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RINGKASAN 

 

Penentuan Kadar Alkaloid pada Ekstrak Daun Tanaman Menggunakan 

Metode NIR dan Kemometrik: Nurul Aini, 112210101062; 2016; 85 halaman; 

Fakultas Farmasi, Universitas Jember. 

 

Alkaloid adalah senyawa metabolit sekunder terbanyak yang memiliki atom 

nitrogen, yang ditemukan dalam jaringan tumbuhan dan hewan. Sebagian besar 

senyawa alkaloid bersumber dari tumbuh-tumbuhan. Alkaloid dapat ditemukan pada 

berbagai bagian tanaman, seperti bunga, biji, daun, ranting, akar dan kulit batang. 

Alkaloid memiliki efek farmakologi yang kuat pada sistem mamalia serta organisme 

lain sehingga alkaloid mempunyai efek terapi yang penting. Atropin, morfin, kuinin 

dan vinkristin merupakan contoh alkaloid yang memiliki efek terapi seperti sebagai 

antimalaria dan kanker. Oleh karena itu penentuan jumlah alkaloid sangat penting 

terkait dengan kualitas tanaman obat. Pada penelitian ini dilakukan penetapan kadar 

alkaloid pada ekstrak daun tanaman menggunakan metode sprektoskopi infra merah 

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

didapatkan akan dibandingkan dengan hasil nilai kadar pada analisis menggunakan 

spektofotometri UV-Vis sebagai pembanding 

Penetapan kadar dengan metode spektroskopi inframerah dekat dan 

kemometrik ini memerlukan suatu analisis data multivariat (kemometrik) untuk 

mengekstrak informasi spektrum yang diperlukan dari spektrum inframerah dan 

menggunakan informasi spektrum tersebut untuk aplikasi kualitatif dan kuantitatif 

dengan menggunakan perangkat lunak The Unscrambler X 10.2. Teknik yang 

digunakan dari metode kemometrik untuk pembuatan model kalibrasi (analisis 

kuantitatif) dan model klasifikasi (analisis kualitatif) dalam penelitian ini masing-

masing adalah Partial Least Square (PLS) dan Linear Discriminant Analysis (LDA), 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


 

 

ix 

 

Support Vector Machines (SVM) dan Soft Independent Modelling of Class Analogies 

(SIMCA). Penetapan kadar ini kemudian divalidasi dengan metode validasi silang 

(cross validation) Leave-One-Out dan 2-Fold-Cross-Validation untuk menguji 

validitas model regresi. 

Metode pembanding yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 

spektrofotometri UV-Vis dengan prinsip kolorimetri menggunakan larutan BCG dan 

dapar fosfat pH 4,7 dengan standar kafein. Berdasarkan hasil penelitian, model PLS 

dengan spektroskopi NIR memberikan hasil terbaik dengan nilai R
2
 kalibrasi sebesar 

0,9941739; R
2
 validasi sebesar 0,9937574; RMSEC sebesar 1,8891197 dan 

RMSECV sebesar 1,95626. Validasi model juga memberikan nilai yang baik dengan 

R
2
 LOOCV sebesar 0,9957413 dan R

2
 2-Fold-Cross-Validation sebesar 0,9885431. 

Model klasifikasi LDA dan SVM yang digunakan pada pengkategorian antara 

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

Sedangkan pada model SIMCA pengkatagorian antara matriks dengan sampel yang 

mengandung alkaloid memiliki akurasi 87% yang menunjukkan bahwa model 

SIMCA belum bisa mengelompokkan kategori sampel dengan benar. 

Model PLS dan LDA dengan spektroskopi NIR yang telah terbentuk dan 

tervalidasi kemudian diterapkan pada sampel nyata sehingga diperoleh kadar alkaloid 

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

spektroskopi inframerah dekat sebesar 22,1960 mg CE/g ekstrak untuk kapsul 

Stimuno dan 5,5820 mg CE/g untuk kapsul Daun salam. Hasil analisis ini kemudian 

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

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

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

kadar yang diperoleh tidak memiliki perbedaan yang bermakna dengan nilai 

signifikansi 0,479, sedangkan pengkategorian sampel nyata dengan model LDA 

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

 

 1.1 LATAR BELAKANG 

Indonesia memiliki ribuan tumbuhan yang tersebar di berbagai daerah, 

dimana keaneka ragaman hayati yang ada tersebut dapat dimanfaatkan sebagai bahan 

baku obat modern dan tradisional (Susan, 2006). Kekayaan alam tumbuhan di 

Indonesia meliputi 30.000 jenis tumbuhan dari total 40.000 jenis tumbuhan di dunia, 

940 jenis di antaranya merupakan tumbuhan berkhasiat obat. Dari jumlah tersebut 

sekitar 9600 spesies diketahui memiliki khasiat obat tetapi yang dibudidayakan baru 

20 - 22% (Kementrian Kehutanan RI, 2010).  

Dewasa ini, kian berkembang tentang penggunaan aneka ragam jenis 

tumbuhan sebagai bahan obat-obatan tradisional atau pengobatan alternatif. 

Perkembangan tersebut tidak saja terjadi di negara-negara berkembang tetapi juga di 

negara-negara maju. Ada beberapa faktor yang menyebabkan semakin banyak orang 

yang menaruh perhatian dan menggunakan jenis-jenis tumbuhan sebagai bahan obat 

tradisional, antara lain penduduk telah mengenal dan menggunakannya secara turun 

temurun dengan waktu yang sangat lama dan dianggap efek sampingnya kecil 

(Azzahra, 2015). Bagian tanaman yang sering digunakan sebagai obat adalah 

daunnya (Depkes, 1989). Daun tumbuhan memiliki bentuk dan ukuran yang 

bervariasi, mulai dari yang berbentuk duri kecil pada kaktus hingga yang berbentuk 

lebar pada palm. Sekalipun bentuk dan ukuran daun tampak bervariasi, pada dasarnya 

daun terdiri dari tiga bagian, yaitu bagian basal yang berkembang menjadi pelepah 

(vagina), tangkai daun (petiolus) dan helaian daun (lamina) (Latifa, 2015). Fungsi 

utama daun adalah membuat makanan melalui fotosintesis. Hal ini terjadi dalam 

helaian daun yang tipis (Cutter, 1989). Pada bagian tanaman, terutama pada sel 

tanaman yang mengalami fotosintesis, banyak ditemukan senyawa fenolik, flavonoid 

dan alkaloid (Kumar and Pandey, 2013).  
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Alkaloid adalah senyawa metabolit sekunder terbanyak yang memiliki atom 

nitrogen, yang ditemukan dalam jaringan tumbuhan dan hewan. Sebagian besar 

senyawa alkaloid bersumber dari tumbuh-tumbuhan. Alkaloid dapat ditemukan pada 

berbagai bagian tanaman, seperti bunga, biji, daun, ranting, akar dan kulit batang 

(Hartati, 2010). 

Dari sudut pandang biologis, alkaloid adalah senyawa kimia biologis aktif dan 

berbentuk heterosiklik yang mengandung nitrogen dan sebagian dapat memiliki 

aktivitas farmakologi pada manusia dan hewan lainnya (Azzahra et al., 2015). 

Alkaloid merupakan kelompok produk alami yang memiliki dampak besar dibidang 

kesehatan. Alkaloid memiliki efek farmakologi yang kuat pada sistem mamalia serta 

organisme lain sehingga alkaloid mempunyai efek terapi yang penting. Atropin, 

morfin, kuinin dan vincristine merupakan contoh alkaloid yang memiliki efek terapi 

seperti sebagai antimalaria dan kanker. Oleh karena itu penentuan jumlah alkaloid 

sangat penting terkait dengan kualitas tanaman obat (Shamsa, 2008). 

Ada beberapa metode yang dapat digunakan untuk mengidentifikasi adanya 

senyawa alkaloid di dalam tanaman, diantaranya yaitu penentuan alkaloid 

menggunakan metode HPLC, fluorimetri, kromatografi ion, kolorimetri, kromatografi 

gas, dan kromatografi lapis tipis (A. M Levent, 2002; K. Masatoki and T. Hirokazu, 

2000; C. Qing-Chun and J. Wang, 2001; X Qing-qin et al., 2002; R. Pagliarussi et al., 

2002; Aksara, 2013). Identifikasi alkaloid menggunakan metode spektrofotometri 

UV-Vis yang didasarkan pada reaksi alkaloid dengan Bromocresol Green (BCG) 

membentuk produk berwarna kuning (Ajanal et al., 2012).  

Teknologi spektroskopi near infrared (NIR) merupakan salah satu teknologi 

yang dapat menggantikan metode konvensional dan telah sukses diaplikasikan pada 

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

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. Spektroskopi NIR menggunakan gelombang 
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elektromagnetik dengan panjang gelombang 780 nm - 2500 nm atau bilangan 

gelombang 12.800 cm
-1

 hingga 4000 cm
-1 

(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 seperti analisis 

multivariat dapat digunakan untuk memudahkan analisa data (Gad et al., 2012). 

Keuntungan dari penggunaan teknik kemometrik untuk interpretasi spektrum IR 

adalah kemampuannya dalam menghubungkan profil spektrum dengan informasi 

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

Mengacu pada uraian tersebut, maka dalam penelitian ini akan dilakukan 

penetapan kadar alkaloid pada ekstrak daun tanaman menggunakan metode 

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

kuantitatif yang didapatkan akan dibandingkan dengan hasil nilai kadar pada analisis 

menggunakan spektofotometri UV-Vis sebagai pembanding.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang, dirumuskan permasalahan sebagai berikut : 

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

total dan menentukan klasifikasi antara ekstrak daun yang mengandung alkaloid 

dan matriks pada beberapa ekstrak daun tanaman? 

2. Apakah kadar alkaloid total pada sampel nyata yang ditetapkan dengan metode 

NIR-kemometrik dan metode spektrofotometri UV-Vis (pembanding) memiliki 

perbedaan yang signifikan? 
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1.3 Tujuan Penelitian  

Berdasarkan rumusan masalah maka dapat ditarik tujuan dari penelitian ini 

adalah: 

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

menentukan klasifikasi antara ekstrak daun yang mengandung alkaloid dan 

matriks pada beberapa ekstrak daun tanaman. 

2. Mengetahui ada atau tidaknya perbedaan yang signifikan antara kadar alkaloid 

total yang ditetapkan dengan metode NIR-kemometrik dibandingkan dengan 

metode spektrofotometri UV-Vis (pembanding). 

 

1.4 Manfaat penelitian 

1. Memberikan pengetahuan tentang metode analisis alkaloid yang lebih 

sederhana, cepat, dan mudah. 

2. Bagi mahasiswa peneliti dapat mengasah kemampuan, kreativitas dan 

keahlian di bidang kimia analisis. 

3. Memberikan informasi tentang identifikasi senyawa alkaloid total pada 

tanaman melalui spektrum inframerah dengan menggunakan metode analisis 

kemometrik. 

 

1.5 Batasan penelitian 

 Batasan masalah dalam penelitian ini adalah sampel nyata yang digunakan 

adalah ekstrak daun yang tidak termasuk dalam training set maupun test set
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Daun 

Daun merupakan salah satu organ tumbuhan yang tumbuh dari batang, 

umumnya berwarna hijau (mengandung klorofil) dan terutama berfungsi sebagai 

penangkap energi dari cahaya matahari melalui fotosintesis. Daun merupakan organ 

terpenting bagi tumbuhan dalam melangsungkan hidupnya karena tumbuhan adalah 

organisme autotrof obligat, ia harus memasok kebutuhan energinya sendiri melalui 

konversi energi cahaya menjadi energi kimia (Latifa, 2015). 

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

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

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

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

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

disebut daun tidak lengkap (Sutedjo, 1989). 

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

berbentuk duri kecil pada kaktus hingga yang berbentuk lebar pada palm. Sekalipun 

bentuk dan ukuran daun tampak bervariasi, pada dasarnya daun terdiri dari tiga 

bagian, yaitu bagian basal yang berkembang menjadi pelepah (vagina), tangkai daun 

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

dinamakan daun lengkap. Pada sebagian besar tumbuhan, daun hanya terdiri dari satu 

atau dua bagian saja yakni helai daun saja, tangkai dan helai daun, pelepah dan helai 

daun, atau tangkai daun saja. Daun-daun yang demikian dinamakan sebagai daun tak 

lengkap (Latifa, 2015). 

Fungsi utama daun adalah membuat makanan melalui fotosintesis. Hal ini 

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

menempel pada batang dengan tangkai daun (petiola). Sistem pembuluh pada
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batang meluas sampai ke tangkai daun, dan tulang daun ke dalam helaian daun itu 

sendiri (Cutter, 1989). 

 

2.2 Alkaloid 

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 alkaloid dari sumber alami yang sering 

digunakan sebagai obat dan obat-obatan alkaloid baru masih terus berkembang untuk 
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penggunaan klinis. Kebanyakan alkaloid dengan aktivitas biologis pada  manusia 

mempengaruhi sistem saraf, terutama sebagai neurotransmiter kimia misalnya 

asetilkolin, epinefrin, norepinefrin, asam gamma aminobutirat (GABA), 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). 

 

2.3 Deteksi Alkaloid 

Isolasi senyawa alkaloid telah banyak dilakukan oleh para peneliti. Salah 

satunya adalah dengan menggunakan metode spektrofotometri sederhana dengan cara 

pengekstrasian senyawa alkaloid dari bagian tubuh suatu tanaman obat dan pereaksi 

yang digunakan adalah bromocresol green (BCG). Metode ini dapat mendeteksi 

seberapa besar kandungan alkaloid total pada suatu bahan dengan menggunakan 

larutan standar. Larutan standar yang digunakan  adalah  kafein,  dimana standar 

kafein  digunakan  sebagai pengidentifikasian total alkaloid dalam tanaman obat itu 

sendiri. Metode tersebut berdasarkan pada reaksi alkaloid dengan bromocresol green 

(BCG), dan membentuk sebuah olahan berwarna kuning. Metode itu memaparkan 

sebuah keuntungan dari sensitifitas dan stabilitas (Latifaningsih, 2012). BCG hanya 

dapat bereaksi dengan kelas tertentu pada alkaloid (alkaloid yang memiliki nitrogen 

dalam struktur) alkaloid yang memiliki struktur amina atau amida tidak bereaksi 

dengan reagen ini (Ajanal et al., 2012). Preparasi deteksi alkaloid yaitu dengan 

memipet sejumlah tertentu ekstrak sampel ditambahkan dapar fosfat pH 4,7 agar 

terbentuk garam alkaloid kemudian ditambahkan BCG agar pH larutan menjadi basa, 

perlakuan tersebut dilakukan agar garam alkaloid membentuk basa bebas alkaloid. 

Reaksi alkaloid dengan basa secara umum dapat dilihat pada pereaksi berikut (Titis et 

al., 2013) : 
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Gambar 2.1. Reaksi Alkaloid dengan basa secara umun (Titis et al., 2013) 

 

2.4 Simplisia 

Simplisia adalah bahan alamiah yang dipergunakan sebagai obat yang belum 

mengalami pengolahan apapun juga dan kecuali dinyatakan lain berupa bahan yang 

dikeringkan (Dirjen POM, 1999).  

Menurut Material Medika (MMI, 1995), simplisia dapat digolongkan dalam tiga 

kategori, yaitu:  

1. Simplisia nabati adalah simplisia yang berupa tanaman utuh, bagian tanaman atau 

eksudat tanaman. Eksudat adalah isi sel yang secara spontan keluar dari tanaman 

atau isi sel yang dengan cara tertentu dipisahkan dari tanamannya dan belum 

berupa zat kimia.  

 2. Simplisia hewani adalah simplisia yang berupa hewan atau bagian hewan zat-zat 

berguna yang dihasilkan oleh hewan dan belum berupa zat kimia murni.  

3. Simplisia pelikan (mineral) adalah simplisia yang berupa bahan-bahan pelican 

(mineral) yang belum diolah atau telah diolah dengan cara sederhana dan belum 

berupa zat kimia. 

 

2.5 Ekstrak 

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif 

dari simplisia nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut yang sesuai, 

kemudian semua atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau serbuk yang 

diperlakukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah ditetapkan (Depkes RI, 

1995). 
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Sebagian besar ekstrak dibuat dengan mengekstraksi bahan baku obat secara 

perkolasi. Seluruh perkolat biasanya dipekatkan dengan cara destilasi dengan 

pengurangan tekanan, agar bahan utama obat sesedikit mungkin terkena panas 

(Depkes RI, 1995). Ekstrak adalah sediaan kering, kental atau cair dibuat dengan 

menyari simplisia nabati atau hewani menurut cara yang cocok, di luar pengaruh 

cahaya matahari langsung, ekstrak kering harus mudah digerus menjadi serbuk. 

Cairan penyari yang digunakan air, etanol dan campuran air etanol (Depkes RI, 

1979). 

 

2.6 Metode Ekstraksi 

Ekstraksi adalah suatu proses yang dilakukan untuk memperoleh kandungan 

senyawa kimia dari jaringan tumbuhan maupun hewan (Depkes RI, 1979). 

Beberapa metode ekstraksi:  

1. Cara dingin  

 a. Maserasi, adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan pelarut 

dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan 

(kamar).  

 b. Perkolasi, adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai sempurna 

(exhaustive extraction) yang umumnya dilakukan pada temperatur ruangan.  

2. Cara panas 

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

waktu tertentu dan jumlah pelarut terbatas yang relatif konstan dengan adanya 

pendingin balik. 

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

dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu dengan jumlah 

pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin balik. 

c. Digesti, adalah maserasi kinetik (dengan pengadukan kontinu) pada temperatur 

yang lebih tinggi dari temperatur ruangan, yaitu secara umum dilakukan pada 

temperatur 40-50
o
 C.  
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d. Infus, adalah ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air (bejana 

infus tercelup dalam penangas air mendidih, temperatur terukur 96- 98
o
 C) selama 

waktu tertentu (15-20 menit) 

e. Dekok, adalah infus pada waktu yang lebih lama dan temperatur sampai titik didih 

air (Direktorat Jendral Pengawas Obat dan Makanan Departemen Kesehatan 

Republik Indonesia, 2000).  

 

2.7 Spektrofotometri UV-Vis 

2.7.1 Pengertian Spektrofotometri 

Pada awalnya, spektroskopi adalah ilmu yang mempelajari tentang radiasi 

sinar tampak yang berinteraksi dengan molekul pada panjang gelombang tertentu dan 

menghasilkan suatu spektra, yang merupakan hasil interaksi antara energi radian 

dengan panjang gelombang atau frekuensi. Kemudian pengertian ini dikembangkan 

tidak hanya untuk radiasi sinar tampak, tapi juga jenis radiasi  elektromagnetik yang 

lain seperti sinar X, ultraviolet, inframerah, gelombang mikro, dan radiasi frekuensi 

radio. Ilmu yang berhubungan dengan pengukuran spektra tersebut dinamakan 

spektrofotometer. Spektrofotometri UV-Vis adalah alat yang digunakan untuk 

mengukur serapan yang dihasilkan dari interaksi kimia antara radiasi elektromagnetik 

dengan molekul atau atom dari suatu zat kimia pada daerah UV-Vis (FI edisi IV, 

1995). 

 

2.7.2 Prinsip Spektrofotometri UV-Vis 

Spektrofotometer UV-Vis adalah teknik analisis spektroskopik yang memakai 

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

780  nm)  dengan  memakai  instrument spektrofotometer. Spektrofotometer UV-Vis 

merupakan metoda analisa yang penggunaannya cukup luas, baik untu analisa 

kualitatif maupun kuantitatif. Untuk analisa kuantitatif yang diperhatikan adalah : 

a)  Membandingkan λ maksimum. 
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b)  Membandingkan serapan (A), daya serap (a), E
1%

1𝑐𝑚
 

c)  Membandingkan spektrum serapannya 

Prinsip dari spektrofotometri UV-Vis adalah mengukur jumlah cahaya yang 

diabsorbsi atau ditransmisikan oleh molekul-molekul di dalam larutan. Ketika 

panjang gelombang cahaya ditransmisikan melalui larutan, sebagian energi cahaya 

tersebut akan diserap (diabsorpsi). Besarnya kemampuan molekul-molekul zat 

terlarut untuk mengabsorbsi cahaya pada panjang gelombang tertentu dikenal  dengan 

istilah absorbansi (A), yang setara dengan nilai konsentrasi larutan tersebut dan 

panjang berkas cahaya yang dilalui (biasanya 1 cm dalam spektrofotometri) ke suatu 

point dimana persentase jumlah cahaya yang ditransmisikan atau diabsorbsi diukur 

dengan phototube (Susanti, 2010). 

Teknik spektroskopi adalah salah satu teknik analisis fisiko-kimia yang 

mengamati  tentang  interaksi  antara  atom  atau  molekul  dengan  radiasi 

elektromagnetik (REM). Radiasi elektromagnetik panjang gelombang 380 nm 780 

nm merupakan radiasi yang dapat diterima oleh panca indera mata manusia, sehingga 

dikenal sebagai cahaya tampak (visibel), sedangkan di luar rentang panjang 

gelombang cahaya tampak, REM sudah tidak dapat ditangkap oleh panca indera. Ada 

tiga macam distribusi elektron di dalam suatu senyawa organik secara umum yang 

selanjutnya dikenal sebagai orbital elektron pi (π), sigma (σ) dan elektron tidak 

berpasangan (n) (Mulja & Suharman, 1995). 

Serapan cahaya oleh molekul dalam daerah sinar tampak tergantung pada 

energi elektronik molekul. Penyerapan sejumlah energi menghasilkan transisi 

elektron dari orbital tingkat dasar ke orbital yang berenergi lebih tinggi dalam 

keadaan tereksitasi yang dikenal sebagai orbital elektron anti bonding (Mulja & 

Suharman, 1995).  
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2.8 Inframerah Dekat (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
-1

 hingga 4000 cm
-1

(Schwanninger et al., 2011). 

Prinsip teori spektroskopi NIR adalah bekerja berdasarkan adanya vibrasi 

molekul yang berkorespondensi dengan panjang gelombang yang terdapat pada 

daerah IR dekat pada spektrum elektromagnetik. Vibrasi inilah yang dimanfaatkan 

dan diterjemahkan untuk mengetahui karakteristik kandungan kimia dari bahan 

(Karlinasari et al.,2012). Hasil analisis dengan menggunakan spektroskopi NIR 

biasanya berupa signal kromatogram yang merupakan hubungan intensitas IR 

terhadap panjang gelombang. Untuk identifikasi pola spektrum sampel akan 

dibandingkan dengan pola spektrum standar (Samson et al.,2013). 

  Spektrum IR memiliki informasi sktruktur molekular yang terdiri atas gerak 

rotasi dan vibrasi. Banyaknya gerakan molekular dari molekul poliatom akan 

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

Hal ini membuat spektroskopi IR menjadi metode analisis kualitatif yang sangat 

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

Analisis kuantitatif spektrum IR juga sangat sulit karena adanya tumpang tindih 

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

informasi dari data spektrum IR tersebut, diperlukan suatu metode kemometrik 

berupa analisis multivariat (Stchur et al., 2012).  

Kemometrika adalah disiplin ilmu kimia yang menggunakan matematika, 

statistik dan logika formal yang digunakan untuk merancang atau memilih prosedur 

ekperimental yang optimal serta untuk memberikan informasi kimia maksimum yang 

relevan dengan menganalisis data kimia. Kemometrik memanfaatkan ciri serapan 

FTIR yang khas dari setiap molekul untuk mengklasifikasi contoh atau untuk 
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membuat model kalibrasi multivarian (dengan  melibatkan data refrensi) yang dapat 

digunakan dalam prediksi hasil pengukuran suatu contoh (Alimah, 2014). 

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).  

Saat ini kemometrika memungkinkan untuk menganalisis data multivariat. 

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

variabel tersebut dapat saling berkorelasi. Keuntungan dari analisis multivariat adalah 

informasi yang didapat akan lebih banyak karena analisis multivariat 

mempertimbangkan banyak variabel secara bersamaan, dibandingkan jika hanya 

mempertimbangkan masing-masing variabel secara individual. Selain itu, keuntungan 

lainnya adalah bahwa analisis multivariat dapat mereduksi noise, lebih selektif dalam 

suatu pengukuran, dan bisa mendeteksi adanya sampel palsu (Bro, 2003). 

Fungsi kemometrika dalam spektroskopi digunakan untuk meningkatkan 

kualitas data. Kemometrika memungkinkan adanya pengukuran data multivariat, 

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. 

Teknik kalibrasi multivariat ini antara lain berupa Proyeksi struktur laten (Partial 

Least Square, PLS), Analisis diskriminan (Discriminant Analysis, DA), analisis 

komponen utama (Principal Component Analysis, PCA), Support Vector Machines 

(SVM) dan Soft Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA).  

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 
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memprediksi komposisi suatu bahan, menggantikan metode konvensional yang 

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

digunakan dalam kalibrasi multivariat karena mutu model kalibrasi yang dihasilkan 

dan kemudahan penerapannya. Regresi PLS merupakan sebuah teknik analisis 

multivariat yang sangat canggih, oleh sebab itu penggunaannya meningkat pada 

spektroskopi inframerah kuantitatif. Ketika sebuah spektrum dari sampel yang tidak 

diketahui dianalilis, PLS mencoba untuk merekonstruksi spektrum dari spektra 

pemuat dalam memprediksi konsentrai sampel yang tidak diketahui (Pare dalam 

Assifa, 2014). 

2.  Linear Discriminant Analysis (LDA) 

Pendekatan DA berbeda dengan pendekatan SIMCA, dimana DA menganggap 

bahwa sampel harus menjadi bagian dari salah satu kategori yang dianalisis. DA 

secara luas digunakan dalam permasalahan yang melibatkan hanya dua kategori 

(Camo, 2005).  

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. Objek yang diklasifikasi merupakan 

bagian dari set data yang digunakan untuk membentuk model. Metode yang lebih 

baik adalah dengan membagi data asli menjadi dua kelompok yang dipilih secara 

randomisasi. Kelompok pertama disebut training set dan digunakan untuk 

menentukan fungsi diskriminan linier. Objek pada kelompok kedua disebut test set 

dan digunakan untuk mengevaluasi kinerja fungsi diskriminan linier dan keberhasilan 

LDA dapat diketahui (Miller dan Miller, 2010). 

3. Principal Component Analysis (PCA) 

PCA secara umum dikenal sebagai teknik interpretasi multivariat. PCA adalah 

teknik untuk menentukan komponen utama yang merupakan kombinasi linier dari 

variable asli. PCA digunakan sebagai alat statistik melalui penggunaan komponen-

komponen yang diturunkan dalam sebuah model regresi untuk memprediksi variabel 
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respon yang tidak teramati menggunakan komponen utama. Komponen utama 

bertujuan untuk menjelaskan sebanyak mungkin keragaman data dengan kombinasi 

linier yang ditemukan yang saling bebas satu sama lain dan didalam arah keragaman 

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

variabel. Komponen utama pertama menjelaskan variasi terbesar dari data diikuti 

dengan komponen utama kedua dan seterusnya (Varmuza, 2001). 

Komponen-komponen utama ini dipilih sedemikian rupa sehingga PC1 

memiliki variasi terbesar dalam set data, sedangkan PC2 tegak lurus terhadap 

komponen utama pertama dan memiliki variasi terbesar berikutnya (Miller dan 

Miller,2010). Kedua komponen utama ini pada umumnya digunakan sebagai bidang 

proyeksi untuk pemeriksaan visual data multivariat. Jika jumlah varian dari PC1 dan 

PC2 lebih besar dari 70%, maka score plot memperlihatkan visualisasi dua dimensi 

yang baik (Varmuza, 2001). 

4. Support Vector Machines (SVM)  

SVM merupakan pendekatan baru untuk klasifikasi dimana telah 

dikemukakan pada awal tahun 1990. SVM disebut sebagai metode pembatas. SVM 

tidak membentuk model kategori tetapi membentuk pembatas antara dua kategori. 

SVM diterapkan sebagai pengklasifikasian dua kategori, dimana SVM akan 

membedakan antara dua kategori tersebut (Brereton, 2007). SVM akan membentuk 

Optimal Separating Hyperplane (OSH) dalam membatasi dua kategori. OSH ini 

didefinisikan sebagai sesuatu yang dapat memberikan jarak pembatas secara 

maksimal terhadap dua kategori (margin). Objek atau sampel yang berada pada garis 

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

5.  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 

training set. Sampel yang tidak diketahui kemudian dibandingkan dalam model 

SIMCA dan pengkategorian dinilai berdasarkan analogi pada sampel percobaan 
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(Camo,2005). SIMCA digunakan untuk pengkategorian objek kedalam lebih dari satu 

kategori secara simultan (Brereton, 2007). 

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 Validasi Silang  

Metode validasi silang (cross validation) adalah metode untuk menguji 

validitas model regresi dengan menggunakan data uji diluar data yang digunakan 

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

menilai suatu hasil analisis statistik seberapa jauh dapat diimplementasikan ke dalam 

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

memperkirakan seberapa akurat model prediksi yang dibuat untuk dapat 

diimplementasikan. 

Satu putaran validasi silang melibatkan partisi sampel data ke dalam 

himpunan bagian komplementer, lalu melakukan analisis terhadap satu subset 

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

Untuk mengurangi variabilitas, beberapa putaran validasi silang dapat  dilakukan 

dengan menggunakan partisi yang berbeda, dan hasil validasi adalah rata-rata selama 

putaran. 

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

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

dari masing-masing tipe tersebut adalah sebagai berikut : 
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a. Leave-one-out  

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

meninggalkan satu untuk validasi silang, yaitu dengan melibatkan sampel 

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

dilakukan berulang pada setiap observasi dalam sampel yang digunakan sekaligus 

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

lipatnnya sama dengan jumlah sampel asli pengamatan. 

b. K-fold cross validation 

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

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

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

sampel digunakan sebagai training set. Proses validasi silang yang kemudian  

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

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

dikombinasi) untuk menghasilkan estimasi tunggal. Keuntungan dari metode ini 

adalah seluruh sampel pengamatan digunakan secara acak dan berulang sebagai data 

pelatihan dan validasi. 

c. 2-fold cross validation 

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

Pada pelaksanaannya, metode ini biasanya dilakukan dengan membagi data sampel 

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

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

model yang telah terbentuk. 
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Farmasi Fakultas Farmasi 

Universitas Jember mulai bulan Maret 2015. 

 

3.2 Rancangan Penelitian 

  Penelitian yang dilakukan adalah penetapan kadar alkaloid dalam beberapa 

daun tanaman yang diekstraksi, sampel yang digunakan diperoleh dari ekstraksi daun 

tanaman dan ekstrak yang sudah jadi yang tersedia di laboratorium. Ekstraksi daun 

tanaman dilakukan dengan metode ultasonikasi yang dilanjutkan dengan metode 

maserasi. Kadar alkaloid ditentukan menggunakan  spektrofotometer UV-Vis dengan 

metode kolorimetri menggunakan standar kafein. Analisis profil alkaloid dilakukan 

dengan analisis kemometrik yaitu PLS dan LDA. Dari model yang terbentuk 

kemudian dievaluasi menggunakan validasi silang dengan metode Leave-One-Out-

Cross Validation (LOOCV) dan 2-fold-Cross Validation. Model terpilih selanjutnya 

digunakan untuk menetapkan kadar alkaloid dalam sampel nyata. Kadar yang 

diperoleh kemudian dibandingkan dengan data kadar spektrofotometri UV-Vis. 

 

3.3 Alat dan Bahan Penelitian 

3.3.1 Alat Yang Digunakan 

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer UV-Vis 

(Shimadzu), perangkat spektrofotometer infra merah (Bruker Alpha) dengan asesoris 

ATR (attenuated total reflectance), perangkat lunak OPUS, perangkat lunak The 

Unscrambler X 10.2 (Camo), ultrasonicator (Elmasonic), rotavapour, oven, 

timbangan analitik digital, blender, beaker glass, gelas ukur, erlenmeyer, batang 

pengaduk, corong, cawan porselin, botol vial, sendok ekstrak, tabung reaksi, vortex. 
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3.3.2 Bahan  

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah simplisia daun yang 

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

Medika, Kota Batu, Malang. Ekstrak daun yang digunakan sebagai sampel nyata 

(Tabel 3.2), .etanol 96% teknis, aerosil (pharmaceutical grade), akuades, kloroform 

(Merck), dan kafein (Sigma-Aldrich), Bromocresol Green (Sigma-Aldrich). 

Tabel 3.1. Simplisia yang digunakan 

No Spesies Tanaman Nama Ilmiah 

1. 1 Daun Kembang bulan Tithonia diversifolia  

2. 2 Daun Kunir putih Kaempferia rotunda L. 

3. 4 Daun Mangga Mangifera indica L. 

4. 6 Daun Buncis Phaseolus vulgaris L. 

5.  Daun Pepaya Carica papaya L 

6.  Daun Mengkudu Morinda citrifolia L. 

7.  Daun Binahong Anredera cordifolia (Ten) Steenis 

8.  Daun Patikan kebo Euphorbiae hirtae 

9.  Daun Belimbing wuluh Averrhoa bilimbi L 

10.  Daun Katuk Sauropus androgynus Merr. 

11.  Daun Sirih Piper betle 

12.  Daun Jambu biji Psidium guajava L. 

13.  Daun lamtoro Leucaena glauca Benth 

14.  Daun Sirsak Annona muricata Linn. 

15.  Daun Pandan Pandanus amaryllifolius Roxb. 

 

Tabel 3.2. Ekstrak daun yang sudah jadi 

No Ekstrak Nama Ilmiah 

1.  Daun kluwih Artocarpus camansi 

2.  Daun kenitu varian bulat besar Chrysophyllum cainito 

3.  Daun kenitu varian bulat kecil Chrysophyllum cainito 

4.  Daun kenitu varian hijau lonjong Chrysophyllum cainito 

5.  Daun kenitu varian ungu Chrysophyllum cainito 

6.  Daun kopi robusta Coffea canephora 

7.  Daun kopi arabika Coffea arabica 
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3.4 Alur Penelitian 
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3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Preparasi Sampel  

a. Pengumpulan Sampel Training set dan Test set 

Sampel diperoleh dari ekstrak daun yang sudah tersedia di laboratorium-

laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Jember dan dan dari pembuatan ekstrak 

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

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

lamtoro, daun sirsak, dan daun pandan. 

Pemilihan teknik pengambilan sampel merupakan upaya penelitian untuk 

mendapat sampel yang representatif (mewakili), sehingga dapat diperoleh informasi 

yang cukup untuk menggambarkan populasinya. Teknik pengambilan sampel yang 

digunakan adalah sampel dengan maksud (purposive sampling). Pengambilan sampel 

dilakukan hanya atas dasar pertimbangan peneliti saja yang menganggap unsur-unsur 

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

Langkah awal dalam proses sampling adalah survei. Survei dilakukan di 

laboratorium-laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Jember. Survei dilakukan 

dengan mendata ekstrak daun yang tersedia dan menentukan ekstrak manakah yang 

akan digunakan berdasarkan jumlah masing-masing ekstrak. Pengambilan sampel 

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

umum terdapat dalam ekstrak dan pengering yang umum digunakan serta  tersedia di 

laboratorium, yaitu akuades dan aerosil. 

Peneliti tidak melakukan identifikasi masing-masing sampel tanaman, 

sehingga untuk selanjutnya nama tanaman menggunakan identitas kode tanaman 

(Tabel 3.3). 
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Tabel 3.3. Identitas kode tanaman 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

b. Pembuatan ekstrak 

Daun yang diperoleh dari laboratorim-laboratorium Fakultas farmasi 

Universitas Jember dan Materia Medica dikumpulkan kemudian diangin-anginkan 

dan dioven pada suhu 50
o
 C selama 10 - 15 menit untuk menghilangkan kelembaban 

pada daun. Daun yang sudah kering dihancurkan atau diblender hingga daun menjadi 

serbuk. Serbuk daun ditimbang 80 gram dan dibagi menjadi dua bagian dimasukkan 

dalam erlenmeyer 500 ml ditambahkan metanol pada masing-masing erlenmeyer 

sampai volume  400 ml kemudian diekstraksi dengan ultrasonikator selama 1 jam. 

Hasil ekstraksi kemudian dimaserasi selama 24 jam. Ekstrak cair yang didapat 

kemudian disaring menggunakan kertas saring. Filtrat yang diperoleh dipekatkan 

menggunakan rotavapor pada suhu 60 °C untuk menguapkan pelarut dan diperoleh 

ekstrak kental. Ekstrak kental dikeringkan dengan aerosil. Selanjutnya ekstrak yang 

No Kode Nama Tanaman 

1. 1 A Kopi arabika muda 

2. 2 B Kopi arabika tua 

3. 4 C Blimbing 

4.  D Binahong 

5.  E Buncis 

6.  F Jambu biji 

7.  G Katuk 

8.  H Kembang bulan 

9.  I Kluwih 

10.  J Kunir 

11.  K Lamtoro 

12.  L Mangga 

13.  M Menkudu 

14.  N Pandan 

15.  O Pare 

16.  P Pepaya  

17.  Q Putri malu 

18.  R Sambiloto 

19.  S Sirih  

20.  T Sirsak 
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sudah kering digerus sampai halus dan diayak dengan ayakan B-60, kemudian 

disimpan dalam vial yang telah diberi label. 

3.5.2 Penentuan Data NIR 

Instrumen NIR dihidupkan dan ditunggu selama 30 menit. Selanjutnya dibuka 

perangkat lunak Brimrose. Sampel yang telah dipreparasi diletakkan diatas plat 

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

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

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

hasil scanning kemudian diamati dengan perangkat lunak Prospect. Selanjutnya data 

yang telah diperoleh diolah dengan perangkat lunak The Unscrambler X 10.2 (Camo 

software). 

3.5.3 Penentuan Kadar Alkaloid Total dengan Spektrofotometer UV-Vis Pembuatan 

kurva kalibrasi kafein 

1) 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.  

2) 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. 

3) Preparasi larutan standar kafein 

Larutan baku dibuat dengan menimbang  40 mg kafein dilarutkan dengan 

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

baku, yaitu dengan range konsentrasi 50 – 200 µg/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 
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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.  

4) Penentuan kadar alkaloid total 

Penentuan kadar alkaloid total dilakukan dengan cara sampel sebanyak 200 

µg/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. 

3.5.4 Pembentukan model klasifikasi dan kalibrasi  

Data yang diperoleh dari pengukuran spektroskopi NIR diolah dengan 

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

Pembentukan model klasifikasi dilakukan dengan metode Linear Discriminant 

Analysis , Support Vector Machines dan Soft Independent Modelling of Class 

Analogies, dengan langkah-langkah sebagai berikut: software The Unscrambler versi 

X 10.2 dibuka. Data dimasukkan dengan memilih File, import data, lalu dipilih 

Brimrose sehingga akan muncul tampilan data dengan masing-masing panjang 

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

“alkaloid”. Dimana “matriks” adalah sampel bukan ekstrak yang terdapat dalam 

ekstrak (aerosil dan akuades), sedangkan “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, 

model dibuat dengan klik task, analyze, lalu dipilih Linear Discriminant Analysis. 

Jika hasil prediksi dari model telah sesuai dengan klasifikasi yang sebenarnya, maka 

model klasifikasi tersebut dikatakan valid apabila % akurasi yang diperoleh sebesar 

100%. Model klasifikasi yang terbentuk kemudian dapat digunakan untuk 

memprediksi klasifikasi dari sampel yang belum diketahui. 
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Pembentukan model kalibrasi dibuat dengan metode Partial Least Square 

(PLS). Data absorbansi sampel yang mengandung alkaloid dianalisis dengan metode 

PLS dimana untuk membentuk sebuah model kalibrasi, nilai absorbansi ditandai 

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

Langkah-langkah yang dilakukan adalah sebagai berikut: software The Unscrambler 

versi X 10.2 dibuka. Data dimasukkan dengan memilih File, import data, lalu dipilih 

Brimrose sehingga akan muncul tampilan data dengan masing-masing panjang 

gelombang. Objek dikelompokkan dengan mengklik define range dan column range 

diisi dengan nilai konsentrasi  pada kolom 1 dan absorbansi pada kolom lain yang 

tersisa. Selanjutnya, model dibuat dengan memilih task, analyze, lalu Partial Least 

Square. Kriteria dari PLS yang harus dipenuhi adalah nilai R
2
, RMSEC (Root Mean 

Standart Error Of Calibration), RMSECV (Root Mean Square Eror Cross 

Validation). Pemilihan set data spektrum didasarkan pada kemampuan prediksi yang 

terbaik dengan nilai korelasi R
2
 semakin besar, nilai galat RMSEC dan RMSECV 

terbaik apabila nilai semakin kecil. 

3.5.5  Validasi model PLS dan LDA 

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

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

replikasi sampel untuk validasi silang, yaitu dengan melibatkan sampel pengamatan 

tunggal dari 15 sampel ekstrak training set. Hal ini dilakukan berulang pada setiap 

observasi dalam sampel yang digunakan sebagai data validasi. 

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

Set validasi ini dibuat dengan preparasi 5 sampel ekstrak yang ditetapkan 

kadarnya dengan spektrofotometri UV-Vis. Penetapan data NIR dilakukan dengan 

scanning sampel test set hingga menghasilkan data spektrum yang kemudian diolah 

dengan perangkat lunak The Unscrambler versi X 10.2. 

3.5.6 Aplikasi pada sampel ekstrak nyata (komersil) 

Tahap ini bertujuan untuk mengaplikasikan model kemometrik yang telah 

dibentuk pada ekstrak daun (sediaan kapsul) yang beredar dipasaran. Dilakukan 
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preparasi sampel dengan menimbang 50 mg serbuk kapsul. Dilakukan pemindaian 

sampel dengan instrumen NIR sehingga diperoleh data spektrum dengan absorbansi 

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

model LDA untuk menentukan klasifikasi komponen matriks dan alkaloid secara 

kualitatif. Sebagai data pembanding untuk penetapan kadar, digunakan metode 

spektrofotometri UV-Vis. Hasil analisis kadar alkaloid total dengan metode NIR dan 

kemometrik yang dibandingkan dengan metode pembanding spektrofotometri UV-

Vis kemudian diuji dengan analisis statistik Uji T Dua Sampel Berpasangan. 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan, peneleti dapat 

menyimpulkan bahwa: 

1. Penentuan kadar alkaloid dapat ditentukan dengan menggunakan metode 

spektroskopi inframerah dekat (NIR) dan kemometrik menggunakan model 

kalibrasi dengan PLS dan klasifikasi dengan LDA. 

2. Hasil analisis kadar alkaloid total dengan metode spektroskopi NIR 

kemometrik dibandingkan dengan metode pembanding spektrofotometri UV-

Vis tidak memiliki perbedaan yang bermakna setelah diuji dengan 

menggunakan analisis statistik Uji T Dua Sampel Berpasangan.  

 

5.2 Saran 

 Berdasarkan penelitian, maka peneliti dapat memberikan saran pada penelitian 

ini sebagai berikut: 

1. Perlu dibentuk sebuah model kalibrasi dengan jumlah sampel lebih banyak 

sehingga cakupan rentang konsentrasi lebih luas untuk kadar sampel yang 

akan dikuantitasi. 

2. Perlu dikembangkan analisis kadar alkaloid pada ekstrak daun menggunakan 

metode kemometrik lainnya selain analisis secara kuantitatif dengan PLS. 

3. Perlu dibentuk model kalibrasi sampel tanaman untuk penentuan beberapa 

kandungan fitokimia. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


46 

 

46 

 

 

 

DAFTAR PUSTAKA 

 

Abdollahi, H., Panahi, M. Shariat., Khoshayand, Mohammad Reza. 2003. 

Simultaneous Spectrophotometric Determination of Iron, Cobalt and Copper by 

Partial Leas-Squares Calibration Method in Micellar Medium. Iranian Journal 

of Pharmaceutical Research, 207-212. 

Africia, S. M. 2007. Kombinasi Metode Spektrofotometri dan Kalibrasi Multivariat 

untuk Penentuan Simultan Natrium Benzoat dan Kalsium Sorbat. Skripsi, 

Bogor: Institut Pertanian Bogor. 

Ajanal, M., Gundkalle, M.B., Nayak,S.U., 2012. Estimation of total alkaloid in 

ChitrakadivatibyUV-Spectrophotometer. 

www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articels?PMC3644759/# 

Aksara, R., Musa, W.J.A., Alio, L. 2003. Identifikasi Senyawa Alkaloid Dari Ekstrak 

Metanol Kulit Batang Mangga (Mangifera indica L). Jurnal Entropi, Volume 

Viii, Nomor 1. 

Amin, M. S. 2011.  Pengkajian Metode Near Infrared (NIR) untuk Evaluasi Mutu 

 Pakan Ayam Broiler secara Cepat dan Akurat. Bogor: IPB. 

A.M. Levent. 2002. HPLC method for the analysis of paracetamol, caffeine, and 

dipyrone. Turk. J. Chem. 26 : 521-528. 

Andasuryani., Purwanto, Y.A., Budiastara, I.W & Syamsu, K. 2014. Prediction Of 

Catechin Content in Gambier (Uncaria gambir Roxb.) Using NIR  

Pectroscopy. Jurnal Teknologi Industri Pertanian. 24 (1): 43-52. 

AOAC. 1998. Peer-Verified Methods Program Manual on Policies and Procedures. 

USA: Arlington, Virginia. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


47 

 

47 

 

Ashley, K., Andrews, R. N., Cavazos, L. and Demange, M. 2001. Ultrasonic 

extraction as a sampel preparation technique for elemental analysis by atomic 

spectrometry. Journal of Analytic Spectrometry, 16, p.1147–1153. 

Astarina, N.W.G., Astuti, K.W., Warditiani, N.K. 2013. Skrining Fitokimia Ekstraksi 

Metanol Rimpang Bangle (Zingiber purpureum Roxb.). Skripsi. Bali: UNUD. 

Awa, K., Okumura, T., Shinzawa, H., Otsuka, M & Ozaki, Y. 2008. Self-modeling 

curve resolution (SMCR) analysis of near-infrared (NIR) imaging data of 

pharmaceutical tablets. Analytica Chimica Acta. 619: 81-86. 

Azzahra, F., Lukmayani, Y., Sajidah, E.R. 2015. Isolasi dan Karakterisasi Alkaloid 

dari Daun Sirih Merah (Piper Crocatum Ruiz & Pav). ISSN  2460-6472. 

Baranska, W. 2005. Quality control of harpagophytum procumbens and its related 

phytopharmaceutical products by means of NIR-FT-raman spectroscopy. 

Biopolymers, 77, p.1–8. 

Berrueta, L. A., Alonso-Salces, R. M. and Héberger, K. 2007. Supervised pattern 

recognition in food analysis. Journal of Chromatography, 1158, p.196–214. 

Bro, R. 2003. Multivariate calibration : What is in chemometrics for the analytical 

chemist? Analytica Chimica Acta, 500, p.185–194. 

Camo.2005.TheUnscramblerMethods.http://www.camo.com/downloads/U9.6%20pdf

%20manual/The%20Unscrambler%20Methods.pdf.(27 April 2015) 

Cody, V. 1985. Flavonoid in Biology And Medicine II, Biochemical Celluler and 

Medicinal Properties. New York: Liss In 

Cutter, E. 1989. Plant Anatomy: Experiment and Interpretation Part 2 Organs. 

London: The English Languange Book Society and Edward Arnold (Publishers) 

Ltd. 

C. Qing-Chun, and J. Wang. 2001. Simultaneous determination of artificial 

sweetners, preservatives, caffeine, theobromine, and theophylline in food and 

pharmaceutical preparations by ion chromatography. J. Chromatogr. A 937: 

57-64. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://www.camo.com/downloads/U9.6%20pdf%20manual/The%20Unscrambler%20Methods.pdf
http://www.camo.com/downloads/U9.6%20pdf%20manual/The%20Unscrambler%20Methods.pdf
http://www.camo.com/downloads/U9.6%20pdf%20manual/The%20Unscrambler%20Methods.pdf
http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


48 

 

48 

 

Departemen Kesehatan Republik Indonesia. 1989. Materia Medika Indonesia Jilid V. 

Jakarta: Direktorat Jenderal Pengawasan Obat Dan Makanan. Halaman 194-

197, 513-520, 536, 539-540,549-552. 

Departemen Kesehatan Republik Indonesia. 1995. Farmakope Indonesia Edisi IV. 

Jakarta : Direktorat Jenderal Pengawasan Obat dan Makanan. 

Dirjen POM. 1995. Materia Medika Indonesia, Jilid VI. Jakarta: Departemen 

Kesehatan Republik Imdonesia. Hal. 103-113. 

Dirjen POM. 1999. Farmakope Indonesia, Edisi ke-4. Jakarta: Departemen Kesehatan 

Republik Indonesia, 7-8. 

Evi, M. R., Rhardjo, B., Sutiarso, L& Hardjoko, A. 2012. Pendekatan Multvariat 

Untuk Pengukuran Kualitas Tomat (Lycopersicon esculentum) Berdasarkan 

Parameter Warna. AGRITECH. 32(1) : 79-86. 

Ewald, C., Modig, S. F., Johansson, K., Sjoholm, I. and Akesson, B. 1999. Effect of 

processing on major flavonoids in processed onions, green beans, and peas. 

Food Chemistry, 64, p.231–235. 

Fauzi, M. and Trilita, M. N. (2005). Aplikasi artificial neural network untuk 

peramalan aliran sungai blega. Jurnal Rekayasa Perencanaan, 1 (3). 

Gad, H., El-Ahmady, S., Abou-Shoer, M. and Al-Azizi, M. 2012. Application of 

chemometrics in authentication of herbal medicines: A review. Phytochemical 

Analysis, 24, p.1–24. 

Handa, S., Khanuja, S., Longo, G., dan Rakesh, D.  2008. Extraction Technologies 

for Medicinal and Aromatic Plants. Italy : International Centre for Science and 

High Technology. 

Harborne, J. 1987. Metode Fitokimia: Penuntun Cara Modern Menganalisis 

Tumbuhan. Bandung: ITB Press. 

Harmita. 2004. Petunjuk pelaksanaan validasi metode dan cara perhitungannya. 

Majalah Ilmu Kefarmasian, 1, p.117–135. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


49 

 

49 

 

Hartati, I. 2010. Isolasi Alkaloid Dari Tepung Gadung (Dioscorea hispida Dennst) 

Dengan Teknik Ekstraksi Berbantu Gelombang Mikro. Tesis. Semarang: 

UNDIP. 

Hernani., Marwati, T dan Winarti, C. 2007. Pemilihan Pelarut Pada Pemurnian 

Ekstrak Lengkuas (Alpinia galanga) Secara Ekstraksi. J.Pascapanen 4(1): 1-8.  

K. Masatoki, and T. Hirokazu. 2000. Fluorometric reactions of purines and 

determination of caffeine. Talanta 36: 1171-1175. 

Karlinasari, L., Sabed, M., Wistara, N. J., Purwanto, Y. A& Wijayanto, H. 2012. 

Karakteristik Spektra Absorbansi NIR (Near Infra Red) Kayu Acacia mangium 

WILLD. Pada 3 Umur Berbeda. Jurnal Ilmu Kehutanan.6 (1) : 45-52 

Kementrian Kehutanan RI. 2010. Lokakarya Nasional Tanaman Obat Indonesia. 

[Online]. Available at: http://www.dephut.go.id/index.php?q=id/node/6603. 

[Accessed: 23 April 2015]. 

Kohavi, R. 1995. A study of cross validation and bootsrap for accuracy estimation 

and model selection. Internatioanl Joint Conference on Artificial Intelligence 

(IJCAI), 14 (2), p.1137–1145. 

Kumar, S. and Pandey, A. 2013. Chemistry and biological activities of flavonoids: an 

overview. The Scientific World Journal, 2013. 

Kuno, A. and Matsuo, M. 2000. Nondestructive specication of solid mixtures by 

multivariate calibration of x-ray absorption near edge strucure using artificial 

neural networks and partial least square. Analytic Sci, 16, p.597–602. 

Latifaningsih, L. 2012. Pengaruh Konsentrasi Dan Waktu Perendaman Dalam 

Larutan Asam Asetat Terhadap Sifat Sensoris, Kadar Protein Total, Dan 

Alkaloid Total Emping Melinjo. Skripsi. Surakarta : UNS. 

Latifa, R. 2015. Karakter Morfologi Daun Beberapa Jenis Pohon Penghijauan Hutan 

Kota Di Kota Malang. Skripsi. Malang : UMM. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


50 

 

50 

 

Lengkey, L., Budiastra, I., Seminar K., dan Purwoko, B. 2013. Prediction Model of 

Moisture , Fat, and Free Fatty Acid Content of Physic Nut (Jatropha curcas L.) 

Seed Using Near Infrared (NIR) Spectroscopy and Partial Least Square (PLS) 

Method. Jurnal Littri. 19(4) 

Lohninger, H. 2004. Multivariate calibration [terhubung berkala]. Available at: 

http://www.vias.org/tmdatanaleng/cc_multivarcal.html. [Accessed: 23 April 

2015]. 

Malangngi, Liberty P., Sangi, Meiske S., Paendong J.J.E. 2012. Penentuan 

Kandungan Tanin dan Uji Aktivitas Antioksidan Ekstrak Biji Buah Alpukat 

(Persea americana Mill). Jurnal MIPA USNSRAT ONLINE 1 (1) 5-10. 

Mantanus, J. (2012). New Pharmaceutical Applications Involving Near Infrared 

Spectroscopy as A PAT Compliant Process Analyzer. Thesis, Belgium: 

University of Liege. 

Miller, J. and Miller, J. 2000. Statistic and Chemometrics for Analytical Chemistry. 

Fourth Edition. Harlow: Pearson Education. 

Miller, J. and Miller, J. 2005. Statistic and Chemometrics for Analytical Chemistry. 

Fifth Edition. Harlow: Pearson Education. 

Miller, J. and Miller, J. 2010. Statistic and Chemometrics for Analytical Chemistry. 

Sixth Edition. Harlow: Pearson Education. 

Mulja, M. & Suharman. 1995. Analisis Instrumental. Surabaya : Airlangga University 

Press. 

Pranowo, H., Tahur, I. and Widiatmoko, A. 2006. Hubungan kuantitatif struktur 

elektronik dan aktivitas inhibisi senyawa kurkumin pada reaksi etoksiresorufin 

o-dealkilasi (erod). Indo. J. Chem, 7 (1), p.78–82. 

Resi, A. W. and Surgani, A. 2009. Flavonoida (Quercetin) dalam Makalah Kimia 

Organik, Program S2 Kimia. Makassar: Universitas Hassanudin Indonesia. 

Rohman, A. and Che Man, Y. 2010.  FTIR Spectroscopy combined with 

chemometrics for analysis of lard in the mixtures with body fat of lamb, cow, 

and chicken. Int.l Food Res.J, 17, p.519–526. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


51 

 

51 

 

Rohman, A., Sismindari., Erwanto, Y., Che Man, Y.B. 2011. Analysis of Pork 

Adultration in Beef Meatball using Fouriner Transform Infrared (FTIR) 

Spectroscopy. Meat Science. 88: 91-95. 

Rozaini, N. 2003. Teknik Sampling. Medan: Fakultas Kesehatan Masyarakat 

Universitas Sumatera Utara.  

R. Pagliariussi, S. Frietas, A.P. Luis, and J.K. Bastos. 2002. A quantitative method for 

the analysis of xanthine alkaloids in Paullinia cupana (guarana) by capillary 

gas chromatography. J. Sep. Sci. 25: 371-374. 

Samson, E ., Semangun , H &  Rondonuwu, F.S. 2013. Analisis Kandungan 

Karotenoid Ekstrak Kasar Buah Pisang Tongkat Langit (Musa troglodytarum) 

Dengan Menggunakan Spektroskopi NIR (Near Infrared). Traditional 

Medicine Journal, 18(1) : 17-21. 

Sari, D.K., Waedhani, D.H., Prasetyaningrum, A. 2012. Pengujian Kandungan Total 

Fenol Kappahycus alvarezzi Dengan Metode Ekstraksi Ultasonik Dengan 

Variasi Suhu Dan Waktu. ISBN 978-602. 1-3. 

Schwanninger M, Rodrigues & Fackler, K.J.C. 2011. A Review of Band Assignments 

in Near Infrared Spectra of Wood & Wood Components. J.Near Infrared 

Spectroscopy,19: 287-308.  
 

Shamsa, F., Monsef, H., Gharmooshi, R. and Verdian-rizi, M. 2008. 

Spectrophotometric determination of total alkaloids in some Iranian medicinal 

plants. Thai J. Pharm. Sci. 32 17-20. 

Siaputra, L., Atmadja, A.S. 2006. Pengaruh Pengumuman Dividen Terhada[ Harga 

Saham Sebelum dan Sesudah Ex-Dividend Date di Bursa Efek Jakarta (BEJ). 

Jurnal Akuntansi Dan Keuangan, Vol 8, NO. 1. 71-77. 

Stanimirova, I., Ustun, B., Cajka, T., Riddlelova, K., Hajslova, J., Buydens, L. M. C 

& Walczak, B. 2010. Tracing the Geographical Origin of Honeys Using the 

GCxGC-MS & Pattern Recognition Techniques. Food Chemistry, 118: 171-

176. 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


52 

 

52 

 

Stchur, P., Cleveland, D., Zhou, J. and Michel, R. 2002. A review of recent 

applications of near infrared spectroscopy, and the characteristics of a novel 

PbS CCD array-based near infrared spectrometer. Appl Spect Rev, 37, 

p.383–428. 

Susanti, S. 2010. Penetapan Kadar Formaldehid Pada Tahu Yang Dijual Di Pasar 

Ciputat Dengan Metode Spektrofotometri UV-Vis Disertai Koloimetri 

Menggunakan Pereaksi NASH. Skripsi. Jakarta: UIN. 

Sutedjo. (1989). Fotosintesis tumbuhan. Bandung: Rineka Cipta. 

Tjahjanto, R.T dan Gunlazuardi, J. 2001. Preparasi Lapisan Tipis TiO2 sebagai 

Fotokatalis: Keterkaitan antara Ketebalan dan Aktivitas Fotokatalisis. Makara, 

Jurnal Penelitian, Vol 5, nomor 2, Hal 81-91. 

Titis, M., Fachirah, E., Kusrini, D. 2013. Isolasi Idenifikasi dan Uji Aktifitas Senyawa 

Alkaloid Daun Binahong (Anredera cordifolia (Tenora) Steenis). Chem info, 

Vol 1, No 1, Hal 196-201. 

Varmuza, K. 2000. Applied chemometrics : from chemical data to relevant 

information. 1st Conference on Chemistry Cairo University. 

Wulandari, I. 2011. Teknologi Ekstraksi Dengan Metode Maserasi Dalam Etanol 

70% Pada Daun Kumis Kucing (Osthosiphon Stamineus Benth) Di Balai Besar 

Penelitian Dan Pengembangan Tanaman Obat Dan Obat Tradisional 

(B2P2TO-OT) Tawangmangu. Skripsi. Surakarta: UNS 

X. Qing-qin, D.L. Ming, J.P. Wang, and A.H. Bai. 2002. Directmdetermination of 

caffeine and theophylline by gas chromatography, Fenxi Kexue Xuebao 18: 

520-525. 

Zou, H., Yang, G., Qin, Z., Jiang, W., Du, A. and Aboul-Enein, H. 2005. Progress in 

quality control of herbal medicine with IR fingerprint spectra. Analytical 

Letters, 38, p.1457–1475. 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


53 

 

53 

 

LAMPIRAN 

LAMPIRAN A. ALAT DAN BAHAN YANG DIGUNAKAN 

A.1 Sampel Training Set dan Test set 

 

A.2 Sampel Nyata 

 

 

 

 

A.2 Sampel Nyata 

          

A.3 Instrumen 

        

 a. Spektrofotometer NIR        b. Spektrofotometri UV-Vis 

A.4 Kompartemen Sampel 
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a. Kompartemen sampel spektro       b. Kompartemen sampel NI 

LAMPIRAN B. Spektroskopi NIR 

B.1 Spektroskopi NIR 

1. Spektrum Standar Kafein 

 

2. Spektrum Aerosil 
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3. Spektrum Akuades 

 

4. Spektrum Ekstrak sampel 

 

5. Spekrum Gabungan 
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LAMPIRAN C. Identitas Sampel Ekstrak 

C.1 Sampel Training Set 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

C.2 Sampel Test Set 

No Kode Sampel 

1 P Pepaya  

2 Q Putri malu 

4 R Sambiloto  

 S Sirih 

 T Sirsak 

 

C.3 Sampel Nyata 

Sampel Pabrik Kandungan 

Ekstrak 

Waktu 

Kadaluarsa 

Bobot ekstrak 

per kapsul 

Stimuno Dexa medica Meniran Maret 2017 50 mg 

 

Daun salam Herbalindo utama Salam  Mei 2016 200 mg 

 

 

 

No Kode  Sampel 

1 A Kopi arabika muda 

2 B Kopi arabika tua 

4 C Blimbing 

 D Binahong 

 E Buncis 

 F Jambu biji 

 G Katuk 

 H Kembang bulan 

 I Kluwih 

 J Kunir 

 K Lamtoro 

 L Mangga 

 M Mengkudu 

 N Pandan 

 O Pare 
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LAMPIRAN D. Perhitungan % Rendemen 

% Rendemen ekstrak = 𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡  𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘  𝑦𝑎𝑛𝑔  𝑑𝑖𝑑𝑎𝑝𝑎𝑡

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡  𝑠𝑒𝑟𝑏𝑢𝑘  𝑦𝑎𝑛𝑔  𝑑𝑖𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖
  x 100% 

No Nama Simplisia Serbuk Ekstrak % Rendemen 

1 Binahong   80,0435 2,5243 3,154 

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

3 Katuk 80,0442 3,4661 4,309 

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

5 Kunir 80,4729 4,6482 5,776 

6 Lamtoro 80,0066 2,6083 3,260 

7 Mangga   80,1578 8,2029 10,23 

8 Mengkudu 80,0248 3,0480 3,809 

9 Pandan  80,0750 2,2540 2,815 

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

11 Pepaya 80,0112 5,3008 6,625 

12 Sirih  80,0465 3,9268 4,906 

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

E.1 Alkaloid  
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LAMPIRAN F. Pembuatan Larutan pada Penetapan Kadar Alkaloid Total 

F.1 Larutan Alkaloid 

Standar Induk 
40,061 mg

10 ml
 × 1000 µg/ml = 4006,1 µg/ml 

Pengenceran standar 1000 µg/ml 

 
2,5 ml

10 ml  
 × 4006,1 µg/ml = 1001,53 µg/ml  

 
ml

10 ml
 × 1001,53 µg/ml = 200,31 µg/ml 

 
1 ml

10 ml
 × 1001,53 µg/ml = 100,31 µg/ml 

 
0,5  ml

10 ml
× 1001,53 µg/ml = 50,31 µg/ml 

Pengenceran standar 400 ppm 

 
1 ml

10 ml  
 × 4006,1 µg/ml = 400.61 µg/ml 

 
ml

10 ml  
× 400,61 µg/ml  = 160,24 µg/ml 

 

F.2 Larutan Ekstrak 

Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak 

A 1 20,04 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4008 µg/ml 

 2 20,04 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4008 µg/ml 

B 1 20,11 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4022 µg/ml 

 2 20,10 mg

5 ml
 x 1000  µg/ml = 4020 µg/ml 

C 1 20,15 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4030 µg/ml 

 2 20,17 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4034 µg/ml 

D 1 40,15 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4001,5 µg/ml 

 2 40,12 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4001,2 µg/ml 

E 1 20,09 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4018 µg/ml 

 2 20,14 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4028 µg/ml 

F 1 20,03 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4006 µg/ml 

 2 20,03 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4006 µg/ml 

G 1 40,03 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,03 µg/ml 
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 2 40,04mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,04 µg/ml 

H 1 40 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000 µg/ml 

 2 40,11 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4011 µg/ml 

I 1 40,07 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,7 µg/ml 

 2 40,03 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,3 µg/ml 

J 1 20,20 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4040 µg/ml 

 2 20,22 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4044 µg/ml 

K 1 20,06 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4012 µg/ml 

 2 20,08 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4016 µg/ml 

L 1 40,13 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,13 µg/ml 

 2 40,11 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,11 µg/ml 

M 1 20,05 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

 2 20,05 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4010 µg/ml 

 

N 1 𝟒𝟎,𝟎𝟏 𝐦𝐠

𝟏𝟎 𝐦𝐥
 x 1000 µg/ml = 4000,1 µg/ml 

 2 40,07 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,7 µg/ml 

O 1 40,02 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,2 µg/ml 

 2 40,08 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,8 µg/ml 

P 1 20,23 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4046 µg/ml 

 2 20,25 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4050 µg/ml 

Q 1 20,25 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4050 µg/ml 

 2 20,22 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4044 µg/ml 

R 1 20,06  mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4012 µg/ml 

 2 20,08  mg

5  ml
 x 1000 µg/ml = 4016 µg/ml 

S 1 20,03 mg

5ml
 x 1000 µg/ml = 4006 µg/ml 

 2 20,04 mg

5 ml
 x 1000 µg/ml = 4008 µg/ml 

T 1 40,02 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,2 µg/ml 

 2 40,08 mg

10 ml
 x 1000 µg/ml = 4000,8 µg/ml 

 

LAMPIRAN G. Pembuatan Larutan Dapar Fosfat pH 4,7 

Ditimbang 7,16 g Na2HPO4 dan 4,202g Asam sitrat dilarutkan dalam akuades 100 ml. 
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LAMPIRAN H. Pembuatan Larutan Bromecresol Green 

Ditimbang 6,98 mg BCG dilarutkan dalam 0,3 ml 2N NaOH dan 0,5 ml akuades 

diultrasonik add 100 ml. 

 

LAMPIRAN I. PENGUJIAN AKURASI 

Adisi Penimbang

an sampel  

(mg) 

Penambaha

n standar 

adisi (mg) 

Massa 

teoritis 

(mg) 

Massa 

hasil 

percobaan 

(mg) 

Recovery 

(%) 

Rata-rata 

(%) 

RSD 

(%) 

30% 40,12 0,5723 49,7160 49,0512 98,6628 98,4324 0,162 

 40,12 0,5723 49,7160 49,0512 98,6628   

 40,15 0,5723 49,7443 48,7368 97,9716   

60% 40,12 1,1447 61,1640 59,3339 97,0078 97,1199 0.039 

 40,12 1,1447 61,1640 59,3339 97,0078   

 40,15 1,1447 61,1923 59,5672 97,3443   

     Rata-rata 97,7762 0,101 

Perhitungan sampel uji akurasi dengan metode standar adisi dilakukan dengan cara 

sebagai berikut : 

Ekstrak yang digunakan untuk uji akurasi adalah ekstrak dengan kadar kafein paling 

tinggi, yaitu ekstrak K dengan rata-rata kadar kafein 47,694 mg CE/g (4,7694%). 

1. Adisi 30%  

 Pembuatan sampel adisi  

Bila ditimbang sampel 40 mg, maka jumlah standar kafein yang ditambahkan 

dalam sampel sebesar:  

40 mg  x 4,7694x 0,3

100 mg
 = 0,5723mg standar kafein 

 Pembuatan sampel adisi  

Menimbang standar dengan kafein = 5,723 mg, dimasukkan labu ukur 10 ml 

dan ditambahkan etanol sampai tanda batas. 

5,723 mg

10 ml
 x 1000 = 572,3 ppm 

Cara kerja :  
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a. Sebanyak 40 mg ekstrak ditimbang dan dimasukkan dalam labu ukur 10 mL, 

ditambahkan etanol (tidak sampai tanda batas).  

b. Memipet 1 ml larutan standar 572,3 ppm, memasukkan ke labu ukur 10 ml 

yang berisi larutan ekstrak, sehingga telah dilakukan adisi sebanyak 5,723 mg 

ke dalam 40 mg ekstrak.  

1ml dari 572,3 ppm = 
572,3 mg

1000 ml
 x 1 ml = 0,5723 mg 

c. Menambahkan etanol sampai tanda batas.  

d. Sebanyak 0,5 ml larutan adisi dilarutkan 2 mL dapar fosfat pH 4,7 dan 

ditambahkan 2 mL larutan BCG kemudian diekstraksi dengan kloroform 3 

mL sebanyak tiga kali ad 10 mL. 

 Perhitungan % recovery 

Misal : pada replikasi 1 dengan penimbangan sampel 40,12 mg 

Konsentrasi teoritis : 

4,7694 mg

100 mg
 x 40,12 mg = 1,9135 + 0,5723 

= 2,4858 mg (jumlah alkaloid dalam sampel adisi 30%) 

2,4858  mg

10 ml
 x 1000 = 248,58 µg/ml 

248,58 µg/ml x 10 ml = 2485,8 µg  

2485,8  µg x 10/0,5 ml = 49,716 mg 

Hasil percobaan = 49,0512 mg 

% recovery = 
49,0512  mg

49,716  mg
 x 100% = 98,6628% 

2. Adisi 60%  

 Pembuatan sampel adisi  

Bila ditimbang sampel 40 mg, maka jumlah standar kafein yang ditambahkan 

dalam sampel sebesar:  

40 mg  x 4,7694 x 0,6

100 mg
 = 1,1447 mg standar kafein 

 Pembuatan sampel adisi  
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Menimbang standar dengan alkaloid = 11,447 mg, dimasukkan labu ukur 10 ml 

dan ditambahkan etanol sampai tanda batas. 

11,447 mg

10 ml
 x 1000 = 1144,7 ppm 

Cara kerja :  

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

ditambahkan etanol (tidak sampai tanda batas).  

b. Memipet 1 ml larutan standar 1144,7 ppm, memasukkan ke labu ukur 10 ml 

yang berisi larutan ekstrak, sehingga telah dilakukan adisi sebanyak 1,1447 

mg ke dalam 40 mg ekstrak.  

1ml dari 11388 ppm = 
1144,7 mg

1000 ml
 x 1 ml = 1,1447 mg 

c. Menambahkan etanol sampai tanda batas.  

d. Sebanyak 0,5 ml larutan adisi dilarutkan 2 mL dapar fosfat pH 4,7 dan 

ditambahkan 2 larutan BCG kemudian diekstraksi dengan kloroform 3 mL 

sebanyak tiga kali ad 10 mL.  

 Perhitungan % recovery 

Misal : pada replikasi 1 dengan penimbangan sampel 40,15 mg 

Konsentrasi teoritis : 

4.7694 mg

100 mg
 x 40,15 mg = 1,9149 + 1,1447 

=  3,0596 mg (jumlah kafein dalam sampel adisi 60%) 

3,0596   mg

10 ml
 x 1000 = 305,96 µg/ml 

305,96 µg/ml x 10 ml = 3059,6 µg  

3059,6 µg x 10/0,5 ml = 61,1923 mg 

Hasil percobaan = 59,5672 mg 
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% recovery = 
59,5672   mg

61,1923   mg
 x 100% = 97,3443% 

 

LAMPIRAN J. Hasil Pengukuran Kadar Alkaloid Total Sampel Training Set, 

Test Set dan Sampel Nyata dengan Spektrofotometer UV-Vis 

J.1 Contoh Perhitungan 

Persamaan : Y = 8,9688 × 10
-3 

x – 0,3575 

Replikasi 1 

0,332 = 8,9688 × 10
-3 

x – 0,3575 

X = 76,8776 µg/ml 

Dalam 10 ml  : 76,8776 µg/ml × 10 ml = 768,776 µg 

Dalam 10 ml  : 
768,776 µg

0,5 𝑚𝑙
 × 10 ml = 15,3755 mg 

                        : 
15,3755 mg  

40,15
 = 38,2952 mg CE/g ekstrak 

Replikasi 2 

0,311 = 8,9688 × 10
-3 

x – 0,3575 

X = 74,5362 µg/ml 

Dalam 10 ml  : 74,5362 µg/ml × 10 ml = 745,362µg 

Dalam 10 ml  : 
745,362µg

0,5 𝑚𝑙
 × 10 ml = 14,9072 mg 

                        : 
14,9072mg

40,12𝑚𝑔
 = 37,1566 mg CE/g ekstrak 

 

Standar : Alkaloid 

Konsentrasi 

(µg/ml) 

Absorbansi 

50,31 0,098 

100,31 0,611 

160,24 1,110 

200,31 1,425 
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J.2 Hasil Perhitungan mg CE/g Ekstrak Seluruh Training Set 

Sampel 

Training 

Set 

Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi 
mg CE/g 

ekstrak 

Rata-rata mg 

CE/g ekstrak 

A 20,04 0,108 25,4422 
25,4149 

 20,04 0,107 25,3876 

B 20,11 0,171 29,3021 
29,2816 

 20,10 0,170 29,2612 

C 20,15 0,195 30,5719 
30,5390 

 20,17 0,196 30,2062 

D 40,15 0,332 38,2952 
37,7259 

 40,12 0,311 37,1566 

E 20,09 0,345 38,9881 
39,0227 

 20,14 0,348 39,0574 

F 20,03 0,436 44,1704 
44,3374 

 20,03 0,442 44,5044 

G 40,03 0,180 29,9425 
29,5768 

 40,04 0,167 29,2110 

H 40 0,110 26,0430 
25,9059 

 40,11 0,106 25,7687 

I 40,07 0,157 28,6327 
28,6192 

 40,03 0,156 28,6056 

J 20,20 0,191 30,2007 30,2483 
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 20,22 0,193 30,2989 

K 20,06 0,505 47,9395 
47,6936 

 20,08 0,497 47,4477 

L 40,13 0,334 38,4254 
38,5184 

 40,11 0,337 38,6114 

M 20,05 0,390 41,5683 
41,5127 

 20,05 0,388 41,4571 

N 40,01 0,114 26,2789 
26,0645 

 40,07 0,107 25,8501 

O 40,02 0,305 36,9151 
36.8551 

 40,08 0,304 36,7951 

 

J.3 Hasil Perhitungan mg CE/g Ekstrak Seluruh Test Set 

Sampel 

Test Set 

Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi mg CE/g 

ekstrak 

Rata-rata mg 

CE/g ekstrak 

P   20,23 0,354 34,3423 
34,7357 

 20,25 0,364 35,1291 

Q 20,25 0,149 25,0994 
25,4196 

 20,22 0,155 25,7399 

R 20,06 0,438 44,0043 
44,2266 

 20,08 0,441 44,4488 

S 20,03 0,310 37,1566 
36,9804 

 20,04 0,304 36,8042 

T 40,02 0,216 31,9559 
31,4035 

 40,08 0,197 30,8510 
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J.4 Hasil Perhitungan mg CE/g Ekstrak Sampel Nyata 

J.4.1 Persentase hasil percobaan (mg CE/g ekstrak) dengan metode spektorskopi NIR 

 

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

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

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

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

spektrofotometri UV-Vis dalam mg CE/g ekstrak 

Sampel 

Nyata 

Hasil Pengukuran mg CE/g 

ekstrak dengan NIR ± SD 

Hasil Pengukuran mg CE/g ekstrak 

dengan Spektrofotometri UV-Vis ± SD 

Stimuno  22,1960 ± 1,557 25,1841 ± 0,0106 

Daun salam 5,5820 ± 1,161 6,8703 ± 0,0088 

 

LAMPIRAN K. Hasil Analisis Statisik Uji T dengan Program Statistical Product 

and Service Solutions (SPSS) 

Paired Samples Statistics 

  

 Mean N 

Std. 

Deviation 

Std. 

Error Mean 

Pair 1 NIR 1.

3875E0 
12 

.868854

9 

.250816

8 
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Paired Samples Statistics 

  

 Mean N 

Std. 

Deviation 

Std. 

Error Mean 

Pair 1 NIR 1.

3875E0 
12 

.868854

9 

.250816

8 

SPEKTRO 2.

553372E1 
12 

.808464

4 

.233383

6 

 

Paired Samples Correlations 

  

N Correlation Sig. 

pair 1 NIR & SPEKTRO 
12 .997 .000 

  

 

Paired Samples Test 

  
Paired Differences 

T

t 

 

 

 

 

 

Df 

Sig. (2-

tailed) 

  

Mean 

Std.

Deviation 

S

td. Error 

Mean 

95% 

Confidence Interval of 

the Difference 

  

Lower Upper 

Pair 

1 

NIR & 

SPEKTRO ... 
.088

0929 

.0

254302 

-

.0373415 

.0

746015 

1

.733 

1

11 

..

479 
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LAMPIRAN L. Hasil Analisis Kuantitatif dengan Metode Kemometrik PLS 

L.1 Dengan Spektroskopi NIR 

L.1.1 Model Kalibrasi yang terbentuk dari Sampel Training Set 
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L.1.2 Data Training Set yang Digunakan sebagai Model Kalibrasi 
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L.2.3 Hasil Validasi Model Kalibrasi dengan Test Set 

 

L.2.4 Data Test Set yang Digunakan dalam Validasi Model Kalibrasi 
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L.2.5 Hasil Validasi Model Kalibrasi dengan LOOCV 
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L.2.6 Data LOOCV yang Digunakan dalam Validasi Model Kalibrasi 
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LAMPIRAN M. Hasil Analisis Kualitatif dengan Model Kemometrik LDA 

M.1 Dengan Spektroskopi NIR 

M.1.1 Model Klasifikasi yang terbentuk dari Sampel Training Set 
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M.1.2 Model Klasifikasi yang terbentuk dari Sampel Training Set 
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M.1.3 Hasil Validasi Model Klasifikasi dengan Test Set (LOOCV) 
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M.1.4 Hasil Validasi Model Klasifikasi dengan Test Set (2-fold cross validation) 
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M.1.5 Hasil Pengklasifikasian Sampel Nyata dengan Metode LDA 

 

Perhitungan % Kemampuan Prediksi Sampel Nyata 

% Kemampuan prediksi = 
Ʃ sampel  nyata  yang  diprediksi  benar

Ʃ total  sampel  nyata  yang  digunakan
 x 100% 

         = 
12

12
 x 100% 

          = 100% 
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N. HASIL KUALITATIF MODEL SVM 

N.1.1. Model Kalibrasi Model SVM Training Set 

 

N.1.2. Model Kalibrasi SVM 2-fold cross validation 
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N.1.3. Model Kalibrasi SVM LOOCV 
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O. MODEL KLASIFIKASI MODEL SIMCA 

O.1.1 Model Klasifikasi SIMCA Training Set 
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   % prediksi = 
200

229
× 100% = 87% 

 

O.1.2. Model Klasifikasi SIMCA 2-Fold Cross Validation 

                    

% prediksi = 
94

100
× 100% = 94% 
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O.1.2. Model Klasifikasi SIMCA LOOCV 

   

 

% prediksi = 
106

112
× 100% = 95% 
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