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RINGKASAN 

Penentuan Model Klasifikasi dan Kandungan Fenolik Total Serbuk Daun 

Sirsak (Annona muricata L.) Varietas Lokal di Bangkalan, Jember dan Batu 

Menggunakan Spektroskopi NIR dan Kemometrika; Raden Ajeng Yashinta 

Nirmala Siswanti; 142210101113; 128 halaman; Fakultas Farmasi Universitas 

Negeri Jember. 

Sirsak merupakan salah satu spesies yang penting dalam famili 

Annonaceae. Daun sirsak terbukti memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi 

dibanding dua spesies lain dalam famili Annnonaceae. Daun sirsak telah banyak 

digunakan secara tradisional untuk mengatasi masalah kesehatan di hampir 

seluruh belahan dunia. Kandungan fitokimia paling tinggi pada daun sirsak adalah 

senyawa fenolik yang berhubungan kuat dan berbanding lurus dengan aktivitas 

antioksidannya, oleh karena itu perlu dilakukan penentuan kandungan fenolik 

total pada daun sirsak. Kandungan fitokimia dipengaruhi oleh beberapa faktor 

seperti varietas dan ketinggian tempat tumbuh. Di Indonesia terdapat dua varietas 

sirsak yaitu varietas lokal dan varietas ratu, dan varietas lokal terbukti memiliki 

kandungan fenolik total paling tinggi. Penelitian untuk membedakan kandungan 

fenolik total daun sirsak yang hidup di tempat dengan perbedaan ketinggian 

belum pernah dilakukan, sedangkan di Indonesia kontur daratannya tidak rata 

yaitu terbagi atas dataran rendah, sedang, dan tinggi. 

Penentuan kandungan fenolik total pada penelitian ini bertujuan untuk 

mengetahui daun sirsak varietas lokal yang tumbuh di ketinggian mana yang lebih 

berpotensi sebagai sumber senyawa fenolik. Setelah diketahui wilayah ketinggian 

mana yang lebih berpotensi, maka dilakukan penentuan model klasifikasi. Sampel 

yang digunakan adalah serbuk daun sirsak varietas lokal di Kabupaten Bangkalan 

(dataran rendah), Kabupaten Jember (dataran sedang), dan Kabupaten Batu 

(dataran tinggi). Spektroskopi NIR merupakan metode yang dapat digunakan untuk 

membedakan daun sirsak berdasarkan ketinggian tempat tumbuhnya dan 

menetapkan kandungan senyawa fenolik. Data spektrum dari spektroskopi NIR 

sangat rumit dan tumpang tindih sehingga digunakan kemometrika secara kualitatif 

(LDA, SVM dan SIMCA) untuk membentuk model klasifikasi daun sirsak 

berdasarkan ketinggian tempat tumbuhnya dan secara kuantitatif (PLS, PCR dan 

SVR) untuk mengetahui kandungan fenolik total daun sirsak yang tumbuh di 

ketinggian yang berbeda. Model kemometrika (klasifikasi dan kalibrasi) yang 

telah terpilih divalidasi menggunakan metode validasi silang yaitu Leave One Out 

Cross Validation (LOOCV) dan Two Fold Cross Validation (2FCV).  

Hasil kandungan senyawa fenolik total serbuk daun sirsak varietas lokal 

dari metode pembanding yaitu kolorimetri (menggunakan spektrofotometer UV-

Vis) menunjukkan bahwa kandungan fenolik total sampel di Kabupaten Jember 

adalah yang paling tinggi dengan rata-rata kandungan fenolik total sebesar 5,72% 

b/b GAE, sedangkan rata-rata kandungan fenolik total serbuk daun sirsak di 

Kabupaten Bangkalan hanya sebesar 2,95% b/b GAE dan di Batu hanya sebesar 

1,78% b/b GAE. Hasil tersebut didukung dengan uji One-Way ANOVA dan uji 

lanjutan Post Hoc Tukey HSD yang menunjukkan nilai Sig. < 0,01 yang berarti 
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bahwa kandungan fenolik total daun sirsak di ketiga wilayah ketinggian tersebut 

memang memiliki perbedaan yang signifikan.  

 Model LDA dan SVM yang terbentuk akurasinya 100%, sedangkan model 

SIMCA hanya 95,56%. Model kalibrasi terbaik adalah model PLS dengan nilai R2 

kalibrasi sebesar 0,998071; R2 validasi sebesar 0,9979144; RMSEC sebesar 

1,2735631;  dan RMSECV sebesar 1,3132828. Setelah itu dilakukan LOOCV 

dengan mengeluarkan set data sampel BN1, JR2, dan BU3. Hasil validasi dari 

model klasifikasi LDA dan SVM keduanya menunjukkan nilai akurasi 100%, 

sedangkan untuk model kalibrasi PLS hasil validasi terbaik saat set data BN1 

dikeluarkan yaitu dengan nilai R2 kalibrasi sebesar 0,9983148; R2 validasi sebesar 

0,9981873; RMSEC sebesar 1,2451497;  dan RMSECV sebesar 1,2954772. 

Selanjutnya dilakukan 2FCV dengan menggunakan tiga set data test set yang 

menunjukkan hasil akurasi 100% untuk sampel LDA dan 80% untuk sampel 

SVM, serta hasil R2 dan RMSE yang didapat adalah 0,9604695 dan 0,9827973 

untuk model kalibrasi PLS. Model kemometrika yang terpilih dan tervalidasi yaitu 

model klasifikasi LDA dan kalibrasi PLS diaplikasikan pada sampel nyata di 

Kabupaten Bondowoso (sampel SN1), Lumajang (sampel SN2), dan Situbondo 

(sampel SN3). Model klasifikasi LDA berhasil memprediksi kategori semua 

sampel nyata dengan ketepatan atau akurasi 100%. Hasil penentuan kandungan 

fenolik total sampel nyata dari metode spektroskopi NIR dan kemometrika 

dibandingkan dengan hasil dari metode kolorimetri (menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis) melalui Paired Samples T Test, nilai Sig. (2-tailed) 

untuk sampel nyata SN1, SN2, dan SN3 berturut-turut yaitu 0,061; 0,014; 0,008. 

Hasil nilai Sig. (2-tailed) > 0,0025 dari ketiga sampel tersebut menunjukkan 

bahwa hasil penentuan kandungan fenolik total serbuk daun sirsak dengan metode 

spektroskopi NIR dan kemometrika sama atau tidak ada perbedaan signifikan jika 

dibandingkan dengan hasil dari metode pembanding kolorimetri (menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis). 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Terdapat sekitar 2300-2500 spesies yang termasuk dalam famili 

Annonaceae dan sirsak (Annona muricata L.) merupakan salah satu spesies yang 

penting secara etno medisinal dari famili ini (Kedari dan Khan, 2014). Uji in vitro 

membuktikan aktivitas antioksidan daun sirsak yang lebih kuat dibandingkan 

spesies Annona squamosa dan Annona reticulata dalam famili Annonaceae 

(Baskar dkk., 2006). Di hampir seluruh belahan dunia daun sirsak telah digunakan 

secara tradisional untuk mengatasi banyak masalah kesehatan seperti sistisis, 

diabetes, sakit kepala, insomnia (Moghadamtousi dkk., 2015) kanker, dan infeksi 

parasit (Patel dan Patel, 2016), begitu juga di Indonesia daun sirsak juga telah 

banyak digunakan masyarakat dalam pengobatan tradisional (HHS, 2012).  

Olugbuyiro dkk. (2017) melalui penelitiannya menemukan bahwa daun sirsak 

sebagai sumber antioksidan yang dapat mencegah penyakit pada manusia yang 

disebabkan oleh stres oksidatif. Penelitian yang dilakukan oleh Adewole dan 

Ojewole (2009) menunjukkan bahwa daun sirsak memiliki aktivitas antioksidan 

yang dapat menghambat stres oksidatif.  

Daun sirsak mengandung beberapa senyawa fitokimia, yaitu diantaranya 

alkaloid, fenolik, dan terpenoid. Secara umum keberadaan senyawa-senyawa 

tersebut menegaskan bahwa daun sirsak sangat bermanfaat untuk pengobatan 

secara tradisional maupun farmasi (Gavamukulya dkk., 2014). Melalui penelitian 

yang dilakukan oleh Muthu dan Durairaj (2015) diketahui kandungan fenolik total 

pada daun sirsak memiliki angka tertinggi dibandingkan kandungan lainnya. 

Kandungan fenolik suatu tanaman berhubungan dengan aktivitas antioksidannya, 

semakin tinggi kandungan fenolik maka semakin tinggi  aktivitas antioksidannya 

(Moein dan Moein, 2010), begitu juga aktivitas antioksidan pada daun sirsak 

dibenarkan oleh keberadaan kandungan fenolik yang tinggi (Ibrahim dan 

Abdullahi, 2015). Kandungan fitokimia (fenolik) suatu tanaman dipengaruhi oleh 

beberapa faktor, seperti varietas dan ketinggian tempat (Ginting dkk., 2005; 

Sholekah, 2017). 
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Di Indonesia, tumbuh dua macam varietas sirsak yaitu lokal (buah rasa 

asam sedikit manis) dan ratu (buah rasa manis), varietas tersebut hanya dapat 

dibedakan melalui rasa buahnya dan sulit dibedakan berdasarkan morfologinya 

(Sudjijo, 2014). Sirsak yang tumbuh pada ketinggian berbeda juga sulit dibedakan 

jika hanya dilihat dari bentuk morfologi daun, buah, batang, dan bunganya. Telah 

diketahui bahwa sirsak varietas lokal dan ratu dapat dibedakan berdasarkan 

kandungan fenolik total pada serbuk daunnya, yaitu serbuk daun sirsak varietas 

lokal memiliki kandungan fenolik total lebih tinggi daripada sirsak varietas ratu 

(Dewi, 2018), sedangkan penelitian untuk membedakan secara khusus kandungan 

fenolik total serbuk daun sirsak yang tumbuh dengan perbedaan ketinggian tempat 

belum pernah dilakukan.  

Melihat bahwa kontur daratan Indonesia yang tidak rata yaitu terbagi atas 

dataran rendah (0-200 mdpl), dataran sedang (201-700 mdpl), dan dataran tinggi 

(>700 mdpl) (Rukmana, 2002), maka penentuan kandungan fenolik total serbuk 

daun sirsak dari ketinggian tempat tumbuh yang berbeda perlu dilakukan untuk 

mengetahui daun sirsak yang tumbuh di wilayah ketinggian mana yang lebih 

berpotensi sebagai sumber senyawa fenolik.  Selsnjutnya perlu dibuat model 

klasifikasi untuk mempermudah menentukan kualitas daun sirsak berdasarkan 

wilayah ketinggian tempat tumbuhnya. Mengacu pada penelitian sebelumnya 

yang dilakukan oleh Dewi (2018) dan Juniarta (2018) penentuan model klasifikasi 

dan penetuan kandungan fenolik total dapat dilakukan dengan metode spektoskopi 

NIR (Near-Infrared). Keuntungan yang dimiliki oleh metode spektroskopi NIR 

yaitu kemampuan memprediksinya non destruktif, menganalisis dengan cepat, 

tidak mengakibatkan polusi, preparasi sampel yang sederhana dan tidak 

membutuhkan bahan kimia (Karlinasari dkk., 2012; Sari dkk., 2016). Tetapi 

spektrum NIR yang dihasilkan rumit dan saling tumpang tindih serta sulit 

diintrepertasikan, sehingga untuk mempermudah analisis data tersebut diperlukan 

bantuan metode statistik multivariat (Gad dkk., 2012) yang sering disebut juga 

sebagai metode kemometrika (Ritz dkk., 2011). Spektrum inframerah yang 

dikombinasikan dengan metode kemometrika dapat digunakan untuk 

mendeterminasikan suatu tanaman dari tanaman lainnya (Sun dkk., 2010). 
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Berdasarkan latar belakang yang disebutkan tadi, maka perlu dilakukan 

penentuan model klasifikasi dan kandungan fenolik total serbuk daun sirsak 

varietas lokal di tiga wilayah dengan ketinggian tempat yang berbeda yaitu 

Kabupaten Bangkalan sebagai dataran rendah (0-200 mdpl), Kabupaten Jember 

sebagai dataran sedang (201-700 mdpl), dan Kota Batu sebagai dataran tinggi 

(>700 mdpl). Penelitian ini menggunakan sampel dalam bentuk serbuk karena 

sediaan yang biasa digunakan dalam pengobatan tradisional adalah berbentuk 

serbuk yang bersifat praktis dan mudah dibawa dibandingkan bentuk rebusan, 

sehingga meningkatkan kepatuhan pasien (Ahmad, 2012). Mengacu pada 

penelitian Dewi (2018) dan Juniarta (2018) penentuan model klasifikasi dan 

kandungan fenolik total serbuk daun sirsak dapat menggunakan metode 

spektroskopi NIR yang dikombinasikan dengan metode kemometrika kualitatif 

(LDA, SVM dan SIMCA) untuk menentukan model klasifikasi dan metode 

kemometrika kuantitatif (PLS, PCR dan SVR) untuk mengetahui kandungan 

fenolik total serbuk daun sirsak yang tumbuh di wilayah dengan ketinggian 

tempat yang berbeda. 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah disebutkan, maka rumusan masalah 

yang diperoleh adalah: 

1. Apakah metode spektroskopi NIR dan kemometrika (LDA, SVM dan 

SIMCA) dapat mengklasifikasikan serbuk daun sirsak varietas lokal di 

Bangkalan, Jember dan Batu? 

2. Apakah metode spekroskopi NIR dan kemometrika (PLS, PCR dan SVR) 

dapat digunakan untuk menentukan kandungan fenolik total daun sirsak 

varietas lokal di Bangkalan, Jember dan Batu? 

3. Berapakah kandungan fenolik total serbuk daun sirsak varietas lokal di 

Bangkalan, Jember dan Batu? 

4. Apakah terdapat perbedaan kandungan fenolik total pada serbuk daun sirsak 

varietas lokal di Bangkalan, Jember dan Batu? 
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5. Apakah terdapat perbedaan yang signifikan pada kandungan fenolik total 

serbuk daun sirsak varietas lokal yang ditentukan menggunakan metode NIR 

dan kemometrik dibandingkan dengan metode kolorimetri menggunakan 

spektrofotometer UV-VIS (pembanding)? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan dari penelitian ini untuk menjawab rumusan masalah yang telah 

disebutkan, yaitu sebagai berikut: 

1. Untuk mengetahui kemampuan spektroskopi NIR dan kemometrika (LDA, 

SVM dan SIMCA) dalam mengklasifikasikan serbuk daun sirsak varietas 

lokal yang berasal dari Bangkalan, Jember dan Batu. 

2. Untuk mengetahui kemampuan spektroskopi NIR dan kemometrika (PLS, 

PCR dan SVR) dalam menentukan kandungan fenolik total daun sirsak 

varietas lokal yang berasal dari Bangkalan, Jember dan Batu 

3. Untuk mengetahui kandungan fenolik total serbuk daun sirsak varietas lokal di 

Bangkalan, Jember dan Batu. 

4. Untuk mengetahui perbedaan kandungan fenolik total serbuk daun sirsak 

varietas lokal yang berasal dari Bangkalan, Jember dan Batu. 

5. Untuk mengetahui ada atau tidaknya perbedaan kandungan fenolik total 

serbuk daun sirsak varietas lokal yang ditentukan menggunakan metode 

spektroskopi NIR dan kemometrika dibandingkan dengan metode kolorimetri 

menggunakan spektrofotometer UV-VIS (pembanding). 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat yang didapatkan dari penelitian ini adalah: 

1. Memberikan informasi profil model klasifikasi dan kandungan fenolik total 

dari serbuk daun sirsak varietas lokal di tiga wilayah (Bangkalan, Jember dan 

Batu) dengan ketinggian tempat yang berbeda menggunakan spektroskopi 

NIR dan kemometrika; 

2. Berguna sebagai acuan penentuan kualitas obat tradisional berbahan baku 

serbuk daun sirsak yang berasalah dari wilayah dengan ketinggian tempat 

tertentu; 
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3. Memberikan pengetahuan mengenai metode penentuan kandungan fenolik 

total yang lebih praktis, sederhana dan mudah; 

4. Memberikan informasi untuk landasan pengembangan penelitian selanjutnya; 

5. Melatih kemampuan mahasiswa khususnya dalam bidang kimia farmasi. 

1.5 Batasan Penelitian 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah: 

1. Sampel training set dan test set daun sirsak (Annona muricata L.) yang 

digunakan merupakan varietas lokal yang berasal dari tiga wilayah di Jawa 

Timur dengan ketinggian tempat yang berbeda yaitu Bangkalan sebagai 

dataran rendah (0-200 mdpl), Jember sebagai dataran sedang (201-700 mdpl), 

dan Batu sebagai dataran tinggi (>700 mdpl). 

2. Senyawa yang dianalisis adalah kandungan fenolik total. 

3. Model klasifikasi yang digunakan adalah LDA, SVM dan SIMCA. 

4. Model kalibrasi yang digunakan adalah PLS, PCR dan SVR 

5. Sampel nyata yang digunakan yaitu daun sirsak (Annona muricata L.) varietas 

lokal yang berasal dari wilayah selain Bangkalan, Jember, dan Batu, yaitu dari 

Situbondo sebagai dataran rendah (0-200 mdpl), Lumajang sebagai dataran 

sedang (201-700 mdpl), dan Bondowoso sebagai dataran tinggi (>700 mdpl). 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Profil Topografi Wilayah 

2.1.1 Indonesia 

Indonesia memiliki wilayah sepanjang 3.977 mil di antara Samudra Hindia 

dan Samudra Pasifik. Luas daratannya 1.922.570 km² dan luas perairannya 

3.257.483 km² (FRD, 2004). Menurut Rukmana (2002), wilayah daratan 

Indonesia dibagi menjadi tiga macam dataran, yaitu dataran rendah (0-200 mdpl), 

dataran menengah atau sedang (201-700 mdpl), dan dataran tinggi (>700 mdpl). 

Gambar 2.1 menunjukkan peta topografi Indonesia. 

 

Gambar 2. 1 Peta topografi Indonesia (Google Maps, 2018) 

2.1.2 Jawa Timur 

Topografi provinsi Jawa Timur dapat dibedakan menjadi tiga kelompok 

dataran, yaitu dataran tinggi, dataran sedang, dan dataran rendah. Dataran tinggi 

merupakan daerah dengan rata-rata ketinggian dataran  >100 mdpl (Magetan, 

Trenggalek, Blitar, Malang, Batu, Bondowoso). Dataran sedang mempunyai rata-

rata ketinggian dataran 45-100 mdpl (Ponorogo, Tulungagung, Kediri, Lumajang, 

Jember, Nganjuk, Madiun, Ngawi). Kabupaten/kota (20) sisanya berada di daerah 

dataran rendah, yaitu dengan rata-rata ketinggian dataran <45 mdpl (Pusdaling, 

2018). Gambar 2.2 menunjukkan peta topografi Jawa Timur. 

https://id.wikipedia.org/wiki/Samudra_Hindia
https://id.wikipedia.org/wiki/Samudra_Pasifik
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Gambar 2. 2 Peta topografi Jawa Timur (Google Maps, 2018) 

2.1.3 Kabupaten Bangkalan 

Kabupaten Bangkalan memiliki wilayah dataran dengan  ketinggian 2 ï 

200 mdpl, yaitu wilayah datar (0-2o) seluas 56.738 Ha (45,43%), wilayah 

bergelombang (2-15o) seluas 63.002 Ha (50,45%), wilayah curam (15-400o) seluas 

4.427  Ha (3,54%) dan wilayah sangat curam (>40o) 721 Ha (0,58%). Sedangkan 

untuk rincian kemiringan tanah yaitu 0% - 2% seluas 56.738 Ha (45,43%), 2% - 

15% seluas 63.002 Ha (50,45), 15% - 40% seluas 4.427 Ha (3,54%), dan 40% 

Lebih seluas 721 Ha (0,53%). Suhu udara rata-rata di Bangkalan berkisar antara 

22,8-33oC (Bapedda, 2013a). Peta topografi Kabupaten Bangkalan dapat dilihat 

pada Gambar 2.3.  

 

Gambar 2. 3 Peta topografi Kabupatan Bangkalan (Google Maps, 2008) 
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2.1.4 Kabupaten Jember 

Kabupaten Jember memiliki ketinggian di atas 0ï3.300 mdpl, dengan 

ketinggian daerah perkotaan Jember ±87 mdpl. Sebagian besar wilayah berada 

pada ketinggian antara 100-500 mdpl yaitu 37,75%. Suhu udara rata-ratanya yaitu 

23-31oC (Bapedda, 2013b). Gambar 2.4 menunjukkan peta topografi Kabupaten 

Jember. 

 

Gambar 2. 4 Peta topografi Kabupaten Jember (Google Maps, 2018) 

2.1.5 Kota Batu 

Kota Batu berada pada  ketinggian dataran 680-1.200 mdpl dengan suhu 

udara rata-rata 15-19oC (Watu, 2010). Gambar 2.5 menunjukkan peta topografi 

Kota Batu. 

 

Gambar 2. 5 Peta topografi Kota Batu (Google Maps, 2018) 
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2.2 Spesies Tanaman Sirsak (Annona muricata L.) 

2.2.1 Profil Umum Tanaman Sirsak 

Sirsak adalah tanaman buah yang berasal dari Karibia, Amerika Tengah 

dan Amerika Selatan (Taylor, 1998). Sekarang sirsak telah menyebar ke seluruh 

wilayah tropis seperti Asia Tenggara termasuk juga Malaysia dan Indonesia 

(Hasni, 2009). Sirsak sampai di Indonesia pada abad ke-19 yang dibawa oleh 

pemerintah kolonial Belanda, nama sirsak sendiri berasal dari bahasa Belanda 

yaitu Zuurzak yang memiliki makna kantung yang asam (Zuhud, 2011). Tanaman 

sirsak kini telah menyebar dan tumbuh di seluruh wilayah di Indonesia, mulai 

dataran rendah hingga dataran dengan ketinggian 1000 mdpl. Penyebarannya yang 

hampir merata dibuktikan dengan adanya nama-nama sebutan berbeda di masing-

masing daerah untuk tanaman sirsak (Radi, 1997), yaitu deureuyan belanda 

(Aceh), tarutung olanda (Batak), durio ulondra (Nias), durian belanda, nangka 

belanda, nangka walanda (Melayu), durian batawi (Minangkabau), jambu landa 

(Lampung), nangkawalanda (Sunda), nangka landa, nangka manila, nangka 

sabrang, mulwa londa, surikaya walonda, srikaya welandi, muris (Jawa), nangka 

buris, nangka moris, nangka englan (Madura), srikaya jawa (Bali), annona 

(Flores), atis (Sulawesi Utara), lange lo walanda (Gorontalo), sirikaya belanda 

(Makassar), srikaya balanda (Bugis), tafena warata (Seram), anad wakano (Nusa 

Laut), naka walanda (Ternate), dan nada landa (Tidore) (Depkes RI, 1989; Radi, 

1997). 

Morfologi umum tanaman sirsak yaitu pohon sirsak mempunyai tinggi ±3-

10 m, bercabang rendah, dan ranting batangnya sedikit rapuh. Daun sirsak 

berbentuk bulat telur sungsang dengan ujung meruncing pendek, permukaan atas 

daun berwarna hijau tua dan permukaan bawahnya berwarna hijau muda. Kulit 

buah berduri lunak, saat masih muda berwarna hijau dengan jarak yang rapat, 

sedangkan saat mulai menua akan berubah kehitaman dengan jarak merenggang 

serta tekstur yang lebih lunak. Daging buahnya berwarna putih gading dan 

memiliki banyak biji kecil berwarna hitam. Bunganya berwarna kuning dan 

memiliki bentuk kerucut tidak beraturan (Zuhud, 2011). Morfologi tanaman sirsak 

ditunjukkan oleh Gambar 2.6. 
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Gambar 2. 6 Morfologi tanaman sirsak (Annona muricata L.): (A) pohon, (B) daun, (C) 

bunga, (D) buah (Moghadamtousi dkk., 2015) 

Tanaman sirsak dapat tumbuh pada semua jenis tanah pada derajat 

keasaman (pH) 5-7. Wilayah yang ideal untuk sirsak dapat tumbuh adalah tempat 

dengan ketinggian 100-1000 mdpl dengan suhu udara sekitar 22-32oC (Sunarjono, 

2005). Bagian tanaman sirsak banyak dimanfaatkan oleh masyarakat sebagai 

bahan makanan maupun sebagai bahan obat (Greenaway, 2014).  

2.2.2 Taksonomi dan Klasifikasi Tanaman Sirsak 

 Berdasarkan data tanaman oleh USDA-NCRS (2011) taksonomi dan 

klasifikasi sirsak adalah sebagai berikut: 

Kerajaan  : Plantae 

Subkerajaan  : Tracheobionta 

Superdivisi  : Spermatophyta 

Divisi   : Magnoliophyta 

Kelas   : Magnoliopsida 

Subkelas  : Magnoliidae 

Orde   : Magnoliales 

Famili   : Annonaceae 

Genus   :  Annona L.  

Spesies  : Annona muricata L. 

C 

D 

B A 
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2.2.3 Kandungan Kimia Daun Sirsak 

 Daun sirsak terbukti mempunyai beberapa kandungan fitokimia tertentu. 

Hasil analisis kualitatif yang dilakukan oleh Bryan-thomas (2016) menunjukkan 

bahwa daun sirsak mengandung polifenol, flavonoid dan tanin. Hasil evaluasi 

fitokimia secara luas yang dilakukan oleh Moghadamtousi dkk. (2015) pada 

bagian tanaman sirsak ditemukan bahwa kandungan daun sirsak yaitu senyawa 

acetogenin, alkaloid, flavonoid triglisida, dan megastigman. Skrining fitokimia 

pada ekstrak daun sirsak menunjukkan keberadaan beberapa senyawa yaitu 

terpenoid, kumarin dan lakton, antrakuinon, glikosida jantung, fenol, fitosterol, 

dan saponin (Gavamukulya dkk., 2014). Hasil penelitian Muthu dan Durairaj 

(2015) menunjukkan bahwa kandungan senyawa tertinggi pada daun sirsak adalah 

kadungan fenolik totalnya. 

2.2.4 Manfaat Daun Sirsak 

Daun sirsak telah dikenal dan digunakan oleh masyarakat hampir di 

seluruh dunia, di Brasil digunakan untuk mengobati abses, di Karibia digunakan 

sebagai sedatif, di Haiti digunakan untuk pengobatan penyakit jantung, di Jamaika 

dan Malaysia untuk terapi hipertensi, di Amerika Serikat untuk mengatasi depresi 

(Patel dan Patel, 2016), di Amerika Selatan dan wilayah tropis Afrika digunakan 

untuk mengobati tumor dan kanker, dan di wilayah lainnya digunakan untuk 

pengobatan sistisis, diabetes, sakit kepala, insomnia dan rematik (Moghadamtousi 

dkk., 2015). Di Indonesia sendiri daun sirsak telah digunakan sebagai pengobatan 

tradisional oleh masyarakat luas, seperti di Kalimantan digunakan untuk 

mengobati demam, di Aceh untuk mengobati batuk, etnis  Sunda biasa 

menggunakannya untuk mengobati mual, bisul dan rematik, dan etnis Kutai 

menggunakannya untuk mengobati diare (HHS, 2012). Penelitian yang dilakukan 

oleh Muthu dan Durairaj (2015) dan Olugbuyiro dkk. (2017) menunjukkan bahwa 

daun sirsak berperan sebagai antioksidan yang dapat mengatasi penyakit yang 

disebabkan oleh stres oksidatif. 
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2.2.5 Varietas Tanaman Sirsak di Indonesia 

Ada dua macam varietas sirsak yang tumbuh di seluruh wilayah Indonesia, 

yaitu sirsak varietas lokal dan varietas ratu. Sirsak lokal biasa dikenal dengan 

sebutan sirsak kecut dan sirsak ratu biasa disebut sebagai sirsak manis (Radi, 

1997). Kedua varietas tersebut tidak dapat dibedakan secara fisik maupun 

morfologinya dan hanya dapat dibedakan melalui rasa daging buahnya, yaitu 

sirsak lokal rasanya asam sedikit manis sedangkan sirsak ratu rasanya manis 

(Sudjijo, 2014). Tabel 2.1 menunjukkan ciri fisik dan morfologi tanaman sirsak 

varietas lokal dan ratu. 

Tabel 2. 1 Ciri fisik dan morfologi sirsak varietas lokal dan ratu 

Ciri Morfologi Varietas Lokal Varietas Ratu 

Bentuk buah Bulat lonjong Bulat lonjong 

Warna daging buah Putih susu Putih susu 

Rasa daging buah Asam manis Manis legit 

Aroma daging buah Harum tajam Harum tajam 

Warna kulit batang Coklat Coklat 

Permukaan daun Halus Halus 

Bentuk percabangan Jarang ke atas Jarang ke atas 

Lebar daun 4,8-5,5 cm 5-5,5 cm 

Panjang daun 10-20 cm 10-20 cm 

Warna daun  

Hijau tua (atas) 

Hijau muda (bawah) 

Hijau tua (atas) 

Hijau muda (bawah) 

Tepi daun Rata Rata 

Bentuk daun Lonjong ujung runcing Lonjong ujung runcing 

Warna bunga Hijau kekuningan Hijau kekuningan 

        (Sumber: Sudjijo, 2014) 

Penelitian terbaru yang dilakukan oleh Dewi (2018) dan Juniarta (2018) 

telah berhasil membedakan antara sirsak lokal dan ratu melalui model klasifikasi 

spektroskopi NIR dan kemometrika serta kandungan fenolik totalnya. Kandungan 

fenolik total sirsak varietas lokal lebih tinggi dibandingkan sirsak ratu.  

2.3 Serbuk Simplisia 

Simplisia merupakan bahan alami yang dipakai sebagai obat yang belum 

mengalami pengolahan apapun juga, kecuali dinyatakan lain, berwujud bahan 

yang telah dikeringkan (Susanti, 2016). Dalam Materia Medika Jilid VI (1995) 

disebutkan bahwa simplisia dibagi menjadi tiga macam golongan, yaitu simplisia 

nabati, hewani, dan mineral (pelikan). Berdasarkan penggolongan tersebut, maka 

tanaman obat termasuk golongan simplisia nabati, yaitu simplisia yang berupa 
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tanaman utuh, bagian tanaman atau eksudat tanaman (Susanti, 2016). Pembuatan 

simplisia melalui beberapa proses, yaitu pengumpulan bahan baku, sortasi basah, 

pencucian, perajangan, pengeringan, sortasi kering, pengepakan dan 

penyimpanan, dan pemeriksaan mutu (Depkes RI, 1985).  

Serbuk simplisia dibuat dengan cara menghaluskan simplisia dengan alat 

penggiling. Menurut Ahmad (2012), serbuk simplisia merupakan sediaan obat 

tradisional yang berbentuk butiran homogen (dengan derajat halus yang sesuai) 

terbuat dari simplisia atau campuran dengan ekstrak yang penggunaannya diseduh 

dengan air panas. Berdasarkan Peraturan Kepala BPOM RI Nomor 12 Tahun 

2014 tentang Persyaratan Mutu Obat Tradisional, serbuk simplisia yang diseduh 

dengan air panas tersebut harus memenuhi persyaratan berikut: 

a. Kadar air   : Ò 10 % 

b. Cemaran mikroba 

Angka lempeng total : Ò 106 koloni/g 

Angka kapang khamir : Ò 104 koloni/g 

Escherichia coli  : negatif/g 

Salmonella spp  : negatif/g 

Pseudomonas aeruginosa : negatif/g 

Staphylococcus aureus : negatif/g 

c. Cemaran logam berat 

Pb : Ò 10 mg/kg atau mg/L atau ppm 

Cd : Ò 0,3 mg/kg atau mg/L atau ppm 

As : Ò 5 mg/kg atau mg/L atau ppm 

Hg : Ò 0,5 mg/kg atau mg/L atau ppm 

2.4 Spektroskopi NIR 

2.4.1 Prinsip Kerja 

Spektroskopi NIR adalah spektroskopi vibrasional atau getaran yang 

melibatkan interaksi antara radiasi elektromagnetik (REM) dengan sampel di 

daerah yang bersesuaian dengan daerah NIR pada daerah REM. Molekul-molekul 

yang sedang dalam keadaan dasar yang menyerap REM kemudian akan 
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dieksitasikan ke tingkat energi yang lebih tinggi sehingga mengalami transisi 

vibrasional, hanya frekuensi spesifik dari NIR yang dapat diserap oleh suatu 

molekul tertentu (Rohman, 2014). Spektrum NIR terletak diantara wilayah 

spekrum Mid-infrared (MIR) dan spektrum cahaya tampak. American Society for 

Testing and Materials (ASTM)  telah menetapkan bahwa wilayah spektra NIR 

adalah pada panjang gelombang 780-2526 nm atau jumlah gelombang per cm 

12820-3959 cm-1. Penyerapan cahaya di wilayah tersebut utamanya disebabkan 

oleh overton dan vibrasi kombinasi (stretching atau uluran dan bending atau 

tekukan). Agar cahaya NIR dapat diserap maka energinya harus cukup tinggi 

untuk menghasilkan transisi vibrasi dalam molekul-molekul yang bersangkutan, 

yaitu frekuensi cahaya harus sama persis dengan frekuensi vibrasi dasar untuk 

molekul spesifik dan harus berada di bawah perubahan momen dipol berdasarkan 

vibrasi dasar (Blanco dkk., 1998). Hanya ikatan yang mempunyai omen dipol 

yang dapat menyerap radiasi NIR (Sastrohamidjojo, 1992). Daerah panjang 

gelombang NIR masing-masing ikatan kimia ditunjukkan oleh Gambar 2.7. 

 

Gambar 2. 7 Daerah ikatan kimia dan panjang gelombang pada NIR (Karlinasari dkk., 

2012) 

2.4.2 Instrumentasi 

Untuk dapat menangkap spektrum sampel, umumnya sebuah 

spektrofotometer NIR terdiri atas sumber cahaya (light source), monokromator 
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(monochromator), dan detektor (detector). Sumber cahaya yang biasa digunakan 

adalah lampu tungsten, karena mampu menyinari secara merata pada wilayah 

spektra NIR. Monokromator digunakan untuk memecah cahaya radiasi sebelum 

mencapai sampel. Kisi difraksi merupakan monokromator yang biasa digunakan, 

karena mempunyai sejumlah besar garis atau celah paralel yang dipisahkan oleh 

jarak yang sebanding dengan panjang gelombang cahaya. Ketika cahaya 

polikromatik mengenai kisi, maka akan didispersikan ke beberapa arah dan sudut 

difraksi berdasarkan panjang gelombang. Detektor digunakan untuk menerima 

dan merekam sinyal setelah pemisahan panjang gelombang. Detektor foton 

merupakan yang paling sering digunakan, yaitu silikon, timbal sulfida (PBs), dan 

indium galium arsenida (InGaAs) (Patel, 2017). Instrumentasi spektrofotometri 

NIR dapat dilihat pada Gambar 2.8. 

 

Gambar 2. 8 Instrumentasi spektrofotometri NIR (Reich, 2005) 

2.5 Kemometrika 

Kemometrika adalah disiplin kimia yang menggunakan metode statistik 

dan matematika untuk merancang atau memilih prosedur dan eksperimen yang 

paling optimal, serta untuk memberikan informasi kimia semaksimal mungkin 

dengan menganalisis data kimia. Namun aplikasi sistem kimia seringkali sangat 

rumit dan tidak dapat dijelaskan secara pasti dengan teori (Varmuza dan 

Filzmoser, 2009). Begitu juga dengan spektroskopi NIR yang spektrumnya sangat 

sulit untuk diintrepertasikan (Roggo dkk., 2007). Sehingga untuk mengatasi 

masalah tersebut dibutuhkan analisis data statistik multivariat, yaitu sebuah alat 

yang mampu untuk menganalisis dan menyusun set data yang telah diperoleh dari 
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sistem kimia dan untuk membuat model matematika empiris untuk memprediksi 

secara cepat nilai-nilai penting yang tidak dapat diukur secara langsung.  

Metode kemometrika dan multivariat dapat mengatasi berbagai masalah 

dalam analisis, seperti penentuan konsentrasi suatu senyawa kimia dalam 

campuran yang kompleks, pengelompokan sampel, prediksi aktivitas suatu 

senyawa kimia, mengenali ada atau tidaknya suatu substruktur pada struktur dari 

sebuah senyawa organik yang tidak diketahui, dan evaluasi proses dalam 

teknologi kimia (Varmuza dan Filzmoser, 2009). Gabungan antara spektroskopi 

NIR dan kemometrika telah membuktikan efektifitasnya untuk dapat menganalisis 

secara kulitatif maupun kuantitatif, yaitu analisis kualitatif menggunakan metode 

penggolongan (LDA, SVM, dan SIMCA) sedangkan analisis kuantitatif 

menggunakan metode regresi (PLS, PCR, dan SVR) (Roggo dkk., 2007). 

2.5.1 Linear Discriminant Analysis (LDA) 

Metode kemometrika penggolongan dibagi menjadi dua jenis yaitu 

unsupervised pattern recognition (pengenalan pola yang tidak terawasi) dan 

supervised pattern recognition (pengenalan pola yang terawasi). LDA termasuk 

jenis metode supervised pattern recognition, tujuan dari metode ini yaitu 

menggunakan sampel-sampel yang telah diketahui golongannya (training set) 

untuk menemukan suatu aturan meletakkan objek baru yang golongannya tidak 

diketahui ke dalam golongan yang benar atau tepat  (Rohman, 2014b).  LDA 

merupakan metode linear dan parametrik dengan karakteristik diskriminatif yang 

berfokus untuk menemukan batas optimal antar golongan atau kelas. (Roggo dkk., 

2007). Titik awal analisis LDA yaitu menemukan fungsi diskriminan linier (LDF) 

Y yang merupakan suatu kombinasi linier variabel-variabel asal X1, X2 dan 

seterusnya seperti pada persamaan 2.1. 

 

Y = a1X1 + a2X2 + ......+ anXn ................................................. (2.1) 

 

Pengukuran-pengukuran asal n untuk tiap objek digabungkan dalam satu 

nilai tunggal Y, sehingga data direduksi menjadi satu dimensi. Sampel-sampel 
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yang berada pada golongan yang sama akan memiliki nilai Y yang sama dan 

sampel-sampel yang berbeda golongan akan memiliki nilai Y yang berbeda pula. 

Dapat dipahami bahwa LDF merupakan alat untuk menbedakan golongan satu 

dengan lainnya pada metode LDA (Rohman, 2014b). 

2.5.2 Support Vector Machine Classificaton (SVM) 

SVM termasuk metode kemometrika penggolongan jenis supervised 

pattern recognition. Konsep dasar SVM yaitu sebagai classifier (alat 

pengklasifikasi atau penggolongan) yang digunakan dalam pattern recognition 

(pengenalan pola) atau yang dikenal juga sebagai klasifikasi (Nugroho dkk., 

2003). SVM merupakan classifier non parametrik (Abe, 2010). Namun, bukan 

berarti SVM tidak mempunyai parameter sama sekali. Parameternya telah 

ditentukan sebelumnya dan jumlahnya tergantung pada data training yang 

digunakan, dengan kata lain parameter yang menentukan kapasitas model adalah 

data-driven seperti untuk melihat kapasitas model untuk kompleksitas data. Ini 

merupakan paradigma dasar dari Structural Risk Minimation (SRM) (Lipo, 2005). 

SVM mampu membentuk model klasifikasi dari berbagai data dengan ditunjang 

oleh strategi SRM, termasuk juga data spektroskopi NIR (Liang dkk., 2011).  

SVM seperti metode kemometrika penggolongan lainnya yaitu 

menggunakan algoritma untuk menggolongkan objek. Asumsikan kita diberikan 

set S yaitu poin ὼὭ ᶰ  Ὑ
ὲ
 dengan i = 1,2, ....., N. Tiap poin xi milik salah satu kelas 

(kategori) dan dengan demikian diberi label ώὭ  ᶰ ρȟρ . Tujuannya adalah untuk 

menetapkan persamaan hyperplane yang membagi set S meninggalkan semua 

poin dari kelas yang sama di sisi yang sama. SVM melakukan penggolongan 

dengan membangun hyperplane dimensi N yang secara optimal memisahkan data 

menjadi dua kategori (Abe, 2010; Wisniewski dan Wawrzyniak, 2010). 

2.5.3 Soft Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA) 

SIMCA pertama kali dikenalkan oleh Wold pada tahun 1970, termasuk 

dalam jenis supervised pattern recognition. Pembentukan model SIMCA terjadi 

dalam dua tahap. Pada tahap pertama, masing-masing golongan (kategori) dibuat 

model Principal Component Analysis (PCA) dilakukan untuk setiap kelompok 
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pengamatan yang relevan secara terpisah. Pada tahap kedua, dilakukan 

penggolongan objek atau sampel yang tidak diketahui golongannya dengan 

menggunakan model SIMCA yang terbentuk dari model  PCA (Kanik dkk., 

2013). SIMCA dapat dipahami sebagai suatu prosedur yang terdiri dari konstruksi 

model PCA yang diikuti dengan perhitungan Orthogonal Distance dan Score 

Distance (OD dan SD) untuk pemisahan antar golongannya (Pomerantsev dan 

Rodionova, 2014). 

Prinsip dasar PCA yaitu menemukan komponen utama (principal 

component, PC) Z1, Z2, ..., Zn yang merupakan kombinasi linier yang 

menggambarkan setiap spesimen X1, X2, ..., Xn, seperti yang terlihat pada 

persamaan 2.2 (Rohman, 2014b). Selanjutnya melalui perhitungan SD (persamaan 

2.3) dan perhitungan OD (persamaan 2.4) sistem SIMCA membentuk dua area, 

yaitu area penerimaan dan area outlier. Area penerimaan adalah struktur data 

spektrum biasa, sedangkan area outlier adalah data noise (derau). Nilai SD dan 

OD kecil menunjukkan sinyal data spektrum biasa dan nilai SD dan OD yang 

tinggi menunjukkan sinya noise. Melalui kedua area tersebut SIMCA dapat 

menggolongkan sampel ke dalam kategori sesuai model PCA yang terbentuk 

(Pomerantsev dan Rodionova, 2014). 

Z1 = a11X1 + a12X2 + a13X3 + ...... + a1nXn  

Z2 = a21X1 + a22X2 + a23X3 + ...... + a2nXn 

Z3 = a31X1 + a32X2 + a33X3 + ...... + a3nXn 

.............................. (2.2) 

 

È  Ô  4 4  Ô  
Ô

ʇÁ
ȟ É ρȟ ȣ ȟ Ì ............................... (2.3) 

 

Ö  Å Ô ȟ É ρȟ ȣ ȟ Ì .................................... (2.4) 
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2.5.4 Partial Least Square (PLS) 

Metode kemometrika regresi terbagi menjadi dua jenis, yaitu kalibrasi 

biasa atau normal (Classical Least Square) yang mana absorbansi merupakan 

fungsi konsentrasi (persamaan 2.5) dan kalibrasi terbalik (Inverse Least Square) 

yang mana konsentrasi adalah fungsi absorbansi (persamaan 2.6). PLS termasuk 

dalam jenis Inverse Least Square (Rohman, 2014a).  

 

At = bot + b1tC1n + b2tC2 + b3tC3 + .... + bntCn ...................... (2.5) 

 

Ct = bot + b1tA1n + b2tA2 + b3tA3 + .... + bntAn ...................... (2.6) 

 

Dalam metode PLS, regresi dihitung dengan algoritma kuadrat terkecil. 

Tujuan PLS adalah untuk membangun hubungan linier antara dua matriks, data 

spektral X dan nilai referensi Y. Teknik ini memodelkan baik X dan Y untuk 

mencari tahu variabel dalam matriks X yang akan paling menggambarkan dalam 

matriks Y. Hal ini dapat dijelaskan oleh representasi dari spektrum dalam wilayah 

panjang gelombang untuk menunjukkan arah yang akan menjadi kombinasi linear 

dari panjang gelombang yang disebut dengan faktor-faktor yang paling 

menggambarkan sesuatu hal yang diamati (Roggo dkk., 2007). 

2.5.5 Principal Component Regression (PCR) 

PCR teknik analisis regresi yang didasarkan pada pricipal components 

analysis (PCA) dan termasuk dalam jenis Inverse Least Square. Prinsip dasar 

regresi PCR adalah mereduksi banyaknya variabel prediktor dengan 

menggunakan beberapa komponen utamanya (PC) dan bukan menggunakan 

variabel asal. Sehingga pada PCR prediktornya tidak lagi absorbansi, tetapi 

kombinasi beberapa absorbansi yang membentuk variabel baru PC.  Seperti 

metode Inverse Least Square lainnya, PCR juga memiliki syarat bahwa jumlah 

sampel kalibrasi harus lebih banyak dari jumlah variabel prediktornya. Di sinilah 

keuntungan regresi PCR ditunjukkan, karena dengan teknik PCR maka variabel 

prediktor awal akan dikombinasikan membentuk variabel baru (PC) yang 
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jumlahnya menjadi lebih sedikit dari variabel asal (Jolliffe, 1982; Rohman, 

2014a).  

2.5.6 Support Vector Machine Regression (SVR) 

SVR termasuk dalam metode kometrika regresi jenis Inverse Least 

Square. SVR merupakan versi regresi dari SVM yang diperkenalkan oleh 

Vladimir N. Vapnik dan kawan-kawan pada tahun 1996 (Drucker, 1997). Yang 

membedakan SVR dari SVM yaitu bahwa algoritma SVR memperkenalkan fungsi 

kerugian yang mengabaikan kesalahan yang berada dalam jarak tertentu dari nilai 

yang sebenarnya (Chen dkk., 2004). 

2.6 Cross Validation (Validasi Silang) 

 Validasi silang merupakan sebuah teknik validasi model  untuk menilai 

apakah suatu model memang benar-benar  menghasilkan prediksi penggolongan 

atau regresi yang tepat.  Teknik ini digunakan untuk  memperkirakan seberapa 

akurat sebuah model prediktif ketika dijalankan dalam praktiknya. Ada beberapa 

jenis validasi silang yaitu leave one out cross validation (LOOCV), k fold cross 

validation (KFCV) dan two fold cross validation (2FCV) (Kohavi, 1995). 

Penelitian ini menggunakan metode klasifikasi  LOOCV dan 2FCV. 

2.6.1 Leave One Out Cross Validation (LOOCV) 

 Diasumsikan bahwa kita mempunyai classifier yang di bentuk 

menggunakan bagian dari set data yang tersedia (training set). Proses 

pembentukan mengoptimalkan parameter classifier sesuai dengan training set. 

Untuk memvalidasi kinerja classifier, sampel independen dari kumpulan data 

yang sama harus digunakan. Dilakukan dengan mengambil satu set sampel pada 

training set untuk digunakan sebagai validasi data dan sampel pengamatan yang 

pada training set dibentuk menjadi model baru, kemudia. Hal ini dilakukan 

berulang pada set sampel yang terdapat pada training set (Fred dkk., 2010).  

2.6.2 Two Fold Cross Validation (2FCV) 

 Teknik ini dilakukan dengan membagi data sampel menjadi dua bagian 

yang sama yaitu training set yang digunakan untuk membuat model, sedangkan 
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bagian yang lain untuk test set yang berfungsi untuk memvalidasi model yang 

telah terbentuk (Kohavi, 1995). 

2.7 Profil Senyawa Fenolik 

 Senyawa fenolik adalah salah satu kelompok senyawa terpenting yang 

terkandung pada tanaman (Yuslianti, 2018). Senyawa fenolik adalah metabolit 

sekunder yang diproduksi melalui jalur asam shikimat pada tumbuhan dan pentosa 

fosfat melalui metabolisme fenilpropanoid. Secara struktur kimia, senyawa 

fenolik mengandung cincin benzena dengan satu atau lebih substituen hidroksil 

dan berbagai molekul fenolik sederhana untuk senyawa polimer yang sangat 

tinggi (Lin dkk., 2016). Gambar 2.9 menunjukkan struktur kimia salah satu 

senyawa fenolik yang terkandung dalam daun sirsak yaitu asam galat. 

 

Gambar 2. 9 Struktur kimia senyawa asam galat 

Beberapa ilmuan telah berhasil mengklasifikasikan senyawa fenolik. 

Ribérau-Gayon mengklasifikasikan senyawa fenolik menjadi tiga famili, yaitu: 

1. Fenol yang terdistribusikan secara luas, yaitu yang ada di seluruh tanaman 

atau penting untuk tanaman tertentu, 

2. Fenol yang terdistribusikan secara tidak merata, yaitu masih sedikit senyawa 

yang telah dikenali, 

3. Konstituen fenolik yang hadir sebagai polimer. 

Sedangkan Harborne dan Simmonds mengklasifikasikan senyawa fenolik 

berdasarkan jumlah karbon pada molekul (Vermerris dan Nicholson, 2009). 

Kaslifikasi tersebut dapat dilihat pada Tabel 2.2. 
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Tabel 2. 2 Klasifikasi senyawa fenolik oleh Harbone dan Simonds 

Jumlah Atom 

Karbon 
Kerangka Dasar 

Jumlah 

Siklus 

Fenolik 

Kelas 

6 C6 1 Fenol sederhana, benzokuinon 

7 C6- C1 1 Asam fenolik, aldehida fenolik 

8 C6- C2 1 Asetofenon, turunan tirosin, asam fenilasetik 

9 C6- C3 1 

Asam hidrosinamik, fenil propena, kumarin, 

isokuinon, kromon 

10 C6- C4 1 Naptokuinon 

13 C6- C1- C6 2 Santonoida 

14 C6- C2- C6 2 Stibenoida, antrakuinon 

15 C6- C3- C6 2 

Kalkonoida, flavonoida, isoflavonoida, 

neoflavonoida 

16 C6- C4- C6 2 Senyawa alga fenolik terhalogenasi 

18 (C6-C3)2 2 Lignan, neo lignan 

30 (C6- C3- C6)2 4 Biflavonoida 

Banyak 

(C6- C3)n, (C6)n, 

(C6- C3- C6)n n>12 

Lignin, melanin katekol, flavolan, protein 

polifenolik, pilifenol 

 (sumber: Harborne, 1980; Vermerris dan Nicholson, 2009) 

2.8 Ragam Metode Penentuan Kandungan Fenolik  

 Di alam, senyawa fenolik memiliki variasi struktur yang luas, oleh karena 

itu dalam penentuan kandungan fenolik suatu bahan alam terdapat beragam 

metode. Beberapa metode penentuan kandungan fenolik adalah sebagai berikut:  

2.8.1 Metode Titrasi Volumetri 

Permanganat sebagai zat pengoksidasi digunakan untuk mengoksidasi 

larutan baku yang diketahui konsentrasinya, kemudian dapat dihasilkan kurva 

standar. Kandungan fenol yang tidak diketahui konsentrasinya kemudian 

dinyatakan sebagai ekuivalen dari standar tersebut (Wang dan Zhou, 2004). 

2.8.2 Metode Kolorimetri 

Senyawa fenolik total diukur dengan reaksi Folin-Ciocalteu. Sampel yang 

mengandung senyawa fenolik (pada suasana basa) akan mereduksi pereaksi Folin-

Ciocalteu, sehingga perekasi tersebut berubah warna dari kuning menjadi biru. 

Intensitas warna biru berbanding lurus dengan jumlah senyawa fenolik yang 

terkandung dalam sampel. Hasil biasanya dinyatakan sebagai miligram asam galat 

ekuivalen per gram sampel (mg GAE/g) (Folin dan Ciocalteu, 1927). 
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2.8.3 Metode HPLC-Diode Array Detector 

Kuantitas hasil dari  metode ini umumnya cenderung sebagai nilai relatif 

daripada absolut karena ada kurangnya standar yang tersedia secara komersial 

untuk setiap molekul fenolik. Teknik ini juga dapat digabungkan dengan 

spektrometri massa (misalnya, HPLC ï DAD ï ESI / MS) untuk identifikasi 

molekul yang lebih tepat (Mozetiļ dan Trebġe, 2004). 

2.8.4 Metode Lamaison and Carnet 

Metode ini juga dikenal sebagai metode AlCI3. Setelah pencampuran yang 

tepat dari sampel dan pereaksi AlCI3, campuran diinkubasi selama 10 menit pada 

suhu kamar dan absorbansi larutan dibaca pada 440 nm. Kandungan flavonoid 

diekspresikan dalam mg kuersetin/g sampel (Lamaison dan Carnet, 1991). 

2.9 Penentuan Kandungan Fenolik Total dengan Metode Kolorimetri (Folin-

Ciocalteu) Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis 

Metode kolorimetri dipilih untuk menentukan kandungan fenolik total 

dalam sampel pada penelitian ini, prinsip kerja dari metode ini yaitu 

menggunakan reaksi reduksi sampel yang mengandung senyawa fenolik (dalam 

suasana basa) terhadap pereaksi Folin-Ciocalteu sehingga terbentuk suatu 

kompleks warna yang dapat diukur sebagai perwujudan jumlah kandungan fenolik 

dalam suatu sampel. Pereaksi Folin-Ciocalteu merupakan larutan kompleks ion 

polimerik yang terbentuk dari asam fosfomolibdat dan asam 

heteropolifosfotungstat (Folin dan Ciocalteu, 1927). Senyawa fenolik dalam 

sampel akan mereduksi senyawa fosfomolibdat fosfotungstat dalam pereaksi 

Folin-Ciocalteu sehingga membentuk larutan berwarna biru (Singleton dkk., 

1999), kepekatan warna biru yang terbentuk setara dengan konsentrasi ion fenolat 

yang terbentuk, artinya semakin besar konsentrasi senyawa fenolik sampel maka 

semakin banyak ion fenolat yang akan mereduksi asam heteropoli sehingga warna 

biru yang dihasilkan semakin pekat pula. Larutan kromofor berwarna biru tersebut 

akan diukur dengan metode analasis kolorimetri yaitu dengan menggunakan 

spektrofotometri UV-Vis (cahaya tampak) (Singleton dan Rossi, 1965). Reaksi 
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antara senyawa fenolik dan reagen Folin-Ciocalteu dapat dilihat pada Gambar 

2.10. 

 

Gambar 2. 10 Reaksi senyawa fenolik dengan reagen Folin-Ciocalteu (Hardiana dkk., 

2012) 

Kolorimetri merupakan metode untuk melakukan pengukuran berdasarkan 

intensitas warna dalam larutan, yaitu perbandingan antara warna sampel dan 

standar yang digunakan untuk menentukan konsentrasi suatu senyawa dalam 

sampel. Sampel berwarna tersebut akan menyerap radiasi sinar tampak dari 

spektrofotometer UV-Vis (Gandjar dan Rohman, 2015). Sampel dapat menyerap 

radiasi sinar tampak dari spektrofotometer UV-Vis karena mengandung gugus 

kromofor, yaitu suatu gugus yang mempunyai ikatan rangkap terkonjugasi yang 

menyebabkan suatu senyawa memiliki warna (Triyati, 1985). Menurut Gandjar 

dan Rohman (2018) tahapan dalam spektrofotometri UV-Vis yaitu terdiri atas 

pembentukan molekul-molekul yang dapat menyerap radiasi UV-Vis (gugus 

kromofor), pemilihan panjang gelombang maksimum, penentuan waktu 

operasional, pembuatan kurva baku, dan pembacaan absorbansi sampel. 
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian ini adalah true experimental laboratories, yaitu penelitian 

yang dilakukan di laboratorium.  

3.2 Tempat dan Peneltian 

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia, Fakultas Farmasi, 

Universitas Jember. Waktu pelaksanaan penelitian dimulai dari bulan Mei sampai 

September 2018. 

3.3 Rancangan Penelitian 

Langkah penelitian awal yang dilakukan yaitu pengambilan sampel daun 

sirsak (Annona muricata L.) varietas lokal di tiga wilayah dengan ketingian 

tempat yang berdeda yaitu Kabupaten Bangkalan (0-200 mdpl), Kabupaten 

Jember (200-700 mdpl) dan Kota Batu (>700 mdpl). Sampel diproses menjadi 

simplisia kemudian dihaluskan dengan menggunakan selep hingga menjadi serbuk 

dan diayak. Serbuk daun sirsak kemudian ditetapkan kadar airnya dengan 

menggunakan metode gravimetri. Setelah kadar air telah <10%, seluruh sampel 

serbuk daun sirsak diukur spektrumnya menggunakan spektrofotometer NIR 

kemudiaan diidentifikasi varietasnya menggunakan model klasifikasi LDA 

varietas sirsak (Dewi, 2018). Sampel yang telah teridentifikasi sebagai serbuk 

daun sirsak varietas lokal dibagi menjadi dua kelompok sampel, yaitu kelompok 

training set dan test set. Dilakukan penentuan kandungan fenolik total seluruh 

sampel (training set dan test set) dengan menggunakan metode kolorimetri (Folin-

Ciocalteu) dan diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis sebagai 

metode pembanding pembanding. Data spektrum NIR sampel training set 

dibentuk model klasifikasi dengan metode spektroskopi NIR dan kemometrika 

(LDA, SVM, dan SIMCA).  Selanjutnya data spektrum NIR sampel training set 

dan data kandungan fenolik total sampel training set dari spektrofotometri UV-

Vis dikombinasikan membentuk model kalibrasi dengan menggunakan metode 

spektoskopi NIR dan kemometrika (PLS, PCR, dan SVR). Model kalibrasi dan 
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klasifikasi yang terbentuk kemudian dievaluasi melalui validasi silang dengan 

metode Leave One Out Cross Validation (LOOCV), kemudian dengan 

menggunakan data sampel test set dilakukan metode 2 fold Cross Validation 

(2FCV). Model klasifikasi dan kalibrasi terpilih dan tervalidasi kemudian akan 

diaplikasikan pada sampel nyata. Data hasil yang diperloeh dianalisis dengan 

metode statistik.  

3.4 Alat dan Bahan Penelitian 

3.4.1 Alat Penelitian 

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer 

NIR Brimrose Luminar 3070, perangkat lunak Brimrose, perangkat lunak The 

Unscrambler X 10.2 (Camo), spektrofotometer UV-Vis (Hitachi U-1800), 

perangkat lunak Google Earth Altimeter, oven (Memmert), timbangan analitik 

digital (Sartorius), alat penyerbuk, ultrasonikator, ayakan mesh 100, vial, 

desikator, corong gelas, labu ukur, pipet mikro (Socorex), kuvet, ayakan, dan alat-

alat gelas. 

3.4.2 Bahan Penelitian 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sampel (training set 

dan test set) daun sirsak (Annona muricata L.) varietas lokal yang diambil dari 

Kabupaten Bangkalan, Kabupaten Jember dan Kota Batu, sampel nyata daun 

sirsak (Annona muricata L.) varietas lokal yang diambil dari Kabupaten 

Bondowoso, Lumajang dan Situbondo, metanol 98%, akuades, kertas saring, baku 

asam galat (sigma), pereaksi Folin-Ciocalteu (merck), dan Na2CO3. 

3.5 Variabel Penelitian 

3.5.1 Variabel Bebas 

Variabel bebas dari penelitian ini adalah perbedaan ketinggian tempat 

tumbuh daun sirsak varietas lokal, yaitu dataran rendah, dataran sedang, dan 

dataran tinggi. 
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3.5.2 Variabel Terikat 

Variabel terikat dari penelitian ini adalah kandungan fenolik total dan 

model klasifikasi serbuk daun sirsak varietas lokal dari tiga wilayah dengan 

ketinggian tempat yang berbeda. 

3.5.3 Variabel Terkendali 

 Variabel terkendali dari penelitian ini adalah varietas sampel daun sirsak, 

dan cara penentuan kandungan fenolik total dan model klasifikasi. 
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3.6 Alur Penelitian 

 

Gambar 3. 1 Skema Alur Penelitian 
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3.7 Prosedur Penelitian 

3.7.1 Pengumpulan Sampel 

Pengumpulan sampel daun sirsak varietas lokal dilakukan di tiga wilayah 

dengan ketinggian berbeda, yaitu Kabupaten Bangkalan sebagai dataran rendah 

(0-200 mdpl), Kabupaten Jember sebagai dataran sedang (201-700 mdpl), dan 

Kota Batu sebagai dataran tinggi (>700 mdpl). Ketinggian tempat pada titik 

pengumpulan masing-masing sampel ditetapkan menggunakan perangkat lunak 

Google Earth Altimeter. Masing-masing dari tiga wilayah tersebut diambil 

sebanyak 3 sampel untuk training set dan 1 sampel untuk test set, total sampel 

training set 9 dan sampel test set 3. Sampel nyata diambil dari wilayah selain 

Kabupaten Bangkalan, Kabupaten Jember dan Kota Batu, yaitu masing-masing 1 

di Kabupaten Bondowoso (dataran tinggi: 0-200 mdpl), Kabupaten Lumajang 

(dataran sedang: 201-700 mdpl), dan Kabupaten Situbondo (dataran tinggi: >700 

mdpl), total sampel nyata 3.  

Teknik pengambilan sampel  yang dipilih sebagai upaya penelitian untuk 

mendapat sampel yang representatif (mewakili), yang dapat menggambarkan 

kriteria yang diinginkan. Teknik pengambilan sampel yang digunakan pada 

penelitian ini adalah teknik purposive sampling, yaitu pengambilan sampel yang 

dilakukan hanya atas dasar pertimbangan peneliti saja yang menganggap kriteria 

yang diinginkan telah ada dalam kelompok sampel yang diambil. 

3.7.2 Pembuatan Simplisia dan Serbuk Simplisia  

Sampel daun sirsak sebanyak 1 kg yang telah dikumpulkan dicuci dengan 

air mengalir. Setelah dicuci, daun sirsak diangin-anginkan pada kondisi suhu 

ruang dan tidak terkena sinar matahari langsung selama 1 hari. Kemudian masing-

masing daun sirsak dipotong menjadi 3 bagian, setelah itu diangin-anginkan 

kembali pada kodisi suhu ruang dan tidak terkena sinar matahari langsung sampai 

kering. Simplisia daun sirsak varietas lokal yang sudah kering dihaluskan dengan 

menggunakan alat penyerbuk sehingga menjadi serbuk simplisia. Setelah itu 

serbuk simplisia diayak dengan ayakan mesh 100. 
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3.7.3 Penentuan Kadar Air Serbuk Simplisia 

 Serbuk simplisia ditetapkan kadar airnya dengan menggunakan metode 

gravimetri. Vial kosong tanpa penutup ditimbang, kemudian sebanyak 1 gram 

serbuk simplisia dimasukkan dalam vial dan dipanaskan menggunakan oven pada 

suhu 1050C selama 1 jam lalu didinginkan dalam desikator dalam keadaan vial 

tertutup. Setelah dingin kemudian ditimbang. Pemanasan dengan oven diulang 

selama 30 menit sampai diperoleh bobot konstan. Kadar air dihitung dengan 

persamaan 3.1. 

Kadar Air (%) =  x 100 %..........................(3.1) 

Keterangan :  

A = bobot sampel awal (g)  

B = bobot sampel sesudah dikeringkan (g) 

3.7.4 Pengukuran Spektrum Sampel Serbuk Daun Sirsak Menggunakan 

Spektrofotometer NIR 

Pengukuran spektrum seluruh sampel serbuk daun sirsak (training set, test 

set, dan sampel nyata) menggunakan instrumen spektrofotometer NIR Brimrose 

Luminar 3070. Instrumen dihidupkan dan ditunggu selama 30 menit (merupakan 

waktu warming up), kemudian dibuka perangkat lunak Brimrose. Sampel serbuk 

daun sirsak varietas lokal diletakkan diatas plat tempat sampel dengan cara 

menekan sehingga menghasilkan ketebalan dan ketinggian yang sama pada setiap 

replikasi sampel. Setiap sampel dilakukan replikasi sebanyak 5 kali dan setiap 

replikasi dilakukan 3 kali penembakan. Setiap sampel diberi kode nama. 

Selanjutnya langkah-langkah tersebut diulangi untuk semua sampel. Setelah 

scanning semua sampel, perangkat lunak Brimrose ditutup, selanjutnya data yang 

telah diperoleh diolah dengan program perangkat lunak The Unscrambler X 10.2. 

3.7.5 Identifikasi Varietas Sampel Serbuk Daun Sirsak 

Seluruh data spektrum sampel yang diperoleh dari scanning NIR diprediksi 

varietasnya menggunakan model klasifikasi LDA varietas daun sirsak (Dewi, 

2018) pada program perangkat lunak The Unscrambler X 10.2, untuk memastikan 
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bahwa seluruh sampel serbuk daun sirsak merupakan varietas lokal. Langkah-

langkahnya sebagai berikut: membuka model klasifikasi LDA varietas daun sirsak 

(Dewi, 2018) pada perangkat lunak The Unscrambler versi X 10.2, kemudian data 

spektrum seluruh sampel dimasukkan dengan memilih file, import data, lalu 

dipilih Brimrose sehingga akan muncul tampilan data dengan masing-masing 

panjang gelombang. Pilih semua data kemudian klik tasks, predict, classification 

lalu pilih LDA. 

3.7.6 Penentuan Kandungan Fenolik Total dengan Metode Kolorimetri (Folin-

Ciocalteu) Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis sebagai Pembanding 

1. Pembuatan Larutan Uji Serbuk 

Keseluruhan sampel serbuk daun ditimbang masing-masing 25 mg  dan 

dilakukan replikasi tiga kali pada masing-masing sampel. Selanjutnya dimasukkan 

labu ukur 10 ml dan dilarutkan metanol 98% hingga batas volume, sehingga 

dihasilkan konsentrasi larutan uji 2500 ppm. Larutan uji diultrasonikasi selam 10 

menit, setelah itu disaring mengunakan corong gelas dan kertas saring. Kemudian 

dilakukan pengenceran pada larutan uji tersebut sebanyak 2 kali yaitu dengan cara 

menggambil 1 ml larutan uji kemudian ditambahkan 1 ml metanol 98%.  

2. Pembuatan Larutan Baku Asam Galat  

Baku asam galat ditimbang sebanyak 12,5 mg dan dilarutkan metanol 98% 

dalam labu ukur 25 ml, sehingga didapatkan konsentrasi larutan induk asam galat 

yaitu 500 ppm. Selanjutnya dilakukan pengenceran larutan induk 500 ppm 

menjadi 5 ppm, 10 ppm, 15 ppm, 20 ppm, 40 ppm, 50 ppm, 80 ppm  dan 100 ppm 

dengan cara memipet sejumlah tertentu larutan induk asam galat kemudian 

dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml dan ditambahkan metanol 98%. 

3. Penetapan Panjang Gelombang Maksimum 

Larutan baku asam galat konsentrasi 50 ppm dipipet 100 µl kemudian 

ditambahkan dengan 500 µl Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air). Selanjutnya campuran 

didiamkan selama 6 menit, kemudian ditambah 400 µl Na2CO3 (7,5% b/v air). 

Campuran lalu didiamkan selama waktu operasional yaitu 35 menit (Juniarta, 

2018), kemudian diukur absorbansinya menggunakan panjang gelombang 400-
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800 nm. Panjang gelombang yang dipilih adalah panjang gelombang ketika 

absorbansi telah mencapai puncaknya (maksimal). 

4. Penetapan Waktu Operasional 

 Larutan baku asam galat konsentrasi 50 ppm dipipet 100 µl kemudian 

ditambahkan dengan 500 µl Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air). Selanjutnya campuran 

didiamkan selama 6 menit, kemudian ditambahkan 400 µl Na2CO3 (7,5% b/v air). 

Langkah tersebut dilakukan juga pada larutan uji, masing-masing 1 perwakilan 

dari sampel dataran rendah (Bangkalan), sedang (Jember), dan tinggi (Batu). 

Masing-masing campuran tersebut diukur absorbansinya menggunakan panjang 

gelombang 759 nm (hasil optimasi) dari menit ke-0 hingga menit ke-100 untuk 

larutan baku asam galat dan dari menit ke-0 hingga menit ke-120 untuk larutan uji 

serbuk dengan interval waktu 5 menit. Waktu operasional ditetapkan pada waktu 

saat absorbansi telah mencapai titik stabil (maksimum) yaitu dimana tidak ada 

lagi perubahan absorbansi yang terjadi. 

5. Pembentukan Kurva Baku Asam Galat 

Larutan baku asam galat dipipet 100 µl dari masing-masing seri 

konsentrasi, kemudian masing-masing ditambahkan dengan 500 µl Folin-

Ciocalteu (1:10 v/v air). Selanjutnya campuran didiamkan selama 6 menit, 

kemudian ditambahkan 400 µl Na2CO3 (7,5% b/v air), kemudian didiamkan 

selama waktu operasional yaitu 90 menit (hasil optimasi). Masing-masing 

campuran tersebut diukur absorbansinya menggunakan panjang gelombang 759 

nm (hasil optimasi). Data hasil absorbansi dan konsentrasi larutan standar asam 

galat diolah menjadi kurva baku asam galat, sehingga persamaan regresi larutan 

baku asam galat terbentuk. 

6. Penentuan Kandungan Fenolik Total 

Larutan uji serbuk yang telah dipreparasi dipipet sebanyak 100 µl 

kemudian ditambahkan dengan 500 µl Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air). Selanjutnya 

campuran didiamkan selama 6 menit, kemudian ditambahkan 400 µl Na2CO3 

(7,5% b/v air). Campuran lalu didiamkan pada suhu kamar selama waktu 

operasional yaitu 100 menit untuk sampel dari dataran tinggi dan 110 menit untuk 
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sampel dari dataran rendah dan sedang (hasil optimasi). Kemudian diukur 

absorbansinya menggunakan panjang gelombang 759 nm (hasil optimasi).  

Nilai absorbansi yang diperoleh dari masing-masing larutan uji 

dimasukkan ke dalam persamaan regresi larutan baku asam galat dan diolah 

sehingga didapatkan kandungan fenolik total yang ditunjukkan dengan persen b/b 

asam galat ekuivalen (% b/b GAE). 

3.7.7 Penentuan Model Klasifikasi 

Data spektrum sampel training set yang diperoleh diolah dengan 

menggunakan perangkat lunak The Unscrambler X 10.2. Penentuan model 

klasifikasi dilakukan dengan metode LDA, SVM, dan SIMCA dengan langkah-

langkah sebagai berikut: perangkat lunak The Unscrambler versi X 10.2 dibuka 

dan data dimasukkan dengan memilih file, import data, lalu dipilih Brimrose 

sehingga akan muncul tampilan data spektrum dengan masing-masing panjang 

gelombang. Selanjutnya dibuat kategori objek. Kategori ñRENDAHò untuk 

sampel dari Kabupaten Bangkalan, ñSEDANGò untuk sampel dari Kabupaten 

Jember, dan ñTINGGIò untuk sampel dari Kota Batu. Objek dikelompokkan 

dengan memilih define range dan column range diisi dengan kategori pada kolom 

1 dan absorbansi pada kolom yang lain. Selanjutnya dibuat model klasifikasi 

sebagai berikut :  

a. Linear Discriminant Analysis (LDA) 

Model klasifikasi dibuat dengan klik tasks, analyze, lalu pilih Linear 

Discriminant Analysis. Model klasifikasi dikatakan valid apabila % akurasi yang 

diperoleh sebesar 100%, dimana hasil prediksi dari model telah sesuai dengan 

klasifikasi yang sebenarnya.  

b. Support Vector Machine (SVM)  

Model dibuat dengan klik tasks, analyze, lalu pilih Support Vector 

Machine. Model klasifikasi dikatakan valid apabila % akurasi yang diperoleh 

sebesar 100%, hal tersebut menunjukkan hasil prediksi dari model telah sesuai 

dengan klasifikasi yang sebenarnya.  

c. Soft Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA)  
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Model PCA masing-masing kategori harus dibuat terlebih dahulu sebelum 

membuat model SIMCA. Model PCA dibuat dengan memilih data spektrum 

sesuai masing-masing kategori, kemudian klik tasks, analyze, lalu pilih Principal 

Component Analysis. Model SIMCA dibuat dengan klik tasks, predict, 

classification lalu pilih SIMCA. Model klasifikasi dikatakan valid apabila % 

akurasi yang diperoleh sebesar 100%, dimana hasil prediksi dari model telah 

sesuai dengan klasifikasi yang sebenarnya.  

3.7.8 Penentuan Model Kalibrasi 

Model kalibrasi dibuat dari seluruh data spektrum sampel training set 

menggunakan metode PLS, PCR dan SVR. Data absorbansi yang diperoleh dari 

spektrum NIR sampel yang mengandung senyawa fenolik dianalisis dengan 

metode PLS, PCR dan SVR untuk membentuk model kalibrasi. Absorbansi 

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

(variabel y). Selanjutnya dibuat model kalibrasi sebagai berikut: Buka perangkat 

lunak The Unscrambler versi X 10.2, masukkan data dengan memilih file, import 

data, lalu dipilih Brimrose sehingga akan muncul tampilan data dengan masing-

masing panjang gelombang. Masukkan data kandungan fenolik total sampel yang 

diperoleh dari metode kolorimetri spektrofotometri UV-Vis. Objek 

dikelompokkan dengan memilih define range dan column range diisi dengan nilai 

konsentrasi pada kolom 1 dan absorbansi pada kolom yang lain. Selanjutnya 

model dibuat dengan memilih tasks, analyze, lalu untuk PLS pilih Partial Least 

Square, untuk PCR pilih  Principal Component Regression dan untuk SVR pilih 

Support Vector Machine Regression. Pemilihan model kalibrasi didasarkan pada 

kemampuan prediksi yang terbaik dengan nilai korelasi R2 semakin besar, serta 

nilai galat RMSEC dan RMSECV semakin kecil. 

3.7.9 Validasi Model Terpilih 

a. 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. 



35 

b. 2-Fold Cross-Validation (2FCV)

Set validasi ini dibuat dengan data spektrum dari 3 sampel test set. Data 

spektrum tersebut kemudian diolah dan absorbansinya digunakan sebagai 

prediktor pada model terpilih.  

3.7.10 Aplikasi Model Terpilih dan Tervalidasi pada Sampel Nyata 

Model kemometrika yang telah terpilih dan tervalidasi diaplikasikan pada 

sampel serbuk daun sirsak di luar Kabupaten Bangkalan, Kabupaten Jember, dan 

Kota Batu. Menggunakan data spektrum sampel nyata dari Kabupaten 

Bondowoso, Lumajang, dan Situbondo dengan absorbansi sebagai prediktor pada 

model terpilih untuk analisis secara kualitatif (klasifikasi berdasarkan ketinggian 

tempat tumbuh) dan kuantitatif (penetapan kandungan fenolik total). Hasil metode 

kolorimetri menggunakan spektrofotometer UV-Vis digunakan sebagai data 

pembanding dalam penetapan kandungan fenolik total.  

3.7.11 Analisis Data 

Menggunakan program SPSS 25 trial version data hasil penetapan 

kandungan fenolik total  sampel serbuk daun sirsak varietas lokal dari ketiga 

wilayah (Bangkalan, Jember, dan Batu) diuji normalitas dan homogenitasnya, 

kemudian dilakukan pengujian One-Way ANOVA dan uji lanjutan Post Hoc untuk 

mengetahui ada atau tidak adanya perbedaan kandungan fenolik total sampel serbuk 

daun sirsak varietas lokal dari ketiga wilayah tersebut. Kemudian, hasil penetapan 

kandungan fenolik total sampel nyata dengan metode NIR dan spektrofotometri UV-

Vis dibandingkan melalui Paired-Samples T Test. Analisis data dilakukan pada 

tingkat kepercayaan 99% dengan nilai significance atau signifikansi (Sig.) 0,01 dan 

nilai Sig. (2-tailed) 0,005.  
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5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian ini, maka peneliti dapat memberikan saran pada 

penelitian ini yaitu perlu dibentuk model kemometrika dengan asal daerah sampel 

yang lebih luas dan titik ketinggian tempat yang lebih beragam serta perlu 

dilakukan penentuan kandungan metabolit sekunder lainnya (misal: flavonoid, 

alkaloid, saponin dan lain-lain), sehingga model yang terbentuk dapat 

diimplementasikan secara lebih luas. 
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LAMPIRAN 

Lampiran A. Sampel dan Instrumen yang Digunakan 

A.1 Sampel Training Set dan Test Set 

  

Training Set  Test Set 

 

A.2 Sampel Nyata 

 

A.3 Instrumen 

   

Spektrofotometer UV-Vis NIR 
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Lampiran B. Identitas Sampel 

B.1 Sampel Training Set 

Kode Nama Sampel 
Lokasi Pengambilan 

Sampel* 

Koordinat 

Latitude (S)-

Longitude (E)* 

mdpl* 

BN1 Bangkalan 1 

Jl. Raya Lajing, Desa Lajing, 

Kecamatan Arosbaya, 

Kabupaten Bangkalan 

6o58ô18.9732òS-

112o48ô19.35ò 
7 

BN2 Bangkalan 2 

Jl. Raya Tanjung Bumi, Desa 

Tlangoh, Kecamatan 

Tanjung Bumi, Kabupaten 

Bangkalan 

6o53ô18.042òS-

113o1ô44.706òE 

30 

 

BN3 Bangkalan 3 

Jl. Raya Sepuluh, Desa 

Banyior, Kecamatan Sepulu, 

Kabupaten Bangkalan 

6o53ô45.8088òS-

112o58ô41.7288

òE 

28 

JR1 Jember 1 

Jl, Mawar No. 150, Dusun 

Tengallo, Desa Biting, 

Kecamatan Arjasa, 

Kabupaten Jember 

8o7ô6.3912òS- 

113o46ô17.086ò

8E 

232 

 

JR2 Jember 2 

Jl. Sukowono, Dusun Krajan 

I, Desa Sebanen, Kecamatan 

Kalisat, Kabupaten Jember 

8o5ô39.0012òS-

113o49ô18.0012

òE 

274 

JR3 Jember 3 

Jl. RA. Kartini No.8, Dusun 

Krajan Timur I,  Desa 

Sugerkidul Kecamatan 

Jelbuk, Kabupaten Jember 

8o5ô4.9992òS-

113o45ô30.9996

òE 

237 

BU1 Batu 1 

Jl. Anggrek No. 9a, Desa 

Oro-Oro Ombo, Kecamatan 

Batu, Kota Batu 

7o54ô9.2412òS-

112o31ô37.1388

ò 

1019 

BU2 Batu 2 

Jl. Raya Junrejo No. 16, Desa 

Junwatu, Kecamatan Junrejo, 

Kota Batu 

7o54ô40.194òS- 

112o31ô46.9092

òE 

747 

BU3 Batu 3 

Unnamed Road, Desa 

Bulukerto, Kecamatan 

Bumiaji, Kota Batu 

7o50ô49.722òS-

112-32ô28.1112

ò 

950 

  *Google Earth, 2018 

B.2 Sampel Test Set 

Kode Nama Sampel 
Lokasi Pengambilan 

Sampel* 

Koordinat 

Latitude (S)-

Longitude (E)* 

mdpl* 

TS1 
Test Set 

Bangkalan 

Jl. Raya Klampis, Desa 

Tobaddung, Kecamatan 

Klampis, Kabupaten 

Bangkalan 

6o55ô9.7032òS-

112o51ô24.0912

òE 

38 

TS2 Test Set Batu 
Jl. Mawar No. 40, Desa 

Oro-Oro Ombo, 

7o54ô9.5148òS-

112o31ô28.506ò
1021 
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Kecamatan Batu, Kota 

Batu 

E 

TS3 Test Set Jember 

Jl. Mawar, Dusun Karang 

Paiton, Desa Gumuksari, 

Kecamatan Kalisat, 

Kabupaten Jember 

8o7ô30.6552òS-

113o46ô52.4712

òE 

206 

  *Google Earth Altimeter, 2018 

B.3 Sampel Nyata 

Kode Nama Sampel 
Lokasi Pengambilan 

Sampel* 

Koordinat 

Latitude (S)-

Longitude (E)* 

mdpl* 

SN1 
Sampel Nyata 

Dataran Tinggi 

Unnamed Road, Desa 

Andungsari, Kecamatan 

Pakem, Kabupaten 

Bondowoso 

7o54ô48.618òS-

113o42ô14.0328 
1123 

SN2 
Sampel Nyata 

Dataran Sedang 

Jl. Raya Grobogan, Desa 

Grobogan, Kecamatan 

Kedungjajang, Kabupaten 

Lumajang 

8o1ô11.0748òS-

113o14ô13.8408

ò 

202 

SN3 
Sampel Nyata 

Dataran Rendah 

Unnamed Road, Dusun 

Karang Layar, Desa 

Kesambi Rampak, 

Kecamatan Kapongan, 

Kabupaten Situbondo 

7o41ô16.602òS-

114o3ô15.3792ò

E 

23 

  *Google Earth Altimeter, 2018 

B.4 Hasil Google Earth Altimeter Sampel  

a. Sampel Training Set 

   
BN 1 BN2 BN3 

 

   
JR1 JR2 JR3 
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BU1 BU2 BU3 

 

 

b. Sampel Test Set  

   

TS1 TS2 TS3 

  

c. Sampel Nyata  

   
SN1 SN2 SN3 
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Lampiran C. Perhitungan Penentuan Kadar Air Sampel Serbuk Daun Sirsak 

C.1 Contoh Perhitungan 

Sampel BN1 Replikasi 1 

✓ Bobot vial kosong       = 12,5712 g 

✓ Bobot vial + serbuk      = 13,5747 g 

✓ Bobot setelah dipanaskan 1 jam suhu 105oC   = 13,5311 g 

✓ Bobot setelah dipanaskan 30 menit suhu 105oC (pertama) = 13,5309 g 

✓ Bobot setelah dipanaskan 30 menit suhu 105oC (kedua)  = 13,5309 g 

• Bobot sampel awal = (berat vial + serbuk) ï bobot vial kosong 

  = 13,5747 g - 12,5712 g 

  = 1,0035 g 

• Bobot sampel sesudah dikeringkan = bobot setelah dipanaskan ï bobot 

vial kosong 

= 13,5309 g - 12,5712 g 

= 0,9597 g 

Kadar Air (%) =  8 ρππϷ  

   Keterangan : 

   A = bobot sampel awal (g) 

   B = bobot sampel sesudah dikeringkan (g) 

✓ Kadar Air (%) = 
ȟ ȟ

ȟ
 8 ρππϷ  

= 4,3647 % 

= 4,36 % 

 

C.2 Hasil Penetapan Kadar Air Sampel Training Set 

Kode 

Sampel 
Replikasi 

Kadar Air 

(%) 

Rata-Rata Kadar Air 

(%) 

RSD 

(%) 

BN1 

1 4,36 

4,41 1,02 2 4,45 

3 4,41 

BN2 

1 4,31 

3,81 1,05 2 4,36 

3 4,27 

BN3 

1 3,84 

3,81 2,40 2 3,89 

3 3,71 
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JR1 

1 4,94 

4,91 1,97 2 4,80 

3 4,99 

JR2 

1 4,21 

4,32 2,15 2 4,38 

3 4,36 

JR3 

1 3,50 

3,50 1,63 2 3,45 

3 3,56 

BU1 

1 4,42 

4,39 0,88 2 4,41 

3 4,35 

BU2 

1 4,81 

4,90 1,72 2 4,94 

3 4,96 

BU3 

1 3,35 

3,33 1,54 2 3,37 

3 3,28 

 

C.3 Hasil Penetapan Kadar Air Sampel Test Set 

Kode 

Sampel 
Replikasi 

Kadar Air 

(%) 

Rata-Rata Kadar Air 

(%) 

RSD 

(%) 

TS1 

1 4,36 

4,39 0,82 2 4,43 

3 4,39 

TS2 

1 3,66 

3,65 1,75 2 3,71 

3 3,58 

TS3 

1 4,93 

4,89 0,88 2 4,85 

3 4,88 

 

C.4 Hasil Penetapan Kadar Air Sampel Nyata 

Kode 

Sampel 
Replikasi 

Kadar Air 

(%) 

Rata-Rata Kadar Air 

(%) 

RSD 

(%) 

SN1 

1 4,36 

4,40 1,18 2 4,46 

3 4,39 

SN2 

1 3,69 

3,67 1,55 2 3,71 

3 3,60 

SN 

1 4,93 

4,69 7,51 2 4,85 

3 4,29 
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Lampiran D. Spektrum Hasil Pengukuran NIR 

D.1 Spektrum Training Set 

 
Bangkalan Jember 

 

 
Batu Keseluruhan Training Set 

 

D.2 Spektrum Test Set 
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D.3 Spektrum Standar Asam Galat 

 

D.4 Spektrum Gabungan 

 

D.5 Spekrum Sampel Nyata 
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Lampiran E. Identifikasi Varietas Sampel dengan Model Klasifikasi LDA 

Varietas Daun Sirsak 

E.1 Model Klasifikasi LDA Daun Sirsak Varietas Ratu dan Lokal 

 

E.2 Sampel Training Set 

   

BN1 BN2 BN3 

 

   

JR1 JR2 JR3 
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BU1 BU2 BU3 

 

E.3 Sampel Test Set 

   

TS1 TS2 TS3 

 

E.4 Sampel Nyata 

   

SN1 SN2 SN3 

 

  



84 

 

 

 

Lampiran F. Penetapan Panjang Gelombang Maksimum 

F.1 Grafik Panjang Gelombang dan Absorbansi Standar 
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F.2 Data Panjang Gelombang dan Absorbansi Standar 

 




