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RINGKASAN 

 

Penentuan Kadar Flavonoid pada Ekstrak Daun Tanaman Menggunakan 

Metode Spektroskopi Inframerah dan Kemometrik: Hilmia Lukman, 

112210101034; 2015; 58 halaman; Fakultas Farmasi, Universitas Jember. 

 

Flavonoid merupakan senyawa fenolik yang paling banyak ditemukan dalam 

tumbuhan, terdapat di beberapa bagian tanaman, terutama pada sel tanaman yang 

mengalami fotosintesis. Flavonoid diketahui memiliki aktivitas biologis diantaranya 

sebagai antivirus, antibakteri, antikanker, antioksidan, antiinflamasi, dan 

hepatoprotektor. Pada penelitian ini dilakukan penetapan kadar flavonoid dengan 

menggunakan instrumen spektroskopi inframerah karena metode analisis yang umum 

digunakan untuk menentukan kadar flavonoid membutuhkan tahapan analisis yang 

panjang dan waktu analisis yang cukup lama. Keuntungan menggunakan metode 

spektroskopi inframerah diantaranya adalah bersifat non destruktif, jumlah sampel 

yang dibutuhkan sedikit, hampir semua bentuk sampel dapat diteliti, dan teknik 

hampir tidak memerlukan pelarut kimia sehingga lebih ramah lingkungan. 

Penetapan kadar dengan metode spektroskopi inframerah dan kemometrik ini 

memerlukan suatu analisis data multivariat (kemometrik) untuk mengekstrak 

informasi spektrum yang diperlukan dari spektrum inframerah dan menggunakan 

informasi spektrum tersebut untuk aplikasi kualitatif dan kuantitatif dengan 

menggunakan perangkat lunak The Unscrambler X 10.2. Teknik yang digunakan dari 

metode kemometrik untuk pembuatan model kalibrasi (analisis kuantitatif) dan 

model klasifikasi (analisis kualitatif) dalam penelitian ini masing-masing adalah 

Partial Least Square (PLS) dan Linear Discriminant Analysis (LDA). Penetapan 

kadar ini kemudian divalidasi dengan metode validasi silang (cross validation) 

Leave-One-Out dan 2-Fold Cross-Validation untuk menguji validitas model regresi. 
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ix 

 

Metode pembanding yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 

spektrofotometri UV-Vis dengan prinsip kolorimetri menggunakan pereaksi AlCl3 

dengan standar kuersetin. Berdasarkan hasil penelitian, model PLS dengan 

spektroskopi NIR memberikan hasil terbaik dengan nilai R2 kalibrasi sebesar 

0,9916499; R2 validasi sebesar 0,9893221; RMSEC sebesar 2,1521897, dan 

RMSECV sebesar 2,460588. Validasi model juga memberikan nilai yang baik 

dengan R2 LOOCV sebesar 0,9986664 dan R2 2-Fold-Cross-Validation sebesar 

0,9823225. Model klasifikasi LDA yang digunakan pada pengkategorian antara 

matriks dengan sampel yang mengandung flavonoid memiliki akurasi sebesar 100%. 

Sedangkan penentuan kadar flavonoid dengan spektroskopi FTIR memberikan hasil 

yang kurang baik, karena nilai R2 kalibrasi sebesar 0,8653689 dan RMSEC sebesar 

8,8958149, serta nilai LDA memiliki akurasi sebesar 86,84%. 

Model PLS dan LDA dengan spektroskopi NIR yang telah terbentuk dan 

tervalidasi kemudian diterapkan pada sampel nyata sehingga diperoleh kadar 

flavonoid dalam sampel nyata. Kadar flavonoid pada sampel nyata yang diperoleh 

dari spektroskopi inframerah sebesar 36,3053 mg QE/g ekstrak untuk kapsul 

Stimuno dan 17,1862 mg QE/g untuk kapsul Daun salam. Hasil analisis ini kemudian 

dibandingkan dengan kadar yang diperoleh dari metode spektrofotometri UV-Vis. 

Hasil penetapan kadar sampel yang diperoleh dari dua metode berbeda ini kemudian 

diuji dengan Uji T Dua Sampel Berpasangan dan dapat ditarik kesimpulan bahwa 

kadar yang diperoleh tidak memiliki perbedaan yang bermakna dengan nilai 

signifikansi 0,202, sedangkan pengkategorian sampel nyata dengan model LDA 

memberikan % kemampuan prediksi sebesar 100%. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia memiliki beraneka ragam kekayaan hayati yang bermanfaat bagi 

kehidupan. Kekayaan alam tumbuhan di Indonesia meliputi 30.000 jenis tumbuhan 

dari total 40.000 jenis tumbuhan di dunia, 940 jenis di antaranya merupakan 

tumbuhan berkhasiat obat. Jumlah ini merupakan 90% dari jumlah tumbuhan obat di 

Asia. Berdasarkan hasil penelitian, dari sekian banyak jenis tanaman obat, baru 20 - 

22% yang dibudidayakan (Kementrian Kehutanan RI, 2010). Masih banyak 

tumbuhan Indonesia yang belum diteliti untuk mengetahui potensinya sebagai 

sumber pengobatan. Dengan melihat kenyataan tersebut, maka usaha untuk mencari 

informasi kandungan senyawa kimia melalui penelitian ilmiah menjadi sangat 

penting. 

Kandungan senyawa kimia aktif yang terdapat pada tanaman  secara umum 

adalah alkaloida, flavonoida, terpenoida, steroida, tanin dan saponin yang dapat 

diketahui dengan cara skrining fitokimia (Cody, 1985). Kandungan senyawa kimia 

yang beragam pada berbagai tumbuhan dijumpai secara tersebar ataupun terpusat 

pada organ tubuh tumbuhan seperti daun, bunga, buah, biji, akar, rimpang, atau kulit 

batang (Hornok, 1992).  

Daun merupakan suatu bagian tumbuhan yang penting dan pada umumnya 

tiap tumbuhan mempunyai sejumlah besar daun. Daun umumnya tipis melebar, kaya 

akan suatu zat warna hijau yang dinamakan klorofil, oleh karena itu daun umumnya 

berwarna hijau (Tjitrosoepomo, 2005). Fungsi utama daun adalah membuat makanan 

melalui fotosintesis. Hal ini terjadi dalam helaian daun yang tipis (Cutter, 1989). 

Pada beberapa bagian tanaman, terutama pada sel tanaman yang mengalami 

fotosintesis, banyak ditemukan senyawa fenolik terutama flavonoid (Kumar and 

Pandey, 2013).  
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Flavonoid adalah golongan senyawa polifenol yang diketahui memiliki sifat 

antioksidan, antimikroba, antialergi, antivirus, antiinflamasi, dan vasodilator (Pietta, 

2000). Flavonoid dapat dibagi menjadi beberapa golongan seperti flavon (flavon, 

apigenin, dan luteolin), flavonol (kuersetin, kaempferol, myricetin, dan fisetin), 

flavanon (flavanon, hesperetin, dan naringenin), dan lainnya (Middleton, 1998). 

Kuersetin adalah senyawa kelompok flavonol terbesar. Kuersetin berada dalam 

jumlah sekitar 60 - 75% dari flavonoid. Para ilmuwan telah melakukan penelitian 

untuk mengidentifikasi dan mengetahui jumlah kandungan flavonoid dari berbagai 

jenis makanan. Konsentrasi tertinggi dari flavonol ditemukan dalam sayuran seperti 

pada bawang dan brokoli, dalam buah seperti apel, ceri, beri, dan pada minuman 

seperti anggur merah (Resi and Surgani, 2009). 

Berbagai tahapan pengerjaan untuk memperoleh kandungan kimia dari suatu 

tanaman dimulai dari ekstraksi, skrining, dan identifikasi komponen kimia 

(Harborne, 1987). Sistem pelarut yang digunakan dalam ekstraksi harus dipilih 

berdasarkan kemampuannya dalam melarutkan jumlah yang maksimum dari zat aktif 

dan yang seminimum mungkin bagi unsur yang tidak diinginkan (Direktorat 

Pengawasan Obat Tradisional, 2000). Flavonoid merupakan senyawa polar sehingga 

dapat diekstraksi dengan pelarut polar seperti etanol, metanol, butanol, aseton, 

dimetilsulfoksida (DMSO), dimetilformamida (DMF), air dan lain-lain (Markham, 

1988). Pembuatan sediaan ekstrak dimaksudkan agar zat berkhasiat yang terdapat 

pada simplisia terdapat dalam bentuk yang mempunyai kadar tinggi (Anief, 1987). 

Keuntungan penggunaan ekstrak dibandingkan dengan simplisia asalnya adalah lebih 

sederhana, dari segi bobot pemakaiannya lebih sedikit dengan bobot tumbuhan 

aslinya (Badan POM RI, 2005).  

Metode analisis yang umum digunakan untuk menentukan kadar flavonoid 

antara lain kromatografi gas, spektrometri massa, kromatografi lapis tipis, metode 

kolorimetrik, spektrofotometri ultraviolet (UV), kromatografi cair kinerja tinggi 

(KCKT), dan elektroforesis kapiler (Bankova et al., 1992; Markham et al., 1996; 

Digital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


3 

 

 

 

Park et al., 1997; Woisky and Salatino, 1998; Direktorat Pengawasan Obat 

Tradisional, 2000; Merken and Beecher, 2000; Marchart et al., 2003). Metode-

metode tersebut membutuhkan tahapan analisis yang panjang dan waktu analisis 

yang cukup lama (Chang et al., 2002). 

Spektrofotometri inframerah merupakan teknik analisis yang berdasarkan 

pada vibrasi atom pada molekul. Spektrum inframerah dihasilkan dengan cara 

melewatkan radiasi inframerah pada sampel dan menentukan radiasi yang diabsorpsi 

pada energi tertentu. Salah satu keuntungan dari spektroskopi inframerah adalah non-

destruktif, jumlah sampel yang dibutuhkan sedikit, dan hampir semua bentuk sampel 

dapat diteliti. Cairan, larutan, pasta, serbuk, film, serat, dan gas dapat diidentifikasi 

dengan teknik pemilihan sampel yang sesuai (Stuart, 2004). Selain itu, teknik 

spektroskopi inframerah hampir tidak memerlukan pelarut kimia sehingga lebih 

ramah lingkungan (Rohman and Che Man, 2010).  

Teknik spektroskopi inframerah berpotensi sebagai metode analisis cepat 

karena analisis dapat dilakukan secara langsung pada serbuk kering sampel tanpa 

tahapan pemisahan terlebih dahulu. Spektrum infra merah yang dihasilkan 

merupakan hasil interaksi antara senyawa-senyawa kimia dalam matriks sampel yang 

sangat kompleks. Spektrum ini sangat rumit dan perbedaan antara spektrum dari 

tanaman yang sejenis tidak tampak dengan jelas dan pada umumnya tidak dapat 

diinterpretasikan secara visual (Chew et al., 2004).  

Teknik kemometrik seperti analisis multivariat dapat digunakan untuk 

memudahkan analisa data yang dihasilkan oleh spektrum inframerah (Gad et al., 

2012). Keuntungan dari penggunaan teknik kemometrik untuk interpretasi spektrum 

inframerah adalah kemampuannya dalam menghubungkan profil spektrum dengan 

informasi yang terdapat pada sampel (Zou et al., 2005). Mengacu pada uraian 

tersebut, maka dalam penelitian ini akan dilakukan penentuan kadar flavonoid pada 

ekstrak daun tanaman menggunakan metode spektroskopi inframerah dan 

kemometrik. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang, dirumuskan permasalahan sebagai berikut : 

1. Apakah metode spektroskopi inframerah dan kemometrik dapat digunakan untuk 

menentukan kadar flavonoid? 

2. Berapakah kadar flavonoid pada sampel nyata dan bagaimanakah signifikansi 

kadar flavonoid dengan spektrum inframerah dibandingkan dengan metode 

pembanding? 

 

1.3 Tujuan Penelitian  

1. Mengetahui apakah metode spektroskopi inframerah dan kemometrik dapat 

digunakan untuk menentukan kadar flavonoid 

2. Mengetahui kadar flavonoid pada sampel nyata dan mengidentifikasi 

signifikansi kadar flavonoid dengan spektrum inframerah dibandingkan dengan 

metode pembanding 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

1. Memberikan pengetahuan tentang metode analisis flavonoid yang lebih 

sederhana, cepat, dan mudah  

2. Bagi mahasiswa dapat mengasah kemampuan, kreativitas dan keahlian di bidang 

kimia analisis 

 

1.5 Batasan Penelitian 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah : 

1. Sampel nyata yang digunakan adalah ekstrak daun yang tidak termasuk dalam 

training set maupun test set 

2. Model kalibrasi yang digunakan adalah PLS dan model klasifikasi yang 

digunakan adalah LDA 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Daun   

Daun (folium) merupakan salah satu organ penting bagi tumbuhan. Organ ini 

hanya terdapat pada batang saja dan tidak pernah terdapat pada bagian lain  pada 

tubuh tumbuhan (Tjitrosoepomo, 2005). Daun mempunyai fungsi-fungsi antara lain : 

memungkinkan terjadinya asimilasi, memungkinkan berlangsungnya respirasi 

(pernapasan), dan memungkinkan berlangsungnya transpirasi (Sutedjo, 1989).  

Daun dibagi menjadi dua bagian, yaitu daun dengan bagian yang lengkap dan 

daun dengan bagian yang tidak lengkap. Daun lengkap adalah apabila bagian-bagian 

tertentu pada sehelai daunnya mempunyai pelepah atau upih daun (vagina), tangkai 

daun (petiolus) dan lembaran daun (lamina). Sebagian besar tumbuhan hanya 

mempunyai bagian-bagian di atas antara satu sampai dua bagian saja, sehingga 

disebut daun tidak lengkap (Sutedjo, 1989). 

Daun terdiri dari sistem jaringan dermal, yakni jaringan epidermis, jaringan 

pembuluh, dan jaringan dasar yang disebut mesofil. Daun umumnya tidak 

mengalami penebalan sekunder sehingga epidermis bertahan sebagai sistem dermal, 

namun pada sisik tunas yang bertahan lama ada kemungkinan dibentuk periderm 

(Hidayat, 1995). 

Fungsi utama daun adalah membuat makanan melalui fotosintesis. Hal ini 

terjadi dalam helaian daun yang tipis. Pada kebanyakan dikotil, helaian daun 

menempel pada batang dengan tangkai daun (petiola). Sistem pembuluh pada batang 

meluas sampai ke tangkai daun, dan tulang daun ke dalam helaian daun itu sendiri 

(Cutter, 1989).  
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2.2 Flavonoid 

Flavonoid merupakan senyawa fenolik yang paling banyak ditemukan dalam 

tumbuhan, terdapat di beberapa bagian tanaman, terutama pada sel tanaman yang 

mengalami fotosintesis (Kumar and Pandey, 2013). Flavonoid umumnya ditemukan 

pada tumbuhan dalam bentuk glikosida dan  memberikan warna biru, merah, dan 

oranye pada daun, bunga, dan buah. Flavonoid terbentuk pada tumbuhan dari asam 

amino aromatik fenilalanin, tirosin, dan malonat (Pietta, 2000). 

Struktur dasar flavonoid adalah 15 atom karbon yang terdiri dari dua cincin 

benzena, yakni cincin A dan B (Gambar 2.1) yang terhubung melalui cincin piran 

(C). Flavonoid dapat dibagi menjadi beberapa golongan seperti flavon (flavon, 

apigenin, dan luteolin), flavonol (kuersetin, kaempferol, myricetin, dan fisetin), 

flavanon (flavanon, hesperetin, dan naringenin), dan lainnya (Middleton, 1998).  

 

Gambar 2.1. Kerangka dasar senyawa flavonoid (Middleton, 1998) 

Flavonoid mengandung sistem aromatik yang terkonjugasi. Kebanyakan 

senyawa terkonjugasi pada umumnya berwarna cerah sehingga menunjukkan pita 

serapan yang kuat pada dearah spektrum sinar ultraviolet dan spektrum sinar tampak 

(Harborne, 1987). Analisis dengan menggunakan infra merah dapat diketahui gugus 

fungsi yang terdapat di dalam senyawa organik. Senyawa flavonoid  memiliki ciri 

umum yaitu adanya gugus karbonil (C=O) (Sukadana, 2010). Menurut Silverstein et 

al. (1986), pita-pita khas yang teramati dalam spektrum senyawaan fenol dihasilkan 

oleh vibrasi ulur O-H dan ulur C-O. Data bilangan gelombang dan gugus fungsi 

dapat dilihat pada Tabel 2.1. 
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Tabel 2.1. Spektrum inframerah (Silverstein et al., 1986) 

No Bilangan Gelombang (cm-1) Gugus Fungsi 

1.  3500-3000 -OH 

2.  3150-3050 -CH aromatik 

3.  2950-2800 -CH alifatik 

4.  1850-1730 -C=O 

5.  1650-1400 -C=C aromatik 

6.  1300-1000 -C-O alkohol 

7.  840-800 -CH aromatik 

 

Banyak penelitian mengungkapkan flavonoid mempunyai aktivitas biologis 

diantaranya sebagai antivirus, antibakteri, antikanker, antioksidan, antiinflamasi, dan 

hepatoprotektor (Li et al., 2000; Cushnie and Lamb, 2005; Koen et al., 2005; Kang et 

al., 2010; Pan et al., 2010; Zhu et al., 2012). 

Kuersetin adalah senyawa kelompok flavonol terbesar. Kuersetin berada 

dalam jumlah sekitar 60 - 75% dari flavonoid. Para ilmuwan telah melakukan 

penelitian untuk mengidentifikasi dan mengetahui jumlah kandungan flavonoid dari 

berbagai jenis makanan. Konsentrasi tertinggi dari flavonol ditemukan dalam 

sayuran seperti pada bawang dan brokoli, dalam buah seperti apel, ceri, beri, dan 

pada minuman seperti anggur merah (Resi and Surgani, 2009). Gugus-gugus dalam 

molekul kuersetin yang dapat memberikan serapan, antara lain C=C dan C-C 

aromatik, C-C, C-O, O-H, C=O, dan C-H (Kurniasari, 2006). 

Penentuan kadar flavonoid dalam sampel herbal dapat dilakukan dengan 

berbagai metode, antara lain kromatografi gas, spektrometri massa, kromatografi 

lapis tipis, spektrofotometri ultraviolet, kromatografi cair kinerja tinggi, dan 

elektroforesis kapiler. Metode yang umum digunakan adalah spektrofotometri UV 

yang berdasar pada prinsip kolorimetri. Metode kolorimetri untuk struktur flavonoid 

adalah metode yang baik dan cocok untuk analisis rutin. Namun, metode kolorimetri 

tidak dapat mendeteksi semua jenis flavonoid, hanya untuk jenis flavon dan flavonol. 

Metode kolorimetri untuk menentukan kadar flavonoid dalam tumbuhan 

dibagi menjadi dua macam. Metode pertama merupakan metode kolorimetri 
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menggunakan aluminum klorida berdasarkan pada pembentukan kompleks antara 

aluminum klorida dengan gugus keton C-4 dan gugus hidroksil C-3 atau C-5 

kelompok flavon dan flavonol yang menghasilkan warna kuning, serta membentuk 

kompleks asam labil dengan gugus orto-dihidroksil dalam cincin A atau B flavonoid. 

Metode kedua merupakan metode kolorimetri dengan DNP (2,4-

dinitrophenylhydrazine). Prinsip metode ini adalah reagen 2,4-

dinitrophenylhydrazine yang bereaksi dengan karbonil keton dan aldehid untuk 2,4-

dinitrophenylhydrazone sehingga menghasilkan warna merah (Chang et al., 2002). 

Metode kolorimetri menggunakan Aluminum klorida dipilih karena sederhana, cepat, 

dan mudah dilakukan. 

2.3 Simplisia  

Simplisia adalah bahan alamiah yang digunakan sebagai obat, belum 

mengalami pengolahan apapun juga kecuali dinyatakan lain, berupa bahan yang 

dikeringkan (Direktorat Pengawasan Obat Tradisional, 2000). Berdasarkan 

sumbernya simplisia dibedakan menjadi tiga, yaitu simplisia nabati, simplisia 

hewani, dan simplisia pelikan (mineral). Simplisia nabati adalah simplisia yang 

berupa tanaman utuh, bagian tanaman, atau eksudat tanaman. Eksudat adalah isi sel 

yang secara spontan keluar dari tanaman atau isi sel yang dengan cara tertentu 

dipisahkan dari tanamannya dan belum berupa zat kimia murni. Simplisia hewani 

adalah simplisia yang berupa hewan atau bagian hewan berupa zat-zat berguna yang 

dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat kimia murni. Simplisia pelikan adalah 

simplisia yang berupa bahan-bahan pelikan (mineral) yang belum diolah atau telah 

diolah dengan cara sederhana dan belum berupa zat kimia murni (Departemen 

Kesehatan Republik Indonesia, 1995b). 

2.4 Ekstrak  

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif 

dari simplisia nabati atau hewani menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semua 

Digital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


9 

 

 

 

atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau serbuk yang tersisa diperlakukan 

sedemikian hingga memenuhi baku yang telah ditetapkan (Departemen Kesehatan 

Republik Indonesia, 1995a). Ekstrak dapat dikelompokkan atas dasar sifatnya, antara 

lain: 

a. Ekstrak encer, merupakan sediaan yang memiliki konsistensi seperti madu dan 

dapat dituang. 

b. Ekstrak kental, sediaan ini kuat dalam keadaan dingin dan tidak dapat dituang, 

kandungan airnya berjumlah sampai 30%. Tingginya kandungan air menyebabkan 

ketidakstabilan sediaan obat karena cemaran bakteri (merupakan medium tumbuh 

yang baik untuk bakteri). 

c. Ekstrak kering, memiliki konsistensi kering dan mudah digoyangkan yang 

sebaiknya memiliki kelembaban tidak kurang dari 5%. 

d. Ekstrak cair, diartikan sebagai ekstrak yang dibuat sedemikian hingga satu bagian 

simplisia sesuai dengan dua bagian (kadang-kadang satu bagian) ekstrak cair 

(Voight, 1995). 

 

2.5 Metode Ekstraksi 

Ekstraksi adalah kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat larut 

sehingga terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. Simplisia 

yang diekstraksi mengandung senyawa aktif yang dapat larut dan senyawa aktif yang 

tidak larut seperti serat, karbohidrat, protein, dan lain-lain (Direktorat Pengawasan 

Obat Tradisional, 2000). Tujuan ekstraksi bahan alam adalah untuk menarik 

komponen kimia yang terdapat pada bahan alam. Ekstraksi ini didasarkan pada 

prinsip perpindahan massa komponen zat padat ke dalam pelarut, dimana 

perpindahan mulai terjadi pada lapisan antar muka kemudian berdifusi masuk ke 

dalam pelarut (Harborne, 1987). 
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Metode ekstraksi berdasarkan tingkat kesulitannya dikelompokkan menjadi 

dua cara yaitu ekstraksi sederhana dan ekstraksi khusus (Harborne, 1987). Ekstraksi 

sederhana terdiri atas :  

a. Maserasi, yaitu metode ekstraksi dengan cara merendam sampel dalam pelarut 

dengan atau tanpa pengadukan.  

b. Perkolasi, yaitu metode ekstraksi secara berkesinambungan.  

c. Reperkolasi, yaitu perkolasi dimana hasil perkolasi digunakan untuk melarutkan 

sampel di dalam perkolator sampai senyawa kimianya terlarutkan.  

d. Diakolasi, yaitu perkolasi dengan penambahan tekanan udara.  

Sedangkan ekstraksi khusus terdiri atas:  

a. Soxhletasi, yaitu metode ekstraksi secara berkesinambungan untuk melarutkan 

sampel kering dengan menggunakan pelarut bervariasi.  

b. Arus balik, yaitu metode ekstraksi secara berkesinambungan dimana sampel dan 

pelarut saling bertemu melalui gerakan aliran yang berlawanan.  

c. Ultrasonik, yaitu metode ekstraksi dengan alat yang menghasilkan frekuensi bunyi 

atau getaran antara 25 - 100 KHz.  

Prinsip ekstraksi menggunakan pelarut organik adalah bahan yang akan 

diekstrak kontak langsung dengan pelarut pada waktu tertentu, kemudian diikuti 

dengan pemisahan bahan yang diekstrak (Harborne, 1987). 

2.6 Spektroskopi Inframerah atau Infrared (IR) 

Spektrofotometri inframerah merupakan teknik analisis yang berdasarkan 

pada pengukuran vibrasi dari molekul yang tereksitasi oleh radiasi inframerah pada 

rentang panjang gelombang tertentu. Bila radiasi inframerah dilewatkan melalui 

suatu sampel, maka molekul-molekulnya dapat menyerap energi dan terjadi transisi 

diantara tingkat vibrasi dasar (ground state) dan tingkat vibrasi tereksitasi (excited 

state) (Hendayana et al., 1994).  
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Daerah radiasi inframerah berkisar pada bilangan gelombang 12880 - 10    

cm-1, atau panjang gelombang 0,78 - 1000 µm. Umumnya daerah radiasi IR dibagi 

menjadi tiga bagian, yaitu daerah IR dekat (14000 - 4000 cm-1), daerah IR tengah 

(4000 - 400 cm-1), dan daerah IR jauh (400 - 4 cm-1). Daerah yang paling banyak 

digunakan untuk analisis adalah daerah IR tengah karena semua molekul memiliki 

absorbansi karakteristik dan vibrasi molekul utama dalam daerah ini (Davis and 

Mauer, 2010). Diagram pembagian spektrum elektromagnetik dapat dilihat pada 

Gambar 2.2. 

>14.000 cm-1  

UV Vis 

 

Transisi 

elektron 

14.000 - 4000 cm-1 

IR dekat 

 

Vibrasi molekuler 

4000 - 400 cm-1 

IR tengah 

 

Vibrasi 

molekuler 

400 - 4 cm-1 

IR jauh 

 

Vibrasi 

molekuler 

<4 cm-1 

Gelombang 

mikro 

Rotasi 
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Gambar 2.2. Diagram pembagian spektrum elektromagnetik (Smith, 2011) 

Daerah spektrum inframerah dapat dibagi menjadi 2, yaitu (Mudasir and 

Candra, 2008): 

a. Daerah frekuensi gugus fungsional 

Terletak pada daerah radiasi 4000 - 1400 cm-1. Bagian dari spektrum ini 

menunjukkan absorbsi yang timbul karena ikatan dan gugus. Kebanyakan puncak 

absorbsi dalam daerah spektrum ini dengan mudah dikenal berasal dari gugus 

fungsional yang khas. 

 

Bilangan gelombang semakin tinggi Bilangan gelombang semakin rendah 

Frekuensi semakin tinggi Frekuensi semakin rendah 

Energi semakin tinggi Energi semakin rendah 

Panjang gelombang semakin pendek Panjang gelombang semakin  panjang 
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b. Daerah sidik jari (fingerprint) 

Yaitu daerah yang terletak pada 1400 - 400 cm-1. Pita-pita absorpsi pada 

daerah ini berhubungan dengan vibrasi molekul secara keseluruhan. Setiap atom 

dalam molekul akan saling mempengaruhi sehingga dihasilkan pita-pita absorpsi 

yang khas untuk setiap molekul. 

 Secara umum digunakan diagram korelasi dalam mengidentifikasi gugus 

fungsi (Tabel 2.2) 

Tabel 2.2. Identifikasi gugus fungsi pada inframerah (Skoog et al., 1998) 

 Gugus Fungsi Bilangan Gelombang (cm-1) 

O-H Alifatik dan aromatik 3600-3000 

NH2 Amina sekunder dan tersier 3600-3100 

C-H Aromatik  3150-3000 

C-H Alifatik  3000-2850 

-C=N Nitril  2400-2200 

-C=C- Alkuna  2260-2100 

COOR Ester  1750-1700 

COOH Asam karboksilat 1740-1670 

C=O Aldehid dan keton  1740-1660 

CONH2 Amida  1720-1640 

C=C- Alkana  1670-1610 

C-O-C Eter  1310-1020 

C-N Amina  1280-1180 

R-O-R Alifatik  1160-1060 

 

2.6.1 Spektroskopi Inframerah Dispersif (Konvensional) 

Elemen dispersif dalam instrumen IR dispersif berada dalam monokromator. 

Dispersi terjadi ketika sinar radiasi IR masuk melalui celah masuk lalu menuju 

elemen dispersif dan radiasi yang terdispersi direfleksi kembali menuju celah keluar. 

Radiasi terdispersi menjadi dua berkas, yaitu sinar menuju sampel dan sinar menuju 

larutan pembanding. Informasi dari berkas tersebut menghasilkan spektrum sampel. 

Spektrum terdispersi tersebut discan melalui celah keluar dalam monokromator 

(Stuart, 2004). 
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Masalah esensial dari spektrometer IR dispersif terletak pada monokromator. 

Pada monokromator spektrometer IR dispersif terdapat celah masuk dan keluar yang 

sempit dimana akan membatasi jangkauan daerah panjang gelombang radiasi 

terhadap detektor (Stuart, 2004). Adanya pembatasan tersebut, panjang gelombang 

diukur satu demi satu. Hal ini menyebabkan informasi dari suatu panjang gelombang 

tidak terukur saat waktu berakhir dan proses scanning berjalan lambat (Pomeranz 

and Meloan, 1994). 

 

2.6.2 Spektroskopi Fourier Transformed Infrared (FTIR) 

FTIR memberikan keuntungan pada sensitifitas yang tinggi, resolusi dan 

kecepatan akuisisi data. Namun, FTIR memerlukan biaya yang lebih tinggi karena 

membutuhkan komputer untuk mengolah data yang dihasilkan (Skoog et al., 1998). 

Perbedaan antara FTIR dan spektrometer dispersif terletak pada 

monokromator (penyeleksi panjang gelombang). Monokromator pada spektrometer 

dispersif klasik mempunyai celah yang kecil untuk jalan keluar dan masuknya sinar 

sehingga membatasi panjang gelombang radiasi mencapai detektor. Ini merupakan 

salah satu kelemahan dari spektrometer dispersif klasik. Berbeda dengan 

spektrometer dispersif, FTIR tidak mengukur panjang gelombang satu demi satu, 

melainkan dapat mengukur intensitas transmitan pada berbagai panjang gelombang 

secara bersamaan. Pada FTIR, monokromator digantikan dengan interferometer. 

Interferometer membuat spektrometer mampu mengukur semua frekuensi optik 

secara serempak dengan mengatur intensitas dari setiap frekuensi tunggal sebelum 

sinyal sampai ke detektor (Skoog et al., 1998). 

Komponen dasar spektrofotometer FTIR (Gambar 2.3) adalah sumber sinar, 

interferometer, sampel, detektor, penguat (amplifier), pengubah analog ke digital, 

dan komputer (Stuart, 2004). Ketika radiasi inframerah melewati sampel, beberapa 

radiasi diserap dan sisanya ditransmisikan ke detektor. Detektor mengukur 

interferogram total dari semua panjang gelombang inframerah. Fungsi matematis 
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yang disebut transformasi fourier mengubah interferogram (intensitas vs waktu) 

menjadi  spektrum inframerah (intensitas vs frekuensi) (Davis and Mauer, 2010). 

 

Gambar 2.3. Komponen dasar spektrofotometer FTIR (Stuart, 2004) 

Keuntungan utama spektofotometer FTIR dibandingkan dengan 

spektrofotometer dispersif adalah bahwa spektrofotometer FTIR mampu 

menawarkan sensitivitas yang tinggi, mampu memberikan energi yang lebih tinggi 

serta mampu meningkatkan kecepatan pembacaan spektra IR secara drastis (Stuart, 

2004). 

 

2.6.3 Spektroskopi Infra Merah Dekat (NIR) 

NIR merupakan instrumen yang dapat digunakan untuk analisis kualitatif 

maupun kuantitatif. Instrumen ini bekerja berdasarkan adanya vibrasi molekul yang 

berkorespondensi dengan panjang gelombang yang terdapat pada daerah IR dekat 

pada spektrum elektromagnetik. Vibrasi inilah yang dimanfaatkan dan diterjemahkan 

untuk mengetahui karakteristik kandungan kimia dari suatu bahan (Patil et al., 2007). 

Spektrum NIR berasal dari energi radiasi yang ditransfer menjadi energi 

mekanik terkait oleh adanya gerakan atom yang dilakukan bersama oleh ikatan kimia 

dalam suatu molekul. Teknik ini didasarkan pada pengukuran cahaya yang 

dipantulkan atau ditransmisikan oleh sampel. Pertama-tama, sampel yang akan 

dipelajari harus disinari oleh sumber cahaya dengan panjang gelombang berkisar 

antara 800 sampai 2500 nm. Kemudian cahaya yang dipantulkan atau ditransmisikan 
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oleh sampel dikumpulkan oleh detektor dan diubah menjadi spektrum. Dengan cara 

inilah spektroskopi NIR memainkan perannya dalam identifikasi dan kuantitasi 

sampel (Patil et al., 2007). 

 Spektrum sampel NIR terdiri dari pita yang timbul dari tumpang tindihnya 

serapan yang sesuai terutama untuk overtones dan kombinasi mode getaran yang 

melibatkan ikatan kimia -CH, -OH dan -NH. Ikatan kimia ini berada diantara atom 

dalam molekul yang bergetar dan getaran ini berperan sebagai gerak harmonik 

sederhana. Ketika frekuensi radiasi telah cocok dengan molekul yang bergetar, maka 

akan terjadi transfer seluruh energi dari radiasi ke molekul yang dapat diukur sebagai 

sebidang energi versus panjang gelombang yang disebut sebagai spektrum (Patil et 

al., 2007). 

Semua sistem spektroskopi memiliki komponen dasar yang sama. Bagian 

yang berbeda adalah sumber cahaya, perangkat pemilihan panjang gelombang, optik 

sampel antarmuka dan detektor. Perangkat pemilihan panjang gelombang dapat 

ditempatkan di depan atau di belakang sampel. Sebuah spektrometer NIR umumnya 

terdiri dari sumber cahaya, monokromator, tempat sampel, dan detektor yang 

memungkinkan untuk pengukuran transmitansi atau reflektansi (Reich, 2005). 

Prinsip kerja dan Gambar skematis dari NIR dapat dilihat pada Gambar 2.4. 

 

Gambar 2.4. Dasar konfigurasi Spektrometer NIR (Reich, 2005) 
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2.7 Analisis Kemometrik dan Multivariat 

Spektrum IR memiliki informasi struktur molekular yang terdiri atas gerak 

rotasi dan vibrasi. Banyaknya gerakan molekular dari molekul poliatom akan 

membentuk serangkaian pita serapan yang spesifik untuk masing-masing molekul. 

Hal ini membuat spektroskopi IR menjadi metode analisis kualitatif yang sangat 

berguna, tetapi sulit dilakukan akibat adanya kemiripan dari setiap respon spektrum. 

Analisis kuantitatif spektrum IR juga sangat sulit karena adanya tumpang tindih 

spektrum serapan dari molekul-molekul dalam sampel. Untuk dapat mengekstraksi 

informasi dari data spektrum IR tersebut, diperlukan suatu metode kemometrik 

berupa analisis multivariat (Stchur et al., 2002). 

Kemometrika adalah bidang interdisipliner yang menggunakan matematika 

dan statistik multivariat untuk memproses, mengekstraksi, dan memahami informasi 

yang relevan dari data analitis. Ahli kimia analitik adalah pengguna utama 

kemometrika, namun ada beberapa bidang yang didukung kuat dengan penggunaan 

kemometrika dari kimia fisik, seperti kinetika dan studi keseimbangan, kimia organik 

seperti optimasi reaksi, dan lain-lain (Brereton, 2003). 

Saat ini kemometrika memungkinkan untuk menganalisis data multivariat. 

Data multivariat merupakan suatu data yang memiliki banyak variabel dan dari setiap 

variabel tersebut dapat saling berkorelasi. Keuntungan dari analisis multivariat 

adalah informasi yang didapat akan lebih banyak karena analisis multivariat 

mempertimbangkan banyak variabel secara bersamaan, dibandingkan jika hanya 

mempertimbangkan masing-masing variabel secara individual. Selain itu, 

keuntungan lainnya adalah bahwa analisis multivariat dapat mereduksi noise, lebih 

selektif dalam suatu pengukuran, dan bisa mendeteksi adanya sampel palsu (Bro, 

2003). 

Fungsi kemometrika dalam spektroskopi digunakan untuk meningkatkan 

kualitas data. Kemometrika memungkinkan adanya pengukuran data multivariat, 
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yang mana beberapa variabel (absorbansi dalam banyak bilangan gelombang) diukur 

untuk suatu sampel yang dituju (Miller and Miller, 2000). 

Analisis multivariat menyediakan metode untuk mengurangi data berukuran 

besar yang diperoleh dari instrumen, seperti spektrofotometer. Metode kalibrasi 

multivariat dapat berupa multiple linear regression, principal component regression, 

PLS dan artificial neural network (ANN) (Brereton, 2000). Selain itu, analisis 

multivariat dapat digunakan untuk pengenalan pola dalam sampel melalui metode 

PCA, discriminant analysis, K-nearest neighbour, soft independent modelling of 

class anology, dan cluster analysis (Miller and Miller, 2000). 

2.7.1 Principal Component Analysis (PCA) 

 PCA secara umum dikenal sebagai teknik interpretasi multivariat. PCA 

digunakan sebagai alat statistik melalui penggunaan komponen-komponen yang 

diturunkan dalam sebuah model regresi untuk memprediksi variabel respon yang 

tidak teramati menggunakan komponen utama. Komponen utama bertujuan untuk 

menjelaskan sebanyak mungkin keragaman data dengan kombinasi linier yang 

ditemukan yang saling bebas satu sama lain dan di dalam arah keragaman paling 

besar. Tiap-tiap komponen utama merupakan kombinasi linier dari semua variabel. 

Komponen utama pertama menjelaskan variasi terbesar dari data diikuti dengan 

komponen utama kedua dan seterusnya (Varmuza, 2000).  

Teknik PCA berdasar pada dekomposisi matriks data X (N ´ K) menjadi dua 

matriks T (N ´ A) dan matriks P (K ´ A) yang saling tegak lurus (Gambar 2.5). 

Matriks T yang disebut dengan matriks scores mengGambarkan variansi dalam 

objek, sedangkan matriks P yang disebut dengan matriks loading menjelaskan 

pengaruh variabel terhadap komponen utama. Matriks P terdiri atas data asli dalam 

sistem koordinat baru. Error dari model yang terbentuk dinyatakan dalam E 

(Lohninger, 2004). 
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Gambar 2.5. Prinsip PCA (Lohninger, 2004) 

2.7.2 Partial Least Square (PLS) 

PLS merupakan salah satu metode kalibrasi multivariat yang paling sering 

digunakan dalam kemometrik. Hal ini dikarenakan mutu model kalibrasi yang 

dihasilkan dan kemudahan penerapannya. PLS mampu menganalisis data dengan 

jumlah yang cukup banyak, memiliki tingkat kolinearitas tinggi, sejumlah besar 

variabel X, dan beberapa variabel respon Y (Kuno and Matsuo, 2000).  

Metode ini adalah sebuah metode reduksi dimensi data, sejenis dengan PCA, 

untuk mencari faktor-faktor yang paling relevan dalam memprediksi dan 

menginterpretasi data. Regresi PLS meningkatkan kemampuan model dari PCA 

dengan menggunakan variabel respon secara aktif dalam dekomposisi bilinier 

prediktor. PCA terfokus pada keragaman di dalam prediktor, sedangkan PLS fokus 

pada kovarian diantara respon dan prediktor-prediktor. Dengan jalan  

menyeimbangkan informasi antara prediktor dan respon, PLS mereduksi dampak 

dari banyaknya prediktor yang tidak relevan dengan keragaman data. Estimasi 

kesalahan prediktor ditingkatkan dengan cara validasi silang. PCA yang dilanjutkan 

dengan membentuk model regresi dan PLS-R dapat diterapkan untuk kalibrasi yang 

melibatkan dimensi prediktor relatif besar dengan respon yang relatif sedikit 

(Rohman et al., 2011). 

2.7.3 Principal Component Regression (PCR) 

PCR merupakan teknik analisis multivariat yang dilakukan dengan telebih 

dahulu mereduksi komponen dengan teknik PCA dilanjutkan dengan teknik analisis 

regresi antara komponen utama yang baru terhadap respon (Miller and Miller, 2005). 
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PCR hampir sama dengan teknik PLS. Perbedaan antara keduanya terletak 

pada proses penentuan komponen utama atau principal component (PC). Pada PCR 

penentuan PC hanya berdasarkan variasi maksimum data spektrum dan data respon 

secara bersamaan (Miller and Miller, 2005). 

2.7.4 Multiple Linear Regression (MLR) 

MLR merupakan salah satu metode regresi multilinier atau regresi yang 

melibatkan prediktor (variabel) dalam jumlah yang banyak. Regresi ini 

membutuhkan beberapa data berupa satu set variabel bebas (prediktor) untuk 

memperkirakan harga variabel tergantung prediksi. Dalam hal ini, analisis korelasi 

sangat penting untuk mengetahui hubungan antarvariabel. Untuk membentuk suatu 

model regresi, jumlah sampel dalam kalibrasi harus lebih besar dari jumlah prediktor 

(Miller and Miller, 2005). 

2.7.5 Artificial Neural Network (ANN) 

ANN didefinisikan sebagai sistem pemrosesan informasi yang mempunyai 

karakteristik performansi yang didasarkan pada pemodelan sistem syaraf biologis 

melalui pendekatan dari sifat-sifat komputasi biologis. ANN terdiri dari beberapa 

neuron atau node atau elemen pemrosesan (PE), dan terdapat hubungan antara 

neuron-neuron tersebut. Neuron akan mentransformasikan (signals) yang diterima 

melalui jalur keluarannya menuju neuron yang lain, hubungan ini dikenal dengan 

istilah bobot (weight) (Fauzi and Trilita, 2005). 

2.7.6 Linear Discriminant Analysis (LDA) 

Analisis diskriminan adalah salah satu teknik statistik yang bisa digunakan 

pada hubungan depensi (hubungan antar variabel yang sudah bisa dibedakan variabel 

respon dan variabel penjelas). Variabel respon berupa data kualitatif dan variabel 

penjelas berupa data kuantitatif (Varmuza, 2000). 
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Keberhasilan LDA dalam pengkategorian objek dapat diuji dengan beberapa 

cara. Cara yang paling sederhana adalah dengan menggunakan model klasifikasi 

yang telah dibuat untuk mengklasifikasikan objek dan menentukan apakah hasil 

pengklasifikasian tersebut benar atau tidak. Cara ini cenderung memberikan over 

optimistik karena objek yang diklasifikasi merupakan bagian dari data set yang 

digunakan untuk membentuk model. Metode yang lebih baik adalah dengan 

membagi data asli menjadi dua kelompok yang dipilih secara acak. Kelompok 

pertama disebut training set dan digunakan untuk menentukan fungsi diskriminan 

linier. Objek pada kelompok kedua disebut test set dan digunakan untuk 

mengevaluasi kinerja fungsi diskriminan linier dan keberhasilan LDA dapat 

diketahui. Cara ketiga adalah dengan menggunakan validasi silang dengan metode 

leave-one-out (LOO) yang mana satu objek dihilangkan dan fungsi diskriminan linier 

diperiksa apakah objek yang telah dihilangkan dapat diklasifikasikan dengan benar 

atau tidak (Miller and Miller, 2010). 

2.8 Validasi Silang  

Metode validasi silang (cross validation) adalah metode untuk menguji 

validitas model regresi dengan menggunakan data uji diluar data yang digunakan 

dalam fitting regresi (Pranowo et al., 2006). Validasi silang merupakan teknik untuk 

menilai suatu hasil analisis statistik seberapa jauh dapat diimplementasikan ke dalam 

set data independen. Hal ini terutama digunakan untuk tujuan prediksi, yaitu untuk 

memperkirakan seberapa akurat model prediksi yang dibuat untuk dapat 

diimplementasikan. Satu putaran validasi silang melibatkan partisi sampel data ke 

dalam himpunan bagian komplementer, lalu melakukan analisis terhadap satu subset 

(disebut training set), dan memvalidasi analisis terhadap subset lain (disebut test set).  

Menurut (Kohavi, 1995), beberapa tipe dan cara validasi silang yaitu (a) 

leave-one-out, (b) K-fold cross validation, dan (c) 2-fold cross validation.  
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a. Leave-one-out  

Seperti diketahui dari namanya, leave-one-out (LOOCV) yang berarti 

meninggalkan satu untuk validasi silang, yaitu dengan melibatkan sampel 

pengamatan tunggal dari sampel asli digunakan sebagai training set. Hal ini 

dilakukan berulang pada setiap observasi dalam sampel yang digunakan sekaligus 

sebagai data validasi. LOOCV akan menjadi sama dengan k-fold, bila jumlah k-

lipatnya sama dengan jumlah sampel asli pengamatan. 

b. K-fold cross validation 

Di dalam validasi silang k-fold, seluruh sampel asli dibagi secara acak ke 

dalam k-sub sampel. dari sebanyak k-sub sampel, sebuah sub sampel tunggal 

dipertahankan sebagai validasi data untuk pengujian model, dan sisanya k-1 sub 

sampel digunakan sebagai training set. Proses validasi silang yang kemudian 

berulang k-kali (lipatan), dengan masing-masing k-sub sampel digunakan tepat satu 

kali sebagai validasi data. Hasil k-kali dari lipatan kemudian didapat rata-rata (atau 

dikombinasi) untuk menghasilkan estimasi tunggal. Keuntungan dari metode ini 

adalah seluruh sampel pengamatan digunakan secara acak dan berulang sebagai data 

pelatihan dan validasi. 

c. 2-fold cross validation 

Tipe ini merupakan variasi k-fold cross validation yang paling sederhana. 

Pada pelaksanaannya, metode ini biasanya dilakukan dengan membagi data sampel 

menjadi dua bagian yang sama yaitu training set yang digunakan untuk membuat 

model, sedangkan bagian yang lain untuk test set yang berfungsi untuk memvalidasi 

model yang telah terbentuk. 

 

2.9 Spektrofotometer UV-Vis  

Spektrum tampak terdapat pada rentang panjang gelombang 400 nm (ungu) 

sampai 750 nm (merah), sedangkan spektrum ultraviolet terdapat pada rentang 

panjang gelombang 200 nm sampai 400 nm. Absorbansi cahaya ultraviolet atau 
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cahaya tampak mengakibatkan suatu transisi elektronik yaitu promosi 

elektronelektron dari orbital keadaan dasar yang berenergi rendah ke orbital keadaan 

tereksitasi yang berenergi lebih tinggi. Energi yang terserap selanjutnya terbuang 

sebagai kalor, sebagai cahaya, atau tersalurkan dalam reaksi kimia (Fessenden and 

Fessenden, 1995). 

Absorbsi energi direkam sebagai absorban. Absorban pada sutau panjang 

gelombang tertentu didefinisikan sebagai : 

A = log 
𝐼0

𝐼
 

Dengan: 

A = absorbansi 

I0 = Intensitas sinar yang datang 

I = Intensitas sinar yang ditransmisikan 

Absorban suatu senyawa pada suatu panjang gelombang tertentu bertambah 

dengan molekul yang mengalami transisi. Oleh karena itu absorban bergantung pada 

struktur elektronik senyawanya dan juga pada kepekatan sampel (Fessenden and 

Fessenden, 1995). 

Output dari spektrofotometri UV-Vis dapat berupa spektra UV-Vis yang 

dapat digunakan sebagai informasi kualitatif dan dapat digunakan untuk analisis 

kuantitatif. Dari aspek kualitatif spektroskopi UV-Vis menghasilkan data berupa 

panjang gelombang maksimal, intensitas, efek pH dan pelarut yang kesemuanya 

dapat dibandingkan dengan data yang sudah dipublikasikan sebelumnya. Dari aspek 

kuantitatif suatu berkas radiasi dikenakan pada larutan sampel (cuplikan) yang akan 

diukur dan intensitas sinar radiasi yang diteruskan tersebut kemudian diukur 

besarnya. Intensitas atau kekuatan radiasi cahaya sebanding dengan jumlah foton 

melalui satu satuan luas penampang per detik (Gandjar and Rohman, 2007).
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3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Farmasi Fakultas Farmasi 

Universitas Jember mulai bulan Maret 2015 sampai September 2015. 

3.2 Rancangan Penelitian 

Objek dalam penelitian ini adalah flavonoid dalam beberapa daun tanaman 

yang diekstraksi. Ekstraksi dilakukan dengan metode ultrasonikasi dan metode 

maserasi menggunakan metanol 98%. Kadar flavonoid ditentukan menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis menggunakan pereaksi aluminum klorida dengan standar 

kuersetin. Analisis profil flavonoid dilakukan dengan melihat pola spektrumnya 

melalui spektroskopi inframerah yang dikombinsi dengan analisis kemometrik yaitu 

PLS dan LDA. Dari model yang terbentuk kemudian dievaluasi menggunakan 

validasi silang dengan metode Leave-One-Out-Cross Validation (LOOCV) dan 2-

fold-Cross Validation. Model terpilih selanjutnya digunakan untuk menetapkan kadar 

flavonoid dalam sampel nyata. Kadar yang diperoleh kemudian dibandingkan dengan 

data kadar spektrofotometri UV-Vis. 

3.3 Alat dan Bahan Penelitian 

3.3.1 Alat 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer UV-Vis 

(UV-Vis Hitachi U 1800), spektrometer FTIR (Bruker Alpha) dengan asesoris ATR 

(attenuated total reflectance), perangkat lunak OPUS, spektroskopi NIR (Brimrose 

Luminar 3070), perangkat lunak Brimrose, perangkat lunak Prospect, perangkat 

lunak The Unscrambler X 10.2 (Camo), perangkat lunak SPSS (SPSS Inc.), 

ultrasonicator (Elmasonic), rotavapour, oven (Memmert), timbangan analitik digital 
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(Sartorius), blender, beaker glass, gelas ukur, erlenmeyer, batang pengaduk, mortir, 

stamper, corong, cawan porselin, botol vial, sendok ekstrak, dan ayakan B-60. 

3.3.2 Bahan  

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah simplisia daun (Tabel 3.1) 

yang berasal dari UPT Materia Medica Kecamatan Batu Kabupaten Malang, ekstrak 

daun yang telah tersedia (Tabel 3.2), kapsul stimuno, kapsul daun salam, metanol 

98% teknis, etanol 96% teknis, kuersetin (Sigma-Aldrich), aluminum klorida 

(Merck), kalium asetat (UPT BPPTK LIPI), aquadest, aerosil (pharmaceutical 

grade), kertas saring, dan alumunium foil. 

Tabel 3.1. Simplisia yang digunakan 

No Spesies Tanaman Nama Ilmiah 

1. 1 Daun Kembang bulan Tithonia diversifolia  

2. 2 Daun Kunir putih Kaempferia rotunda 

3. 4 Daun Mangga Mangifera indica 

4.  Daun Pepaya Carica papaya  

5.  Daun Mengkudu Morinda citrifolia  

6.  Daun Binahong Anredera cordifolia  

7.  Daun Patikan kebo Euphorbiae hirtae 

8.  Daun Katuk Sauropus androgynus 

9.  Daun Sirih Piper betle 

10.  Daun Jambu biji Psidium guajava 

11.  Daun lamtoro Leucaena glauca  

12.  Daun Sirsak Annona muricata  

13.  Daun Pandan Pandanus amaryllifolius  

 

Tabel 3.2. Ekstrak daun yang sudah jadi 

No Ekstrak Nama Ilmiah 

1.  Daun pare Momordica charantia 

2.  Daun putri malu Mimosa pudica 

3.  Daun sambiloto Andrographis paniculata 

4.  Daun sirih merah Piper ornatum 

5.  Daun kopi arabika muda Coffea arabica 

6.  Daun kopi arabika tua Coffea arabica 

7.  Daun kopi robusta muda Coffea canephora 
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3.4 Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1. Skema alur penelitian 
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3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Pengumpulan Sampel untuk Training Set dan Test Set 

Sampel diperoleh dari ekstrak daun yang sudah tersedia di laboratorium-

laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Jember dan dari pembuatan ekstrak daun 

kembang bulan, daun kunir putih, daun mangga, daun pepaya, daun mengkudu, daun 

binahong, daun patikan kebo, daun katuk, daun sirih, daun jambu biji, daun lamtoro, 

daun sirsak, dan daun pandan. 

Pemilihan teknik pengambilan sampel merupakan upaya penelitian untuk 

mendapat sampel yang representatif (mewakili), yang dapat mengGambarkan 

populasinya. Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah sampel dengan 

maksud (purposive sampling). Pengambilan sampel dilakukan hanya atas dasar 

pertimbangan peneliti saja yang menganggap unsur-unsur yang dikehendaki telah 

ada dalam anggota sampel yang diambil (Rozaini, 2003). 

 Langkah awal dalam proses sampling adalah survei. Survei dilakukan di 

laboratorium-laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Jember. Survei dilakukan 

dengan mendata ekstrak daun yang tersedia dan menentukan ekstrak manakah yang 

akan digunakan berdasarkan jumlah masing-masing ekstrak. Pengambilan sampel 

matriks juga dilakukan secara purposive, dimana matriks yang dipilih adalah zat 

yang umum terdapat dalam ekstrak dan pengering yang umum digunakan serta  

tersedia di laboratorium, yaitu aquadest dan aerosil. 

 Peneliti tidak melakukan identifikasi masing-masing sampel tanaman, 

sehingga untuk selanjutnya nama tanaman menggunakan identitas kode tanaman 

(Tabel 3.3). 
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Tabel 3.3. Identitas kode tanaman 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.2 Pembuatan Ekstrak  

Daun yang telah kering diangin-anginkan di oven terlebih dahulu. Daun yang 

sudah kering diblender hingga halus. Serbuk daun ditimbang sebanyak 80 gram 

diletakkan di dalam erlenmeyer. Serbuk dibagi menjadi 2 bagian sehingga masing-

masing erlenmeyer berisi 40 gram serbuk. Sebanyak 400 ml metanol 98% 

ditambahkan pada masing-masing erlenmeyer kemudian di ekstraksi dengan 

ultrasonikasi selama 1 jam. Hasil ekstraksi dengan ultrasonikasi kemudian didiamkan 

selama 24 jam (metode maserasi). Ekstrak cair yang didapat kemudian disaring 

menggunakan kertas saring. Filtrat yang diperoleh dipekatkan menggunakan 

rotavapor pada suhu 60 °C selama 1,5 jam untuk menguapkan pelarut dan diperoleh 

ekstrak kental. Ekstrak kental kemudian dikeringkan dengan aerosil. Selanjutnya 

ekstrak yang sudah kering digerus sampai halus dan diayak dengan ayakan B-60, 

kemudian disimpan dalam vial yang telah diberi label. 

No Kode Nama Tanaman 

1. 1 A Kopi arabika muda 

2. 2 B Kopi arabika tua 

3. 4 C Jambu biji 

4.  D Katuk 

5.  E Kembang bulan 

6.  F Mangga 

7.  G Pandan 

8.  H Pare 

9.  I Patikan kebo 

10.  J Pepaya 

11.  K Putri malu 

12.  L Sambiloto 

13.  M Sirih merah 

14.  N Sirih 

15.  O Sirsak 

16.  P Binahong  

17.  Q Kunir putih 

18.  R Lamtoro  

19.  S Mengkudu  

20.  T Kopi robusta muda 
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3.5.3 Akuisisi Spektrum Menggunakan FTIR  

Metode akuisisi atau pengumpulan spektrum dengan spektroskopi FTIR 

digunakan pada setiap pengukuran sampel. Setiap scan sampel dilakukan pengukuran 

background dengan tidak ada sampel diatas plat ATR. Sampel serbuk dimasukkan 

pada ring dan diletakkan pada plat. Sampel discan pada frekuensi 4000 - 400 cm-1 

dengan 32 kali scan dan resolusi sebesar 4 cm-1. Setiap penggantian sampel, plat 

ATR dibersihkan dengan isopropil 70% sebelum diisi dengan sampel berikutnya. 

Spektrum direkam sebagai nilai absorbansi.  

3.5.4 Pengukuran Pantulan Spektrum NIR 

Instrumen NIR dihidupkan dan ditunggu selama 30 menit. Selanjutnya dibuka 

perangkat lunak Brimrose. Sampel yang telah dipreparasi diletakkan diatas plat 

tempat sampel secara merata. Satu sampel di-scan 4 kali dan dilakukan 3 kali 

penembakan pada masing-masing scanning. Langkah-langkah tersebut diulangi 

untuk masing-masing sampel. Setelah selesai, perangkat lunak Brimrose ditutup, 

spektra hasil scanning kemudian diamati dengan perangkat lunak Prospect. 

Selanjutnya data yang telah diperoleh diolah dengan perangkat lunak The 

Unscrambler X 10.2 (Camo software). 

 

3.5.5 Penentuan Kadar Flavonoid Total dengan Spektrofotometer UV-Vis (Chang et 

al., 2002). 

a. Pembuatan kurva kalibrasi kuersetin 

Larutan baku dibuat dengan menimbang 10 mg kuersetin, dilarutkan dengan 

etanol 10 mL. Satu seri konsentrasi larutan kuersetin dalam etanol dibuat dari larutan 

baku, yaitu dengan rentang konsentrasi 100 - 300 μg/mL. Selanjutnya dilakukan 

pengenceran larutan induk kuersetin dengan memipet sejumlah tertentu larutan 

induk, dilarutkan dengan 3 mL etanol ditambahkan 0,2 mL AlCl3 10% ditambahkan 

0,2 mL kalium asetat 1M ditambahkan aquadest sampai tanda, didiamkan 30 menit 
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(hasil optimasi), diukur absorbansinya pada panjang gelombang 432 nm. Blangko 

yaitu semua reagen tanpa larutan standar. Dari data ini dibuat persamaan regresi 

antara konsentrasi kuersetin dengan serapan. 

b. Pengujian akurasi metode spektrofotometri UV-Vis yang digunakan untuk  

penetapan kadar kuersetin 

Pengujian parameter akurasi pada penelitian ini menggunakan metode standar  

adisi. Pengujian akurasi dilakukan dengan penambahan standar sebanyak 30% dan 

60% dari konsentrasi analit dalam sampel sesuai dengan hasil penetapan kadar. 

Pembuatan sampel akurasi dilakukan dengan menimbang sejumlah tertentu sampel, 

dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml, kemudian dilarutkan dengan etanol. 

Sebanyak 0,5 ml larutan dilarutkan dengan etanol (tidak sampai tanda batas). 

Selanjutnya dilakukan adisi dengan larutan standar dengan konsentrasi 30% dan 60% 

dari konsentrasi analit yang terkandung dalam sejumlah sampel yang ditimbang. 

Kemudian sebanyak 0,5 ml larutan adisi dilarutkan 3 mL etanol, ditambahkan 0,2 

mL AlCl3 10%, ditambahkan 0,2 mL kalium asetat 1M, ditambakan aquadest sampai 

tanda, kemudian kocok sampai homogen. Masing-masing sampel adisi dibuat 

sebanyak 3 replikasi. Persen perolehan kembali seharusnya tidak melebihi nilai 

presisi RSD dan berada pada rentang yang sesuai dengan konsentrasi yang digunakan 

(AOAC, 1998). 

c. Penentuan kadar flavonoid total 

Ekstrak ditimbang sebanyak 40 mg, dilarutkan dengan etanol 10 mL. 

Sebanyak 0,5 ml larutan ekstrak dilarutkan 3 mL etanol, ditambahkan 0,2 mL AlCl3 

10%, ditambahkan 0,2 mL kalium asetat 1M, ditambakan aquadest sampai tanda, 

didiamkan 30 menit (hasil optimasi), diukur absorbansinya pada panjang gelombang 

432 nm. Blangko yaitu semua reagen tanpa larutan ekstrak. 
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3.5.6 Pembentukan model klasifikasi dan kalibrasi  

Data yang diperoleh dari pengukuran spektroskopi FTIR diolah dengan 

perangkat lunak The Unscrambler versi X 10. Pembentukan model klasifikasi 

dilakukan dengan metode Linear Discriminant Analysis, dengan langkah-langkah 

sebagai berikut: software The Unscrambler versi X 10.2 dibuka. Data dimasukkan 

dengan memilih file, import data, lalu dipilih Opus sehingga akan muncul tampilan 

data dengan masing-masing panjang gelombang. Selanjutnya dibuat kategori objek. 

Kategori tersebut yaitu “matriks” dan “flavonoid”. Dimana “matriks” adalah sampel 

bukan ekstrak yang terdapat dalam ekstrak (aquadest dan aerosil), sedangkan 

“flavonoid” adalah sampel ekstrak daun. Objek dikelompokkan dengan memilih 

define range dan column range diisi dengan kategori pada kolom 1 dan absorbansi 

pada kolom yang lain. Selanjutnya, model dibuat dengan klik task, analyze, lalu 

dipilih Linear Discriminant Analysis. Model klasifikasi dikatakan valid apabila % 

akurasi yang diperoleh sebesar 100%. Model klasifikasi yang terbentuk kemudian 

dapat digunakan untuk memprediksi klasifikasi dari sampel yang belum diketahui. 

 Pembentukan model kalibrasi dibuat dengan metode Partial Least Square 

(PLS). Data absorbansi dari spektrum FTIR sampel yang mengandung flavonoid 

dianalisis untuk membentuk sebuah model kalibrasi, nilai absorbansi ditandai 

sebagai prediktor (variabel x) dan konsentrasi sebagai respon (variabel y). Langkah-

langkah yang dilakukan adalah: software The Unscrambler versi X 10.2 dibuka. Data 

dimasukkan dengan memilih file, import data, lalu dipilih Opus sehingga akan 

muncul tampilan data dengan masing-masing panjang gelombang. Objek 

dikelompokkan dengan mengklik define range dan column range diisi dengan nilai 

konsentrasi pada kolom 1 dan absorbansi pada kolom lain. Selanjutnya, model dibuat 

dengan memilih task, analyze, lalu Partial Least Square. Kriteria dari PLS yang 

harus dipenuhi adalah nilai R2, RMSEC (Root Mean Standart Error Of Calibration), 

RMSECV (Root Mean Square Eror Cross Validation). Pemilihan set data spektrum 
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didasarkan pada kemampuan prediksi yang terbaik dengan nilai korelasi R2 ≥ 0,90, 

nilai galat RMSEC dan RMSECV terbaik apabila nilai semakin kecil.   

 Data yang diperoleh dari pengukuran spektroskopi NIR juga diolah dengan 

perangkat lunak The Unscrambler versi X 10.2. Yang membedakan dengan 

pengolahan data yang diperoleh dari pengukuran spektroskopi FTIR adalah data 

yang dimasukkan formatnya berupa Brimrose. Selanjutnya dilakukan prosedur yang 

sama seperti pada pengolahan data yang diperoleh dari pengukuran spektroskopi 

FTIR. 

3.5.7  Validasi model PLS dan LDA 

Validasi bertujuan untuk memperkirakan seberapa akurat model prediksi 

yang dibuat untuk dapat diimplementasikan. 

1) Leave-One-Out-Cross Validation (LOOCV) 

Set validasi ini dibuat dengan meninggalkan satu data dari masing-masing 

replikasi sampel untuk validasi silang, yaitu dengan melibatkan sampel pengamatan 

tunggal dari 15 sampel ekstrak training set yang terdiri dari 6 sampel ekstrak yang 

sudah jadi dan dari 9 sampel ekstrak yang diekstraksi oleh peneliti. Hal ini dilakukan 

berulang pada setiap observasi dalam sampel yang digunakan sebagai data validasi. 

2) 2-Fold Cross-Validation (Test set) 

Test set terdiri dari objek/sampel yang diketahui pengkategoriannya namun 

digunakan untuk mengevaluasi reliabilitas model yang telah dibentuk oleh training 

set (Berrueta et al., 2007). Sebanyak lima sampel ekstrak disiapkan sebagai test set 

yang terdiri dari 1 sampel ekstrak yang sudah jadi dan dari 4 sampel ekstrak yang 

diekstraksi oleh peneliti. 

3.5.8 Aplikasi pada sampel ekstrak nyata 

Tahap ini bertujuan untuk mengaplikasikan model kemometrik yang telah 

dibentuk pada ekstrak daun (sediaan kapsul) yang beredar dipasaran. Dilakukan 
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preparasi sampel dengan menimbang 10 kapsul dari masing-masing sampel dan 

dihitung berat rata-ratanya. Masing-masing sampel kemudian di-scan dengan 

instrumen spektroskopi IR sehingga diperoleh data spektrum dengan absorbansi 

sebagai prediktor pada model kalibrasi PLS untuk analisis secara kuantitatif dan pada 

model LDA untuk menentukan klasifikasi komponen matriks dan flavonoid secara 

kualitatif. Sebagai data pembanding untuk penetapan kadar, digunakan metode 

spektrofotometri UV-Vis. Hasil analisis kadar flavonoid dengan metode spektroskopi 

IR dan kemometrik yang dibandingkan dengan metode pembanding spektrofotometri 

UV-Vis kemudian diuji dengan analisis statistik Uji T Dua Sampel Berpasangan.  
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BAB 4. HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

 

Pada penelitian ini telah dilakukan penentuan kadar flavonoid pada ekstrak 

daun tanaman menggunakan metode spektroskopi inframerah dan kemometrik. 

Adapun tahapan yang dilakukan adalah pengumpulan sampel, pembuatan ekstrak, 

preparasi sampel training set, test set dan sampel nyata, penentuan data FTIR dan 

NIR, dan penentuan kadar dengan spektrofotometri UV-Vis. Data spektrum IR yang 

telah diperoleh pada Lampiran B digunakan untuk membentuk model klasifikasi dan 

kalibrasi kemometrik. Kemudian dilakukan validasi dan diaplikasikan pada sampel 

ekstrak daun (sediaan kapsul) yang beredar dipasaran. 

 

4.1 Pembuatan Ekstrak Sampel 

Tahap pertama dalam proses ekstraksi yaitu pengeringan daun. Proses 

pengeringan dilakukan untuk mengurangi kadar air dalam simplisia sehingga proses 

penghalusan serbuk menjadi lebih mudah. Proses penghalusan serbuk bertujuan 

untuk memperluas permukaan bahan yang kontak dengan pelarut sehingga proses 

ekstraksi menjadi lebih efektif (Harborne, 1987). 

Ekstraksi dilakukan dengan cara ultrasonikasi dan maserasi. Ultrasonikasi 

yaitu ekstraksi dengan alat yang menghasilkan frekuensi bunyi atau getaran antara 25 

- 100 KHz (Harborne, 1987). Metode ekstraksi ultrasonikasi digunakan karena 

ultrasonikasi memanfaatkan gelombang ultrasonik dengan frekuensi rendah 20 - 40 

kHz menyebabkan terjadi proses kavitasi. Proses kavitasi disini dapat membantu 

difusi pelarut ke dalam dinding sel tanaman sehingga proses perpindahan masa 

senyawa bioaktif dari dalam sel tanaman ke pelarut menjadi lebih cepat. Hal tersebut 

menyebabkan waktu ekstraksi menjadi lebih singkat (Ashley et al., 2001). Setelah 

diultrasonikasi, serbuk didiamkan selama 24 jam, yang disebut juga metode ekstraksi 

maserasi. Maserasi, yaitu metode ekstraksi dengan cara merendam sampel dalam 
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pelarut dengan atau tanpa pengadukan (Harborne, 1987). Tujuan digunakan 

kombinasi metode ekstraksi ultrasonikasi dan maserasi yaitu meningkatkan 

efektivitas metode ekstraksi, sehingga kombinasi dua metode akan lebih baik 

dibandingkan dengan satu metode. Selain itu, metode ultrasonikasi dan maserasi 

dipilih karena kedua metode tersebut tidak memerlukan pemanasan, sehingga sesuai 

digunakan untuk ekstraksi flavonoid (kuersetin) yang pada suhu 60 °C selama 2 jam 

akan turun aktivitasnya (Ewald et al., 1999).  

Pelarut yang digunakan pada kedua metode ekstraksi adalah metanol 98%. 

Metanol 98% digunakan sebagai pelarut karena metanol memiliki struktur molekul 

kecil yang mampu menembus semua jaringan tanaman untuk menarik senyawa aktif 

keluar. Metanol dapat melarutkan hampir semua senyawa organik, baik senyawa 

polar maupun non-polar. Selain itu metanol mudah menguap sehingga mudah 

dipisahkan dari ekstrak (Resi and Surgani, 2009). 

Ekstrak yang diperoleh kemudian ditimbang untuk menghitung rendemennya. 

Rendemen adalah perbandingan antara ekstrak yang diperoleh dengan simplisia awal 

(Direktorat Pengawasan Obat Tradisional, 2000). Perhitungan rendemen dapat dilihat 

pada Lampiran D. Dari hasil ekstraksi diketahui bahwa persen rendemen yang paling 

besar yaitu ekstrak etanol daun mangga, sedangkan persen rendemen yang paling 

rendah adalah ekstrak etanol daun pandan. 

 

4.2 Penetapan Kadar Flavonoid Total dengan Metode Spektrofotometri UV-Vis 

4.2.1 Penetapan panjang gelombang maksimum 

Sebelum dilakukan penetapan kadar flavonoid total, dilakukan scanning 

panjang gelombang maksimum. Pengukuran panjang gelombang maksimum ini 

dilakukan dengan mengukur absorbansi sampel dan standar setelah direaksikan 

dengan etanol, AlCl3, kalium asetat, dan aquadest (Chang et al., 2002). Konsentrasi 

kuersetin yang digunakan pada pengukuran adalah sebesar 15,670 μg/ml karena pada 

konsentrasi tersebut menghasilkan absorbansi yang optimal. Konsentrasi ekstrak 

Digital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


35 

 

 

 

yang digunakan adalah 200 μg/ml berdasarkan penimbangan ekstrak yang dilakukan. 

Panjang gelombang maksimum terpilih adalah 432 nm karena pada panjang 

gelombang tersebut memberikan intensitas spektrum paling tinggi. Hasil penetapan 

panjang gelombang maksimum dapat dilihat pada Lampiran I dan Gambar 4.1. 

Panjang gelombang terpilih ini selanjutnya digunakan untuk pengukuran kadar 

flavonoid total. 

 

Gambar 4.1 Spektra panjang gelombang penetapan kadar flavonoid total 

4.2.2 Penentuan waktu inkubasi 

Pada tahap ini ditentukan waktu optimum inkubasi standar dan sampel 

setelah ditambahkan dengan etanol, AlCl3, kalium asetat, dan aquadest untuk 

bereaksi sempurna. Standar direaksikan dengan etanol, AlCl3, kalium asetat, dan 

aquadest kemudian diamati absorbansinya pada panjang gelombang 432 nm mulai 

menit ke-0 sampai menit ke-60 dengan selang waktu 10 menit. Waktu reaksi 

dikatakan optimum jika penurunan absorbansi yang dihasilkan relatif stabil 

(Molyneux, 2004). Nilai waktu optimum inkubasi selama 30 menit merupakan waktu 

yang digunakan dalam metode kolorimetri menggunakan AlCl3 (Chang et al., 2002). 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pada menit ke-30 absorbansi larutan standar 
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relatif konstan, sehingga pada penentuan kadar flavonoid semua sampel selanjutnya 

dilakukan pada menit ke-30 (Gambar 4.2). 

  

Gambar 4.2 Absorbansi larutan standar dengan penambahan etanol, AlCl3, kalium asetat, dan 

aquadest mulai menit ke-10 hingga ke-60 

 

4.2.3 Pengujian akurasi metode spektrofotometri UV-Vis yang digunakan untuk 

penetapan kadar kuersetin 

Akurasi atau kecermatan adalah ukuran yang menunjukkan derajat kedekatan 

hasil analisis dengan kadar analit yang sebenarnya. Kecermatan dinyatakan sebagai 

persen perolehan kembali (recovery) analit yang ditambahkan (Harmita, 2004). Pada 

penelitian ini uji akurasi dilakukan dengan metode penambahan standar (standard 

addition method). Ekstrak yang digunakan untuk uji akurasi adalah ekstrak dengan 

kadar kuersetin paling tinggi, yaitu ekstrak C dengan kadar kuersetin 51,4856 mg 

QE/g ekstrak (5,14856%). 

Uji akurasi dengan metode penambahan standar dilakukan dengan 

menghitung % recovery yang dihasilkan dari penambahan standar sebanyak 30% dan 

60% dari kadar analit dalam sampel yang didapat dari hasil uji presisi. Data 

perhitungan akurasi dapat dilihat pada Lampiran H dan hasil uji akurasi dapat dilihat 

pada Tabel 4.1. 
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Tabel 4.1 Hasil uji akurasi kuersetin 

Adisi Penimbangan 

sampel  

(mg) 

Penambahan 

standar adisi 

(mg) 

Massa 

teoritis 

(mg) 

Massa hasil 

percobaan 

(mg) 

Recovery 

(%) 

Rata-

rata (%) 

RSD 

(%) 

30% 40,2 0,618 53,7544 52,3976 97,4759 97,6318 0,37 

 40,2 0,618 53,7544 52,3447 97,3775   

 40,0 0,618 53,5484 52,5000 98,0421   

60% 40,1 0,620 66,0914 65,2623 98,7455 98,2419 0,46 

 40,2 0,620 66,1944 64,9413 98,1069   

 40,4 0,620 66,4004 64,9884 97,8735   

     Rata-rata 97,8937 0,42 

 

Kriteria penerimaan untuk uji akurasi dengan kadar analit lebih dari 1% 

adalah mean recovery yang diperoleh berada pada rentang 97% - 103% dengan RSD 

kurang dari 2,7% (AOAC, 1998). Berdasarkan Tabel 4.1, mean recovery yang 

diperoleh dari penelitian ini adalah 97,8937% dengan RSD 0,42%. Hasil yang 

diperoleh telah memenuhi kriteria penerimaan uji akurasi yang digunakan. Dengan 

demikian dapat disimpulkan bahwa metode analisis yang digunakan dapat 

memberikan hasil yang akurat. 

4.2.4 Penetapan kadar sampel training set dan test set dengan metode 

spektrofotometri UV-Vis 

Sampel yang digunakan untuk training set dan test set dipilih berdasarkan 

teknik pengambilan sampel purposive sampling. Sampel ekstrak daun dipilih 

berdasarkan jumlah yang tersedia di laboratorium-laboratorium Fakultas Farmasi 

Universitas Jember dan sampel simplisia dipilih berdasarkan studi pustaka dan 

ketersedian simplisia di UPT Materia Medica Kecamatan Batu Kabupaten Malang.  

Training set terdiri dari objek atau sampel yang diketahui pengkategoriannya 

dan digunakan untuk membentuk model klasifikasi kemometrik (Berrueta et al., 

2007). Pada penelitian ini dibuat 15 sampel training set yang terdiri dari 6 sampel 

ekstrak yang sudah jadi dan dari 9 sampel ekstrak yang diekstraksi oleh peneliti. 
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Pada penetapan kadar flavonoid total, masing-masing ekstrak direaksikan 

dengan AlCl3 dan kalium asetat menghasilkan larutan berwarna kuning. Warna 

kuning larutan disebabkan karena terbentuknya kompleks asam yang stabil dengan 

gugus keton pada C-4 atau gugus hidroksil pada C-3 atau C-5 dari flavon dan 

flavonol (Chang et al., 2002). Kandungan flavonoid total dinyatakan dalam masa 

ekivalen kuersetin tiap gram ekstrak. Kuersetin dipilih sebagai standar dalam 

penetapan kadar flavonoid total karena kuersetin merupakan senyawa kelompok 

flavonol terbesar dan berada dalam jumlah sekitar 60 - 75% dari flavonoid (Resi and 

Surgani, 2009). Penetapan kadar dilakukan oleh peneliti dengan mengukur 

absorbansi larutan kerja kuersetin yang telah direaksikan pada panjang gelombang 

432 nm. Nilai absorbansi yang didapatkan diplotkan dengan konsentrasi 2,089; 

4,178; 8,357; 10,44; 12,536; dan 15,67 µg/ml, sehingga didapatkan nilai koefisien 

korelasi (r) sebesar 0,993 dan kurva kalibrasi standar kuersetin y = 0,094x + 0,068, 

dengan y merupakan nilai absorbansi dan x merupakan konsentrasi kuersetin. 

Konsentrasi kuersetin dan absorbansi yang dihasilkan dapat dilihat pada Lampiran 

E.2. Kurva standar kuersetin yang dihasilkan dapat dilihat pada Gambar 4.3.  

 

Gambar 4.3 Kurva standar kuersetin 

Penetapan kadar flavonoid total ekstrak daun dilakukan dengan mengukur 

absorbansi larutan uji ekstrak daun yang telah direaksikan seperti standar kuersetin. 
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Selanjutnya, nilai absorbansi yang diperoleh dimasukkan ke dalam kurva kalibrasi 

standar kuersetin. Kadar flavonoid total dalam sampel ditunjukkan dengan miligram 

ekuivalen kuersetin per gram ekstrak (mg QE/g ekstrak). Perhitungan kadar 

flavonoid total dapat dilihat pada Lampiran K. Hasil penetapan kadar sampel 

training set dapat dilihat pada Tabel 4.2. 

Tabel 4.2 Hasil penetapan kadar sampel training set 

Sampel training set Rata-rata mg QE/g ekstrak 

A 9,8728 

B 11,2329 

C 51,4856 

D 31,5279 

E 24,1696 

F 35,6115 

G   9,7357 

H 32,7400 

I 27,8700 

J 32,5536 

K 15,0597 

L 39,2250 

M 26,4079 

N 36,4585 

O 40,2475 

 

Kinerja model dievaluasi dengan membandingkan prediksi klasifikasi 

terhadap kategori sebenarnya dari validasi sampel. Sampel yang telah diketahui 

pengkategoriannya dan digunakan untuk mengevaluasi reliabilitas model yang telah 

dibentuk oleh training set disebut dengan test set (Berrueta et al., 2007). Pada 

penelitian ini dibuat 5 sampel test set dari 1 sampel ekstrak yang sudah jadi dan dari 

4 sampel ekstrak yang diekstraksi oleh peneliti. Hasil penetapan kadar sampel test set 

dapat dilihat pada Tabel 4.3 
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Tabel 4.3 Hasil penetapan kadar sampel test set 

Sampel test set Rata-rata mg QE/g ekstrak 

P 14,3892 

Q 20,2946 

R 46,0695 

S 26,2316 

T 4,0275 

 

Nilai rata-rata kadar mg QE/g ekstrak sampel training set dan test set yang 

diperoleh dari perhitungan pada Lampiran K dimasukkan dalam set data pada 

perangkat lunak The Unscramble X 10.2 sebagai data pembanding ketika 

menentukan kadar dengan spektroskopi inframerah. 

4.3 Pembentukan Model Kalibrasi dan Klasifikasi 

Pembentukan model kalibrasi dan klasifikasi dilakukan dengan mengambil 

data spektrum menggunakan data set kalibrasi (training set). Dari data spektrum 

yang terkumpul, dilakukan pembentukan model dengan mengkalibrasikan data 

spektrum menggunakan teknik kemometrik. Untuk dapat mengekstraksi informasi 

dari data spektrum IR tersebut, diperlukan suatu metode dari kemometrik berupa 

analisis multivariat (Stchur et al., 2002). Analisis multivariat yang digunakan pada 

penelitian ini yaitu analisis secara kuantitatif menggunakan PLS (Partial Least 

Square) dan analisis secara kualitatif dengan mengklasifikasikan sampel 

menggunakan Analisis Diskriminan (LDA). 

 Model PLS memberikan informasi spektrum yang relevan dengan suatu 

karakter kimia tertentu yang dibutuhkan. Sebagai salah satu model pengenalan 

dengan pola supervised (dengan pengawasan), pola spektrum dikenali dengan proses 

pengelompokkan terlebih dahulu, model regresi PLS mencari korelasi linear antara 

variabel x hasil pengukuran spektrum (variabel prediktor) dan variabel y hasil 

penampakan kimiawi atau aktivitas biologis (variabel respon) (Mantanus, 2012). 

Tujuan digunakannya model PLS adalah untuk mereduksi dampak dari banyaknya 
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prediktor yang tidak relevan dengan keragaman data sehingga dapat mengestimasi 

kesalahan prediktor sehingga dapat meningkatkan kemampuan dari model (Amin, 

2011). Pada analisis kadar flavonoid dengan spektroskopi inframerah ini, variabel x 

(prediktor) merupakan nilai absorbansi sampel yang telah di scan dengan 

menggunakan spektroskopi inframerah sedangkan variabel y (respon) merupakan 

kadar flavonoid yang telah ditentukan dengan spektrofotometri UV-Vis. Model yang 

prediktif terbentuk dari rentang konsentrasi yang nantinya harus dapat mencakup 

kadar sampel yang akan dikuantitasi (Mantanus, 2012). 

Pemilihan set data yang digunakan harus memenuhi spesifikasi berdasarkan 

nilai R2, RMSEC, dan RMSECV. Suatu model PLS dikategorikan sebagai model 

yang dapat dipercaya bila nilai korelasi dan nilai galat yang memiliki kedekatan 

untuk setiap tahapan pembuatan model. Korelasinya harus bernilai tinggi sedangkan 

galatnya bernilai rendah (Baranska, 2005). 

Parameter yang dipertimbangkan dalam pembentukan model yang baik 

adalah berdasarkan nilai R2 kalibrasi dan R2 validasi yang merupakan nilai korelasi 

dimana pemilihan model terbaik apabila nilai korelasi yang diperoleh semakin besar, 

dan nilai galat yaitu nilai RMSEC (Root Mean Square Error of Calibration), dan 

RMSECV (Root Mean Square Error Cross Validation) dengan nilai yang paling 

rendah (Baranska, 2005). 

Analisis multivariat yang digunakan pada penelitian ini untuk analisis secara 

kualitatif adalah menggunakan LDA (Linear Discriminant Analysis). Kemampuan 

model dalam membedakan sampel yang mengandung flavonoid (“flavonoid”) 

dengan sampel yang tidak mengandung flavonoid (“matriks”) dapat dilihat 

berdasarkan nilai % akurasi terhadap sampel dalam training set dan test set, serta % 

kemampuan prediksi terhadap sampel nyata.  
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4.3.1 Pembentukan Model Kalibrasi dan Klasifikasi dengan Spektroskopi FTIR 

 Dalam penelitian ini, model PLS dibentuk dari 15 set kalibrasi (training set) 

dan seluruh data set kalibrasi yang digunakan tertera pada Lampiran M.1.5. Selain 

menggunakan seluruh data absorbansi spektrum inframerah sampel, analisis ini juga 

dilakukan terhadap spektrum pada daerah bilangan gelombang tertentu. Segmentasi 

dilakukan untuk melihat keberadaan konstituen-konstituen penting yang berperan 

secara signifikan dalam analisis kemometrik. Pada penelitian ini, dilakukan 

segmentasi untuk daerah yang mempunyai perbedaan absorbansi puncak secara 

visual untuk kuersetin dan sampel. Dari alasan tersebut, maka pada penelitian ini 

menggunakan empat daerah bilangan gelombang, yaitu daerah bilangan gelombang 

4000 - 500 cm-1 (spektrum utuh), daerah bilangan gelombang 3500 - 3000 cm-1  

(segmen A), daerah bilangan gelombang 1300 - 1000 cm-1 (segmen B), dan daerah 

bilangan gelombang 1650 - 1400 cm-1 (segmen C). Hasil analisis keempat model 

yang diperoleh dengan metode PLS ditunjukkan pada Tabel 4.4. 

Tabel 4.4. Model kalibrasi dengan teknik PLS menggunakan FTIR 

Bilangan 

Gelombang 
R2 Kalibrasi R2 Validasi RMSEC RMSECV 

4000 - 500 cm-1   0,8558883 0,5403671 9,2037029 16,860432 

3500 - 3000 cm-1   0,8527114 0,5758341 11,093782 18,985434 

1300 - 1000 cm-1 0,8234164 0,7321395 10,187981 12,915498 

1650 - 1400 cm-1 0,8653689 0,8201284 8,8958149 10,315225 

 

  Berdasarkan data pada Tabel 4.4, dapat diketahui bahwa model kalibrasi 

terbaik diperoleh pada bilangan gelombang 1650-1400 cm-1 atau segmen C. 

Berdasarkan parameter R2, pada daerah tersebut mempunyai nilai yang paling baik. 

Nilai R2 kalibrasi dari segmen C sebesar 0,8653689 dan R2 validasi sebesar 

0,8201284. Nilai ini merupakan nilai yang paling besar dibandingkan dengan model 

kalibrasi lainnya. Selain itu, nilai galat yang ditampilkan dari model tersebut paling 

kecil dibandingkan dengan model kalibrasi lainnya, yaitu RMSEC sebesar 8,8958149 
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dan RMSECV sebesar 10,315225. Parameter ini menunjukkan bahwa model 

mempunyai kesalahan (error) yang paling rendah.  

Menurut Sun (2008), nilai R2 untuk menunjukkan kemampuan prediksi yang 

baik harus memiliki nilai yang tinggi yaitu ≥ 0,90 sementara dengan nilai yang 

rendah ≤ 0,64 tidak mungkin untuk memberikan akurasi yang tinggi dan konsisten 

dengan analisis spektroskopi IR. Lengkey et al. (2013) menyatakan apabila R2 > 0,8 - 

0,95 maka analisis dapat dinyatakan baik, sedangkan R2 pada selang 0,7 - 0,8 maka 

analisis dapat dinyatakan cukup baik. Menurut Rohman and Che Man (2011),  nilai 

RMSE adalah nilai kesalahan dalam model. Semakin kecil nilai RMSE, maka 

semakin baik model tersebut.  

Pemetaan model LDA yang telah terbentuk dapat dilihat pada Gambar 4.4. 

Gambar tersebut menunjukkan bahwa nilai % akurasi adalah 86,84% yang artinya 

bahwa model tersebut tidak dapat mengklasifikasikan ke-15 sampel training set 

dengan benar, karena nilai % akurasi yang menunjukkan model dapat 

mengklasifikasikan semua sampel training set dengan benar adalah nilai 100%. 

 
Gambar 4.4 Pemetaan model LDA menggunakan FTIR 

Dari data yang telah ditunjukkan, maka dapat disimpulkan bahwa 

pembentukan model kalibrasi dan klasifikasi dengan FTIR belum cukup baik. 
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4.3.2 Pembentukan Model Kalibrasi dan Klasifikasi dengan Spektroskopi NIR 

Dalam penelitian ini, model PLS dibentuk dari 15 set kalibrasi (training set) 

dan seluruh data set kalibrasi yang digunakan tertera pada lampiran M.2.2. Seluruh 

set kalibrasi telah diperoleh data absorbansinya pada panjang gelombang 850-2000 

nm. Data korelasi model kalibrasi yang dibentuk oleh metode PLS ditunjukkan pada 

Gambar 4.5. 

 

Gambar 4.5. Data korelasi model kalibrasi teknik PLS menggunakan NIR  

Pada Gambar 4.4 terdapat data nilai slope, Offset, RMSE dan R-square yang 

berwarna merah dan biru. Data merah (validasi) merupakan data yang menunjukkan 

pengujian pada model kalibrasi, sedangkan data biru (kalibrasi) merupakan data yang 

menunjukkan pengujian terhadap model kalibrasi menggunakan data yang tidak 

digunakan untuk membentuk model kalibrasi, semakin dekat nilai antara data merah 

dan data biru maka persamaan semakin baik. Nilai R2 menunjukkan seberapa dekat 

hubungan antara nilai real atau kenyataan dengan nilai prediksi dari instrumen NIR. 

Pada Gambar 4.5 dapat dilihat bahwa model tersebut  memiliki nilai R2 kalibrasi 

sebesar 0,9916499 dan R2 validasi sebesar 0,9893221. Hal ini membuktikan bahwa 

model tersebut mempunyai tingkat linieritas yang baik. Nilai galat yang ditampilkan 

dari model tersebut juga baik yang artinya model yang terbentuk tidak memiliki 

penyimpangan dalam memprediksi konsentrasi hasil prediksi dengan konsentrasi 
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sebenarnya dimana nilai galat yang ditampilkan dari model tersebut menghasilkan 

nilai RMSEC sebesar 2,1521897 dan RMSECV sebesar 2,460588. 

Pemetaan model LDA yang telah terbentuk dapat dilihat pada Gambar 4.6. 

Gambar tersebut menunjukkan bahwa nilai % akurasi adalah 100% yang artinya 

bahwa model tersebut dapat mengklasifikasikan ke-15 sampel training set dengan 

benar. 

 

Gambar 4.6 Pemetaan model LDA menggunakan NIR 

 

4.4 Validasi model PLS dan LDA 

Validasi silang perlu dilakukan dalam suatu analisis statistik, seperti analisis 

dengan menggunakan teknik kemometrik dalam penelitian ini. Validasi silang 

digunakan untuk memprediksi atau memperkirakan seberapa akurat model prediksi 

yang dibuat untuk dapat diimplementasikan. Kebenaran model kalibrasi dan 

klasifikasi yang terbentuk akan diuji dengan validasi silang. Teknik validasi silang 

bermanfaat untuk melakukan tes secara independen (Stchur et al., 2002). Untuk 

memvalidasi model kalibrasi yang telah terbentuk, dilakukan validasi yaitu Leave 

One Out Cross Validation (LOOCV) dan 2-Fold Cross Validation dengan sampel 
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independen (menggunakan sampel baru diluar sampel training set). LOOCV 

mengevaluasi data dengan mengambil satu data dari data kalibrasi dimana data 

tersebut digunakan sebagai set validasi. Sedangkan data yang tersisa digunakan 

untuk membentuk model baru, demikian seterusnya hingga semua data kalibrasi 

digunakan sebagai set validasi. Parameter yang digunakan adalah nilai R2 LOOCV. 

Model kalibrasi terbentuk yang divalidasi adalah model PLS menggunakan 

NIR. Hal ini karena model PLS dengan NIR lebih baik dibandingkan model PLS 

dengan FTIR seperti yang ditunjukkan pada  lampiran M.1.  

Setelah memprediksi semua sampel satu per satu dengan teknik LOOCV, 

maka diperoleh data seperti yang tertera pada Gambar 4.7, berdasarkan data tersebut 

dapat diketahui bahwa validasi LOOCV untuk model yang terpilih menunjukkan 

nilai koefisien determinasi (R2) validasi yang baik, yaitu sebesar 0,9986664. Nilai R2 

menunjukkan hubungan antara kadar flavonoid dalam sampel training set yang 

sebenarnya dibandingkan dengan kadar yang diprediksi oleh model berdasarkan 

variabel respon dari metode pembanding. Nilai R2 dalam penelitian ini tergolong 

mempunyai korelasi yang baik karena lebih dari 0,99 sehingga model dapat 

disimpulkan mempunyai kemampuan yang baik dalam memprediksi konsentrasi dari 

sampel (Rohman and Che Man, 2009). 

 

Gambar 4.7 Hasil validasi LOOCV model PLS dengan NIR  
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Model klasifikasi dengan LDA yang telah terbentuk divalidasi dengan teknik 

LOOCV dan memberikan hasil seperti yang tertera dalam Gambar 4.8. Dari data set 

validasi LOOCV diketahui bahwa tidak ada satupun kelompok sampel yang masuk 

dalam kelas yang salah, artinya bahwa model dapat mengkategorikan sampel pada 

kategori yang benar.  

 
Gambar 4.8 Hasil validasi teknik LOOCV model LDA dengan NIR 

Adapun metode validasi kedua yang digunakan adalah 2-fold cross 

validation. Pada penelitian ini, validasi dengan 2-fold cross validation menggunakan 

5 sampel independen (test set) dengan konsentrasi yang telah diketahui. Sampel 

tersebut kemudian diprediksi menggunakan model kalibrasi terpilih. Korelasi antara 

konsentrasi hasil prediksi model dengan konsentrasi teoritis diketahui dengan melihat 

nilai koefisien determinasi (R2) prediksi. Nilai R2 yang diperoleh adalah 0,9823225 

seperti yang tertera dalam Gambar 4.9. Nilai R2 ini menunjukkan bahwa model 

kalibrasi dari sampel training set yang telah dibentuk memiliki reliabilitas yang baik 

untuk diimplementasikan. 
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Gambar 4.9 Hasil validasi teknik 2-fold cross validation model PLS dengan NIR 

4.5 Penerapan Model PLS dan LDA terhadap Sampel 

Model PLS dengan NIR yang telah terbentuk dalam perangkat lunak The 

Unscramble X 10.2 diterapkan dalam analisis kuantitatif sampel, yaitu untuk 

menentukan kadar sampel flavonoid dengan metode spektroskopi NIR. Nilai rata-

rata kadar flavonoid total dalam sampel yang ditunjukkan dengan mg QE/g ekstrak 

dimasukkan dalam set data pada perangkat lunak The Unscramble X 10.2 sebagai 

data pembanding (kadar teoritis) ketika menentukan kadar dengan spektroskopi NIR. 

Data kadar hasil percobaan dengan NIR tercantum pada Tabel 4.5. 

Tabel. 4.5 Hasil perhitungan mg QE/g ekstrak sampel nyata dengan spektroskopi NIR dan 

dengan metode pembanding (metode spektrofotometri UV-Vis) 

Sampel 

Nyata 

Hasil Pengukuran mg QE/g 

ekstrak dengan NIR ± SD 

Hasil Pengukuran mg QE/g ekstrak 

dengan Spektrofotometri UV-Vis ± SD 

Stimuno  36,3053 ± 2,78 35,9433 ± 0,14 

Daun salam 17,1862 ± 0,06 15,1241 ± 0,02 

Hasil penetapan kadar dengan menggunakan dua metode yang berbeda ini 

kemudian dihitung nilai signifikansinya dengan analisis statistik “Uji T Dua Sampel 

Berpasangan” untuk mengetahui apakah ada perbedaan yang bermakna antara kadar 
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sampel nyata yang ditetapkan dengan spektroskopi NIR terhadap kadar sampel nyata 

yang ditetapkan dengan spektrofotometri UV-Vis. Hasil pengolahan data dengan 

program SPSS tertera pada lampiran L. Dari data tersebut dapat ditarik kesimpulan 

bahwa tidak ada perbedaan bermakna pada kadar sampel nyata yang ditetapkan 

dengan kedua metode tersebut, dimana nilai signifikansi yang diperoleh adalah 0,202 

dengan tingkat kepercayaan 95%. Nilai signifikansi tersebut > 0,05 sehingga 

pengambilan keputusan hipotesis dinyatakan H0 diterima (tidak ada perbedaan 

bermakna) dan Ha ditolak (ada perbedaan) (Sari, 2013). 

 Analisis sampel secara kualitatif dilakukan dengan metode LDA. Model yang 

telah terpilih digunakan untuk memprediksi sampel yang belum diketahui 

klasifikasinya dimana hasil dari analisis klasifikasi ini dapat dilihat pada lampiran 

N.2.3. Berdasarkan hasil prediksi menggunakan LDA, dapat diketahui bahwa seluruh 

sampel diklasifikasikan dalam kategori yang benar dengan perhitungan % 

kemampuan prediksi sebesar 100% (Stanimirova et al., 2010). 
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BAB 5. PENUTUP 

 

 

4.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang peneliti dapatkan dari keseluruhan penelitian ini adalah 

sebagai berikut:  

1. Metode spektroskopi inframerah dekat (NIR) dan kemometrik dapat digunakan 

untuk menentukan kadar flavonoid. Model kalibrasi analisis data multivariat 

secara kemometrik dengan PLS menggunakan spektroskopi NIR memberikan 

hasil terbaik dari 15 set kalibrasi dengan R2 kalibrasi sebesar 0,9916499; R2 

validasi sebesar 0,9893221; RMSEC sebesar 2,1521897, dan RMSECV sebesar 

2,460588, serta model klasifikasi LDA yang digunakan sebagai model 

klasifikasi pada pengkategorian antara matriks dengan sampel yang mengandung 

flavonoid memiliki akurasi sebesar 100%. Sedangkan penentuan kadar flavonoid 

dengan spektroskopi FTIR memberikan hasil yang kurang baik, karena nilai R2 

kalibrasi sebesar 0,8653689 dan RMSEC sebesar 8,8958149, serta nilai LDA 

memiliki akurasi sebesar 86,84%. 

2. Kadar flavonoid pada sampel nyata yang diperoleh dari spektroskopi inframerah 

sebesar 36,3053 mg QE/g ekstrak untuk sampel Stimuno dan 17,1862 mg QE/g 

ekstrak untuk sampel Daun salam. Hasil analisis kadar flavonoid dengan metode 

spektroskopi NIR dan kemometrik yang dibandingkan dengan metode 

pembanding spektrofotometri UV-Vis telah sesuai dan tidak memiliki perbedaan 

yang bermakna setelah diuji dengan menggunakan analisis statistik Uji T Dua 

Sampel Berpasangan dengan nilai signifikansi 0,202. 

 

4.2 Saran 

 Berdasarkan hasil penelitian, maka saran yang dapat disampaikan dalam 

penelitian ini meliputi sebagai berikut: 
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1. Perlu dikembangkan analisis kadar flavonoid pada ekstrak daun menggunakan 

metode kemometrik lainnya selain analisis secara kuantitatif dengan PLS dan 

analisis kualitatif dengan LDA. 

2. Perlu dibentuk sebuah model kalibrasi dengan PLS dengan nilai R2, RMSEC, 

dan RMSECV yang lebih baik dan lebih prediktif dengan jumlah sampel lebih 

banyak sehingga cakupan rentang konsentrasi lebih luas untuk kadar sampel 

yang akan dikuantitasi. 

3. Perlu dibentuk model kalibrasi sampel tanaman untuk penentuan beberapa 

kandungan fitokimia. 
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LAMPIRAN 

LAMPIRAN A. ALAT DAN BAHAN YANG DIGUNAKAN 

A.1 Sampel Training Set dan Test Set 

 

A.2 Sampel Nyata 

  

A.3 Instrumen 

   

a. Spektrofotometer NIR b. Spektrofotometer FTIR 

A.4 Kompartemen Sampel 

 

a. NIR    b. FTIR 
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LAMPIRAN B. Spektrum Hasil Scanning dengan Spektroskopi Inframerah 

B.1 Spektroskopi FTIR 

1. Spektrum Standar Kuersetin 

 

2. Contoh Spektrum Sampel 

 

3. Spektrum Aerosil 
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4. Spektrum Aquadest 

 

5. Spektrum Gabungan 

 

B.2 Spektroskopi NIR 

1. Spektrum Standar Kuersetin 

 

Aerosil 

Aquadest 

Kuersetin 

Sampel  

Digital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


62 

 

 

 

2. Contoh Spektrum Sampel 

 

3. Spektrum Aerosil 

 

4. Spektrum Aquadest 
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5. Spektrum Gabungan 

 

 

LAMPIRAN C. Identitas Sampel Ekstrak 

C.1 Sampel Training Set 

 

 

 

 

No Kode  Sampel 

1. 1 A Kopi arabika muda 

2. 2 B Kopi arabika tua 

3. 4 C Jambu biji 

4.  D Katuk 

5.  E Kembang bulan 

6.  F Mangga 

7.  G Pandan 

8.  H Pare 

9.  I Patikan kebo 

10.  J Pepaya 

11.  K Putri malu 

12.  L Sambiloto 

13.  M Sirih merah 

14.  N Sirih 

15.  O Sirsak 

Kuersetin 

Sampel 

Aerosil 

Aquadest  
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C.2 Sampel Test Set 

No Kode Sampel 

1. 1 P Binahong  

2. 2 Q Kunir putih 

3. 4 R Lamtoro  

4.  S Mengkudu  

5.  T Kopi robusta muda 

 

C.3 Sampel Nyata 

Sampel Pabrik Kandungan 

ekstrak 

Waktu 

Kadaluarsa 

Bobot ekstrak 

per kapsul 

Stimuno Dexa medica Meniran Maret 2017 50 mg 

Daun salam Herbal indo utama Salam  Mei 2016 200 mg 

 

LAMPIRAN D. Perhitungan % Rendemen 

% Rendemen ekstrak = 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑑𝑎𝑝𝑎𝑡

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑒𝑟𝑏𝑢𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖
  x 100% 

No Nama Simplisia Serbuk Ekstrak % Rendemen 

1 Binahong   80,0435 2,5243 3,154 

2 Jambu biji   80,0304 5,2717 6,587 

3 Katuk 80,0442 3,4661 4,309 

4 Kembang bulan 80,0994 2,5000 3,121 

5 Kunir 80,4729 4,6482 5,776 

6 Lamtoro 80,0066 2,6083 3,260 

7 Mangga   80,1578 8,2029 10,23 

8 Mengkudu 80,0248 3,0480 3,809 

9 Pandan  80,0750 2,2540 2,815 

10 Patikan kebo 80,0570 2,9762 3,718 

11 Pepaya 80,0112 5,3008 6,625 

12 Sirih  80,0465 3,9268 4,906 

13 Sirsak 80,1078 3,6850 4,600 
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LAMPIRAN E. Data Absorbansi Penetapan Kadar Flavonoid Total 

E.1 Kuersetin 15,670 μg/ml 
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E.2 Standar Kuersetin 

 

 

LAMPIRAN F. Pembuatan Larutan pada Penetapan Kadar Flavonoid Total 

F.1 Larutan Kuersetin 

 Larutan induk 

10,447 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 1044,7 µg/ml 

 Pengenceran  

1) 
1 ml

10 ml
 x 1044,7 µg/ml = 104,47 µg/ml 

 
0,2 ml

10 ml
 x 104,47 µg/ml = 2,089 µg/ml 

 
0,4 ml

10 ml
 x 104,47 µg/ml = 4,178 µg/ml 

2) 
2 ml

10 ml
 x 1044,7 µg/ml = 208,94 µg/ml 

 
0,4 ml

10 ml
 x 208,94 µg/ml = 8,357 µg/ml 

 
0,5 ml

10 ml
 x 208,94 µg/ml = 10,44 µg/ml 

3) 
3 ml

10 ml
 x 1044,7 µg/ml = 313,41 µg/ml 

 
0,2 ml

10 ml
 x 313,41 µg/ml = 6,268 µg/ml 

 
0,4 ml

10 ml
 x 313,41 µg/ml = 12,53 µg/ml 

 
0,5 ml

10 ml
 x 313,41 µg/ml = 15,67 µg/ml 
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F.2 Larutan Ekstrak 

Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak 

A 1 40,2 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4020 µg/ml 

 2 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

B 1 40,2 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4020 µg/ml 

 2 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

C 1 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

 2 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

D 1 40,2 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4020 µg/ml 

 2 40,3 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4030 µg/ml 

E 1 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

 2 40,2 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

F 1 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

 2 40,2 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4020 µg/ml 

G 1 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

 2 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

H 1 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

 2 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

I 1 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

 2 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

J 1 40,2 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4020 µg/ml 

 2 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

K 1 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

 2 40,3 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4030 µg/ml 

L 1 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

 2 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

M 1 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

 2 40,3 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4030 µg/ml 
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Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak 

N 1 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

 2 40,3 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4030 µg/ml 

O 1 40,3 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4030 µg/ml 

 2 40 mg

10 ml
 x 1000  µg/ml = 4000 µg/ml 

P 1 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

 2 40,2 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4020 µg/ml 

Q 1 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

 2 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

R 1 40,3 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4030 µg/ml 

 2 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

S 1 40,1 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

 2 40,2 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4020 µg/ml 

T 1 40,2 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4020 µg/ml 

 2 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

 

LAMPIRAN G. Pembuatan Larutan AlCl3 10% 

1 g

10 ml
 = 10% 

Ditimbang 1 g AlCl3 dilarutkan dalam aquadest ad 10 ml 

LAMPIRAN H. Pembuatan Larutan Kalium Asetat 1M 

Molar = Massa

Mr
 x 1000

Volume (ml)
 ;  

 Mr kalium asetat = 98 

1 M = massa

98
 x 1000

10 ml
 

Massa = 0,98 
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LAMPIRAN I. Hasil Spektra Optimasi Panjang Gelombang Maksimum 

Flavonoid 

Data Mode    : ABS  

Scan Range    : 600,0 - 200,0 nm  

Slide Width   : 4 nm  

Speed (nm/min)   : 400 nm/min  

Lamp Change Wavelength  : 340,0 nm 

 

 

LAMPIRAN J. PENGUJIAN AKURASI 

Adisi Penimbangan 

sampel  

(mg) 

Penambahan 

standar adisi 

(mg) 

Massa 

teoritis 

(mg) 

Massa hasil 

percobaan 

(mg) 

Recovery 

(%) 

Rata-

rata (%) 

RSD 

(%) 

30% 40,2 0,618 53,7544 52,3976 97,4759 97,6318 0,37 

 40,2 0,618 53,7544 52,3447 97,3775   

 40,0 0,618 53,5484 52,5000 98,0421   

60% 40,1 0,620 66,0914 65,2623 98,7455 98,2419 0,46 

 40,2 0,620 66,1944 64,9413 98,1069   

 40,4 0,620 66,4004 64,9884 97,8735   

     Rata-rata 97,8937 0,42 
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Sampel 200 
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Perhitungan sampel uji akurasi dengan metode standar adisi dilakukan 

dengan cara sebagai berikut. 

Ekstrak yang digunakan untuk uji akurasi adalah ekstrak dengan kadar kuersetin 

paling tinggi, yaitu ekstrak C dengan rata-rata kadar kuersetin 51,4856 mg QE/g 

(5,14856%). 

1. Adisi 30%  

 Pembuatan sampel adisi  

Bila ditimbang sampel 40 mg, maka jumlah standar kuersetin yang 

ditambahkan dalam sampel sebesar:  

40 mg x 5,14856 x 0,3

100 mg
 = 0,618 mg standar kuersetin 

 Pembuatan sampel adisi  

Menimbang standar dengan kuersetin = 6,18 mg, dimasukkan labu ukur 10 ml 

dan ditambahkan etanol sampai tanda batas. 

6,18 mg

10 ml
 x 1000 = 618 ppm 

Cara kerja :  

a. Sebanyak 40 mg ekstrak ditimbang dan dimasukkan dalam labu ukur 10 

mL, ditambahkan etanol (tidak sampai tanda batas).  

b. Memipet 1 ml larutan standar 618 ppm, memasukkan ke labu ukur 10 

ml yang berisi larutan ekstrak, sehingga telah dilakukan adisi sebanyak 

6,18 mg ke dalam 40 mg ekstrak.  

1 ml dari 618 ppm = 
618 mg

1000 ml
 x 1 ml = 0,618 mg 

c. Menambahkan etanol sampai tanda batas.  

d. Sebanyak 0,5 ml larutan adisi dilarutkan 3 mL etanol, ditambahkan 0,2 

mL AlCl3 10%, ditambahkan 0,2 mL kalium asetat 1M, dan ditambakan 

aquadest sampai tanda. 
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 Perhitungan % recovery 

Misal : pada replikasi 1 dengan penimbangan sampel 40,2 mg 

Konsentrasi teoritis : 

5,14856 mg

100 mg
 x 40,2 mg = 2,06972 + 0,618 

 = 2,68772 mg (jumlah kuersetin dalam sampel adisi 30%) 

2,68772  mg

10 ml
 x 1000 = 268,772 µg/ml 

268,772 µg/ml x 10 ml = 2687,72 µg  

2687,72 µg x 10/0,5 ml = 53,7544 mg 

Hasil percobaan = 52,3976 mg 

% recovery = 
52,3976  mg

53,7544  mg
 x 100% = 97,4759 

2. Adisi 60%  

 Pembuatan sampel adisi  

Bila ditimbang sampel 40 mg, maka jumlah standar kuersetin yang ditam 

bahkan dalam sampel sebesar:  

40 mg x 5,14856 x 0,6

100 mg
 = 1,24 mg standar kuersetin 

 Pembuatan sampel adisi  

Menimbang standar dengan kuersetin = 6,20 mg, dimasukkan labu ukur 10 ml 

dan ditambahkan etanol sampai tanda batas. 

6,20 mg

10 ml
 x 1000 = 620 ppm 

Cara kerja :  

a. Sebanyak 40 mg ekstrak ditimbang dan dimasukkan dalam labu ukur 10 

mL, ditambahkan etanol (tidak sampai tanda batas).  

b. Memipet 2 ml larutan standar 620 ppm, memasukkan ke labu ukur 10 

ml yang berisi larutan ekstrak, sehingga telah dilakukan adisi sebanyak 

1,24 mg ke dalam 40 mg ekstrak.  
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2 ml dari 620 ppm = 
620 mg

1000 ml
 x 2 ml = 1,24 mg 

c. Menambahkan etanol sampai tanda batas.  

d. Sebanyak 0,5 ml larutan adisi dilarutkan 3 mL etanol, ditambahkan 0,2 

mL AlCl3 10%, ditambahkan 0,2 mL kalium asetat 1M, dan ditambakan 

aquadest sampai tanda. 

 Perhitungan % recovery 

Misal : pada replikasi 1 dengan penimbangan sampel 40,1 mg 

Konsentrasi teoritis : 

5,14856 mg

100 mg
 x 40,1 mg = 2,06457 + 1,24 

 =  3,30457 mg (jumlah kuersetin dalam sampel adisi 60%) 

3,30457   mg

10 ml
 x 1000 = 330,457 µg/ml 

330,457 µg/ml x 10 ml = 3304,57 µg  

3304,57 µg x 10/0,5 ml = 66,0914 mg 

Hasil percobaan = 65,2623 mg 

% recovery = 
65,2623   mg

66,0914   mg
 x 100% = 98,7455 

LAMPIRAN K. Hasil Pengukuran Kadar Flavonoid Total Sampel Training Set, 

Test Set, dan Sampel Nyata dengan Spektrofotometer UV-vis 

K.1 Contoh Perhitungan  

Persamaan : Y = 0,094x + 0,068 (R = 0,993 ; R2 = 0,987) 

Replikasi 1 

0,804 = 0,094x + 0,068 

x = 7,830 μg/ml  

 Dalam 10 ml (1) 

7,830 μg/ml x 10 ml = 78,30 μg  

 Dalam 10 ml (2) 
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78,30 μg x 
10 𝑚𝑙

0,5 𝑚𝑙
 = 1566 μg = 1,566 mg 

 
1,566 mg

0,04 𝑔
 = 39,1500 mg QE/g ekstrak 

Replikasi 2 

0,807 = 0,094x + 0,068 

x = 7,862 μg/ml 

 Dalam 10 ml (1) 

7,862 μg/ml x 10 ml = 78,62 μg  

 Dalam 10 ml (2) 

78,62 μg x 
10 𝑚𝑙

0,5 𝑚𝑙
 = 1572,4 μg = 1,5724 mg 

 
1,5724  mg

0,04 𝑔
 = 39,3100 mg QE/g ekstrak 

 

Standar : Kuersetin 

Konsentrasi (µg/ml) Absorbansi 

2,089 0,260 

4,178 0,401 

8,357 0,934 

10,44 1,092 

12,536 1,221 

15,67 1,501 

 

 

y = 0,094x + 0,068
R = 0,993
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K.2 Hasil Perhitungan mg QE/g Ekstrak Seluruh Training Set  

Sampel 

Training Set 

Massa 

Penimbangan (mg) 
Absorbansi 

mg QE/g 

ekstrak 

Rata-rata mg 

QE/g ekstrak 

A 40,2 0,256 9,9525 
9,8728 

 40,0 0,253 9,7930 

B 40,2 0,275 10,954 
11,2329 

 40,1 0,285 11,512 

C 40,0 1,007 49,956 
51,4856 

 40,1 1,067 53,015 

D 40,2 0,664 31,541 
31,5279 

 40,3 0,665 31,515 

E 40,0 0,521 24,096 
24,1696 

 40,2 0,526 24,242 

F 40,1 0,739 35,603 
35,6115 

 40,2 0,741 35,619 

G 40,1 0,245 9,3913 
9,7357 

 40,1 0,258 10,080 

H 40,0 0,672 32,128 
32,7400 

 40,0 0,695 33,352 

I 40,1 0,593 27,859 
27,8700 

 40,0 0,592 27,880 

J 40,2 0,682 32,500 
32,5536 

 40,0 0,681 32,606 

K 40,1 0,350 14,966 
15,0597 

 40,3 0,355 15,152 

L 40,0 0,804 39,145 
39,2250 

 40,0 0,807 39,305 

M 40,1 0,568 26,526 
26,4079 

 40,3 0,566 26,290 

N 40,0 0,754 36,489 
36,4585 

 40,3 0,758 36,428 

O 40,3 0,827 40,071 
40,2475 

 40,0 0,828 40,425 
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K.3 Hasil Perhitungan mg QE/g Ekstrak Seluruh Test Set  

Sampel Test 

Set 

Massa 

Penimbangan (mg) 

Absorbansi mg QE/g 

ekstrak 

Rata-rata mg 

QE/g ekstrak 

P 40,1 0,338 14,326 
14,3892 

 40,2 0,341 14,452 

Q 40,0 0,440 19,788 
20,2946 

 40,1 0,460 20,800 

R 40,3 0,937 45,875 
46,0695 

 40,1 0,940 46,264 

S 40,1 0,552 25,680 
26,2316 

 40,2 0,574 26,780 

T 40,2 0,145 4,0756 
4,0275 

 40,1 0,143 3,9794 

 

K.4 Hasil Perhitungan mg QE/g Ekstrak Sampel Nyata  

K.4.1 Persentase hasil percobaan (mg QE/g ekstrak) dengan metode spektroskopi 

NIR 

 

Masing-masing nilai mg QE/g ekstrak yang tercantum sebagai ‘predicted’ pada 

Tabel diatas dihitung rata-ratanya dari sampel nyata sehingga diperoleh nilai rata-rata 

mg QE/g ekstrak sampel nyata yang ditentukan dengan metode spektroskopi NIR. 

 

 

Digital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


78 

 

 

 

K.4.2 Perbandingan hasil penetapan kadar dengan metode spektroskopi NIR dan 

spektrofotometri UV-Vis dalam mg QE/g ekstrak 

Sampel 

Nyata 

Hasil Pengukuran mg QE/g 

ekstrak dengan NIR ± SD 

Hasil Pengukuran mg QE/g ekstrak 

dengan Spektrofotometri UV-Vis ± SD 

Stimuno  36,3053 ± 2,78 35,9433 ± 0,14 

Daun salam 17,1862 ± 0,06 15,1241 ± 0,02 

 

LAMPIRAN L. Hasil Analisis Statistik Uji T dengan Program Statistical 

Product and Service Solutions (SPSS) 

Paired Samples Statistics 

  Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 NIR 2.674573E

1 
6 10.6188769 4.3351384 

SPEKTRO 2.553372E

1 
6 11.4034599 4.6554430 

 

Paired Samples Correlations 

  N Correlation Sig. 

Pair 1 NIR & SPEKTRO 6 .986 .000 

 

Paired Samples Test 

  Paired Differences 

t df 

Sig. (2-

tailed) 

  

Mean 

Std. 

Deviation 

Std. Error 

Mean 

95% Confidence 

Interval of the 

Difference 

  Lower Upper 

Pair 

1 

NIR - 

SPEKTRO 
1.2120167E0 2.0244053 .8264600 -.9124664 3.3364997 1.467 5 

.202 
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LAMPIRAN M. Hasil Analisis Kuantitatif dengan Metode Kemometrik PLS 

M.1 Dengan Spektroskopi FTIR 

M.1.1 Kalibrasi PLS spektrum bilangan gelombang utuh 

 

M.1.2 Kalibrasi PLS spektrum bilangan gelombang 3500-3000 cm-1 

 

M.1.3 Kalibrasi PLS spektrum bilangan gelombang 1300-1000 cm-1 
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M.1.4 Kalibrasi PLS spektrum bilangan gelombang 1650-1400 cm-1 
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M.1.5 Data yang Digunakan sebagai Model Kalibrasi 
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M.2 Dengan Spektroskopi NIR 

M.2.1 Model Kalibrasi yang terbentuk dari Sampel Training Set 
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M.2.2 Data Training Set yang Digunakan sebagai Model Kalibrasi 
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M.2.3 Hasil Validasi Model Kalibrasi dengan Test Set  

 

M.2.4 Data Test Set yang Digunakan dalam Validasi  Model Kalibrasi 
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LAMPIRAN N. Hasil Analisis Kualitatif dengan Metode Kemometrik LDA 

N.1 Dengan Spektroskopi FTIR 

N.1.1 Model Klasifikasi yang terbentuk  
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N.2 Dengan Spektroskopi NIR 

N.2.1 Model Klasifikasi yang terbentuk dari Sampel Training Set 
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N.2.2  Hasil Validasi Model Klasifikasi dengan Test Set (LOOCV) 

 

N.2.3 Hasil Pengklasifikasian Sampel Nyata dengan Metode LDA 

 

Perhitungan % Kemampuan Prediksi Sampel Nyata 

% Kemampuan prediksi = 
Ʃ sampel nyata yang diprediksi benar

Ʃ total sampel nyata yang digunakan
 x 100% 

       = 
12

12
 x 100% 

          = 100% 
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