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RINGKASAN

Penentuan Model Klasifikasi Dan Kandungan Fitokimia Ekstrak Metanol
Daun mimba (Azadirachta indica) Di Ketinggian Yang Berbeda
Menggunakan Metode Nir dan Kemometrik ; Arini Marga Mustinkaweni,
122210101082; 2017: Halaman; Fakultas Farmasi Universitas Jember.

Salah satu tumbuhan yang digunakan sebagai bahan obat tradisional adalah
Mimba. Komponen kimia yang terkandung dalam daun mimba merupakan
komponen yang kompleks dapat ditentukan dengan menggunakan metode
Spektroskopi. Komponen kimia yang diuji pada daun mimba untuk penelitian ini
yaitu fenol, flavonoid, dan alkaloid total. Pada komponen kimia tersebut
dilakukan penentuan kadar fenol, flavonoid, dan alkaloid total dengan
menggunakan instrumen spektroskopi inframerah karena metode analisis yang
umum digunakan untuk menentukan kadar fenol, flavonoid, dan alkaloid total
membutuhkan tahapan analisis yang panjang dan waktu analisis yang cukup lama.
Keuntungan menggunakan metode spektroskopi inframerah diantaranya adalah
bersifat non destruktif, jumlah sampel yang dibutuhkan sedikit, dapat
menganalisis dengan kecepatan tinggi, tidak menimbulkan polusi, dan tidak
memerlukan pelarut kimia sehingga lebih ramah lingkungan. Setelah melakukan
penentuan kadar terhadap sampel daun mimba akan diperoleh pengelompokkan
berdasarkan tempat tumbuh. Sampel yang digunakan berjumlah 9 sampel yang
berasal dari daerah Kamal, Lenteng, Pakong, Sumbersari, Sumberbaru, Jubung,
Lawang, Singosari, dan Batu.

Penetapan kadar dengan metode spektroskopi inframerah dan kemometrik
ini memerlukan suatu analisis data multivariat (kemometrik) untuk mengekstrak
informasi spektrum yang diperlukan dari spektrum inframerah dan menggunakan
informasi spektrum tersebut untuk aplikasi kualitatif dan kuantitatif dengan
menggunakan perangkat lunak The Unscrambler X 10.2. Teknik yang digunakan
dari metode kemometrik untuk model kalibrasi (analisis kuantitatif) dan model
klasifikasi (analisis kualitatif) dalam penelitian ini masing-masing adalah Partial

Least Square (PLS), Linear Discriminant Analysis (LDA), Support Vector
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Machines (SVM), Soft Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA), dan
Cluster Analysis (CA). Penetapan kadar dilakukan dengan merevalidasi model
PLS (fenol, flavonoid, dan alkaloid) yang telah terbentuk pada penelitian
sebelumnya menggunakan metode spektrofotomeri UV-Vis. Data kandungan
yang diperoleh selanjutnya di analisis hubungannya dengan ketinggian suatu
daerah.

Berdasarkan hasil penelitian, revalidasi model PLS fenol dengan
spektroskopi NIR memberikan hasil terbaik dengan Hasil pengujian revalidasi
menggunakan model PLS fenol, didapatkan nilai (R?> 0,97, RMSEP 0,80),
revalidasi model PLS flavonoid (R? 0,98, RMSEP 1,58), dan revalidasi alkaloid
(R? 0,998, RMSEP 1,89). Model klasifikasi LDA, SVM, dan SIMCA yang
digunakan pada pengkategorian antara matriks dengan sampel dari 9 daerah
memiliki akurasi sebesar 100%. Sedangkan pada model CA, sampel dibedakan
menjadi dua cluster yaitu cluster A dan cluster B. Daerah yang tergolong pada
cluster A adalah Madura dan Jember, sedangkan daerah yang tergolong pada
cluster B adalah Malang. Kandungan rata-rata fenol total Madura, Jember, Malang
adalah 65,237; 106,988; 137,952mg GAE/g ekstrak, kandungan rata-rata
flavonoid total adalah 9,718; 15,784; 21,021 mg QE/g ekstrak, dan kandungan
alkaloid total adalah 74,592; 45,111; 54,591 mg KE/g ekstrak. Ketinggian suatu
daerah berbanding lurus dengan jumlah kandungan fenol total serta flavonoid, dan
berbanding terbalik dengan jumlah kandungan alkaloid dalam ekstrak metanol

daun mimba.
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BAB1l. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia adalah sebuah negara kepulauan yang memiliki sumber daya alam
hayati yang sangat berlimpah, dan beraneka ragam. Negara ini memegang peranan
penting dalam keanekaragaman hayati di dunia, karena termasuk dalam sepuluh
negara dengan keanekaragaman hayati tertinggi dengan sebutan  mega
biodiversity country (Kementerian Lingkungan Hidup Republik Indonesia, 2014).
Jumlah tanaman yang ada di wilayah Indonesia meliputi 30.000 jenis, sekitar 940
jenis diantaranya telah diketahui berkhasiat sebagai obat (Kementerian
Kehutanan, 2010). Obat yang berasal dari tanaman atau obat herbal secara turun-
temurun telah digunakan oleh masyarakat Indonesia karena harganya yang relatif
terjangkau dan mudah didapat (Lumbessy et al., 2013).

Salah satu tumbuhan yang digunakan sebagai bahan obat tradisional adalah
Mimba. Pada penelitian sebelumnya, mimba dikenal sebagai wonderful tree
karena merupakan tanaman multi fungsi. Menurut Sukrasno (2003), daun dan biji
mimba mempunyai banyak manfaat. Biji mimba dapat dimanfaatkan untuk
insektisida alami, fungisida, antibakteri, spermisida, sabun minyak mimba dan
pelumas minyak Mimba. Pada penelitian Ara et al. (1989) isolasi dari daun
mimba berfungsi sebagai obat. Daun mimba lebih dari 4000 tahun digunakan
dalam pengobatan Ayurveda karena memiliki efek antiinflamasi, antibakterial,
antifungal, antioksidan (Bopana et al.,1997), hipolipidemik, hipoglikemik,
imunostimulan, dan hepatoprotektif (Khosla et al., 2000). Adanya efek
bioaktifitas dikarenakan oleh adanya kandungan fitokimia seperti alkaloid,
flavonoid, saponin, nimbocinone, nimolinone, kulactone, nimocinolides,
isonimocinolide, (Ara et al., 1989) nimbin, salanin, azadirachtin, flavonoid,
myricetin, meldenindiol, vilasinin, margosinolide, isomargosinolide, asam
desacetyldihydronimbic, meliantriol, nimbin dan nimbidin yang terkandung dalam
daun mimba (Pandey et al., 2014).
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Penggunaan tumbuhan untuk pengobatan harus mengikuti tiga kaidah yaitu
aman, efektif, dan berkualitas. Kontrol kualitas perlu dilakukan karena adanya
faktor yang dapat mempengaruhi kandungan fitokimia dari tumbuhan. Kontrol
kualitas diperlukan untuk menjaga dan menjamin bahwa produk yang digunakan
sesuai dengan standar mutu yang diinginkan (Kunle, 2012).

Salah satu cara untuk mengontrol suatu kualitas dari produk yaitu dengan
melihat kandungan fitokima pada tumbuhan. Kandungan total senyawa aktif pada
tumbuhan bervariasi bergantung kepada spesies, varietas, asal geografis,
budidaya, metode pemanenan maupun proses paska panen (Xu et al., 2009).
Ketinggian tempat mempengaruhi perubahan suhu udara, dimana semakin tinggi
suatu tempat dari permukaan laut, maka semakin rendah suhu udaranya atau
udaranya semakin dingin. Demikian juga intensitas matahari semakin berkurang
(Sangadji, 2008).

Beberapa metode analisis yang umum digunakan untuk menentukan
kandungan senyawa aktif pada tanaman, diantaranya yaitu metode HPLC (Levent,
2002), fluorimetri (Masatoki dan Hirokazu, 2000), kolorimetri (Qing-qin et al.,
2002), kromatografi lapis tipis (Aksara, 2013), dan near infrared (NIR)
(Danasuryani 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 (Danasuryani et al.,, 2014). Teknologi spektroskopi 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 (Schwanninger et al., 2011).

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 (Awa et al., 2008). Teknik kemometrik
memanfaatkan ciri serapan IR yang khas dari setiap molekul untuk

mengklasifikasi sampel atau untuk membuat model kalibrasi. Kombinasi spektra
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IR dengan kemometrik dapat digunakan untuk membedakan tumbuhan yang satu
dengan yang lainnya walaupun komposisi senyawa kimianya belum diketahui
secara pasti (Sun et al., 2010).

Berdasarkan latar belakang di atas, untuk menjamin kualitas dari simplisia
perlu dilaksanakan penelitian penetapan model klasifikasi dan kandungan
fitokimia ekstrak metanol daun mimba (Azadirachta indica) di 3 wilayah dengan
ketinggian berbeda (Madura sebagai dataran rendah, Jember sebagai dataran
sedang, dan Malang sebagai dataran tinggi). Metode ekstraksi yang digunakan
dalam penelitian ini yaitu ultrasonikasi dan maserasi. Metode kombinasi ini
dipilih karena metode ekstraksi maserasi dan ultrasonikasi dapat meningkatkan
efektivitas metode ekstraksi, sehingga kombinasi dua metode akan lebih baik
dibandingkan dengan satu metode. Selain itu, metode ultrasonikasi dan maserasi
dipilih karena kedua metode tersebut tidak memerlukan pemanasan (mukhriani,
2014). Ekstraksi ini menggunakan pelarut Metanol. Karena metanol merupakan
pelarut universal, dapat merusak dinding sel pada sampel (Tursiman, 2012).
Mengacu pada Penelitian Wulandari et al., Pricilia et al., Aini et al., penentuan
model Kklasifikasi dan kandungan fitokimia ekstrak Daun mimba didapatkan
dengan menggunakan metode NIR. Profil spektra yang diperoleh dikombinasi
dengan kemometrik (SIMCA, CA SVM, LDA) untuk melihat model klasifikasi
ekstrak tanaman dan PLS yang telah disvalidasi ulang untuk mengetahui kadar

kandungan flavonoid, alkaloid, dan fenol pada ekstrak metanol daun mimba.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan, maka dapat dibuat
rumusan masalah sebagai berikut:

1. Apakah metode NIR dan kemometrik (LDA, SIMCA, SVM, CA) dapat
mengklasifikasikan ekstrak Daun mimba (Azadirachta indica) yang
berasal dari Madura, Jember, dan Malang dengan ketinggian berbeda?

2. Berapa kandungan flavonoid, fenol, dan alkaloid pada ekstrak Daun
mimba (Azadirachta indica) yang berasal dari Madura, Jember, dan

Malang dengan ketinggian berbeda ?
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3.

Bagaimana korelasi antara kandungan flavonoid, fenol, dan alkaloid pada
ekstrak daun mimba yang berasal dari Madura, Jember, dan Malang

dengan ketinggian daerah yang berbeda?

1.3 Tujuan Penelitian

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah untuk menjawab beberapa rumusan

masalah yaitu sebagai berikut

1.

Untuk mengetahui kemampuan metode NIR dan kemometrik (LDA,
SIMCA, SVM, CA) dalam mengklasifikasikan ekstrak daun mimba dari
daerah Madura, Jember, dan Malang dengan ketinggian berbeda.

Untuk mengetahui kandungan flavonoid, fenol, dan alkaloid pada ekstrak
daun mimba yang berasal dari Madura, Jember, dan Malang

Untuk mengetahui korelasi antara kandungan flavonoid, fenol, dan
alkaloid pada ekstrak daun mimba yang berasal dari Madura, Jember, dan

Malang dengan ketinggian daerah yang berbeda.

1.4 Manfaat Penelitian

1.

Adapun manfaat yang didapatkan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut:
Memberikan informasi profil model Kklasifikasi dan kandungan fitokimia
ekstrak daun mimba di 3 daerah dengan ketinggian berbeda;

Memberikan pengetahuan tentang metode analisis penentuan kadar
flavonoid, fenol, dan alkaloid yang lebih sederhana, cepat, dan mudah;
Memberikan informasi yang dapat menjadi landasan dasar bagi
pengembangan penelitian selanjutnya.

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

Dapat digunakan sebagai acuan dasar dalam menentukan bahan dasar

untuk membuat sediaan obat herbal
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1.5 Batasan Penelitian
Batasan masalah dalam penelitian ini adalah :

1. Sampel daun mimba diperoleh dari Jember (Sumber Baru, Sumbersari,
Jubung ), Malang (Lawang, Singosari, Batu), Madura (Kamal, Pakong,
Lenteng) yang memiliki ketinggian yang berbeda.

2. Kandungan fitokimia yang dianalisis adalah flavonoid, fenol, dan alkaloid.

3. Model kalibrasi yang digunakan adalah PLS dan model klasifikasi yang
digunakan adalah LDA, SIMCA, SVM, dan CA.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Topografi Jawa Timur

Gambar 2.1 Peta Provinsi Jawa Timur

Provinsi Jawa Timur dapat dibedakan menjadi tiga wilayah dataran, yakni
dataran tinggi, sedang, dan rendah. Dataran tinggi merupakan daerah dengan
ketinggian rata-rata di atas 100 meter dari permukaan laut (MGAEtan,
Trenggalek, Blitar, Malang, Batu, Bondowoso). Dataran sedang mempunyai
ketinggian 45-100 meter di atas permukaan laut (Ponorogo, Tulungagung, Kediri,
Lumajang, Jember, Nganjuk, Madiun, Ngawi). Kabupaten/kota (20) sisanya
berada di daerah dataran rendah, yakni dengan ketinggian di bawah 45 meter dari
permukaan laut. Surabaya sebagai Ibukota Provinsi Jawa Timur merupakan kota
yang letaknya paling rendah, yaitu sekitar 2 meter di atas permukaan laut.
Sedangkan kota yang letaknya paling tinggi dari permukaan laut adalah Malang,
dengan ketinggian 445 meter di atas permukaan laut (Pusdaling, 2016).

6
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2.1.1 Jember

Sumbenambe =
Kalisat - Legonomeo -’
S

Petrang =

Kolwates Pafusan

Gambar 2.2 Peta Jember (Jemberkab, 2016)

Secara geografis Kabupaten Jember berada pada posisi 7059°6” sampai
8033°’56” Lintang Selatan dan 113016°28” sampai 114003°42” Bujur Timur.
Wilayah Kabupaten Jember mencakup area seluas 3.293,34 Km2. Kabupaten
Jember berada pada ketinggian 0-3.300 meter di atas permukaan laut (dpl).
Sebagian besar wilayah ini berada pada ketinggian antara 100 hingga 500 meter di
atas permukaan laut (37,75%), selebihnya 17,95 % pada ketinggian O sampai
dengan 25 m, 20,70% pada ketinggian 25 sampai dengan 100 m, 15,80% berada
pada ketinggian 500 sampai dengan 1.000 m di atas permukaan laut dan 7,80%
pada ketinggian lebih dari 1.000 m. Wilayah barat daya memiliki dataran dengan
ketinggian 0-25 meter dpl. Sedangkan daerah timur laut yang berbatasan dengan
Bondowoso dan tenggara yang berbatasan dengan Banyuwangi memiliki
ketinggian di atas 1.000 meter dpl. Iklim di Kabupaten Jember adalah iklim tropis.
Angka temperatur berkisar antara 23°C — 31°C, dengan musim kemarau terjadi
pada bulan Mei sampai bulan Agustus dan musim hujan terjadi pada bulan
September sampai bulan Januari. Sedangkan curah hujan cukup banyak, yakni
berkisar antara 1.969 mm sampai 3.394mm (Jemberkab, 2016).
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2.1.2 Madura

N

Gambar 2.3 Peta Madura

Madura yang secara geografis terletak di lepas pantai timur Laut Jawa pada
70 Lintang Utara dan 1120-1140 Bujur Timur, mempunyai panjang kurang lebih
190 km dengan luas seluruhnya kurang lebih 5.505 km? dengan banyak pulau
kecil disekitamya. Secara geologis Pulau Madura merupakan bagian dari unsur
daratan di utara Pulau Jawa. Daerah ini berada pada ketinggian minimum 6 meter
diatas permukaan laut dan ketinggian maksimum 350 meter diatas permukan laut.
dengan iklim suhu udara berkisar antara 28°-30°C. Pulau Madura memiliki iklim
temperatur yang berkisar antara 28°-30°C, dengan musim kemarau terjadi pada
bulan april-oktober dan musim hujan terjadi pada bulan Oktober-April
(Ditjenpdt, 2016).
2.1.3 Malang

PETA KABUPATEN MALANG

Gambar 2.4 Peta Malang (Malangkab, 2016)
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Letak Geografis Kabupaten Malang terletak pada 112°17°10,90"" sampai
112°57°00"" Bujur Timur, 7°44°55,11"" sampai 8°26°35,45 Lintang Selatan.
Topografi wilayah malang terdiri dari Daerah dataran rendah terletak pada
ketinggian 250-500m diatas permukaan air laut Daerah Dataran Tinggi; Daerah
Perbukitan Kapur; Daerah Lereng Gunung Kawi-Arjuno (500-3300m diatas
permukaan air laut - dpal) Daerah Lereng Tengger-Semeru di Bagian Timur (500-
3600m dpal).Kondisi lahan di Kabupaten Malang bagian utara relatif subur,
sementara di sebelah selatan relatif kurang subur. Kondisi iklim Kota Malang
selama tahun 2008 tercatat rata-rata suhu udara berkisar antara 22,7°C-25,1°C,
sedangkan suhu maksimum mencapai 32,7°C dan suhu minimum 18,4°C . Rata
kelembaban udara berkisar 79%-86% dengan kelembaban maksimum 99% dan

minimum mencapai 40%.

2.2 Kriteria Tumbuhan Mimba

Mimba (Azadirachta indica) adalah tanaman asli dari India yang saat ini
telah dibudidayakan di Indonesia, tanaman ini memiliki banyak manfaat bagi
manusia (Kardinan dan Agus, 2003). Mimba tumbuh di daerah panas, di
ketinggian 1-700 meter dari permukaan laut dan tahan tekanan air (Kardinan,
2000). Tumbuhan Mimba dapat dilihat pada Gambar 2.5.

Gambar 2.5 Tumbuhan Mimba
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2.2.1 Kilasifikasi Tanaman Mimba (Azadirachta indica)

Divisi :Spermatophyta

Subdivisi :Angiospermae

Kelas :Dicotyledonae

Subkelas :Dialypetaleae

Bangsa ‘Rutales

Suku :Meliaceae

Marga :Azadirachta

Jenis :Azadirichta indica A. Juss. (sinonim: Melia Azadirachta)

(Rukmana dan Oesman, 2002)

2.2.2 Deskripsi Tanaman Mimba (Azadirachta indica)

Mimba merupakan pohon dengan ketinggian 10-15 m. Batang tegak,
berkayu, berbentuk bulat, permukaan kasar, percabangan simpoidal, dan berwarna
cokelat. Daun majemuk, letak berhadapan, berbentuk lonjong, tepi bergerigi,
ujung lancip, pangkal meruncing, pertulangan menyirip, panjang 5-7 cm, lebar 3-
4cm, tangkai daun panjangnya 8-20 cm, dan berwarna hijau. Bunga majemuk,
berkelamin dua, letak di ujung cabang, tangkai silindris, panjang 8-15 cm.
Kelopak berwarna hijau. Mahkota halus dan berwarna putih. Benang sari silindris
dan berwarna kekuingan. Putik lonjong dan berwarna cokelat muda. Buah bulat
telur dan berwarna hijau. Biji bulat, diameter sekitar 1 cm, dan berwarna putih.
Mimba tumbuh baik di daerah panas, di ketinggian 1-700 m. Di daerah yang
banyak hujan bagian vegetatif sangat subur, tapi sulit untuk menghasilkan biji

(generatif). Perbanyakan melalui biji (Kardinan, 2000)

2.2.3 Manfaat Tanaman Mimba (Azadirachta indica)

Tanaman mimba mempunyai beberapa kegunaan antara lain digunakan
untuk pembangkit selera makan, obat disentri, borok, malaria. Minyaknya
digunakan untuk mengobati eksema, kepala kotor, kudis, dan kulitnya untuk
mengatasi lambung (Mardisiswojo dan Rajakmangunsudarso, 1985). Sudarsono et

al. (2002) mengatakan bahwa daun mimba digunakan untuk penambah nafsu
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makan, menanggulangi disentri, borok, malaria, dan antibakteri. Beberapa
penelitian lain juga menyebutkan bahwa daun mimba dapat menurunkan gula
darah, menyembuhkan penyakit kulit (Cshurses, 2008), memiliki efek gastro
protektif pada mukosa lambung terhadap ulkus peptikum (Ofusori et al., 2008),
menurunkan total kolestrol dalam darah, LDL dan VLDL-kolestrol, trigliserid,

dan total lipid dalam serum (Chattopadhyay et al., 2005).

2.2.4 Kandungan Kimia Daun Mimba

Dari penelitian daun mimba diketahui mengandung senyawa golongan
terpenoid, flavonoid, alkaloid, saponin, (Biu et al., 2009) asam lemak (Khan et
al., 2010), steroid dan triterpenoid (Aslam et al., 2009).

2.3 Fitokimia

Kandungan senyawa kimia yang berada dalam tanaman disebut dengan
fitokimia (Pradhan, 2013). Tumbuhan merupakan sumber senyawa kimia, baik
senyawa kimia hasil metabolisme primer maupun sekunder. Metabolit dan
metabolisme primer dibutuhkan untuk menunjang terjadinya proses kehidupan
pada setiap organisme. Contoh proses metabolisme primer adalah degradasi
senyawa karbohidrat dan gula yang biasanya terjadi melalui jalur glikolisis dan
siklus Krebs/asam sitrat/trikarboksilat yang menghasilkan energi melalui reaksi
oksidasi (Sudibyo, 2002). Contoh metabolit primer yaitu asam amino, asam
organik, fitosterol, dan nukleotida (Croteau et al., 2000). Sedangkan senyawa
metabolit sekunder merupakan senyawa yang disintesis oleh suatu makhluk hidup
untuk mempertahankan eksistensinya dalam berinteraksi dengan ekosistem.
Metabolit sekunder yang berasal dari metabolisme sekunder ini hanya ditemukan
pada organisme spesifik atau bahkan strain (galur) yang spesifik dan hanya
diproduksi pada kondisi-kondisi tertentu. Secara khusus, senyawa metabolit
sekunder mempunyai fungsi umum vyaitu sebagai alat penolak (repellant) terhadap
gangguan hama atau hewan pemangsanya, sebagai alat pelindung (protectant)
terhadap kondisi lingkungan fisik yang ekstrim (Sudibyo, 2002) serta pelindung

dari zat-zat yang bersifat merusak (Fits dan Memelink, 2000). Contoh metabolit
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sekunder adalah senyawa alkaloid, senyawa kurkumin, senyawa saponin, senyawa
glukosida, senyawa flavonoid, dan senyawa fenol (Saxena et al., 2013)
2.7.1Alkaloid

Alkaloid merupakan salah satu metabolisme sekunder yang terdapat pada
tumbuhan, yang bisa dijumpai pada bagian daun, ranting, biji, dan kulit batang.
Alkaloid mempunyai efek dalam bidang kesehatan berupa pemicu sistem saraf,
menaikkan tekanan darah, mengurangi rasa sakit, antimikroba, obat penenang,
obat penyakit jantung dan lain-lain lain (Aksara et al., 2013).

Alkaloid kebanyakan bersifat basa. Sifat tersebut tergantung adanya
pasangan elektron pada nitrogen. Kebasaan alkaloid tergantung pada pasangan
elektron bebas pada atom nitrogen mereka. Alkaloid dikelompokkan menjadi :

a. Alkaloid sejati

Alkaloid sejati adalah racun, senyawa tersebut menunjukkan aktivitas
fisiologi yang luas, hampir tanpa terkecuali bersifat basa; lazim mengandung
nitrogen dalam cincin heterosiklik; diturunkan dari asam amino; biasanya
terdapat dalam tanaman sebagai garam asam organik.

b. Protoalkaloid

Protoalkaloid merupakan asam amino yang relatif sederhana dan nitrogen
asam amino tidak terdapat dalam cincin heterosiklik. Protoalkaloid diperoleh
berdasarkan biosintesis dari asam amino yang bersifat basa. Contoh meskalin,
ephedin, dan N,N- dimetiltriptamin.

c. Pseudoalkaloid

Pseudoalkaloid tidak diturunkan dari prekursor asam amino. Senyawa
biasanya bersifat basa. Ada dua seri alkaloid yang penting dalam kelas ini, yaitu
alkaloid stereoidal dan purin (Azzahra et al., 2015).

Alkaloid umumnya memiliki aktivitas farmakologi terutama pada mamalia
seperti manusia. Bahkan saat ini banyak alkaloi d dari sumber alami yang sering
digunakan sebagai obat dan obat-obatan alkaloid baru masih terus berkembang
untuk penggunaan Klinis. Kebanyakan alkaloid dengan aktivitas biologis pada
manusia mempengaruhi sistem saraf, terutama sebagai neurotransmiter kimia

misalnya asetilkolin, epinefrin, norepinefrin, asam gamma aminobutirat (GABA),
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dopamin dan serotonin. Alkaloid berfungsi sebagai model untuk sintesis kimia
analog dengan sifat yang lebih baik. Contoh penting adalah hiosiamin dan
skopolamin (Atropa belladonna dan Datura) sebagai model untuk bahan
parasimpatomimetik sintetis (Azzahra et al., 2015).

2.7.2 Flavonoid

Flavonoid merupakan senyawa fenolik yang paling banyak ditemukan
dalam tumbuhan, terdapat di beberapa bagian tanaman, terutama pada sel
tanaman yang mengalami fotosintesis (Kumar and Pandey, 2013). Flavonoid
umumnya ditemukan pada tumbuhan dalam bentuk glikosida dan memberikan
warna biru, merah, dan oranye pada daun, bunga, dan buah. Flavonoid
terbentuk pada tumbuhan dari asam amino aromatik fenilalanin, tirosin, dan
malonat (Pietta, 2000).

Gambar 2.6 Kerangka dasar senyawa flavonoid (Middleton, 1998)

Struktur dasar flavonoid adalah 15 atom karbon yang terdiri dari dua cincin
benzena, yakni cincin A dan B (Gambar 2.4) yang terhubung melalui cincin piran
(C). Flavonoid dapat dibagi menjadi beberapa golongan seperti flavon (flavon,
apigenin, dan luteolin), flavonol (kuersetin, kaempferol, myricetin, dan fisetin),
flavanon (flavanon, hesperetin, dan naringenin), dan lainnya (Middleton, 1998).

Flavonoid mengandung sistem aromatik yang terkonjugasi. Kebanyakan
senyawa terkonjugasi pada umumnya berwarna cerah sehingga menunjukkan pita
serapan yang kuat pada dearah spektrum sinar ultraviolet dan spektrum sinar
tampak (Harborne, 1987). Analisis dengan menggunakan infra merah dapat
diketahui gugus fungsi yang terdapat di dalam senyawa organik. Senyawa
flavonoid memiliki ciri umum yaitu adanya gugus karbonil (C=0) (Sukadana,

2010). Menurut Silverstein et al. (1986), pita-pita khas yang teramati dalam


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

14

spektrum senyawaan fenol dihasilkan oleh vibrasi ulur O-H dan ulur C-O. Data

bilangan gelombang dan gugus fungsi dapat dilihat pada Tabel 2.1.

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

No Bilangan Gelombang(cm™) Gugus Fungsi
1. 3500-3000 -OH

2. 3150-3050 -CH aromatik

3. 2950-2800 -CH alifatik

5. 1850-1730 -C=0

6. 1650-1400 -C=C aromatik

7. 1300-1000 -C-0 alkohol

8. 840-800 -CH aromatik

Banyak penelitian mengungkapkan flavonoid mempunyai aktivitas biologis
diantaranya sebagai antivirus, antibakteri, antikanker, antioksidan, antiinflamasi,
dan hepatoprotektor (Li et al., 2000; Cushnie and Lamb, 2005; Koen et al., 2005;
Kang et al., 2010; Pan et al., 2010; Zhu et al., 2012). Kuersetin adalah senyawa
kelompok flavonol terbesar. Kuersetin berada dalam jumlah sekitar 60 - 75%
dari flavonoid. Para ilmuwan telah melakukan penelitian untuk mengidentifikasi
dan mengetahui jumlah kandungan flavonoid dari berbagai jenis makanan.
Konsentrasi tertinggi dari flavonol ditemukan dalam sayuran seperti pada bawang
dan brokoli, dalam buah seperti apel, ceri, beri, dan pada minuman seperti anggur
merah (Resi and Surgani, 2009). Gugus-gugus dalam molekul kuersetin yang
dapat memberikan serapan, antara lain C=C dan C-C aromatik, C-C, C-O, O-H,
C=0, dan C-H (Kurniasari, 2006).

Penentuan kadar flavonoid dalam sampel herbal dapat dilakukan dengan
berbagai metode, antara lain kromatografi gas, spektrometri massa, kromatografi
lapis tipis, spektrofotometri ultraviolet, kromatografi cair Kinerja tinggi, dan
elektroforesis kapiler. Metode yang umum digunakan adalah spektrofotometri UV
yang berdasar pada prinsip kolorimetri. Metode kolorimetri untuk struktur
flavonoid adalah metode yang baik dan cocok untuk analisis rutin. Namun,
metode kolorimetri tidak dapat mendeteksi semua jenis flavonoid, hanya untuk

jenis flavon dan flavonol.
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Metode kolorimetri untuk menentukan kadar flavonoid dalam tumbuhan
dibagi menjadi dua macam. Metode pertama merupakan metode kolorimetri
menggunakan aluminum Klorida berdasarkan pada pembentukan kompleks antara
aluminum klorida dengan gugus keton C-4 dan gugus hidroksil C-3 atau C-5
kelompok flavon dan flavonol yang menghasilkan warna kuning, serta
membentuk kompleks asam labil dengan gugus orto-dihidroksil dalam cincin A
atau B flavonoid. Metode kedua merupakan metode kolorimetri dengan DNP
(2,4-dinitrophenylhydrazine). Prinsip metode ini adalah reGAEn 24-
dinitrophenylhydrazine yang bereaksi dengan karbonil keton dan aldehid untuk
2,4-dinitrophenylhydrazone sehingga menghasilkan warna merah (Chang et al.,
2002). Metode kolorimetri menggunakan Aluminum klorida dipilih karena
sederhana, cepat, dan mudah dilakukan.

2.7.3 Fenol

Senyawa fenol merupakan senyawa yang memiliki gugus hidroksil yang
menempel pada cincin aromatik (Vermerris dan Nicholson, 2006). Senyawa
fenol memiliki titik leleh rendah dan bau khas yang sedikit menyengat. Selain itu
jugamudah larut dalam sebagian besar pelarut organik (hidrokarbon aromatik,
alkohol dan keton) dan agak kurang larut dalam hidrokarbon alifatik. Fenol

membentuk campuran azeotropik dengan air dan zat lainnya (Rappoport, 2003).

OH

Gambar 2.7 Struktur kimia fenol (Vermerris dan Nicholson, 2006)

Senyawa yang memiliki lebih dari satu gugus hidroksil fenolik yang

menempel pada satu atau lebih cincin aromatik disebut sebagai senyawa polifenol
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(Vermerris dan Nicholson, 2006). Struktur kimia dari fenol dapat dilihat pada
Gambar 2.5. Turunan senyawa fenol merupakan metabolit sekunder terbesar yang
diproduksi oleh tanaman melalui jalur sikimat dan metabolisme fenil propanoid
(Vermerris dan Nicholson, 2006). Fenol terbagi menjadi fenol sederhana,
kumarin, lignin, lignan, tannin terkondensasi, tannin terhidrolisis, asam fenolat
dan flavonoid (Khoddami et al., 2013).

Fenol dan polifenol yang terkandung pada tanaman memainkan peran
penting dalam kesehatan jangka panjang, mengurangi risiko penyakit kronis dan
degeneratif. Senyawa fenol dapat memiliki aktivitas antioksidan, antit umor,
antiviral, dan antibiotik (Apak et al., 2007). Selain itu juga berfungsi sebagai
pertahanan terhadap radiasi ultraviolet atau perlindungan diri dari patogen, parasit,
predator serta memberi warna pada tanaman (Dai dan Mumper, 2010).

Konsentrasi metabolit sekunder dan komposisinya dipengaruhi oleh faktor
internal (genetik, kondisi kesehatan tanaman, umur) dan faktor eksternal
(lingkungan, perawatan dengan obat) (Fancy and Rumpel, 2008). Metabolit
sekunder mempunyai peran yang mendukung keberadaan organisme di
lingkungan, vyaitu sebagai hasil detoksifikasi metabolit primer, signal
intraorganisme, signal komunikasi antar organisme, dan sistem keseimbangan
ekologi (Mursyidi, 1989).

2.7.4 Penentuan Kandungan Fitokimia

Beberapa metode analisis yang dapat dilakukan untuk penentuan kandungan
fitokimia, diantaranya yaiitu metode HPLC (Levent, 2002), fluorimetri (Masatoki
and Hirokazu, 2000), kolorimetri (Qing-gin et al., 2002), dan kromatografi lapis
tipis (Aksara, 2013).

Spektroskopi NIR yang dikombinasikan dengan kemometrik telah
dikembangkan untuk analisis kandungan fitokimia dalam ekstrak tanaman obat.
Kandungan fitokimia yang diekstrak dari daun tanaman obat menggunakan
ultrasonication dan maserasi. Spektrum NIR yang dipilih untuk ekstrak tanaman
obat yang mengandung kandungan fitokimia seperti fenol, flavonoid, dan alkaloid
dianalisis menggunakan metode kemometrik. Metode kemometrik yang

digunakan yaitu analisis kalibrasi dan analisis klasifikasi (Wulandari et al., 2016).
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Analisis kalibrasi dapat dilakukan dengan pembentukan model kalibrasi
dengan metode Partial Least Square (PLS) dengan menganalisis data absorbansi
sampel yang mengandung kandungan fitokimia menggunakan spektrofotometer
UV-Vis yang diaplikasikan dengan metode NIR dan kemometrik. Beberapa
penelitian telah dilakukan dalam penentuan kadar fitokimia menggunakan
spetrofotometer UV-Vis, seperti penentuan kadar alkaloid menggunakan pereaksi
bromocresol green (BCG) dengan larutan standar kafein (Nurulaini et al., 2016),
penentuan kadar fenol menggunakan metode Folin Ciocalteu dengan standar asam
galat (Fracilia et al., 2015), dan penentuan kadar flavonoid menggunakan pereaksi
aluminum klorida dengan standar kuersetin (Wulandari et al., 2016). Sedangkan
untuk analisis Klasifikasi dapat dilakukan dengan membuat model Klasifikasi
diantaranya seperti Principal Component Analysis (PCA), Linear Discriminant
Analysis (LDA), Support Vector Regression (SVM), Cluster analysis (CA) dan
Soft Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA).

2.4 NIR

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 bilangan
gelombang 12.800 cm™ hingga 4000 cm™(Schwanninger et al., 2011). Kisaran
panjang gelombang NIR telah lama dipelajari dan digunakan sebagai metode
analisis. Daerah inframerah dekat telah ditemukan sejak tahun 1800, namun
keberadaannya tidak disadari bahwa NIR ini sangat berguna untuk spektroskopi,
hal ini dikarenakan pita dari NIR sangat rumit dan bertumpang tindih sehingga
sulit diinterpretasikan (Roggo et al., 2007). Untuk mengatasi hal ini dapat
dilakukan penghalusan atau penyaringan data spektra. Spektra NIR membaca
senyawa organik maupun anorganik kimia yang memiliki pola serapan yang khas
dan berbeda satu dengan lainnya pada setiap panjang gelombang infra merah yang
diberikan (Karlinasari et al., 2012).
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Spektroskopi NIR melingkupi rentang transisi daerah spektra nampak
hingga daerah IR tengah. Pada daerah NIR (800-2500 nm) dapat teramati vibrasi
dari ikatan-ikatan —CH, -OH, -SH, dan —NH (Burns dalam Roggo, 2007). Daerah
spektra NIR ditunjukkan pada Gambar 2.5.
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Gambar 2.8 Daerah spektra NIR (Mantanus, 2012)

Teknologi NIR dikembangkan sebagai salah satu metode yang non
destruktif, dapat menganalisis dengan kecepatan tinggi, tidak menimbulkan
polusi, penggunaan preparat yang sederhana, dan tidak memerlukan bahan kimia.
Penyerapan radiasi gelombang inframerah oleh molekul penyusun bahan
menyebabkan ikatan tunggalnya bergetar (vibrasi). Getaran ini menyebabkan pita
penyerapan naik sesuai kombinasi gugus fungsi kimianya (Karlinasari et al.,
2012). Tiap-tiap gugus kimia memiliki panjang gelombang tersendiri (Gambar
2.6).
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Gambar 2.9 Daerah gugus fungsi dan panjang gelombang spektroskopi NIR pada hasil pertanian
(Burns dan Ciurczak, 2007)
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2.8.1 Prinsip

Spektrum NIR berasal dari energi radiasi yang ditransfer menjadi energi
mekanik terkait oleh adanya gerakan atom yang dilakukan bersama oleh ikatan
kimia dalam suatu molekul. Teknik ini didasarkan pada pengukuran cahaya yang
dipantulkan atau ditransmisikan oleh sampel. Pertama-tama, sampel disinari oleh
sumber cahaya dengan panjang gelombang berkisar antara 800 sampai 2500 nm.
Kemudian cahaya yang dipantulkan atau ditransmisikan oleh sampel dikumpulkan
oleh detektor dan diubah menjadi spektrum. Dengan cara inilah spektroskopi NIR
memainkan perannya dalam identifikasi dan kuantitasi sampel (Patil et al., 2007).

Spektrum sampel NIR terdiri dari pita yang timbul dari tumpang tindihnya
serapan yang sesuai terutama untuk overtones dan kombinasi mode getaran yang
melibatkan ikatan kimia -CH, -OH dan -NH. Ikatan kimia ini berada diantara
atom dalam molekul yang bergetar dan getaran ini berperan sebagai gerak
harmonik sederhana. Ketika frekuensi radiasi telah cocok dengan molekul yang
bergetar, maka akan terjadi transfer seluruh energi dari radiasi ke molekul yang
dapat diukur sebagai sebidang energi versus panjang gelombang yang disebut

sebagai spektrum (Patil et al., 2007).

2.5 Analisis Kemometik

Kemometrik merupakan aplikasi metode matematik sebagai solusi untuk
semua tipe permasalahan kimia. Kemometrik juga dapat didefinisikan sebagai
disiplin ilmu kimia yang menggunakan metode statistik dan matematika untuk
mendesain atau memilih prosedur dan eksperimen yang optimal, dan memberikan
informasi kimia yang maksimum dengan analisis data kimia (Miller dan Miller,
2010).

Saat ini kemometrik memungkinkan untuk menganalisis data multivariat.
Data multivariat merupakan suatu data yang memiliki banyak variabel dan dari
setiap variabel tersebut dapat saling berkorelasi. Keuntungan dari analisis
multivariat adalah informasi yang didapat akan lebih banyak karena analisis

multivariat mempertimbangkan banyak variabel secara bersamaan. Selain itu,
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keuntungan lainnya adalah analisis multivariat dapat lebih selektif dalam suatu
pengukuran, dan bisa mendeteksi adanya sampel palsu (Bro, 2003).

Menurut Varmuza (2000), tujuan utama dari metode analisis data
multivariat adalah sebagai berikut :
1. Interpretasi data

Metode yang paling sering digunakan adalah Principal Component Analysis
(PCA). Tujuan dari interpretasi data adalah untuk mencari kelompok dari objek
yang hampir sama atau mencari outlier (objek yang tidak mempunyai kesamaan).
Teknik ini biasanya digunakan untuk menjelaskan secara maksimal keragaman di
dalam variabel.
2. Klasifikasi

Analisis multivariat dapat digunakan untuk membuat model klasifikasi
suatu objek. Training set yang mengandung objek dengan kategori yang telah
diketahui digunakan untuk membentuk suatu model klasifikasi. Sedangkan test set
dengan objek di luar training set namun telah diketahui kategorinya digunakan
untuk mengevaluasi model Klasifikasi ini. Teknik klasifikasi multivariat yang
paling sering digunakan adalah Linear Discriminant Analysis (LDA), Soft
Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA), Cluster Analysis (CA),
Support Vector Machines (SVM) K-Nearest-Neighbor Classification (KNN) dan
Artificial Neural Network (ANN). Teknik ini dapat diaplikasikan pada analisis
Kimia seperti penentuan kategori sampel dari data spektrum.
3. Kalibrasi

Metode ini merupakan teknik multivariat yang paling sering digunakan
sebagai analisis rutin pada analisis kimia. Tujuannya adalah pengembangan model
matematis yang menjelaskan hubungan atau korelasi antara beberapa variabel
prediktor dan satu atau beberapa variabel efek. Metode yang sering digunakan
untuk tujuan ini adalah Principal Component Regression (PCR) dan Partial Least
Square (PLS). Metode ini sering diaplikasikan untuk analisis kimia terutama pada
spektroskopi inframerah, dan model Hubungan Kuantitatif Struktur dan Aktifitas
(HKSA).
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Kemometrika di dalam analisis NIR terdiri atas tiga aspek, yaitu pra-
pengolahan data spektra, membangun model kalibrasi untuk analisis kuantitatif
dan transfer model. Salah satu analisis kemometrik yang terpenting adalah
membentuk model kalibrasi melalui metode pengenalan pola untuk
mengidentifikasi  kemiripan dan pola utama data. Selanjutnya, model ini
digunakan untuk memprediksi sampel yang tidak diketahui (Africia, 2007).

Fungsi kemometrika dalam spektroskopi digunakan untuk meningkatkan
kualitas data. Kemometrika memungkinkan adanya pengukuran data
multivariat,yang mana beberapa variabel (absorbansi dalam banyak bilangan
gelombang) diukur untuk suatu sampel yang dituju (Miller and Miller, 2000).
Kemometrik merupakan salah satu bentuk analisis kalibrasi multivariat. Metode
kalibrasi multivariat dapat dibagi berdasarkan kegunaan kualitatif atau kuantitatif.
Untuk analisis kualitatif dapat menggunakan Principal Component Analysis
(PCA), Linear Discriminant Analysis (LDA), Support Vector Regression(SVM),
dan Soft Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA). Sedangkan untuk
analisis  kuantitatif dapat diklasifikasikan ~menjadi  Multiple  Linear
Regression(MLR), Principal Component Regression (PCR), Partial Least Square
(PLS), dan Artificial Neural Network (ANN) (Roggo et al., 2007).

Sampel. produk. ‘ » [ Sifar, kualitas. keaslian, struktus
senyawa kunia ‘ kuna, konsentras
yang tidak =t o .
diketabui ‘
OBJEK/'SAMPEL ‘

INFORMASI TERSEMBUNYI

I
Percobaa Numerical - -
e jmerteal | KEMOMETRIK

kimia chemisty
v |
DATA
Spektra, profil konsentrasy, sifat yang terukur atau terkalkulas:

Gambar 2.1 Bagan metode kemometrik (Varmuza, 2001)

2.9.1 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 memprediksi komposisi suatu bahan, menggantikan metode
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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 (Pare dalam Assifa, 2014).

2.9.2 Linear 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 telah dibuat untuk mengklasifikasikan objek dan menentukan apakah hasil
pengklasifikasian tersebut benar atau tidak. Cara ini cenderung memberikan
overoptimistik karena 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 acak (Miller dan
Miller, 2010).

2.9.3 Soft Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA)

SIMCA merupakan salah satu metode klasifikasi yang terdapat dalam The
Unscrambler. Model SIMCA dibentuk berdasarkan pembuatan model PCA dalam
trng set. Sampel yang tidak diketahui kemudian dibandingkan dalam model
SIMCA dan pengkategorian dinilai berdasarkan analogi pada sampel percobaan
(Camo,2005). SIMCA digunakan untuk pengkategorian objek kedalam lebih dari

satu kategori secara simultan (Brereton, 2007).
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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 (Berrueta et al., 2007)

2.9.4  Support Vector Machines (SVM)

SVM merupakan pendekatan baru untuk Kklasifikasi 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 jara k
pembatas secara maksimal terhadap dua kategori (margin). Objek atau sampel
yang berada pada garis tepi OSH disebut support vector (Stanimirova et al.,
2010).

2.9.5 Principal Component Analysis (CA)

Analisis cluster adalah teknik multivariat yang mempunyai tujuan utama
untuk mengelompokkan objek-objek berdasarkan karakteristik yang dimilikinya.
Analisis cluster mengklasifikasi objek sehingga setiap objek yang memiliki sifat
yang mirip (paling dekat kesamaannya) akan mengelompok kedalam satu cluster
(kelompok) yang sama (Miller and Miller, 2000). Pada penelitian ini digunakan
salah satu dari metode cluster analysis yaitu metode hierarki (hierarchical
method).

Metode hierarki (hierarchical method) adalah suatu metode pada analisis
cluster yang membentuk tingkatan tertentu seperti pada struktur pohon karena
proses clusternya dilakukan secara bertingkat atau bertahap. Hasil cluster dengan

metode hierarki dapat disajikan dalam bentuk dendogram. Dendogram adalah
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representasi visual dari langkah-langkah dalam analisis cluster yang menunjukkan
bagaimana cluster terbentuk dan nilai koefisien jarak pada setiap langkah. Angka
disebelah kanan adalah obyek penelitian, dimana obyek-obyek tersebut
dihubungkan oleh garis dengan obyek yang lain sehingga pada akhirnya akan

membentuk satu cluster (Simamora, 2005)

2.6 Penetapan Kadar Fenol, Flavonoid, Dan Alkaloid Menggunakan
Spektrofotometri UV-Vis
1. Penetapan Kadar Fenol Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis

a) Pembuatan Larutan Uji Ekstrak
Ekstrak metanol daun tanaman ditimbang masing-masing sebanyak 25 mg.
Selanjutnya dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml dan dilarutkan dengan
metanol 98% sampai batas volume sehingga konsentrasi larutan uji ekstrak
2500 pg/ml.

b) Pembuatan Larutan Baku Asam Galat
Standar asam galat ditimbang sebanyak 25 mg, dimasukkan ke dalam labu
ukur 25 ml dan dilarutkan dengan metanol 98% sampai batas volume
sehingga konsentrasi larutan induk standar asam galat yaitu 1000 pg/ml.
Selanjutnya dilakukan pengenceran larutan induk asam galat dengan
memipet sejumlah tertentu larutan induk, kemudian dimasukkan ke dalam
labu ukur dan ditambahkan metanol 98% sejumlah tertentu sehingga
konsentrasi larutan standar asam galat akhir yaitu 40 pg/ml, 50 ug/ml, 60
pg/ml, 80 pg/ml, 100 pg/ml dan 120 pg/ml.

c) Penentuan Kadar (Wolfe et al., 2003)
Penentuan kadar fenol total dilakukan dengan cara sampel sebanyak 400 pl
dari masing-masing larutan uji ekstrak dan larutan standar ditambahkan
dengan 400 pl Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air). Setelah itu didiamkan selama
6 menit. Setelah 6 menit, ditambahkan 3200 pl Na2CO3 (75 g/L air).
Campuran ini didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit dan
selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang gelombang 628 nm.

Blangko yaitu semua reGAEN tanpa larutan ekstrak.
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2. Penetapan Kadar Flavonoid Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis

a)

b)

Pembuatan kurva kalibrasi kuersetin

Larutan baku dibuat dengan menimbang 10 mg kuersetin, dilarutkan
dengan etanol 10 mL. Satu seri konsentrasi larutan kuersetin dalam etanol
dibuat dari larutan baku, yaitu dengan rentang konsentrasi 100 - 300
pug/mL. Selanjutnya dilakukan pengenceran larutan induk kuersetin dengan
memipet sejumlah tertentu larutan induk, dilarutkan dengan 3 mL etanol
ditambahkan 0,2 mL AICI3 10% ditambahkan 0,2 mL kalium asetat 1M
ditambahkan aquadest sampai tanda, didiamkan 30 menit (hasil optimasi),
diukur absorbansinya pada panjang gelombang 432 nm. Blangko yaitu
semua reagen tanpa larutan standar. Dari data ini dibuat persamaan regresi
antara konsentrasi kuersetin dengan serapan.

Penentuan kadar flavonoid total

Ekstrak ditimbang sebanyak 40 mg, dilarutkan dengan etanol 10 mL.
Sebanyak 0,5 ml larutan ekstrak dilarutkan 3 mL etanol, ditambahkan 0,2
mL AICI3 10%, ditambahkan 0,2 mL kalium asetat 1M, ditambakan
aquadest sampai tanda, didiamkan 30 menit (hasil optimasi), diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 432 nm. Blangko yaitu semua

reGAEnN tanpa larutan ekstrak.

3. Penetapan Kadar Alkaloid Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis

a)

b)

Preparasi Bromocresol Green Ditimbang 6,98 mg bromecresol green
dilarutkan dengan 0,3 mL 2N NaOH dan 0,5 mL akuades selanjutnya
dimasukkan ke dalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan akuades sampai
batas volume.
Preparasi Dapar fosfat Larutan dapar fosfat (pH 4,7) disiapkan dengan
menyesuaikan pH. Larutan dapar fosfat dibuat dengan menimbang
natrium fosfat 7,16 g dan 4,202 g asam salisilat kemudian dimasukkan ke
dalam labu ukur 100 mL dan ditambahkan akuades sampai batas volume.
Preparasi larutan standar kafein

Larutan baku dibuat dengan menimbang 40 mg kafein dilarutkan

dengan etanol 10 mL. Satu seri konsentrasi larutan kafein dalam etanol
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dibuat dari larutan baku, yaitu dengan range konsentrasi 50 — 200 pg/mL.
Selanjutnya dilakukan pengenceran larutan induk kafein dengan memipet
sejumlah tertentu larutan induk, ditambahkan 2 mL dapar fosfat pH 4,7
dan 2 mL larutan BCG (Bromocresol Green) dan diekstraksi dengan 3 mL
kloroform sebanyak tiga kali. Diambil fase kloroform dimasukkan labu
ukur 10 mL ditambahkan kloroform sampai batas volume. Absorbansi
kloroform kompleks diukur pada panjang gelombang 430 nm. Blanko
yaitu semua reagen tanpa larutan ekstrak.
d) Penentuan kadar alkaloid total

Penentuan kadar alkaloid total dilakukan dengan cara sampel
sebanyak 200 pg/ml dari masing-masing larutan uji ekstrak ditambahkan
dengan 2 ml dapar fosfat pH 4,7 dan 2 ml larutan BCG (Bromocresol
Green) kemudian diekstraksi dengan 3 mL kloroform sebanyak tiga kali
menggunakan vortex. Diambil fase kloroform dimasukkan ke dalam labu
ukur 10 mL dan ditambahkan kloroform sampai batas volume. Diukur
absorbansinya pada panjang gelombang 430 nm. Blanko yaitu semua

reagen tanpa larutan ekstrak

2.7 Revalidasi Model dan Penentuan Kadar Fenol, Flavonoid, Alkaloid
Menggunakan Model PLS dengan Metode NIR dan Kemometrik
Sebelum model pada peneltian sebelumnya digunakan, terlebih dahulu

dilakukan validasi ulang menggunakan metode 2-fold cross validation. Metode

tersebut dilakukan menggunakan 5 sampel independen (test set) dengan
konsentrasi yang telah diketahui. Konsentrasi dari 5 sampel tersebut didapat
dengan melakukan penentuan kadar menggunakan spektrofotometri UV-Vis.

Setelah kadar didapat kemudian hasil kadar diolah untuk divalidasi menggunakan

metode 2-fold cross validation. Korelasi antara konsentrasi hasil prediksi model

dengan konsentrasi teoritis diketahui dengan melihat nilai koefisien determinasi

(R2) prediksi, RMSEC, dan RMSECV. Suatu model PLS dikategorikan sebagai

model yang dapat dipercaya bila nilai korelasi dan nilai galat yang memiliki
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kedekatan untuk setiap tahapan pembuatan model. Korelasinya harus bernilai
tinggi sedangkan galatnya bernilai rendah (Baranska, 2005).

Apabila model yang telah divalidasi dinyatakan valid, maka model tersebut
dapat digunakan untuk penentuan kadar sampel selanjutnya. Adapun tahapan
untuk menentukan kadar fenol, flavonoid, dan alkaloid menggunakan model yang
telah terbentuk pada penelitian sebelumnya dalam perangkat lunak The
Unscramble X 10.2, sebagai berikut: software The Unscrambler versi X 10.2
dibuka. Import data model PLS fenol (Fracilia et al., 2015), flavonoid (Wulandari
et al., 2015), Alkaloid (Nurul et al., 2015), kemudian untuk menentukan kadar
masing-masing sampel pilih file, import data, lalu dipilih Brimrose, kemudian
masukkan file scanning sampel, sehingga akan muncul tampilan data dengan
masing-masing panjang gelombang. Selanjutnya klik task, predict, lalu pilih
regression sehingga akan di dapatkan kadar fenol, flavonoid, dan alkaloid.
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BAB3. METODE PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penetapan model klasifikasi dan kandungan fitokimia ekstrak metanol daun
mimba (Azadirachta indica) di Madura, Jember, dan Malang menggunakan
metode NIR dan Kemometrik merupakan jenis penelitian eksperimental
laboratories (true experimental laboratories) yang bertujuan untuk mengetahui
pengaruh ketinggian terhadap model klasifikasi dan kandungan fitokimia daun

mimba sebagai salah satu bentuk kontrol kualitas.

3.2 Tempat dan waktu penelitian

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia, Fakultas Farmasi,
Universitas Jember . Waktu pelaksanaan penelitian dimulai dari bulan Juni 2016-
Juli 2017.

3.3 Alat dan Bahan penelitian
3.3.1Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer NIR
Brimrose Luminar 3070, perangkat lunak Brimrose, perangkat lunak Prospect,
perangkat lunak The Unscrambler X 10.2(Camo), ultrasonicator (Elmasonic),
evaporator, oven (Memmert), timbangan analitik digital (Sartorius), blender,

corong, cawan porselin, sendok ekstrak, ayakan B-60, dan seperangkat alat gelas.

3.3.2Bahan Penelitian
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun mimba
(Azadirachta indica) yang berasal dari Madura, Jember, dan Malang (Tabel 3.1),

methanol 98% teknis, kertas saring, aluminium foil, aerosil, n-heksan teknis.

28
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Tabel 3.1 Daftar Kode Sampel Simplisia Azadirachta indica
Ketinggian  Kategori

Lokasi Nama Batra Kode wilayah*  Ketinggian
(mdpl) (mdpl)
Bangkalan (Kamal) Rumah Warga DK 7 <45
Madura Pamekasan (Pakong) Lahan Toga Pedagang Jamu DS 22 (Rendah)
Sumenep (Lenteng) Lahan Toga Pedagang Jamu DP 44
Sumberbaru Lahan Toga Pedagang Jamu JB 73 45-100
Jember Jubung Lahan Toga Pedagang Jamu JJ 59 (Sedang)
Sumbersari Lahan Toga FMIPA UNEJ JS 99
Lawang Balai Pengobatan Tombo Ati ML 512 >100
Malang Singosari Lahan Toga Pedagang Jamu MS 559 (Tinggi)
Batu UPT Materia Medika MB 1040

* Google Earth, 2016

3.4 Variabel Penelitian
3.4.1 Variabel Bebas
Variabel bebas dari penelitian ini adalah ketinggian suatu daerah

pengambilan sampel dalam satuan mdpl.

3.4.2 Variabel terikat
Variabel terikat dari penelitian ini adalah model Kklasifikasi, dan kandungan

fitokimia (flavonoid, total fenol, dan alkaloid) ekstrak metanol daun mimba.

3.4.3 Variabel terkendali
Variabel terkendali dari penelitian ini adalah perlakuan sampel, dan metode

ekstraksi.

3.5 Rancangan penelitian
3.5.1 Rancangan Operasional

Penelitian ini dilakukan melalui beberapa tahap:

a. Pembuatan simplisia daun mimba

b. Pembuatan ekstrak daun mimba

c. Validasi ulang model

d. Penetapan model klasifikasi dan kandungan fitokimia
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3.5.2 Definisi Operasional
Definisi operasional dari penelitian ini adalah:

a. Daun mimba yang digunakan adalah daun secara acak tanpa membedakan
usia daun dan usia pohon yang diperoleh dari 3 daerah dengan ketinggian
berbeda (Madura sebagai dataran rendah, Malang sebagai dataran tinggi, dan
Jember sebagai dataran sedang) dengan 3 kecamatan di setiap daerahnya,
diperoleh pada bulan Juni — Desember tahun 2016 ketika curah hujan tinggi.

b. Ekstraksi simplisia daun mimba merupakan proses pengambilan senyawa
aktif dari daun mimba dengan pelarut metanol menggunakan kolaborasi
metode ultrasonik, dan maserasi.

c. Validasi ulang model dilakukan dengan menggunakan metode 2 —fold-cross-
validation

d. Penetapan model klasifikasi dan kandungan fitokimia (flavonoid, total fenol,

dan alkaloid) dilakukan dengan menggunakan metode NIR dan Kemometrik.

3.5.3 Rancangan Percobaan

Ekstraksi simplisia tanaman dilakukan dengan cara ultrasonikasi dan
maserasi menggunakan metanol 98%. Dari proses tersebut didapatkan ekstrak
kental yang dikeringkan hingga menjadi ekstrak kering. Profil IR dan kandungan
fitokimia daun mimba (Azadirachta indica) ditentukan metode NIR
Kemmometrik.

Analisis profil dilakukan dengan melihat pola spektra yang dihasilkan
melalui NIR yang dikombinsi dengan analisis kemometrik yaitu PLS, LDA,
SVM, SIMCA, dan CA. Untuk menetapkan kadar alkaloid, flavonoid dan total
fenol dalam sampel nyata digunakan model yang telah tervalidasi pada penelitian
sebelumnya. Kadar alkaloid, flavonoid dan total fenol daun mimba yang diperoleh

dari tiga daerah dengan ketinggian berbeda kemudian dibandingkan.
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3.6 Alur Penelitian

Pengumpulan daun mimba

\4
daun mimba

o dicuci

¢ diangin - anginkan dalam ruangan
ber-AC

e dioven pada suhu 30°C

\ 4
Simplisia
o diblender
Serbuk

di tambah metanol 98%
ultrasonifikasi 1 jam

maserasi 24 jam

saring dengan corong buchner

\4
Maserat

e rotavapor

Ekstrak kental
o tambah aerosil
Ekstrak kering
Scanning
" Penentuan kandungan flavonoid dengan NIR
Pembentukan model Klasifikasi kemometrik (Wulandari, et al, 2016), alkaloid
(Pricillia, et al, 2016), dan total fenol (Nurul, et
(SVM, LDA, SIMCA, dan CA) al, 2016) dengan model PLS
dengan program The
Unscrambler X10.2 dan validasi a. Revalidasi model PLS
SVM dan LDA b. Penentuan kadar
A\ 4
Analisis data

Gambar 3.1 Skema alur penelitian
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3.7 Prosedur Penelitian
3.7.1Pengambilan Sampel

Pemilihan teknik pengambilan sampel merupakan upaya penelitian untuk
mendapat sampel yang representatif (mewakili), yang dapat menggambarkan
populasinya. Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah sampel dengan
maksud (purposive sampling). Pengambilan sampel dilakukan hanya atas dasar
pertimbangan peneliti saja yang menganggap unsur-unsur yang dikehendaki telah
ada dalam anggota sampel yang diambil (Roz, 2003). Dalam penelitian ini,
Sampel diperoleh dari didapatkan dari tiga daerah dengan ketinggian berbeda

(Malang, Jember dan Madura).

3.7.2Pembuatan Simplisia

Sampel yang didapat dari hasil survei selanjutnya dicuci, dan sortasi basah.
Daun basah terlebih dahulu di keringkan di dalam ruangan yang ber-AC dengan
cara diangin-anginkan, setelah itu di oven. Simplisia Daun mimba yang kering
disimpan dalam wadah bersih, pada suhu ruang, dan terlindungi dari sinar

matahari.

3.7.3Pembuatan Ekstrak

Simplisia Daun mimba yang sudah kering diblender hingga halus kemudian
di ayak. Serbuk daun ditimbang sebanyak 50 gram diletakkan di dalam
erlenmeyer. Ditambahkan 150 ml metanol 98% ke dalam erlenmeyer kemudian di
ultrasonik selama 1 jam, setelah 1 jam di ultrasonik kemudian didiamkan selama
24 jam (metode maserasi). Ekstrak cair yang didapat kemudian disaring
menggunakan corong buchner. Maserat yang diperoleh dipekatkan menggunakan
rotavapor pada suhu 50 °C untuk ekstrak kental. Ekstrak kental yang didapatkan
dikeringkan dengan aerosil. Selanjutnya ekstrak yang sudah kering digerus sampai

halus dan disimpan dalam vial yang telah diberi label.
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3.7.4Pengukuran Pantulan Spektrum NIR (Scanning)

Instrumen NIR dihidupkan dan ditunggu selama 30 menit. Perangkat lunak
Brimrose kemudian dibuka. Sampel yang kemudian diletakkan diatas plat tempat
sampel secara merata dan agak ditekan. Satu sampel di-scan 5 kali dan dilakukan
3 kali penembakan pada masing-masing scanning. Langkah-langkah tersebut
diulangi untuk tiap sampel. Setelah semua sampel di-scan, perangkat lunak
Brimrose ditutup, kemudian hasil spektra scanning diamati dengan perangkat
lunak Prospect. Selanjutnya data yang telah diperoleh diolah dengan perangkat
lunak The Unscrambler X10.2 (Camo software).

3.7.5 Pembentukan Model klasifikasi

Data spektrum yang diperoleh dari scanning NIR diolah dengan
menggunakan perangkat lunak The Unscrambler versi X 10.2. Pembentukan
model klasifikasi dilakukan dengan metode Linear Discriminant Analysi (LDA),
Support Vector Machines (SVM), Soft Independent Modelling of Class Analogies
(SIMCA), dan Cluster Analysis (CA) dengan langkah-langkah sebagai berikut:
software The Unscrambler versi X 10.2 dibuka dan 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 “flavonoid/fenol/alkaloid”. Dimana
“matriks” adalah sampel bukan ekstrak yang terdapat dalam ekstrak (aerosil dan
akuades), sedangkan ‘“flavonoid/fenol/alkaloid” adalah sampel ekstrak daun
tanaman. Objek dikelompokkan dengan memilih define range dan column range
diisi dengan kategori pada kolom 1 dan absorbansi pada kolom yang lain.

Selanjutnya di buat model klasifikasi sebagai berikut :
3.7.5.1 LDA (Linear Discriminant Analysis)

Model dibuat dengan klik task, analyze, lalu pilih Linear Discriminant
Analysis. Model klasifikasi dikatakan valid apabila persentase akurasi yang
diperoleh sebesar 100%, dimana hasil prediksi dari model telah sesuai dengan
klasifikasi yang sebenarnya. Model klasifikasi yang terbentuk kemudian dapat

digunakan untuk memprediksi klasifikasi dari sampel yang belum diketahui.
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3.7.5.2 SVM (Support Vector Regression)

Model dibuat dengan klik task, analyze, lalu pilih Support Vector
Regression. Model Kklasifikasi yang dapat digunakan untuk memprediksi
klasifikasi dari sampel yang belum diketahui adalah model klasifikasi yang valid.
Model Klasifikasi dikatakan valid apabila % akurasi yang diperoleh sebesar 100%,
dimana hasil prediksi dari model telah sesuai dengan klasifikasi yang sebenarnya.
3.7.5.3 SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogy)

Model dibuat dengan Klik task, analyze, lalu pilih Soft Independent
Modelling of Class Analogy. Model Kklasifikasi yang dapat digunakan untuk
memprediksi Kklasifikasi dari sampel yang belum diketahui adalah model
klasifikasi yang valid. Model klasifikasi dikatakan valid apabila persentase
akurasi yang diperoleh sebesar 100%, dimana hasil prediksi dari model telah
sesuai dengan Klasifikasi yang sebenarnya.
3.7.5.4 CA (Cluster Analysis)

Model dibuat dengan Klik task, analyze, lalu pilih Soft Independent
Modelling of Class Analogy. Model Klasifikasi yang dapat digunakan untuk
memprediksi klasifikasi dari sampel yang belum diketahui adalah model
klasifikasi yang valid. Model Klasifikasi dikatakan valid apabila persentase
akurasi yang diperoleh sebesar 100%, dimana hasil prediksi dari model telah
sesuai dengan Klasifikasi yang sebenarnya.

Model LDA dan SVM yang terbentuk kita validasi dengan menggunakan
metode LOOCYV. Validasi ini dibuat dengan meninggalkan satu data dari masing-
masing replikasi sampel untuk validasi silang, yaitu dengan mengeluarkan satu
sampel pada kecamatan tertentu dari training set dan menggunakan 8 kecamatan
sisanya sebagai test set. Hal ini dilakukan berulang pada setiap daerah dan

kandungan dalam sampel yang digunakan sebagai data validasi.

3.7.6Penentuan Kandungan Fitokima Dengan NIR Kemometrik
3.7.6.1 Revalidasi 2 FoldCV Model PLS
Model klasifikasi PLS merupakan model yang memberikan hasil secara

kuantitatif. Penentuan kadar Flavonoid, Fenol, dan Alkaloid menggunakan Data
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model PLS Flavonoid, Fenol, dan Alkaloid yang telah tervalidasi pada penelitian
sebelumnya (Wulandari et al., Fracilia et al., dan Nurul et al., 2016). Sebelum
model digunakan model di validasi ulang dengan menggunakan metode 2 Fold
CV. 4 sampel ekstrak ditentukan kandungan fitokimia dengan spektrofotometri
UV-VIS dan ekstrak di scanning NIR, data yang didapat dimasukkan pada test set
dalam program Unscramble.
3.7.6.2 Penentuan kandungan fitokimia (flavonoid, total fenol, dan alkaloid)
ekstrak daun mimba

Penentuan kandungan fitokimia (flavonoid, total fenol, dan alkaloid) ekstrak
metanol daun mimba dilakukan dengan menggunakan model PLS yang telah di
validasi ulang dalam perangkat lunak The Unscramble X 10.2, dengan langkah-
langkah sebagai berikut: software The Unscrambler versi X 10.2 dibuka. Data
Model PLS fenol (Fracilia et al., 2015), flavonoid (Wulandari et al., 2015),
Alkaloid (Nurul et al., 2015), dimasukkan dengan memilih file, import data, lalu
dipilih Brimrose sehingga akan muncul tampilan data dengan masing-masing
panjang gelombang. Selanjutnya klik task, predict, lalu pilih regression sehingga
akan di dapatkan kadar fenol, flavonoid, dan alkaloid.
3.7.7Analisis Data

Data kadar Alkaloid, Flavonoid, dan Fenol ekstrak Daun mimba
(Azadirachta indica) yang di peroleh dari hasil penetapan kadar masing- masing

daerah (Jember, Malang, dan Madura) dibandingkan.
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BAB5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, peneleti dapat menyimpulkan bahwa:

1. Metode spektroskopi inframerah dekat (NIR) dan kemometrik dapat
digunakan untuk mengklasifikasikan ekstrak metanol daun mimba yang
berasal dari daerah Madura, Jember, dan Malang. Model klasifikasi yang
terbentuk yaitu Linear Discriminant Analysis (LDA), Support Vector
Machines (SVM), Soft Independent Modelling of Class (SIMCA) memiliki
hasil 100%, dan Cluster Analisis (CA) mengelompokan menjadi 2 kategori
besar dimana kategori A (Jember, dan Madura) dan kategori B (Malang).

2. Kandungan rata-rata fenol total Madura, Jember, Malang adalah 65,237;
106,988; 137,952mg GAE/g ekstrak, kandungan rata-rata flavonoid total
adalah 9,718; 15,784; 21,021 mg QE/g ekstrak, dan kandungan alkaloid
total adalah 74,592; 45,111; 54,591 mg CE/g ekstrak.

3. Terdapat korelasi antara kandungan flavonoid, fenol, dan alkaloid pada
ekstrak daun mimba terhadap ketinggian suatu daerah. Kandungan
ketinggian suatu daerah berbanding lurus dengan jumlah kandungan total
fenol serta flavonoid, dan berbanding terbalik dengan jumlah kandungan

alkaloid dalam ekstrak metanol daun mimba.

5.2 Saran
Berdasarkan penelitian, maka peneliti dapat memberikan saran pada penelitian ini
sebagai berikut:

1. Perlu dikembangkan analisis unsur hara tanah, dan perbedaan tingkat
suhu secara spesifik, untuk mendukung hasil data yang lebih efektif untuk
mengetahui faktor eksternal yang membedakan kandungan fitokimia dari
berbagai wilayah.

2. Perlu dibentuk model kalibrasi sampel tanaman untuk penentuan

kandungan fitokimia selain fenol, flavonoid, dan alkaloid.
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3. Perlu dilakukan validasi silang yang lain seperti K-fold cross validation,
dan 2-fold cross-validation

4. Perlu dilakukan perbanyakan pengambilan sampel dalam satu wilayah
kecamatan untuk lebih melihat korelasinya.

5. Perlu dilakukan uji aktivitas antidiabetes, antibakteri, dan yang lain untuk
melengkapi profiling guna membantu para farmasis dan disiplin ilmu lain

dalam pembutan suatu sediaan obat dan lain-lain.
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LAMPIRAN

LAMPIRAN 1. Data Spektrum Infra Merah yang Dihasilkan
1.1 Spektrum Training Set

- DK(1)
-8 DP(1)
-8 DS(1)
e J(1)
- JB(1)
—-=J5(1)
- ML(1)
- MS(1)
- NB(1)

B56 828 918 950 082 1016 1055 1006 1136 1176 1216 1256 1296 1335 1376 1416 1456 1496 1535 1574 1614 1654 1654 1734 1774 1814 1854 1894 1034 1974

1.2 Spektrum Standar Uji Spektrofotometer UV-Vis
1. Spektrum Standqr Kuarsetin
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2. Spektrum Standar Asam Galat

3. Spektrum Standar Kafein

12

09

08

07

06

05
650 BEB 028 966 1012 1062 1112 1162 1212 1262 1312 1362 1410 1460 1510 1560 1610 1660 1710 1760 1810 1860 1908 1958

== kafein (1)
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1.3 Spektrum Aerosil

1.4 Spektrum Aquadest

56
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LAMPIRAN 2. Identitas Sampel Ekstrak Daun Mimba

2.1 Sampel Training set Model Klasifikasi

No  Kode Sampel

1. DK Mimba Kamal

2. DP Mimba Lenteng

3. DS Mimba Pakong

4. JJ Mimba Jubung

5. JB Mimba Sumberbaru
6. JS Mimba Sumbersari
7. ML Mimba Lawang

8. MS Mimba Singosari

9. MB Mimba Batu

2.2 Sampel Test Set Untuk Revalidasi
1. Model PLS Penentuan Kadar Fenol Total

o

D

Sampel

©o~NOOAwWNRZ

A
—IOGTMmMUO®T>8

Juwet

Sirih Merah
Mimba
Sambiloto
Binahong
Belimbing
Lamtoro
Mangga
Pepaya

2. Model PLS Penentuan Kadar Flavonoid

o

D

Sampel

©o~NoU A wNRZ

A
—IGTMMUO®>8

Juwet

Sirih Merah

Mimba

Sambiloto
Binahong

Kunir Putih
Lamtoro

Mengkudu

Kopi Robusta Muda
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3. Model PLS Penentuan Kadar Alkaloid

No Kode Sampel
1. A Juwet

2. B Sirih Merah

3. C Mimba

4, D Sambiloto

5. E Putri malu

6. F Sirsak

7. G Pepaya

LAMPIRAN 3. Pembuatan Pereaksi Pada Penetapan Kadar Flavonoid,
Fenol, dan Alkaloid Total
3.1 Pembuatan Adjuvant Pada Penetapan Kadar Fenol Total
4.1.1 Pembuatan Larutan Folin Ciocalteu 1:10
Sebanyak 1 ml reGAEn Folin Ciocalteu dilarutkan dalam 10 ml
akuades
4.1.2 Pembuatan ReGAEnN Larutan Na2CO3

75% = 1;5 fnl Ditimbang 75 g Na,COg3 dilarutkan dalam aquadest ad

100ml.
3.2 Pembuatan Adjuvant Pada Penetapan Kadar Flavonoid

5.1.1 Pembuatan Larutan AICl;
1—gl = 10% , Ditimbang 1 g AlClsdilarutkan dalam aquadest ad 10 ml

10 m
5.1.2 Pembuatan Larutan Kalium Asetat 1 M
Molar = m:::a Volullizo(ml) : Mr kalium asetat = 98
M 2 massaX 1000
98 10 ml

massa = 0.98

3.3 Pembuatan Adjuvant Pada Penetapan Kadar Alkaloid
4.3.1 Pembuatan Larutan Dapar Fosfat pH 4,7
Ditimbang 7,16 g Na2HPO4 dan 4,202g Asam sitrat dilarutkan dalam
akuades 100 ml.
4.3.2 Pembuatan Larutan BCG
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Ditimbang 6,98 mg BCG dilarutkan dalam 0,3 ml 2N NaOH dan 0,5

ml akuades diultrasonik add 100 ml.

LAMPIRAN 4. Perhitungan Kadar Flavonoid, Fenol, dan Alkaloid Total
4.1 Penetapan Kadar Total Fenol

5.1.1 Larutan Standart Asam Galat
a. Larutan induk

25,1 mg
25 ml

x 1000 pg/ml = 1004 pg/ml

b. Pengenceran larutan

2 ml
1) 10 ml

x 1004 pg/ml =200,8 pg/ml

o 1 ml
10 ml

x 200,8 pg/ml = 20,08 pg/ml

*

o 2ml
*
10 ml

x 200,8 pg/ml =40,16 pg/ml

3 ml .
2) o 1004 pg/ml=301,2 pg/ml

% 25 3012 pg/ml = 60,24 pg/ml

% 25 x301,2 pg/ml = 120,48 pg/ml
3) =" x 1004 pg/ml = 401,6 pg/m

2 22 % 401,6 pg/ml = 80,32 pg/m

5 ml
4) an;l x 1004 pg/ml = 502 pg/ml

o 1 ml
10 ml

x 502 pg/ml = 50,2 pg/ml

*

5.1.2 Larutan Ekstrak Sampel Test Set
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Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak
1 228 ¥ 1000 pg/ml = 2500 pg/ml

10 ml
2228 X 1000 pg/ml = 2520 pg/ml
x 1000 pg/ml =2550 pg/ml

25,5 mg
2218y 1000 pg/ml = 2510 pg/ml

A

10 ml
10 ml
250ME 4 1000 pg/ml = 2560 pg/ml

10 ml

ZME y 1000 pug/ml = 2500 pg/ml

10 ml

25218y 1000 pg/ml = 2520 pg/ml

10 ml

BAME y 1000 pg/ml = 2540 pg/ml

10 ml

221M8 ¥ 1000 pg/ml = 2510 pg/ml

10 ml

25 % 1000 pg/ml = 2500 pg/ml

10 ml

B3ME y 1000 pg/ml = 2530 pg/ml

10 ml

25 % 1000 pg/ml = 2500 pg/ml

10 ml

W NP W NP WwWDN RN

51.3 Spektra Optimasi Panjang Gelombang Maksimum
Fenol Total
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514 Perhitungan Hasil Pengukuran Kadar Fenol Total
Sampel Test Set dengan Spektrofotometer UV-Vis
Standart: Asam Galat

Konsentrasi (ug/ml) | Absorbansi

20.08 0.531
40.16 0.58

50.2 0.67
60.24 0.769
80.32 0.913
120.48 1.109

1,2 -

0,8 -
g y = 0,0062x + 0,3804
-g 0,6 - R?=0,9777
w
o]
<
0,4 -
0,2 -
0 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140
Konsentrasi Asam Galat (ug/ml)
5.15 Hasil Perhitungan mg GAE/g Ekstrak Test Set

Contoh Perhitungan
Persamaan : Y = 6,163x10 + 0.380 (R = 0,989 ; R2 = 0,978)
v" Replikasi 1 Sampel A

0,625 = 0,006163x + 0,380

x = 39,753 pg/ml

e Dalam4 ml :39,753 ng/ml x 4 ml = 158,94 ng

158,94 ug

e Dalam 10 ml :
0,4 ml

x 10 ml=3973,5 ng =3,973
.3973mg _
" 00258

158,92 mg GAE/g ekstrak
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v Replikasi 2 Sampel A
0,621 =0,006163x + 0,380
x=39,104 png/ml
e Dalam4 ml :39,104 ug/ml x 4 ml= 156,416 ug

e Dalam 10 ml % x 10 ml = 3910,4 pg =3,9104
(29100 Me - 155,175 mg GAE/g ekstrak
0,0252 g
Sampel Massa Absorbansi Mg GAE/g Rata-rata mg
Test Set Penimbangan ekstrak GAE/g
(mg) ekstrak
25 0,625 158,920
A 25,2 0,621 155,175 156,239
25,5 0,623 154,623
25,1 0,601 142,865
B 25,6 0,599 138,807 142,136
25 0,603 144,735
25,2 0,630 160,972
c 25,4 0,631 160,342 161,622
25,1 0,633 163,551
25 0,507 82,427
D 25,3 0,504 79,526 80,595
25 0,503 79,831

4.2 Penetapan Kadar Flavonoid Total

5.2.1 Larutan Standar Kuarsetin

a. Larutan induk

10,115 mg
10 ml

b. Pengenceran

x 1000 pg/ml =1011,5 pg/ml

1ml
10 ml

1) x 1011,5 pg/ml = 101,15 pg/ml

0,2 ml
10 ml

X/
L X4

x 101,15 pg/ml = 2,023 pg/ml

v 220 101,15 pg/ml = 4,046 pg/ml

10 ml

>

2 ml
10 ml

2) x 1011,5 pg/ml =202,3 pg/ml

62
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o 0,4ml

* o X 202,3 pg/ml = 8,092 pg/ml
& 25m 2023 pg/ml = 10,115 pe/ml
T Jom XU HEMITAU UL MM
3 ml _
om X 1011,5 pg/ml = 303,45 pg/ml
& 22m 303,45 pug/ml = 6,069 pe/ml
T Jomi X 2U2T HEMI= 0,007 Hgm
& 22m 303,45 ng/ml = 12,138 pg/ml
* 10ml 1 HEME= 12,156 Hg/m
X 0,5 ml _
* Tom X 303,45 pg/ml = 15,172 pg/ml

5.2.2 Larutan Ekstrak Sampel Test Set

Sampel

Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak

A

1 ‘*f;—m“‘lg x 1000 pg/ml = 4030 pg/ml
20mE ¥ 1000 pg/ml = 4000 pg/ml
x 1000 pg/ml = 4010 pg/ml

10 ml

40,1 mg
10 ml

x 1000 pg/ml = 4020 pg/ml

x 1000 pg/ml = 4050 pg/ml

x 1000 pg/ml = 4030 pg/ml

40,2 mg

10 ml
40 mg

10 ml
40,1 mg

10 ml

40,2 mg
10 ml
40,5 mg
x 1000 pg/ml = 4020 pg/ml
x 1000 pg/ml = 4000 pg/ml
x 1000 pg/ml = 4010 pg/ml

10 ml
40,3 mg

x 1000 pg/ml = 4030 pg/ml
x 1000 pg/ml = 4010 pg/ml

10 ml
40,3 mg
x 1000 pg/ml = 4000 pg/ml

10 ml
40,1 mg

10 ml
40 mg

10 ml

W N P W N PIW DN PW DN
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ALL Data
8

Absorbansi
0,137
0,149
0,160
0,167

Konsentrasi (ug/ml)
2,023
4,046
6,069
8,092

Digital Repository Un

5.2.3 Spektra Optimasi Panjang Gelombang Maksimum Flavonoid
Total

5.2.4 Perhitungan Hasil Pengukuran Kadar Flavonoid Total Sampel

Test Set dengan Spektrofotometer UV-Vis

Standar : Quersetin
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10,115 0,199
12,138 0,214
15,172 0,223

65

0,25 -

o
N
I

o

[N

w
1

y=0,007x + 0,119
R =0,980

Absorbansi
o
[y

0,05 -

O T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Konsentrasi Quarsetin (ug/ml)

5.2.5 Hasil Perhitungan mg QE/g Ekstrak Test Set

Contoh Perhitungan
Persamaan : Y = 0,007115x + 0,1198 (R = 0,980 ; R2 = 0,9604)
v Replikasi 1 Sampel A

0,188 = 0,007115x + 0,1198

x = 9,585 pg/ml

s Dalam 10 ml (1)

9,585 pg/ml x 10 ml = 95,85 pg
s Dalam 10 ml (2)

e 05,85 ugx ;(;:111 =1917pg=1,917 mg
o 27ME _ 4757 mg QE/g ekstrak

0,0403g

v" Replikasi 1 Sampel A
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0,185 =0,007115x + 0,1198
x=9,164 pg/ml
% Dalam 10 ml (1)

9,164 ng/ml x 10 ml=91,64 pg
% Dalam 10 ml (2)

10 ml
e 91,64 ngx 05 ml S 1832,8 ng=1,833 mg
o 1838ME _ 45895 mg QE/g ekstrak
0,04g
Sampel Massa Penimbangan  Absorbansi Mg QE/g Rata-rata mg
Test Set (mg) ekstrak QE/qg ekstrak
40,3 0,188 47,570
A 40 0,185 45,825 46,830
40,1 0,187 47,106
40,2 0,185 45,591
B 40,5 0,184 44,116 45,527
40,3 0,187 46,873
40,2 0,156 25,313
C 40 0,155 24,736 25,609
40,1 0,158 26,778
40,3 0,170 35,015
D 40,1 0,169 34,489 35,396
40 0,172 36,683

4.3 Penetapan Kadar Alkaloid Total
5.3%¢

Larutan Standar Kafein

Larutan induk

25,15 mg -
el & 1000 pg/ml = 1006 ug/ml
Pengenceran
0,5ml 4
1. o ol 1006 pg/ml = 50,3 pg/ml
2. 22L& 1006 pg/ml = 804,8 pg/ml
- Tom X Hg/m 8 ng/m
o =L« 804,8 pg/ml = 80,48 pg/ml
* Tom ¥ -© HE/M 6 1M
v 1,5 ml _
* o X 804,8 pg/ml = 120,72 pg/ml
o 2,5ml

°

x 804,8 pg/ml=201,2 pg/ml

10 ml
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3.

67

6 ml
10 ml

o 2,5

x 1006 pg/ml = 603,6 pg/ml

™ x 603,6 pg/ml = 150,9 pg/m

10 m

&3 ml
10 ml

x 603,6 pg/ml = 181,08 ug/mg

*

Larutan Ekstrak Sampel Test Set

Sampel

Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak

A

1 29me  y 1000 pg/ml = 4000 pg/ml

10 ml
2208« 1000 pg/ml = 4020 pg/ml
x 1000 pg/ml =4050 pg/ml

10 ml
40,5mg
10ml

x 1000 pg/ml=4010 ug/ml

x 1000 pg/ml = 4060 ug/ml

x 1000 pg/ml =4030 ug/ml

40,1 mg
10 ml
40,6 mg
x 1000 pg/ml = 4020 pg/ml
x 1000 pg/ml = 4040 ug/ml
=22 x 1000 pe/ml = 4010 pg/ml

10 ml

10 ml
20ME ¥ 1000 pg/ml = 4000 pg/ml

40,3 mg
10 ml
10 ml
203 ¥ 1000 pg/ml = 4030 pg/ml

40,2 mg
10 ml

10 ml
2ME ¥ 1000 pg/ml = 4000 pg/ml

40,4 mg
10 ml

W N P W DN RPN PN

5.3.3

Spektra Optimasi Panjang Gelombang Maksimum
Alkaloid Total
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5.3.4 Perhitungan Hasil Pengukuran Kadar Alkaloid Total
Sampel Test Set dengan Spektrofotometer UV-Vis
Standar : Caffein

Konsentrasi (ug/ml)  Absorbansi

50,3 0,095
80,48 0,278
120,72 0,396
150,9 0,483
181,08 0,597

201,2 0,804
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0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
‘@
£ 05 -
2
2
o 04 -
<
03 -
y =0,004x - 0,102
0,2 - R=0,9899
0,1 -
0 T T T T 1
0 50 100 150 200 250
Konsentrasi (ug/ml)
5.3.5 Hasil Perhitungan mg Ce/g Ekstrak Test Set

e Contoh Perhitungan

Persamaan : Y = 0,004x — 0,102 (R = 0,988 ; R2 = 0,976)
e Replikasi 1

0,432 = 0,004x — 0,102

x =133,5 pg/ml

s Dalam 10 ml (1)

133,5 pg/ml x 10 ml = 1335 pg

s Dalam 10 ml (2)

>

1335ug x ;(; 1:1 = 26700 pg = 26,7 mg
26,7mg _
oonsg — 06253 mg QE/g ekstrak

o Replikasi 2

0,429 = 0,004x - 0,102
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X =132,75 pg/ml
% Dalam 10 ml (1)

132,75 pg/ml x 10 ml = 1327,5 pg
% Dalam 10 ml (2)

10 ml
0,5 ml

L)

132,75 pg x = 26550 pg = 26,55 mg

% X1000 = 66,375 mg CE/g ekstrak

Sampel Massa Absorbansi mg CE/g Rata-rata
Test Set  Penimbangan (mg) ekstrak mg CE/g ekstrak
40,3 0,432 66,253
A 40 0,429 66,375 66,321
40,1 0,430 66,334
40,2 0,169 33,875
B 40,5 0,167 33,128 33,501
40,3 0,166 33,500
40,2 0,243 42,910
C 40 0,245 42,734 42,733
40,1 0,241 42,556
40,3 0,460 70,25
D 40,1 0,463 70,099 70,158
40 0,459 70,125

LAMPIRAN 5. Data Kemometrik dan  Perhitungan Kemampuan

Pengenalan dan Kemampuan Prediksi

% Akurasi = Kemampuan Pengenalan

Y sampel training set yang diprediksi dengan benar
_ Zsamp g set yang dip > x 100%

Y total sampel training set yang digunakan
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6.1 Model LDA

-12

:4
w
m
=
w
w

Linear Discriminant Analysis

Accuracy: 100%
Categories: 3
Method Used: Linear

Projected: 3 Components

@® = Mimba Madura
B = Mimba Jember
A = Mimba Malang

71

wyhl

SRHNRNREREEE S

34741 -M.5640 -€3.0805 MADLRA

Prediction MADURA  JEMBER

2 1 2
ML(T) 9 433980 -12.9%09
ML(2) %2 449269 126413
ML(3) a3 4a976 125452
ML(4) 9 436535 -128022
ML(5) s 441410 126707
ML(B) 9% ~48.7765 12,3708
ML(7) 97 497441 121706
ML(8) 98 ~48.962¢ 12,1899
ML(3) 9 ~49.0103 12,1108
ML(10) 100 48.9867  -12.1707
ML(11) 101 48.0%3 116433
ML(12) 102 47627 11651
ML(13) 103 473677 116265
ML(14) 104 7R s
ML(15) 105 477483 115210
MS(1) 106 60065 -26.5910
MS(2) 107 764891 264738
MS(3) 108 769750 264801
MS(4) 109 76530 264551
MS(5) 110 77154 264189
M5(6) it Se.0612 20,8028
Ms(7) 12 50847 -20.5%21
Ms(8) u3 | saers 0.7
Ms(3) 14 535245 20,8459
M5(10) uS | Seams 206797
MS(11) 116 820246 284674
M5 (12) u7 2812 284563
Ms(13) 18 R3%2 B
MS(14)

MS(15)

-50 -45 -40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 5
MADURA
Predicion MADURA  JEMBER  MALANG  Prodcled Predicion a MADURA  JEMBER  MALANG  Predcted
al 1 2 3 £l
05(1) 3 19179 B(1) 61 84541 303 -17.9604 EMEER
05(2) » -1.8607 8(2) & S056% 14706 -17.7610 JXMEER
05(3) £ -1.8262 9B(3) 63 494753 L3024 -17.6771 JMEER
DS(4) £l 1799 $B(4) ] -49.2850 13673 -17.6854 JMEER
05(5) £ 18235 3B(5) ] 49,4937 13943 17.7512 XMBER
05(6) % 1472 B(6) & 50.6408 14695 17,8419 XMER
05(7) £ 1.39% B(7) & 499510 L4119 -17.6231 XMEER
05(8) » -1.3285 48(8) 3 SLTT LM -17.9072 XMEER
0s(9) » 13346 B(3) () 51.6080 -1.5659 17.9316 JEMEER
05(10) “© 13755 JB(10) ) 52.6%1 16904 -18.9035 XMBER
05(11) 4 1263 (1) 7 S3.5417 17718 -19.0554 JEMEER
DS(12) 2 -1.25% $B(12) ” 54.1180 18%7  -19.0874 XMBER
05(13) 4 -1.2681 JB(13) ” 53.7108 17913 -19.0911 XMEER
0S114) e 12882 JB(14) 2] $3.3643 17510 -19.0424 XEMEER
05(15) s 12716 B(15) b 52.1306 1906 207121 XMEER
S * 461609 35(1) % ALIMA L2%  -10.9255 JMEER
N(2) 47 473144 ¥5(2) n 417723 L2311 -18.9440 JXMEER
{3 48 -47.6959 $5(3) » -40.3246 $12576  -19.0328 JEMBER
uie) “ “7.11% 35(4) ” 396105 12792 -19.0551 XMEER
Jis) 0 468937 I5(5) a0 ~43.09%0 13520 20,4003 JEMEER
H(e) s1 46,8383 5(6) 81 424824 13468 20.%46 XMEER
§(7) s 27.5%1 51(7) (3 43,0216 13945 204475 XMEER
4i8) £ 27.808 5(8) 8 35099 24%3 235722 XMEER
y(9) £ 282413 (3] B WS 24T 236122 JNEER
4(10) s 26,6736 35(10) (3 6395 24719 236073 XMEER
L) % 438101 a5 % 710 24264 23,6399 JXMEER
4(12) s7 45,4407 ¥5(12) & 30471 36829 -27.3704 XMEER
H(13) % 445014 I5(13) L 3.3314 36502 -27.3793 XMEER
Y4y £ 45,1784 35(14) ) 3/ AR 203646 XEMEER
$(15) @ S 18618 ¥s115) % RAWT A2 205600 XMEER
ME(1] @ s asesz 13294 MALANG
ME(2] 12 82840 19,7639 1.3330 MALANG.
ME(3) 123 | erms 156 12751 MALANG
ME (4] 124 | ey assem 12402 MALANG
ME(5] 125 | 62943 -19.5540 1.2316 MALANG
ME(B] 12 | 821 87791 1.3570 MALANG
MB(7) 127 70391 18.6699 1.2773 MALANG
ME (8] 128 | 491555 -Inew 1.35% MALANG
ME(9) 129 ©7.73% 18.6711 3242 MALANG.
ME(10) 130 | 467me  -ieeer 12629 MALANG
ME(11) 131 | eamest  -imexs 1395 MALANG
MB(12) 13 | 676%4  -memD 13231 MALANG
MB(13) 13| ersa -5 1.3160 MALANG
ME(14] 134 | €730 -8ssn 13015 MALANG
MB(15) 135 472933 18.5673 1.2986. MALANG
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135
% Akurasi = —— x 100 = 100%

135
6.2 Model SVM
Classification
0.56
Support Vector Machine Classification Hi3)
Method Used: Linear u
ategories: 3
0.55 Tm\nln:AT::umw: 100% JJW
Validation Accuracy: 100% n

0.54

0.53

0.52

051 MS(3)

05

040 @® = Mimba Madura

B = Mimba Jember
o A = Mimba Malang
0.48 0.49 05 0.51 052 053 0.54 0.55 0.56
850

OK(1) 1 [MADURA DS(1) 31 [MADURA  JB(1) 61 [eEMEER ML(1) 91 |MALANG
DK (2) 2 |MADURA DS (2) 32 |MADURA  JB(2) 62 |JEMBER ML(2) 92 |MALANG
DK(3) 3 |MADURA DS(3) 33 |MADURA  JB(3) 63 |XEMBER ML(3) 93 | MALANG
DK(4) 4 |MADURA DS(4) 34 |MADURA  JB(4) 64 |XEMBER ML(4) M | MALANG
DK(5) 5 |MADURA  DS(5) 35 |MADURA  JB(5) 65 |JEMBER MLI5) 95 | MALANG
DK(S6) 6 |MADURA  DS(6) 3% |MADURA  UB(6) 66 |JXEMBER ML(5) 9 | MALANG
DK(7) 7 |MADRA  DS(7) 37 |maDLRA  JB(7) 67 |XEMBER MLI7) 97 |MALANG
DK(8) 8 |MADURA DS(8) 38 |MaDuRA  JB(8) 68 |[JEMBER ML(8) 98 | MALANG
DK(3) 9 |MADURA  DS(9) 3 |MaDRA  JB(S) 69 |JMBER ML(S) 95 |MALANG
DK[10) 10 |MADURA  D5(10) 40 |maDuRA  JB(10) 70 [JEMBER ML(10) 100 | MALANG
DE{11) 11 |MADURA DS(11) 41 [mnu'm JB(11) 71 |JEMBER ML(11) 101 | MALANG
DK (12) 12 [MADURA  DS(12) 2 [maouRa  JB(12) 72 |XMBER ML(12) 102 | MALANG
DK{13) 13 |MADURA  DS(13) 43 [maDRA  JB(13) 73 |XEMBER ML(13) 103 | MALANG
DK(14) 14 [MADURA  DS([14) 44 [MADURA  JB(14) 74 |XEMBER ML(14) 104 | MALANG
DK(15) 15 [MADURA DS (15) 45 |MaDURA VB (15) 75 |JEMBER ML(15) 105 |MALANG
oP(1) 16 |MADURA W (1) 46 |XMBER  JS(1) 76 |JEMBER MS(1) 106 | MALANG
DP(2) 17 [MADURA (2] 47 |XmBeR  IS(2) 77 |JEMBER MS(2) 107 |MALANG
DP(3) 18 |MADURA W (3) 48 |XEMBER  JS(3) 78 [JEMBER MS(3) 108 [MALANG
DP(4) 19 |MADURA W (4]) 49 |xmeer  JS[4) 79 |XEMBER MS(4) 109 |MALANG
DP(5) 20 [MADURA W (5] 50 [xmeer  JS(5) 80 |XMBER MS(5) 110 |MALANG
DP(6} 21 [MADURA W (6) 51 |xmeer  JSI8) 81 |XMBER MS(6) 111 |MALANG
DP(7) 2 |[MaDRA (7] 52 |xmeer  IS(7) 82 |XEMBER MS(7) 112 | MALANG
DP(8) 23 [MaDwRA  W(8) 53 [emeer  JS(8) & |JXEMBER MS(8] 113 | MALANG
DP(3) 24 maDURA  W(9) s4 [EmBER  JS(9) 84 |[JEMBER MS(3) 114 | MALANG
DP(10) 25 |meDuRA  W(10) 55 [Xmeer  J5(10) 85 |XMBER MS(10) 115 [MALANG
DP(11) 2 |MADURA WM(11) 56 [XMBER  JS(11) 8 [JEMBER MS(11) 116 | MALANG
DP(12) 27 |MaDRA W (12) 57 |xmeer  JS5(12) 87 |JEMBER MS[12) 117 | MALANG
DP(13) 28 |MaDRA  W(13) 58 [XmeeR  JS(13) 8 |XMBER MS(13) 118 | MALANG
DP(14) 2 [MeowRA  N(14) 59 |XMeer  IS(14) 89 |XEMBER MS(14) 119 |MALANG
DP(15] 0 [MapuRA  W(15) 60 |Xmeer  IS(15) 90 |JEMBER MS[15) 120 |MALANG

72
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73

HB”] 121 |maLaNG “8(‘] 124 Iw Mg(g: 128 |MALANG MB(12) 132 | MALANG
MB(5) 125 [maang MBI 129 |MALANG MB(13) 133 | MALANG
MB(2) 122 |MAANG e e {mumc MB(10] 130 [MALANG MB(14] 134 |MALANG
ME[3] 133 |MALANG  MB(7) 127 [matanG  MBI11) 131 [MALANG MB(15) 135 |MALANG
135
% Akurasi = —— x 100 = 100%
135
6.3 Model PCA dan SIMCA
SIS0 vs. Hi
28
p R
2 D ) -
p i
24
23
22
- L =T
g20 "
319 -.m&ll) mt_.m}
&g LT
=1 -
27
42:16
15 Nt‘tﬂi"l
E1a ’!ﬁ}
gwa JE(15) Hd)
g1z i
X 4&1{1: :
i st 30
g :
B 8
7
6
5
4
3
2
SET
¢ o a1 0.2 0.3 0.4 0.5 06 [

Leverage PCA MADURA
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74

Sample - Class | PCA MAD | PCA JEMB | PCA MALA Sample - Class | PCAMAD | PCA JEMB | PCA MALA Sample - Class | PCAMAD | PCA JEMB | PCA MALA
DK(1) * IB(1) # ML(1}) *
DK{2) * IB(2) * ML(2) -
DK(3) * IB(3) * ML{3) -
DK(4) W B(4) * ML(4) "
DK(5) * B(5) - ML(5) *
DK(6) * IB(6) * ML(6) *
DK(7) * IB(T) i ML{7) *
DK(8) * B(8) * ML(8) *
DK(9) * B(9) f ML{3}) *
DK({10) * B(10) W ML{10} *
DK(11) * IB(11) * ML{11) *
DK(12) * B(12) * ML(12) *
DK({13) * B/(13) W ML(13) :
DK{14} * IB(14) o ML 14} :
DK(15) . (IB(15) B :;-,::115)) .
@) ¥ ) < Ms(2) .
W 15(2) : Ms(3) *
i3] W 565 . M5 (4 *
DP(4) . 5(4) G MS(S) .
DP(5) . 5(5) G MS(E.) :
DP(6) : ) = MS(T) :
DP{7) : 1(7) o Ms(s) .
DP{&) . 5(8) s MS(‘J) .
) * 25 E MSEI[?) *
gEE:T; * (00D Y Ms (11) -
15(11) d

DP {12} * Aol = Ms(12) i
DP({13) : Rl = M5{13) :
DP(14) 8(14) = MS({14)

DP({15) * = Ms(15) g
D5(1) E g MB(1) *
D5(2) L] * MB(2) *
D5 (3) * 0 MB{3) %
DS (4) L] * MB(4) "
DS(5) * = MEB( 5) W
D5(6) . * MB(6) *
DS(7) & * MB(7) *
DS (8) * i MB(8) *
D5(9) & * MB(9) *
Ds(10) ) W MB( 10) *
D5(11) L] * MB(11) [
DS {12) * e MB(12) i
D5 (13) * A MB(13) B
DS (14) * 13{14) & MB(14) *
(DS (15) * 33(15) g MB{15) *

135
% Akurasi = 135 x 100 = 100%
6.4 Model CA
Average linkage clustering using correlation
4] 1 3 4 5 7 8 <] 10

Relative distance
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6.5 Validasi SVM dan LDA

Discrimination

Discriminaion

= )
=

JEmoER

Classmicason

75

% Akurasi= 15/15X100=100%

Clazsified_R MADLRA JEMEBER PALANG Claszs
= 1 2 3 4
DS(1] 1 -2.3992 -50.0393 -56.3703  MADURA
Ds(2] 2 -2.3289 -49.3960 -55.8312 MADURA
053] 3 -2,2869 -45.9268 -55.4725 - MADURA
D514 4 -2.,25581 -45.7165 -55.3157 MADURA
0Ds(5] =1 -2.2590 -45.9553 -55.5450  MADLURA
DS(6) =) -1.7817 -47.8895 -56.9919  MADURA
DS[7] 7 -1.7477 -47.3308 -56.5097 “MADURA
D518 g -1.6433 -45,1002 -54.4579 MADURA
0Ds(9] 9 -1.6534 -45.3804 -54.7535 MADURA
Ds(10] 10 -1.7218 -46.7801 -56.0214  MADURA
DS11] 11 -1.5232 -44.,4147 -54.7610 -MADURA
Ds12] 1z -1.5146 -44,3089 -54.6863 - MADLRA
DS (13] 13 -1.5327 -44.6427 -55.0073  MADURA
| | DS(14] 14 -1.5740 -45.9582 -56.2349 -MADURA
:D5(15) 15 -1.5414 -45,1973 -55.6110 -MADURA
% Akurasi = 15/15X100=100%
Classified_R MADURA  JEMEER MALANG Class
=) 1 2 3 4
JB[1) 1 -44,9700 -1.6493 -15.2769  JEMBER
JB[2) 2 45,7737 -1.8658 -15.2826 | JEMBER
JB (3] 3 45,5504 -1.7519 -15.2035 JEMEER:
JB[4) 4 45,6925 -1.7311 -15.3162 JEMBER
JB(5) 5 -45.8745 -1.7549 -15.3566 | JEMBER
JE[E] [ 47,0151 -1,8855 -15.3543 JEMBER
JB[7) 7 -46.4317 -1.8108 -15.4002 | JEMBER.
JB(8) 5 47,9671 -2.0145 -15.4116 JEMEER
JB(9) 9 -47,9733 -2.0148 -15,3665 | JEMBER
JB[10] 10 -49.2790 -2,2223 -16.1392  JEMBER
JE[11]) 11 40,5735 -2.3160 -16.2272 JEMEER:
JB[12] 12 -50,3560 -2,3967 -16.2155 | JEMBER
JB[13] 13 -50.0370 -7.3430 -16.2476  JEMBER
JE[14] 14 40,7727 -2.2007 -16.2333  JEMEER
JB[15] 15 43,5144 -z.4634 -17.7566 | JEMBER
% Akurasi = 15/15X100=100%
Classified_F M&DLRS JEMEBER FALANG Class
ii] 1 z 3 4
MS[1] 1 -66,4452 -41,4539 -2,6473  MALANG
MS[2] z -66.6125 -41.2103 -2.6155 MALANG
MS[3] 3 -66.9609 -41.1527 -2.6198 MALANG
MS 4] 4 -66,7280 -41.1583 -2.6154 MALANG
MS[5] 5 -67.0955 -41.0100 -2.6074 MALANG
MS[E] 3] -43,4893 -39.4893 -2.8082 MALANG
MS[7] 7 -49,0734 -39.1231 -2.6494 MALANG
M5 (8] 5 -48.4168 -39.4589 -2.8148 MALANG
MS[9] 9 -48.2517 -39.5200 -2.8539 MALANG
M5 (10] 10 -43.5739 -39.2424 -2,7444 MALANG
MS 11 ] 11 -72.4031 45,1437 -3.0369 MALANG
MS[12] 12 -73.0172 44,9597 -3.0995  MALAMNG
MS[13] 13 727179 -44 5677 -3.0641 MALANG
MS[14] 14 -73.0526 -44,8033 -3.0764  MALANG
MS[15]) 15 -72.32306 -44.6854 -3.0044  MALANG
% Akurasi = 15/15X100=100%
Classified R
=] 1
DS[1) 1 MADURA
D5(2) 2 iMADURA
DS(3) 3 IMADURA
DS[4) 4 iMADURA
DS (5] 5 IMADURA
DS (6] & iMADURA
D5(7) 7 MADURA
D5(8) g iMADURA
D5(9) 9 MADURA
DS(10] 10 MADURA
D5(11) 11 iMADURA
DS[12] 12 MADURA
D5(13) 13 iMADURA
- (D5(14) 14 IMADURA
1 D5(15) 15 iMADURA
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. Crasssicaion Classified R
e s fed 1
I et JBT1] 1 iJEMBER
JB (2] 2 :JEMBER
o JB (3] 3 fJEMBER
, JE[4] 4 IIEMBER
JE (5] 5 :JEMBER
_ JB[E] & :JEMBER
o e JE[7] 7 :JEMBER
JB (8] @ §JEMBER
N JB(9) 9 {IEMBER
' JE (10 10 £ JEMBER.
" JE[11] 11 :JEMBER
. JE[12) 12 IEMBER
> JB[13] 13 :JEMBER
2T ERT oS 3 o5z o= 054 055 0356 | B[ 14 RN
aso (B[R] 15 :JEMEER

% Akurasi= 15/15X100=100%

Classified_F
) !
MS[1) 1 iMALANG
MS[2] 2 IMALANG
MS[3] 3 MALANG
M5 (4] 4 IMALANG
MS[5] 5 MALANG
@ MS[6] £ MALANG
MS[7] 7 IMALANG
MS[8) & MALANG
M5(9] 9 iMALANG
MS[10] 10 iMALANG
M5 (111 11 :MALANG
: MS[12] 12 iMALAMNG
o - . _ . o - — M5 [13] 13 MALANG
8s0 | MS[14] 14 iMALANG
MS[15] 15 MALANG

% Akurasi= 15/15X100=100%
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LAMPIRAN 6. Contoh Perhitungan Kadar Sampel Training Set Menggunakan Model PLS Fenol, Flavonoid, Dan Alkaloid
Total
7.1 Contoh Perhitungan Kadar Sampel Training Set Menggunakan Model PLS Fenol Total

Replikasi JB JJ JS ML MS MB DP DK DS
1 10,5703 10,143 11,2421 11,9723 13,2364 15,9304 5,9059 5,6943 7,4595
2 10,6835 10,0315 11,3013 11,7818 13,5022 16,21 5,9772 5,9773 7,5183
3 10,3957 10,1297 11,1298 11,7822 13,5558 16,0302 6,0793 5,8287 7,539
4 10,592 10,3202 11,2072 11,8921 13,1593 16,0223 5,7597 5,6092 7,5086
5 10,2642 10,6387 11,3541 11,7171 13,4025 15,9267 5,9675 5,8195 7,4745
6 10,3898 10,5056 11,2877 11,6712 13,411 16,2328 6,5594 5,9243 7,9133
7 10,6405 10,6809 11,3469 11,5245 13,7205 16,1961 6,5711 5,7136 7,6588
8 10,2415 10,5566 11,1643 11,752 13,7101 16,4272 6,3774 5,4693 7,7858
9 10,2274 10,7478 11,0795 12,0198 13,3767 16,3089 6,4051 5,6241 8,0179
Rata-Rata 10,44499 10,41711 11,23477 11,79033 13,45272 16,14273 6,178067 5,740033 7,652856
SD 0,180049 0,267198 0,096791 0,153279 0,191688 0,174263 0,30305 0,162431 0,206117
CVv 1,723779 2,564992 0,861531 1,300037 1,424904 1,079515 4,905255 2,829795 2,693333

Contoh perhitungan:
Daun Mimba Kecamatan Batu

e Rata-rata kadar:
_ 15,9304 + 16,21 + 16,0302 + 16,0223 + 15,9267 + 16,2328 + 16,1961 + 16,4272 + 16,3089

9

= 16,14273

LL
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e SD:

2((16,14273 — 15,9304)2 + (16,14273 — 16,21)% + (16,14273 — 16.0302)2 + (16,14273 — 15.9267)% + ---
9-1
= 0,174263

e CV:
_ 0,174263

"~ 16,29843
=1,079515%

X 100%

7.2 Contoh Perhitungan Kadar Sampel Training Set Menggunakan Model PLS Flavonoid Total

Replikasi JJ JB JS ML MS MB DS DK DP
1 13,7613 15,2719 18,4301 18,8437 18,8454 25,4446  5,0636 12,4362 11,4154
2 13,7088 15,6919 18,1099 18,1467 19,8054 25,4894 5,011 12,6542 11,6319
3 13,2655 15,5346 18,0379 18,6474 19,7334 25,5987 52865 12,0746 12,255
4 13,6152 16,7179 17,8999 18,5355 19,7994 25,1131 5,134 12,3351 10,7846
5 13,3821 16,2795 17,8905 18,0811 18,6749 25,081 58347 11,3453 11,5354
6 11,3324 16,5313 18,1218 18,2094 18,7891 25,6233  5,4598 11,9564 12,0284
7 12,9425 16,6122 17,9211 18,2889 18,8924 25,7251  5,6501 11,9457 11,4507
8 11,5811 16,9759 18,9821 18,4364 18,6299 25,7876  5,2804 12,3299 11,4089
9 11,1715 17,4742 18,9393 18,4837 19,0661 25,7877  5,8006 12,25 12,0276

Rata-rata  12,75116 16,34327 18,25918 18,40809 19,13733 25,51672 5,391189 12,14749 11,61532

SD 1,075901 0,720883 0,430671 0,249677 0,497849 0,266228 0,311709 0,378342 0,441055

Cv 8,437677 4,410888 2,358653 1,356343 2,601456 1,043346 5,781824 3,114573 3,797182

8.
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Contoh perhitungan:
Daun Mimba Kecamatan Batu
Rata-rata kadar:

_ 25,4446 + 25,4894 + 25,5987 + 25,1131 + 25,081 + 25,6233 + 25,7251 + 25,7876 + 25,7877
B 9

= 25,51672

SD:

2\/(25,51672 — 25,4446)? 4+ (25,51672 — 25,4894)2 + (25,51672 — 25,5987)2 + (25,51672 — 25,1131)2 + --
1

0,266882

CV:

_0,266882
2551672

= 1,043346%

X 100%

6.
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7.3 Contoh Perhitungan Kadar Sampel Training Set Menggunakan Model PLS Alkaloid Total

Replikasi JJ JB JS ML MS MB DP DK DS
1 5,2784 4,5623 3,8522 5,3121 4,1885 6,8798 5,4929 8,6638 8,1232
2 5,3231 4,5289 3,7239 5,2635 4,2875 6,8817 5,4988 8,5958 8,1249
3 5,3927 4,6069 3,7853 5,2943 4,2044 6,824 5,4822 8,5508 8,1196
4 5,2472 4,5695 3,6092 5,2528 4,1708 6,9034 5,5768 8,6324 8,2323
5 5,3635 4,5085 3,6843 5,4128 4,1634 6,8781 5,5948 8,6685 8,0745
6 5,2893 4,4190 3,6156 5,2827 4,2151 6,8443 5,6329 8,948 7,9391
7 5,3860 4,4299 3,7923 5,4832 4,1604 6,81 5,6378 8,9304 8,0189
8 5,3108 4,3409 3,7630 5,4175 4,1706 6,8347 5,5733 8,9028 7,9275
9 5,3455 4,4625 3,6092 5,3051 4,086 6,87 5,5746 8,9385 7,9445
Rata-rata 5,326278 4,492044 3,715 5336  4,182967 6,858444 5562678 8,759  8,056056
SD 0,04987 0,085638 0,09037 0,081004 0,053672 0,031295 0,058616 0,166305 0,105308
Cv 0,936304 1,906439 2,432583 1,518058 1,283106 0,456295 1,053738 1,898681 1,307192

Contoh perhitungan:

Daun Mimba Kecamatan Batu

Rata-rata kadar:

_ 6,8798+6,8817 + 6,824 + 6,9034 + 6,8781 + 6,8443 + 6,81 + 6,8347 + 6,87

= 6,858444
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SD:

2((6,858444 — 6,8798)2 + (6,858444 — 6,8817)% + (6,858444 — 6,824)2 + (6,858444 — 6,8443)2 + ---
Il
= 0,031295

CV:
_0,031295

"~ 6,858444
= 0,456295%

X 100%
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