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RINGKASAN 

Penentuan Kadar Flavonoid Total Serta Pembentukan Model Klasifikasi 

Serbuk Daun Pegagan (Centella asiatica L.) Berbeda Ketinggian Tempat 

Tanam: Erna Maya Febriana; 182210101054; 2022; 139 Halaman; Fakultas 

Farmasi, Universitas Jember 

 Pegagan (Centella asiatica L.) merupakan salah satu tanaman obat berasal 

dari Asia Tenggara, Madagaskar dan Afrika Selatan yang memiliki banyak 

aktifitas penting bagi kesehatan. Pegagan banyak tumbuh baik di daerah beriklim 

tropis dan banyak dikenal juga sebagai “Gotu kola, Indian water navelwort, tiger 

herb, Asiatic pennywort, Indian pennywort, serta wild violet”. Fitokimia 

flavonoid, steroid, tanin, alkaloid dan glikosida pada tanaman pegagan dapat 

berkasiat bagi kesehatan sebagai metabolit sekunder. Salah satu senyawa 

metabolit sekunder yang memiliki banyak manfaat bagi kesehatan adalah senyawa 

flavonoidnya. Senyawa flavonoid pada daun pegagan memiliki aktifitas sebagai 

pengobatan seperti antihipertensi, diuretik, antibakteri, antioksidan, antiinflamasi, 

antikonvulsan, efek stimulan pada sistem saraf pusat, dan mempercepat 

kesembuhan luka bakar.  

Kandungan flavonoid tanaman dapat dipengaruhi oleh beberapa faktor, 

seperti selain ketinggian tempat tumbuh, tekstur tanah, suhu, sinar ultraviolet, 

hara, dan ketersediaan air. Kandungan flavonoid tanaman akan meningkat apabila 

tanaman mengalami tekanan, karena metabolit sekunder digunakan untuk 

mempertahankan diri dari kondisi lingkungan. Berdasarkan perbedaan ketinggian 

tempat tumbuh maka penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kandungan 

flavonoid total pada serbuk simplisia daun pegagan dari tiga ketinggian tempat 

tumbuh yang berbeda yakni dataran rendah, sedang, dan tinggi. Penentuan kadar 

flavonoid total dilakukan menggunakan instrumen spektrofotometer UV-Vis, 

dengan tujuan untuk mengetahui serbuk daun pegagan yang tumbuh di ketinggian 

mana yang dapat menghasilkan senyawa flavonoid total terbaik. Selain itu juga 

dilakukan pembentukan model klasifikasi kemometrik (LDA, SVM, dan SIMCA) 

dengan metode spektroskopi NIR, dengan tujuan untuk mempermudah 
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menentukan kualitas serbuk simplisia daun pegagan berdasarkan tempat 

ketinggian tempat tumbuh. 

Hasil kandungan senyawa flavonoid total serbuk simplisia daun pegagan 

dengan metode kolorimetri spektrofotometer UV-Vis, menunjukkan bahwa kadar 

flavonoid total serbuk simplisia daun pegagan pada dataran rendah dengan 

rentang 4,6603 - 6,4428 mg QE/g serbuk, dataran sedang dengan rentang 7,2214 - 

12,3833 mg QE/g serbuk, dan dataran tinggi dengan rentang 8,0244 - 9,9150 mg 

QE/g serbuk. Kadar paling rendah ada pada sampel yang tumbuh di dataran 

rendah dengan kadar flavonoid total sebesar 4,6603 mg QE/g serbuk dan kadar 

paling tinggi ada pada sampel yang tumbuh di dataran sedang yakni pada sampel 

dengan kadar flavonoid total sebesar 12,3833 mg QE/g serbuk. Berdasarkan hasil 

statistik menggunakan uji One Way ANOVA menunjukkan bahwa kadar flavonoid 

total serbuk daun pegagan pada dataran rendah berbeda secara signifikan baik dari 

dataran sedang dan dataran tinggi. 

Pengujian variasi spektra guna mengetahui ada tidaknya kesalahan spektra 

antar replikasi, diketahui pada setiap replikasi semua sampel telah memenuhi 

syarat CV<30%, sehingga semua replikasi sampel dapat digunakan pada 

pembentukan model klasifikasi kemometrik. Hasil penentuan model klasifikasi 

LDA, SVM dan SIMCA yang digunakan untuk mengkategorikan 12 sampel 

dengan perbedaan ketinggian tempat tumbuh pada dataran tinggi, sedang, dan 

rendah yang berasal dari beberapa wilayah di Jawa Timur memiliki akurasi 100%. 

Model klasifikasi terpilih dilakukan validasi internal dan validasi eksternal, 

diperoleh bahwa model LDA dan SVM memiliki nilai akurasi 100% pada kedua 

metode validasi. Model SIMCA memiliki akurasi 100% pada validasi eksternal 

dan akurasi 99,5% pada validasi model klasifikasi diperoleh nilai akurasi 100% 

pada model LDA dan SVM sedangkan pada model SIMCA diperoleh akurasi 99,5 

%, sehingga model klasifikasi terpilih adalah model LDA dan SVM.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia merupakan negara dengan geografis berada pada wilayah garis 

khatulistiwa. Berdasarkan letaknya yang berada di area garis khatulistiwa, 

menyebabkan wilayah Indonesia memiliki kondisi iklim yang khas, yakni 

memiliki musim hujan dan musim kemarau yang sama panjang. Iklim tropis yang 

terjadi di Indonesia menyebabkan wilayah Indonesia sangat cocok sebagai 

penghasil berbagai komoditas pertanian. Tanaman obat-obatan merupakan salah 

satu produk pertanian yang banyak dihasilkan di Indonesia. Indonesia memiliki 

hutan tropis dengan luas sekitar 143 juta hektar dan tempat ini merupakan rumah 

bagi sekitar 80% tanaman obat dunia. The Indonesian Country Study on 

Biodiversity memperkirakan jumlah spesies tanaman obat di Indonesia yakni 

berkisar antara 25.000 - 30.000 spesies tanaman. Berdasarkan tingginya jumlah 

tanaman obat asli di Indonesia, menjadikan negara ini sebagai negara terbesar 

kedua dengan keanekaragaman hayati yang melimpah (Elfahmi dkk., 2014).  

Tanaman obat banyak digunakan sebagai bahan baku pembuatan obat 

tradisional dan jamu. Jamu yang dibuat oleh masyarakat hanya bersifat sebagai 

pencegahan maupun peningkatan kekebalan tubuh tanpa dapat menyembuhkan 

penyakit tertentu. Tanaman obat dapat digunakan sebagai suatu obat yang dapat 

menyembuhkan suatu penyakit, dengan mengelola tanaman obat lebih lanjut 

berdasarkan senyawa metabolit yang dikandung menjadi suatu Obat Herbal 

Terstandar (OHT) maupun fitofarmaka (Salim dan Munadi, 2017). Keragaman 

kandungan metabolit sekunder dalam tanaman obat memberikan manfaat dalam 

pengobatan penyakit maupun sebagai perawatan kecantikan. Senyawa metabolit 

sekunder merupakan kandungan kimia dari bahan alam yang berkontribusi pada 

aktivitas biologis suatu bahan alam. Senyawa metabolit sekunder inilah yang 

kemudian dimanfaatkan untuk berbagai macam aktivitas farmakologi. Bagian dari 

tanaman yang dapat berkhasiat sebagai obat tersebar diseluruh bagian tanaman 

dimulai dari akar, kulit, batang, daun, bunga, biji, maupun getah (Karmilasanti 

dan Supartini, 2011).   
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Pegagan (Centella asiatica L.) merupakan salah satu tanaman obat penting, 

yang digunakan pada sistem pengobatan tradisional karena banyaknya senyawa 

bioaktif dengan aktivitas farmakologi yang terkandung didalamnya. Pegagan 

merupakan tanaman dari keluarga Apiaceae yang dapat tumbuh dengan baik 

terutama di daerah beriklim tropis. Hal yang juga menjadi perhatian yakni 

pegagan memiliki kriteria perbedaan hasil produksi berdasarkan ketinggian 

tempat tumbuhnya (Direktorat Obat Asli Indonesia, 2016:8). Ketinggian dapat 

mempengaruhi pertumbuhan dan perkembangan dari suatu tanaman. Tempat 

tumbuh tanaman dengan ketinggian yang berbeda dapat berpengaruh terhadap 

jenis tanah, suhu, pancaran cahaya matahari, suhu, dan kelembaban. Hal tersebut 

juga mengungkinkan adanya perbedaan kandungan kimia pada suatu tanaman.  

Pegagan memiliki kandungan utama yaitu triterpenoid saponin diantaranya 

asiatikosida, sentelosida, medekosida, dan asam asiatik (Sutardi, 2017). 

Komponen bioaktif lain dalam daun pegagan antara lain flavonoid, steroid, 

triterpenoid, vitamin, mineral, karotenoid, antosianin, tanin, protein, karbohidrat, 

serat, gula, asam amino dan asam lemak (Kunjumon dkk., 2022). Pengujian 

terhadap hewan coba telah membuktikan bahwa aktivitas daun pegagan sebagai 

pengobatan diantaranya seperti antihipertensi (Harwoko dkk., 2014), sebagai 

diuretik (Roopesh dkk., 2011), antibakteri (Azzahra dan Hayati, 2018), 

antioksidan (Wientarsih dkk., 2013), antiinflamasi (Choi dkk., 2016), 

antikonvulsan (Visweswari dkk., 2010), efek stimulan pada sistem saraf pusat 

(Mimi dkk., 2017), dan mempercepat penyembuhan luka bakar (Darmalaksana 

dkk., 2018).   

Berdasarkan bukti penggunaan daun pegagan dalam pengobatan penyakit 

yang telah disebutkan diatas, flavonoid merupakan salah satu senyawa yang 

banyak memberikan aktivitas. Melalui penelitian yang dilakukan oleh Rahayu dkk 

(2020) diketahui kandungan flavonoid total pada daun pegagan memiliki angka 

tertinggi dibandingkan kandungan lainnya. Flavonoid memiliki aktivitas biologis 

dan farmakologis dalam tubuh manusia yang berperan dalam pencegahan, 

perlindungan, pengobatan, dan pengurangan rasa sakit terhadap penyakit kronis 
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(Sammani dkk., 2021). Flavonoid telah diakui sebagai salah satu kelompok 

metabolit sekunder tanaman terbesar dan paling luas, dengan sifat antioksidannya 

(Corradini dkk., 2011). Flavonoid seperti kaempferol, kuersetin, rutin, katekin, 

naringin, dan apigenin dapat ditemukan pada pegagan (Idris dan Nadzir, 2021).  

Penentuan senyawa flavonoid dalam tanaman umumnya dilakukan dengan 

teknik spektroskopi dan kromatografi. Teknik spektroskopi seperti UV-Vis, 

fluoresensi, NMR, infra-red, dan raman digunakan dalam penentuan flavonoid 

total yang sederhana, cepat dan nonselektif. Teknik kromatografi seperti 

kromatografi lapis tipis (KLT), kromatografi gas, elektroforesis kapiler, HPLC, 

dan supercritical fluid extraction (SFE) digunakan untuk penentuan flavonoid 

secara individu (Sammani dkk., 2021). Berdasarkan beberapa teknik spektroskopi, 

teknik spektrofotometri UV-Vis lebih banyak dipilih sebab merupakan suatu alat 

analisis yang paling informatif dan mudah untuk digunakan (Fedenko dkk., 2017). 

Berdasarkan adanya perbedaan hasil produksi tanaman pegagan, maka 

diperlukan suatu model klasifikasi untuk mengetahui kualitas daun pegagan 

berdasarkan beda ketinggian tempat tumbuhnya. Mengacu pada penelitian 

sebelumnya yang dilakukan oleh Rukmana (2020) dan Atari (2020) penentuan 

model klasifikasi dapat dilakukan dengan menggunakan metode spektroskopi NIR 

(Near-Infrared). Spektroskopi NIR merupakan salah satu dari metode yang dapat 

digunakan untuk menguji bahan baku, pengendalian kualitas, dan pemantauan 

proses. Dengan menggunakan metode spektroskopi NIR, analisis menjadi lebih 

efektif karena merupakan teknik analisis non destruktif, dapat menganalisis 

dengan kecepatan tinggi, tidak menimbulkan polusi, dan tidak memerlukan bahan 

kimia (Karlinasari dkk., 2014).  

Kelemahan dari spektroskopi NIR yaitu spektra yang dihasilkan rumit dan 

tumpang tindih menyebabkan sulitnya interpretasi hasil. Oleh sebab itu, perlu 

dilakukan juga analisis multivariat yang digunakan untuk mengolah data kimia 

atau sering juga disebut dengan kemometrik (Ritz dkk., 2011), guna menganalisis 

data spektra yang tumpang tindih. Secara kualitatif, pembentukan model 

klasifikasi dengan kemometrik dapat dilakukan dengan menggunakan model 

Linear Discriminant Analysis (LDA), Support Vector Machine Classification 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



4 
 

 
 

(SVM), serta Soft Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA). Kombinasi 

spektroskopi NIR dengan analisis data eksplorasi, klasifikasi dan metode regresi 

dapat menghasilkan metode yang efektif, berkinerja tinggi, cepat, dan tidak 

merusak (Biancolillo dan Marini, 2018).  

Berdasarkan latar belakang yang sudah disebutkan, maka pada penelitian ini 

akan dilakukan penentuan kadar flavonoid total pada serbuk daun pegagan 

(Centella asiatica L.) berdasarkan perbedaan ketinggian tumbuh dengan 

menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis. Serta pembentukan model 

klasifikasi tanaman pegagan beda ketinggian tumbuh menggunakan metode 

spektroskopi NIR dengan analisis kemometrik kualitatif (LDA, SVM, dan 

SIMCA).  

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan diatas, maka dalam 

penelitian dapat dibuat rumusan masalah sebagai berikut: 

1. Apakah terdapat perbedaan yang signifikan pada kandungan flavonoid total 

serbuk daun pegagan (Centella asiatica L.) berdasarkan beda ketinggian 

tempat tumbuh dengan menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis? 

2. Apakah metode spektroskopi NIR dan analisis kemometrik (LDA, SVM dan 

SIMCA) dapat mengklasifikasikan serbuk daun pegagan (Centella asiatica 

L.) beda ketinggian tempat tumbuhnya? 

 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini untuk menjawab rumusan masalah yang telah 

disebutkan, yaitu sebagai berikut: 

1. Menentukan kadar flavonoid total pada serbuk daun pegagan (Centella 

asiatica L.) berdasarkan perbedaan ketinggian tempat tumbuh dengan 

menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis. 

2. Menentukan kemampuan spektroskopi NIR dan analisis kemometrik (LDA, 

SVM, dan SIMCA) dalam mengklasifikasikan serbuk daun pegagan (Centella 

asiatica L.)  berdasarkan beda ketinggian tempat tumbuhnya. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Adapun manfaat yang didapat dari penelitian ini yaitu sebagai berikut: 

1. Memberikan pengetahuan mengenai kandungan flavonoid pada serbuk daun 

pegagan (Centella asiatica L.) berdasarkan perbedaan ketinggian tempat 

tumbuhnya. 

2. Memberikan informasi profil model klasifikasi serbuk daun pegagan 

(Centella asiatica L.) dengan ketinggian tempat tumbuh yang berbeda 

menggunakan teknik spektroskopi NIR dan analisis kemometrik. 

3. Memberikan informasi yang dapat digunakan sebagai acuan dasar bagi 

pengembangan penelitian selanjutnya. 
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BAB 2.TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Topografi Indonesia 

1.1.1 Indonesia 

Negara Indonesia merupakan negara maritim dengan luas wilayah 

perairan seluas 6.315.222 km2 dan luas wilayah dataran yakni 1.910.931,32 

km2 (Kardono dan Suprajaka, 2015:21 dan 59). Sebagai negara kepulauan 

Indonesia dikaruniai sumberdaya alam yang begitu besar dengan 

keanekaragaman hayati yang unik dan melimpah. Indonesia memiliki hutan 

tropis dengan luas 143 juta hektar yang merupakan tempat bagi sekitar 80% 

tanaman obat dunia. Hutan tropis Indonesia diperkirakan memiliki 28.000 

spesies tumbuhan (Elfahmi dkk., 2014). Secara umum, wilayah Indonesia 

dapat dibedakan menjadi tiga agroekosistem, yaitu: (1) dataran rendah < 200 m 

dpl; (2) dataran sedang (midterrain) 201-700 m dpl; dan (3) dataran tinggi  > 

700 m dpl (Rukmana, 2002). Gambar 2.1 menunjukkan peta topografi wilayah 

Indonesia. 

 

Gambar 2.1 Peta Topografi Wilayah Indonesia (Portal Informasi Indonesia, 2022) 

1.1.2 Kabupaten Situbondo 

Kabupaten Situbondo merupakan salah satu kabupaten di Jawa Timur 

yang berada pada ketinggian 0–1.250 m di atas permukaan laut. Wilayah 

dengan dataran tinggi rata-rata berada pada wilayah selatan barat seperti 

Kecamatan Jatibanteng dan Sumbermalang. Serta wilayah utara pada 

Kecamatan Bungatan dengan wilayah tertingginya pada ketinggian 1.250 m  
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(RPI2JM, 2016). Gambar 2.2 menunjukkan peta topografi wilayah Kabupaten 

Situbondo. 

 

Gambar 2.2 Peta Topografi Wilayah Situbondo (RPI2JM, 2016) 

1.1.3 Kabupaten Bondowoso 

Kabupaten Bondowoso memiliki jarak sekitar 200 km kearah timur dari 

pusat Provinsi Jawa Timur. Sebagian besar wilayah Kabupaten Bondowoso 

merupakan pegunungan dan perbukitan dengan ketinggian 78-2.300 m dpl. 

Jika dilihat dalam presentase sebesar 3,27 % bagian berada pada ketinggian di 

bawah 100 m dpl, 49,11% bagian berada pada ketinggian berkisar 100-500 m 

dpl, 17,75 % bagian berada pada ketinggian 500-1.000 m dpl, serta 27,87% 

berada pada ketinggian >1.000 m dpl (RPI2JM, 2014). Gambar 2.3 

menunjukkan peta topografi wilayah Kabupaten Bondowoso. 

 

Gambar 2.3 Peta Topografi Wilayah Bondowoso (RPI2JM, 2014) 

1.1.4 Kabupaten Jember  

Secara geografis Kabupaten Jember memiliki area seluas 3.293,34 Km2 

dengan 82 pulau. Secara topografi Kabupaten Jember berada pada ketinggian 

0–3.300 m dpl, 37,75% bagian memiliki ketinggian 100-500 m dpl, 17,95 % 
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bagian dengan ketinggian 0-25 m dpl, 20,70% bagian dengan ketinggian 25-

100 m, 15,80% bagian dengan ketinggian 500-1.000 m dpl dan 7,80% bagian 

dengan ketinggian >1.000 m dpl. Wilayah timur laut kabupaten Jember 

berbatasan dengan kabupaten Bondowoso dan wilayah tenggaranya berbatasan 

dengan kabupaten Banyuwangi memiliki ketinggian di atas 1.000 meter dpl 

(Pemkab Jember, 2022). Gambar 2.4 menunjukkan peta topografi wilayah 

Kabupaten Bondowoso. 

 

Gambar 2.4 Peta Topografi Wilayah Jember (Pemkab Jember, 2022) 

1.1.5 Kabupaten Malang 

Secara topografi Kabupaten Malang juga merupakan wilayah yang terdiri 

dari wilayah datar sampai pegunungan dengan ketinggian berkisar antara 0-

2000 m dpl. Luas wilayah Kabupaten Malang yakni sebesar 334.787 Ha, 33 

Kecamatan di perdesaan maupun perkotaan. Wilayah datar sebagian besar 

terletak di Kecamatan Dampit, Turen, Karangploso, Bululawang, Godanglegi, 

Tajinan, Kepanjen, Pagelaran dan Pakisaji, Dau, Singosari, Lawang, Pakis, 

Pagak, Sumberpucung, Kromengan, Kalipare, Donomulyo, Ngajum, 

Gedangan, dan Bantur. Daerah bergelombang terletak diwilayah 

Sumbermanjing Wetan, Wonosari, dan Wagir. Wilayah perbukitan terletak di 

Kecamatan Ampelgading, Pujon, Poncokusumo, Ngantang,Jabung, Wajak, 

Tirtoyudo, dan Kasembon (RPIJM, 2015). Gambar 2.5 merupakan peta 

topografi wilayah Kabupaten Malang. 
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Gambar 2.5 Peta Topografi Wilayah Malang (RPIJM, 2015) 

1.1.6 Kabupaten Batu 

Secara topografi Kota Batu memiliki luas wilayah sebesar 19.908,72 Ha 

atau sekitar 0,42% dari total luas wilayah Jawa Timur. Berdasarkan 

ketinggiannya, Kota Batu diklasifikasikan kedalam 6 (enam) kelas, yaitu : 600-

1000 m dpl dengan luas 6.019,21 Ha terdiri dari Kecamatan Batu, Kecamatan 

Junrejo, dan Kecamatan Bumiaji; 1000-1500 m dpl dengan luas 6.493,64 yaitu 

sebagian besar desa-desa yang berada pada Kecamatan Bumiaji dan 

Kecamatan Batu serta sebagian kecil desa yang berada di Kecamatan Junrejo; 

1500-2000 m dpl dengan luas 4.820,40 Ha yaitu sebagian kecil desa pada 

Kecamatan Junrejo dan sebagian besar wilayah Kecamatan Bumiaji; 2000-

2.500 m dpl dengan luas 1789,81 Ha yaiu beberapa gunung yang berada di 

Kecamatan Batu dan beberapa desa pada Kecamatan Bumiaji; 2.500-3000 m 

dpl dengan luas 707,32 Ha yaitu sebagian kecil desa Kecamatan Bumiaji; 3000 

m dpl dengan luas 78,29 Ha yaitu beberapa desa Kecamatan Bumiaji (RPIJM, 

2017). Gambar 2.6 merupakan peta topografi wilayah Kota Batu. 
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Gambar 2.6 Peta Topografi Wilayah Batu (RPIJM, 2017) 

2.2 Tanaman Obat 

Tanaman obat adalah sumber perawatan kesehatan primer di seluruh dunia 

yang populer dan banyak digunakan sebagai sumber utama obat herbal dan 

senyawa farmasi. Tanaman obat merupakan bagian tak terpisahkan dari 

masyarakat dalam memerangi berbagai penyakit sejak awal peradaban manusia. 

Masyarakat lebih menyukai penggunaan tanaman obat karena mengandung bahan 

alami yang efektif, seimbang secara kimiawi dan memiliki efek samping yang 

lebih sedikit dibandingkan dengan bahan kimia sintetik (Sultana dkk., 2015). 

Diketahui terdapat ribuan spesies tanaman obat di dunia, di mana 30.000 

diantaranya berada di Indonesia. Sebanyak 7.500 jenis sudah diketahui khasiatnya 

sebagai obat herbal, namun hanya sekitar 1.200 jenis tanaman yang dimanfaatkan 

dalam pembuatan obat herbal (Salim dan Munadi, 2017). 

Dalam bentuk mentahnya tanaman obat telah lama dan terus menjadi dasar 

dari banyak obat tradisional sementara produk herbal semakin populer sebagai 

obat alternatif. Ramuan obat tradisional diolah berdasarkan resep nenek moyang 

secara tradisional dan turun menurun sesuai kepercayaan dan kebiasaan 

masyarakat setempat (Sutardi, 2017). Namun, bahan baku obat yang belum 

terstandarisasi menjadi masalah dalam perkembangan obat tradisional. Maka 

simplisia dan ekstrak yang akan digunakan dalam pembuatan obat herbal perlu 

terlebih dahulu dilakukannya standarisasi. Standarisasi obat yang perlu dilakukan 

salah satunya yakni kajian farmakognosi (Ladeska dan Dingga, 2019). 
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2.3 Pegagan (Centella asiatica L.) 

2.3.1 Taksonomi dan Klasifikasi  

 Secara taksonomi pegagan dapat diklasifikasikan sebagai berikut 

(Direktorat Obat Asli Indonesia, 2016); 

Divisi   : Tracheophyta  

Sub divisi   : Spermatophytina  

Kelas   : Magnoliopsida  

Bangsa   : Apiales 

Suku   : Apiaceae  

Marga   : Centella  

Jenis   : Centella asiatica (L.) 

2.3.2 Deskripsi Tanaman 

Pegagan (Centella asiatica L.) merupakan tanaman obat tropis dari famili 

Apiaceae yang berasal dari negara-negara di Asia Tenggara seperti Sri Lanka, 

India, China, Malaysia, dan Indonesia, serta Madagaskar dan Afrika Selatan. 

Pegagan dalam bahasa inggris dikenal juga sebagai “Gotu kola, Indian water 

navelwort, tiger herb, Asiatic pennywort, Indian pennywort, serta wild violet” 

(Chandrika dan Kumarab, 2015). Sebagai tanaman liar pegagan memiliki 

prospek sebagai tanaman obat yang baik. Telah diketahui sejak berabad-abad 

tahun sebelumnya, tanaman pegagan mulai dibudidayakan karena 

pemanfaatannya sebagai obat-obatan tradisional ayurveda dan Cina di beberapa 

negara termasuk Turki (Mala dan Tulika, 2015).  

Pegagan merupakan tumbuhan habitus menahun tanpa memiliki batang, 

tumbuh secara horizontal berupa rimpang pendek dengan stolon-stolon yang 

saling terhubung dan akar terkubur pada tanah. Herba pegagan ini umumnya 

memiliki panjang 10-80 cm. Pegagan memiliki daun tunggal yang tersusun 

dalam roset dengan 2-10 daun, pada daun terkadang terdapat rambut-rambut 

kecil. Daun dapat dimakan, tipis, berwarna hijau kekuning-kuningan, berseling 

diantara tangkai daun yang panjang, dan cukup khas dengan bentuk 

menyerupai orbicular, reniform, atau lonjong-elips dengan tujuh urat. Tangkai 
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daun dengan panjang 50 mm, setiap helaian daunnya berbentuk menyerupai 

ginjal, bundar serta lebar dengan 1-7 cm garis tengah, dengan pinggiran daun 

beringgit sampai beringgit-bergerigi, terutama pada pangkal daunnya (Mala 

dan Tulika, 2015; Direktorat Obat Asli Indonesia, 2016).  

 

Gambar 2.7 Tanaman Pegagan  

Pegagan memiliki struktur bunga berupa payung tunggal yakni berupa 

bunga 3-5 yang muncul dari ketiak daun. Gagang bunga memiliki panjang 5 

sampai 50 mm, lebih pendek dari pada tangkai daunnya. Bunga umumnya 

terdiri dari tiga bagian yaitu yang berada ditengah duduk, yang berada 

disamping dengan gagang yang pendek, dan dua daun pelindung dengan 

panjang 3 sampai 4 mm, bentuk bulat telur, mahkota bunga berwarna merah 

keunguan dengan panjang 1 sampai 1,5 mm, dan dengan lebar sampai 0,75 

mm. Buah pegagan berbentuk pipih dengan lebar kurang lebih 7 mm dan tinggi 

kurang lebih 3 mm, berlekuk dua, jelas berusuk, berwarna kuning kecoklatan 

dan berdinding agak tebal (Gohil dkk., 2010; Direktorat Obat Asli Indonesia, 

2016). 

Pegagan dapat tumbuh dengan baik di Indonesia terutama di daerah 

beriklim tropis baik di dataran rendah, sedang, sampai ketinggian mencapai 

2500 m dpl. Dapat tumbuh pada tempat sedikit teduh maupun terbuka, tanah 

lembab dan subur seperti padang rumput, tepi sungai, sawah, aliran sungai, 

ladang beriirigasi dan di tepi jalan (Direktorat Obat Asli Indonesia, 2012; 

Chandrika dan Kumarab, 2015). Pegagan memiliki sistem perakaran dangkal, 

sehingga pegagan tidak mudah hidup pada tempat yang terlalu kering. 

Pertumbuhan pegagan akan lebih baik pada curah hujan yang tinggi. Pegagan 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



13 
 

 
 

sendiri memiliki kriteria optimum yang dilihat berdasarkan ketinggian tempat 

tumbuhnya, di mana akan optimum pada tanaman dengan ketinggian 200-800 

m dpl. Berbeda halnya untuk pegagan yang tumbuh lebih dari 1.000 m dpl, 

produksi dan mutunya dapat lebih rendah (Direktorat Obat Asli Indonesia, 

2016). 

 

Gambar 2.8 Sistem perakaran pegagan yang dangkal dan halus (Direktorat Obat Asli 

Indonesia, 2016) 

Pegagan diklasifikasikan sebagai ramuan Kelas 1, yakni tanaman yang 

dapat dikonsumsi dengan aman apabila digunakan dengan tepat dalam Buku 

Panduan Keamanan Botani Asosiasi Produk Herbal Amerika (Thakurdesai, 

2021). 

2.3.3 Kandungan Kimia 

Konstituen aktif utama C. asiatica adalah triterpenoid saponin, senyawa 

metabolit dalam golongan triterpenoid saponin antara lain asiatikosida, asam 

asiatik, madekasosida, dan asam madasiatik (Gohil dkk., 2010). Komponen 

bioaktif lain dalam pegagan diantaranya centelloside, tankunisida, 

isotankunisida, brahmoside, brahminoside, asam brahmik, asam centellinic, 

asam isobrahmik, asam betulinik, pitosterol (campesterol, stigmasterol, 

sitosterol), mesoinositol, sentelosida, karotenoid, hidrokotilin, asam centic, 

asam indocentellic, centellose, thankuniside, asam thankunic, hidrokotilin, 

asam amino bebas (alanin, serin, aminobutirat, aspartat, glutamat, lisin dan 

treonin), asam lemak (asam linoleat, linolnelat, oleat, palmitat dan asam 

stearat), asam esensial (betachariophylen, trans-rbeta-pharnesen dan 
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germachrene D), vallarin, asam pektat, glisin, fenilalanin, kuersetin-3-

glukosida, kaempferol-3-glukosida, garam mineral seperti magnesium, kalium, 

kalsium, natrium, dan besi, fosfor, pektin, minyak atsiri, Vitamin B, asam 

amino, zat samak, dan zat pahit vellarine (Chandrika dan Kumarab, 2015; 

Sutardi, 2017). C. asiatica mengandung spektrum fitokimia luas dengan 

memberikan berbagai efek menguntungkan. Fitokimia flavonoid, steroid, tanin, 

alkaloid dan glikosida dapat berkasiat bagi kesehatan sebagai metabolit 

sekunder (Sutardi, 2017).  

2.3.4 Manfaat Tanaman 

Pegagan telah digunakan sebagai obat India sebagai pengobatan 

Ayurveda sejak dahulu kala (Chandrika dan Kumarab, 2015). Morfologi, 

distribusi, penggunaan etnomedis, aktivitas biologis dan aplikasi obatnya telah 

dinilai oleh banyak peneliti (Kunjumon dkk., 2022). Ramuan pegagan 

merupakan obat bernilai tinggi, yang dikenal dengan aktivitas neuroprotektif, 

peningkatan memori, antioksidan, anti-inflamasi, antikanker, kardioprotektif, 

dan penyembuhan luka. C.asiatica digunakan sebagai obat kusta, 

keterbelakangan mental, antioksidan, kardioprotektif, TBC, hepatoprotektif, 

antipsoriatik, antiulcer, antikonvulsan, sedatif, imunostimulan, antidiabetes, 

sitotoksik, antivirus, antitumor, antijamur, antibakteri, dan defisiensi vena 

(Mala dan Tulika, 2015). 

Seluruh bagian tanaman pegagan dapat dimanfaatkan sebagai bahan 

dalam pengobatan suatu penyakit tertentu. Daun pegagan sudah digunakan 

sejak zaman dahulu sebagai penyembuh luka yang sangat efektif. Getah akar 

pegagan yang dipanaskan dapat digunakan juga untuk menyembuhkan luka 

bernanah. Getah dari herba pegagan dapat menyembuhkan sakit perut dan 

cacingan pada anak-anak. Pegagan juga dapat digunakan untuk mengobati 

keracunan, di sebabkan oleh efek diuretik dan diaforetik atau peluruh keringat 

yang dimiliki oleh pegagan. Air seduhan dari semua bagian tanaman 

dimanfaatkan sebagai obat pembersih darah, wasir, batuk kering, mimisan, 
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penambah nafsu makan, pereda batuk kering dan penyakit liver (Direktorat 

Obat Asli Indonesia, 2016). 

Menurut studi praklinik yang dilakukan oleh Puttarak dkk (2017) 

beberapa mekanisme aksi C.asiatica diketahui dapat meningkatkan fungsi 

kognitif, seperti penghambatan aktivitas asetilkolinesterase, pengurangan 

aktivitas fosfolipase A2 (PLA2), perlindungan terhadap pembentukan ß-

amiloid, dan perlindungan dari kerusakan otak. Lebih lanjut, C. asiatica juga 

menunjukkan sifat anti-stres, antidepresan, anxiolytic dan anti-kejang. 

2.4 Daun 

Daun (folium) adalah salah satu organ tumbuhan dasar dan memiliki peran 

penting selain bagian batang dan akar. Pada proses pertumbuhan dan 

perkembangan tumbuhan daun termasuk organ pokok diantara ketiga organ 

tersebut dan merupakan organ yang berperan pada saat proses fotosintesis. Daun 

juga berfungsi melindungi perkembangan pucuk vegetatif dan melindungi bunga 

(Aini dkk., 2014). Daun umumnya berwarna hijau karena mengandung zat hijau 

daun atau disebut sebagai klorofil. Klorofil berperan sebagai penyerap energi dari 

cahaya matahari yang digunakan tumbuhan untuk diproses dan dijadikan sebagai 

makanan tumbuhan pada daun yang disebut dengan fotosintesis (Herawadi, 

2020:36–37). 

Daun merupakan organ utama dan penting dari tanaman yang paling banyak 

dikonsumsi masyarakat baik sebagai sayur maupun sebagai bahan dasar dalam 

pembuatan jamu tradisional. Dari seluruh bagian tanaman pegagan, daun 

merupakan salah satu bagian yang memiliki banyak manfaat bagi kesehatan. Daun 

pegagan memiliki rasa pahit dan sifat dingin jika di aplikasikan (Mimi dkk., 

2017). Secara tradisional daun pegagan digunakan sebagai penyembuh luka, 

contohnya digunakan sebagai penutup luka bernanah, radang kulit, memar dan 

membantu menyumbat darah mimisan pada anak kecil. Air seduhan daun pegagan 

dipercaya sebagai obat tenggorokan, asma, radang usus dan sebagai obat kumur 

untuk sariawan. Dalam bentuk ekstrak, daun pegagan juga digunakan untuk 
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mengobati borok kaki, skleroderma, benjoloan keloid, phlebitis, lupus, kusta, dan 

infeksi bakteri kulit ( selulitis) (Direktorat Obat Asli Indonesia, 2016). 

Penelitian ilmiah melalui uji praklinik telah banyak membuktikan bahwa 

daun pegagan memiliki banyak khasiat atau aktivitas farmakologi, diantaranya 

ekstrak daun pegagan memiliki manfaat sebagai antialergi pada tikus albino jantan 

(George dkk., 2009), antihipertensi pada tikus wistar jantan (Harwoko dkk., 

2014), antibakteri terhadap bakteri Escherichia coli, Bacillus cereus, 

Pseudomonas aeruginosa, dan Staphylococcus aureus (Arumugam dkk., 2011), 

Streptococcus mutans (Azzahra dan Hayati, 2018), aktivitas diuretik pada 

peningkatan volume urin dan kadar elektrolit (Roopesh dkk., 2011), sebagai 

antioksidan melalui uji DPPH (Wientarsih dkk., 2013), antiinflamasi pada tikus 

jantan (Choi dkk., 2016), antiepilepsi pada tikus wistar jantan (Visweswari dkk., 

2010), efek stimulan pada sistem saraf pusat (Mimi dkk., 2017), dan mempercepat 

kesembuhan luka bakar (Darmalaksana dkk., 2018). 

2.5 Simplisia dan Serbuk Simplisia 

2.5.1 Simplisia 

Menurut Farmakope Herbal Indonesia (2017) simplisia adalah bahan 

alam yang telah dikeringkan yang digunakan untuk pengobatan dan belum 

mengalami pengolahan. Pengeringan dapat dilakukan dengan penjemuran 

dibawah sinar matahari, diangin-angin, atau menggunakan oven, kecuali 

dinyatakan lain suhu pengeringan dengan oven tidak lebih dari 60 °C. 

Simplisia dapat dibedakan menjadi tiga jenis diantaranya yaitu: 

a. Simplisia Nabati 

Menurut Depkes RI (1985:1) simplisia nabati adalah simplisia yang 

berupa tumbuhan utuh, bagian tumbuhan utuh, bagian tumbuhan atau 

eksudat tumbuhan. Eksudat tumbuhan sendiri adalah isi sel yang secara 

spontan keluar dari tumbuhan atau dengan cara tertentu dikeluarkan dari 

selnya atau zat nabati lain yang dengan cara tertentu dipisahkan dari 

tumbuhannya. 
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Simplisia nabati dapat diperoleh dari bagian tumbuhan secara 

keseluruhan, namun sering berupa bagian atau organ tumbuhan seperti akar, 

kulit akar, batang, kulit batang, kayu, bagian bunga dan sebagainya. 

Simplisia nabati yang diperoleh dari tumbuhan obat, dipanen dan melalui 

proses preparasi secara sederhana sehingga bisa menjadi bentuk produk 

kefarmasian yang siap dipakai atau siap diproses selanjutnya (Endarini, 

2016). Bentuk produk kefarmasian tersebut antara lain, yaitu: 

1) Produk yang siap digunakan dalam bentuk serbuk halus untuk diseduh 

sebelum diminum (jamu).  

2) Produk yang siap digunakan untuk dicacah dan digodok sebagai jamu 

godokan (infus).  

3) Produk yang kemudian diproses lanjutan untuk kemudian dijadikan 

sebagai produk sediaan farmasi lain yang umumnya melalui proses 

ekstraksi, separasi dan pemurnian. 

b. Simplisia Hewani 

Menurut Depkes RI (1985:1) simplisia hewani ialah simplisia yang 

berupa hewan utuh, bagian hewan atau zat-zat berguna yang dihasilkan 

oleh hewan dan belum berupa zat kimia murni. 

c. Simplisia Pelikan (Minieral) 

Menurut Depkes RI (1985:1) simplisia pelikan atau mineral ialah 

simplisia yang berupa bahan pelikan atau mineral yang belum diolah atau 

telah diolah dengan cara sederhana dan belum berupa zat kimia murni. 

2.5.2 Serbuk Simplisia 

Menurut Peraturan Kepala BPOM RI Nomor 12 (2014) serbuk simplisia 

adalah sediaan obat tradisional berupa butiran homogen dengan derajat halus 

yang sesuai, terbuat dari simplisia atau campuran dengan ekstrak yang cara 

penggunaannya diseduh dengan air panas. Berdasarkan jenis-jenis simplisia 

yang telah disebutkan sebelumnya, maka simplisia yang diperoleh dari 

tanaman obat termasuk dalam jenis simplisia nabati. Menurut Farmakope 

Herbal Indonesia (2017) serbuk simplisia nabati adalah bentuk serbuk dari 
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simplisia nabati, dengan ukuran derajat kehalusan tertentu. Sesuai dengan 

derajat kehalusannya, dapat berupa serbuk sangat kasar, kasar, agak kasar, 

halus dan sangat halus.  

Simplisia dibuat melalui tahapan yang dimulai dengan pengumpulan 

bahan baku, sortasi basah, pencucian, perajangan, pengeringan, sortasi kering, 

pengepakan, penyimpanan dan kemudian tahap akhir yaitu pemeriksaan mutu 

simplisia jadi (Depkes RI, 1985). Proses pengumpulan bahan baku dan 

preparasi simplisia merupakan proses yang dapat menentukan mutu simplisia, 

yakni mengenai komposisi senyawa yang dikandung, kontaminasi, dan 

stabilitas bahan (Endarini, 2016). Salah satu persyaratan mutu simplisia yang 

diatur dalam Peraturan Kepala BPOM RI Nomor 12 Tahun 2014, yaitu serbuk 

simplisia memiliki kadar air <10% dengan tujuan agar simplisia tidak mudah 

rusak dan tahan dalam penyimpanan.  

Penyimpanan simplisia mungkin memerlukan kondisi khusus untuk 

kelembaban, suhu atau perlindungan ringan. Kondisi penyimpanan tersebut 

harus disediakan dan selalu dipantau. Menurut Depkes RI (1985) penyimpanan 

simplisia kering biasanya dilakukan pada suhu kamar (15˚ sampai 30°C), tetapi 

dapat pula dilakukan ditempat sejuk (5˚ sampai 15˚C), atau tempat dingin (0˚ 

sampai 5°C), tergantung dari sifat-sifat dan ketahanan simplisia. Kelembaban 

udara di ruang penyimpanan simplisia kering sebaiknya diusahakan serendah 

mungkin untuk mencegah terjadinya penyerapan uap air. Herba pegagan 

sendiri diketahui mengandung bahan aktif (flavonoid) yang tidak stabil pada 

suhu di atas 40° C sehingga proses penyimpanannya harus pada suhu kamar 

atau disimpan pada suhu 15-30° C (Direktorat Obat Asli Indonesia, 2016).  

2.6 Tinjauan Senyawa Flavonoid 

Flavonoid adalah senyawa metabolisme sekunder yang umum sebagai 

indikator kualitas tanaman obat maupun buah-buahan. Flavonoid termasuk dalam 

kelas senyawa fenolik dengan berat molekul rendah yang tersebar luas di kingdom 

tumbuhan. Mereka merupakan salah satu kelas senyawa yang paling khas pada 

tumbuhan tingkat tinggi (Panche dkk., 2016).  
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Aktivitas biologis dan farmakologis flavonoid dalam tubuh manusia berperan 

sebagai agen pencegahan, perlindungan, dan pengobatan (Sammani dkk., 2021). 

Saat ini flavonoid dianggap sebagai komponen yang sangat diperlukan dalam 

berbagai aplikasi nutraceutical, farmasi, obat-obatan dan kosmetik (Panche dkk., 

2016). Hal ini sejalan dengan beberapa penelitian yang melaporkan bahwa 

flavonoid dapat mempengaruhi banyak aktivitas farmakologi, termasuk 

antioksidan, antikanker, inhibitor enzim, antibakteri, antiinflamasi, antialergi dan 

antithrombosis (Amir Aslani dan Ghobadi, 2016; Ladeska dan Dingga, 2019). 

Dari banyaknya aktivitas biologis flavonoid yang sangat bervariasi, manfaat yang 

hampir dimiliki oleh semua kelompok flavonoid adalah aktivitas antioksidannya 

(Sukweenadhi dkk., 2020). 

 

Gambar 2.9 Struktur umum flavonoid (Kumar dan Pandey, 2013) 

Flavonoid adalah nama umum dari lebih dari 6500 molekul berdasarkan 

kerangka 15-karbon, dengan struktur C6C3C6 (Gambar 2.9), terdiri dari dua cincin 

aromatik bersama dengan cincin benzo-𝛾-piron yang teroksigenasi heterosiklik 

(Corradini dkk., 2011; Abou Baker, 2022). Struktur inti adalah 2-

fenilbenzopiranon, di mana jembatan tiga karbon antara gugus fenil biasanya 

disikluskan dengan oksigen. Flavonoid terdiri dari sekelompok besar senyawa 

polifenol yang dibagi menjadi beberapa kelas. Kelas utama adalah flavon (flavon, 

apigenin, dan luteolin), flavanon (flavanon, hesperetin, dan naringenin), flavonol 

(kuersetin, kaempferol, myricetin, dan fisetin) (Middleton, 1998), isoflavon, 

antsianidin, kalkon, auron. Mereka dibedakan menurut tingkat ketidakjenuhan dan 

tingkat oksidasi segmen tiga karbon. Seperti kebanyakan konstituen tanaman, 

flavonoid dapat eksis baik sebagai aglikon bebas dan sebagai konjugat glikosidik, 
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selain itu berbagai bentuk modifikasi lainnya juga dapat terjadi (Corradini dkk., 

2011).  

Sifat kimia flavonoid tergantung pada kelas strukturalnya, derajat hidroksilasi, 

substitusi dan konjugasi lain, dan derajat polimerisasi (Kumar dan Pandey, 2013). 

Struktur dasar flavonoid adalah aglikon, cincin yang terkondensasi dengan cincin 

benzena yaitu α-piron (flavonol dan flavanon) atau dihidroderivatifnya (flavonol 

dan flavanon). Posisi substituen benzenoid membagi golongan flavonoid menjadi 

flavonoid (posisi ke-2) dan isoflavonoid (posisi ke-3). Flavonol berbeda dari 

flavanon oleh gugus hidroksil pada posisi 3 dan ikatan rangkap C2-C3. Flavonol 

tersebar luas pada tumbuhan tingkat tinggi di mana mereka biasanya terdapat di 

daun dan bagian luar tumbuhan, sementara hanya sejumlah kecil yang ditemukan 

di bagian tumbuhan di bawah permukaan tanah (Corradini dkk., 2011).  

Flavonoid sering terhidroksilasi pada posisi 3, 5, 7, 2, 3’, 4’, dan/atau 5’. Metil 

eter dan asetil ester dari gugus alkohol diketahui terdapat di alam. Ketika 

glikosida terbentuk, ikatan glikosidik biasanya terletak pada posisi 3 atau 7 dan 

karbohidratnya dapat berupa L-rhamnosa, glukorhamnosa, D-glukosa, galaktosa, 

atau arabinosa (Kumar dan Pandey, 2013). Senyawa flavonoid memiliki sifat 

polar sebab mempunyai sejumlah gugus hidroksil maupun dapat mengikat gula, 

sehingga diketahui bahwa flavonoid umumnya dapat larut dalam pelarut polar 

seperti etanol, metanol, butanol (Sundaryono, 2011). Flavonoid memiliki suatu 

sistem aromatik yang terkonjugasi. Pada umumnya senyawa yang terkonjugasi 

berwarna cerah, sehingga dapat menunjukkan pita serapan yang kuat pada daerah 

spektrum sinar ultraviolet dan spektrum sinar tampak (Harborne, 1987). 

Kuersetin adalah senyawa kelas flavonol terbesar, dengan jumlah sekitar 60-

75% dari total flavonoid. Kuersetin merupakan senyawa yang memiliki distribusi 

paling luas di antara semua fenolat yang ada di alam (Deveoglu dan Karadag, 

2019). Kuersetin banyak digunakan sebagai larutan induk karena kuersetin dapat 

membentuk kompleks antara AlCl3 dengan gugus keto pada atom C4 dan juga 
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dengan gugus hidroksil pada atom C-3 atau C5 yang bertetangga dari flavon dan 

flavonol (Trinovita dkk., 2019).  

Telah dilaporkan bahwa kandungan flavonoid dalam C. asiatica yakni 3-

glucosylquercetin, 3-glucosylkaemferol, 7-glucosylkaemferol yang diisolasi dari 

bagian daunnya (Mala dan Tulika, 2015), castilliferol 1, castillicetin 2, kuersetin, 

kaempferol, patuletin, rutin, apigenin, castilliferol castillicetin, dan myricetin 

(Chandrika dan Kumarab, 2015).  

2.7 Penentuan Kadar Flavonoid Total 

Penentuan kadar flavonoid total dalam tanaman dapat dilakukan dengan 

berbagai metode, antara lain spektrofotometri UV-Vis, spektroskopi fluoresensi, 

NMR, infra-red, spektroskopi raman, kromatografi lapis tipis (KLT), 

kromatografi gas, elektroforesis kapiler, HPLC, dan supercritical fluid extraction 

(SFE). Metode spektrofotometri telah banyak digunakan dalam penentuan 

flavonoid total yang sederhana, cepat dan nonselektif. Selain itu teknik 

kromatografi digunakan secara selektif dalam penentuan flavonoid secara individu 

dengan sensitivitas yang lebih tinggi daripada spektrofotometri (Sammani dkk., 

2021). Metode yang umum digunakan adalah spektrofotometri UV berdasarkan 

pada prinsip kolorimetri. Metode ini dapat digunakan dalam penentuan komponen 

zat berwarna ataupun komponen yang belum bewarna, namun perlu ditambahkan 

suatu reagen pewarna sesuai sehingga dapat menghasilkan senyawa bewarna. 

Warna yang terbentuk merupakan fungsi dari kandungan komponen analitnya. 

Metode kolorimetri pada penentuan kadar flavonoid dalam tanaman dapat 

dibagi menjadi dua macam, yaitu metode kolorimetri menggunakan alumunium 

klorida dan metode DNP (2,4-dinitrophenylhydrazine).  

2.7.1 Metode Kolorimetri DNP (2,4-dinitrophenylhydrazine) 

2,4-dinitrophenylhydrazine dapat digunakan untuk mendeteksi fungsi 

karbonil dari gugus keton atau aldehida, dengan reaksi adisi-eliminasi di mana 

adisi nukleofilik gugus -NH2 ke fungsi karbonil C=O diikuti dengan 

penghilangan molekul air. Tes positif ditandai dengan endapan kuning atau 
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merah untuk senyawa karbonil alifatik dan aromatik yang dikenal sebagai 

dinitrophenylhydrazine (Kadam dkk., 2012). Prinsip metode kolorimetri 

dengan DNP ini didasarkan pada reaksi gugus karbonil dari senyawa aldehida 

dan keton dengan DNP membentuk 2,4-dinitrophenylhydrazone yang berwarna 

kuning yang kemudian berubah menjadi merah anggur dalam media basa, yang 

disebabkan oleh pembentukan anion quinoidal beresonansi (Bayarsaikhan dkk., 

2019).  

Metode DNP ini tidak bereaksi dengan gugus fungsi lain yang 

mengandung karbonil seperti asam karboksilat, amida, dan ester (Kadam dkk., 

2012). Pada penentuan kadar flavonoid metode DNP kurang spesifik 

digunakan untuk analisis golongan flavon, flavonol, dan isoflavon. Hal ini 

dikarenakan DNP tidak dapat bereaksi dengan ikatan rangkap C2-C3 pada 

golongan flavonoid tersebut. Metode DNP hanya dapat digunakan untuk 

menentukan kadar flavonoid golongan flavanon seperti naringin, naringenin, 

dan hesperitin (Chang dkk., 2002). 

2.7.2 Metode Kolorimetri Alumunium Klorida (AlCl3) 

Kolorimetri berkaitan dengan penentuan konsentrasi suatu zat dengan 

pengukuran penyerapan relatif cahaya terhadap konsentrasi zat yang diketahui. 

Dalam kolorimetri visual, cahaya putih alami atau buatan umumnya digunakan 

sebagai sumber cahaya, dan penentuan biasanya dilakukan dengan instrumen 

sederhana yang disebut kolorimeter, atau pembanding warna (Jeffery dkk., 

1989:645). Uji spektrofotometri berdasarkan kolorimetri aluminium klorida 

(AlCl3) adalah salah satu prosedur yang paling umum digunakan pada 

penetapan kadar flavonoid total (Pekal dan Pyrzynska, 2014). Kolorimetri 

metode AlCl3 dapat digunakan dalam penentuan kadar flavonoid golongan  

flavonol, flavon, dan isoflavon dengan gugus hidroksil C-3 dan C-5 seperti 

galangin, morin dan kaempferol, serta dengan gugus orto-dihidroksil seperti 

rutin, kuersetin, kuersitrin dan mirisetin pada panjang gelombang maksimum 

sekitar 415-440 nm (Chang dkk., 2002). 
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Prinsip metode kolorimetri aluminium klorida adalah terbentuknya 

kompleks AlCl3 yang stabil dengan gugus keto pada C-4 serta gugus hidroksil 

pada C-3 atau C-5 dari senyawa golongan flavon dan flavonol. Selain itu, 

aluminium klorida membentuk kompleks asam yang labil dengan gugus orto-

dihidroksil pada cincin A atau B dari senyawa flavonoid (Chang dkk., 2002).  

Pada penelitian ini digunakan metode kolorimetri AlCl3 karena senyawa yang 

akan digunakan yaitu flavonoid golongan kuersetin yang merupakan golongan 

flavonol. Selain itu metode kolorimetri menggunakan AlCl3 lebih dipilih karena 

merupakan metode yang sederhana, cepat, dan mudah untuk dilakukan. Reaksi 

pembentukan kompleks senyawa flavonoid dengan reagen AlCl3 dijabarkan pada 

Gambar 2.10. 

 

Gambar 2.10  Reaksi pembentukan kompleks Flavonoid-AlCl3 (Haeria dkk., 2016) 

2.8 Spektrofotometer UV-Vis 

Spektrofotometri merupakan bidang ilmu yang mempelajari mengenai 

penggunaan spektrofotometer. Sektrofotometer adalah alat yang memiliki bagian 

spektrofotometer dan fotometer (Gusnedi, 2013). Spektofotometer merupakan alat 

yang dapat digunakan dalam berbagai rentang panjang gelombang dan mode 

pengukuran meliputi transmisi, refleksi, dan absorbansi (Lopes dan Neto, 2018). 

Spektrofotometer menghasilkan sinar dari spektrum dengan panjang gelombang 

tertentu, sedangkan fotometer merupakan alat pengukur intensitas cahaya yang 

ditransmisikan atau yang diabsorpsi (Gusnedi, 2013). Spektrometer dan fotometer 

digunakan bersama-sama dalam terbentuknya sinyal antara radiasi yang 
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ditransmisikan dari bahan referensi dan sampel pada panjang gelombang yang 

dipilih (Jeffery dkk., 1989). 

Salah satu jenis dari spektrofotometer yaitu Spektrofotometri Ultraviolet-

Visible (UV-Vis). Spektrofotometri UV–vis adalah metode analisis yang banyak 

digunakan dan mampu mengukur konsentrasi spesies analit dalam cairan 

transparan (Shard dkk., 2019). Spektrofotometri UV-Vis digunakan untuk 

menguji sejumlah cahaya yang diabsorbsi di daerah ultraviolet dan tampak pada 

panjang gelombang tertentu dari spektrum (Haeria dkk., 2016). Rentang panjang 

gelombang dari spektrofotometer UV-Vis adalah 10 nm – 400 nm (ultraviolet) 

dan 400 nm – 750 nm (visible) (Behera, 2012).  Spektrofotometer UV-Vis dapat 

digunakan untuk identifikasi senyawa organik, baik secara kualitatif maupun 

kuantitatif. Senyawa organik yang dianalisis secara kualitatif dapat diidentifikasi 

dengan menggunakan spektrofotometer, jika ada data rekaman yang tersedia. 

Secara analisis kuantitatif analisis spektrofotometri digunakan untuk memastikan 

jumlah spesies molekul yang menyerap radiasi. Hukum dasar yang mengatur 

analisis spektrofotometri kuantitatif adalah hukum Beer-Lambert (Behera, 2012).  

Prinsip kerja dari spektrofotometer UV-Vis adalah adanya interaksi antara 

materi sampel dengan cahaya pada panjang gelombang tertentu. Ketika cahaya 

dengan berbagai panjang gelombang (cahaya polikromatis) mengenai suatu 

molekul, maka cahaya dengan panjang gelombang tertentu saja yang akan diserap. 

Jika molekul menyerap cahaya UV-Vis maka akan terjadi perpindahan elektron 

dari keadaan dasar menuju ke keadaan tereksitasi. Perpindahan elektron ini 

disebut transisi elektronik (Gusnedi, 2013). Setelah cahaya mengenai suatu materi 

akan terjadi suatu peristiwa transmisi, absorbsi, dan refleksi (Kafle, 2020).  

Transmitan adalah rasio antara intensitas cahaya yang melewati beberapa 

sampel dan cahaya datang. Artinya, jumlah cahaya yang ditransmisikan oleh suatu 

produk, dikoreksi oleh jumlah insiden cahaya di atasnya. Di sisi lain, reflektansi 

terkait dengan jumlah cahaya yang dipantulkan oleh suatu produk, yang mewakili 

sebagian kecil dari cahaya yang datang. Absorbansi adalah ukuran jumlah cahaya 

yang diserap oleh suatu produk saat cahaya melewatinya, dinyatakan sebagai 

logaritma negatif dari transmitansi (Lopes dan Neto, 2018). Radiasi atau cahaya 
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putih dilewatkan melalui larutan berwarna, dengan panjang gelombang tertentu 

akan diserap atau di absorbsi secara selektif dan radiasi lainnya akan diteruskan 

(transmisi). Nilai absorbansi dapat berbeda-beda tergantung pada kandungan 

dalam sampel, semakin tingginya kadar yang terkandung maka molekul yang akan 

menyerap cahaya pada panjang gelombang tertentu semakin banyak, akibatnya 

nilai absorbansi semakin besar. Nilai absorbansi ini berbanding lurus dengan 

konsentrasi zat yang terkandung didalam suatu sampel (Gusnedi, 2013).  

 

 

Gambar 2.11 Instrumentasi Spektrofotometer UV-Vis (Kafle, 2020) 

Spektrofotometer UV-Vis memiliki beberapa bagian yaitu sumber cahaya, 

monokromator, kompatemen sampel, dan detektor, seperti yang digambarkan 

pada gambar 2.11. Sumber cahaya dapat digunakan untuk mendeteksi sampel 

pada panjang gelombang ultraviolet (deuterium) dan lampu halogen yang banyak 

digunakan untuk deteksi pada panjang gelombang visible (tungsten). 

Monokromator digunakan untuk memecah cahaya monokromatik untuk 

digunakan sesuai dengan panjang gelombang yang dibutuhkan. Monokromator 

dapat berupa kisi difraksi dengan celah yang memungkinkan hanya cahaya 

dengan rentang panjang gelombang sangat sempit melewati wadah sampel pada 

spektrofotometer. Kompartemen sampel digunakan sebagai wadah sampel yang 

akan dianalisis. Kompartemen sampel berupa kuvet dengan bentuk wadah persegi 

panjang kecil, terbuat dari plastik, kaca atau kuarsa. Detektor digunakan untuk 

menangkap cahaya yang telah melewati kompartemen sampel, direkam dan 

disimpan dalam bentuk sinyal listrik dan diteruskan ke perangkat keluaran dan 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



26 
 

 
 

ditunjukkan dalam spektrum. Detektor yang digunakan dapat berupa 

photomultiplier dan photodiode (Kafle, 2020). 

Analisis flavonoid dilakukan dengan menggunakan Spektrofotometer UV-Vis 

karena flavonoid mengandung sistem aromatik yang terkonjugasi sehingga 

menunjukkan pita serapan kuat pada daerah spektrum sinar ultraviolet dan 

spektrum sinar tampak (Aminah dkk., 2017). 

2.9 Spektroskopi NIR (Near-Infrared) 

Spektroskopi adalah metode yang cepat dan andal untuk mengklasifikasikan 

tanaman tanpa menghasilkan limbah kimia, dan dengan sedikit persiapan sampel 

(Lopes dan Neto, 2018). Spektroskopi Infrared (IR) adalah teknik instrument 

yang digunakan secara luas dalam membantu peneliti untuk mengetahui 

karakteristik fisika kimia dari sampel, karena sebagian besar elemen dan senyawa 

mampu menyerap radiasi inframerah yang dipancarkan oleh insrumen (Calegari 

dkk., 2020). Energi dari radiasi inframerah dapat menghasilkan getaran atau rotasi 

molekul pada sebagian besar molekul yang memiliki ikatan kovalen, hal ini 

menyebabkan spektroskopi inframerah dapat berperan sebagai fingerprint dalam 

identifikasi molekul (Monnier, 2018). Wilayah IR mencakup rentang spektrum 

elektromagnetik yang luas, dibagi menjadi tiga area berdasarkan bilangan 

gelombangnya diantaranya yaitu spektroskopi Near Infrared (NIR) dengan 

rentang 12500 – 4000 cm-1, spektroskopi Mid Infrared (MIR) dengan rentang 

4000 – 400 cm-1, dan spektroskopi Far Infrared (FIR) dengan rentang 400 – 33 

cm-1 (Zhang, 2012). 

Spektroskopi NIR merupakan spektroskopi dengan panjang gelombang 0,78 – 

2,5 µm yang terletak di antara wilayah spektroskopi elektronik (spektroskopi UV-

Vis) dan juga spektroskopi vibrasi (spektroskopi IR) (Ozaki dkk., 2020). 

Teknologi near infrared (NIR) merupakan salah satu metode non destruktif, dapat 

menganalisis dengan kecepatan tinggi, tidak menimbulkan polusi, penggunaan 

preparat contoh yang sederhana, tidak memerlukan bahan kimia (Schwanninger 

dkk., 2011), biayanya yang rendah, dan tidak merusak sampel yang dianalisis 

(Zeng dan Zheng, 2020). Oleh karena itu, berdasarkan kelebihan penggunaan 
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tersebut, spektroskopi NIR banyak dipilih untuk melakukan analisis di tempat 

secara real-time. Spektroskopi NIR tidak hanya alat rutin tetapi juga memiliki 

potensi penelitian yang luar biasa dan dapat memberikan informasi unik yang 

tidak dapat diakses oleh teknik lain. Selain keunggulan tersebut, kemungkinan 

penentuan beberapa parameter kualitas secara simultan juga patut disebutkan, 

yang berarti beberapa parameter dapat diekstraksi secara bersamaan dari spektrum 

tunggal dengan metode analisis multivariat (Zhang, 2012). 

 

Gambar 2. 12 Ilustrasi serapan gugus fungsi pada daerah NIR (Zhang, 2012) 

Spektroskopi NIR terdiri dari kombinasi nada dan nada getaran dasar dari 

gugus fungsi, seperti gugus C-H, O-H, dan N-H, yang merupakan pita nada atas 

dan kombinasi dengan daerah frekuensi NIR yang bervariasi (Zeng dan Zheng, 

2020). Gambar 2.12 mengilustrasikan serapan gugus fungsi pada daerah NIR. 

Prinsip spektroskopi NIR yaitu bermula saat sampel terkena seberkas cahaya, 

sampel akan menyerap sebagian energi cahaya yang dapat menyebabkan getaran 

molekul. Setiap ikatan kimia dari suatu molekul memiliki mode getaran yang unik 

yaitu peregangan (stretching), pembengkokan (bending) dan frekuensi getaran 

(fundamental, nada dan kombinasi). Ketika ikatan kimia menerima frekuensi 

cahaya yang sesuai dengan frekuensi getarannya, energi cahaya akan diserap. 

Konsentrasi ikatan kimia penyerap di jalur cahaya dapat mempengaruhi sinyal 

absorbansi. Akibatnya, semakin tinggi konsentrasi, semakin jelas sinyal 

penyerapan yang diamati dalam spektrum (Pu dkk., 2020) 

Peregangan (stretching) dan pembengkokan (bending) adalah dua jenis utama 

getaran molekul yang menggambarkan gerakan getaran molekul yang berbeda. 

Pembengkokan didefinisikan sebagai perubahan sudut ikatan yang dapat berupa 

batuan atau deformasi tergantung pada apakah gerakan itu dalam arah yang sama 

atau berlawanan. Peregangan bisa simetris saat berada di bidang atau asimetris 

saat di luar bidang. Bantuan komputer dan kemometrik akan dibutuhkan selama 
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pekerjaan analitis semacam ini. Karena struktur molekul sebagian besar senyawa 

sangat kompleks, spektrum yang dihasilkan akan memiliki banyak puncak dan 

lembah yang tumpang tindih, oleh karena itu diperlukan metode statistik untuk 

mengidentifikasi fitur spesifik dari spektrum ini. Sinyal yang tumpang tindih ini 

juga menimbulkan spektrum dengan puncak yang luas, membuat spektrum sangat 

sulit untuk ditafsirkan (Zhang, 2012).  

Instrumen spektroskopi NIR terdiri dari beberapa bagian yaitu sumber cahaya 

(light source), monokromator (monochromator), dan detektor (detector) seperti 

pada gambar 2.12 (Reich, 2005). Sumber cahaya biasanya berupa lampu halogen 

tungsten karena biayanya yang rendah dan intensitasnya yang tinggi (Patel, 2017). 

Monokromator adalah perangkat optik yang digunakan untuk menyebarkan 

cahaya dengan berbagai panjang gelombang menjadi cahaya monokromatik pada 

panjang gelombang yang berbeda (Lin dkk., 2009). Detektor digunakan untuk 

merekam sinyal setelah pemisahan panjang gelombang. Jenis detektor meliputi 

silikon, timbal sulfida (PbS) dan indium gallium arsenide (InGaAs) (Patel, 2017). 

 

Gambar 2.13 Instrumentasi Spektroskopi NIR (Reich, 2005) 

2.10 Analisis Kemometrik 

Kelemahan dari spektroskopi NIR yaitu spektra yang dihasilkan rumit dan 

tumpang tindih menyebabkan sulitnya interpretasi hasil. Oleh sebab itu, perlu 

dilakukan juga analisis multivariat guna menganalisis data spektra yang tumpang 

tindih tersebut. Kombinasi dari metode analisis spektroskopi NIR dengan teknik 

analisis kemometrik dapat memberikan hasil yang lebih baik untuk 

mengidentifikasikan spesies tanaman dengan cepat, memprediksi unsur aktif 

utama, dan juga untuk memastikan kualitas dan keasliannya (Gad dkk., 2012).  
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Kemometrik adalah bidang interdisipliner dengan menggunakan metode 

matematika dan statistik yang relevansinya di antara disiplin kimia secara umum 

dan kimia analitik secara khusus (Brereton dkk., 2018). Model kemometrik dapat 

mengelompokkan kembali beberapa topik seperti desain eksperimen, metode 

ekstraksi informasi (pemodelan, klasifikasi, dan pengujian asumsi) dan teknik 

yang memungkinkan pemahaman tentang mekanisme kimia (Roggo dkk., 2007). 

Model kemometrik sering digunakan untuk kondisi di mana tidak ada teori yang 

dapat menyelesaikan masalah yang terdiri dari banyak variabel (multivariat) 

(Wulandari dkk., 2020). 

Hasil analisis dengan spektroskopi NIR bersifat kompleks dengan sejumlah 

besar data spektrum mentah yang berisi informasi latar belakang dan kebisingan 

selain informasi sampel. Selain itu, informasi sampel di beberapa daerah masih 

lemah dan tidak berkorelasi dengan komposisi dan sifat sampel. Dalam mengatasi 

masalah tersebut, kemometrik multivariat digunakan untuk memperoleh lebih 

banyak informasi dari data kimia untuk menemukan korelasi statistik yang baik 

antara data spektral dan data parameter kimia (Wulandari dkk., 2020) sehingga 

dapat mendapatkan hasil analisis yang lebih cepat dan waktu yang lebih singkat 

(Rohman dan Windarsih, 2020). Tujuan dibentuknya model kalibrasi kemometrik 

adalah untuk menggambarkan suatu sistem yang memiliki hubungan tersembunyi 

antara data yang tersedia dengan informasi yang dihasilkan (Wulandari dkk., 

2020). 

Langkah-langkah praktis dalam analisis kemometrik meliputi desain 

eksperimen, interpretasi data awal, klasifikasi (kualitatif) dan kalibrasi 

(kuantitatif). Desain eksperimental awalnya melibatkan penyaringan faktor-faktor 

penting dalam keberhasilan suatu proses. Hal ini diikuti dengan pemilihan dan 

penerapan kondisi optimal, sehingga dapat menghemat waktu. Interpretasi data 

awal dilakukan untuk menghilangkan atau mengurangi sumber variasi yang tidak 

diinginkan karena respon instrumental dan untuk mendapatkan data yang lebih 

efisien (Gad dkk., 2012).  

Metode multivariat yang digunakan dalam analisis kualitatatif yaitu linear 

discriminant analysis  (LDA), support vector machine classification (SVM), 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

Penelitian ini merupakan jenis penelitian eksperimental laboratories (true 

experimental laboratories), bertujuan untuk mengetahui pengaruh ketinggian 

terhadap model klasifikasi dan kandungan flavonoid total serbuk daun pegagan 

(Centella asiatica L.). 

3.2 Definisi Operasional 

Definisi operasional untuk menjelaskan operasional variabel yaitu sebagai 

berikut: 

1. Sampel berupa daun pegagan yang digunakan dalam penelitian ini diambil 

dari daerah dengan ketinggian tanam yang berbeda, yaitu dataran rendah 

dengan ketinggian <200 m dpl, dataran sedang dengan ketinggian 201-700 

m dpl, dan dataran tinggi dengan ketinggian >700 m dpl. 

2. Pengambilan sampel daun pegagan dilakukan secara acak pada tempat 

dengan ketinggian tanam berbeda. Serbuk daun pegagan dibuat dengan 

tahapan pencucian, sortasi basah, pengeringan, sortasi kering, penghalusan 

dengan blender, dan pengayakan dengan ayakan mesh 100. 

3. Kadar flavonoid total ditentukan menggunakan data absorbansi yang 

diperoleh dari metode spektrofotometer UV-Vis dengan prinsip kolorimetri 

AlCl3, kemudian dihitung kadarnya dalam miligram kuersetin per gram 

serbuk daun pegagan (mg QE/g serbuk). 

4. Pembentukan model klasifikasi berdasarkan data spektrum hasil scan 

sampel serbuk daun pegagan menggunakan spektrofotometer NIR yang 

kemudian diklasifikasian dengan analisis kemometrik. 

3.3 Variabel Penelitian 

3.3.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dari penelitian ini diantaranya yaitu perbedaan ketinggian 

suatu daerah pengambilan sampel dalam satuan meter di atas permukaan laut 

(m dpl) pada dataran rendah, sedang, dan tinggi. 
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3.3.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat dari penelitian ini diantaranya yaitu kandungan flavonoid 

total dan model klasifikasi serbuk daun pegagan (Centella asiatica L.) dengan 

beda ketinggian tempat tumbuh. 

3.3.3 Variabel Terkendali 

Variabel terkendali dari penelitian ini diantaranya yaitu daun pegagan, 

pengambilan sampel daun, pemberlakuan sampel daun, pembuatan sampel 

serbuk daun dan metode penentuan kadar flavonoid total dengan 

spektrofotometri UV-Vis. 

3.4 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Februari sampai Juni 2022, yang 

dilakukan di Laboratorium Kimia Analisis, Fakultas Farmasi, Universitas Jember. 

3.5 Alat dan Bahan Penelitian 

3.5.1 Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya yaitu 

spektrofotometer NIR Brimrose Luminar 3070, perangkat lunak Brimrose, 

perangkat lunak The Unscrambler X 10.2 (Camo), spektrofotometri UV-Vis 

(Hitachi U-1800), moisture content analyzer, perangkat lunak SPSS (IBM 

SPSS Versi 23), perangkat lunak Altimeter (PixelProse SARL), ultrasonicator 

(Elmasonic), timbangan analitik digital (Ohaus), alat penyerbuk (blender), 

erlenmeyer, vial, mikropipet (socorex), tips, pipet volume, kuvet, batang 

pengaduk, corong, ayakan mesh 100, dan seperangkat alat gelas.  

3.5.2 Bahan Penelitian 

Bahan-bahan yang digunakan diantaranya yaitu sampel serbuk daun 

pegagan (Centella asiatica. L) yang diambil dari Kabupatan Situbondo, 

Bondowoso, Jember, Malang, dan Kota Batu berdasarkan perbedaan 

ketinggian, etanol teknis 96%, kuersetin (Sigma-Aldrich), CH3COOK (Merck), 

AlCl3 (Merck), aquadest (aqua DM), dan kertas saring. 
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3.6 Alur Penelitian 

 

  

      Gambar 3.1 Skema Tahapan Kerja 
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3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Pengumpulan Sampel Tanaman Pegagan 

Langkah awal dalam proses pengambilan sampel adalah melakukan 

survei awal, dilakukan untuk mengetahui tersedianya bahan yang telah 

ditetapkan. Teknik pengambilan sampel dilakukan secara purposive sampling. 

Dalam penelitian ini, sampel tanaman pegagan diambil pada tiga tempat 

dengan ketinggian tumbuh yang berbeda yaitu pada dataran rendah dengan 

ketinggian <200 m dpl, dataran sedang dengan ketinggian 201-700 m dpl, dan 

dataran tinggi dengan ketinggian >700 m dpl. Pengambilan sampel pegagan 

dilakukan di Kabupaten Situbondo, Kabupaten Jember, Kabupaten 

Bondowoso, Kabupaten Malang, dan Kota Batu. 

3.7.2 Determinasi Tanaman Pegagan 

Determinasi tanaman pegagan dilakukan di UPT Laboratorium Herbal 

Materia Medica yang terletak di Kota Batu. Determinasi atau identifikasi 

dilakukan untuk memastikan bahwa tanaman pegagan yang digunakan 

merupakan benar-benar tanaman Pegagan (Centella asiatica L.). 

3.7.3 Pembuatan Serbuk Simplisia  

Sampel yang didapat dari hasil survei selanjutnya dicuci dan di lakukan 

sortasi basah. Daun basah terlebih dahulu di keringkan dengan cara diangin-

anginkan selama kurang lebih 2-3 minggu. Daun yang sudah mulai mengering 

kemudian dilakukan sortasi kembali. Simplisia daun pegagan yang sudah 

kering kemudian diserbukkan menggunakan blender dan diayak menggunakan 

ayakan mesh 100.  

3.7.4 Penentuan Kadar Air Serbuk 

Serbuk yang sudah halus kemudian ditetapkan kadar airnya dengan alat 

moisture content analyzer. Penetapan kadar air mula-mula alat moisture 

content analyer dinyalakan, kemudian dibuka bagian penutup pada alat 

sehingga display akan berubah. Kemudian memasukkan pan kosong yang 

sebelumnya sudah dibersihkan, perlu dipastikan bahwa pan diletakkan pada 

posisi benar. Tekan tombol tare, kemudian dimasukkan sampel serbuk ke 
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dalam pan sebanyak 5 gram secara merata kemudian alat ditutup kembali. 

Tekan tombol start dan alat akan memanaskan sampel sampai menunjukkan 

nilai kadar air sampel yang terbaca konstan.  Penetapan kadar air dilakukan 

sampai diperoleh kadar air yang diinginkan yaitu ≤ 10%. 

3.7.5 Penentuan Kadar Flavonoid Total dengan Spektrofotometri UV-Vis  

Penentuan kadar flavonoid total mengacu pada penelitian yang 

dilakukan oleh Haeria dkk (2016) serta Suharyanto dan Hayati (2021) dengan 

modifikasi yaitu pada penimbangan sampel, konsentrasi sampel yang 

digunakan, dan banyaknya reagen yang digunakan. 

1. Pembuatan Larutan Induk dan Standar Kuersetin 

Ditimbang sebanyak 10 mg induk kuersetin, dimasukkan dalam labu 

ukur 10 ml kemudian dilarutkan dengan etanol 96% sampai tanda batas, 

sehingga dihasilkan konsentrasi larutan 1000 µg/ml. Kemudian dibuat satu 

seri konsentrasi larutan kuersetin yaitu 20, 40, 60, 80, 100, 120, dan 140 

µg/ml dengan pengenceran larutan baku induk. 

2. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (λmaks) Kuersetin 

Salah satu larutan standar kuersetin (8 µg/ml) didiamkan selama 30 

menit (hasil optimasi), kemudian diukur absorbansinya pada range panjang 

gelombang 350-500 nm. Panjang gelombang yang dipilih yaitu panjang 

gelombang dengan nilai absorban yang mencapai puncak optimum. Di 

peroleh kurva hubungan antara panjang gelombang vs absorbansi. 

3. Penentuan Waktu Inkubasi  

Penentuan waktu inkubasi dilakukan menggunakan standar kuersetin 8 

µg/ml dan perwakilan sampel setiap dataran. Larutan kemudian diukur pada 

λmaks dari 0 hingga 90 menit dengan interval waktu 5 menit. Waktu inkubasi 

dianggap optimum apabila hasil absorbansi tidak mengalami perubahan yang 

terlalu besar atau dapat dikatakan stabil. Diperoleh kurva hubungan waktu vs 

absorbansi. 
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4. Pembuatan Kurva Baku Kuersetin 

Sebanyak 0,1 larutan standar kuersetin ditambahkan 0,2 mL etanol 

teknis 96%; 0,2 mL AlCl3 10%; 0,2 mL CH3COOK 1 M; dan 0,3 ml aquadest 

sehingga diperoleh seri konsentrasi 2, 4, 6, 8, 10, 12 dan 14 µg/ml. Larutan 

diukur setelah mencapai waktu optimum pada panjang gelombang maksimal, 

di mulai dengan konsentrasi yang paling rendah.  

5. Penentuan Kadar Flavonoid Total Daun Pegagan (Centella asiatica L.) 

Sampel serbuk daun pegagan ditimbang sebanyak 100 mg, dimasukkan 

ke dalam labu ukur 10 ml dan ditambah etanol sampai tanda batas. Larutan di 

ultrasonikasi ±15 menit kemudian disaring. Diambil sebanyak 0,1 mL, 

ditambahkan 0,2 mL etanol; 0,2 mL AlCl3 10%; 0,2 mL CH3COOK 1 M; dan 

0,3 ml aquades. Larutan didiamkan berdasarkan waktu inkubasi optimum 

yang terpilih, kemudian diukur absorbansi pada panjang gelombang 

maksimum menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Kadar flavonoid total 

serbuk simplisia daun pegagan dihitung berdasarkan persamaan kurva 

kalibrasi standar kuersetin yang telah diperoleh sebelumnya. Nilai absorbasi 

yang diperoleh dimasukkan ke dalam persamaan kurva kalibrasi sebagai y, 

dengan demikian akan diperoleh nilai x sebagai konsentrasi flavonoid dalam 

larutan sampel. Kadar flavonoid dinyatakan dalam mg QE (quercetin 

equivalent) per gram serbuk. 

6. Analisa Data 

Analisa data dilakukan dengan bantuan aplikasi SPSS 23 trial version, 

dengan menganalisa data hasil penentuan kadar flavonoid total sampel serbuk 

daun pegagan dengan beda ketinggian tanam. Data diuji normalitas dan 

homogenitasnya, dengan syarat uji normalitas dan uji homogenitas memenuhi 

persyaratan uji yaitu nilai p>0,05. Analisa kemudian dilanjutkan dengan 

pengujian menggunakan One-Way ANOVA serta uji lanjutan Post Hoc guna 

mengetahui ada atau tidak adanya perbedaan kandungan flavonoid total 

sampel serbuk daun pegagan dari ketinggian tanam yang berbeda. Analisis 

data dilakukan pada tingkat kepercayaan 95% dengan nilai significance atau 

signifikansi (Sig) 0,05. Apabila syarat untuk uji One-Way ANOVA tidak 
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memenuhi syarat, maka perlu dilakukan uji statistik Kruskal-wallis dan 

dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney. 

3.7.6 Pembentukan Model Klasifikasi 

1. Penyiapan Sampel 

Sampel serbuk daun pegagan yang dihasilkan dibagi menjadi dua 

kelompok yaitu sebagai berikut: 

a. Training set 

Training set merupakan sampel yang terdiri dari objek atau sampel 

yang telah diketahui pengkategoriannya serta digunakan dalam 

pembentukan model klasifikasi kemometrik (Berrueta dkk, 2007). 

Pembagian sampel training set dapat dilihat pada tabel 3.1 berikut: 

Tabel 3.1 Pembagian Sampel Training Set 

Kabupaten/Kota Kecamatan Kode 

Ketinggian 

wilayah * 

(mdpl) 

Kategori 

Ketinggian 

Situbondo Besuki R1 61    

Rendah 

(<200 m dpl) 

Situbondo Asembagus R2 66    

Jember Kaliwates R3 75    

Bondowoso Tapen R4 150    

Jember Maesan S1 359    
Sedang 

(201-700 m 

dpl) 

Jember Sukowono S2 336    

Bondowoso Wringin S3 428     

Situbondo Sumbermalang S4 589    

Batu Junrejo T1 932    

Tinggi 

(>700 m dpl) 

Batu Batu T2 1095    

Malang Pujon T3 1115    

Batu Bumiaji T4 1466    

* Hasil pengukuran menggunakan perangkat lunak Altimeter 

b. Test set 

Test set merupakan sampel yang terdiri dari objek atau sampel yang 

diketahui pengkategoriannya namun sampel test set ini digunakan untuk 

mengevaluasi reliabilitas model yang sudah dibentuk oleh sampel training 

set (Berrueta dkk, 2007). Sampel test set dapat dilihat pada tabel 3.2 berikut: 
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Tabel 3.2 Pembagian Sampel Test Set 

Kabupaten/Kota Kecamatan Kode 
Ketinggian 

wilayah * (mdpl) 

Kategori 

Ketinggian 

Situbondo Jatibanteng R5 103 

Rendah 

(<200 m 

dpl) 

Jember Arjasa S5 265 

Sedang 

(201-700 

m dpl) 

Bondowoso Sempol T5 1161 

Tinggi 

(>700 m 

dpl) 
* Hasil pengukuran menggunakan perangkat lunak Altimeter 

2. Scanning Serbuk Daun Pegagan dengan Spektroskopi NIR 

Pengukuran spektrum serbuk daun pegagan dilakukan menggunakan 

instrumen NIR Brimrose Luminar 3070. Instrumen NIR dihidupkan dan 

ditunggu selama 30 menit. Proses ini merupakan warning up sebelum 

dilakukan analisis, setelah 30 menit kemudian program Brimrose dibuka. 

Sampel serbuk kemudian diletakkan diatas plat NIR tempat untuk 

meletakkan sampel, dilakukan secara rata dan ditekan sehingga setiap 

replikasi akan menghasilkan ketebalan yang sama. Masing-masing sampel 

dilakukan proses scan sebanyak 5 kali replikasi dan setiap replikasinya 

dilakukan 10 kali penembakan. Begitu juga untuk sampel yang lain 

dilakukan dengan langkah yang sama. Setelah semua sampel discan, 

program Brimrose ditutup, selanjutnya data yang telah diperoleh diolah 

dengan perangkat lunak The Unscrambler 10.2 (Camo software). Sebelum 

pembentukan model dilakukan penentuan variasi spektra, dengan 

menghitung nilai CV absorbansi setiap panjang gelombang spektra dari 

semua replikasi sampel. Kemudian nilai CV dirata-rata pada semua panjang 

gelombangnya. 

3. Penentuan Model Klasifikasi 

Data spektrum yang diperoleh dari scanning NIR kemudian dikelola 

menggunakan prangkat lunak The Unscrambler versi X 10.2. menggunakan 
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program ini akan dilakukan pembentukan model klasifikasi dengan 

menggunakan metode Linear Discriminant Analysis (LDA), Support Vector 

Machines (SVM), dan Soft Independent Modelling of Class Analogies 

(SIMCA), dengan langkah-langkah sebagai berikut: membukan software 

The Unscrambler versi X 10.2 dan memasukkan data dengan cara memilih 

file, import data, pilih Brimrose, kemudian dimasukkan file scanning 

sampel, sehingga kemudian tampilan yang muncul merupakan data dari 

masing-masing gelombang. Selanjutnya dibuat kategori objek. Kategori 

tersebut yaitu perbedaan ketinggian tanaman “Rendah”, “Sedang” dan 

“Tinggi”. Pengelompokan objek dilakukan dengan memilih define range, 

column range diisi dengan kategori pada kolom 1 dan absorbansi pada 

kolom yang lain. Selanjutnya model klasifikasi dibuat dengan langkah 

sebagai berikut: 

a. LDA (Linear Discriminant Analysis) 

Model klasifikasi LDA dibuat dengan langkah masuk pada menu tasks, 

pilih analyze, lalu pilih Linear Discriminant Analysis. Model klasifikasi 

dapat dinyatakan valid apabila % akurasi yang didapat yaitu sebesar 100%. 

b. SVM (Support Vector Machines) 

Model klasifikasi SVM dibuat dengan langkah masuk pada menu tasks, 

pilih analyze, lalu pilih Support Vector Machine. Model klasifikasi dapat 

dinyatakan valid apabila % akurasi yang didapat yaitu sebesar 100%. 

c. SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogies) 

Model Principle Component Analysis (PCA) harus dibuat terlebih 

dahulu untuk masing-masing kategori data sebelum membuat model 

SIMCA. Model PCA dibuat dengan langkah masuk pada menu tasks, pilih 

analyze, lalu pilih Principal Component Analysis. Model SIMCA dibuat 

dengan langkah masuk pada menu tasks, predict, classification lalu pilih 

SIMCA. Semua ketegori yang telah dibuat pada model PCA langsung 

dibuat dalam satu model SIMCA. Model klasifikasi dapat dinyatakan valid 

apabila % akurasi yang didapat yaitu sebesar 100%. 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka kesimpulan yang bisa 

ditarik pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 

1. Terdapat perbedaan yang bermakna dari kandungan flavonoid total pada 

serbuk daun pegagan (Centella asiatica L.) berbeda ketinggian tumbuh 

berdasarkan uji statistik One Way ANOVA. Kadar flavonoid total serbuk 

daun pegagan pada dataran rendah berbeda secara siginifikan baik dari 

dataran sedang dan dataran tinggi. 

2. Metode spektroskopi NIR dan analisis kemometrik dapat digunakan untuk 

mengklasifikasikan serbuk daun pegagan (Centella asiatica L.) beda 

ketinggian tempat tumbuhnya. Model klasifikasi terbaik yang telah 

divalidasi yaitu model LDA dan SVM dengan persentase akurasi sebesar 

100%. 

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian yang telah terlaksana, maka peneliti memberikan 

saran yaitu perlu dilakukan penentuan kandungan metabolit sekunder yang lain 

seperti fenol, alkaloid, saponin, tanin, dan terpenoid pada serbuk daun pegagan 

terhadap ketinggian tempat tumbuh tanaman pegagan. Selain itu juga perlu 

dilakukan pengambilan sampel yang lebih banyak dan lebih luas sehingga bisa 

lebih mewakili dan menghasilkan model yang lebih baik. 
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LAMPIRAN 

Lampiran A. Alat dan Bahan yang Digunakan 

A.1 Sampel Serbuk Daun Pegagan 

 
R1 

 
R2 

 
R3 

 
R4 

 
R5 

S1 

 
S2 

 
S3 

 
S4 

 
S5 

T1 
 

T2 

 
T3 

 
T4 

 
T5 

 

A.2 Pelarut dan Reagen 

AlCl3 p.a CH3COOK p.a 
 

Pelarut 
 

Reagen 
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A.3 Sampel Ekstrak Cair 

 
R1 

 
R2 

 
R3 

 
R4 

 
R5 

 
S1 

 
S2 

 
S3 

 
S4 

 
S5 

 
T1 

 
T2 

 
T3 

 
T4 

 
T5 
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A.4 Alat yang Digunakan 

 
Spektrofotometer 

UV-Vis 

Spektroskopi 

NIR 
Timbangan  

Ultrasonikator 

Lampiran B. Identitas Sampel 

B.1. Sampel Training Set 

Kode 
Kabupaten/ 

Kota 
Kecamatan Desa 

Titik 

Koordinat 

Ketinggian 

wilayah * 

(mdpl) 

Kategori 

Ketinggian 

R1 Situbondo Besuki Belimbing 
7.7706632 

113.6945639 

61    

Rendah 

(<200 m 

dpl) 

R2 Situbondo Asembagus Awar-awar 
7.7782298 

114.2201542 

66    

R3 Jember Kaliwates Kaliwates 
8.1906262 

113.6894856 

75    

R4 Bondowoso Tapen Taal 
7.8439538 

113.9417976 

150    

S1 Jember Maesan Suger Lor 
8.0356529 

113.784628 

359    

Sedang 

(201-700 

m dpl) 

S2 Jember Sukowono Sukokerto 
8.0544337 

113.8256906 

336    

S3 Bondowoso Wringin Sumbermalang 
7.8468072 

113.7713606 

428     

S4 Situbondo Sumbermalang Tlogosari 
7.8496718 

113.7056972 

589    

T1 Batu Junrejo 
Tlekung 7.911493 

112.5303257 

932    

Tinggi 

(>700 m 

dpl) 

T2 Batu Batu 
Nganglik 7.9017783 

112.5196764 

1095    

T3 Malang Pujon 
Pujon Kidul 7.8597263 

112.4662577 

1115    

T4 Batu Bumiaji 
Sumber 

Brantas 

7.7842313 

112.525068 

1466    

* Hasil pengukuran menggunakan perangkat lunak Altimeter 
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B.2 Sampel Test Set 

Kode 
Kabupaten/ 

Kota 
Kecamatan Desa 

Titik 

Koordinat 

Ketinggian 

wilayah * 

(mdpl) 

Kategori 

Ketinggian 

R5 Situbondo Jatibanteng Jatibanteng 
7.7848127 

113.6798252 
103 

Rendah 

(<200 m 

dpl) 

S5 Jember Arjasa Candijati 
8.1065726 

113.7576578 
265 

Sedang 

(201-700 m 

dpl) 

T5 Bondowoso Sempol Sempol 
8.0002908 

114.1359586 
1161 

Tinggi 

(>700 m 

dpl) 

* Hasil pengukuran menggunakan perangkat lunak Altimeter 

B.3 Hasil Penggunaan Perangkat Lunak Altimeter 
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B.5 Determinasi Tanaman 

 

 

 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



87 
 

 
 

Lampiran C. Dokumentasi Kegiatan 

    
Pengambilan Sampel 

 
Pencucian Sampel 

 
Pengeringan Sampel 

 
Daun Kering 

 
 

Penghalusan Sampel 
 

Pengayakan Sampel 

 
Serbuk Halus 

Lampiran D. Kadar Air Sampel 

Kode Sampel Massa Serbuk (g) Suhu (˚C) Kadar Air (%) 

R1 5,00 105 6,60 

R2 5,00 105 5,20 

R3 5,00 105 6,60 

R4 5,00 105 7,40 

R5 5,00 105 7,20 

S1 5,00 105 6,60 

S2 5,00 105 5,40 

S3 5,00 105 6,80 

S4 5,00 105 6,60 

S5 5,00 105 8,40 

T1 5,00 105 7,00 

T2 5,00 105 5,60 

T3 5,00 105 5,80 

T4 5,00 105 6,00 

T5 5,00 105 7,40 
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Lampiran E. Penetapan Panjang Gelombang Maksimum 

E.1 Hasil Pengukuran Absorbansi Spektrofotometer UV-Vis 

λ Abs 

500 0,013 

499 0,014 

498 0,015 

497 0,016 

496 0,017 

495 0,018 

494 0,019 

493 0,02 

492 0,021 

491 0,022 

490 0,024 

489 0,025 

488 0,027 

487 0,029 

486 0,030 

485 0,033 

484 0,035 

483 0,037 

482 0,040 

481 0,042 

480 0,045 

479 0,048 

478 0,051 

477 0,054 

476 0,057 

475 0,061 

474 0,065 

473 0,068 

472 0,072 

471 0,077 

470 0,081 

469 0,086 

468 0,091 

467 0,096 

466 0,101 

465 0,105 

464 0,110 

463 0,115 

462 0,120 

461 0,125 

460 0,130 

459 0,135 

458 0,140 

457 0,145 

456 0,149 

455 0,154 

454 0,158 

453 0,163 

452 0,167 

451 0,171 

450 0,175 

449 0,178 

448 0,182 

447 0,185 

446 0,188 

445 0,191 

444 0,193 

443 0,196 

442 0,198 

441 0,200 

440 0,202 

439 0,204 

438 0,205 

437 0,206 

436 0,207 

435 0,208 

434 0,208 

433 0,209 

432 0,209 

431 0,209 

430 0,208 

429 0,208 

428 0,207 

427 0,206 

426 0,205 

425 0,204 

424 0,203 

423 0,201 

422 0,199 

421 0,197 

420 0,195 

419 0,193 

418 0,191 

417 0,188 

416 0,186 

415 0,184 

414 0,180 

413 0,177 

412 0,174 

411 0,171 

410 0,168 

409 0,164 

408 0,161 

407 0,158 

406 0,155 

405 0,151 

404 0,148 

403 0,145 

402 0,141 

401 0,138 

400 0,135 

399 0,131 

398 0,128 

397 0,125 

396 0,122 

395 0,119 

394 0,116 

393 0,113 

392 0,110 

391 0,107 

390 0,104 

389 0,101 

388 0,099 

387 0,096 

386 0,094 

385 0,092 

384 0,090 

383 0,088 

382 0,086 

381 0,084 

380 0,082 

379 0,080 

378 0,079 

377 0,077 

376 0,076 
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375 0,075 

374 0,074 

373 0,072 

372 0,071 

371 0,07 

370 0,069 

369 0,069 

368 0,068 

367 0,067 

366 0,067 

365 0,066 

364 0,066 

363 0,065 

362 0,065 

361 0,065 

360 0,064 

359 0,064 

358 0,064 

357 0,064 

356 0,063 

355 0,063 

354 0,063 

353 0,063 

352 0,062 

351 0,061 

350 0,061 
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E.2 Kurva Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

 

Lampiran F. Penetapan Waktu Inkubasi 

F.1 Waktu Inkubasi Standar Kuersetin 

Waktu Inkubasi Standar Kuersetin 

Waktu (menit) Absorbansi 

0 0,575 

5 0,583 

10 0,589 

15 0,595 

20 0,597 

25 0,598 

30 0,599 

35 0,6 

40 0,6 

45 0,601 

50 0,601 

55 0,602 

60 0,602 

65 0,602 

70 0,603 

75 0,603 

80 0,604 

85 0,604 

90 0,604 
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F.2 Waktu Inkubasi Sampel Dataran Tinggi (Batu) 

Waktu Inkubasi Dataran Tinggi 

Waktu (menit) Absorbansi 

0 0,526 

5 0,619 

10 0,64 

15 0,647 

20 0,649 

25 0,648 

30 0,645 

35 0,643 

40 0,64 

45 0,637 

50 0,635 

55 0,631 

60 0,628 

65 0,624 

70 0,62 

75 0,617 

80 0,615 

85 0,613 

90 0,609 

F.3 Waktu Inkubasi Sampel Dataran Sedang (Sumbermalang) 

Waktu Inkubasi Dataran Sedang 

Waktu (menit) Absorbansi 

0 0,416 

5 0,459 

10 0,468 

15 0,469 

20 0,47 

25 0,47 

30 0,469 

35 0,469 

40 0,468 

45 0,467 

50 0,465 

55 0,464 

60 0,463 

65 0,461 

70 0,459 

75 0,456 
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80 0,454 

85 0,451 

90 0,446 

F.4 Waktu Inkubasi Sampel Dataran Rendah (Besuki) 

Waktu Inkubasi Dataran Rendah 

Waktu (menit) Absorbansi 

0 0,529 

5 0,559 

10 0,565 

15 0,567 

20 0,567 

25 0,568 

30 0,567 

35 0,566 

40 0,565 

45 0,564 

50 0,563 

55 0,557 

60 0,555 

65 0,553 

70 0,551 

75 0,548 

80 0,546 

85 0,543 

90 0,541 

 

F.5 Kurva Penetapan Waktu Inkubasi 
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Lampiran G. Kurva Baku Kuersetin 

G.1 Pembuatan Pereaksi AlCl3 10% 

10 g/100 ml x 100 % = 10 % 

G.2 Pembuatan Pereaksi CH3COOK 

Mr = 98 g/mol 

Molar = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎𝑀𝑟  x 

1𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 (𝐿) 
1 M = 

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎98 g/mol x 
10,1 𝐿) 

1 mol/L = 
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎98 g/mol x 

10,1 𝐿) 
massa = 9,8 gram 

G.3 Pembuatan Larutan Induk 

10,1 mg/10 ml x 1000=1010 µg/ml 

G.4 Pengenceran Larutan Induk 

a. 0,2 ml/10 ml x 1010 µg/ml = 20,2 µg/ml 

b. 0,4 ml/10 ml x 1010 µg/ml = 40,4 µg/ml 

c. 0,6 ml/10 ml x 1010 µg/ml = 60,6 µg/ml 

d. 0,8 ml/10 ml x 1010 µg/ml = 80,8 µg/ml 

e. 1,0 ml/10 ml x 1010 µg/ml = 101 µg/ml 

f. 1,2 ml/10 ml x 1010 µg/ml = 121,2 µg/ml 

g. 1,4 ml/10 ml x 1010 µg/ml = 141,4 µg/ml 

Pengenceran Kembali 

a. 0,1 ml/1 ml x 20,2 µg/ml = 2,02 µg/ml 

b. 0,1 ml/1 ml x 40,4 µg/ml = 4,04 µg/ml 

c. 0,1 ml/1 ml x 60,6 µg/ml = 6,06 µg/ml 

d. 0,1 ml/1 ml x 80,8 µg/ml = 8,08 µg/ml 

e. 0,1 ml/1 ml x 101 µg/ml = 10,1 µg/ml 

f. 0,1 ml/1 ml x 121,2 µg/ml = 12,12 µg/ml 

g. 0,1 ml/1 ml x 141,4 µg/ml = 14,14 µg/ml 

G.5 Kurva Baku Kuersetin Dan Persamaan Regresi  

Konsentrasi 

(µg/ml) 

Absorbansi (y) 

2,02 0,178 

4,04 0,344 

6,06 0,513 

8,08 0,677 

10,1 0,856 
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12,12 1,039 

14,14 1,211 

 

 

Lampiran H. Perhitungan Penetapan Kandungan Flavonoid Total Sampel 

Serbuk Daun Pegagan Menggunakan Metode Kolorimetri dan 

Spektrofotometer UV-Vis 

H.1 Contoh Perhitungan 

Persamaan Regresi → y = 0,0854x – 0,002 

Sampel R1 replikasi 1: 

Penimbangan 100,0 mg 

Penimbangan 100,0 mg 

0,539 = 0,0854x – 0,002 

       x = 6,3349 ppm 

       x = 6,3349 µg/ml  

Dalam 1 ml→ 6,3349 µg/ml x 1 ml/0,1 ml = 63,349 µg 

Dalam 10 ml → 63,349 µg x 10 ml/1ml = 633,49 µg = 0,63349 mg 

Kandungan Flavonoid Total = 0,63349 mg/0,100 g 

             = 6,3349 mg QE/g serbuk 

 

y = 0,0854x - 0,002

R² = 0,9997
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H.2 Hasil Penetapan Kandungan Flavonoid Total 

Kode 

Sampel 
Replikasi 

Massa 

Serbuk 

(mg) 

Abs 

Mg 

QE/g 

Serbuk 

Rata-rata 

mg QE/g 

serbuk 

SD CV (%) 

R1 

1 100,0 0,539 6,3349 

6,4428 0,1317 2,0440 2 100,2 0,546 6,4041 

3 100,4 0,563 6,5896 

R2 

1 100,3 0,431 5,0551 

4,9777 0,0874 1,7557 2 100,1 0,425 4,9950 

3 100,0 0,415 4,8829 

R3 

1 100,1 0,405 4,7610 

4,8045 0,0919 1,9132 2 100,0 0,403 4,7424 

3 100,4 0,419 4,9101 

R4 

1 100,4 0,534 6,2513 

6,1936 0,0908 1,4652 2 100,0 0,518 6,0890 

3 100,2 0,532 6,2404 

R5 

1 100,3 0,405 4,7516 

4,6603 0,1147 2,4605 2 100,0 0,385 4,5316 

3 100,2 0,4 4,6979 

S1 

1 100,0 1,028 12,0609 

12,3211 0,2417 1,9615 2 100,3 1,072 12,5385 

3 100,2 1,056 12,3640 

S2 

1 100,0 0,973 11,4169 

11,5575 0,1267 1,0967 2 100,3 0,997 11,6629 

3 100,2 0,99 11,5927 

S3 1 100,4 1,071 12,5143 12,3833 0,1467 1,1847 
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2 100,0 1,042 12,2248 

3 100,2 1,06 12,4108 

S4 

1 100,0 0,653 7,6698 

7,8218 0,1317 1,6836 2 100,4 0,675 7,8958 

3 100,2 0,674 7,8999 

S5 

1 100,2 0,628 7,3623 

7,2214 0,1295 1,7927 2 100,1 0,613 7,1942 

3 100,0 0,605 7,1077 

T1 

1 100,0 0,739 8,6768 

8,7703 0,1696 1,9334 2 100,3 0,766 8,9661 

3 100,1 0,739 8,6681 

T2 

1 100,4 0,833 9,7386 

9,6612 0,0790 0,8181 2 100,2 0,825 9,6645 

3 100,1 0,817 9,5806 

T3 

1 100,2 0,689 8,0752 

8,0244 0,1673 2,0854 2 100,3 0,697 8,1605 

3 100,1 0,668 7,8376 

T4 

1 100,0 0,74 8,6885 

8,8804 0,1809 2,0369 2 100,2 0,76 8,9049 

3 100,3 0,773 9,0478 

T5 

1 100,4 0,851 9,9485 

9,9150 0,0301 0,3037 2 100,0 0,844 9,9063 

3 100,4 0,846 9,8902 

Lampiran I. Analisa Data dengan SPSS 

I.1 Hasil Uji Normalitas dan Uji Homogenitas Persyaratan Uji One Way Anova 

a. Hasil Uji Normalitas 
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Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnova Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

Rendah .300 5 .161 .826 5 .130 

Sedang .296 5 .176 .796 5 .076 

Tinggi .191 5 .200* .950 5 .734 

*. This is a lower bound of the true significance. 

a. Lilliefors Significance Correction 

b. Hasil Uji Homogenitas 

Test of Homogeneity of Variances 

Kadar Flavonoid Total   

Levene 

Statistic df1 df2 Sig. 

20.326 2 12 .000 

I.2 Hasil Uji One-Way ANOVA dan Uji Lanjutan Post Hoc 

a. Uji One-Way ANOVA 

ANOVA 

Kadar Flavonoid Total   

 

Sum of 

Squares df Mean Square F Sig. 

Between 

Groups 
61.880 2 30.940 11.536 .002 

Within Groups 32.185 12 2.682   

Total 94.065 14    

 

b. Uji Lanjutan Post Hoc 

Multiple Comparisons 

Dependent Variable:   Kadar Flavonoid Total   

Games-Howell   

(I) Dataran (J) Dataran 

Mean 

Difference 

(I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower 

Bound 

Upper 

Bound 

Dataran 

Rendah 

Dataran 

Sedang 
-4.8452400* 1.1919322 .023 -8.763024 -.927456 

Dataran 

Tinggi 
-3.4006800* .5730238 .001 -5.045660 -1.755700 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



97 
 

 
 

Dataran 

Sedang 

Dtaran 

Rendah 
4.8452400* 1.1919322 .023 .927456 8.763024 

Dataran 

Tinggi 
1.4445600 1.2122081 .506 -2.458440 5.347560 

Dataran 

Tinggi 

Dtaran 

Rendah 
3.4006800* .5730238 .001 1.755700 5.045660 

Dataran 

Sedang 
-1.4445600 1.2122081 .506 -5.347560 2.458440 

*. The mean difference is significant at the 0.05 level. 

 

Lampiran J. Pengukuran Spektrum Sampel Scanning dengan NIR 

J.1 Hasil Spektrum Sampel 

a. Dataran Rendah 

 

b. Dataran Sedang 
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c. Dataran Tinggi 

 

d. Spektrum Gabungan Training Set 

 

e. Spektrum Test Set 
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J.2 Variasi Spektra 

a. Contoh Perhitungan Variasi Spektra sampel R1 dari panjang gelombang 850-

866 

Sampel 850 852 854 856 858 860 862 864 866 

R1-1 ( 1 ) 0,4141 0,4146 0,4151 0,4158 0,4169 0,4187 0,4213 0,4246 0,4283 

R1-1 ( 2 ) 0,4142 0,4143 0,4141 0,4141 0,4148 0,4163 0,4187 0,4220 0,4261 

R1-1 ( 3 ) 0,4162 0,4164 0,4164 0,4164 0,4172 0,4188 0,4211 0,4238 0,4269 

R1-1 ( 4 ) 0,4113 0,4115 0,4118 0,4123 0,4134 0,4149 0,4172 0,4203 0,4239 

R1-1 ( 5 ) 0,4131 0,4136 0,4138 0,4143 0,4152 0,4168 0,4191 0,4221 0,4257 

R1-1 ( 6 ) 0,4123 0,4122 0,4119 0,4116 0,4122 0,4140 0,4169 0,4209 0,4254 

R1-1 ( 7 ) 0,4156 0,4150 0,4144 0,4142 0,4148 0,4165 0,4194 0,4229 0,4267 

R1-1 ( 8 ) 0,4137 0,4130 0,4124 0,4124 0,4135 0,4158 0,4192 0,4231 0,4273 

R1-1 ( 9 ) 0,4148 0,4145 0,4139 0,4133 0,4133 0,4145 0,4171 0,4208 0,4252 

R1-1 ( 10 ) 0,4151 0,4153 0,4154 0,4158 0,4171 0,4195 0,4228 0,4269 0,4312 

R1-2 ( 11 ) 0,4133 0,4127 0,4120 0,4119 0,4125 0,4144 0,4171 0,4207 0,4248 

R1-2 ( 12 ) 0,4130 0,4131 0,4129 0,4127 0,4131 0,4145 0,4171 0,4207 0,4250 

R1-2 ( 13 ) 0,4128 0,4132 0,4134 0,4136 0,4143 0,4158 0,4182 0,4214 0,4252 

R1-2 ( 14 ) 0,4099 0,4100 0,4103 0,4110 0,4123 0,4144 0,4174 0,4209 0,4249 

R1-2 ( 15 ) 0,4152 0,4147 0,4142 0,4139 0,4144 0,4161 0,4190 0,4227 0,4267 

R1-2 ( 16 ) 0,4165 0,4168 0,4170 0,4175 0,4187 0,4206 0,4231 0,4262 0,4295 

R1-2 ( 17 ) 0,4202 0,4198 0,4191 0,4184 0,4184 0,4191 0,4211 0,4241 0,4277 

R1-2 ( 18 ) 0,4163 0,4166 0,4169 0,4173 0,4182 0,4195 0,4217 0,4244 0,4277 

R1-2 ( 19 ) 0,4166 0,4170 0,4172 0,4176 0,4186 0,4204 0,4230 0,4260 0,4294 

R1-2 ( 20 ) 0,4166 0,4167 0,4163 0,4161 0,4165 0,4177 0,4200 0,4231 0,4268 

R1-3 ( 21 ) 0,4225 0,4223 0,4220 0,4221 0,4226 0,4239 0,4260 0,4287 0,4319 

R1-3 ( 22 ) 0,4214 0,4208 0,4199 0,4192 0,4193 0,4206 0,4233 0,4267 0,4308 

R1-3 ( 23 ) 0,4178 0,4176 0,4175 0,4177 0,4184 0,4199 0,4221 0,4252 0,4289 

R1-3 ( 24 ) 0,4198 0,4201 0,4198 0,4192 0,4190 0,4196 0,4215 0,4244 0,4282 

R1-3 ( 25 ) 0,4199 0,4199 0,4199 0,4198 0,4202 0,4217 0,4240 0,4271 0,4310 

R1-3 ( 26 ) 0,4177 0,4168 0,4160 0,4160 0,4171 0,4190 0,4219 0,4252 0,4289 

R1-3 ( 27 ) 0,4171 0,4164 0,4156 0,4154 0,4161 0,4179 0,4209 0,4245 0,4286 

R1-3 ( 28 ) 0,4200 0,4205 0,4207 0,4208 0,4212 0,4222 0,4241 0,4269 0,4304 

R1-3 ( 29 ) 0,4226 0,4228 0,4227 0,4223 0,4220 0,4224 0,4237 0,4260 0,4293 

R1-3 ( 30 ) 0,4225 0,4224 0,4218 0,4213 0,4211 0,4217 0,4235 0,4263 0,4301 

R1-4 ( 31 ) 0,4156 0,4159 0,4158 0,4159 0,4166 0,4182 0,4207 0,4237 0,4273 

R1-4 ( 32 ) 0,4158 0,4160 0,4159 0,4160 0,4164 0,4176 0,4197 0,4223 0,4255 

R1-4 ( 33 ) 0,4114 0,4108 0,4099 0,4095 0,4100 0,4118 0,4151 0,4193 0,4240 

R1-4 ( 34 ) 0,4109 0,4112 0,4113 0,4116 0,4125 0,4142 0,4167 0,4201 0,4239 

R1-4 ( 35 ) 0,4176 0,4176 0,4171 0,4165 0,4166 0,4176 0,4198 0,4229 0,4266 

R1-4 ( 36 ) 0,4138 0,4136 0,4135 0,4137 0,4144 0,4158 0,4181 0,4211 0,4246 
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R1-4 ( 37 ) 0,4163 0,4163 0,4164 0,4167 0,4173 0,4185 0,4204 0,4231 0,4263 

R1-4 ( 38 ) 0,4160 0,4156 0,4151 0,4147 0,4150 0,4162 0,4187 0,4219 0,4256 

R1-4 ( 39 ) 0,4106 0,4107 0,4109 0,4112 0,4120 0,4136 0,4159 0,4190 0,4228 

R1-4 ( 40 ) 0,4109 0,4105 0,4101 0,4100 0,4108 0,4124 0,4154 0,4193 0,4237 

R1-5 ( 41 ) 0,4170 0,4169 0,4169 0,4173 0,4184 0,4205 0,4234 0,4270 0,4309 

R1-5 ( 42 ) 0,4183 0,4177 0,4172 0,4173 0,4182 0,4202 0,4231 0,4265 0,4303 

R1-5 ( 43 ) 0,4191 0,4190 0,4189 0,4190 0,4197 0,4211 0,4234 0,4264 0,4300 

R1-5 ( 44 ) 0,4157 0,4154 0,4151 0,4154 0,4164 0,4183 0,4214 0,4251 0,4292 

R1-5 ( 45 ) 0,4176 0,4178 0,4176 0,4175 0,4179 0,4194 0,4218 0,4250 0,4289 

R1-5 ( 46 ) 0,4190 0,4190 0,4190 0,4190 0,4194 0,4205 0,4228 0,4259 0,4297 

R1-5 ( 47 ) 0,4170 0,4172 0,4176 0,4184 0,4201 0,4224 0,4253 0,4285 0,4319 

R1-5 ( 48 ) 0,4213 0,4218 0,4222 0,4226 0,4234 0,4245 0,4263 0,4286 0,4315 

R1-5 ( 49 ) 0,4170 0,4172 0,4173 0,4176 0,4184 0,4199 0,4224 0,4257 0,4296 

R1-5 ( 50 ) 0,4188 0,4185 0,4179 0,4177 0,4181 0,4196 0,4223 0,4259 0,4301 

Nilai CV 0,7868 0,7897 0,7882 0,7759 0,7503 0,7125 0,6668 0,6202 0,5826 

Rata-rata  0,6654 

 

b. Sampel Training Set 

Kode Sampel Rata-rata CV (%) 

R1 0,6104 

R2 0,5690 

R3 0,8562 

R4 0,6608 

S1 0,5813 

S2 0,4730 

S3 0,9587 

S4 0,5813 

T1 0,7186 

T2 0,3959 

T3 0,4935 

T4 0,5075 

c. Sampel Test Set 

Kode Sampel Rata-rata CV (%) 

R5 1,4512 

S5 0,4726 

T5 0,2942 
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Lampiran K. Hasil Pembentukan Model Klasifikasi dan Validasi 

Kemometrik 

Kemampuan Pengenalan = % Pengenalan 

= 
∑ sampel yang diprediksi benar∑ total sampel yang digunakan  x 100 % 

K.1 Model LDA 

 

 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



102 
 

 
 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



103 
 

 
 

 

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER

DIGITAL REPOSITORY UNIVERSITAS JEMBER



104 
 

 
 

 

% Pengenalan = 
600600 x 100% = 100% 

K.2 Model SVM 
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% Pengenalan = 
600600 x 100% = 100% 
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K.3 Model SIMCA 
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% Pengenalan = 
600600 x 100% = 100% 

Lampiran L. Hasil Validasi Metode Klasifikasi Kemometrik 

L.1 Validasi Internal 

a. Pengeluaran Sampel R2 
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b. Pengeluaran Sampel S3 
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c. Pengeluaran Sampel T4 
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L.2 Validasi Eksternal 

a. Validasi Eksternal LDA 
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% Pengenalan = 
150150 x 100% = 100% 

b. Validasi Ekternal SVM 
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% Pengenalan = 
150150 x 100% = 100% 

c. Validasi Eksternal SIMCA 
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% Pengenalan = 
150150 x 100% = 100%  
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