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RINGKASAN 

 

Penentuan Kadar Saponin Total pada Ekstrak Daun Tanaman Menggunakan 

Metode Spektroskopi Near Infrared dan Kemometrik: Maulana Fadlil Saputra, 

112210101066; 2018; 94 halaman; Fakultas Farmasi, Universitas Jember. 

Saponin merupakan senyawa aktif permukaan dan bersifat seperti sabun serta 

dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya dalam membentuk busa dan 

menghemolisis darah. Hemolisis darah merah oleh saponin ini merupakan hasil 

interaksi antara saponin dengan senyawa-senyawa yang terdapat pada permukaan 

membran sel, seperti kolesterol, protein dan fosfolipid. Saponin  memiliki  aktivitas  

antifungi  dan  anti bakteri  patogen.  Nilai  ekonomi  lain  dari  saponin  terletak  pada  

penggunaan  senyawa  tersebut  sebagai  bahan  dasar  industri  hormon  seks,  

kortikosteroid, dan turunan steroid lainnya. Pada penelitian ini dilakukan penentuan 

kadar saponin pada ekstrak daun tanaman menggunakan metode spektoskopi Near 

Infrared dan kemometrik. Hasil nilai kadar dari analisis secara kuantitatif yang 

didapatkan akan dibandingkan dengan dengan hasil nilai kadar pada analisis 

menggunakan spektofotometri UV-Vis sebagai pembanding. 

 Penetapan kadar dengan metode spektroskopi NIR dan kemometrik ini 

memerlukan suatu analisis data multivariat (kemometrik) untuk mengetahui 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), Support Vector Machines (SVM) 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. 

Metode pembanding yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 

spektrofotometri UV-Vis menggunakan pereaksi vanilin asam sulfat dengan standar 

sapogenin. Berdasarkan hasil penelitian PLS menggunakan spektroskopi NIR 

memberikan hasil terbaik dengan R2 kalibrasi sebesar 0,989144; R2 validasi sebesar 

0,9877479; RMSEC sebesar 2,2232444 dan RMSECV sebesar 2,3714383. Validasi 

model juga memberikan nilai yang baik dengan R2 LOOCV sebesar 0,9921739 dan R2 
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2-Fold-Cross-Validation sebesar 0,9827453. Model klasifikasi LDA dan SVM yang 

digunakan pada pengkategorian antara matriks dengan sampel yang mengandung 

saponin memiliki akurasi sebesar 100%. 

Model PLS dan LDA dengan spektroskopi NIR yang telah terbentuk dan 

tervalidasi kemudian diterapkan pada sampel nyata sehingga diperoleh kadar saponin 

dalam sampel nyata. Kadar saponin pada sampel nyata yang diperoleh dari 

spektroskopi inframerah dekat sebesar 17,546 % SE/100 g sampel untuk daun salam, 

24,305 % SE/100 g sampel untuk daun mimba dan 30,544 % SE/100 g sampel untuk daun 

juwet. 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 0,329, 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 diantaranya merupakan tumbuhan 

berkhasiat obat. Dari jumlah tersebut sekitar 9600 spesies diketahui berkhasiat obat, 

tetapi yang dibudidayakan baru 20 - 22% (Kementrian Kehutanan RI., 2010). 

Tanaman obat atau herbal Indonesia mempunyai potensi yang luar biasa untuk 

mengatasi berbagai penyakit. Penggunaan tanaman obat sebagai obat tradisional 

dipercaya cukup efektif dan aman karena jarang menimbulkan efek samping dan 

harganya relatif lebih murah (Dewoto., 2007). 

Senyawa dalam tanaman yang dapat digunakan sebagai obat herbal dinamakan 

metabolit sekunder. Senyawa metabolit sekunder sangat bervariasi jumlah dan jenisnya 

dari setiap tanaman dimana beberapa dari senyawa tersebut telah diisolasi dan sebagian 

diantaranya memberikan efek fisiologis dan farmakologis yang lebih dikenal dengan 

senyawa kimia aktif (Copriyadi et al., 2005). 

Senyawa kimia aktif pada tanaman dapat diketahui dengan melakukan uji 

fitokimia. Uji fitokimia merupakan suatu ilmu yang berkaitan tentang kimia organik 

bahan alam dan ilmu biokimia tanaman. Uji fitokimia sangat bermanfaat untuk 

mengetahui dan menginformasikan adanya senyawa metabolit sekunder yang 

terkandung dalam tanaman (Harborne, 1987). Contoh senyawa metabolit sekunder 

adalah senyawa alkaloid, senyawa kurkumin, senyawa saponin, senyawa glukosida, 

senyawa flavonoid dan senyawa fenol (Saxena et al., 2013). 

Saponin merupakan bentuk glikosida dari sapogenin sehingga akan bersifat 

polar. Saponin adalah senyawa yang bersifat aktif permukaan dan dapat menimbulkan 

busa jika dikocok dalam air (Kristanti et al., 2008). Timbulnya busa pada uji saponin 

menunjukkan adanya glikosida yang mempunyai kemampuan untuk membentuk buih 

dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya (Marliana et al., 
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2005). Senyawa saponin tersebut akan cenderung tertarik oleh pelarut yang bersifat 

semi polar seperti metanol. Menurut Osbourn  (2003)  menjelaskan  bahwa  saponin  

memiliki  aktivitas  antifungi  dan  anti bakteri patogen.  Nilai  ekonomi  lain  dari  

saponin  terletak  pada  penggunaan  senyawa  tersebut  sebagai  bahan  dasar  industri  

hormon  seks,  kortikosteroid, dan turunan steroid (Manitto., 1992). 

Ada beberapa metode yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi adanya 

senyawa saponin di dalam tanaman, diantaranya yaitu penentuan saponin 

menggunakan metode HPLC (Mahatto,1988), kromatografi lapis tipis (Astuti., 2014), 

kromatografi gas-spektrofotometri massa (GC-MS) (Setyowati et al., 2014), dan 

dengan metode spektrofotometri UV-Vis (Pasaribu et al, 2014). 

Teknologi spektroskopi near infrared (NIR) merupakan salah satu teknologi 

yang dapat menggantikan metode konvensional dan telah sukses diaplikasikan pada 

produk pertanian, farmasi, petrokimia dan lingkungan (Andasuryani et al., 2014).  

Spektroskopi Near Infrared (NIR) merupakan suatu pilihan yang efektif karena 

merupakan teknik analisis non destruktif, dapat menganalisis dengan kecepatan tinggi, 

tidak menimbulkan polusi, dan tidak memerlukan bahan kimia (Karlinasari et al., 

2012). NIR merupakan salah satu instrumen dalam analisis farmasetika yang dikenal 

secara luas digunakan untuk pengujian bahan baku, proses monitoring dan kontrol 

kualitas (Gowen et al., 2008). NIR kini menjadi penting dalam analisis sampel 

farmasetika dikarenakan ketangguhan (robustness) yang sangat menonjol dari 

instrumen tersebut (Abrahamsson., 2005). Selain itu NIR juga dapat digunakan dalam 

penentuan senyawa flavonoid, penetuan senyawa alkaloid dan senyawa fenol 

(Rohmaniyah., 2017). 

Pengolahan data spektrum infra merah dekat dilakukan menggunakan metode 

statistik multivariat. Manfaat dari metode statistik multivariat tersebut adalah 

kemampuannya dalam mengekstrak informasi spektrum yang diperlukan dari spektrum 

inframerah dan menggunakan informasi spektrum tersebut untuk aplikasi kualitatif dan 

kuantitatif. Metode statistik multivariat sering disebut dengan metode kemometrik 

(Ritz et al., 2011). Pada penelitian ini digunakan metode kemometrik Linear 
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Discriminant Analysis (LDA) dan Partial Least Square (PLS), dimana dua metode ini 

merupakan metode yang paling banyak digunakan secara luas. 

Mengacu pada uraian tersebut, maka dalam penelitian ini akan dilakukan 

penentuan kadar saponin pada ekstrak daun tanaman menggunakan metode 

spektoskopi infra merah dekat dan kemometrik. Hasil nilai kadar dari analisis secara 

kuantitatif yang didapatkan akan dibandingkan dengan dengan hasil nilai kadar pada 

analisis menggunakan spektofotometri UV-Vis sebagai pembanding. 

 

1.2. Rumusan Masalah  

Berdasarkan latar belakang di atas maka rumusan masalah yang diperoleh adalah:  

1. Apakah model PLS dan LDA dapat digunakan untuk menentukan kadar 

saponin total dan menentukan klasifikasi antara ekstrak daun yang 

mengandung saponin dan matriks pada beberapa ekstrak daun tanaman? 

2. Apakah kadar saponin total pada sampel nyata yang ditetapkan dengan 

metode NIR-kemometrik dan metode spektrofotometri UV-Vis 

(pembanding) memberikan hasil yang tidak berbeda signifikan? 

 

1.3. Tujuan Penelitian  

1. Menentukan model PLS dan LDA untuk menentukan kadar saponin total dan 

menentukan klasifikasi antara ekstrak daun yang mengandung saponin dan 

matriks pada beberapa ekstrak daun tanaman. 

2. Mengetahui ada atau tidaknya perbedaan yang signifikan antara kadar 

saponin total yang ditetapkan dengan metode NIR-kemometrik dibandingkan 

dengan metode spektrofotometri UV-Vis (pembanding). 
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1.4. Manfaat Penelitian 

1. Memberikan pengetahuan tentang metode analisis saponin yang lebih 

sederhana, cepat, dan mudah. 

2. Memberikan pengetahuan tentang kandungan senyawa saponin yang terdapat 

pada beberapa daun tanaman. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Daun 

 Daun (folium) merupakan satu dari struktur utama tanaman yang memiliki fungsi 

utama melaksanakan proses fotosintesis. Dalam proses tersebut daun melakukan fungsi 

eksternal yaitu melakukan respirasi, transpirasi dan absorbsi cahaya (Haryadi, 2013). 

 Daun memiliki bentuk dan ukuran yang bervariasi, mulai dari yang berbentuk 

duri kecil hingga yang berbentuk lebar. Sekalipun bentuk dan ukuran daun tampak 

bervariasi, pada dasarnya daun terdiri dari tiga bagian, yaitu bagian pelepah (vagina), 

tangkai daun (petiolus) dan helaian daun (lamina). Daun yang memiliki ketiga bagian 

tersebut dinamakan daun lengkap. Pada sebagian besar tumbuhan, daun hanya terdiri 

dari satu atau dua bagian saja. Daun-daun yang demikian dinamakan sebagai daun tak 

lengkap (Latifa, 2015).   

 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). 

 

2.2 Saponin 

Saponin merupakan bentuk glikosida dari sapogenin sehingga akan bersifat polar 

dan dapat menimbulkan busa jika dikocok dalam air (Kristanti et al., 2008). Timbulnya 

busa pada uji saponin menunjukkan adanya glikosida yang mempunyai kemampuan 

untuk membentuk buih dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa 

lainnya (Marliana et al., 2005). Senyawa saponin tersebut akan cenderung tertarik oleh 

pelarut yang bersifat semi polar seperti metanol. 

Saponin diklasifikasikan menjadi 2 kelompok yaitu: saponin steroid dan saponin 

triterpenoid. Saponin steroid tersusun atas inti steroid (C-27) dengan molekul 

karbohidrat, dapat dihidrolisis menghasilkan saraponin yang digunakan sebagai anti 

jamur dan dapat berkonjugasi dengan asam glukoronida. Saponin dapat digunakan 
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sebagai bahan baku pada proses biosintesis obat kortikosteroid. Saponin triterpenoid 

tersusun atas inti triterpenoid dengan molekul karbohidrat. Saponin jenis ini dapat 

dihidrolisis menghasilkan sapogenin. Sapogenin  mudah dikristalkan melalui reaksi 

asetilasi sehingga dapat dimurnikan. (Liem et al.,2013).  

Saponin merupakan senyawa aktif permukaan dan bersifat seperti sabun serta 

dapat dideteksi berdasarkan kemampuannya dalam membentuk busa dan 

menghemolisis darah. Hemolisis darah merah oleh saponin ini merupakan hasil 

interaksi antara saponin dengan senyawa-senyawa yang terdapat pada permukaan 

membran sel, seperti kolesterol, protein dan fosfolipid. Saponin larut dalam air, sedikit 

larut atau tidak sama sekali dalam etanol dan metanol pekat yang dingin (Harborne, 

1987). Adapun struktur kimia dari saponin seperti pada gambar 2.1 : 

 

Gambar 2.1 Struktur Kimia Saponin 

 

2.3  Simplisia 

Simplisia adalah bahan alami yang digunakan sebagai obat yang belum 

mengalami pengolahan, dan kecuali dikatakan lain berupa bahan yang telah 

dikeringkan (Ditjen POM, 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. Simplisia hewani adalah simplisia yang berupa hewan atau bagian zat hewan 
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berguna yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat kimia murni. Simplisia 

pelikan (mineral) adalah simplisia yang berupa bahan-bahan pelikan (mineral) yang 

belum diolah atau telah diolah dengan cara sederhana dan belum berupa zat kimia 

(MMI, 1995). 

 

2.4  Ekstrak 

Menurut Farmakope Indonesia edisi IV, ekstrak adalah sediaan kental yang 

diperoleh dengan mengekstraksi senyawa aktif dari simplisia nabati atau simplisia 

hewani menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semua atau hampir semua pelarut 

diuapkan dan massa atau serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian sehingga 

memenuhi baku yang telah ditentukan. Sebagian besar ekstrak dibuat dengan 

mengekstraksi bahan baku obat secara perkolasi. Seluruh perkolat biasanya dipekatkan 

secara destilasi dengan menggunakan tekanan. 

Menurut (Voight, 1995), ekstrak dapat dikelompokkan atas dasar sifatnya, antara 

lain: 

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

dapat dituang. 

b. Ekstrak kental adalah sediaan yang kuat dalam keadaan dingin dan tidak dapat 

dituang, dimana kandungan airnya berjumlah sampai 30%. Tingginya 

kandungan air menyebabkan ketidak stabilan sediaan obat karena cemaran 

bakteri (merupakan medium tumbuh yang baik untuk bakteri). 

c. Ekstrak kering, merupakan ekstrak yang telah mengalami proses penguapan 

dan tidak mengandung pelarut  lagi dan mudah digoyangkan yang memiliki 

kelembaban tidak kurang dari 5%. 

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

simplisia sesuai dengan dua bagian ekstrak cair 
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2.5 Metode Ekstaksi 

Ekstraksi adalah kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat larut sehinggga 

terpisah 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 

Jenderal Pengawas Obat dan Makanan Departemen Kesehatan Republik Indonesia, 

2000). 

Menurut Ditjen POM (2000), ada beberapa metode ekstaksi : 

a. Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia menggunakan pelarut dengan 

beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan (kamar). 

Maserasi kinetik dilakukan dengan pengadukan yang kontinu (terus menerus). 

Remaserasi dilakukan dengan pengulangan penambahan pelarut setelah di lakukan 

penyaringan maserat pertama dan seterusnya.  

b. Perkolasi adalah ekstraksi dengan menggunakan pelarut yang selalu baru sampai 

penyarian sempurna, umumnya di lakukan pada temperatur ruangan. Proses ini 

terdiri dari tahapan pengembangan bahan, tahap maserasi antara, dan tahap 

perkolasi sebenarnya (penetesan/penampungan ekstrak) yang terus menerus 

sampai ekstrak yang diinginkan habis tersari.  

c. Refluks adalah ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya, selama 

waktu tertentu dan jumlah pelarut yang relativ konstan dengan adanya pendingin 

balik 

d. Soxhlet adalah ekstraksi menggunakan pelarut yang selalu baru, umumnya 

dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu dan jumlah pelarut 

relatif konstan dengan adanya pendingin balik 

e. Digesti adalah maserasi dengan pengadukan kontinu pada temperatur yang lebih 

tinggi dari temperatur ruangan yaitu pada temperatur 40-500C. 

f. Infus adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air mendidih, 

temperatur terukur 96-980C selama waktu tertentu (15-20 menit). 
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g. Dekok adalah infus pada waktu yang lebih lama (≥30ºC) dengan temperatur 

sampai titik didih air. 

 

2.6 Spektofotometri Uv-vis 

Spektroskopi adalah ilmu yang mempelajari tentang radiasi sinar tampak yang 

berinteraksi dengan molekul pada panjang gelombang tertentu dan menghasilkan suatu 

spektra, yang merupakan hasil interaksi antara energi radian dengan panjang 

gelombang atau frekuensi. Kemudian pengertian ini dikembangkan tidak hanya untuk 

radiasi sinar tampak, tapi juga jenis radiasi elektromagnetik yang lain seperti sinar X, 

ultraviolet, inframerah, gelombang mikro, dan radiasi frekuensi radio. Ilmu yang 

berhubungan dengan pengukuran spektra tersebut dinamakan spektrofotometri. 

Spektrofotometer UV-Vis adalah alat yang digunakan untuk mengukur serapan yang 

dihasilkan dari interaksi kimia antara radiasi elektromagnetik dengan molekul atau 

atom dari suatu zat kimia pada daerah UV-Vis (FI edisi IV, 1995).  

Spektrofotometer UV-Vis adalah anggota teknik analisis spektroskopik yang 

memakai sumber radiasi elektromagnetik ultraviolet (190-380 nm) dan sinar tampak 

(380-780 nm) dengan memakai instrumen spektrofotometer (Raisa,2009). Prinsip dari 

spektrofotometri UV-Vis adalah mengukur jumlah cahaya yang diabsorbsi atau 

ditransmisikan oleh molekul-molekul di dalam larutan. Ketika panjang gelombang 

cahaya ditransmisikan melalui larutan, sebagian energi cahaya tersebut akan diserap 

(diabsorpsi). Besarnya kemampuan molekul-molekul zat terlarut untuk mengabsorbsi 

cahaya pada panjang gelombang tertentu dikenal dengan istilah absorbansi (A), yang 

setara dengan nilai konsentrasi larutan tersebut dan panjang berkas cahaya yang dilalui 

(biasanya 1 cm dalam spektrofotometri) ke suatu point dimana persentase jumlah 

cahaya yang ditransmisikan atau diabsorbsi diukur dengan phototube. (Susanti, 2010). 

 

2.7 Infamerah Dekat (NIR) 

Teknologi spektroskopi near infrared (NIR) merupakan salah satu teknologi 

yang dapat menggantikan metode konvensional dan telah sukses diaplikasikan pada 
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produk pertanian, farmasi, petrokimia dan lingkungan (Andasuryani et al., 2014). 

Teknologi infra merah dekat (near infrared, NIR) dikembangkan sebagai salah satu 

metode yang non destruktif, dapat menganalisis dengan kecepatan tinggi, tidak 

menimbulkan polusi, penggunaan preparat contoh yang sederhana dan tidak 

memerlukan bahan kimia. NIR Spektroskopi menggunakan gelombang 

elektromagnetik dengan panjang gelombang 780 nm - 2500 nm atau jumlah gelombang 

per cm 12.800 cm-1 hingga 4000 cm-1 (Schwanninger et al., 2011).  

Spektra NIR dapat menjadi kompleks karena seringkali pita spektra yang 

dihasilkan memunculkan puncak yang tumpang tindih sehingga penentuan pita spektra 

tungalnya menjadi sulit (Karlinasari et al., 2012). Untuk melakukan analisis NIR secara 

kualitatif atau kuantitatif, diperlukan metode  metode statistik yaitu kemometrika 

(Reich, 2005).  

 

2.8 Kemometrik 

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).  

Analisis secara multivariat adalah analisis yang menggunakan banyak variabel 

untuk mendeskripsikan sistem. Keuntungan dari sistem multivariat adalah selektivitas  

sensor yang baik, model multivariat yang lebih memadai dan dapat menangani masalah 

yang tidak bisa dilakukan pada analisis univariat (Bro, 2003). Analisis multivariat 

menyediakan metode untuk mengurangi data berukuran besar yang diperoleh dari 

instrumen, seperti spektrofotometer.  

Metode kalibrasi multivariat dapat dibagi berdasarkan kegunaan kualitatif atau 

kuantitatif. Untuk analisis kualitatif dapat menggunakan Principal Component 

Analysis (PCA), Linear Discriminant Analysis (LDA), dan Soft Independent Modelling 
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of Class Analogy (SIMCA). Sedangkan untuk analisis kuantitatif dapat diklasifikasikan 

menjadi Partial Least Square (PLS), dan Support Vector Regression (SVM) (Roggo et 

al., 2007). 

 

2.8.1  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, 2001).   

Komponen-komponen utama ini dipilih sedemikian rupa sehingga PC1 memiliki 

variasi terbesar dalam set data, sedangkan PC2 tegak lurus terhadap komponen utama 

pertama dan memiliki variasi terbesar berikutnya (Miller dan Miller, 2010). Kedua 

komponen utama ini pada umumnya digunakan sebagai bidang proyeksi untuk 

pemeriksaan visual data multivariat. Jika jumlah varian dari PC1 dan PC2 lebih besar 

dari 70%, maka score plot memperlihatkan visualisasi dua dimensi yang baik 

(Varmuza, 2001). 

 

2.8.2 Linier Discriminant Analysis (LDA) 

 LDA adalah metode yang paling banyak digunakan dengan hasil terbaik. LDA 

didasarkan pada penentuan fungsi diskriminan linier yang memaksimalkan rasio antara 

kelas varians dan meminimalkan rasio dalam kelas varian. Pada LDA, kelas seharusnya 

mengikuti distribusi normal multivariat dan distribusi linier (Berrueta et al., 2007). 

 Keberhasilan LDA dalam pengkategorian objek dapat diuji dengan beberapa 

cara. Cara yang paling sederhana adalah dengan menggunakan model klasifikasi yang 
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telah dibuat untuk mengklasifikasikan objek dan menentukan apakah hasil 

pengklasifikasian tersebut benar atau tidak. Objek yang diklasifikasi merupakan bagian 

dari set data yang digunakan untuk membentuk model. Metode yang lebih baik adalah 

dengan membagi data asli menjadi dua kelompok yang dipilih secara randomisasi. 

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 

(Miller dan Miller, 2010). 

 

2.8.3 Soft Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA) 

 Metode SIMCA pertama kali dikemukakan pada awal tahun 1970. SIMCA sering 

digunakan sebagai teknik pengenalan terawasi. SIMCA merupakan salah satu metode 

klasifikasi yang terdapat dalam The Unscrambler. Model SIMCA dibentuk 

berdasarkan pembuatan model PCA dalam training set. Sampel yang tidak diketahui 

kemudian dibandingkan dalam model SIMCA dan pengkategorian dinilai berdasarkan 

analogi pada sampel percobaan (Camo, 2005).   

 SIMCA menentukan jarak kategori, kemampuan pemodelan dan diskriminasi. 

Jarak kategori dapat dihitung sebagai jarak geometrik dari model komponen-komponen 

utama. Pendekatan lain menganggap bahwa tiap kategori dibatasi dengan jarak wilayah 

yang mewakili persentase tingkat kepercayaan (biasanya 95%). Kemampuan 

diskriminasi mengukur seberapa baik variabel membedakan antara dua kategori. 

Sedangkan kemampuan pemodelan mengukur pengaruh variabel terhadap 19 model 

yang diberikan. Alat yang berguna untuk interpretasi hasil SIMCA adalah plot 

Coomans yang dapat menunjukkan diskriminasi dua kategori (Berrueta et al., 2007). 

 

2.8.4 Partial Least Square (PLS) 

PLS merupakan salah satu teknik kalibrasi multivariat yang sangat luas 

digunakan dalam analisis kuantitatif data spektroskopi dan elektrokimia (Abdollahi et 

al., 2003).Model kalibrasi dengan menggunakan PLS dapat digunakan untuk 
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memprediksi komposisi suatu bahan, menggantikan metode konvensional yang 

membutuhkan waktu lama di laboratorium (Evi et al., 2012).PLS lebih umum 

digunakan dalam kalibrasi multivariat karena mutu model kalibrasi yang dihasilkan 

dan kemudahan penerapannya. Regresi PLS merupakan sebuah teknik analisis 

multivariat yang sangat canggih, oleh sebab itu penggunaannya meningkat pada 

spektroskopi inframerah kuantitatif. Ketika sebuah spektrum dari sampel yang tidak 

diketahui dianalilis, PLS mencoba untuk merekonstruksi spektrum dari spektra pemuat 

dalam memprediksi konsentrai sampel yang tidak diketahui (Assifa, 2014). 

 

2.8.5 Support Vector Machines (SVM) 

SVM merupakan pendekatan baru untuk klasifikasi dimana telah dikemukakan 

pada awal tahun 1990. SVM disebut sebagai metode pembatas. SVM tidak membentuk 

model kategori tetapi membentuk pembatas antara dua kategori. SVM diterapkan 

sebagai pengklasifikasian dua kategori, dimana SVM akan membedakan antara dua 

kategori tersebut (Brereton, 2007).  

SVM akan membentuk Optimal Separating Hyperplane (OSH) dalam membatasi 

dua kategori. OSH ini didefinisikan sebagai sesuatu yang dapat memberikan jarak 

pembatas secara maksimal terhadap dua kategori (margin). Objek atau sampel yang 

berada pada garis tepi OSH disebut support vector (Stanimirova et al., 2010). 

 

2.9    Validasi Silang 

Validasi silang (cross validation) banyak digunakan dalam metode kemometrik 

untuk menentukan jumlah optimum komponen (Brereton, 2007). Metode validasi 

silang (cross validation) adalah metode untuk menguji validitas model regresi dengan 

menggunakan data uji di luar 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. 
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Ada beberapa tipe dan cara validasi silang yaitu (a) Leave-one-out, (b) K-fold 

cross validation, dan (c) 2-fold cross-validation. Penjelasan dari masing-masing tipe 

tersebut adalah sebagai berikut: 

a. Leave-one-out 

Seperti diketahui dari namanya, leave one out cross validation (LOOCV) yang 

berarti meninggalkan satu untuk validasi silang, yaitu dengan melibatkan sampel 

pengamatan tunggal dari sampel asli digunakan sebagai validasi data, dan sampel 

pengamatan yang tersisa 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-lipatannya 

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-subsampel.Dari sebanyak k-subsampel, sebuah subsampel tunggal 

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

subsampel digunakan sebagai training set. Proses validasi silang yang kemudian 

berulang k-kali (lipatan), dengan masing-masing k-subsampel 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. 
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Farmasi Fakultas Farmasi 

Universitas Jember mulai bulan November 2015. 

 

3.2 Rancangan Penelitian 

Penelitian yang dilakukan adalah penetapan kadar saponin dalam beberapa daun 

tanaman yang diekstraksi. Ekstraksi simplisia tanaman dilakukan dengan cara 

ultrasonikasi yang dilanjutkan dengan metode maserasi. Dari proses tersebut 

didapatkan ekstrak kental yang dikeringkan hingga menjadi ekstrak kering. Kadar 

saponin ditentukan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dengan metode 

kolorimetri menggunakan standar sapogenin. 

 Analisis profil saponin dilakukan 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 saponin 

dalam sampel nyata. Kadar yang diperoleh kemudian dibandingkan dengan data kadar 

spektrofotometri UV-Vis. 

 

3.3 Alat dan Bahan Penelitian 

3.3.1 Alat Penelitian  

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer UV-Vis 

(Shimadzu), spektroskopi Near Infra-Red Brimrose Luminar 3070, perangkat lunak 

Brimrose, perangkat lunak The Unscrambler X 10.2 (Camo), ultrasonicator 

(Elmasonic), rotavapour, oven, timbangan analitik digital, blender, erlenmeyer, batang 

pengaduk, corong, cawan porselin, sendok ekstrak, dan seperangkat alat gelas. 
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3.3.2 Bahan Penelitian  

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah simplisia daun yang 

digunakan sebagai training set dan test set (Tabel 3.1) yang berasal dari UPT Materia 

Medika, Kota Batu, Malang. Ekstrak daun yang tersedia (Tabel 3.2), kapsul daun 

salam, sampel nyata daun juwet, dan sampel nyata daun mimba, metanol 98% pa 

(Merck), aerosil (pharmaceutical grade), akuades, sapogenin (sigma-alderich), vanillin 

(pharmaceutical grade),H2S04 pa, etanol pa. 

 

Tabel 3.1. Simplisia yang digunakan 

No Spesies Tanaman Nama Ilmiah 

1.  Daun Pepaya Carica papaya L. 

2.  Daun Mengkudu Morinda citrifolia L. 

3.  Daun Putri Malu Mimosa pudica 

4.  Daun Belimbing wuluh Averrhoa bilimbi L. 

5.  Daun Katuk Sauropus androgynus Merr. 

6.  Daun Sirih Piper betle 

7.  Daun Jambu biji Psidium guajava L. 

8.  Daun Lamtoro Leucaena glauca Benth 

9.  Daun Sirsak Annona muricata Linn. 

10.  Daun Pandan Pandanus amaryllifolius Roxb. 

11.  Daun Pare Momordica charantia 

12.  Daun Pletekan Ruellia tuberosa 

 

Tabel 3.2. Ekstrak daun yang sudah jadi 

No Ekstrak Nama Ilmiah 

1.  Daun kluwih Artocarpus camansi 

2.  Daun kopi robusta Coffea canephora 

3.  Daun kopi arabika Coffea arabica 
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3.4 Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Skema diagram alur penelitian 

Pengumpulan sampel ekstrak 

Preparasi sampel 

Pembentukan model kalibrasi dan klasifikasi 

dengan Program The Unscrumbler X 10.2 

Model kalibrasi dengan 
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Data NIR sampel 

tanaman 
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spektrofotometer UV-
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Data kadar saponin 
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3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Pengumpulan Sampel  

 Pengumpulan sampel di awali dari studi pustaka data kandungan saponin 

beberapa daun tanaman obat. Kemudian dipilih daun tanaman obat yang memiliki 

kandungan saponin bervariasi. Sampel yang telah dikumpulkan ditambah dengan 

sampel ekstrak daun yang sudah tersedia di laboratorium-laboratorium Fakultas 

Farmasi Universitas Jember dan dari pembuatan ekstrak daun pepaya, daun mengkudu, 

putri malu, daun belimbing, daun jambu biji, daun lamtoro, daun sirsak, daun pandan, 

daun pare, dan daun pletekan.  

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). 

Tahap 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 akuades dan aerosil. 

Peneliti tidak melakukan identifikasi masing-masing sampel tanaman, sehingga 

untuk selanjutnya nama tanaman menggunakan identitas kode tanaman (Tabel 3.3). 

Dari tanaman-tanaman tersebut dipilih tanaman yang digunakan untuk training set dan 

test set. Training set terdiri dari objek/sampel yang diketahui pengkategoriannya dan 

digunakan untuk membentuk model klasifikasi kemometrik. Sedangkan 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). 
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Tabel 3.3. Identitas kode tanaman 

No. Kode Nama Tanaman 

1. A Daun kopi arabika muda 

2. B Daun kopi arabika tua 

3. C Daun belimbing 

4. D Daun jambu biji 

5. E Daun katuk 

6. F Daun kluwih 

7. G Daun lamtoro 

8. H Daun mengkudu 

9. I Daun pandan 

10. J Daun pare 

11. K Daun pletekan 

12. L Daun robusta muda 

13. M Daun sirsak 

14. N Daun pepaya 

15. O Daun putri malu 

16. P Daun robusta tua 

17. Q Daun sirih 

 

3.5.2 Pembuatan Ekstrak  

Daun yang telah kering diangin-anginkan, kemudian di oven terlebih dahulu 

dan dioven selama 10 - 15 menit untuk menghilangkan kelembaban pada daun. Daun 

yang sudah kering diblender hingga daun menjadi serbuk. 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 

ultrasonikator selama 1 jam. Hasil ekstraksi kemudian dimaserasi selama 24 jam. 

Ekstrak cair yang didapat kemudian disaring menggunakan kertas saring. Filtrat yang 
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diperoleh dipekatkan menggunakan rotavapor pada suhu 60°C 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. 

 

3.5.3 Penentuan Data NIR 

Instrumen NIR “Luminar 3070” dihidupkan dengan menekan tombol power 

dan ditunggu selama 30 menit (warming up).Selanjutnya dibuka perangkat lunak 

Brimrose. Sampel yang telah dipreparasi diletakkan diatas plat tempat sampel secara 

merata. Satu sampel discan 3 kali dan dilakukan 3 kali penembakan pada masing-

masing scanning. 

Langkah-langkah tersebut diulangi untuk masing-masing sampel dan untuk setiap 

sampel diberi nama. 

 

3.5.4 Penentuan Kadar Saponin Total dengan Spektrofotometer UV-Vis Pembuatan 

kurva kalibrasi Sapogenin 

1) Preparasi reagen vanilin asam sulfat 0,727% b/v 

0,4 gram vanillin ditimbang dimasukkan labu ukur 100 mL dilarutakan 

dalam 5 ml etanol ditambahkan 50 mL 72% H2SO4. Kemudian reagen 

vanillin asam sulfat di ultrasonikator selama 1 jam. 

2) Preparasi larutan standar sapogenin 

Larutan baku dibuat dengan menimbang 30 mg, 36 mg dan 42 mg 

sapogenin, dilarutkan dengan metanol pa 10 mL. Konsentrasi larutan 

sapogenin dalam metanol dibuat dari larutan baku, yaitu dengan kosentrasi 

150 ppm, 200 ppm, 250 ppm, 300 ppm, 350 ppm (hasil optimasi). 

Kemudian masing-masing dipipet 0,25 ml ditambahkan 2,75 ml reagen 

vanillin sulfat dalam ice bath. Kemudian dipanaskan pada suhu ± 60°C 

selama 10 menit. Kemudian didiamkan selama 60 menit di suhu kamar, 

diukur absorbansinya pada panjang gelombang 413 nm (hasil optimasi). 
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Blanko yaitu samua reagen tanpa larutan standar. Dari data ini dibuat 

persamaan regresi antara konsentrasi sapogenin dengan serapan. 

3) Penentuan kadar saponin total 

Ekstrak ditimbang sebanyak 45 mg, dilarutkan dengan metanol pa 5 mL. 

Sebanyak 0,25 ml larutan ekstrak ditambahkan reagen 2,75 vanilin sulfat 

dalam icebath. Kemudian dipanaskan pada suhu ± 600C selama 10 menit. 

Kemudian didiamkan 60 menit di suhu kamar, diukur absorbansinya pada 

panjang gelombang 413 nm. Blangko yaitu samua reagen tanpa larutan 

ekstrak. 

 

3.5.5 Pembentukan model klasifikasi dan kalibrasi  

Data yang diperoleh dari pengukuran spektroskopi NIR diolah dengan 

menggunakan perangkat lunak The Unscrambler versi X 10.2 (Camo software).  

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 Brimrose 

sehingga akan muncul tampilan data dengan masing-masing panjang gelombang. 

Selanjutnya dibuat kategori objek. Kategori tersebut yaitu “matriks” dan “saponin”. 

Dimana “matriks” adalah sampel bukan ekstrak yang terdapat dalam ekstrak (aerosil 

dan air), sedangkan “saponin” 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. Jika hasil prediksi dari model telah 

sesuai dengan klasifikasi yang sebenarnya, maka model klasifikasi tersebut 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 NIR sampel yang mengandung saponin dianalisis 
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dengan metode PLS dimana untuk membentuk sebuah model kalibrasi, nilai absorbansi 

ditandai sebagai prediktor (variabel x) dan konsentrasi ditandai sebagai respon 

(variabel y). Langkah-langkah yang dilakukan adalah sebagai berikut: software 

TheUnscrambler versi X 10.2 dibuka. Data dimasukkan dengan memilih File, import 

data, lalu dipilih Brimrose 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 

yang tersisa. 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 didasarkan pada kemampuan prediksi yang 

terbaik dengan nilai korelasi R2 semakin besar, nilai galat RMSEC dan RMSECV 

terbaik apabila nilai semakin kecil. 

 

3.5.6 Validasi model PLS dan LDA 

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

 Set validasi ini dibuat untuk mengevaluasi data dengan mengambil satu set 

data sampel dari training set 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. 

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

 Set validasi ini dibuat dengan preparasi 4 sampel ekstrak yang ditetapkan 

kadarnya dengan spektrofotometri UV-Vis. Penetapan data NIR dilakukan 

dengan scanning sampel test set hingga menghasilkan data spektrum yang 

kemudian diolah dengan menggunakan software The Unscramble versi X 

10.2. 
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3.5.7 Aplikasi pada sampel ekstrak nyata 

Tahapan ini bertujuan untuk mengaplikasikan model kemometrik yang telah 

dibentuk pada sampel ekstrak yang dijual di pasaran khususnya di daerah Jember. 

Masing-masing sampel di-scan dengan instrumen NIR sehingga diperoleh data 

spektrum yang absorbansinya digunakan sebagai prediktor pada model kalibrasi 

terpilih untuk analisis secara kuantitatif dan pada model klasifikasi terpilih untuk 

menentukan klasifikasi komponen secara kualitatif. Sebagai data pembanding untuk 

penetapan kadar, digunakan metode spektrofotometri UV-Vis. Hasil analisis kadar 

saponin total dengan metode NIR 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 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, peneliti dapat menyimpulkan bahwa: 

1. Penentuan kadar saponin dapat ditentukan dengan menggunakan metode 

spektroskopi inframerah dekat (NIR) dan kemometrik. Model klasifikasi LDA 

yang digunakan sebagai model klasifikasi pada pengkategorian antara matriks 

dengan sampel yang mengandung saponin memiliki akurasi sebesar 100%.  Model 

kalibrasi analisis data multivariat secara kemometrik dengan PLS menggunakan 

spektroskopi NIR memberikan hasil terbaik dengan R2 kalibrasi sebesar 0,989144; 

R2 validasi sebesar 0,9877479; RMSEC sebesar 2,2232444 dan RMSECV sebesar 

2,3714383. 

2. Hasil analisis kadar saponin total dengan metode spektroskopi NIR kemometrik 

dibandingkan dengan metode pembanding spektrofotometri UV-Vis tidak 

memiliki perbedaan yang bermakna setelah diuji dengan menggunakan analisis 

statistik Uji T Dua Sampel Berpasangan dimana nilai signifikansi yang diperoleh 

adalah 0,329 dengan tingkat kepercayaan 95%. Nilai signifikansi tersebut > 0,05 

sehingga pengambilan keputusan hipotesis dinyatakan H0 diterima (tidak ada 

perbedaan bermakna) dan Ha ditolak. 

 

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian, maka peneliti dapat memberikan saran pada penelitian ini 

sebagai berikut: 

1. 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. 
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2. Perlu dikembangkan metode analisis kadar saponin pada ekstrak daun dengan 

pembanding  metode kalorimetri spektrofotometri UV-Vis yang lebih selektif 

karena vanilin asam sulfat merupakan pereaksi yang digunakan untuk identifikasi 

kandungan saponin, flavonoid, minyak atsiri dan terpenoid. 

3. Perlu dikembangkan analisis kadar saponin pada ekstrak daun menggunakan 

metode kemometrik lainnya selain analisis secara kuantitatif dengan PLS dan 

analisis kualitatif dengan LDA. 
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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. Spektrofotometri UV-Vis 
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A.4 Kompartemen Sampel 

 

              

Kompartemen sampel spektro       b. Kompartemen sampel NIR 
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LAMPIRAN B. Identitas Sampel Ekstrak 

B.1 Sampel Training Set 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B.2 Sampel Test Set 

Kode Sampel 

N Pepaya 

O Putri malu 

P Robusta tua  

Q Sirih 

 

  

Kode  Sampel 

A Kopi arabika muda 

B Kopi arabika tua 

C Belimbing 

D Jambu biji 

E Katuk 

F Kluwih 

G Lamtoro 

H Mengkudu 

I Pandan 

J Pare 

K Pletekan 

L Robusta muda 

M Sirsak 
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B.3 Sampel Nyata 

Sampel Pabrik Kandungan 

Ekstrak 

Waktu 

Kadaluarsa 

Bobot 

ekstrak per 

kapsul 

Daun juwet 

Daun 

mimba 

malang 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

 

Daun salam Herbalindo 

utama 

Salam Mei 2018 200 mg 
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LAMPIRAN C. Perhitungan % Rendemen 

% Rendemen ekstrak = 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑑𝑎𝑝𝑎𝑡

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑒𝑟𝑏𝑢𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖
  x 100% 

No Nama Simplisia Serbuk Ekstrak % Rendemen 

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

2 Katuk 80,0442 3,4661 4,309 

3 Lamtoro 80,0066 2,6083 3,260 

4 Mengkudu 80,0248 3,0480 3,809 

5 Pandan  80,0750 2,2540 2,815 

6 Pepaya 80,0112 5,3008 6,625 

7 Sirih  80,0465 3,9268 4,906 

8 Sirsak 80,1078 3,6850 4,600 
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LAMPIRAN D. Data Absorbansi Penetapan Kadar Saponin Total 

D.1 Saponin 
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D.2 Standar Sapogenin 

 

 

 

 

 

 

 

 

y = 0,005256x - 0,607 

r = 0,9943 

Absorbansi Konsentrasi 

0,137 150,2 ppm 

0,507 200,2 ppm 

0,725 250 ppm 

0,930 300 ppm 

1,238 350 ppm 
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r = 0,9943 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


55 
 

LAMPIRAN E. Pembuatan Larutan pada Penetapan Kadar Saponin Total 

E.1 Larutan Sapogenin 

Standar Induk 1 
42 mg

10 ml
 × 1000 ppm = 4200 ppm 

Standar Induk 2 
36,04 mg

10 ml
 × 1000 ppm = 3604 ppm 

Standar Induk 3 
30 mg

10 ml
 × 1000 ppm = 3000 ppm 

 

Pengenceran standar  

2 ml

3 ml 
 × 3604 ppm = 2402,6 ppm 

1 ml

2 ml 
 × 3604 ppm = 1802 ppm 

 

Pengenceran standar  

0,25 ml

3 ml 
 × 4200 ppm = 350 ppm 

0,25 ml

3 ml 
 × 3600 ppm = 300 ppm 

0,25 ml

3 ml 
 × 3000 ppm = 250 ppm 

0,25 ml

3 ml 
 × 2402,6 ppm = 200,2 ppm 

0,25 ml

3 ml 
 × 1802 ppm = 150,2 ppm 
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E.2 Larutan Ekstrak 

Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak 

A 1 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

B 1 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

C 1 45 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9000 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

D 1 45 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9000 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

E 1 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

F 1 45,3 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9060 µg/ml 

 2 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

G 1 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

H 1 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

I 1 45 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9000 µg/ml 

 2 45 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9000 µg/ml 

J 1 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

K 1 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

 2 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

L 1 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

M 1 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

 2 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 
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Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak 

N 1 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

O 1 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

 2 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

P 1 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

 2 45,1mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9020 µg/ml 

Q 1 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 

 2 45,2mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 9040 µg/ml 
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LAMPIRAN F. Hasil Pengukuran Kadar Saponin Total Sampel Training Set, 

Test Set dan Sampel Nyata dengan Spektrofotometer UV-Vis 

F.1 Contoh Perhitungan 

Persamaan : Y= 5,256 x 10-3- 0,607 

Replikasi 1 

0,557 = 5,256 x 10-3- 0,607 

X = 221,461 µg/ml 

Dalam 3 ml  : 221,461 µg/ml × 3 ml = 664,383 µg 

Dalam 5 ml  : 
664,383 µg

0,25 𝑚𝑙
 × 5 ml = 13,287 mg 

                        : 
 13,287 mg 

45,2 𝑚𝑔
 x 100 % = 29, 396 SE/100 g sampel 

0,552 = 5,256 x 10-3- 0,607 

X = 220,509 µg/ml 

Dalam 3 ml  : 220,509 µg/ml × 3 ml = 661,527 µg 

Dalam 5 ml  : 
661,527 µg

0,25 𝑚𝑙
 × 5 ml = 13,230 mg 

                        : 
 13,230 mg 

45,1 𝑚𝑔
 x 100 % = 29, 334 SE/100 g sampel 
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F.2 Hasil Perhitungan % SE/100 g sampel Seluruh Training Set 

Sampel 

Training 

Set 

Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi 
% SE/100 

g sampel 

Rata-rata % 

SE/100 g 

sampel 

A 45,2 0,925 38,690 
38,669 

 45,1 0,920 38,649 

B 45,2 0,655 31,112 
31,463 

 45,1 0,650 31,815 

C 45 0,335 23,895 
23,906 

 45,1 0,338 23,917 

D 45 0,305 23,133 
23,044 

 45,1 0,300 22,955 

E 45,1 0,255 21,818 
21,754 

 45,1 0,250 21,691 

F 45,3 0,215 20,713 
20,710 

 45,2 0,213 20,707 

G 45,2 0,180 19,873 
19,920 

 45,1 0,182 19,920 

H 45,1 0,160 19,412 
19,475 

 45,1 0,165 19,538 

I 45 0,190 20,217 
20,555 

 45 0,193 20,293 

J 45,1 0,240 21,436 
21,373 

 45,1 0,235 21,310 

K 45,2 0,139 18,838 
18,851 

 45,2 0,140 18,865 

L 45,2 0,557 29,396 

29,337  45,1 0,552 29,334 

 45,1 0,550 29,283 

M 45,1 0,260 21,944 

21,986  45,2 0,262 21,946 

 45,2 0,265 22,070 
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F.3 Hasil Perhitungan % SE/100 g sampel Seluruh Test Set 

Sampel 

Test Set 

Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi % 

SE/100g 

sampel 

Rata-rata mg 

% SE/100g 

sampel 

N   45,2 0,775 34,902 
34,877 

 45,1 0,770 34,853 

O 45,1 0,145 19,033 
18,981 

 45,2 0,143 18,940 

P 45,2 0,280 22,400 
22,488 

 45,1 0,285 22,576 

Q 45,2 0,315 20,380 
20,443 

 45,2 0,318 20,506 

 

F.4 Hasil Perhitungan % SE/100 g sampel Sampel Nyata 

F.4.1 Persentase hasil percobaan (% SE/100 g ekstrak) dengan metode spektroskopi 

NIR 

 

 

 

 

 

 

 

Masing-masing nilai % SE/g sampel yang tercantum sebagai ‘predicted’ pada 

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

% SE/100 g ekstrak sampel nyata yang ditentukan dengan metode spektroskopi NIR. 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


61 
 

F.4.2 Hasil Perhitungan % SE/100 g sampel dengan metode spektrofotometri UV-Vis 

Sampel Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi % SE/100 g 

sampel 

Rata-rata mg % 

SE/100 g sampel 

Daun Salam   45,1 0,230 21,184 

21,243  45,1 0,235 21,310 

 45,1 0,232 21,235 

Daun Juwet 45,1 0,370 24,727 

24,819  45,1 0,378 24,931 

 45,2 0,375 24,800 

Daun Mimba 45,1 0,600 30,549 

30,675  45,1 0,610 30,802 

 45,1 0,605 30,676 

 

F.4.3 Perbandingan hasil penetapan kadar dengan metode spektroskopi NIR dan 

spektrofotometri UV-Vis dalam % SE/100 g sampel 

       Sampel 

        Nyata 

Hasil Pengukuran % SE/100 

g sampel dengan NIR ± RSD 

Hasil Pengukuran % SE/ 100 g 

sampel dengan Spektrofotometri 

UV-Vis ± RSD 

Daun Salam® 17,546 ± 0,195 21,243 ± 0,063 

Daun Juwet 

Daun Mimba 

24,305 ± 0,411 

30,544 ± 1,333 

24,819 ± 0,103 

30,675 ± 0,126 
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LAMPIRAN G. Hasil Analisis Statisik Uji T dengan Program Statistical Product 

and Service Solutions (SPSS) 

Paired Samples Statistics 

  Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 NIR 2.41317E1 3 6.500733 3.753200 

UV_Vis 2.55790E1 3 4.761707 2.749173 

 

Paired Samples Correlations 

  N Correlation Sig. 

Pair 1 NIR & UV_Vis 3 .987 .103 

 

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 - 

UV_Vis 
-1.447333E0 1.957657 1.130254 -6.310424 3.415757 -1.281 2 .329 
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LAMPIRAN H. Hasil Analisis Kuantitatif dengan Metode Kemometrik PLS 

H.1 Dengan Spektroskopi NIR 

H.1.1 Model Kalibrasi yang terbentuk dari Sampel Training Set 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H.1.2 Data Training Set yang Digunakan sebagai Model Kalibrasi 
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H.2.1 Hasil Validasi Model Kalibrasi dengan Test Set 

 

 

H.2.2 Data Test Set yang Digunakan dalam Validasi Model Kalibrasi 
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H.2.3 Hasil Validasi Model Kalibrasi dengan LOOCV dengan mengeluarkan data 

sampel arabika muda 

 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


67 
 

H.2.4 Hasil Validasi Model Kalibrasi dengan LOOCV dengan mengeluarkan data 

sampel katuk 
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H.2.5 Hasil Validasi Model Kalibrasi dengan LOOCV dengan mengeluarkan data 

sampel lamtoro 
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LAMPIRAN I. Hasil Analisis Kualitatif dengan Model Kemometrik LDA 

I.1 Dengan Spektroskopi NIR 

I.1.1 Model Klasifikasi yang terbentuk dari Sampel Training Set 
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I.1.2 Hasil Validasi Model Klasifikasi dengan Test Set (2-fold cross validation) 
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I.1.3 Hasil Validasi Model Klasifikasi dengan LOOCV 

I.1.3.1 Model klasifikasi LOOCV dengan mengeluarkan data sampel arabika muda 
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I.1.3.2 Model klasifikasi LOOCV dengan mengeluarkan data sampel katuk 
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I.1.3.3 Model klasifikasi LOOCV dengan mengeluarkan data sampel lamtoro 
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M.1.4 Hasil Pengklasifikasian Sampel Nyata dengan Metode LDA 
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Perhitungan % Kemampuan Prediksi Sampel Nyata 

% Kemampuan prediksi = 
Ʃ sampel nyata yang diprediksi benar

Ʃ total sampel nyata yang digunakan
 x 100% 

         = 
6

6
 x 100% 

     = 100% 
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