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ABSTRACT 

PROFILE OF METABOLITE AND ANTI-DIABETIC ACTIVITY OF 

COCOA (Theobroma cacao) EXTRACT USING LC-MS/MS 

 

 

 
By 

 

M. Hanif Amrulloh 

Cocoa pod shell (Theobroma cacao L.) or commonly called Cocoa Pod Husk (CPH) is 

the main by-product of the cocao industry. The antidiabetic properties of CPH have 

been extensively studied, but studies on the identification of the active compound 

responsible are scarce. Information about the active compounds is very important for 

the quality of herbal medicinal use. The purpose of this study was to identify inhibitors 

of α-amylase metabolites in CPH at various solubilities through the LC-MS/MS 

correlation and antidiabetic activity using a metabolomics approach. In the α-amylase 

test on n-hexane, ethyl acetate, ethanol, and acetone extracts. It was found that ethanol 

extract (296.47 ± 26.98 μg/mL) and acetone (362.90 ± 45.20 μg/mL) had the most 

active antidiabetic bioactivity. From the results of the LC-MS/MS analysis, 225 known 

compounds and 94 unknown compounds were obtained. In grouping variations of 

cocoa extract with PCA with 110 ionic mass variables, it was found that grouping with 

the main component (PC) was 75%. The results of the PLS analysis showed the 

presence of choline compounds, n-methylethanolamine phosphate, Phaseollidin 

hydrate, 2-Amino-1,3,4-octadecanetriol, Matairesinol, Altenuene, and Amorphigenin 

which are thought to contribute actively to anti-diabetic bioactivity with the most 

contributing compound being altenuene. The altenuene compound was strengthened 

by the results of the OPLSDA which found that altenuene is a characteristic compound 

in the active extract of cocoa pod shell with a VIP value of 1.497. It can be concluded 

that the ethanol extract of cocoa shell has potential as an antidiabetic drug and altenuene 

compounds are thought to have the most active role in the antidiabetic bioactivity of 

cocoa shell. 
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ABSTRAK 

PEMPROFILAN METABOLIT DAN AKTIVITAS ANTIDIABETES 

EKSTRAK KULIT BUAH KAKAO (Theobroma cacao) 

MENGGUNAKAN LC-MS/MS 
 

Oleh 

 

M. Hanif Amrulloh 

Kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) atau biasa disebut Cocoa Pod Husk (CPH) 

merupakan hasil samping utama dari industri kakao. Sifat antidiabetes CPH telah 

diteliti secara ekstensif, tetapi studi tentang identifikasi senyawa aktif yang 

bertanggung jawab masih langka. Informasi tentang senyawa aktif sangat penting 

untuk kualitas penggunaan obat herbal. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk 

mengidentifikasi metabolit penghambat α-amilase pada CPH dengan variasi pelarut 

melalui korelasi LC-MS/MS dan aktivitas antidiabetes menggunakan pendekatan 

metabolomik. Pada uji pengahambatan terhadap ekstrak n-heksana, etil asetat, etanol, 

dan aseton terhadap enzim α-amilase. Didapatkan hasil ekstrak etanol (296.47 ± 26.98 

μg/mL) dan aseton (362.90 ± 45.20 μg/mL) mempunyai bioaktivitas antidiabetes yang 

paling aktif. Dari hasil analisis LC-MS/MS didapatkan 225 senyawa known dan 94 

senyawa unknown. Pada pengelompokkan variasi ekstrak kakao dengan PCA dengan 

110 variabel massa ion didapatkan pengelompokkan dengan komponen utama (PC) 

75%. Hasil analisis PLS menunjukkan adanya senyawa choline, n-methylethanolamine 

phosphate, Phaseollidin hydrate, 2-Amino-1,3,4-octadecanetriol, Matairesinol, 

Altenuene, dan Amorphigenin .yang diduga berkontribusi aktif pada bioaktivias 

antidiabetes dengan senyawa yang paling berkontribusi yaitu altenuene. Senyawa 

altenuene diperkuat dengan hasil OPLSDA yang didapat bahwa altenuene sebagai 

senyawa penciri pada ekstrak aktif kulit buah kakao dengan nilai VIP 1.497. Dapat 

disimpulkan bahwa ekstrak etanol pada kulit kakao mepunyai potensi sebagai obat 

antidiabetes dan senyawa altenuene diduga mempunyai peran paling aktif pada 

bioaktivitas antidiabetes kulit kakao. 

 

 

Kata kunci :Theobroma cacao, metabolomic, antidiabetes, LC-MS/MS, PLS, PCA, 

OPLSDA  
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I. PENDAHULUAN 

1.1. Latar Belakang  

Diabetes mellitus (DM) merupakan suatu penyakit yang disebabkan  terjadinya 

gangguan metabolisme karbohidrat, lemak, dan protein karena kurangnya sekresi 

insulin. DM menjadi penyakit terbesar di Indonesia, hal ini dibuktikan dengan adanya 

data dari International Diabetes Federation (IDF, 2021) yang menyatakan Indonesia 

menempati peringkat ke-5 di dunia pada jumlah penderita diabetesnya. Penderita 

diabetes bisa meningkat karena diperburuk dengan adanya pandemi COVID 19. 

Resiko kematian pada penderita COVID 19 yang memiliki penyakit diabetes dua kali 

lebih besar dari pada pasien COVID 19 non diabetes (Harbuwono et al. 2022). 

Kecenderungan peningkatan kasus dan tingkat kematian akibat DM perlu 

mendapatkan perhatian khusus dengan adanya penemuan obat yang efektif.  

 

Selama ini antihiperglikemik oral yang digunakan untuk pengobatan diabetes dapat 

menyebabkan banyak efek samping. Kombinasi berbagai fitokimia tanaman herbal 

dengan obat sintetis dapat digunakan untuk mengatasi efek samping pada pengobatan 

sintetis. Terapi obat herbal dan nutraceuticals dan penggunaan probiotik dan 

prebiotik merupakan terapi yang lebih holistik (Mohammed et al. 2013). Beberapa 

obat bioaktif baru yang diisolasi dari tanaman menunjukkan aktivitas antidiabetes 

yang lebih efektif dan minim efek samping daripada agen hipoglikemik oral yang 

digunakan dalam terapi klinis (Tran et al. 2020). Salah satu tanaman yang 

mempunyai bioaktivitas antidiabetes yaitu kakao khususnya pada bagian kulit buah. 

 

Kulit buah kakao (Theobroma cacao L.) atau biasa disebut Cocoa Pod Husk (CPH) 

merupakan hasil samping utama dari industri kokao yang mempunyai kadar 67–76% 
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dari bobot buah kakao dan saat ini hanya dimanfaatkan sebagai pakan ternak (Vega et 

al., 2018). Analisis fitokimia metabolit sekunder yang terkandung dalam kulit buah 

kakao pada ekstrak metanol, etil asetat, dan n-heksana telah diidentifikasi sebagai 

senyawa-senyawa yang termasuk dalam golongan alkaloid, flavonoid, terpenoid, 

steroid, saponin dan fenolat (Ginting et al., 2019). Kulit buah kakao diketahui 

mempunyai bioaktivitas antibakteri, antioksidan, dan antidiabetes (Indrianingsih et 

al., 2021). Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, dengan menguji berbagai 

bioaktivitas kulit kakao, maka perlu dilakukan penelitian interaksi metabolit yang 

terkandung pada kulit kakao dengan bioaktivitas antidiabetes. Pada penelitian ini 

digunakan teknik analisis yang dapat mengevaluasi serta mengidentifikasi keragaman 

profil metabolit dan perbedaan bioaktivitas dari kulit kakao untuk mendapatkan 

aktivitas biologis konsisten yang berkontribusi pada keaktifannya.  

 

Pada penelitian ini, pendekatan metabolomik digunakan karena dapat menganalisis 

metabolit primer maupun sekunder dengan data kuantitatif dari sampel dan 

memprediksi data guna mengetahui senyawa yang memiliki bioaktivitas dengan 

menggunakan berbagai metode analisis kemometrik (Warsito, 2018). Metode 

kemometrik merupakan  metode yang efektif dan menghemat waktu dalam 

menganalisis dan mengidentifikasi metabolit yang memliki bioaktivitas tertentu 

(Demarque et al., 2020). Metode kemometrik telah digunakan pada daun yacon 

(Smallanthus sonchifolius (Poepp)) dan berhasil diidentifikasi 2 senyawa yang 

mempunyai bioaktivitas antidiabetes (Aziz et al., 2021). Berdasarkan hal tersebut 

maka perlu dilakukan analisis lebih lanjut pada kulit kakao menggunakan pendekatan 

metabolomik guna mengetahui senyawa yang berpotensi sebagai antidiabetes.  

 

1.2. Tujuan Penelitian  

1. Menentukan nilai aktivitas antidiabetes ekstrak kulit buah kakao (Theobroma 

cacao) dengan variasi pelarut. 
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2. Menentukan senyawa aktif yang berkontribusi dalam aktivitas antidiabetes 

ekstrak CPH yang dihasilkan melalui korelasi LC-MS/MS dan aktivitas 

antidiabetes menggunakan pendekatan metabolomik. 

 

1.3. Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Memberikan informasi tentang senyawa bioaktif yang berfungsi sebagai 

antidiabetes dalam kulit buah kakao. 

2. Memberikan penjelasan kandungan metabolit dalam kulit buah kakao berdasarkan 

variasi pelarut dan aktivitas antidiabetes sehingga dapat digunakan dalam kontrol 

kualitas bahan baku obat herbal. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 

 

II. TINJAUAN PUSTAKA 

 

 

2.1. Kakao 

Theobroma cacao L. adalah spesies buah pohon diploid endemik di hutan hujan 

Amerika Selatan. Kakao ditemukan sekitar 3.000 tahun yang lalu di Amerika Tengah 

(Argout et al., 2011). Tanaman kakao dapat mencapai tinggi 5-8 m dan diameter 

batang 4-6 m dengan daun lonjong, meruncing, dan rusuk tengah yang menonjol 

bijinya besar, dengan bagian dalam berwarna putih atau ungu pucat. Tanaman ini 

memliki buah yang mempunyai variasi bentuk dari ellipsoid sampai ovoid serta 

memiliki warna hijau dan kuning saat matang dan berkembang di iklim panas dan 

lembab. Periode antara penyerbukan dan buah pematangan bervariasi dari 140 hingga 

205 hari (De souza et al. 2018). Bagian-bagian  yang terdapat pada buah kakao dapat 

dilihat pada Gambar 1. 

 

Gambar 1. Bagian buah kakao (Theobroma cacao L.) (Vega et al., 2018) 

 

Kulit buah kakao masih menjadi hasil samping utama dari industri kokao dengan 

berat 67–76% dari berat buah kakao perbandinganya adalah 10 ton cacao pod husk 

(CPH) basah dihasilkan 1 ton biji kakao kering. Limbah ini pun biasanya hanya 
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dimanfaatkan untuk campuran pakan ternak (Vega et al., 2018). Kulit kakao biasanya 

dibiarkan membusuk di perkebunan kakao, dan dapat menyebabkan masalah 

lingkungan. Kulit kakao sering kali menimbulkan bau busuk, kulit buah kakao yang 

membusuk juga dapat menyebarkan penyakit seperti bintik hitam pada buah kakao 

(Vriesmann et al. 2011).  

 

Adapun klasifikasi dari tanaman kakao adalah : 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Spermatophyta 

Sub Divisi : Angiospermae 

Kelas  : Dikotyledonae 

Ordo  : Malvales 

Famili  : Sterculiaceae 

Genus  : Theobroma 

Spesies : Theobroma cacao L.  

(Steenis, 2008). 

 

Produk sampingan utama pada kakao adalah kulit kayu, pulp dan madu kakao. Kulit 

kakao mengandung mineral seperti K, Ca, P, dan Mg. Pulp mempunyai pH 3,32, 

keasaman 1,84%, padatan terlarut 14,81% Brix, dan sukrosa 7,42%. “Madu kakao” 

terdiri dari air, gula yang dapat difermentasi (10%-18%), asam non volatil (0,77% -

1,52%), pektin (0,9%-2,5%), dan serat (0%-7%). Bijinya memiliki kadar glukosa 

yang tinggi (41,51 mg g-1), senyawa fenolik (148,5 mg 100 gr−1) dan keasaman 

rendah. Biji kakao setelah fermentasi, menghasilkan tingkat lipid yang tinggi (31%), 

protein (8,4%), polifenol (5,2%), dan karbohidrat (13,7%) (Kayaputri et al., 2014). 

 

2.2. Kandungan Metabolit Sekunder Kakao 

Beberapa senyawa pun berhasil diisolasi dari buah kakao antara lain procyaidin (1), 

prosianidin B2 (2), epicatechin (3), 3′-O-methyl epicatechin (4), dan catechin (5) 

yang struktrnya bisa dilihat pada Gambar 2.  
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(3) (4) 

 

 

 (5) 

 

Gambar 2. Senyawa hasil isolasi dari kulit kakao procyaidin (1), procyanidin B2 (2), 

epicatechin (3), 3′-O-methyl epicatechin (4), dan eatechin (5) 

(Esatbeyoglu et al. 2015) 

 

Kulit buah kakao menghasilkan beberapa metabolit sekunder yaitu alkaloid, saponin, 

flavonoid, antosianin, steroid, glikosida dan antrakuinon (Ginting et al., 2019). Pada 

penelitian sebelumnya dua senyawa dari kulit buah kakao yang berhasil diisolasi 

yaitu sikloartana (24-hidroksi-9,19- cycloanost-25-en-3-one) (6) dan steroid 

(Stigmast-5-en-3β-ol) (7) (Fatiamah, 2016). Strukturnya senyawa dapat dilihat pada 

Gambar 3.  
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 (6)   (7) 

Gambar 3. Struktur senyawa-senyawa hasil isolasi dari kulit buah kakao. 

 

2.3. Efek Farmakologi Tanaman kakao 

Buah kakao sudah pernah diteliti efek farmakologisnya, kulit buah kakao diketahui 

memiliki bioaktivitas sebagai antidiabetes, antibakteri, antijamur  dan sitotoksik . 

Pada uji antioksidan dengan metode DPPH pada varian buah warna kuning dan 

varian ungu didapatkan nilai IC50 sebesar 41,3 dan 44,5 μg/mL. Pengujian 

antidiabetes kakao menggunakan uji α-glukosidase didapatkan nilai sebesar IC50 27.7 

μg/mL (Indrianingsih et al., 2021). Kulit kakao juga terbukti memiliki bioaktivitas 

antibakteri terhadap bakteri S. choleraesuis dengan nilai MIC 1,0 mg/mL dan S. 

epidermidis dengan nilai MIC 2,5 mg/mL (Santos et al., 2014). Kulit kakao memiliki 

potensi sebagai antijamur yang telah di uji terhadap bakteri Fusarium oxysporum 

(jamur patogen pada tomat). Hal ini dibuktikan dengan nilai KHTM ekstrak aseton: 

air (7:3) terhadap jamur F. oxysporum pada 0,02%, 0,2% dan 2% dengan masing-

masing zona hambat 0,09 cm, 0,43 cm dan 0,68 cm. Nilai ini pun lebih besar  0,2 % 

dibandingkan dengan kontrol positifnya (Rachmawaty et al., 2018). Sitotoksisitas 

pada kulit buah kakao pada fraksi n-heksana dan etil asetat dengan IC50 yang relatif 

rendah antara 0,29-2,37 ppm, berdasarkan nilai tersebut kulit buah kakao mempunyai 

nilai toksisitas yang kuat (Mustanir et al., 2020). 

 

2.4. Diabetes 

Diabetes merupakan penyakit kronis yang serius, penyakit ini terjadi baik ketika 

pankreas tidak menghasilkan insulin yang cukup (hormon yang mengatur glukosa 

darah), atau ketika tubuh tidak dapat menggunakan secara efektif insulin yang 
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dihasilkan. Banyaknya glukosa darah merupakan efek umum dari diabetes yang tidak 

terkontrol, dan dalam jangka waktu yang panjang memungkinkan menyebabkan 

kerusakan serius pada jantung, pembuluh darah, mata, ginjal , dan saraf (Chan, 2016). 

Penyakit diabetes dibagi menjadi 2 tipe: 

 

2.4.1. Tipe I 

Diabetes tipe 1 adalah penyakit autoimun kronis yang ditandai dengan defisiensi 

insulin dan hiperglikemia yang dihasilkan pada tubuh. Salah satu pengobatan paling 

potensial saat ini untuk diabetes tipe 1 adalah dengan menggantikan sel β dari sumber 

eksternal (Dimeglio, 2018).  

 

2.4.2. Tipe II 

Diabetes tipe 2 merupakan hasil dari penggunaan insulin yang tidak efektif oleh 

tubuh. Diabetes tipe 2 menyumbang sebagian besar penderita diabetes di seluruh 

dunia. Gejalanya mungkin mirip dengan diabetes tipe 1, tetapi seringkali tidak ada 

gejala. Akibatnya penyakit mungkin tidak terdiagnosis selama beberapa tahun, 

sampai terjadi komplikasi. Selama bertahun-tahun tipe 2 diabetes hanya terjadi pada 

orang dewasa tetapi saat ini sudah mulai terjadi pada anak-anak (Chan, 2016). 

 

Kriteria diagnostik untuk diabetes digunakan dengan pengukuran glukosa setelah 

puasa atau 2 jam pasca beban, tetapi baru-baru ini telah terjadi perdebatan tentang 

apakah hemoglobin terglikasi (HbA1c) harus digunakan untuk mendiagnosis 

diabetes. Klasifikasi etiologi diabetes sekarang telah diterima secara luas, dengan 

diabetes tipe 1 dan tipe 2 menjadi dua tipe utama diabetes, dan diabetes tipe 2 

menyumbang >85% dari total prevalensi diabetes (Forouhi and Wareham, 2010). 

 

Tanaman obat juga bisa digunakan sebagai pengobatan diabetes. Hal ini dilakukan 

dengan menggunakan berbagai fitokimia yang terkandung di dalamnya dengan 

menghambat enzim hidrolisis karbohidrat dalam saluran pencernaan, seperti enzim  
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glukosidase yang merupakan salah satu strategi pengobatan paling sukses untuk 

diabetes mellitus, terutama diabetes mellitus yang tidak tergantung insulin, untuk 

menurunkan hiperglikemia postprandial ( Aziz et al. 2021).  

 

2.5. Enzim α-Amilase 

Enzim α-amilase masuk dalam klasifikasi jenis enzim saccharidase (enzim yang 

memotong polisakarida). Enzim α-amilase merupakan enzim pencernaan, yang 

terdapat pada pankreas dan kelenjar ludah. Fungsi utama dari enzim α-amilase adalah 

untuk memecah pati dalam makanan sehingga dapat diserap oleh tubuh. α-amilase 

juga biasa disintesis pada buah dan tanaman selama proses pematangan, dan hal ini 

yang menyebabkan buah menjadi  terasa lebih manis (Ariandi, 2016). 

 

Mekanisme kerja dari enzim α-amilase terdiri dari dua tahap, tahap pertama degradasi 

amilosa menjadi dextrin dan maltotriosa yang terjadi secara acak. Degradasi ini 

terjadi sangat cepat dan diikuti dengan menurunnya viskositas dengan cepat. Tahap 

kedua terjadi pembentukan glukosa dan maltosa sebagai hasil akhir dan tidak terjadi 

secara acak. Keduanya merupakan kerja enzim α-amilase pada molekul amilosa. Pada 

molekul amilopektin enzim α-amilase akan menghasilkan glukosa, maltosa dan satu 

seri α-limit dekstrin, serta oligosakarida yang terdiri dari empat atau lebih glukosa 

yang mengandung ikatan α-1,6-glikosidik (Winarno, 2010). 

 

2.6. Uji α-Amilase 

Menurut  Dastjerdi et al. (2015) Uji penghambatan enzim dilakukan berdasarkan 

pada pemecahan substrat untuk menghasilkan produk berwarna yang diukur dengan 

metode spektrofotometri. Uji α-amilase dapat diamati dari warna larutan, semakin 

bening larutan maka aktivitas penghambatan enzim α-amilase semakin besar (Riyanti 

et al., 2019). Nilai absorbansinya diukur dengan spektrofotometri UV-Vis. 

Selanjutnya, sampel dihitung % inhibisi menggunakan rumus: 
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% inhibisi  =  1 −
(A2−A1)

(A4−A3)
 X 100%   (1) 

 

A1  = Absorbansi sampel yang mengandung substrat dan enzim  

A2  = Absorbansi sampel yang mengandung substrat tanpa enzim 

A3 =  Absorbansi kontrol yang mengandung substrat dan enzim 

A4 = Absorbansi control yang mengandung substrat tanpa enzim. 

 

Nilai % inhibisi didefinisikan sebagai konsentrasi inhibitor yang dibutuhkan untuk 

menghambat aktivitas α-amilase. Semakin besar persen inhibisi yang didapatkan 

maka semakin bagus bioaktivitas antidiabetesnya (Mwakalukwa et al.2020) 

 

2.7. Metabolomik 

Profil metabolit adalah teknologi yang berkembang pesat saat ini dan berguna untuk 

analisis fenotip dan diagnostik tanaman. Hal ini juga dengan cepat menjadi kunci 

dalam anotasi fungsional gen dan dalam pemahaman komprehensif tentang respons 

seluler terhadap kondisi biologis. Pendekatan metabolomik baru-baru ini digunakan 

untuk menilai varian alami dalam kandungan metabolit antar individu tanaman, 

sehingga berpotensi sebagai peningkatan kualitas komposisi tanaman (Weston et al., 

2015). 

 

Metabolomik dapat memberikan data stres pada tanaman. Stres pada tanaman 

didefinisikan sebagai setiap perubahan kondisi pertumbuhan yang mengganggu 

homeostasis metabolik dan memerlukan penyesuaian jalur metabolisme dalam proses 

yang biasanya disebut sebagai aklimatisasi. Hal ini dapat dilakukan dengan 

mengidentifikasi senyawa yang berbeda, seperti produk sampingan dari metabolisme 

stres. Molekul transduksi sinyal stres atau bisa disebut molekul yang merupakan 

bagian dari respons aklimatisasi tanaman. Molekul ini dapat diuji lebih lanjut dengan 

pengukuran langsung, dan berkorelasi dengan perubahan transkriptom dan ekspresi 

proteom dan dikonfirmasi dengan analisis mutan  (Shulaev et al., 2008). 
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Kromatografi sidik jari atau fingerprint bisa dikombinasikan dengan kemometrik. 

Metode ini sering digunakan untuk mengevaluasi kualitas tumbuhan obat dengan 

mengolah informasi dan menyediakan berbagai metode pengolahan data. Ada 

berbagai teknik analisis atau kromatografi yang digunakan seperti kromatografi lapis 

tipis (KLT), Gas Chromatography (GC), High Performance Liquid Chromatography 

(HPLC), Capillary Electrophoresis (CE), Gas Chromatography–Mass Spectrometry 

(GC-MS), Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS / MS) High 

Performance Liquid Chromatography – Diode Array Detection (HPLC-DAD), 

Capillary Electrophoresis - Diode Array Detecon (CE -DAD), HPLC-MS dan 

HPLC-NMR dapat memberikan informasi spektum tambahan secara struktural yang 

berguna untuk analisis  kualitatif dan kuantitatif (Shafirany et al., 2018). Liquid 

Chromatography Mass Spectrometry (LCMS) memainkan peran dalam identifikasi 

kimia kompleks dan memastikan toksisitas dari obat-obatan herbal (Ganzera et al., 

2002). 

 

Kekuatan metabolomik terletak pada perolehan data analitik dimana metabolit dalam 

sistem seluler dihitung secara keseluruhan, dan ekstraksi elemen data yang paling 

berperan pada sampel dengan menggunakan berbagai jenis analisis data 

menggunakan pendekatan statistika multivariat (Putri et al. 2017). 

 

2.8. Principal Component Analysis  

Principal Component Analysis (PCA) merupakan suatu teknik yang baik untuk 

mengekstraksi struktur dari suatu set data dengan dimensi yang cukup banyak 

(Firdausi et al., 2008). Metode PCA yang digunakan pada penelitian ini bertujuan 

untuk mengklasifikasi sampel menjadi grup yang umum, mendeteksi adanya pencilan 

(outliers), melakukan pemodelan data, serta menseleksi variabel untuk klasifikasi 

maupun untuk pemodelan (Brereton, 2003).  
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Sebelum dilakukan analisis PCA ini pun perlu dilakukan adanya preprosesing untuk 

menghilangkan noise pada data tanpa mempengaruhi hasil PCA. Berikut merupakan 

pola pengolahan PCA dengan mengolah kumpulan data asli yang besar menjadi 

kumpulan data yang jauh lebih kecil dan lebih mudah dikelola (misalnya terdiri dari 

tiga komponen utama) yang dapat diinterpretasikan dengan lebih mudah. Pola dari 

metode ini dapat dilihat pada Gambar 4. 

 

 

Gambar 4. Pola proses PCA (Gao and Yang, 2003). 

 

2.9. Partial Least Square  

Metode PLS merupakan salah satu metode kemometrik yang sering digunakan untuk 

memprediksi pengaruh bioaktivitas suatu molekul. Metode PLS ini akan membentuk 

peubah baru yang disebut sebagai faktor peubah laten atau komponen, karena 

masing-masing komponen merupakan kombinasi linear dari peubah bebas. Tujuan 

dari metode ini adalah membentuk komponen yang bisa menangkap informasi 

peubah untuk menduga peubah respon (Inayah, 2018). 

 

Metode PLS mereduksi data dengan mencari faktor-faktor yang paling relevan dalam 

memprediksi dan menginterpretasikan sebuah data. Metode PLS ini menggunakan 

kombinasi linier untuk menduga variabel bebas dari variabel asli. Kombinasi ini 

dipilih dengan mengasumsikan bahwa variabel yang menunjukkan korelasi yang 

sangat tinggi dan variabel bebas diberi bobot yang sama besar karena variabel 



13 
 

 
 
 

 

tersebut akan lebih efektif dalam pendugaan variabel. Teknik kompresi data PLS 

ditunjukkan pada Gambar 5.  

 

Gambar 5. Teknik kompresi data dengan PLS (Ayu, 2017). 

 

2.10. Orthogonal Partial Least Square Discriminant Analysis (OPLS-DA) 

OPLS-DA diperkenalkan sebagai penyempurnaan dari metode PLSDA. Metode ini 

digunakan untuk membedakan dua atau lebih kelompok (kelas) menggunakan data 

multivariat (Bylesjo et al. 2006; Trygg  and Wold, 2002). Dalam OPLSDA model 

regresi dihitung antara data multivariat dan variabel respon yang hanya berisi 

informasi kelas. Keunggulan OPLSDA dibandingkan dengan PLSDA adalah 

komponen tunggal digunakan sebagai prediktor untuk kelas, sedangkan komponen 

lainnya menjelaskan variasi ortogonal ke komponen prediktif pertama. Pola 

perbedaan dari kedua metode OPLSDA dan PLSDA dapat dilihat pada Gambar 6. 

 

Gambar 6. Demonstrasi perbedaan utama antara PLS-DA dan OPLS-DA. 
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Secara sederhana, OPLSDA menggunakan informasi dalam matriks Y untuk 

menguraikan matrik X menjadi blok-blok variasi terstruktur yang berkorelasi dengan 

ortogonal ke Y. Blok yang berisi variasi berkorelasi, biasa disebut sebagai prediksi 

variasi, juga dapat diturunkan dari PLS yang dinormalisasi dengan vektor regresi 

diikuti dengan prosedur yang disebut 'target rotasi ' yang dikembangkan oleh 

Kvalheim dan Karstang. 

 

2.11. Ekstraksi 

Salah satu metode yang digunakan sebagai penemuan obat tradisional adalah metode 

ekstraksi. Pemilihan metode ekstraksi ini bergantung pada sifat bahan dan senyawa 

yang akan didapat. Proses ekstraksi khususnya untuk bahan yang berasal dari 

tumbuhan adalah sebagai berikut : 

1. Pengelompokkan bagian tumbuhan (daun, bunga, dll), pengeringan dan 

    penggilingan bagian tumbuhan. 

2. Pemilihan pelarut 

3. Pelarut polar: air, etanol, metanol, dan sebagainya. 

4. Pelarut semipolar: etil asetat, diklorometana, dan sebagainya. 

5. Pelarut nonpolar: n-heksan, petroleum eter, kloroform, dan sebagainya  

(Mukhriani, 2011). 

 

Ekstraksi merupakan metode yang digunakan untuk memisahkan suatu zat dengan 

pelarut. Adapun teknik ekstraksi dan pemilihan pelarut akan mempengaruhi hasil dari 

suatu ekstraksi karena adanya perbedaan dan karakteristik yang berbeda-beda dari 

tumbuhan obat. Hal ini pun menjadi penting dalam penelitian pada tanaman obat 

untuk memberikan hasil yang optimum baik kuantitatif maupun kualitatif (Rafi dkk., 

2013). 
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2.12. Spektrofotometer UV-Vis 

Spektrofotometri UV-Vis mempunyai fungsi dalam hal penentuan struktur yang 

mana menentukan kromofor apa yang terdapat dalam molekul yang dianalisis. Hal-

hal yang perlu diperhatikan pada spektrum UV-Vis adalah absorbsi panjang 

gelombang maksimum, bila absorbsi panjang gelombang maksimum melebar sampai 

menuju ke daerah sinar tampak menunjukkan bahwa kromofor mengandung ikatan 

rangkap terkonjugasi panjang atau kromofor merupakan aromatik polisiklik; 

sedangkan bila panjang gelombang maksimum lebih kecil dari 300 nm dan hanya 

satu pita atau beberapa pita, maka kromofor memiliki dua atau tiga ikatan rangkap 

terkonjugasi. Intensitas pita/ekstinsi molar (ε) juga harus diperhatikan, yang 

mempunyai ε 10.000 – 20.000 berasal dari kromofor diena/keton tak jenuh , β; ε 100 

– 10.000 berasal dari kromofor aromatik, bila aromatik tersubstitusi maka ekstinsi 

molar akan bertambah besar; ε 10 -100 berasal dari eksitasi elektron n  * dan 

panjang gelombang maksimumnya 270 – 350 nm (Suhartati, 2017). 

 

Aplikasi spektrofometri UV-Vis ini dalam analisis antidiabetes dengan menggunakan 

metode α-glukosidase digunakan untuk memonitor hidrolisis enzimatik dari suatu 

substrat dengan melihat jumlah P-nitrophenol didalam reaksi yang dideteksi pada 

panjang gelombang 410 nm (Early dkk., 2013). Sedangkan pada uji α-amilase maka 

panjang gelombang yang digunakan 540 nm. 

 

2.13. Spektrofotometri LC-MS/MS 

Kemampuan spektrofotometri MS ketika digabungkan spektrofotometri LC 

dinyatakan baik oleh laboratorium klinis di seluruh dunia karna keserbagunaan yang 

berkembang. Karena alat ini dapat  memberikan tingkat sensitivitas dan spesifisitas 

yang lebih tinggi dalam banyak kasus dibandingkan dengan teknik analitik lainnya. 

Selain spesifisitas dan sensitivitas, kemampuan teknik ini untuk mengukur banyak 

analit secara bersamaan adalah manfaat luar biasa dari LC yang digabungkan dengan 

metode MS karena banyak teknik lain terbatas untuk menentukan analit pada suatu 

waktu. Aplikasi untuk LC-MS/MS di laboratorium klinis digunakan untuk 
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pemantauan obat terapeutik, skrining neonatal, metode referensi, dan toksikologi 

(Himmelsbach, 2012). 

 

Analisis LC-MS akan menghasilkan data spektrum atau kromatogram yang besar. 

Maka, kemometrik dapat digunkan untuk meringkas dan mengekstrak informasi dari 

data LC-MS, pengenalan pola serta untuk memprediksi sifat sampel, seperti kualitas 

atau sifat bioaktivitas sampel. Analisis LC-MS dalam kaitannya dengan bioaktivitas 

suatu sampel dapat diprediksi menggunakan kemometrik dengan metode Principal 

Component Analysis (PCA) dan teknik Partial Least Square (PLS). Seperti yang 

dilakukan dalam analysis PCA dan PLS pada tanaman temu ireng (Curcuma 

aeruginosa) hasil metode PCA dapat menganilisis profil metabolit yang dapat 

memilah sampel berdasarkan daerah asalnya. Sedangkan pada PLS dapat 

menunjukkan hubungan antara komposisi metabolit terhadap antioksidan dipengaruhi 

oleh keberadaan senyawa dengan massa ion 312,28 dan 248,15 yang memiliki 

potensi antioksidan dan toksisitas paling tinggi. (Septaningsih dkk., 2018). 



 
 

 
 

 

III. METODE PENELITIAN 

 

 

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dari bulan Juni 2022 – februari 2023, bertempat di 

Laboratorium Kimia Organik Jurusan Kimia Fakultas MIPA Universitas Lampung. 

Adapun analisis spektroskopi meliputi spektroskopi ultraungu-tampak (UV-Vis) di 

Laboratorium Biokimia Universitas Lampung dan LC-MS/MS dilakukan di Unit 

Laboratorium Riset Unggulan Insitut Pertanian Bogor (IPB). 

 

 

3.2. Alat dan Bahan 
 

3.2.1. Alat alat yang digunakan   

Alat-alat yang akan digunakan meliputi alat-alat gelas dengan berbagai macam jenis 

dan ukuran, destilasi, Rotary Evaporator, inkubator, oven, neraca analitik, spatula 

dan pipet tetes, spektrofotometer ultraungu-tampak (UV-Vis) Agilent Carry 50, 

kromatografi LC-MS/MS ultimate 3000 RSLCnano, perangkat keras komputer, serta 

perangkat lunak The Unscrambler X versi 10.1 (CAMO, Oslo, Norwegia). 

 

3.2.2. Bahan yang digunakan 

Bahan utama yang digunakan adalah kulit buah kakao (Theobroma cacao) yang 

didapat dari desa Bangunrejo, Kec. Bangunrejo  Lampung Tengah diambil pada 

tanggal 17 Februari 2021 yang telah dikeringkan dan dihaluskan. Bahan kimia yang 

digunakan adalah enzim α-amilase (sigma alderich USA), pati 1%, HCl 1N, pereaksi 

iodin, etanol (EtOH) (Smart Lab Indonesia), etil asetat (EtOAc), n-heksan (n-C6H14), 

aseton (C3H6O2), akuades (H2O), kertas saring. 
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3.3. Prosedur Peelitian 

3.3.1. Persiapan sampel 

Sampel kakao yang akan digunakan terlebih dahulu dideterminasi di Herbarium 

Bogoriensis bidang Botani Pusat Penelitian Biologi Lembaga Ilmu Pengetahuan 

Indonesia (LIPI) Cibinong, Jawa Barat. Bagan alir untuk penelitian ini dapat dilihat 

pada Lampiran 1. Kulit buah kakao dipotong kecil-kecil kemudan dijemur pada 

sinar matahari. Setelah sampel kering lalu dihaluskan menjadi serbuk guna 

mendapatkan hasil yang maksimal dari maserasi.  

 

3.3.2. Ekstraksi sampel 

Pada peneltian ini sampel dimaserasi dengan 4 variasi pelarut yang digunakan sebagai 

data analisis metabolomik. Variasi pelarut yang digunakan untuk mengestrak sampel 

kulit buah kakao tersebut adalah n-heksan, etil asetat, etanol, dan aseton. 

 

Sampel yang digunakan pada masing-masing pelarut yaitu 100 gr dengan 5 kali 

pengulangan untuk diekstrak dengan 4 variasi pelarut selama 24 jam. Sedangkan 

perbandingan antara pelarut dan sampel yaitu 1:10. Filtrat yang didapatkan disaring 

dengan kertas saring dan dipekatkan dengan rotary eveporator dengan kecepatan 120 

rpm pada suhu 40◦C lalu ditimbang. Ekstrak pekat yang diperoleh lalu ditimbang dan 

digunakan untuk uji aktivitas antidiabetes dan analisis LC-MS/MS. 

 

3.3.3. Uji Penghambatan α-Amilase 

Pengujian menggunakan metode enzim α-amilase dilakukan berdasarkan seperti yang 

dilakukan oleh Andini (2020) dengan sedikit modifikasi. Pada  uji penghambatan α-

amilase variasi konsentrasi ekstrak yang digunakan yaitu 250, 500, 750, dan 1000 

ppm kemudian ditambahkan 250 μL larutan enzim α-amilase, kemudian dikocok dan 

diinkubasi selama 10 menit pada suhu ruang. Setelah diinkubasi ditambahkan 250 μL 

larutan pati 1% kemudian dikocok dan diinkubasi selama 30 menit dengan 

menggunakan watterbath. Larutan ditambahkan 250 μL HCl 1N untuk menghentikan 
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reaksi enzimatis. Selanjutnya ditambahkan  250 μL pereaksi iodin dan diamati 

perubahan warnanya. 

   

Nilai absorbansi larutan diukur menggunakan spektrofotometri UV-Vis, dengan cara 

sebanyak 1 mL campuran larutan ditambahkan 2 mL aquades dan dimasukan dalam 

kuvet lalu diukur absorbasinya pada panjang gelembang 600 nm. Kemudian dihitung 

% inhibisinya mengggunakan rumus. 

% inhibisi  =  1 −
(A2−A1)

(A4−A3)
 X 100%  (1) 

 

A1  = Absorbansi sampel yang mengandung substrat dan enzim  

A2  = Absorbansi sampel yang mengandung substrat tanpa enzim 

A3 =  Absorbansi kontrol yang mengandung substrat dan enzim 

A4 = Absorbansi control yang mengandung substrat tanpa enzim. 

(Mwakalukwa et al.2020). . 

 

3.3.4. Analisis LC-MS/MS 

Sampel dengan massa 0.1 gr ditimbang dan dianalisis menggunakan instrumen LC-

MS/MS selama 15 menit, dan laju aliran 3 mL/menit. Metode fragmentasi LC-

MS/MS kromatografi fase terbalik (reverse-phase chromatography), digunakan untuk 

memisahkan senyawa dalam sampel berdasarkan sifat kimianya sebelum dideteksi 

menggunakan MS/MS. Fragmen-fragmen yang terionisasi di dalam inlet massa akan 

dipecah menjadi fragmen-fragmen kecil yang kemudian dideteksi dan diidentifikasi 

suatu senyawa (Farag, 2012). 

 

Anotasi metabolit dilakukan dengan identifikasi senyawa dalam data LC-MS/MS 

dilakukan dengan membandingkan pola spektrum massa dari senyawa yang diukur 

dengan basis data referensi, seperti basis data metabolomik, untuk mencocokkan 

senyawa yang terdeteksi dengan senyawa yang dikenal. Software yang digunakan 

untuk analisis metabolomik adalah MZ mine. 
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3.3.5. Analisis multivariat 

3.3.5.1. Principal Component Analysis (PCA)  

Data LC-MS/MS dari eksrak kulit buah kakao yang telah diuji berupa mass array 

yang selanjutnya digunakan analisis multivariat dengan teknik PCA dengan 

menggunakan perangkat lunak The Unscrambler. Analisis multivariat dengan metode 

PCA secara umum dilakukan untuk mengetahui pengelompokkan metabolit pada 

kulit buah kakao berdasarkan perbedaan pelarut pengekstrak (Rachmawati, 2012). 

Data mass array yang didapatkan dari pengolahan perangkat lunak MZmine yang 

berfungsi untuk penanganan kompleksitas data, data mass array tersebut dianalisis 

lebih lanjut dengan analisis multivariat PCA menggunakan perangkat lunak The 

Unscrambler. PCA ini bertujuan mengelompokkan sampel kulit buah kakao 

berdasarkan variasi konsentrasi pelarutnya serta menentukan metabolit penciri yang 

berkaitan erat dengan sifat bioaktivitas senyawa antidiabetesnya (Chew et al., 2004). 

 

3.3.5.2. Partial Least Square  

Data LC-MS/MS selanjutnya dianalisis dengan megabungkannya dengan data hasil 

uji α- amilase dengan  menggunakan software The Unscrambler. Analisis PLS ini 

digunakan guna untuk menentukan senyawa yang paling berperan dalam bioaktivitas 

antidiabetes. Pembentukan model PLSR dilakukan dengan dua set data, yaitu 

retention time varieble (RT) dari spektrum LC-MS sebagai variabel bebas (X) dan 

nilai IC50 anntidiabetes sebagai variabel respon (Y). Tujuan akhir pada proses ini 

adalah untuk mengidentifikasi important varieble dari komponen sampel penelitian 

yang menjadi biomarker penyebab antidiabetes serta dapat memberi informasi terkait 

pelarut pengekstrak antidiabetes terbaik yang akan mejadi fokus penelitian untuk 

tahap isolasi senyawa bioaktif antidiabetes (Theodoridis et al., 2008). 

 

3.3.5.3. Orthogonal Parcial Least Square Discriminant Analysis (OPLS-DA) 

Data hasil kromatografi LC-MS/MS dianalsisi menggunakan situs web 

https://www.meta boanalyst.ca/. Data yang digunakan  analisis OPLS-DA ini adalah 
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base peak intensity dan luas pita dan variable respon yang digunakan hanya 2 yaitu 

variable aktif dan non-aktif antidiabetes. Pada analisis OPLS-DA  didapatkan nilai 

permutasi R2Y yang menjelaskan adanya % variasi dalam sampel dalam kedua 

komponen dan nilai Q2 yang mengindikasikan kekuatan dari pada model yang 

didapatkan, nilai Q2 > 0,5 dapat diterima secara umum sebagai indikasi model yang 

kuat (D’Ambrosio,2010). 

 

Dari analisis diketahui variable potensial sebagai antidiabetes atau non-antidiabetes 

dengan melihat diagram s-plot dan nilai variable important (VIP) dari senyawa yang 

didapat. Plot yang memepunyai nilai VIP >1 merupakan senyawa biomarker paling 

potensial. 



 
 

 
 

 

V. KESIMPULAN DAN SARAN 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa: 

1. Dari hasil pengujian antidiabetes, nilai rata-rata IC50 yang diperoleh dari masing-

masing variasi pelarut pengekstrak kulit buah kakao menggunakna n-heksan, etil 

asetat, etanol, dan aseton mempunyai nilai IC50 berturut turut sebesar 459,48, 

206,41, 271,29, dan 269,67 𝜇g/mL. 

2. Nilai IC50 yang diperoleh dari masing-masing variasi pelarut pengekstrak 

mengindikasikan bahwa ekstrak etil asetat memiliki tingkat antidiabetes tinggi 

ekstrak n-heksan memiliki tingkat antidiabetes paling lemah.               

3. Hasil analisis PCA menunjukkan bahwa ekstrak dari 4 variasi pelarut pengekstrak 

dapat mengelompok dengan baik dengan total PC sebesar 75%. 

4. Hasil analisis PLS melalui coefficient regression diperoleh informasi senyawa 

metabolit penciri yang diduga berkontribusi aktif terhadap antidiabetes yaitu 

senyawa A (Choline), B (n-methylethanolamine phosphate), C (Phaseollidin 

hydrate), D (2-Amino-1,3,4-octadecanetriol), E (Matairesinol), F (Altenuene), 

dan G (Amorphigenin). 

5. Hasil analasis OPLS-DA didapatkan senyawa yang menjadi biomarker potensial 

untuk kelompok ekstrak aktif antidiabetes dengan luas pita dan base peak adalah 

altenuene dan unknown 213. Altenuene merupakan senyawa yang diduga paling 

berpengaruh terhadap antidiabetes dari kulit buah kakao. 

 

5.2.  Saran 

Berdasarkan penelitian yang dilakukan, didapatkan saran untuk penelitian selanjutnya 

yaitu: 

1. Perlu dilakukan identifikasi senyawa aktif yang berperan aktif terhadap aktivitas 

antidiabetes dengan instrumen lain seperti GCMS atau NMR. 



38 
 

 
 
 

 

2. Perlu dilakukannya uji bioaktivitas lain menggunakan pendekatan metabolomik, 

seperti antikanker atau uji toksisitas. 

3. Perlu dilakukan variasi lokasi pengambilan sampel, guna mendapatkan metabolit 

yang maksimal. 

4. Perlu dilakukan uji in silico dan juga isolasi senyawa prediksi yang didapatkan 

untuk membuktikan keakuratan dari prediksi metabolomik 
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