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Abstrak

Latar belakang: Daun murbei (Morus alba L.) mengandung metabolit sekunder
yang berpotensi sebagai senyawa bioaktif, tetapi profilnya dapat dipengaruhi oleh
jenis pelarut ekstraksi. Tujuan: Penelitian ini bertujuan membandingkan profil
metabolit sekunder ekstrak etanol dan metanol daun murbei serta mengidentifikasi
senyawanya menggunakan metode LC-MS/MS. Metode: Penelitian dilakukan
secara eksperimental dengan pendekatan deskriptif. Ekstraksi simplisia dilakukan
melalui metode maserasi menggunakan etanol 96% dan metanol, kemudian
dianalisis melalui skrining fitokimia dan LC-MS/MS. Hasil: Kedua ekstrak
mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin, sedangkan steroid dan
terpenoid hanya terdeteksi pada ekstrak metanol. LC-MS/MS mengidentifikasi 44
senyawa pada ekstrak etanol dan 75 senyawa pada ekstrak metanol. Golongan
dominan adalah asam amino dan peptida, diikuti alkaloid. Simpulan dan saran:
Pelarut ekstraksi mempengaruhi jumlah dan variasi metabolit sekunder. Metanol
lebih efektif mengekstraksi senyawa polar hingga semi-polar. Penelitian lanjutan
perlu menguji aktivitas biologis senyawa teridentifikasi.

Abstract

Background: Mulberry leaves (Morus alba L.) contain secondary metabolites with
potential bioactive properties; however, their profile may be influenced by the type
of extraction solvent used. Objective: This study aimed to compare the secondary
metabolite profiles of ethanol and methanol extracts of mulberry leaves and to
identify their compounds using LC-MS/MS. Methods: This research was conducted
experimentally using a descriptive approach. The simplicia was extracted by
maceration using 96% ethanol and methanol, followed by phytochemical screening
and LC-MS/MS analysis. Results: Both extracts contained alkaloids, flavonoids,
saponins, and tannins, while steroids and terpenoids were detected only in the
methanol extract. LC-MS/MS analysis identified 44 compounds in the ethanol
extract and 75 compounds in the methanol extract. The dominant compound groups
were amino acids and peptides, followed by alkaloids. Conclusion and suggestion:
The extraction solvent affected the number and variation of secondary metabolites.
Methanol was more effective in extracting polar to semi-polar compounds. Further
studies are recommended to evaluate the biological activity of the identified
compounds.

Pemanfaatan tanaman berkhasiat sebagai sumber senyawa bioaktif semakin mendapat perhatian

sejalan dengan meningkatnya kebutuhan bahan alam pada bidang farmasi, pangan, dan kosmetik. Daun

murbei (Morus alba L.) merupakan salah satu tanaman yang berpotensi karena dilaporkan mengandung

flavonoid, alkaloid, saponin, tannin, dan terpenoid yang berkaitan dengan aktivitas biologis, khususnya
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sebagai antioksidan dan antibakteri (Chandra Purnama, 2022). Beberapa studi juga menunjukkan bahwa
ekstrak daun murbei mempunyai aktivitas antioksidan, antibakteri, serta berpeluang dimanfaatkan
sebagai bahan tabir surya alami (Firmayani et al., 2023; Saryanti et al., 2025). Selain itu, daun murbei
diketahui memiliki senyawa penanda berupa isokuersitin yang berpotensi memberikan perlindungan
terhadap stres oksidatif (Departemen Kesehatan, 2017; Rahman et al., 2024).

Kemajuan metode analisis, salah satunya Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-
MS/MS), memungkinkan pendeteksian metabolit sekunder secara lebih sensitif dan menyeluruh (Hariri
Putri et al., 2025). Penelitian sebelumnya telah memanfaatkan LC-MS/MS untuk mengkaji senyawa
bioaktif daun murbei, tetapi umumnya menggunakan etanol atau metanol secara terpisah (Chandra
Purnama, 2022; Zhou et al., 2022). Padahal, perbedaan polaritas pelarut dapat memengaruhi jenis dan
jumlah senyawa metabolit terekstraksi.

Keadaan tersebut memperlihatkan adanya celah penelitian, yaitu masih terbatasnya kajian yang
membandingkan pengaruh pelarut ekstraksi terhadap profil metabolit sekunder daun murbei secara
sistematis menggunakan analisis LC-MS/MS. Akibatnya, informasi mengenai pelarut yang paling
efektif untuk menarik senyawa bioaktif tertentu masih belum memadai sebagai dasar pemilihan pelarut
optimum dalam pengembangan produk berbasis bahan alam.

Berdasarkan uraian tersebut, penelitian ini diarahkan untuk membandingkan profil metabolit
sekunder daun murbei (Morus alba L.) pada ekstraksi etanol 96% dan metanol menggunakan LC-
MS/MS, serta mengidentifikasi senyawa metabolit yang terdapat pada masing-masing ekstrak. Temuan
penelitian ini diharapkan dapat menjadi acuan ilmiah dalam pengembangan dan standarisasi proses daun

murbei.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menerapkan desain eksperimen dengan pendekatan deskriptif. Pendekatan
eksperimental digunakan untuk menilai perbedaan profil metabolit sekunder daun murbei (Morus alba
L.) akibat penggunaan pelarut ekstraksi yang berbeda, sedangkan pendekatan deskriptif digunakan
untuk memaparkan senyawa yang teridentifikasi pada setiap perlakuan. Rancangan yang digunakan
berupa eksperimen sederhana dengan dua perlakuan, yaitu ekstraksi menggunakan etanol 96% dan
metanol melalui metode maserasi. Identifikasi profil metabolit sekunder pada setiap ekstrak dilakukan
menggunakan Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (LC-MS/MS).
Populasi dan Sampel

Populasi penelitian mencakup daun tanaman murbei (Morus alba L.) yang tumbuh di wilayah Kota
Jambi. Sampel berupa daun murbei segar diperoleh dari tanaman yang berada di JI. KS Tubun Lorong
Kharisma, Simpang IV Sipin, Kecamatan Telanaipura, Kota Jambi. Daun yang dipilih adalah daun
segar, tidak mengalami kerusakan, dan bebas dari kontaminan. Untuk memastikan kebenaran spesies,

sampel dideterminasi di Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Universitas Padjajaran.
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Alat dan Bahan

Peralatan yang digunakan meliputi timbangan analitik digital, rotary evaporator (Buchi), instrument
Ultra Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (UPLC-MS/MS) ACQUITY UPLC®
H-Class System Waters®, USA, kolom C18 (1,8 um; 2,1 x 100 mm; Waters®, USA), hotplate, botol
kaca gelap, tabung reaksi (Pyrex), rak tabung reaksi, gelas ukur (Pyrex), pipet tetes, batang pengaduk,
corong, kertas saring, cawan penguap, dan beaker glass (Pyrex).
Bahan penelitian terdiri atas daun murbei (Morus alba L.), etanol 96% Prima Teknis, metanol pro
analysis, aquadest, CH;COOH, HCI 2N, FeCl; 1%, H,SO. pekat, pereaksi Mayer, pereaksi Wagner,
Pereaksi Dragendorff, dan pereaksi Lieberman-Bouchard.
Pengolahan Sampel

Pengolahan sampel mencakup pengambilan bahan tanaman, determinasi, pembuatan simplisia,
ekstraksi, skrining fitokimia, dan analisis LC-MS/MS. Ekstraksi dilakukan dengan maserasi
menggunakan etanol 96% dan metanol selama 2 x 24 jam. Filtrat yang diperoleh kemudian diuapkan
menggunakan rotary evaporator pada suhu sekitar +40-45°C sampai terbentuk ekstrak kental. Data
yang diamati meliputi rendemen, hasil skrining fitokimia, dan profil metabolit sekunder berdasarkan
kromatogram LC-MS/MS.

HASIL PENELITIAN

Determinasi tanaman dilakukan di Laboratorium Taksonomi Tumbuhan Universitas Padjadjaran,
Kabupaten Sumedang, Jawa Barat. Berdasarkan surat N0.93/HB/01/2026, diketahui bahwa sampel
yang digunakan dalam penelitian ini adalah Morus alba L. yang termasuk dalam famili Moraceace,
kingdom Rosanae, divisi Magnoliidae, class Equisetopsida, ordo Rosales, genus Morus, species Morus
alba L. Tahap ini dilakukan untuk menjamin ketepatan identitas tanaman sehingga hasil penelitian dapat
dipertanggungjawabkan secara ilmiah.

Sampel daun murbei diproses melalui sortasi basah, pencucian, perajangan, pengeringan, dan sortasi
kering. Dari 12 kg daun segar diperoleh 2,5 kg simplisia kering setelah proses pengeringan. Data susut
pengeringan ditampilkan pada Tabel 1.

Tabel 1. Hasil Uji Susut Pengeringan Simplisia Daun Murbei
Sampel Bobot Awal Bobot Akhir Persentase %

Daun murbei 0
(Morus alba L.) 12kg 2.5kg 9%

Nilai susut pengeringan dari daun segar menjadi simplisia kering mencapai 79%. Hasil ini
menunjukkan bahwa bahan segar memiliki kandungan air yang relatif tinggi sebelum dikeringkan.
Ekstraksi daun murbei dilakukan dengan metode maserasi menggunakan dua pelarut, yaitu etanol

96% dan metanol. Ekstraks kental yang dihasilkan disajikan pada Tabel 2.
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Tabel 2. Hasil Pembuatan Ekstrak Kental Daun Murbei

_Bere_lt_ Pelarut Volume Pelarut  Berat Ekstrak
Simplisia

5004 Etanol 96% 0L 79,18 ¢

500 g Metanol 5L 27,579

Uji organoleptik dilakukan dengan mengamati warna dan konsistensi masing-masing ekstrak. Hasil
pengamatan tersebut ditampilkan pada Tabel 3.
Tabel 3. Hasil Organoleptik Ekstrak Etanol dan Metanol Daun Murbei

Hasil
Parameter
Pengamatan
Warna Hijau Kehitaman
Konsistensi Kental

Rendemen dihitung untuk menggambarkan efisiensi ekstraksi dari setiap pelarut. Hasil perhitungan
rendemen dapat dilihat pada Tabel 4.
Tabel 4. Hasil Rendemen Ekstrak Daun Murbei

Pelarut Berat Ekstrak  Berat Sampel Rendemen
Etanol 96% 79,18 g 500 g 15,83 %
Metanol 27,579 500 g 551 %

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui keberadaan kelompok metabolit sekunder pada
ekstrak daun murbei. Hasil pengujian ekstrak etanol dan metanol disajikan pada Tabel 5 dan Tabel 6.
Tabel 5. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Daun Murbei

Senyawa Hasil
Alkaloid Positif
Terpenoid Negatif
Steroid Negatif
Saponin Positif
Tanin Positif
Flavonoid Positif

Tabel 6. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Metanol Daun Murbei

Senyawa Hasil
Alkaloid Positif
Terpenoid Positif
Steroid Positif
Saponin Positif
Tanin Positif
Flavonoid Positif

Analisis LC-MS/MS pada ekstrak etanol menghasilkan 44 senyawa yang teridentifikasi. Kelompok
senyawa yang paling menonjol adalah asam amino dan peptida, kemudian diikuti oleh alkaloid,
terpenoid, asam lemak, poliketida, dan karbohidrat. Kromatogram TIC (Total lon Chromatogram) dan
BPI (Base Peak Intensity) ekstrak etanol ditunjukkan pada Gambar 1 dan Gambar 2.
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Gambar 1. Kromatogram TIC ekstrak etanol daun murbei menggunakan LC-MS/MS

1031 BPI

1007 4.36e5

1158 1246
1275

14.46

17.63
17.3
1341

16171635
11.03 1275
14.27 16.5¢

16.00

14.99
12,04

N
T T T T T T
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Gambar 2. Kromatogram BPI ekstrak etanol daun murbei menggunakan LC-MS/MS
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Pada ekstrak metanol, analisis LC-MS/MS mengidentifikasi 75 senyawa. Senyawa yang dominan
juga berasal dari kelompok asam amino dan peptida, kemudian disusul oleh alkaloid, terpenoid, asam
lemak, karbohidrat, dan poliketida. Kromatogram TIC dan BPI ekstrak metanol disajikan pada Gambar
3 dan Gambar 4.
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Gambar 3. Kromatogram TIC ekstrak metanol daun murbei menggunakan LC-MS/MS
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Gambar 4. Kromatogram BPI ekstrak metanol daun murbei menggunakan LC-MS/MS

Senyawa dominan yang terdeteksi melalui analisis LC-MS/MS dirangkum pada Tabel 7.

Tabel 7. Senyawa dominan hasil analisis LC-MS/MS daun murbei

No  Senyawa Formula Golongan Mass RT Struktur
1 1-Amino-2-[2- CsH21N304S Asam amino 256,134 8,82 PPN PPN
methoxyethyl(2- dan peptida |
methoxyethylsulfamoyl)a
mino]ethane
2 2-[2-(4- CisH20FN202 Alkaloid 325,229 8,92
fluorophenyl)ethoxy]-N-
[3-methyl-6- Jeassase
(methylamino)hexyl]aceta
mide
3 Aurantiamide CasH26N203 Asam amino 403,203 10,46 ﬁL
dan peptida \ O
[;/[ -:; ~ i N
4 H-Gly-Gly-Gly-Gly-Gly-  Ci6H2sNgO; Asamamino 445213 11,63 g a
Gly-Gly-NHEt dan peptida
5 2-[(3-ethyl-1,2,4- C14H22N602S Alkaloid 339,159 10,93
oxadiazol-5-yl)methyl- o
methylamino]-N-[5-(2- N/
methylpropyl)-1,3,4- \r’\f/>_>_/

thiadiazol-2-yl]acetamide

PEMBAHASAN

Determinasi tanaman menjadi tahap penting dalam penelitian bahan alam karena berfungsi

memastikan identitas spesies yang digunakan. Berdasarkan hasil determinasi, sampel penelitian

dinyatakan sebagai daun murbei (Morus alba L.) dari famili Moraceae. Ketepatan identifikasi tanaman

diperlukan agar hasil penelitian tidak bias, mengingat setiap spesies dapat memiliki komposisi metabolit

sekunder yang berbeda. Hal ini sejalan dengan (Klau & Hesturini, 2021) yang menyebutkan bahwa

determinasi diperlukan untuk mencegah kesalahan penggunaan bahan tanaman dalam penelitian

farmasi.

Pembuatan simplisia dilakukan melalui sortasi, pencucian, perajangan, dan pengeringan untuk

mempertahankan mutu bahan serta kestabilan metabolit sekunder. Pada penelitian ini, susut pengeringan

daun murbei dari bahan segar menjadi simplisia kering mencapai 79% (Tabel 1). Nilai tersebut
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menggambarkan tingginya kadar air pada sampel segar sebelum pengeringan. (Ikhrom et al., 2020)
menjelaskan bahwa pengeringan bertujuan menurunkan kadar air sehingga kerusakan simplisia selama
penyimpanan dapat dikurangi. Oleh karena itu, pengeringan yang tepat diperlukan sebelum bahan
diekstraksi.

Proses ekstraksi dilakukan dengan maserasi menggunakan etanol 96% dan metanol. Ekstrak yang
diperoleh dari etanol memiliki bobot lebih besar dibandingkan metanol, yaitu 79,18 g dan 27,57 g (Tabel
2). Perbedaan tersebut mengindikasikan bahwa jenis pelarut dan jumlah pelarut berperan terhadap
efisiensi penarikan senyawa dari daun murbei.

Bobot ekstrak etanol yang lebih tinggi dapat dikaitkan dengan volume pelarut yang lebih besar,
sehingga kontak antara pelarut dan simplisia menjadi lebih luas. Etanol juga mampu melarutkan
berbagai senyawa polar dan semi-polar. Temuan ini mendukung pendapat (Hakim & Saputri, 2020)
bahwa etanol efektif digunakan untuk mengekstraksi senyawa flavonoid dan fenolik karena bersifat
relatif aman serta kompatibel dengan berbagai senyawa bioaktif..

Maserasi dipilih karena metode ini memungkinkan proses difusi senyawa aktif berlangsung selama
perendaman tanpa pemanasan tinggi. (Badaring et al., 2020) menyatakan bahwa maserasi merupakan
teknik sederhana yang dapat mengekstraksi senyawa aktif sekaligus meminimalkan kerusakan senyawa
akibat suhu.

Pengamatan organoleptik menunjukkan bahwa kedua ekstrak berwarna hijau kehitaman dengan
konsistensi kental (Tabel 3). Warna tersebut diduga berkaitan dengan keberadaan klorofil dan senyawa
fenolik pada daun, sedangkan konsistensi kental menunjukkan bahwa pelarut telah banyak teruapkan
sehingga ekstrak menjadi pekat. Meskipun karakter fisik keduanya serupa, hal tersebut tidak selalu
mencerminkan kesamaan komposisi kimia karena selektivitas pelarut terhadap metabolit dapat berbeda.

Rendemen ekstrak etanol mencapai 15,83%, sedangkan ekstrak metanol sebesar 5,51% (Tabel 4).
Rendemen yang lebih tinggi menggambarkan lebih banyak komponen terlarut yang berhasil ditarik oleh
pelarut. Mengacu pada standar yang menyatakan rendemen baik tidak kurang dari 10% (Hasninal &
Amin, 2024), ekstrak etanol dapat dikategorikan baik, sementara rendemen metanol tergolong rendah.
Perbedaan ini dapat dipengaruhi oleh polaritas pelarut, rasio pelarut terhadap simplisia, serta
kemampuan pelarut melarutkan metabolit sekunder. Hasil tersebut sejalan dengan (Aji Pamungkas et
al., 2023) yang menyatakan bahwa jenis pelarut dapat memengaruhi karakteristik dan jumlah ekstrak
dari bahan alam.

Skrining fitokimia memperlihatkan bahwa ekstrak etanol mengandung alkaloid, saponin, tanin, dan
flavonoid, sedangkan ekstrak metanol mengandung seluruh golongan tersebut serta steroid dan
terpenoid (Tabel 5 dan Tabel 6). Alkaloid ditandai oleh terbentuknya endapan pada reaksi dengan
pereaksi Wagner dan Dragendorff, dan golongan ini diketahui berpotensi sebagai antibakteri serta
antiinflamasi. Hasil tersebut mendukung laporan (Chandra Purnama, 2022) mengenai keberadaan

alkaloid pada ekstrak metanol daun murbei. Flavonoid pada kedua ekstrak berhubungan dengan potensi
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antioksidan karena mampu meredam radikal bebas, sebagaimana dilaporkan (Fatimah Hanum et al.,
2022). Ditemukannya steroid dan terpenoid pada ekstrak metanol menunjukkan bahwa metanol lebih
mampu menarik senyawa tertentu yang bersifat polar sampai semi-polar. (Witoyo et al., 2024)
menyatakan bahwa polaritas pelarut sangat menentukan jenis metabolit yang dapat diekstraksi dari
bahan alam. Uji saponin pada kedua ekstrak menghasilkan busa stabil, yaitu 2,5 cm pada ekstrak etanol
dan 1 cm pada ekstrak metanol. Busa tersebut terbentuk karena saponin memiliki gugus hidrofilik dan
hidrofobik yang dapat menurunkan tegangan permukaan air (Widyaningsih et al., 2025). Sementara itu,
tanin ditandai oleh perubahan warna hijau kehitaman akibat pembentukan kompleks antara ion Fe3+
dan gugus fenolik. Menurut (Hersila et al., 2023), tanin berperan dalam pertahanan tanaman terhadap
patogen melalui gangguan pada dinding sel mikroorganisme dan aktivitas enzim.

Analisis LC-MS/MS menunjukkan 44 senyawa pada ekstrak etanol dan 75 senyawa pada ekstrak
metanol (Gambar 1-Gambar 4). Jumlah senyawa yang lebih besar pada ekstrak metanol menunjukkan
bahwa pelarut ini lebih efektif dalam mengekstraksi metabolit polar hingga semi-polar. Kromatogram
TIC dan BPI ekstrak metanol juga memperlihatkan jumlah puncak yang lebih banyak dibandingkan
etanol, sehingga mengindikasikan keragaman metabolit yang lebih tinggi. Secara umum, senyawa yang
dominan berasal dari kelompok asam amino dan peptida, diikuti oleh alkaloid, terpenoid, asam lemak,
poliketida, dan karbohidrat. Hasil ini sesuai dengan (Zhou et al., 2022) yang menyebutkan bahwa LC-
MS/MS mampu mendeteksi metabolit bioaktif daun murbei secara komprehensif. Selain itu, (Marchetti
et al., 2021) juga melaporkan adanya senyawa alkaloid pada daun murbei yang berkontribusi terhadap
aktivitas biologis tanaman.

Isokuersitin sebagai senyawa marker daun murbei tidak terdeteksi pada penelitian ini. Hal tersebut
kemungkinan berkaitan dengan degradasi selama proses ekstraksi dan penguapan, serta kondisi tanaman
yang tidak sepenuhnya mendukung akumulasi senyawa tersebut. (Rahman et al., 2024) menyatakan
bahwa flavonoid seperti isokuersitin peka terhadap suhu dan faktor lingkungan sehingga kadarnya dapat
menurun.

Temuan penelitian ini menunjukkan bahwa LC-MS/MS merupakan metode yang sesuai untuk
mengidentifikasi metabolit sekunder bahan alam karena memiliki sensitivitas dan selektivitas yang
tinggi. Selain itu, hasil penelitian ini dapat digunakan sebagai pertimbangan dalam pemilihan pelarut
untuk pengembangan produk herbal berbasis daun murbei di bidang farmasi, pangan fungsional,

maupun kosmetik alami.

SIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian, perbedaan pelarut ekstraksi terbukti memengaruhi profil metabolit
sekunder daun murbei (Morus alba L.). Ekstrak metanol menunjukkan keragaman senyawa yang lebih
tinggi dibandingkan ekstrak etanol. Daun murbei mengandung berbagai metabolit sekunder, antara lain

alkaloid, flavonoid, saponin, tanin, steroid, terpenoid, dan senyawa bioaktif lain yang berpotensi
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dikembangkan sebagai bahan alam untuk bidang farmasi dan kesehatan. Analisis LC-MS/MS mampu
menggambarkan profil metabolit daun murbei secara komprehensif, sehingga dapat mendukung

pengembangan serta standardisasi ekstrak berbasis bahan alam.
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