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RINGKASAN 

 

 

Penentuan Aktivitas Antioksidan Ekstrak Daun Tanaman Menggunakan 

Metode Spektrofotometri Near Infrared dan Kemometrik; Ekananda Putri 

Kartikasari, 112210101035; 2017; 72 halaman; Fakultas Farmasi, Universitas 

Jember. 

 

Antioksidan merupakan senyawa yang dapat menangkal atau meredam 

dampak negatif oksidan dalam tubuh. Senyawa ini bekerja dengan cara mendonorkan 

salah satu elektronnya pada senyawa yang bersifat oksidan sehingga aktivitas 

senyawa oksidan tersebut terhambat. Pada penelitian ini dilakukan penentuan 

aktivitas antioksidan menggunakan instrumen spektrofotometri near infrared karena 

metode analisis yang umum digunakan untuk menentukan aktivitas antioksidan 

membutuhkan tahapan analisis yang panjang dan waktu analisis yang cukup lama. 

Keuntungan menggunakan metode spektrofotometri near infrared diantaranya adalah 

bersifat non destruktif, jumlah sampel yang dibutuhkan sedikit, hampir semua bentuk 

sampel dapat diteliti, dan teknik hampir tidak memerlukan pelarut kimia sehingga 

lebih ramah lingkungan.  

Penentuan aktivitas antioksidan dengan metode spektrofotometri near 

infrared 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 Support Vector Machines Regression (SVMR) dan Support 

Vector Machines Classification (SVMC). Penetapan kadar ini kemudian divalidasi 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


ix 

dengan metode validasi silang (cross validation) Leave-One-Out-Cross-Validation 

(LOOCV) dan 2-Fold Cross-Validation untuk menguji validitas model regresi. 

Metode pembanding yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode 

spektrofotometri UV-Vis menggunakan pereaksi DPPH 0,1 mM dengan pembanding 

Vitamin C. Berdasarkan hasil penelitian, model SVMR dengan spektroskopi NIR 

memberikan hasil terbaik dengan nilai R
2
 kalibrasi sebesar 0,9811205; R

2
 validasi 

sebesar 0,9741873; RMSEC sebesar 4,4940028, dan RMSEV sebesar 5,2207675. 

Validasi model juga memberikan nilai yang baik dengan R
2
 kalibrasi dan validasi 

LOOCV masing-masing sebesar 0,9802536 dan 0,9751751, sedangkan untuk R
2
 2-

Fold-Cross-Validation sebesar 0,9884. Model klasifikasi SVMC yang digunakan 

pada pengkategorian antara sampel yang memiliki aktivitas antioksidan dan tidak 

memiliki aktivitas antioksidan menghasilkan akurasi sebesar 100%. 

Model SVMC dan SVMR yang telah terbentuk dan tervalidasi kemudian 

diterapkan pada sampel nyata dan sampel simulasi sehingga diperoleh nilai IC50 

prediksi dalam sampel nyata dan sampel simulasi. Nilai IC50 pada sampel nyata yang 

diperoleh dari spektrofotometri near infrared sebesar 125,172 µg/ml untuk kapsul 

Stimuno, 252,350 µg/ml untuk kapsul Daun salam, dan 301,994 µg/ml untuk kapsul 

Daun Sirsak. Sedangkan nilai IC50 pada sampel simulasi yang diperoleh dari 

spektrofotometri near infrared sebesar 51,482 µg/ml untuk sampel dengan kode T, 

136,854 µg/ml untuk sampel dengan kode U, dan 64,570 µg/ml untuk sampel dengan 

kode V. Hasil analisis ini kemudian dibandingkan dengan nilai IC50 yang diperoleh 

dari metode spektrofotometri UV-Vis. Hasil penetapan nilai IC50 sampel yang 

diperoleh dari dua metode berbeda ini kemudian diuji dengan Uji T Dua Sampel 

Berpasangan dan dengan kurva regresi. Dari hasil yang didapatkan, dapat ditarik 

kesimpulan bahwa kadar yang diperoleh tidak memiliki perbedaan yang bermakna 

dengan nilai signifikansi 0,134, T hitung 1,575, dan R
2
 0,9511 sedangkan 

pengkategorian sampel nyata dan sampel simulasi dengan model SVMC memberikan 

persen kemampuan prediksi sebesar 83,333%.   
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Indonesia terkenal sebagai megadiversity country. Indonesia merupakan 

negara kepulauan yang luasnya mencapai 1,3% dari luas permukaan bumi sehingga 

Indonesia memiliki keanekaragaman hayati dan Sumber Daya Genetik (SGD) yang 

melimpah (Kementerian Lingkungan Hidup RI, 2014a). Indonesia merupakan salah 

satu dari 12 Pusat Keanekaragaman Hayati Dunia yang memiliki ± 28.000 jenis 

tanaman dan diantaranya terdapat 400 jenis buah yang dapat dimakan dan sangat 

bermanfaat. Selain itu, Indonesia memiliki 7500 jenis tanaman obat yang merupakan 

10% tanaman obat yang ada di dunia. Namun, hanya 940 spesies tanaman yang telah 

teridentifikasi dan lebih dari 6000 spesies tanaman dimanfaatkan sebagai bahan 

makanan, pakaian, dan obat-obatan (Kementerian Lingkungan Hidup RI, 2014). 

Masih banyak tanaman di Indonesia yang belum diteliti untuk mengetahui potensinya 

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

mencari informasi kandungan senyawa kimia melalui penelitian ilmiah menjadi 

sangat penting. 

Berbagai tahapan pengerjaan dilakukan untuk memperoleh kandungan kimia 

dari suatu tanaman, dimulai dari ekstraksi, skrining, dan identifikasi komponen kimia 

(Harborne, 1987). Pembuatan sediaan ekstrak dimaksudkan agar zat berkhasiat yang 

terdapat pada simplisia didapat dalam bentuk sediaan yang memiliki kadar tinggi 

(Anief, 1987). Keuntungan dari penggunaan ekstrak dibandingkan dengan 

menggunakan simplisia adalah lebih sederhana dan bobot pemakaian yang lebih 

sedikit dibandingkan dengan bobot tanaman aslinya. 

Kandungan senyawa kimia pada berbagai tanaman dijumpai secara tersebar 

ataupun terpusat pada organ tubuh tanaman seperti daun, bunga, buah, biji, akar, 

rimpang, atau kulit batang (Hornok, 1992). Pada beberapa bagian tanaman, terutama 

pada sel tanaman yang mengalami fotosintesis yaitu pada bagian daun, telah banyak 
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ditemukan senyawa fenolik (Kumar dan Pandey, 2013). Dimana senyawa tersebut 

merupakan salah satu sumber antioksidan alami. 

Antioksidan adalah suatu senyawa yang dapat menunda atau mencegah 

terjadinya reaksi oksidasi radikal bebas. Radikal bebas adalah molekul yang 

mengandung satu atau lebih elektron yang tidak berpasangan. Radikal bebas ini 

sangat reaktif dan berperan terhadap patologi berbagai penyakit degeneratif antara 

lain kanker, aterosklerosis, jantung koroner, rematik, katarak, dan penyakit 

degeneratif saraf seperti parkinson (Silalahi, 2006). Oleh karena itu, dibutuhkan 

tambahan asupan antioksidan dari luar tubuh agar kapasitas radikal bebas untuk 

menimbulkan kerusakan dapat dikurangi (Soltani dan Baharara, 2014). 

Terdapat beberapa metode yang digunakan untuk mengidentifikasi adanya 

aktivitas antioksidan, diantaranya yaitu melihat nilai Inhibition Concentration 50% 

(IC50) menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis dengan reagen 2,2-Diphenyl-1-

picrylhydrazyl (DPPH) (Brand-Williams dkk., 1995; Zuhra dkk., 2008; Dehpour 

dkk., 2009) dan near infrared (NIR) (Wu dkk., 2012). Metode spektrofotometri NIR 

merupakan salah satu pilihan yang efektif untuk analisis karena merupakan teknik 

analisis non destruktif. Keuntungan penggunaan NIR yaitu dapat menganalisis 

dengan kecepatan tinggi, tidak menimbulkan polusi, dan tidak memerlukan bahan 

kimia (Karlinasari dkk., 2012). Spektrum infra merah yang dihasilkan merupakan 

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

kompleks. Spektrum ini sangat rumit, perbedaan antara spektrum dari tanaman yang 

sejenis tidak tampak dengan jelas dan pada umumnya tidak dapat diinterpretasikan 

secara visual (Sim dkk., 2004). 

Teknik kemometrik seperti analisis multivariat dapat digunakan untuk 

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

2013). Manfaat dari metode statistik multivariat tersebut adalah kemampuannya 

untuk mengekstrak informasi spektrum yang diperlukan dari spektrum inframerah 

dan menggunakan informasi tersebut untuk aplikasi secara kualitatif dan kuantitatif. 

Metode statistik multivariat sering disebut dengan metode kemometrik (Ritz dkk., 
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2011). Pada penelitian ini digunakan metode kemometrik Linear Discriminant 

Analysis (LDA) dan Partial Least Square (PLS), dimana dua metode tersebut 

merupakan metode yang paling banyak digunakan secara luas.  

Mengacu pada uraian tersebut, maka dalam penelitian ini akan dilakukan 

penentuan aktivitas antioksidan pada ekstrak daun tanaman menggunakan metode 

spektrofotometri NIR dan kemometrik. Hasil nilai kadar yang didapatkan akan 

dibandingkan dengan hasil nilai kadar pada analisis menggunakan metode 

spektofotometri UV-Vis. 

1.2 Rumusan Masalah 

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

1. Apakah metode spektrofotometri near infrared dan kemometrik dapat 

menentukan aktivitas antioksidan (IC50) pada ekstrak daun tanaman? 

2. Apakah aktivitas antioksidan (IC50) sampel nyata yang ditetapkan dengan 

metode NIR-kemometrik tidak berbeda signifikan dengan metode DPPH? 

1.3 Tujuan Penelitian 

1. Menentukan aktivitas antioksidan (IC50) pada ekstrak daun tanaman dengan 

metode spektrofotometri near infrared dan kemometrik. 

2. Mengetahui ada atau tidaknya perbedaan yang signifikan antara aktivitas 

antioksidan (IC50) yang ditetapkan dengan metode NIR-kemometrik 

dibandingkan dengan metode DPPH. 
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1.4 Manfaat Penelitian 

1. Memberikan pengetahuan tentang metode analisis aktivitas antioksidan 

yang lebih sederhana, cepat, dan mudah. 

2. Bagi mahasiswa peneliti dapat mengasah kemampuan, kreativitas dan 

keahlian di bidang kimia analisis. 

3. Memberikan pengetahuan tentang aktivitas antioksidan yang terdapat pada 

beberapa daun tanaman. 

4. Model yang diperoleh dapat digunakan untuk efisiensi screening obat baru. 

5. Model yang dihasilkan dapat digunakan sebagai kontrol kualitas bahan baku 

ekstrak herbal. 

1.5 Batasan penelitian 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah: 

1. Penentuan aktivitas antioksidan menggunakan spektrofotometri UV-Vis 

dengan reagen DPPH dan aktivitas antioksidan dinyatakan dengan nilai 

IC50. 

2. 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 (folium) merupakan satu dari struktur utama tanaman yang memiliki 

fungsi utama sebagai pelaksana proses fotosintesis. Dalam proses tersebut, daun 

melakukan fungsi eksternalnya yaitu melakukan respirasi, transpirasi dan absorbsi 

cahaya (Haryadi, 2013). 

Fungsi utama daun adalah membuat makanan melalui fotosintesis. Hal ini 

terjadi pada helaian daun yang tipis. Pada kebanyakan tanaman dikotil, helaian daun 

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

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

(Cutter, 1989). 

Daun mempunyai bentuk dan ukuran yang bervariasi, mulai dari yang 

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

ukurannya tampak bervariasi, pada dasarnya daun terdiri dari tiga bagian, yaitu 

bagian pelepah (vagina), tangkai daun (petiolus) dan helaian daun (lamina). Daun 

yang memiliki ketiga bagian tersebut dinamakan daun lengkap. Pada sebagian besar 

tanaman, daun hanya terdiri dari satu atau dua bagian saja. Daun-daun tersebut 

dinamakan sebagai daun tidak lengkap (Latifa, 2015). 

2.2 Simplisia 

Menurut Materia Medika Indonesia jilid VI (1995a), simplisia adalah bahan 

alami yang digunakan sebagai obat, belum mengalami pengolahan secara sederhana, 

dan kecuali dikatakan lain, merupakan bahan yang telah dikeringkan. Berdasarkan 

sumbernya, simplisia dapat dibedakan menjadi tiga, yaitu simplisia nabati, simplisia 

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

berupa tanaman utuh, bagian tanaman atau eksudat tanaman. Eksudat adalah isi sel 
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yang secara spontan keluar dari tanaman atau isi sel yang dengan cara tertentu 

dipisahkan dari tanamannya dan belum berupa zat kimia. Simplisia hewani 

merupakan simplisia yang berupa hewan atau bagian hewan (zat-zat berguna) yang 

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

merupakan simplisia yang berupa bahan-bahan pelikan (mineral) yang belum diolah 

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

2.3 Ekstrak 

Menurut Farmakope Indonesia edisi IV (1995), ekstrak merupakan sediaan 

kental yang diperoleh dengan mengekstrak senyawa aktif dari simplisia nabati atau 

simplisia hewani menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semua atau hampir 

semua pelarut diuapkan dan massa atau serbuk yang tersisa diperlakukan sedemikian 

rupa sehingga memenuhi baku yang ditentukan. 

Menurut (Voigt, 1995), ekstrak dapat dikelompokkan atas dasar sifatnya, antara lain: 

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

dan dapat dituang. 

b. Ekstrak kental, merupakan sediaan yang kuat dalam keadaan dingin dan 

tidak dapat dituang, dimana kandungan airnya berjumlah sampai 30%. 

Tingginya kandungan air menyebabkan sediaan obat tidak stabil karena 

cemaran bakteri (merupakan medium tumbuh yang baik untuk bakteri). 

c. Ekstrak kering, merupakan ekstrak yang memiliki konsentrasi kering dan 

mudah digoyangkan dan sebaiknya memiliki kelembaban tidak kurang dari 

5%. 

d. Ekstrak cair, meruapakan ekstrak yang dibuat sedemikian sehingga satu 

bagian simplisia sesuai dengan dua bagian ekstrak cair 
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2.4 Metode Ekstraksi 

Ekstraksi adalah kegiatan penarikan kandungan kimia yang dapat larut hingga 

kandungannya terpisah dari bahan yang tidak dapat larut dengan pelarut cair. 

Simplisia yang akan diekstraksi mengandung senyawa aktif yang dapat larut dan 

senyawa aktif yang tidak larut seperti serat, karbohidrat, protein, dan lain-lain (DirJen 

POM, 2000). Tujuan ekstraksi bahan alam adalah untuk menarik kandungan kimia 

yang terdapat pada bahan alam. Ekstraksi didasarkan pada prinsip perpindahan massa 

komponen zat padat ke dalam pelarut yang sesuai, dimana perpindahan tersebut mulai 

terjadi pada lapisan antar muka kemudian berdifusi masuk ke dalam pelarut 

(Harborne, 1987). Menurut DirJen POM (2000) terdapat beberapa metode ekstraksi, 

antara lain: 

a. Maserasi, merupakan proses ekstraksi simplisia yang menggunakan pelarut 

dengan beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperatur ruangan 

(kamar). Maserasi kinetik di lakukan dengan pengadukan secara kontinu 

(terus menerus). Remaserasi dilakukan dengan pengulangan penambahan 

pelarut setelah di lakukan penyaringan maserat pertama dan seterusnya.  

b. Perkolasi, merupakan ekstraksi dengan menggunakan pelarut yang selalu 

baru hingga penyarian sempurna, umumnya di lakukan pada temperatur 

ruangan. Proses ini terdiri dari tahapan pengembangan bahan, tahap maserasi 

antara, dan tahap perkolasi sebenarnya (penetesan / penampungan ekstrak) 

yang terus menerus hingga ekstrak habis tersari. 

c. Refluks, merupakan ekstraksi dengan pelarut pada temperatur titik didihnya, 

selama waktu tertentu dan dengan jumlah pelarut yang relatif konstan 

dengan adanya pendingin balik. 

d. Sokletasi, merupakan ekstraksi yang menggunakan pelarut yang selalu baru, 

umumnya dilakukan dengan alat khusus sehingga terjadi ekstraksi kontinu 

dan jumlah pelarut relatif konstan dengan adanya pendingin balik. 

e. Digesti, merupakan maserasi dengan pengadukan kontinu pada temperatur 

yang lebih tinggi dari temperatur ruangan yaitu pada temperatur 40-50
o 
C. 
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f. Infus, merupakan ekstraksi dengan pelarut air pada temperatur penangas air 

mendidih, temperatur terukur 96-98
o
 C selama waktu tertentu (15-20 menit). 

g. Dekok, merupakan infus pada waktu yang lebih lama (≥ 30º C) dengan 

temperatur sampai titik didih air. 

2.5 Radikal Bebas 

Oksigen adalah atom yang sangat reaktif sehingga mampu menjadi bagian 

molekul yang berpotensi menyebabkan kerusakan yang biasa disebut radikal bebas. 

Radikal bebas tersebut menyerang sel-sel tubuh yang sehat, akibatnya sel-sel tersebut 

kehilangan struktur dan fungsinya (Percival, 1998). Radikal bebas merupakan 

molekul dengan elektron yang tidak berpasangan. Radikal bebas sangat tidak stabil 

dan dapat bereaksi cepat dengan senyawa lain, serta berusaha menangkap elektron 

agar memperoleh stabilitas (Sarma dkk., 2010). Radikal bebas dianggap berbahaya 

karena sangat reaktif dalam upaya mendapatkan pasangan elektronnya dan radikal 

bebas baru dapat terbentuk dari atom atau molekul yang elektronnya diambil untuk 

berpasangan dengan radikal bebas sebelumnya. Oleh karena memiliki sifat yang 

sangat reaktif dan gerakan yang tidak beraturan, bila terjadi dalam tubuh makhluk 

hidup akan menimbulkan kerusakan di berbagai bagian sel (Muhilal, 1991). 

Oksigen yang sangat reaktif dan oksidasi dari protein, lemak, dan unsur lain 

dalam tubuh dapat menghasilkan radikal bebas. Selain itu, radikal bebas juga dapat 

disebabkan oleh lingkungan seperti produk samping dari industri plastik, ozon 

atmosfer, asap knalpot kendaraan, dan asap rokok. Kerusakan sel akibat radikal bebas 

tampaknya memiliki kontribusi terhadap penuaan dan berbagai penyakit degeneratif 

seperti kanker, penyakit jantung, katarak, penurunan sistem kekebalan tubuh, dan 

disfungsi otak (Percival, 1998; Tambayong, 2000). 

Pembentukan radikal bebas dikendalikan secara alami oleh berbagai senyawa 

bermanfaat yang dikenal sebagai antioksidan. Namun apabila ketersediaan 

antioksidan terbatas, maka kerusakan dapat terakumulasi dan melemahkan fungsi sel-
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sel tubuh. Pada serangan awal, radikal bebas dapat dinetralkan namun radikal bebas 

lain yang terbentuk dalam proses dapat menyebabkan reaksi berantai (Percival, 

1998). 

2.6 Antioksidan 

Secara kimiawi, senyawa antioksidan merupakan senyawa pemberi elektron 

(electron donors). Secara biologis, pengertian antioksidan adalah senyawa yang dapat 

menangkal atau meredam dampak negatif oksidan dalam tubuh. Antioksidan bekerja 

dengan cara mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan 

sehingga aktivitas senyawa oksidan tersebut dapat dihambat. Reaksi penghambatan 

antioksidan: 

 

Inisiasi:  LH + R• L• + RH 

Propagasi: L• + O2 LOO• 

 LOO• + LH L• + LOOH 

Terminasi: L• + AH LH + A• 

 LOO• + A• LOOA 

 

Menurut Antolovich dkk. (2002), antioksidan dapat menghambat maupun 

memperlambat pada tahapan inisiasi dengan mendonorkan salah satu elektronnya 

pada lemak radikal (L•) dan menghambat pada tahap propagasi dengan cara bereaksi 

dengan radikal peroksi (LOO•) membentuk senyawa peroksi antioksidan (LOOA). 

2.7 Metode Pengujian Aktivitas Antioksidan 

Uji aktivitas antioksidan dapat dilakukan secara in vivo maupun secara in 

vitro. Metode uji aktivitas antioksidan ada beberapa macam diantaranya metode 

DPPH, metode aktivitas penghambatan nitrogen monoksida radikal, metode ABTS, 
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metode FRAP, metode kapasitas serapan radikal oksigen (ORAC), metode kekuatan 

pereduksi, metode xantin oksidase, metode aktivitas penghambat radikal hidroksil, 

dan metode lipid peroksidasi mikrosomal. 

 

 

2.7.1 Metode DPPH 

Pada uji aktivitas antioksidan ini digunakan DPPH sebagai penghasil radikal 

hidroksil (Kim dkk., 2002). DPPH dalam metode ini berperan sebagai radikal bebas 

yang diredam oleh antioksidan dari bahan uji, dimana DPPH akan ditangkap oleh 

antioksidan melalui donasi atom hidrogen dari antioksidan sehingga membentuk 

DPPH-H tereduksi (Molyneux, 2004). 

Reaksi penangkapan hidrogen oleh DPPH dari senyawa antioksidan 

menyebabkan perubahan warna yang dapat diukur dengan spektrofotometer UV-Vis 

pada panjang gelombang 515-520 nm pada pelarut organik (metanol atau etanol) 

(Molyneux, 2004). Penambahan antioksidan dengan berbagai konsentrasi akan 

menghilangkan warna ungu dan berangsur-angsur menjadi kuning sesuai besarnya 

konsentrasi zat antioksidan. Persen penghambatan akan meningkat dengan 

meningkatnya konsentrasi dari ekstrak (Dehpour dkk., 2009). 

 

Tabel 2.1 Tingkat kekuatan antioksidan dengan metode DPPH 

Intensitas Nilai IC50 

Sangat aktif Kurang dari 50 ppm 

Aktif 50 - 100 ppm 

Sedang 101 - 150 ppm 

Lemah 151 - 200 ppm 
Sumber: Zuhra dkk., 2008 
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Kelebihan dari metode DPPH adalah secara teknis sederhana, cepat dan hanya 

membutuhkan spektrofotometer UV-Vis (Karadag dkk., 2009). Menurut Prakash dkk. 

(2001), metode DPPH mudah digunakan, cepat, cukup teliti, dan baik digunakan 

dalam pelarut organik, khususnya alkohol. Kontrol positif yang sering digunakan 

dalam metode ini yaitu asam askorbat (vitamin C) dan α-tokoferol (Molyneux, 2004). 

 

 

2.7.2 Aktivitas Penghambatan Radikal Nitrogen Monoksida 

Nitrogen monoksida memiliki elektron yang tidak berpasangan sehingga 

diklasifikasikan sebagai radikal bebas. Penghambatan secara in-vitro dari radikal 

nitrogen monoksida juga diukur sebagai aktivitas antioksidan. Metode ini didasarkan 

pada inhibisi dari pembentukan radikal nitrogen monoksida yang dihasilkan dari 

natrium nitroprusid dalam dapar phosphate saline dan diukur dengan pereaksi Griess. 

Dengan adanya penghambatan, absorbansi diukur pada 546 nm. Aktivitas ini 

menunjukkan sebagai % reduksi dari oksida nitrat (Alam dkk., 2013). 

 

 

2.7.3 Metode ABTS 

Metode peredaman radikal ABTS●+ merupakan metode uji untuk mengukur 

kapasitas antioksidan yang secara langsung bereaksi atau meredam radikal ABTS●+. 

ABTS●+ merupakan radikal dengan karakteristik warna biru kehijauan yang ketika 

tereduksi oleh antioksidan menjadi bentuk nonradikal (ABTS) yang tidak berwarna. 

Metode ini berdasarkan penghambatan pembentukan kation radikal ABTS dengan 

absorpsi maksimum pada panjang gelombang 750 nm dengan spektrofotometer 

diode-array (Alam dkk., 2013). 
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2.7.4 Metode FRAP 

FRAP (Ferric Reducing Ability of Plasma) merupakan salah satu uji 

kemampuan antioksidan untuk mereduksi Fe
3+

. Prinsip metode ini berdasarkan 

adanya reduksi dari kompleks Fe
3+

 dan TPTZ (2,3,5-triphenyl-1,3,4-triaza-2-

azoniacyclopenta-1,4-diene-chloride) serapannya diukur pada 593 nm menggunakan 

spekrofotometer diode-array (Alam dkk., 2013). 

 

 

2.7.5 Kapasitas Serapan Radikal Oksigen (ORAC) 

ORAC merupakan metode analisis yang baru yang dapat digunakan untuk 

menguji aktivitas antioksidan makanan dan senyawa kimia lainnya. Uji ini dilakukan 

dengan menggunakan trolox (analog vitamin E) sebagai standar untuk menentukan 

trolox ekuivalen (TE). Nilai ORAC kemudian dihitung dari TE dan dinyatakan 

sebagai satuan atau nilai ORAC. Semakin tinggi nilai ORAC, semakin besar 

kekuatan nilai antioksidannya. Pengukuran ini berdasarkan pembentukan radikal 

bebas menggunakan AAPH (2,2-azobis-2-amidopropane-dihydrochloride) dan 

pengukuran penurunan fluoresensi akibat adanya penghambatan radikal bebas (Alam 

dkk., 2013). 

 

 

2.7.6 Metode Aktivitas Penghambatan Radikal Hidroksil 

Metode ini melibatkan pembentukan radikal hidroksil secara in vitro 

menggunakan campuran ekstrak, 2-deoxy-dribose, FeCl3, asam askorbat, EDTA, dan 

H2O2 kemudian ditambahkan thiobarbituric acid dan trichloroacetic acid. 

Penghambatan radikal hidroksil dengan adanya antioksidan diukur dengan 

spektroskopi pada panjang gelombang 532 nm, dibandingkan dengan blanko negatif. 

Aktivitas ini dinyatakan dengan penghambatan radikal hidroksil (Alam dkk., 2013). 
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2.7.7 Metode Kekuatan Pereduksi 

Prinsip metode ini yaitu peningkatan serapan dari campuran yang bereaksi. 

Peningkatan serapan menunjukkan peningkatan aktivitas antioksidan. Pada metode 

ini campuran antioksidan membentuk kompleks berwarna dengan kalium ferisianida, 

trikloroasetat dan besi (III) klorida, yang diukur pada panjang gelombang 700 nm. 

Peningkatan serapan dari reaksi menunjukkan kekuatan inhibisi dari sampel (Alam 

dkk., 2013). 

 

 

2.7.8 Lipid Peroksidasi Mikrosomal 

Uji ini merupakan salah satu uji yang sering dilakukan untuk mengukur 

peroksidasi lipid. Metode ini melibatkan isolasi mikrosom dari hati tikus. Proses 

peroksidasi lipid menghasilkan sejumlah malonaldehida (MDA). Lapisan atas organ 

diambil dan dilihat pada panjang gelombang 532 nm (Alam dkk., 2013). 

 

 

2.7.9 Metode Xantin Oksidase 

Metode ini merupakan salah satu metode untuk mengukur aktivitas 

antioksidan. Adanya antioksidan diukur dari persentase inhibisi aktivitas xantin 

oksidase dengan spektrofotrometer pada panjang gelombang 293 nm (Alam dkk., 

2013). 

2.8 Spektofotometri UV-Vis 

Teknik spektroskopi merupakan salah satu teknik analisis fisiko-kimia yang 

mengamati interaksi antara atom atau molekul dengan radiasi elektromagnetik 

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

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

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

elektron dari orbital keadaan dasar yang berenergi rendah ke orbital keadaan 

tereksitasi yang berenergi lebih tinggi. Energi yang terserap kemudian terbuang 

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

Fessenden, 1995). Output dari spektrofotometri UV-Vis dapat berupa spektra yang 

digunakan sebagai informasi kualitatif dan dapat digunakan untuk analisis kuantitatif. 

2.9 Near Infrared Spectroscopy (NIR) 

Teknologi spektroskopi near infrared (NIR) adalah salah satu teknologi 

modern yang dapat menggantikan metode konvensional dan telah sukses 

diaplikasikan pada produk pertanian, farmasi, petrokimia dan lingkungan 

(Andasuryani dkk., 2014). Teknologi NIR telah berkembang sebagai salah satu 

metode non destruktif, dapat menganalisis dengan kecepatan tinggi, tidak 

menyebabkan polusi, dan tidak memerlukan bahan kimia. Spektroskopi NIR 

menggunakan gelombang elektromagnetik dengan panjang gelombang 780 nm - 2500 

nm atau 12.800 cm
-1

 - 4000 cm
-1

 (Schwanninger dkk., 2011). 

Teknik dalam Spektroskopi NIR didasarkan pada pengukuran cahaya yang 

dipantulkan atau ditransmisikan oleh sampel dimana 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. Awalnya, 

sampel disinari oleh sumber cahaya dan cahaya yang dipantulkan atau ditransmisikan 

oleh sampel terkumpul pada detektor yang nantinya diubah menjadi sebuah spektrum 

(Lukman, 2015). 
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Gambar 2.1 Instrumentasi NIR (Reich, 2005) 

 

Spektra NIR dapat menjadi kompleks karena seringkali pita spektra yang 

dihasilkan memunculkan puncak yang saling tumpang tindih sehingga sulit 

menentukan pita spektra tungalnya (Karlinasari dkk., 2012). Untuk melakukan 

analisis NIR secara kualitatif atau kuantitatif, diperlukan metode  metode statistik 

yaitu kemometrika (Reich, 2005). 

2.10 Kemometrik dan Multivariat 

Kemometrika adalah bidang interdisipliner yang menggunakan matematika 

dan statistik multivariat untuk memproses, mengekstraksi, dan memahami informasi 

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

kemometrika, namun ada beberapa bidang yang didukung kuat dengan penggunaan 

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

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

Analisis secara multivariat adalah analisis yang menggunakan banyak variabel 

untuk mendeskripsikan sistem. Keuntungan dari sistem multivariat adalah selektivitas  

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

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

multivariat menyediakan metode untuk mengurangi data berukuran besar yang 

diperoleh dari instrumen, seperti spektrofotometer. 
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Metode kalibrasi multivariat dapat dibagi berdasarkan kegunaan kualitatif 

atau kuantitatif. Untuk analisis kualitatif dapat menggunakan Principal Component 

Analysis (PCA), Linear Discriminant Analysis (LDA), dan Soft Independent 

Modelling of Class Analogy (SIMCA). Sedangkan untuk analisis kuantitatif dapat 

diklasifikasikan menjadi Partial Least Square (PLS), dan Support Vector Regression 

(SVM) (Roggo dkk., 2007). 

 

 

2.10.1 Principal Component Analysis (PCA) 

PCA secara umum dikenal sebagai teknik interpretasi multivariat. PCA 

digunakan sebagai alat statistik melalui penggunaan komponen-komponen yang 

diturunkan dalam sebuah model regresi untuk memprediksi variabel respon yang 

tidak teramati menggunakan komponen utama. Komponen utama bertujuan untuk 

menjelaskan sebanyak mungkin keragaman data dengan kombinasi linier yang 

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

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

Komponen utama pertama menjelaskan variasi terbesar dari data diikuti dengan 

komponen utama kedua dan seterusnya (Varmuza, 2001). 

Komponen-komponen utama ini dipilih sedemikian rupa sehingga PC1 

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

komponen utama pertama dan memiliki variasi terbesar berikutnya (Miller dan 

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

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

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

yang baik (Varmuza, 2001).  

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


17 

 

2.10.2 Linear Discriminant Analysis (LDA) 

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 dkk., 2007). Dengan menggunakan Bayes’ formula, 

pendekatan DA berbeda dengan pendekatan SIMCA. DA menganggap bahwa sampel 

harus menjadi bagian dari salah satu kategori yang dianalisis (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). 

 

 

2.10.3 Soft Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA) 

Pemodelan SIMCA dibentuk berdasarkan pembuatan model PCA dalam 

training set. Sampel yang tidak diketahui kemudian dibandingkan dengan model 

SIMCA dan pengkategorian dinilai berdasarkan analogi pada sampel percobaan 

(Camo, 2005). 

SIMCA menentukan jarak kategori, kemampuan pemodelan dan diskriminasi. 

Jarak kategori dapat dihitung sebagai jarak geometrik dari model komponen-

komponen utama. Pendekatan lain menganggap bahwa tiap kategori dibatasi dengan 

jarak wilayah yang mewakili persentase tingkat kepercayaan (biasanya 95%). 

Kemampuan diskriminasi mengukur seberapa baik variabel membedakan antara dua 
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kategori. Sedangkan kemampuan pemodelan mengukur pengaruh variabel terhadap 

19 model yang diberikan. Alat yang berguna untuk interpretasi hasil SIMCA adalah 

plot Coomans yang dapat menunjukkan diskriminasi dua kategori (Berrueta dkk., 

2007). 

 

 

2.10.4 Partial Least Square (PLS) 

PLS merupakan salah satu teknik kalibrasi multivariat yang sangat luas 

digunakan dalam analisis kuantitatif data spektroskopi dan elektrokimia (Abdollahi 

dkk., 2003). Model kalibrasi dengan menggunakan PLS dapat digunakan untuk 

memprediksi komposisi suatu bahan, menggantikan metode konvensional yang 

membutuhkan waktu lama di laboratorium (Masithoh dkk., 2012). PLS menggunakan 

informasi yang terdapat pada prediktor dan respon. PLS membutukan sedikit faktor 

untuk mendapatkan hasil yang optimal karena terfokus pada prediksi variabel respon 

(Camo, 2005). 

 

 

2.10.5 Support Vector Machines (SVM) 

Berbeda dengan metode yang lain, metode ini menggunakan kernel function 

(Camo, 2005). 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). 
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2.11 Validasi Silang 

Validasi silang (cross validation) banyak digunakan dalam metode 

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

validasi silang adalah metode untuk menguji validitas model regresi dengan 

menggunakan data uji di luar data yang digunakan dalam fitting regresi (Pranowo 

dkk., 2007). 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. 

Ada beberapa tipe dan cara validasi silang yaitu Leave-one-out, K-fold cross 

validation, dan 2-fold cross-validation. Penjelasan dari masing-masing tipe tersebut 

adalah sebagai berikut: 

 

 

2.11.1 Leave One Out Cross Validation 

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

yang berarti meninggalkan satu untuk validasi silang, yaitu dengan melibatkan 

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

sampel pengamatan yang tersisa digunakan sebagai training set. Hal ini dilakukan 

berulang pada setiap observasi dalam sampel yang digunakan sekaligus sebagai data 

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

dengan jumlah sampel asli pengamatan. 

 

 

2.11.2 K Fold Cross Validation 

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

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

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

subsampel digunakan sebagai training set. Proses validasi silang yang kemudian 
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berulang k-kali (lipatan), dengan masing-masing k-subsampel digunakan tepat satu 

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

dikombinasi) untuk menghasilkan estimasi tunggal.Keuntungan dari metode ini 

adalah seluruh sampel pengamatan digunakan secara acak dan berulang sebagai data 

pelatihan dan validasi. 

 

 

2.11.3 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 Juni 2016 sampai bulan Mei 2017. 

3.2 Rancangan Penelitian 

 Langkah awal yang dilakukan yaitu melakukan ekstraksi pada simplisia 

tanaman. Ekstraksi dilakukan dengan metode ultrasonikasi dan metode maserasi 

menggunakan metanol 98%. Dari proses tersebut didapatkan ekstrak kental yang 

dikeringkan hingga menjadi ekstrak kering. Nilai IC50 ditentukan dengan 

spektrofotometer UV-Vis menggunakan pereaksi DPPH. Analisis aktivitas 

antioksidan dilakukan dengan melihat pola spektrumnya melalui spektroskopi 

inframerah yang dikombinsi dengan analisis kemometrik. 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 nilai IC50 dalam sampel nyata. Nilai IC50 yang 

diperoleh kemudian dibandingkan dengan nilai IC50 dengan metode DPPH. 

3.3 Alat dan Bahan Penelitian 

3.3.1 Alat Penelitian  

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

Vis (Hitachi U-1800), spektrofotometer near infrared (Brimrose Luminar 3070), 

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

ultrasonicator (Elmasonic), rotavapour, oven, timbangan analitik digital, blender, 

erlenmeyer, corong, cawan porselin, sendok ekstrak, kertas saring, dan alat gelas. 
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3.3.2 Bahan Penelitian  

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

yang berasal dari UPT Materia Medika, Kota Batu, Malang, ekstrak daun yang telah 

tersedia (Tabel 3.2), metanol 98% pa (Merck), metanol teknis, aerosil 

(pharmaceutical grade), DPPH (sigma-aldrich), asam askorbat (pharmaceutical 

grade), kertas saring, alumunium foil. 

 

Tabel 3.1 Simplisia yang digunakan 

No Spesies Tanaman Nama Ilmiah 

1. Daun kunir putih Kaempferia rotunda L. 

2. Daun mangga Mangifera indica L. 

3. Daun buncis Phaseolus vulgaris L. 

4. Daun pepaya Carica papaya L 

5. Daun mengkudu Morinda citrifolia L. 

6. Daun patikan kebo Euphorbiae hirtae 

7. Daun katuk Sauropus androgynus Merr. 

8. Daun sirih Piper betle 

9. Daun sirsak Annona muricata Linn. 

10. Daun pandan Pandanus amaryllifolius Roxb. 

 

Tabel 3.2 Ekstrak daun yang sudah jadi 

No Ekstrak Nama Ilmiah 

1. Daun kluwih Artocarpus camansi 

2. Daun pare Momordica charantia 

3. Daun juwet Syzygium cumini 

4. Daun pletekan Ruellia tuberose 

5. Daun sirih merah Piper crocatum 

6. Daun kopi robusta Coffea canephora 

7. Daun kopi arabika Coffea arabica 

8. Daun mimba Azadirachta indica 

9. Daun putri malu Mimosa pudica 

10. Daun kemangi Ocymum basilicum 
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3.4 Alur Penelitian 

 

 
Gambar 3.1 Skema alur penelitian 
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3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Pengumpulan Sampel  

Sampel diperoleh dari ekstrak daun yang sudah tersedia di laboratorium-

laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Jember dan dari pembuatan ekstrak daun 

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

mengkudu, daun binahong, daun patikan kebo, daun belimbing wuluh, daun katuk, 

daun sirih, daun jambu biji, daun lamtoro, daun sirsak, dan daun pandan. 

Pemilihan teknik pengambilan sampel merupakan upaya penelitian untuk mendapat 

sampel yang representatif (mewakili), yang dapat menggambarkan populasinya. 

Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah sampel dengan maksud 

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

peneliti saja yang menganggap unsur-unsur yang dikehendaki telah ada dalam 

anggota sampel yang diambil (Nasution, 2003). 

Tahap awal dalam proses sampling adalah survei. Survei dilakukan di 

laboratorium-laboratorium Fakultas Farmasi Universitas Jember. Survei dilakukan 

dengan mendata ekstrak daun yang tersedia dan menentukan ekstrak manakah yang 

akan digunakan berdasarkan jumlah masing-masing ekstrak. Pengambilan sampel 

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

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

laboratorium. 

Peneliti tidak melakukan identifikasi masing-masing sampel tanaman, 

sehingga untuk selanjutnya nama tanaman menggunakan identitas kode tanaman 

(Tabel 3.3). Dari tanaman-tanaman tersebut dipilih tanaman yang digunakan untuk 

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

pengkategoriannya dan digunakan untuk membentuk model klasifikasi kemometrik. 

Sedangkan test set terdiri dari objek/sampel yang diketahui pengkategoriannya namun 

digunakan untuk mengevaluasi reliabilitas model yang telah dibentuk oleh training 

set (Berrueta dkk., 2007). 
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Tabel 3.3 Identitas kode tanaman 

No. Kode Nama Tanaman 

1. A Daun kopi arabika muda 

2. B Daun kopi arabika tua 

3. C Daun juwet 

4. D Daun kluwih 

5. E Daun kunir 

6. F Daun mangga 

7. G Daun patikan kebo 

8. H Daun pletekan 

9. I Daun buncis 

10. J Daun katuk 

11. K Daun mengkudu 

12. L Daun pare 

13. M Daun sirih merah 

14. N Daun sirih 

15. O Daun sirsak 

16. P Daun pandan 

17. Q Daun pepaya 

18. R Daun kopi robusta muda 

19. S Daun kopi robusta tua 

20. T Daun mimba 

21. U Daun kemangi 

22. V Daun putri malu 

 

 

3.5.2 Pembuatan Ekstrak 

Daun yang telah kering diangin-anginkan dan dioven selama 10 - 15 menit 

untuk menghilangkan kelembaban pada daun. Daun yang sudah kering diblender 

hingga daun menjadi serbuk. Serbuk daun ditimbang sebanyak 80 gram diletakkan di 

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

erlenmeyer berisi 40 gram serbuk. Sebanyak 400 ml metanol ditambahkan pada 

masing-masing erlenmeyer kemudian di ekstraksi dengan ultrasonikator selama 1 

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

kemudian disaring menggunakan kertas saring. Filtrat dipekatkan menggunakan 

rotavapor pada suhu 60 °C untuk menguapkan pelarut dan diperoleh ekstrak kental. 
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Ekstrak kental dikeringkan dengan aerosil. Selanjutnya ekstrak yang sudah kering 

digerus sampai halus dan diayak dengan ayakan B-60, kemudian disimpan dalam vial 

yang telah diberi label. 

 

 

3.5.3 Penentuan Nilai IC50 dengan Spektrofotometer UV-Vis 

a Pembuatan larutan DPPH 0,1mM 

Serbuk DPPH ditimbang sebanyak 2 mg, dilarutkan dalam 50 ml metanol 

teknis sehingga didapatkan larutan DPPH dengan konsentrasi 0,1 mM. Larutan ini 

kemudian disimpan dalam botol gelap dan untuk setiap pengujian dibuat baru. 

b Penentuan panjang gelombang maksimum 

Sebelum pengujian aktivitas antioksidan dilakukan penentuan panjang 

gelombang maksimum yaitu dengan mengambil 1,2 ml larutan DPPH 0,1 mM. 

Kemudian menambahkan 0,3 ml metanol teknis. Campuran dikocok sampai homogen 

dan diinkubasi selama 30 menit di tempat gelap. Serapan diukur dengan 

spektrofotometer UV-Vis yang telah diatur panjang gelombangnya dari 400 nm – 800 

nm. 

c Penentuan waktu inkubasi sampel 

Penentuan waktu inkubasi dilakukan dengan cara 1,2 ml DPPH 0,1 mM 

ditambahkan dengan 0,3 ml larutan uji. Campuran dikocok sampai homogen 

kemudian dilihat absorbansinya pada panjang gelombang 515,5 nm dari menit ke-0 

sampai menit ke-100 setiap 5 menit. 

d Pengukuran aktivitas antioksidan larutan uji 

Tahap awal yang dilakukan yaitu membuat seri konsentrasi larutan uji dengan 

3 replikasi. Pengukuran aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara 1,2 ml DPPH 0,1 

mM ditambahkan dengan 0,3 ml masing-masing larutan uji. Campuran dikocok 

sampai homogen dan kemudian diinkubasi di tempat gelap. Selanjutnya, diukur 

serapannya pada panjang gelombang 515,5 nm. 
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e Perhitungan 

Nilai IC50 dihitung berdasarkan persentase peredaman radikal DPPH dari 

masing-masing konsentrasi larutan sampel yang mengikuti persamaan: 

 

   nhibisi  
Abs Kontrol-Abs Uji

Abs Kontrol
  100 .............(3.1) 

 

Keterangan: 

Abs Kontrol = Absorbansi serapan radikal DPPH kontrol pada panjang 

gelombang dengan absorbansi maksimum. 

Abs Uji  = Absorbansi serapan sampel dalam radikal DPPH pada 

panjang gelombang dengan absorbansi maksimum. 

 

Setelah didapatkan persentase inhibisi dari masing-masing konsentrasi, 

dilanjutkan dengan perhitungan secara regresi linier menggunakan persamaan: 

 

y = a + bx .............(3.2) 

 

Keterangan:  

x = konsentrasi (μg/ml)  

y = persentase peredaman (%) 

 

Aktivitas antioksidan dinyatakan dengan Inhibition Concentration 50% atau 

IC50 yaitu konsentrasi sampel yang dapat meredam radikal DPPH sebanyak 50% 

dengan satuan µg/ml. Nilai IC50 didapatkan dari nilai x setelah mengganti y dengan 

50. 
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3.5.4 Penentuan Data NIR 

 nstrumen N R “Luminar 3070” dihidupkan dengan menekan tombol power 

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

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

merata. Satu sampel discan 5 kali dan dilakukan 3 kali penembakan pada masing-

masing scanning. Langkah-langkah tersebut diulangi untuk masing-masing sampel 

dan untuk setiap sampel diberi nama. 

 

 

3.5.5 Pembentukan Model Klasifikasi dan Kalibrasi  

Data yang diperoleh dari pengukuran spektroskopi NIR diolah dengan 

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

Buka software The Unscrambler versi X 10.2. Masukkan data dengan memilih file, 

import data, lalu dipilih Brimrose sehingga akan muncul tampilan data dengan 

masing-masing panjang gelombang. Selanjutnya dibuat kategori objek. Kategori 

tersebut yaitu “memiliki aktivitas antioksidan” dan “tidak memiliki aktivitas 

antioksidan”. Dimana “tidak memiliki aktivitas antioksidan” adalah sampel yang 

memiliki nilai IC50 > 200 µg/ml, sedangkan “memiliki aktivitas antioksidan” adalah 

sampel yang memiliki  nilai IC50 ≤ 200 µg/ml. Objek dikelompokkan dengan memilih 

define range dan column range diisi dengan nilai IC50 pada kolom 1, kategori pada 

kolom 2 dan absorbansi pada kolom yang lain. 

Pembentukan model klasifikasi dilakukan dengan metode Linear 

Discriminant Analysis (LDA), Support Vector Machines Classification (SVMC), dan 

Soft Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA). Untuk membuat model 

LDA dan SVMC dilakukan langkah-langkah sebagai berikut: pilih task, analyze, lalu 

pilih Linear Discriminant Analysis untuk LDA dan Support Vector Machines 

Classification untuk SVMC. Untuk membuat model SIMCA dilakukan langkah-

langkah sebagai berikut: pilih task, analyze, lalu pilih Principal Component Analysis 

(PCA) untuk masing-masing kategori, setelah kedua PCA terbentuk maka pilih task, 
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predict, lalu pilih SIMCA. Jika hasil prediksi dari model telah sesuai dengan 

klasifikasi yang sebenarnya, maka model klasifikasi tersebut dikatakan valid (persen 

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

dapat digunakan untuk memprediksi klasifikasi dari sampel yang belum diketahui. 

Pembentukan model kalibrasi dibuat dengan metode Partial Least Square 

(PLS), Principal Component Regression (PCR), dan Support Vector Machines 

Regression (SVMR). Langkah-langkah yang dilakukan adalah sebagai berikut: pilih 

task, analyze, lalu pilih Partial Least Square untuk PLS, Principal Component 

Regression untuk PCR, dan Support Vector Machines Regression untuk SVMR. 

Kriteria 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. 

 

 

3.5.6 Validasi Model Terpilih 

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

Set validasi ini dibuat untuk mengevaluasi data dengan mengambil satu set 

data sampel dari training set dimana data tersebut digunakan sebagai set validasi. 

Sedangkan data yang tersisa digunakan untuk membentuk model baru, demikian 

seterusnya hingga semua data kalibrasi digunakan sebagai set validasi. 

b 2-Fold Cross-Validation 

Set validasi ini dibuat dengan preparasi 4 sampel ekstrak yang ditetapkan nilai 

IC50 dengan spektrofotometri UV-Vis. Penetapan data NIR dilakukan dengan 

scanning sampel test set hingga menghasilkan data spektrum yang kemudian diolah 

dengan menggunakan software The Unscrambler versi X 10.2. 
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3.5.7 Aplikasi pada Sampel Ekstrak Nyata 

Tahapan ini bertujuan untuk mengaplikasikan model kemometrik yang telah 

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

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

spektrum yang absorbansinya digunakan sebagai prediktor pada model kalibrasi 

terpilih untuk analisis secara kuantitatif dan pada model klasifikasi terpilih untuk 

menentukan klasifikasi komponen secara kualitatif. Sebagai data pembanding untuk 

penetapan IC50, digunakan metode spektrofotometri UV-Vis. Hasil analisis aktivitas 

antioksidan 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 

Kesimpulan yang peneliti dapatkan dari keseluruhan penelitian ini adalah: 

1. Penentuan aktivitas antioksidan dapat ditentukan menggunakan metode 

spektrofotometri near infrared (NIR) dan kemometrik menggunakan 

model kalibrasi SVMR. Hasil model kalibrasi analisis data multivariat 

secara kemometrik dengan SVMR terbentuk dari data training set dengan 

R
2
 kalibrasi sebesar 0,9811205; R

2
 validasi sebesar 0,9741873; RMSEC 

sebesar 4,4940028; dan RMSECV sebesar 5,2207675. 

2. Hasil analisis nilai IC50 dengan NIR-kemometrik yang dibandingkan 

dengan metode spektrofotometri UV-Vis tidak memiliki perbedaan yang 

signifikan setelah diuji dengan menggunakan analisis statistik Uji T Dua 

Sampel Berpasangan dan menggunakan kurva regresi. 

 

 

5.2 Saran 

Berdasarkan hasil penelitian, maka saran yang dapat disampaikan dalam 

penelitian ini meliputi sebagai berikut: 

1. Perlu dibentuk sebuah model kalibrasi dengan SVMC dan model kalibrasi 

dengan SVMR dengan jumlah sampel lebih banyak (baik menggunakan 

real sampel maupun dengan menggunakan sampel simulasi), sehingga 

dalam pengkategorian sampel, nilai R
2
, nilai RMSEC, nilai RMSECV 

menjadi lebih baik dan cakupan rentang konsentrasi lebih luas untuk 

sampel yang akan dikuantitasi. 

2. Perlu dikembangkan untuk aktivitas antioksidan pada sampel selain 

ekstrak daun (semisal pada serbuk tanaman obat). 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 4.1 Alat dan  Bahan yang Digunakan 

4.1a Sampel Training Set dan Test Set 

 

 

4.1b Sampel Nyata 
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4.1c Instrumen yang Digunakan 

  

 NIR Spektrofotometri UV-Vis 

 

4.1d Kompartemen Sampel 

  

 NIR Spektrofotometri UV-Vis 
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Lampiran 4.2 Perhitungan % Rendemen 

  Rendemen ekstrak   
                          

                             
 100  

No Nama Simplisia Serbuk Ekstrak % Rendemen 

1. Daun Kunir Putih 80,4729 gram 4,6482 gram 5,776 % 

2. Daun Mangga 80,1578 gram 8,2029 gram 10,233 % 

3. Daun Buncis 80,1100 gram 3,9982 gram 4,991 % 

4. Daun Pepaya 80,0112 gram 5,3008 gram 6,625 % 

5. Daun Mengkudu 80,0248 gram 3,0480 gram 3,809 % 

6. Daun Patikan Kebo 80,0570 gram 2,9762 gram 3,718 % 

7. Daun Katuk 80,0442 gram 3,4661 gram 4,309 % 

8. Daun Sirih 80,0465 gram 3,9268 gram 4,906 % 

9. Daun Sirsak 80,1078 gram 3,6850 gram 4,600 % 

10. Daun Pandan 80,0750 gram 2,2540 gram 2,815 % 

 

 

Lampiran 4.3 Spektrum Sampel dengan Spektroskopi NIR 
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Lampiran 4.4 Identitas Sampel Ekstrak 

4.4a Sampel Training Set 

No. Kode Sampel 

1. A Daun kopi arabika muda 

2. B Daun kopi arabika tua 

3. C Daun juwet 

4. D Daun kluwih 

5. E Daun kunir 

6. F Daun mangga 

7. G Daun patikan kebo 

8. H Daun pletekan 

9. I Daun buncis 

10. J Daun katuk 

11. K Daun mengkudu 

12. L Daun pare 

13. M Daun sirih merah 

14. N Daun sirih 

15. O Daun sirsak 

 

4.4b Sampel Test Set 

No. Kode Sampel 

1. P Daun pandan 

2. Q Daun pepaya 

3. R Daun kopi robusta muda 

4. S Daun kopi robusta tua 

 

4.4c Sampel Nyata 

Sampel Pabrik 
Kandungan 

Ekstrak 

Waktu 

Kadaluarsa 

Bobot Ekstrak 

Per Kapsul 

Stimuno Dexa Medica Meniran Juli 2018 50 mg 

Daun Salam Herbal Indo Utama Salam Mei 2018 200 mg 

Daun Sirsak Herbal Indo Utama Sirsak Februari 2019 200 mg 
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4.4d Sampel Simulasi 

No. Kode Sampel 

1. T Daun mimba 

2. U Daun kemangi 

3. V Daun putri malu 

 

 

Lampiran 4.5 Perhitungan Pembuatan Larutan DPPH 0,1 mM 

Konsentrasi larutan =     mM  
      

    
 

 = 0,039432 
mg

ml⁄  

 = 39,432 
 g

ml⁄  

 

 

Lampiran 4.6 Data Penetapan Panjang Gelombang Maksimum DPPH 0,1 mM 
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Lampiran 4.7 Contoh Perhitungan IC50 dengan Spektrofotometri UV-Vis 

4.7a Membuat Larutan Induk 

Larutan Induk 1 = 
24,9 mg

25 ml
 1000 

 = 996 µg/ml 
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Larutan Induk 2 = 
24,9 mg

25 ml
 1000 

 = 996 µg/ml 

 

4.7b Membuat Larutan Uji 

Pengenceran larutan induk 1 = 
0,5 ml

10 ml
 996 µg/ml 

 = 49,8 µg/ml 

Larutan 5 ppm = 
1 ml

10 ml
 49,8 µg/ml 

 = 4,98 µg/ml 

Larutan 10 ppm = 
1 ml

5 ml
 49,8 µg/ml 

 = 9,96 µg/ml 

Larutan 20 ppm = 
2 ml

5 ml
 49,8 µg/ml 

 = 19,92 µg/ml 

Larutan 25 ppm = 
5 ml

10 ml
 49,8 µg/ml 

 = 24,9 µg/ml 

 

Pengenceran larutan induk 2 = 
0,5 ml

10 ml
 996 µg/ml 

 = 49,8 µg/ml 

Larutan 15 ppm = 
3 ml

10 ml
 49,8  g/ml 

 = 14,94  g/ml 

Larutan 30 ppm = 
3 ml

5 ml
 49,8  g/ml 

 = 29,88  g/ml 
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4.7c Perhitungan % Peredaman dan IC50 

% Peredaman = 
Absorbansi Kontrol-Absorbansi Sampel

Absorbansi Kontrol
 100  

Absorbansi Sampel Konsentrasi (µg/ml) % Peredaman 

0,707 0,996 17,895 

0,593 1,992 30,966 

0,515 2,988 40,047 

0,388 3,984 54,831 

0,241 4,980 71,944 

0,144 5,976 83,236 
Absorbansi Kontrol : 0,859 

 

 

 

Perhitungan IC50 

50 = 13,351x + 3,2442 

X = 
50-3,2442

13,351
 

 = 3,502 

IC50 = 3,502 µg/ml 

 

 

 

 

y = 13,351x + 3,2442 
R² = 0,9937 
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Lampiran 4.8 Data Hasil Prediksi Kategori Sampel pada Model Klasifikasi 

4.8a Prediksi Kategori Sampel pada Validasi 2-Fold Cross Validation 

 

 

 

4.8b Prediksi Kategori Sampel Nyata dan Sampel Simulasi 
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Lampiran 4.9 Data Hasil Prediksi IC50 Sampel pada Model Kalibrasi (0,1 µg/ml) 

4.9a Prediksi IC50 Sampel pada Validasi 2-Fold Cross Validation 

 

 

 

4.9b Prediksi IC50 Sampel Nyata dan Sampel Simulasi 
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Lampiran 4.10 Contoh Perhitungan IC50 Hasil Prediksi NIR 

Nilai IC50 = 30,4619 µg/10 ml × 10 

 = 304,619 µg/ml 

 

Replikasi 
Konsentrasi 

(µg/ml) 

Rata-rata 

Replikasi 

(µg/ml) 

Rata-rata 

IC50 

(µg/ml) 

SD RSD 

Replikasi 1 

304,619 

302,239 

301,994 0,44 0,15 % 

307,184 

294,914 

Replikasi 2 

306,433 

302,259 304,913 

295,421 

Replikasi 3 

304,555 

301,484 308,781 

291,116 

 

 

Lampiran 4.11 Hasil Analisis Statistik Uji T dengan Program Statistical Product 

and Service Solutions (SPSS) dan Regresi 

4.11a Hasil Analisis dengan Kurva Regresi 

 

 

 

 

y = 0,8926x + 24,032 
R² = 0,9511 
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4.11b Hasil Analisis dengan SPSS 

Uji Normalitas 

Tests of Normality 

 

Kolmogorov-Smirnov
a
 Shapiro-Wilk 

Statistic df Sig. Statistic df Sig. 

LgNIR ,177 18 ,142 ,878 18 ,024 

LgSpektro ,183 18 ,113 ,900 18 ,059 

a. Lilliefors Significance Correction 

 

Uji Sampel T Berpasangan 

Paired Samples Statistics 

 Mean N Std. Deviation Std. Error Mean 

Pair 1 LgNIR 2,1062 18 ,28852 ,06801 

LgSpektro 2,0545 18 ,33467 ,07888 

 

 

Paired Samples Correlations 

 N Correlation Sig. 

Pair 1 LgNIR & LgSpektro 18 ,910 ,000 

 

 

Paired Samples Test 

 

Paired Differences 

T df 

Sig. (2-

tailed) Mean 

Std. 

Deviation 

Std. 

Error 

Mean 

99% Confidence 

Interval of the 

Difference 

Lower Upper 

Pair 

1 

LgNIR - 

LgSpektro 
,05172 ,13935 ,03285 -,04347 

,14691 
1,575 17 ,134 
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Lampiran 4.12 Tabel Distribusi Normal Standar T 
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