk., 2018). Tanaman biduri dapat tumbuh di berbagai lokasi yang
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berbeda kondisi geografisnya, seperti kawasan pantai, kawasan lereng bukit, dan bahkan
kawasan yang ekstrim seperti di kawasan manifestasi geotermal gunung api seulawah agam.
Kawasan manifestasi seulawah agam yang memiliki kondisi geografis yang ekstrim,
tentunya secara teoritis akan mempengaruhi kandungan senyawa metabolit sekunder yang ada
di dalam tumbuhan biduri. Sehingga diperlukan suatu metode analisis yang dapat digunakan
untuk melihat perbedaan tumbuhan biduri yang berasal dari berbagai lokasi, untuk itu
dibutuhkan suatu fingerprint atau penanda yang dapat membedakan tumbuhan biduri yang
berasal dari lokasi yang berbeda. saat ini kombinasi FTIR-kemometrik menjadi pilihan yang
cukup baik dalam mencapai tujuan diatas. Metode kemometrik yang digunakan pada untuk

menganalisa tumbuhan biduri pada penelitian ini adalah HCA dan PCA.

Hierarchical cluster Analysis (HCA)

HCA dikenal juga dengan analisis gerombol merupakan salah satu jenis metode
pengenalan pola tak terawasi yang sering digunakan oleh para peneliti untuk
mengklasifikasikan sampel, dan mengidentifikasi kemiripan dari sampel-sampel yang
dianalisis (Egbueri, 2020). Hasil pengelompokan dengan menggunakan teknik HCA
ditunjukkan pada gambar 3, berdasarkan dendogram yang diperoleh, terbentuk 3 kelompok data
namun belum berhasil mengidentifikasi perbedaan daun biduri yang berasal dari kawasan

manifestasi geotermal Gunung Seulawah agam.
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Gambar 3. Hasil Pengelompokan Daun biduri dengan HCA

Berdasarkan dendogram pada Gambar 3, terbentuk 3 klaster sampel biduri, dimana
kalater pertama, merupakan sampel terdiri dari sampel dari kawasan Lambaro,Lambaro secara

geografis merupakan kawasan non geotermal dan berada jauh dari pantai. Klaster ke II adalah
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kelompok data yang berasal dari sampel geothermal Jaboi, Ie Brook dan Lhong, dari klaster II
yang terbentuk ini tidak terlihat adanya pola pengelompokkan yang unik, dimana sampel dari
kawasan berbeda berkumpul menjadi dalam 1 kelompok, hal ini mengindikasikan beberapa
kemungkinan yaitu adanya kesamaan daun biduri dari ketiga lokasi tersebut atau Metode HCA
blum maksimal dalam mengidentifikasi Perbedaan geoGrafis asal daun biduri. Klaster terakhir
adalah klaster III, klaster ini terdiri dari sampel daun biduri dari kawasan manifestasi
geothermal Ie Seuum dan manifeasti geothermal Ie Jue kedua manifestasi ini termasuk kedalam
lokasi manifestasi Gunung Seulawah Agam, sehingga dapat disimpulkan bahwa dengan metode
HCA belum dapat secara maksimal mengidentifikasi daun biduri dari kawasan manifestasi
Gunung Seulawah Agam, metode HCA berhasil mengidentifikasi 2 dari 3 lokasi manifestasi di

kawasan Gunug Seulawah.

Principal Component Analysis (PCA)

Tujuan dari penggunaan teknik PCA adalah untuk mengetahui hubungan antar sampel
daun biduri yang diambil dari berbagai lokasi dengan cara mengklasifikasikan sampel. PCA
merupakan teknik pengenalan pola tak terawasi yang dapat digunakan untuk mereduksi data
dan menggali informasi dengan tujuan menemukan faktor yang dapat menjelaskan suatu
kencerungan yang ada didalam suatu set data (Gad dkk., 2013). Metode PCA dapat digunakan
untuk pembuatan model diskrimansi satu tanaman yang berkerabat dekat, dalam penelitian ini
teknik PCA digunakan untuk mengklasifikasikan tanaman biduri untuk melihat perbedaan daun
biduri yang berasal dari kawasan gunung api seulawah agam. Gambar 4 menunjukkan bahwa

plot PCA menjelaskan total varian sebesar 63% hasil dari akumulasi PC1 44% dan PC2 19%.

Principal Component Analysis
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Gambar 4. Skor Plot PCA
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Berdasarkan skor plot PCA pada Gambar 4, terlihat pola pengelompokan setidaknya
terbentuk 4 kelompok data, Kelompok I adalah kelompok yang berisi data spektrum FTIR daun
biduri yang berasal dari lhong yang merupakan kawasan pantai, Kelompok II adalah kelompok
yang terdiri dari data spektrum dari kawasan manifestasi le jue (Geotermal Seulawah),
kemudian kelompok ke III adalah spektrum FTIR daun biduri dari kawasan Lambaro, dan
kelompok IV adalah kelompok yang terdiri dari data spektrum daun biduri yang berasal dari
kawasan manifestasi Ie Jue, le Brook dan dari kawasan manifestasi jaboi. Berdasarkan pada
kelompok I'V yang terdiri dari sampel dari 3 lokasi, hal ini mengindikasikan bahwa ketiga lokasi
memiliki karakteristik kimia yang mirip satu sama lain.

Dari hasil skor plot PCA, dapat dilihat klasifikasi dimana sampel geotermal dan non
geotermal dapat terpisah dengan baik, selain itu juga sampel di kawasan pantai dan yang jauh
dari pantai juga terpisah dengan baik, plot ini cukup menggambar perbedaan asal geografis
sampel daun biduri. Namun, klasifikasi sampel dari kawasan geothermal terbagi dalam 2
kelompok, yaitu kelompok ke-II yang berisi sampel dari kawasan manifestasi Ie Jue, dan
Kelompok ke-1V yang terdiri dari sampel manifestasi geothermal Ie Brook,le seeum, dan Jaboi.
Hal ini dapat terjadi kemungkinan karena ada pengaruh perbedaan kandungan pada air di lokasi
manifestasi tersebut dan selain itu juga dipengaruhi oleh suhu. Berdasarkan penelitian yang
dilakukan oleh Idroes dkk., (2019) melaporkan bahwa pada manifestasi geothermal Ie Jue
memiliki kandungan sulfat yang cukup dominan di dalam airnya, selain itu suhu di lokasi
geothermal le Jue merupakan yang paling tinggi dibandingkan lokasi manifestasi lain di
kawasan gunung seulawah Agam. Sampel daun biduri dari kawasan manifestasi e Jue terpisah
dari kawasan manifestasi lainnya dimungkinkan disebabkan oleh perbedaan kandungan
dominant didalam air di lokasi manifestasi yang lain, seperti lokasi manifestasi Ie Seuum yang
memiliki kandungan dominan klorida (Idroes dkk., 2019), dan lokasi manifestasi Ie Brook

memiliki kandungan dominant bikarbonat (Idroes dkk., 2019).

KESIMPULAN

Kombinasi spektrum FTIR dengan metode klasifikasi PCA berhasil mengidentifikasi
tumbuhan biduri yang berasal dari Kawasan/lokasi yang berbeda, berdasarkan hasil klasifikasi
dengan HCA sampel biduri membentuk 3 kelompok, namun kelompok yang terbentuk belum
dapat mengidentifikasi sampel biduri dari kawasan manifestasi geothermal. Kemudian hasil

dari PCA yang ditunjukkan dalam skor plot berhasil mengklasifikasikan sampel daun biduri
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kedalam 4 kelompok dengan varian total yang mampu dijelaskan sebesar 63% (PC1 44% dan
PC2 19%).
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