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ABSTRAK

Rhizophora mucronata leaves contain various secondary metabolites that contribute to
several pharmacological activities. The extraction efficiency and metabolite composition can be
influenced by several factors, including the particle size of plant materials. This study aimed to
evaluate the effect of particle size of R. mucronata leaves on their secondary metabolite composition
using Fourier Transform Infrared (FTIR) spectroscopy combined with chemometric analysis. Dried
leaves were ground and sieved into different particle sizes (4000 pm, 2000 ym, 500 pm, 177 ym, and
105 pym) using mesh sizes 5, 10, 35, 80, and 140. Each sample was extracted by ultrasound-assisted
extraction (UAE) using 96% ethanol. The chemical profiles of the extracts were analyzed using FTIR
spectroscopy. The dominant wavenumbers were further evaluated using Principal Component
Analysis (PCA) and Hierarchical Cluster Analysis (HCA). The results showed that smaller particle
sizes produced higher extraction yields. FTIR spectra revealed the presence of functional groups
including O-H, C=0, C-0, and aromatic groups. Biplot on PCA indicated that O-H and C=0
functional groups strongly influenced samples with particle sizes of 500 ym and 105 ym. The score
plot classified the five samples into three groups: 105 ym and 500 ym (Group 1), 2000 ym and 4000
pm (Group 1), and 177 ym (Group IlI). Meanwhile HCA revealed high similarity (79.49%) between
the 105 ym and 500 ym samples, while the sample 4000 um and 105 ym showed low similarity
(24.50%). These findings indicate that particle size significantly influences the composition of
extracted secondary metabolites.
Keywords: Rhizophora mucronata, Particle size, Fourier transform infrared spectroscopy,

Principal component analysis, Hierarchical cluster analysis

PENDAHULUAN

Mangrove adalah tanaman yang dapat tumbuh di sepanjang garis pantai tropis dan
subtropis. Mangrove dapat tumbuh di habitat payau dan asin. Hutan mangrove ditemukan
di 124 negara dan wilayah, salah satunya adalah Indonesia (Biswas & Biswas, 2019). Luas
hutan mangrove di Indonesia adalah 3,36 juta hektar atau 19 persen dari luas hutan
mangrove di dunia. Provinsi Bali dan Nusa Tenggara memiliki luas hutan mangrove sebesar
34.835 hektar (Tresiana et al.,, 2022). Pulau Lombok, Provinsi Nusa Tenggara Barat,
dilaporkan memiliki luas hutan mangrove sebesar 3.305 hektar. Rhizopora mucronata
merupakan merupakan spesies mangrove yang dominan terdapat di pulau Lombok.

Rhizopora mucronata secara empiris digunakan untuk mengobati berbagai penyakit,
termasuk kaki gajah, demam, hematoma, hepatitis, luka dan bisul. Secara tradisional, R.
mucronata digunakan untuk mengobati angina, diabetes, diare, disentri, hematuria, dan
pendarahan (Roy et al., 2023). Aktivitas farmakologis daun R. mucronata yaitu antiinflamasi,
antibakteri, antioksidan dan antifungi (Baishya et al., 2020; Jha et al., 2022; Kaur et al.,
2021). Kandungan metabolit sekunder yang terdapat pada daun R. mucronata yaitu asam
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lemak, flavonoid, saponin, fenolik, dan alkaloid (Sammanta et al., 2024). Kandungan
metabolit sekunder tersebut mempengaruhi aktivitas farmakologis yang akan dihasilkan.

Metode ekstraksi dapat mempengaruhi kandungan metabolit sekunder yang
diperoleh (Wahyuningsih et al., 2026). Kandungan metabolit sekunder yang terdapat pada
suatu tumbuhan dapat diektraksi menggunakan berbagai jenis pelarut. Wortel yang
diekstraksi dengan berbagai berbagai jenis pelarut yaitu air, etanol dan campuran etanol-air
mempengaruhi aktivitas antioksidan yang dihasilkan (Setiawansyah et al., 2024). Selain itu,
ukuran partikel mempengaruhi profil metabolit sekunder dan aktivitas antioksidan
Sargassum Sp. (Prasedya et al., 2021). Pada penelitian tersebut dijelaskan bahwa semakin
kecil ukuran partikel, kandungan senyawa fenolik dan aktivitas antioksidannya meningkat.
Sementara itu, kadar senyawa daidzein pada tempeh mengalami penurunan saat ukuran
partikel simplisia semakin halus (Yuliani et al., 2019). Hasil tersebut disebabkan karena
ukuran partikel yang terlalu halus dapat membentuk agregat yang menyebabkan kontak
antara simplisia dan pelarut terhambat.

Metabolit sekunder pada tumbuhan memiliki gugus fungsi khas yang dapat
diidentifikasi menggunakan FTIR. Penelitian Syahruni et al. (2024) melaporkan bahwa FTIR
yang dikombinasikan dengan kemometrik mampu untuk mendeteksi pengaruh perbedaan
teknik ekstraksi dengan menjadikan gugus fungsional penanda (marker). Kemometrik
merupakan disiplin ilmu kimia yang menggunakan metode matematika, statistika dan
metode lain yang dapat memberikan informasi yang relevan dengan menganalisis data
kima. Pendekatan kemometrik yang paling umum yaitu menentukan variabel yang dominan
dan yang perlu diabaikan. Kemometrik dapat memberikan prediksi, pengenalan pola dan
klasifikasi (Héberger, 2008). Penelitian Setiawansyah et al. (2024) melaporkan bahwa
wortel yang memiliki variasi ukuran partikel simplisia memiliki perbedaan komposisi kimia
yang dianalisis menggunakan FTIR yang dikombinasikan dengan kemometrik. FTIR mampu
menunjukkan gugus fungsi yang terdapat pada ekstrak tumbuhan melalui nilai frekuensi dari
setiap peak (Permatasari et al., 2024) . FTIR memiliki berbagai kelebihan, antara lain yaitu
bersifat non-distructive terhadap sampel, sensitif, dan proses analisisnya cepat. Perbedaan
kandungan metabolit sekunder dalam suatu ekstrak dapat menghasilkan perbedaan
frekuensi vibrasi gugus fungsi senyawa yang terdapat pada ekstrak (Rafi et al., 2021). Oleh
karena itu penelitian ini bertujuan mengetahui perbedaan profil FTIR daun R. mucronata
dengan berbagai ukuran partikel simplisia (4000 um, 2000 pm, 500 ym, 177 ym dan 105
pm) yang dikombinasikan dengan kemometrik.

METODE
Bahan dan Alat

Instrumen penelitian yang digunakan adalah sieve shaker (Retsch As 200), blender,
vacum rotary evaporator (Heidolp, Jerman), vortex, peralatan kaca, UAE (Elmasonic S 300
H), waterbath (Labnet, amerika), magnetic stirrer, mikropipet, dan FTIR-Attenuated Total
Reflectance (ATR) (Perkin Elmer). Bahan yang digunakan adalah sampel daun mangrove
Rhizophora mucronata yang berwarna hijau tua diperoleh dari kawasan pesisir Pantai
Cemara, Kecamatan Lembar, Kabupaten Lombok Barat, Nusa Tenggara Barat. Pelarut
yang digunakan adalah etanol 96% dengan grade teknis.

Jalannya Penelitian
Pembuatan Simplisia

Sampel daun mangrove Rhizophora mucronata diperoleh dari kawasan pesisir
Pantai Cemara, Kecamatan Lembar, Kabupaten Lombok Barat (8°43'14.22"LS
116°03'29.71”BT). Daun mangrove dikeringkan-anginkan tanpa kontak langsung dengan
sinar matahari sampai daun mengering. Proses pengeringan berlangsung selama 7 hari.
Daun mangrove yang telah kering dihaluskan menggunakan blender hingga berbentuk
serbuk. Serbuk tersebut kemudian diayak menggunakan sieve shaker dengan lima variasi
ukuran mesh (5, 10, 35, 80, dan 140) hingga diperoleh ukuran partikel secara berurutan
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4000 pm, 2000 um, 500 pm, 177 um dan 105 pm (Prasedya et al., 2021). Partikel yang tidak
lolos ayakan diblender dan diayak kembali hingga seluruhnya memenuhi kriteria ukuran
yang diinginkan.

Ekstraksi Simplisia Daun R. mucronata

Simplisia daun R. mucronata masing-masing ukuran partikel diekstraksi
menggunakan metode UAE. Sebanyak 100 g simplisia daun R. mucronata diekstraksi
dengan UAE menggunakan 1000 ml etanol 96% selama 30 menit. Proses UAE dilakukan
berulang sebanyak 2x (Sammanta et al., 2024). Seluruh filtrat hasil UAE dipekatkan
menggunakan vacum rotary evaporator menggunakan suhu 45°C, 60 rpm, dan tekanan 176
mbar. Rendemen ekstrak dihitung menggunakan rumus dibawah ini.

Bobot ekstrak (gram)

%Rendemen = x 100%

Bobot serbuk simplisia (gram)

Analisis Menggunakan FTIR

Masing-masing ekstrak daun R. mucronata dengan 5 ukuran partikel diaplikasikan
pada permukaan kristal ZnSe. Setelah itu, sampel dianalisis menggunakan FTIR-Attenuated
Total Reflectance (ATR) (Perkin Elmer) pada bilangan gelombang 4000-400 cm™ untuk
mendapatkan spektra IR. Bilangan gelombang yang identik kemudian digunakan dalam
mengidentifikasi gugus fungsi dari senyawa yang terkandung dalam sampel ekstrak daun
R. mucronata.

Analisis Data

Analisis kemometrik dianalisis menggunakan software minitab versi 7.0. Perbedaan
profil metabolit berbagai ukuran partikel daun R. mucronata dilihat dari bilangan gelombang
spektra FTIR. Bilangan gelombang tersebut dianalisis menggunakan metode Principal
component ananlysis (PCA) dan Hierarchial Cluster Analysis (HCA). Pada analisis PCA,
nilai yang digunakan vyaitu absorbansi pada bilangan gelombang 3326,49; 1630,27;
1519,10; 1444,78; 1284,87; 1050,72; 1013,57; dan 507,1. Sebelum dilakukan analisis,
spektra FTIR dinormalisasi dengan menggunakan area normalization. Pada analisis HCA
digunakan metode clustering Euclidean distance.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Hasil Ekstraksi

Proses ekstraksi yang digunakan pada penelitian ini UAE. Metode UAE
memanfaatkan energi ultrasonik yang dapat membantu proses pengeluaran zat aktif dari
tumbuhan ke pelarut. Metode UAE dilaporkan memiliki kelebihan karena membutuhkan
pelarut yang sedikit dan mampu mengoptimalkan proses ekstraksi senyawa-senyawa pada
tumbuhan misalnya fenolik (Vega et al., 2017). Tabel 1 menunjukkan bahwa ukuran partikel
simplisia yang berbeda akan menghasilkan rendemen ekstrak yang berbeda. Rendemen
ekstrak tertinggi diperolen pada sampel dengan ukuran 107 pym, sedangkan rendemen
terendah terdapat pada sampel dengan ukuran partikel 4000 ym. Ukuran partikel yang lebih
kecil umumnya memberikan luas permukaan kontak yang lebih besar antara pelarut dengan
dinding sel simplisia, sehingga difusi senyawa aktif menjadi lebih optimal (Prasedya et al.,
2021).
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Tabel 1. Hasil %rendemen lima ukuran partikel ekstrak etanol daun R. mucronata

Ukuran Partikel Bobot Ekstrak Bobot Simplisia Rendemen Ekstrak
(gram) (gram) (%)

Ukuran 4000 pm 22,127 150 14,75

Ukuran 2000 um 18,285 115 15,90

Ukuran 500 pym 17,033 106 16,069

Ukuran 177 um 20,137 110 18,306

Ukuran 105 um 23,673 108 21,914
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Gambar 1. Analisis kandungan metabolit menggunakan FTIR

Profil metabolit sekunder pada daun R. mucronata dianalisis menggunakan FTIR.
Hasil analisis ekstrak etanol daun R. mucronata dengan 5 ukuran partikel yang berbeda,
memiliki puncak serapa yang relatif sama. Bilangan gelombang 3326,49 cm™' merupakan
gugus fungsi O-H stretch. Bilangan gelombang tersebut menunjukkan kemungkinan
terdapat senyawa fenol atau alkohol pada daun R. mucronata. Gugus fungsi O-H paling
dominan terdapat pada sampel 105 ym, namun memiliki signal C=C benzen dan dan C-O
fenol yang lebih rendah. Oleh karena itu kemungkinan sebagian besar gugus OH alcohol
yang didukung dengan absorbansi pada bilangan gelombang C-O alkohol tinggi. Sementara
itu, sampel 177 ym memiliki absorbansi paling rendah pada frekuensi O-H, namun memiliki
frekuensi tertinggi pada puncak C=C benzen dan C-O fenol. Bilangan gelombang 1519,10
cm™; dan 1444,78 cm™ menunjukkan keberadaan gugus fungsi C=C aromatik. Keberadaan
senyawa aromatik dan gugus O-H memungkinkan adanya senyawa fenolik. Hal tersebut
dikuatkan dengan adanya sinyal pada bilangan gelombang 1284,87 cm™' yang menunjukkan
adanya C-O stretch fenol (Olariu, 2021). Oleh karena itu, kemungkinan senyawa fenol yang
dominan terdapat pada sampel 177 pym.
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Tabel 2. Analisis gugus fungsi FTIR

Bilangan Gelombang (cm™') Gugus Fungsi
3326,49 O-H
1630,27 C=0
1519,10 C=C aromatik
1444,78 C=C aromatik
1284,87 C-O fenol
1050,72 C-O stretch alkohol primer
1013,57 C-0O bending

507,1 Daerah finger print

Bilangan gelombang 1050,72 cm™; dan 1013,57 cm™ menunjukkan adanya ikatan
C-O dari gugus alkohol primer dan eter. Berdasarkan spektrum FTIR yang diperoleh
diperkirakan bahwa ekstrak daun R. mucronata mengandung senyawa golongan fenolik
seperti flavonoid (Rahmawati et al., 2023). Hal tersebut ditunjang dari penelitian sebelumnya
yang menunjukkan bahwa esktrak daun R. mucronata memiliki kandungan senyawa
flavonoid yang tinggi seperti rutin, kuersetin dan kaemferol (Saputri et al., 2025).

Kemometrik menggunakan metode principal component analysis (PCA)

PCA merupakan salah satu metode analisis statistik multivariat yang digunakan
untuk menyederhanakan data yang memiliki banyak variabel menjadi beberapa komponen
penting (Principal component). Komponen penting ini merupakan gabungan dari variabel-
variabel asli yang dirancang untuk menjelaskan sebagian besar variasi atau perbedaan
dalam data. PCA membantu untuk memahami pola utama dalam data yang kompleks
dengan cara merangkum informasi menjadi lebih sederhana tanpa kehilangan informasi
yang paling penting (Greenacre et al.,, 2022). Pada penelitian ini, data yang digunakan
sebagai variabel adalah bilangan gelombang. Bilangan gelombang yang dijadikan variabel
pada penelitian ini yaitu 3326,49; 1630,27; 1519,1; 1444,78; 1284,87; 1050,72;
1013,57; dan 507,1 cm™'. Terdapat beberapa luaran data dari analisis dengan metode PCA,
yaitu scree plot, score plot, loading plot, dan biplot. Bilangan gelombang tersebut dipilih
karena menunjukkan peak spektrum yang tajam dan adanya perbedaan absorbansi pada
masing-masing sampel.

Scree plot berguna untuk menghasilkan model data. Hasil analisis data pada scree
plot dapat dilihat melalui nilai eigenvalue. Model dikatakan baik dan optimal jika nilai
eigenvalue diatas 1 dan mampu menjelaskan data sebesar >80% (Yasir et al., 2025). Pada
hasil analisis terdapat 2 PC yang memiliki nilai eigenvalue diatas 1 yaitu PC1 dan PC2
(Tabel 3 ). PC2 dan PC1 masing-masing mampu menjelaskan seluruh variabel secara
berurutan yaitu 32,3% dan 64,8%. Total atau cumulative PC1 dan PC2 menunjukkan bahwa
kedua PC mampu menjelaskan seluruh variabel/data sebesar 97,2% (>80%). Hasil tersebut
menunjukkan bahwa model yang terbentuk sudah mampu menjelaskan data secara optimal.

Tabel 3. Data eigenanalysis of the corelation matrix dari Scree plot
_Eigenalalysis PCA1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC8
Eigenvalue 5,1857 2,5872 0,1794 0,0478 0,000 0,000 0,000 -0,000
Proportion 0,648 0,323 0,022 0,006 0,000 0,000 0,000 -0,000
Cumulative 0648 0972 0,994 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
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Score Plot of 3326,49. .... 507,1
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Gambar 2. Score plot Profil FTIR Ekstrak Daun Rhizophora mucronata pada
berbagai ukuran partikel simplisia

Score plot berfungsi untuk mengetahui distribusi data dan pengaruhnya terhadap
variabel (Yasir et al., 2025). Data yang dimaksud pada penelitian ini yaitu sampel daun R.
mucronata yang memiliki perbedaan ukuran partikel simplisia. Pada score plot (gambar 2)
menunjukkan masing-masing konstribusi variabel terhadap PC1 dan PC2. Sampel yang
memiliki ukuran partikel berbeda terdistibusi pada PC1 dan PC2. Score plot ini dapat
digunakan untuk mengklasifikasikan sampel berdasarkan variabel yang digunakan dalam
penelitian ini (bilangan gelombang). Score plot menunjukkan bahwa kelima sampel
diklasifikasikan menjadi 3 kelompok yaitu sampel dengan ukuran 105 pym dan 500 ym
(kelompok 1), 2000 pm dan 4000 um (kelompok Il), 177 um (kelompok Ill). Oleh karena itu,
ukuran simplisia sampel mempengaruhi senyawa yang terekstraksi sehingga profil FTIR
yang terbentuk juga berbeda.

Loading Plot
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Gambar 3. Analisis Loading plot Profil FTIR Ekstrak Daun Rhizophora mucronata pada
berbagai ukuran partikel simplisia

Loading plot digunakan untuk menentukan variabel terpenting untuk menentukan
nilai principal component analysis (PCA). Semakin jauh posisi variabel dari titik awal (0,0),
maka peran variabel terhadap proses PCA semakin besar. Variabel dengan posisi yang
berdekatan memiliki hubungan yang searah (<90°), sedangkan variabel yang berjauhan
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memiliki hubungan yang berlawanan (>90°). Bilangan gelombang 1050,72 cm™ (C-O stretch
alkohol primer) merupakan variabel dengan posisi terjauh dari titik awal, maka bilangan
gelombang tersebut memiliki peran yang besar terhadap proses PCA. Sementara itu,
bilangan gelombang 1519,10 cm™ (C=C aromatik) merupakan variabel yang terdekat dari
titik awal yang artinya memiliki peran kecil terhadap proses PCA (Arina et al., 2022).
Bilangan gelombang 1519,10 cm™ memiliki sudut <90° dengan bilangan gelombang
1444,78 cm™ yang menunjukkan bahwa keduanya berkorelasi (Gambar 3). Keduanya
merupakan bilangan gelombang yang menunjukkan adanya gugus benzen pada sampel
daun R. mucronata. Kedua bilangan gelombang tersebut juga memiliki sudut <90° dengan
peak pada bilangan gelombang 1284,87 cm™ yang merupakan gugus C-O fenol. Oleh
karena itu, diperkirakan bahwa pada gugus fenolik terdapat pada daun R. mucronata.
Namun, diperkirakan gugus fenoliknya tidak terlalu tinggi karena konstribusinya terhadap
loading plot PCA paling kecil.

Sementara itu, data biplot digunakan untuk melihat kontribusi serta kualitas
representasi ukuran partikel dan variabel terhadap variasi total data (Ghosh et al., 2023).
Ukuran partikel 2000 ym dan 4000 uym berada pada posisi PC1 dan PC2 negatif, variabel
(bilangan gelombang) tidak ada yang berada pada posisi tersebut. Hal tersebut
menunjukkan bahwa seluruh variabel tidak berkontribusi terhadap profil FTIR pada sampel
dengan ukuran partikel 2000 ym dan 4000 um. Sementara itu, profil FTIR ukuran partikel
500 ym dan 105 ym dipengaruhi oleh variabel dengan bilangan gelombang 3326,49 cm™’
(O-H); 1630,27 cm™" (C=0); dan 507,1 cm™'. Ketiga gugus tersebut merupakan gugus fungsi
yang membedakan sampel pada ukuran 500 ym dan 105 pym dengan sampel lainnya.
Sementara itu, pada sampel dengan ukuran partikel 177 ym dipengaruhi oleh gugus fungsi
C-0 bending (1013,57 cm™). Variabel yang berada pada posisi PC1 dan PC2 positif tidak
berkontribusi terhadap perbedaan profil FTIR sampel dengan berbagai ukuran partikel.

Biplot of 3326,49. .... 507,1

507,1 1050,72
4 p ©4000 pum

1 1630,27 74 2000 pm
/ 1284,87 ® 500 pm
144478

332649
T ~ 1519,1

177 pm

® 105 um

0 TN 1013,57

Second Component

-2
-3 2D -1 0 1 2 3 4
First Component
Gambar 4. Analisis biplot Profil FTIR Ekstrak Daun Rhizophora mucronata pada berbagai
ukuran partikel simplisia
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Gambar 5. Dendogram Profil FTIR Ekstrak Daun Rhizophora mucronata pada berbagai
ukuran partikel simplisia. Ukuran 4000 um (1); 2000 um (2); 500 um (3); 177
pm (4); 105 um (5).

Analisis dendogram digunakan untuk melihat tingkat kemiripan komposisi senyawa
kimia dalam sampel (Arina et al., 2022). Dendogram (Gambar 6) di atas nenunjukkan hasil
yang berkaitan dengan score plot, yaitu sampel terbagi menjadi 3 kelompok. Kelompok |
yaitu ukuran partikel 105 yum memiliki tingkat kemiripan tertinggi dengan ukuran 500 ym
yaitu sebesar 79,49%. Ukuran partikel 4000 um memiliki kemiripan 72,38% dengan sampel
ukuran partikel 500 ym. Sementara itu, kelompok Il yaitu 2000 ym memiliki kemiripan
sebesar 65,72% dengan sampel ukuran partikel 4000 pm. Kelompok Il yaitu sampel dengan
ukuran partikel 177 um memiliki kemiripan yang rendah dengan sampel ukuran partikel 4000
pm yaitu sebesar 24,50%. Sampel ukuran 105 ym dan 500 ym memiliki kemiripan yang
tinggi sedangkan sampel ukuran 177 um memiliki kemiripan yang rendah dengan 2 sampel
tersebut walaupun memiliki ukuran partikel yang mirip. Hal ini mengindikasikan bahwa
ukuran partikel bukan satu-satunya faktor yang menentukan karakteristik kimia ekstrak.
Efisiensi ekstraksi dipengaruhi pula oleh luas permukaan efektif, struktur jaringan tanaman,
distribusi metabolit, dan penetrasi pelarut selama proses ekstraksi (Kaufmann & Christen,
2002). Variasi faktor-faktor tersebut dapat menyebabkan perubahan komposisi senyawa
yang terekstraksi sehingga menghasilkan profil FTIR yang berbeda.

KESIMPULAN

Hasil karakterisasi dengan FTIR menunjukkan adanya gugus O-H, C=0, C-O dan
aromatik pada seluruh sampel daun Rhizophora mucronata. Data scree plot menunjukkan
bahwa model yang terbentuk sudah baik dan optimal. Data score plot menunjukkan bahwa
kelima sampel diklasifikasikan menjadi 3 kelompok yaitu sampel dengan ukuran partikel 105
pm dan 500 ym (kelompok 1), 2000 ym dan 4000 pm (kelompok Il), 177 um (kelompok IlI).
Hasil HCA juga menunjukkan kelima sampel diklasifikasikan menjadi 3 kelompok. Sampel
dengan ukuran partikel besar cenderung berkelompok dengan sampel yang berukuran
partikel besar juga. Sampel dengan ukuran partikel kecil juga berkelompok dengan sampel
berukuran partikel kecil, namun ukuran partikel 177 um mengelompok sendiri. Hasil PCA
keseluruhan menunjukkan bahwa ukuran partikel simplisia mempengaruhi profil FTIR yang
dihasilkan. Maka, senyawa yang terekstraksi juga berbeda.
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