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RINGKASAN 

PENENTUAN MODEL KLASIFIKASI DAN KANDUNGAN FITOKIMIA 

EKSTRAK METANOL DAUN SAMBILOTO (Andrographis  paniculata) DI 

MADURA, JEMBER, MALANG MENGGUNAKAN METODE NIR DAN 

KEMOMETRIK; Lucky yuristika Prahes Kumala, 122210101088; 2017: 67 

Halaman; Fakultas Farmasi Universitas Jember. 

 

sambiloto (Andrographis  paniculata) merupakan salah satu tanaman dari 

famili Acanthaceae yang dapat digunakan sebagai obat tradisional di Indonesia. 

Komponen kima yang terkandung dalam daun Sambiloto merupakan komponen 

yang kompleks dapat ditentukan dengan menggunakan metode Spektroskopi. 

Komponen kimia yang diuji pada daun Sambiloto untuk penelitian ini yaitu fenol, 

flavonoid, dan alkaloid total. Pada komponen kimia tersebut dilakukan penentuan 

kadar fenol, flavonoid, dan alkaloid total dengan menggunakan instrumen 

spektroskopi inframerah karena metode analisis yang umum digunakan untuk 

menentukan kadar fenol, flavonoid, dan alkaloid total membutuhkan tahapan 

analisis yang panjang dan waktu analisis yang cukup lama. Keuntungan 

menggunakan metode spektroskopi inframerah diantaranya adalah bersifat non 

destruktif, jumlah sampel yang  dibutuhkan  sedikit, dapat menganalisis dengan 

kecepatan tinggi, tidak menimbulkan polusi, dan tidak memerlukan pelarut kimia 

sehingga lebih ramah lingkungan. Setelah melakukan penentuan kadar terhadap 

sampel daun Sambiloto akan diperoleh pengelompokkan berdasarkan tempat 

tumbuh. Sampel yang digunakan berjumlah 9 sampel yang berasal dari daerah 

Kamal, Lenteng, Pakong, Sumbersari, Sumberbaru, Jubung, Lawang, Singosari, 

dan Batu.  

Penetapan kadar dengan metode spektroskopi inframerah dan kemometrik 

ini memerlukan suatu analisis data multivariat (kemometrik) untuk mengekstrak 

informasi spektrum yang diperlukan dari spektrum inframerah dan menggunakan 

informasi spektrum tersebut untuk aplikasi kualitatif dan kuantitatif dengan 

menggunakan perangkat lunak The Unscrambler X 10.2. Teknik yang digunakan 
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dari metode kemometrik untuk model  kalibrasi  (analisis  kuantitatif)  dan model 

klasifikasi (analisis kualitatif) dalam penelitian ini masing-masing adalah Partial 

Least Square (PLS), Linear Discriminant Analysis (LDA), Support Vector 

Machines (SVM), Soft Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA), dan 

Cluster Analysis (CA). Penetapan kadar dilakukan dengan merevalidasi model 

PLS (fenol, flavonoid, dan alkaloid) yang telah terbentuk pada penelitian 

sebelumnya menggunakan metode spektrofotomeri UV-Vis. 

Berdasarkan hasil penelitian, revalidasi model PLS fenol dengan 

spektroskopi NIR memberikan hasil terbaik dengan Hasil pengujian revalidasi 

menggunakan model PLS fenol, didapatkan nilai (R
2
 0,97, RMSEP 0,80), 

revalidasi model PLS flavonoid (R
2
 0,98, RMSEP 1,58), dan revalidasi alkaloid 

(R
2
 0,998, RMSEP 1,89). Model klasifikasi LDA, SVM, dan SIMCA yang 

digunakan pada pengkategorian antara matriks dengan sampel dari 9 daerah 

memiliki akurasi sebesar 100%. Sedangkan pada model CA, sampel dibedakan 

menjadi dua cluster yaitu cluster A dan cluster B. Daerah yang tergolong pada 

cluster A adalah Kecamatan Lenteng Pakong, Singosari, Lawang, dan Batu, 

sedangkan daerah yang tergolong pada cluster B adalah Kecamatan Sumberbaru, 

Sumbersari, dan Jubung. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1. 1   Latar Belakang  

Indonesia merupakan negara beriklim tropis yang memiliki beraneka 

ragam kekayaan hayati yang bermanfaat bagi kehidupan. Kekayaan alam 

tumbuhan di Indonesia meliputi 30.000 jenis tumbuhan dari total 40.000 jenis 

tumbuhan di dunia. 940 jenis diantaranya merupakan tumbuhan berkhasiat obat 

(Kementrian Kehutanan RI, 2010). Tumbuhan berkhasiat obat telah lama 

digunakan oleh masyarakat Indonesia sebagai salah satu alternatif pengobatan, 

baik untuk pencegahan penyakit (preventif), penyembuhan (kuratif), pemulihan 

kesehatan (rehabilitatif) serta peningkatan kesehatan (promotif) (Pramono & 

Katno, 2002).  

Salah satu tumbuhan berkhasiat yang memiliki banyak aktivitas 

farmakologi adalah sambiloto (Andrographis paniculata). Sambiloto merupakan 

tumbuhan yang termasuk dalam famili Acanthaceae. Sambiloto termasuk salah 

satu tumbuhan obat yang menjadi prioritas utama untuk dikembangkan di 

Indonesia dan dinyatakan sebagai bahan obat fitofarmaka yang aman (Nugroho et 

al., 2000). 

Bagian tumbuhan sambiloto yang biasa digunakan dalam pengobatan 

adalah daun, biji, dan batang. Pada penelitian ini bagian tumbuhan sambiloto yang 

akan diteliti adalah daun. Hal ini didasarkan pada bagian daun secara tradisional 

digunakan sebagai pengobatan demam, disentri, rematik, tuberkulosis, infeksi 

pencernaan, dan antidiabetes (Yusron et al., 2005). Daun sambiloto juga 

mengalami proses regenerasi lebih cepat dibandingkan bagian lainnya, sehingga 

pengambilan dalam jumlah banyak tidak menyebabkan kepunahan spesies 

tumbuhan ini. Selain itu, daun juga dapat dimanfaatkan lebih cepat karena tidak 

harus menunggu musim (Kumar et al., 2008).  

Pada umumnya tumbuhan memiliki kandungan fitokimia yang diisolasi 

untuk dihasilkan senyawa aktif. Senyawa aktif yang terdapat pada tumbuhan 
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dalam bentuk metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, fenol, terpenoid, 

steroid, dan saponin (Copriyadi et al., 2005). Komponen utama senyawa aktif 

daun sambiloto adalah andrografolida yang berguna sebagai bahan obat. Selain 

itu, daun sambiloto mengandung saponin, flavonoid, fenol, alkaloid, dan tannin 

(Dalimunthe, 2009).  

Kandungan total senyawa aktif pada tumbuhan dapat dipengaruhi oleh 

faktor iklim (curah hujan dan sinar matahari), lokasi atau wilayah penanaman, 

ketinggian tempat dan ketersediaan air (Yusron  et al., 2005). Pada penelitian ini 

digunakan tanaman Sambiloto yang berasal dari daerah dataran rendah (Madura), 

dataran sedang (Jember) dan dataran tinggi (Malang).  

Pengambilan senyawa aktif dari suatu tumbuhan dilakukan dengan cara 

ekstraksi. Metode ekstraksi yang digunakan dalam penelitian ini yaitu 

ultrasonikasi dan maserasi. Metode kombinasi ini dipilih karena metode ekstraksi  

maserasi dan ultrasonikasi dapat meningkatkan efektivitas metode ekstraksi, 

sehingga  kombinasi  dua metode  akan  lebih  baik  dibandingkan  dengan  satu  

metode.  Selain itu, metode ultrasonikasi dan maserasi dipilih karena kedua 

metode  tersebut  tidak memerlukan pemanasan (mukhriani, 2014). 

Pelarut yang digunakan pada metode ekstraksi untuk penelitian ini  adalah 

metanol. Karena metanol merupakan pelarut universal, dapat merusak dinding sel 

pada sampel (Tursiman, 2012), sehingga mampu menarik senyawa-senyawa 

metabolit sekunder yang bersifat polar seperti senyawa golongan fenol, flavonoid, 

dan alkaloid (Dai et al., 2010).  

Beberapa metode analisis yang umum digunakan untuk menentukan 

kandungan senyawa aktif pada tanaman, diantaranya yaitu metode HPLC (Levent, 

2002), fluorimetri (Masatoki & Hirokazu, 2000), kolorimetri (Qing-qin et al., 

2002), dan kromatografi lapis tipis (Aksara, 2013). Metode-metode tersebut 

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

Penelitian ini menggunakan spektroskopi Near Infrared (NIR) untuk 

mengembangkan metode yang lebih efektif (Danasuryani et al., 2014).  

Teknologi spektroskopi near infrared (NIR) merupakan salah satu 

teknologi yang dapat menggantikan metode konvensional dan telah sukses 
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diaplikasikan pada produk pertanian, farmasi, petrokimia dan lingkungan  

(Danasuryani et al., 2014). Teknologi spektroskopi NIR dikembangkan sebagai 

salah satu metode yang non destruktif, dapat menganalisis dengan kecepatan 

tinggi, tidak menimbulkan polusi, penggunaan preparat contoh yang sederhana 

dan tidak memerlukan bahan kimia. Spektroskopi NIR menggunakan gelombang 

elektromagnetik dengan panjang gelombang 780-2500 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 

memanfaatkan ciri serapan NIR yang khas dari setiap molekul untuk 

mengklasifikasi sampel atau untuk membuat model kalibrasi. Kombinasi spektra 

NIR dengan kemometrik dapat digunakan untuk membedakan tumbuhan yang 

satu dengan yang lainnya walaupun komposisi senyawa kimianya belum diketahui 

secara pasti (Sun et al., 2010). 

Berdasarkan uraian tersebut, maka dilakukan penelitian penentuan model 

klasifikasi dan kandungan fitokimia pada tumbuhan sambiloto yang berasal dari 3 

wilayah dengan ketinggian yang berbeda (Madura, Jember, dan Malang) dengan 

menggunakan metode NIR dan kemometrik. Penelitian ini mengacu pada 

penelitian sebelumnya yang telah dilakukan oleh (Wulandari et al., 2016) tentang 

penentuan kandungan flavonoid pada tumbuhan obat, (Ratnasari et al., 2015) 

tentang penentuan kandungan fenol pada tumbuhan obat, dan (Aini et al., 2016) 

tentang penentuan kandungan alkaloid pada tumbuhan obat dengan metode NIR . 
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1. 2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan uraian di atas, maka dapat dirumuskan permasalahan sebagai 

berikut :  

1. Apakah metode NIR dan kemometrik (LDA, SIMCA, SVM, CA) dapat 

mengklasifikasikan ekstrak daun sambiloto (Andrographis paniculata) 

yang berasal dari Madura, Jember, dan Malang ?  

2. Berapa kandungan fenol, flavonoid, dan alkaloid pada ekstrak daun 

sambiloto (Andrographis paniculata) yang berasal dari Madura, Jember, 

dan Malang? 

 

 

1. 3 Tujuan Penelitian 

1. Untuk mengetahui kemampuan metode NIR dan kemometrik (LDA, 

SIMCA, SVM, CA) dalam mengklasifikasikan ekstrak daun sambiloto 

(Andrographis paniculata) dari daerah Madura, Jember, dan Malang. 

2. Untuk mengetahui kandungan fenol, flavonoid, dan alkaloid pada ekstrak 

daun sambiloto (Andrographis paniculata) yang berasal dari Madura, 

Jember, dan Malang. 

  

1. 4 Manfaat Penelitian 

1. Dapat mengetahui kandungan fitokimia (flavonoid, fenol, dan alkaloid 

pada ekstrak daun sambiloto (Andrographis paniculata) yang berasal dari 

daerah Madura, Jember, dan Malang dengan ketinggian yang berbeda. 

2. Berguna sebagai acuan penentuan kualitas ekstrak daun sambiloto 

(Andrographis paniculata) yang berasal dari daerah Madura, Jember, dan 

Malang dengan ketinggian yang berbeda. 
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1.5 Batasan Penelitian 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah : 

1. Sampel diperoleh secara sampling pada 3 wilayah di Jawa Timur (Madura, 

Jember, dan Malang) dengan ketinggian yang berbeda. 

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

3. Model kalibrasi yang digunakan adalah PLS dan model klasifikasi yang 

digunakan adalah LDA, SIMCA, SVM, dan CA. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Profil Wilayah 

2.1.1 Pulau Madura 

Madura secara geografis terletak dilepas pantai timur Laut Jawa pada 70
0
 

Lintang Utara dan 112
0
-114

0
 Bujur Timur, mempunyai panjang kurang lebih 190 

km dengan luas seluruhnya kurang lebih 5.505 km
2
 dengan banyak pulau kecil 

disekitamya. Secara geologis Pulau Madura merupakan bagian dari unsur daratan 

di utara Pulau Jawa. Daerah ini berada pada ketinggian minimum 6 mdpl dan 

ketinggian maksimum 350 mdpl. dengan iklim suhu udara berkisar antara 280-

300°C. Pulau Madura memiliki iklim temperatur yang  berkisar antara 28-30°C, 

dengan musim kemarau terjadi pada bulan april-oktober dan musim hujan terjadi 

pada bulan oktober-april (PulauMadura.go.id).  

 

2.1.2 Kabupaten Jember 

Kabupaten Jember berada pada ketinggian 0-3300 mdpl. Sebagian besar 

wilayah ini berada pada ketinggian antara 100-500 mdpl 37,75%, selebihnya 

17,95 % pada ketinggian 0-25 m, 20,70% pada ketinggian 25-100 m, 15,80% 

berada pada ketinggian 500-1.000 mdpl dan 7,80% pada ketinggian lebih dari 

1.000 m. Wilayah barat daya memiliki dataran dengan ketinggian 0-25 mdpl. 

Sedangkan daerah timur laut yang berbatasan dengan Bondowoso dan tenggara 

yang berbatasan dengan Banyuwangi memiliki ketinggian di atas 1.000 mdpl 

(jemberkab.go.id). 

Iklim di Kabupaten Jember adalah iklim tropis. Angka temperatur berkisar 

antara 23-31ºC, dengan musim kemarau terjadi pada bulan Mei sampai bulan 

Agustus dan musim hujan terjadi pada bulan September sampai bulan Januari. 

Sedangkan curah hujan cukup banyak, yakni berkisar antara 1.969 mm sampai 

3.394 mm (jemberkab.go.id). 
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2.1.3 Kabupaten Malang 

Kota Malang yang terletak pada ketinggian antara 440-667 mdpl, 

merupakan salah satu kota tujuan wisata di Jawa Timur karena potensi alam dan 

iklim yang dimiliki. Kondisi iklim Kota Malang selama tahun 2008 tercatat rata-

rata suhu udara berkisar antara 22,7°C-25,1°C, sedangkan suhu maksimum 

mencapai 32,7°C dan suhu minimum 18,4°C . Rata kelembaban udara berkisar 

79%-86% dengan kelembaban maksimum 99% dan minimum mencapai 40% 

(malangkota.go.id). 

  

2.2 Sambiloto (Andrographis paniculata)  

Sambiloto merupakan tumbuhan obat tradisional di Indonesia dengan ciri 

khas semua bagian tanaman berasa pahit. Secara  umum sambiloto tumbuh liar di 

lahan yang tidak berpengairan dan kesuburan relatif kurang, mampu tumbuh pada 

ketinggian 1-1600 mdpl. Tumbuhan ini memiliki daya adaptasi pada lingkungan 

ekologi setempat, sehingga dapat tumbuh di berbagai tempat. Sambiloto 

ditemukan tumbuh secara liar di kebun, tegalan dan semak belukar yang ternaungi 

tumbuhan lain (Winarto, 2003). 

2.2.1 Klasifikasi  

Dalam sistematika (taksonomi) menurut (BPOM RI, 2012), tumbuhan 

sambiloto dapat diklasifikasikan sebagai berikut : 

Kingdom : Plantae  

 Divisi   : Spermatophyta 

 Class   : Dicotyledoneae 

 Ordo   : Solanales  

 Famili   : Acanthaceae 

 Genus   : Andrographis  

 Species  : Andrographis  paniculata. 
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2.2.2 Morfologi  

 Sambiloto tergolong habitat terna semusim, tumbuh tegak, tinggi dapat 

mencapai 90 cm, batang berbentuk segi empat dengan rusuk yang jelas, menebal 

di bagian buku-buku batang. Helaian daun merupakan daun tunggal, terletak 

bersilang berhadapan, helaian daun bentuk lanset, ukuran panjang 3-12 cm, lebar 

1-3 cm, panjang tangkai daun 0,2-0,5 cm, pangkal dan ujung helaian daun 

runcing, tepi daun rata, permukaan atas hijau tua, bagian bawah hijau muda. 

Perbungaan berupa bunga majemuk malai rata, di bagian ujung batang atau di 

bagian ketiak daun di bagian atas. Kelopak bunga berlekatan terbagi menjadi 5 

helai. Daun mahkota 5, berlekatan membentuk tabung mahkota bunga, panjang 

tabung 6 mm, panjang helaian daun mahkota lebih dari panjang tabung mahkota, 

2 helai daun mahkota di bagian atas (bibir atas) berwarna putih dengan garis 

kuning di bagian ujungnya, panjang helaian 7-8 mm, bibir bawah terdiri atas 3 

helaian daun mahkota, putih atau putih disertai warna ungu. Tangkai sari 5, 

ukuran tangkai sari sepanjang mahkota bunga, tangkai sari melebar di bagian 

pangkal. Tangkai putik panjang, melebihi panjang mahkota bunga. Buah 

berbentuk kapsul, berkatup dan berisi 3-7 biji berwarna coklat tua. Berbunga 

sepanjang tahun, semua bagian tanaman daun sangat pahit (BPOM RI, 2012). 

Morfologi tanaman sambiloto dapat dilihat pada gambar 2.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

2.2.3 Kandungan Daun 

Sambiloto mengandung diterpen lakton yang banyak kegunaannya bagi 

kesehatan. Ada beberapa komponen utama dari diterpen lakton pada sambiloto 

Gambar 2.1 Morfologi tumbuhan sambiloto (Andrographis  

paniculata) (Kumoro & Hasan, 2006). 
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yang teridentifikasi pada daun yaitu andrografolida (Kumoro & Hasan, 2006), 

Selain komponen utama tersebut terdapat juga senyawa lain yaitu saponin, 

flavonoid, fenol, alkaloid dan tanin. Kandungan kimia lain yang terdapat pada 

daun dan batang adalah lakton, panikulin, kalmegin dan hablur kuning yang 

memiliki rasa pahit (Dalimunthe A, 2009).   

 

2.3 Fitokimia  

Fitokimia berasal dari kata phytochemical. Phyto berarti tumbuhan atau  

tanaman dan chemical sama dengan zat kimia berarti zat kimia yang terdapat pada 

tanaman. Pada umumnya tumbuhan memiliki kandungan fitokimia yang diisolasi 

untuk dihasilkan senyawa aktif. Senyawa aktif yang terdapat pada tumbuhan 

dalam bentuk metabolit sekunder seperti alkaloid, flavonoid, fenol, terpenoid, 

steroid, dan saponin. Senyawa metabolit sekunder dapat dimanfaatkan sebagai zat 

warna, aroma makanan maupun sebagai obat-obatan (Copriyadi et al., 2005).   

2.3.1 Flavonoid 

Flavonoid merupakan senyawa fenolik yang paling banyak ditemukan 

dalam tumbuhan, terdapat di beberapa bagian tanaman, terutama pada sel tanaman 

yang mengalami fotosintesis (Kumar & Pandey, 2013). Flavonoid umumnya 

ditemukan pada tumbuhan dalam bentuk glikosida dan memberikan warna biru, 

merah, dan oranye pada daun, bunga, dan buah. Flavonoid terbentuk pada 

tumbuhan dari asam amino aromatik fenilalanin, tirosin, dan malonat (Pietta, 

2000). 

Struktur dasar flavonoid adalah 15 atom karbon yang terdiri dari dua 

cincin benzena, yakni cincin A dan B (Gambar 2.2) yang terhubung melalui cincin 

piran (C). Flavonoid dapat dibagi menjadi beberapa golongan seperti flavon 

(flavon, apigenin, dan luteolin), flavonol (kuersetin, kaempferol, myricetin, dan 

fisetin), flavanon (flavanon, hesperetin, dan naringenin), dan lainnya (Kumar & 

Pandey, 2013). 
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2.3.2 Fenol 

Senyawa fenol merupakan senyawa yang memiliki gugus hidroksil yang 

menempel pada cincin aromatik (Vermerris & Nicholson, 2006). Senyawa fenol 

memiliki titik leleh rendah dan bau khas yang sedikit menyengat. Selain itu juga 

mudah larut dalam sebagian besar pelarut organik (hidrokarbon aromatik, alkohol 

dan keton) dan agak kurang larut dalam hidrokarbon alifatik. (Rappoport, 2003). 

Senyawa yang memiliki lebih dari satu gugus hidroksil fenolik yang 

menempel pada satu atau lebih cincin aromatik disebut sebagai senyawa polifenol 

(Vermerris & Nicholson, 2006). Struktur kimia dari fenol dapat dilihat pada 

Gambar 2.3 Turunan senyawa fenol merupakan metabolit sekunder terbesar yang 

diproduksi oleh tanaman melalui jalur sikimat dan metabolisme fenil propanoid 

(Vermerris & Nicholson, 2006). Fenol terbagi menjadi fenol sederhana, kumarin, 

lignin, lignan, tannin terkondensasi, tannin terhidrolisis, asam fenolat dan 

flavonoid (Khoddami et al., 2013) 

 

 

 

 

 
 

Fenol dan polifenol yang terkandung pada tanaman memainkan peran 

penting dalam kesehatan jangka panjang, mengurangi risiko penyakit kronis dan 

degeneratif. Senyawa fenol dapat memiliki aktivitas antioksidan, antitumor, 

antiviral, dan antibiotik (Apak et al., 2007). Selain itu juga berfungsi sebagai 

Gambar 2.2 Struktur flavonoid (Kumar & 

Pandey, 2013) 

Gambar 2.3 Struktur kimia fenol (Vermerris 

& Nicholson, 2006) 
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pertahanan terhadap radiasi ultraviolet atau perlindungan diri dari patogen, 

parasit, predator serta memberi warna pada tanaman (Dai & Mumper, 2010). 

 

 

2.3.3 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 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 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 (Azzahra et al., 2015). 

 

 

2.3.4 Penentuan Kandungan Fitokimia 

Beberapa metode analisis yang dapat dilakukan untuk penentuan 

kandungan fitokimia, diantaranya yaitu metode HPLC (Levent, 2002), fluorimetri 

(Masatoki and Hirokazu, 2000), kolorimetri (Qing-qin et al., 2002), dan 

kromatografi lapis tipis (Aksara, 2013).  

Spektroskopi NIR yang dikombinasikan dengan kemometrik telah 

dikembangkan untuk analisis kandungan fitokimia dalam ekstrak tanaman obat. 

Kandungan fitokimia yang diekstrak dari daun tanaman obat menggunakan 

ultrasonication dan maserasi. Spektrum NIR yang dipilih untuk ekstrak tanaman 

obat yang mengandung kandungan fitokimia seperti fenol, flavonoid, dan alkaloid 
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dianalisis menggunakan metode kemometrik. Metode kemometrik yang 

digunakan yaitu analisis kalibrasi dan analisis klasifikasi (Wulandari et al., 2016).  

Analisis kalibrasi dapat dilakukan dengan pembentukan model kalibrasi 

dengan metode Partial Least Square (PLS) dengan menganalisis data absorbansi 

sampel yang mengandung kandungan fitokimia menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis yang diaplikasikan dengan metode NIR dan kemometrik. Beberapa 

penelitian telah dilakukan dalam penentuan kadar fitokimia menggunakan 

spetrofotometer UV-Vis, seperti penentuan kadar alkaloid menggunakan pereaksi 

bromocresol green (BCG) dengan larutan standar kafein (Aini et al., 2016), 

penentuan kadar fenol menggunakan metode Folin Ciocalteu dengan standar 

asam galat (Ratnasari et al., 2015), dan penentuan kadar flavonoid menggunakan 

pereaksi aluminum klorida dengan standar kuersetin (Wulandari et al., 2016). 

Sedangkan untuk analisis klasifikasi dapat dilakukan dengan membuat model 

klasifikasi diantaranya seperti Principal Component Analysis (PCA), Linear 

Discriminant Analysis (LDA), Support Vector Regression (SVM), Cluster 

analysis (CA) dan Soft Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA). 

 

 

2.3.5 Faktor yang mempengaruhi kandungan fitokimia 

Kandungan senyawa aktif tanaman dipengaruhi oleh beberapa faktor, salah 

satu faktor lingkungan yang mempengaruhi kandungan fitokimia adalah 

ketinggian tempat tumbuh. Ketinggian tempat tumbuh merupakan kondisi 

lingkungan yang mencakup keragaman kondisi yang dapat membatasi ataupun 

mendukung pertumbuhan tanaman (Duryat, 2008). Ketinggian tempat tumbuh 

merupakan salah satu faktor lingkungan yang dapat mempengaruhi kondisi 

tanaman secara morfologi maupun fisiologi. Ketinggian tempat tumbuh yang 

berbeda menyebabkan terdapat perbedaan ketersediaan unsur hara, kelembapan, 

intensitas cahaya matahari dan suhu. Perbedaan tersebut dapat secara langsung 

ataupun tidak langsung mempengaruhi metabolisme tanaman, terutama tanaman 

obat karena berhubungan dengan zat aktif (Coomes & Allen, 2007; Duryat, 2008; 

Irwanto, 2006). 
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2.4   Simplisia 

Simplisia adalah bahan alami yang dipergunakan sebagai obat yang belum 

mengalami pengolahan apapun juga dan kecuali diyatakan lain simplisia 

merupakan bahan yang dikeringkan. Simplisia dapat berupa simplisia nabati, 

simplisia hewani dan simplisia pelikan atau mineral.  

Menurut Materia Medika (MMI, 1995), simplisia dapat digolongkan 

dalam tiga kategori, yaitu: 

1. Simplisia nabati 

 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  

 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 

 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 Ekstraksi 

Ekstraksi adalah suatu proses pemisahan kandungan senyawa kimia dari 

jaringan tumbuhan maupun hewan. Sebelum ekstraksi dilakukan biasanya bahan-

bahan dikeringkan terlebih dahulu kemudian dihaluskan pada derajat kehalusan 

tertentu alam (Direktorat Pengawasan Obat Tradisional, 2000). 

Tujuan ekstraksi bahan alam adalah untuk menarik komponen kimia yang 

terdapat pada bahan alam. Ekstraksi ini didasarkan pada prinsip perpindahan 

massa komponen zat padat ke dalam pelarut, dimana perpindahan mulai terjadi 
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pada lapisan antar muka kemudian berdifusi masuk ke dalam pelarut alam 

(Direktorat Pengawasan Obat Tradisional, 2000).  

Adapun beberapa metode ekstraksi dengan menggunakan pelarut yaitu : 

1. Ekstraksi Cara Dingin 

(a) Maserasi 

 Maserasi, adalah proses ekstraksi dengan menggunakan pelarut dengan 

beberapa kali pengocokan atau pengadukan pada temperature   ruangan 

(kamar). 

(b) Perkolasi 

Perkolasi adalah ekstraksi dengan pelarut yang selalu baru sampai 

sempurna (exhaustive extraction) yang umumnya dilakukan pada 

temperatur ruangan. 

2. Ekstraksi Cara panas 

(a) Refluks  

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  

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 

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. 

(d)  Infus 

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). 
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(e) Dekok  

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). 

Pelarut yang digunakan untuk ekstraksi dipilih berdasarkan kemampuan 

dalam melarutkan semua metabolit sekunder yang terkandung pada tumbuhan. 

Faktor-faktor yang harus dipertimbangkan dalam pemilihan pelarut adalah 

selektivitas, kemudahan bekerja, ekonomis, ramah lingkungan, dan keamanan.  

Proses ektraksi akan menghasilkan produk yang disebut dengan ekstrak. 

Ekstrak adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengektraksi zat 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 hingga memenuhi baku yang telah di tetapkan 

(Depkes RI, 2000). 

 

2.6 Spektroskopi near infrared (NIR) 

Teknologi Spektroskopi NIR dikembangkan sebagai salah satu metode 

yang non destruktif, dapat menganalisis dengan kecepatan tinggi, tidak 

menimbulkan polusi, penggunaan preparat contoh yang sederhana dan tidak 

memerlukan bahan kimia. 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 near infrared adalah bekerja berdasarkan adanya 

spektrum NIR berasal dari energi radiasi yang ditransfer menjadi energy mekanik 

terkait oleh adanya gerakan atom yang dilakukan bersama oleh ikatan kimia 

dalam suatu molekul. Teknik ini didasarkan pada pengukuran cahaya yang 

dipantulkan atau ditransmisikan oleh sampel. Pertama, sampel yang akan 

dipelajari harus disinari oleh sumber cahaya dengan panjang gelombang berkisar 

antara 780 sampai 2500 nm. Kemudian cahaya yang dipantulkan atau 

ditransmisikan oleh sampel dikumpulkan oleh detektor dan diubah menjadi 
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spectrum seperti tertera pada gambar 2.4. Dengan cara inilah spektroskopi NIR 

memainkan perannya dalam identifikasi dan kuantitasi sampel (Patil et al., 2007).  

 

Gambar 2.4 Instrumentasi NIR 

(Reich, 2005) 

 

Hasil analisis dengan menggunakan spektroskopi NIR biasanya berupa 

signal kromatogram yang merupakan hubungan intensitas IR terhadap panjang 

gelombang. 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., 2002). 

 

 
2.7 Kemometrik Dan Multivariat 

Kemometrik merupakan aplikasi metode matematik sebagai solusi untuk 

semua tipe permasalahan kimia. Kemometrik juga dapat didefinisikan sebagai 

disiplin ilmu kimia yang menggunakan metode statistik dan matematika untuk 

mendesain atau memilih prosedur dan eksperimen yang optimal, dan memberikan 

informasi kimia yang maksimum dengan analisis data kimia (Miller & Miller, 

2010).  
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Saat ini kemometrik memungkinkan untuk menganalisis data multivariat. 

Data multivariat merupakan suatu data yang memiliki banyak variabel dan dari 

setiap variabel tersebut dapat saling berkorelasi. Keuntungan dari analisis 

multivariat adalah informasi yang didapat akan lebih banyak karena analisis 

multivariat mempertimbangkan banyak variabel secara bersamaan. Selain itu, 

keuntungan lainnya adalah analisis multivariat dapat lebih selektif dalam suatu 

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

Menurut Varmuza (2000), tujuan utama dari metode analisis data 

multivariat adalah sebagai berikut : 

1. Interpretasi data 

Metode yang paling sering digunakan adalah Principal Component 

Analysis (PCA). Tujuan dari interpretasi data adalah untuk mencari kelompok 

dari objek yang hampir sama atau mencari outlier (objek yang tidak mempunyai 

kesamaan). Teknik ini biasanya digunakan untuk menjelaskan secara maksimal 

keragaman di dalam variabel. 

2. Klasifikasi  

Analisis multivariat dapat digunakan untuk membuat model klasifikasi 

suatu objek. Training set yang mengandung objek dengan kategori yang telah 

diketahui digunakan untuk membentuk suatu model klasifikasi. Sedangkan test set 

dengan objek di luar training set namun telah diketahui kategorinya digunakan 

untuk mengevaluasi model klasifikasi ini. Teknik klasifikasi multivariat yang 

paling sering digunakan adalah Linear Discriminant Analysis (LDA), Soft 

Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA), Cluster Analysis (CA), 

Support Vector Machines (SVM) K-Nearest-Neighbor Classification (KNN) dan 

Artificial Neural Network (ANN). Teknik ini dapat diaplikasikan pada analisis 

kimia seperti penentuan kategori sampel dari data spektrum. 

3. Kalibrasi  

Metode ini merupakan teknik multivariat yang paling sering digunakan 

sebagai analisis rutin pada analisis kimia. Tujuannya adalah pengembangan 

model matematis yang menjelaskan hubungan atau korelasi antara beberapa 

variabel prediktor dan satu atau beberapa variabel efek. Metode yang sering 
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digunakan untuk tujuan ini adalah Principal Component Regression (PCR) dan 

Partial Least Square (PLS). Metode ini sering diaplikasikan untuk analisis kimia 

terutama pada spektroskopi inframerah, dan model Hubungan Kuantitatif Struktur 

dan Aktifitas (HKSA). 

 Beberapa analisis multivariat yang digunakan pada penelitian ini yaitu 

Partial Least Square (PLS), Linear Discriminant Analysis (LDA), Principal 

Component Analysis (PCA), Support Vector Machines (SVM), Cluster analysis 

(CA), dan Soft Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA). 
 

1. Partial Least Square (PLS) 

 PLS merupakan salah satu metode kalibrasi multivariat yang paling sering 

digunakan dalam kemometrik. Hal ini dikarenakan mutu model kalibrasi yang 

dihasilkan dan kemudahan penerapannya. PLS mampu menganalisis data dengan 

jumlah yang cukup banyak, memiliki tingkat kolinearitas tinggi, sejumlah besar 

variabel X, dan beberapa variabel respon Y (Kuno and & Matsuo, 2000). 

Metode ini adalah sebuah metode reduksi dimensi data, sejenis dengan 

PCA, untuk mencari faktor-faktor yang paling relevan dalam memprediksi dan 

menginterpretasi data. Regresi PLS meningkatkan kemampuan model dari PCA 

dengan menggunakan variabel respon secara aktif dalam dekomposisi bilinier 

prediktor. PCA terfokus pada keragaman di dalam prediktor, sedangkan PLS 

fokus pada kovarian diantara respon dan prediktor-prediktor. Dengan jalan 

menyeimbangkan informasi antara prediktor dan respon, PLS mereduksi dampak 

dari banyaknya prediktor yang tidak relevan dengan keragaman data. Estimasi 

kesalahan prediktor ditingkatkan dengan cara validasi silang. PCA yang 

dilanjutkan dengan membentuk model regresi dan PLS-R dapat diterapkan untuk 

kalibrasi yang melibatkan dimensi prediktor relatif besar dengan respon yang 

relatif sedikit (Rohman et al., 2011). 

2. Linear Discriminant Analysis (LDA) 
 

Pendekatan LDA 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). 
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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 & 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 variabel asli. 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, 2000). 
 

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 & 

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, 2000). 
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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 (Berrueta, 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 

(Camo, 2005). SIMCA digunakan untuk pengkategorian objek kedalam lebih dari 

satu kategori secara simultan (Berrueta, 2007). 

SIMCA menentukan jarak kategori, kemampuan pemodelan dan 

deskriminasi. Jarak kategori, kemampuan pemodelan 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). 

6. Cluster analysis (CA) 

Analisis cluster adalah teknik multivariat yang mempunyai tujuan utama 

untuk mengelompokkan objek-objek berdasarkan karakteristik yang dimilikinya. 

Analisis cluster mengklasifikasi objek sehingga setiap objek yang memiliki sifat 

yang mirip (paling dekat kesamaannya) akan mengelompok kedalam satu cluster 
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(kelompok) yang sama (Miller & Miller, 2000). Pada penelitian ini digunakan 

salah satu dari metode cluster analysis yaitu metode hierarki (hierarchical 

method). 

Metode hierarki (hierarchical method) adalah suatu metode pada analisis 

cluster yang membentuk tingkatan tertentu seperti pada struktur pohon karena 

proses clusternya dilakukan secara bertingkat atau bertahap. Hasil cluster dengan 

metode hierarki dapat disajikan dalam bentuk dendogram. Dendogram adalah 

representasi visual dari langkah-langkah dalam analisis cluster yang menunjukkan 

bagaimana cluster terbentuk dan nilai koefisien jarak pada setiap langkah. Angka 

disebelah kanan adalah obyek penelitian, dimana obyek-obyek tersebut 

dihubungkan oleh garis dengan obyek yang lain sehingga pada akhirnya akan 

membentuk satu cluster (Simamora, 2005). 

 

 

2.8 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).  

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. 

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 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


22 
 

 
 

dilakukan berulang pada setiap observasi dalam sampel yang digunakan sekaligus 

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

lipatnya 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. 

 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


 
 

  
BAB 3. METODELOGI PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian  

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Farmasi Fakultas Farmasi 

Universitas Jember mulai bulan juni 2016.  

 

 

3.2 Rancangan Penelitian  

Penelitian ini dilakukan dengan metode experimental laboratory. Langkah 

penelitian awal yang dilakukan adalah survei dan pengambilan sampel tumbuhan 

sambiloto (Andrographis paniculata) di tiga daerah dengan ketinggian berbeda, 

dan dilanjutkan dengan ekstraksi pada simplisia. Ekstraksi  dilakukan dengan cara 

diultrasonikasi selama satu jam lalu dilanjutkan dengan maserasi menggunakan 

metanol 96%. Dari proses tersebut didapatkan ekstrak kental yang dikeringkan 

hingga menjadi ekstrak kering dengan ditambah dengan aerosil. Penentuan model 

klasifikasi dan kandungan fitokimia daun sambiloto dengan  mengguanakan NIR 

dan kemometrik. 

Analisis dilakukan dengan melihat pola spektra yang dihasilkan melalui 

NIR dikombinsi dengan analisis kemometrik yaitu PLS, LDA, SVM, SIMCA, dan 

CA. Untuk model klasifikasi dan total kandungan flavonoid, fenol, dan alkaloid 

dalam sampel nyata digunakan model yang telah tervalidasi pada penelitian 

sebelumnya. model klasifikasi dan total kandungan flavonoid, fenol, dan alkaloid  

daun sambiloto yang diperoleh dari tiga daerah (Madura, Jember, Malang) dengan 

ketinggian berbeda kemudian dibandingkan. 

 

 

3.3 Alat dan Bahan Penelitian  

3.3.1 Alat  

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Spektroskopi NIR  

(Brimrose Luminar  3070), perangkat lunak Brimrose, perangkat lunak Prospect,  
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perangkat lunak  The  Unscrambler  X 10.2 (Camo), spektrofotometer UV-Vis, 

ultrasonicator (Elmasonic), rotavapour, oven (Memmert), timbangan analitik 

digital (Sartorius), blender, beaker glass, gelas ukur, erlenmeyer, batang 

pengaduk, mortir, stamper, corong, cawan porselin, botol vial, sendok ekstrak, 

dan ayakan B-60. 

 

 

3.3.2 Bahan   

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun sambiloto 

(Andrographis paniculata) sebagai training set  yang berasal dari Madura, 

Jember, dan Malang  seperti pada Tabel 3.1, sampel test set fenol (juwet, sirih 

merah, mimba, sambiloto, binahong, belimbing, lamtoro, mangga, dan papaya), 

sampel test set flavonoid (juwet, sirih merah, mimba, sambiloto, binahong, 

lamtoro, mengkudu, dan kopi robusta muda), sampel test set alkaloid (juwet, sirih 

merah, mimba, sambiloto, putrid malu, sirsak, dan papaya),  metanol 96% teknis, 

kertas saring, aluminium foil, aerosil. 

Tabel 3.1 Daftar kode sampel daun sambiloto 

Nama Daerah Nama Batra Kode 
Ketinggian 

Wilayah 

Pulau 

Madura 

 

 Kec.Kamal Lahan TOGA Pedagang  Jamu SA 7 mdpl 

 Kec. Lenteng Lahan TOGA Pedagang  Jamu SB 22 mdpl 

 Kec. Pakong Lahan TOGA Pedagang  Jamu SC 44 mdpl 

Kabupaten 

Jember 

Kec. Jubung Lahan TOGA Pedagang  Jamu SD 59 mdpl 

Kec. Sumberbaru Lahan TOGA Pedagang  Jamu SE 73 mdpl 
Kec. Sumbersari Lahan Rumah Warga SF 99 mdpl 

Kabupaten 

Malang 

Kec. Lawang Balai Pengobatan Tombo Ati SG 512 mdpl 
Kec. Singosari Lahan TOGA Pedagang Jamu SH 559 mdpl 

Kec. Batu UPT Materia Medica SI 1040 mdpl 
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3.4 Alur penelitian  

Digram alur penelitian ditunjukkan pada Gambar 3.1 sebagai berikut : 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5 Prosedur Penelitian 

3.5.1 Pengumpulan Sampel  

Langkah awal dalam proses pengambilan sampel adalah survei. Survei 

dilakukan untuk mengetahui tersediaanya bahan di suatu daerah yg telah di 

tetapkan sebelumnya. Pemilihan teknik pengambilan sampel merupakan upaya 

Gambar 3.1 Alur penelitian 

Pengumpulan sampel daun tanaman sambiloto (Andrographis paniculata) 

 

Pembuatan ekstrak daun tanaman 

 

Preparasi sampel 

 

Scanning sampel dengan NIR 

 
Penetapan kadar fenol, flavonoid, dan 

alkaloid menggunakan spektrofotometer 

UV-Vis 

 

Pembentukan model klasifikasi 
LDA,SVM,SIMCA, dan CA 

menggunakan program The 

Unscrambler X10.2 

 

Revalidasi model menggunakan 2-fold 
cross validation. 

 

Validasi model LDA dan SVM 

menggunakan Leave-one-out 

 

Penentuan kadar fenol, flavonoid, 

alkaloid menggunakan model PLS 

dengan metode NIR dan kemometrik 
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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.  

Sampel diperoleh dari 3 daerah. Sampel pertama diperoleh dari 

Kabupaten Madura yaitu lahan TOGA pedagang jamu Kecamatan Kamal, lahan 

TOGA pedagang jamu Kecamatan Pakong, dan lahan TOGA pedagang jamu 

Kecamatan Lenteng. Sampel kedua diambil dari daerah Kabupaten Jember yaitu 

lahan TOGA pedagang jamu Kecamatan Sumberbaru, lahan TOGA pedagang 

jamu Kecamatan Silo, dan lahan TOGA masyarakat Jubung. Sampel ketiga 

diambil dari daerah Kabupaten Malang yaitu UPT Materia Medica Kecamatan 

Batu, balai pengobatan Tombo Ati Kecamatan Lawang, dan di sebuah lahan 

TOGA pedagang jamu Kecamatan Singosari. 

 

 

3.5.2 Pembuatan Ekstrak 

Daun basah terlebih dahulu dikeringkan dengan cara diangin-anginkan, 

setelah itu dioven. Daun yang sudah kering diblender hingga halus kemudian 

diayak. Serbuk daun ditimbang sebanyak 50 gram diletakkan dalam erlenmeyer. 

Ditambahkan 150 ml metanol 96% ke dalam erlenmeyer kemudian diultrasonikasi 

selama 1 jam, setelah 1 jam diultrasonikasi kemudian didiamkan selama 24 jam 

(metode maserasi). Ekstrak cair yang didapat kemudian disaring menggunakan 

kertas saring dan corong buchner. Filtrat yang diperoleh dipekatkan menggunakan 

rotavapor pada suhu 50 °C untuk didapatkan ekstrak kental. 
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3.5.3 Preparasi Sampel  

Ekstrak kental yang didapatkan dari hasil ekstraksi ditimbang sebanyak 50 

mg kemudian dikeringkan dengan aerosil. Selanjutnya ekstrak digerus sampai 

halus dan disimpan dalam vial yang telah diberi label. 

 

 

3.5.4 Scanning NIR 

Instrumen NIR dihidupkan dan ditunggu selama 30 menit. Perangkat lunak 

Brimrose kemudian dibuka. Sampel yang kemudian  diletakkan di atas plat tempat 

sampel secara merata dan agak ditekan. Satu sampel di scan 5 kali dan dilakukan 

3 kali penembakan pada masing-masing scanning. Langkah-langkah tersebut 

diulangi untuk tiap sampel. Setelah semua sampel di scan, perangkat lunak 

Brimrose ditutup, kemudian hasil spektra scanning diamati dengan perangkat 

lunak Prospect. Selanjutnya data yang telah diperoleh diolah dengan perangkat 

lunak The Unscrambler X10.2 (Camo software). 

 

 

3.5.5 Pembentukan Model Klasifikasi  

Data spektrum yang diperoleh dari scanning NIR diolah dengan 

menggunakan perangkat lunak The Unscrambler versi X 10.2. Pembentukan 

model klasifikasi dilakukan dengan metode Linear Discriminant Analysi (LDA), 

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

(SIMCA), dan Cluster Analysis (CA) dengan langkah-langkah sebagai berikut: 

software The Unscrambler versi X 10.2 dibuka dan data dimasukkan dengan 

memilih file, import data, lalu dipilih Brimrose, kemudian masukkan file scanning 

sampel, sehingga akan muncul tampilan data dengan masing-masing panjang 

gelombang. Selanjutnya dibuat kategori objek. Kategori tersebut yaitu nama 

daerah masing-masing wilayah sesuai dengan kode sampel yang terdapat pada 

table 3.1. Objek dikelompokkan dengan memilih define range dan column range 

diisi dengan kategori pada kolom 1 dan absorbansi pada kolom yang lain. 
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Selanjutnya di buat model klasifikasi sebagai berikut : 

1. Model Linear Discriminant Analysi (LDA)  

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. 

2. Model Support Vector Machines (SVM) 

Model dibuat dengan klik task, analyze, lalu dipilih Support Vector 

Machines. Jika hasil prediksi dari model telah sesuai dengan klasifikasi yang 

sebenarnya, maka model klasifikasi tersebut dikatakan valid apabila akurasi yang 

diperoleh sebesar 100%. 

3. Model Soft Independent Modelling of Class Analogies (SIMCA) 

Model dibuat dengan membuat model PCA terlebih dahulu dengan klik 

task, analyze, lalu dipilih Principal Component Analysis. Selanjutnya dibuat 

model SIMCA dengan klik task, analyze, lalu dipilih predict dan klik Soft 

Independent Modelling of Class Analogies. Jika hasil prediksi dari model telah 

sesuai dengan klasifikasi yang sebenarnya, maka model klasifikasi tersebut 

dikatakan valid apabila akurasi yang diperoleh sebesar 100% 

4. Model Cluster Analysis (CA) 

Model dibuat dengan  klik task, analyze, lalu dipilih Cluster Analysis. Jika 

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

model klasifikasi tersebut dikatakan valid apabila akurasi yang diperoleh sebesar 

100%. 
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3.5.6 Penetapan Kadar Fenol, Flavonoid, Dan Alkaloid Menggunakan 

Spektrofotometri UV-Vis  

1. Penetapan Kadar Fenol Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis 

a) Pembuatan Larutan Uji Ekstrak  

Ekstrak metanol daun tanaman ditimbang masing-masing sebanyak 25 mg. 

Selanjutnya dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml dan dilarutkan dengan 

metanol 98% sampai batas volume sehingga konsentrasi larutan uji ekstrak 

2500 μg/ml.  

b) Pembuatan Larutan Baku Asam Galat  

Standar asam galat ditimbang sebanyak 25 mg, dimasukkan ke dalam labu 

ukur 25 ml dan dilarutkan dengan metanol 98% sampai batas volume 

sehingga konsentrasi larutan induk standar asam galat yaitu 1000 μg/ml. 

Selanjutnya dilakukan pengenceran larutan induk asam galat dengan 

memipet sejumlah tertentu larutan induk, kemudian dimasukkan ke dalam 

labu ukur dan ditambahkan metanol 98% sejumlah tertentu sehingga 

konsentrasi larutan standar asam galat akhir yaitu 40 μg/ml, 50 μg/ml, 60 

μg/ml, 80 μg/ml, 100 μg/ml dan 120 μg/ml. 

c) Penentuan Kadar (Wolfe et al., 2003)  

Penentuan kadar fenol total dilakukan dengan cara sampel sebanyak 400 μl 

dari masing-masing larutan uji ekstrak dan larutan standar ditambahkan 

dengan 400 μl Folin-Ciocalteu (1:10 v/v air). Setelah itu didiamkan selama 

6 menit. Setelah 6 menit, ditambahkan 3200 μl Na2CO3 (75 g/L air). 

Campuran ini didiamkan pada suhu kamar selama 30 menit dan 

selanjutnya diukur absorbansinya pada panjang gelombang 628 nm. 

Blangko yaitu semua reagen tanpa larutan ekstrak. 

2. Penetapan Kadar Flavonoid Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis 

a) Pembuatan kurva kalibrasi kuersetin  

Larutan baku dibuat dengan menimbang 10 mg kuersetin, dilarutkan 

dengan etanol 10 mL. Satu seri konsentrasi larutan kuersetin dalam etanol 

dibuat dari larutan baku, yaitu dengan rentang konsentrasi 100 - 300 

μg/mL. Selanjutnya dilakukan pengenceran larutan induk kuersetin dengan 
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memipet sejumlah tertentu larutan induk, dilarutkan dengan 3 mL etanol 

ditambahkan 0,2 mL AlCl3 10% ditambahkan 0,2 mL kalium asetat 1M 

ditambahkan aquadest sampai tanda, didiamkan 30 menit (hasil optimasi), 

diukur absorbansinya pada panjang gelombang 432 nm. Blangko yaitu 

semua reagen tanpa larutan standar. Dari data ini dibuat persamaan regresi 

antara konsentrasi kuersetin dengan serapan. 

b) Penentuan kadar flavonoid total  

Ekstrak ditimbang sebanyak 40 mg, dilarutkan dengan etanol 10 mL. 

Sebanyak 0,5 ml larutan ekstrak dilarutkan 3 mL etanol, ditambahkan 0,2 

mL AlCl3 10%, ditambahkan 0,2 mL kalium asetat 1M, ditambakan 

aquadest sampai tanda, didiamkan 30 menit (hasil optimasi), diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang 432 nm. Blangko yaitu semua 

reagen tanpa larutan ekstrak. 

3. Penetapan Kadar Alkaloid Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis 

a) 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.  

b) 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.  

c)  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 dimasukkan labu 

ukur 10 mL ditambahkan kloroform sampai batas volume. Absorbansi 
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kloroform kompleks diukur pada panjang gelombang 430 nm. Blanko 

yaitu semua reagen tanpa larutan ekstrak.  

d) Penentuan kadar alkaloid total  

Penentuan kadar alkaloid total dilakukan dengan cara sampel sebanyak 

200 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. 

 

 

3.5.7 Validasi model PLS dan LDA 

Validasi bertujuan untuk memperkirakan seberapa akurat model prediksi yang 

dibuat untuk dapat diimplementasikan. 

1)  Leave-One-Out  (LOOCV) 

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

daerah pada setiap perwakilan dataran berdasarkan kategori Madura, Jember, dan 

Malang. Hal ini dilakukan berulang pada setiap observasi dalam sampel yang 

digunakan sebagai data validasi model LDA. 

2)  Revalidasi Model PLS Flavonoid, Fenol, Dan Alkaloid Dengan Metode 2-  

fold cross validation  

Sebelum model digunakan pada peneltian terlebih dahulu dilakukan 

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

dilakukan menggunakan  sampel independen (test set) dengan konsentrasi yang 

telah diketahui. Konsentrasi dari sampel tersebut didapat dengan melakukan 

penentuan  kadar menggunakan spektrofotometri UV-Vis. Setelah kadar didapat 

kemudian hasil kadar diolah untuk divalidasi menggunakan metode 2-fold cross 

validation. Korelasi antara konsentrasi hasil prediksi model dengan konsentrasi 

teoritis diketahui dengan melihat nilai koefisien determinasi (R2) prediksi, 
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RMSEC, dan RMSECV. Suatu model PLS dikategorikan sebagai model yang 

dapat dipercaya bila nilai korelasi dan nilai galat yang memiliki kedekatan untuk 

setiap tahapan pembuatan model. Korelasinya harus bernilai tinggi sedangkan 

galatnya bernilai rendah (Baranska, 2005).  

Apabila model yang telah divalidasi dinyatakan valid, maka model 

tersebut dapat digunakan untuk penentuan kadar sampel selanjutnya. Adapun 

tahapan untuk menentukan kadar fenol, flavonoid, dan alkaloid menggunakan 

model yang telah terbentuk pada penelitian sebelumnya dalam perangkat lunak 

The Unscramble X 10.2, sebagai berikut: software The Unscrambler versi X 10.2 

dibuka. Import data model PLS fenol (Fracilia et al., 2015), flavonoid (Wulandari 

et al., 2015), Alkaloid (Nurul et al., 2015), kemudian untuk menentukan kadar 

masing-masing sampel pilih file, import data, lalu dipilih Brimrose, kemudian 

masukkan file scanning sampel, sehingga akan muncul tampilan data dengan 

masing-masing panjang gelombang. Selanjutnya klik task, predict, lalu pilih 

regression sehingga akan di dapatkan kadar fenol, flavonoid,  dan alkaloid. 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan  

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

1. Metode spektroskopi inframerah dekat (NIR) dan kemometrik dapat 

digunakan untuk mengklasifikasikan ekstrak metanol daun sambiloto 

(Andrographis paniculata ) yang berasal dari daerah Madura, Jember, dan 

Malang. Model klasifikasi yang terbentuk yaitu Linear Discriminant 

Analysis (LDA), Support Vector Machines (SVM), dan Soft Independent 

Modelling of Class (SIMCA) memiliki hasil 100%.  

2. Kandungan rata-rata fenol total Madura, Jember, Malang adalah 54,509; 

88,844; 164,255 mg GAE/g ekstrak, kandungan rata-rata flavonoid total 

adalah 19,2352; 28,8770; 34,469 mg QE/g ekstrak, dan kandungan 

alkaloid total adalah 35,633; 60,700; 66,245 mg KE/g ekstrak. 

 

5.2 Saran  

Berdasarkan penelitian, maka peneliti dapat memberikan saran pada penelitian ini 

sebagai berikut:  

1. Perlu dikembangkan analisis kadar tanah untuk mendukung hasil data 

yang lebih efektif untuk mengetahui faktor eksternal yang membedakan 

kandungan fitokimia dari berbagai wilayah.  

2. Perlu dibentuk model kalibrasi sampel tanaman untuk penentuan 

kandungan fitokimia selain fenol, flavonoid, dan alkaloid. 
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LAMPIRAN 

 

A. 1  Sampel Training Set dan Test Set 

 

 

 

 

A. 2  Spektrofotometer NIR  

 

A. 3  Kompartemen Sampel 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LAMPIRAN A   ALAT DAN BAHAN YANG DIGUNAKAN 
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B.1 Spektrum Training set 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Panjang Gelombang (nm) 

LAMPIRAN B DATA SPEKTRUM INFRAMERAH YANG DIHASILKAN 
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B.2 Spektrum Standar Uji Spektrofotometer UV-Vis 

1. Spektrum Standar Kuersetin 

 

2. Spektrum Standar Asam Galat 

 

3. Spektrum Standar Kafein 
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B.3 Spektrum Aerosil 

 

 

B.4 Spektrum Aquadest 
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LAMPIRAN C  IDENTITAS SAMPEL EKSTRAK 

C.1 Sampel Training Set 

NO Kode Sampel 

1. SA Sambiloto Kamal 

2. SB Sambiloto Lenteng 

3. SC Sambiloto Pakong 

4. SD Sambiloto Jubung 

5. SE Sambiloto Sumberbaru 

6. SF Sambiloto Sumbersari 

7. SG Sambiloto Lawang 

8. SH Sambiloto Singosari 

9. SI Sambiloto Batu 

C.2 Sampel Test Set  

1. Sampel Test Set Fenol 

NO Kode Sampel 

1. A Juwet  

2. B Sirih Merah 

3. C Mimba 

4. D Sambiloto 

5. E Binahong 

6. F Belimbing 

7. G Lamtoro 

8. H Mangga 

9. I Pepaya 
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2. Test Set Flavonoid 

NO Kode Sampel 

1. A Juwet  

2. B Sirih Merah 

3. C Mimba 

4. D Sambiloto 

5. E Binahong 

6. F       Kunir Putih 

7. G Lamtoro 

8. H Mengkudu 

9. I Kopi Robusta Muda 

 

3. Test Set Alkaloid 

NO Kode Sampel 

1. A Juwet 

2. B Sirih Merah 

3. C Mimba 

4. D Sambiloto 

5. E Putri malu 

6. F     Sirsak 

9. I Pepaya 
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LAMPIRAN D PEMBUATAN LARUTAN PADA PENETAPAN KADAR 

FENOL, FLAVONOID, DAN ALKALOID TOTAL 

D.1 Pembuatan Larutan Pada Penetapan Kadar Fenol Total 

1. Larutan Induk Asam Galat  

 Larutan induk  

 
       

     
 x 1000 μg/ml = 1004 μg/ml  

 Pengenceran 

1) 
     

     
  x 1004 μg/ml = 200,8 μg/ml  

 
    

     
  x 200,8 μg/ml = 20,08 μg/ml  

 
    

     
  x 200,8 μg/ml = 40,16 μg/ml  

2) 
    

     
  x 1004 μg/ml = 301,2 μg/ml  

 
    

     
  x 301,2 μg/ml = 60,24 μg/ml  

 
    

     
  x 301,2 μg/ml = 120,48 μg/ml  

3) 
     

     
  x 1004 μg/ml = 401,6 μg/ml  

 
    

     
 x 401,6 μg/ml = 80,32 μg/ml 

4) 
    

     
  x 1004 μg/ml = 502 μg/ml  

  
    

     
  x 502 μg/ml = 50,2 μg/ml 
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2. Larutan Ekstrak Sampel Test Set Fenol 

 

Sampel Replikasi Pembuatan Larutan 

Ekstrak 

A 

1      

     
   x 1000 μg/ml = 2500 μg/ml 

2        

     
   x 1000 μg/ml = 2520 μg/ml 

3        

     
   x 1000 μg/ml =2550 μg/ml 

B 

1        

     
   x 1000 μg/ml = 2510 μg/ml 

2        

     
   x 1000 μg/ml = 2560 μg/ml 

3      

     
   x 1000 μg/ml = 2500 μg/ml 

C 

1        

     
   x 1000 μg/ml = 2520 μg/ml 

2        

     
   x 1000 μg/ml = 2540 μg/ml 

3        

     
   x 1000 μg/ml = 2510 μg/ml 

D 

1      

     
   x 1000 μg/ml = 2500 μg/ml 

2        

     
   x 1000 μg/ml = 2530 μg/ml 

3      

     
   x 1000 μg/ml = 2500 μg/ml 

3. Pembuatan Larutan Folin Ciocalteu 1:10  

Sebanyak 1 ml reagen Folin Ciocalteu dilarutkan dalam 10 ml akuades 

 

4. Pembuatan Reagen Larutan Na2CO3 

75% = 
    

      
    Ditimbang 75 g Na2CO3dilarutkan dalam aquadest 

ad 100 ml 
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D.2 Pembuatan Larutan Pada Penetapan Kadar Flavonoid Total 

1. Larutan Induk Kuersetin 

 Larutan induk  

         

     
 x 1000 μg/ml = 1011,5 μg/ml  

 Pengenceran  

1) 
    

     
  x 1011,5 μg/ml = 101,15 μg/ml  

 
      

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

 
      

     
  x 101,15 μg/ml = 4,046 μg/ml  

2) 
    

     
  x 1011,5 μg/ml = 202,3 μg/ml  

 
      

     
  x 202,3 μg/ml = 8,092 μg/ml  

 
      

     
  x 202,3 μg/ml = 10,115 μg/ml  

3) 
     

     
  x 1011,5 μg/ml = 303,45 μg/ml  

 
      

     
  x 303,45 μg/ml = 6,069 μg/ml  

 
      

     
  x 303,45 μg/ml = 12,138 μg/ml  

 
      

     
  x 303,45 μg/ml = 15,172 μg/ml  
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2. Pembuatan Larutan Ekstrak Sampel Test Set Flavonoid 

Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak 

A 

1        

     
   x 1000 μg/ml = 4030 μg/ml 

2      

     
   x 1000 μg/ml = 4000 μg/ml 

3        

     
   x 1000 μg/ml = 4010 μg/ml 

 

 

 

B 

1        

     
   x 1000 μg/ml = 4020 μg/ml 

2        

     
   x 1000 μg/ml = 4050 μg/ml 

3        

     
   x 1000 μg/ml = 4030 μg/ml 

C 

1        

     
   x 1000 μg/ml = 4020 μg/ml 

2      

     
   x 1000 μg/ml = 4000 μg/ml 

3        

     
   x 1000 μg/ml = 4010 μg/ml 

D 

1        

     
   x 1000 μg/ml = 4030 μg/ml 

2        

     
   x 1000 μg/ml = 4010 μg/ml 

3      

     
   x 1000 μg/ml = 4000 μg/ml 

 

3. Pembuatan Larutan AlCl3 10% 

   

     
   = 10% , Ditimbang 1 g AlCl3dilarutkan dalam aquadest ad 10 ml  

4. Pembuatan Larutan Kalium Asetat 1M 

Molar = 
     

  
    x 

    

           
   ;  

 Mr kalium asetat = 98  

1 M = 
     

  
    x 

    

     
    

Massa = 0,98 
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D.3 Pembuatan Larutan Pada Penetapan Kadar Alkaloid Total 

1. Larutan Induk Kafein 

 Larutan induk  

 
25 15 mg

25 ml
 x 1000 μg/ml = 1006 μg/ml  

 Pengenceran 

1) 
0 5 ml

10 ml
  x 1006 μg/ml = 50,3 μg/ml  

2) 
8 ml

10 ml
  x 1006 μg/ml = 804,8 μg/ml  

  
1 ml

10 ml
  x 804,8 μg/ml = 80,48 μg/ml  

  
1 5 ml

10 ml
  x 804,8 μg/ml = 120,72 μg/ml  

  
2 5 ml

10 ml
  x 804,8 μg/ml = 201,2 μg/ml  

3) 
6 ml

10 ml
  x 1006 μg/ml = 603,6 μg/ml  

 
2 5 ml

10 ml
  x 603,6 μg/ml = 150,9 μg/ml  

 
3 ml

10 ml
  x 603,6 μg/ml = 181,08 μg/ml 
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2. Pembuatan Larutan Ekstrak Sampel Test Set Alkaloid 

Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak 

A 

1      

     
   x 1000 μg/ml = 4000 μg/ml 

2        

     
   x 1000 μg/ml = 4020 μg/ml 

3        

     
   x 1000 μg/ml =4050 μg/ml 

B 

1        

     
   x 1000 μg/ml = 4010 μg/ml 

2        

     
   x 1000 μg/ml = 4060 μg/ml 

3        

     
   x 1000 μg/ml = 4030 μg/ml 

C 

1        

     
   x 1000 μg/ml = 4020 μg/ml 

2        

     
   x 1000 μg/ml = 4040 μg/ml 

3        

     
   x 1000 μg/ml = 4010 μg/ml 

D 

1      

     
   x 1000 μg/ml = 4000 μg/ml 

2        

     
   x 1000 μg/ml = 4030 μg/ml 

3      

     
   x 1000 μg/ml = 4000 μg/ml 

 

3. Pembuatan Larutan Dapar Fosfat pH 4,7 

Ditimbang 7,16 g Na2HPO4 dan 4,202g Asam sitrat dilarutkan dalam 

akuades 100 ml.  

 

4. Pembuatan Larutan Bromecresol Green (BCG) 

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

akuades diultrasonik add 100 ml. 
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LAMPIRAN E  HASIL PENGUKURAN KADAR FENOL, FLAVONOID, 

DAN ALKALOID TOTAL SAMPEL TEST SET DENGAN 

SPEKTROFOTOMER UV-VIS 

E.1 Hasil Pengukuran Kadar Fenol Total Sampel Test Set Dengan 

Spektrofotometer Uv-Vis  

 

Standar : Asam Galat 

Konsentrasi (μg/ml) Absorbansi 

 

20,08 0,531 

40,16 0,58 

50.2 0,67 

60,24 0,769 

80.32 0,913 

120,48 1,109 

 

 Contoh Perhitungan  

Persamaan : Y = 6,163x10
-3

 + 0.380 (R = 0,989 ; R2 = 0,978)  

 Replikasi 1 Sampel A 

0,507 = 0,006163x + 0,380  

x = 20,61 μg/ml   

 Dalam 4 ml : 20,61 μg/ml x 4 ml = 82,44 μg  

 

y = 6,163 x 10-3 + 0.380  
R = 0,989  

0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 

1 

1,2 

0 5 10 

A
b
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b

a
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Konsentrasi (ppm) 

fenol 
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 Dalam 10 ml : 
      μ  

       
  x 10 ml = 2061 μg = 2,06 mg  

: 
        

       
 = 82,4 mg GAE/g ekstrak 

 Replikasi 2 Sampel A 

0,504  = 0,006163x + 0,380  

x = 20,12 μg/ml   

 Dalam 4 ml : 20,12  μg/ml x 4 ml = 80,48 μg  

 Dalam 10 ml : 
      μ  

       
  x 10 ml = 2012 μg = 2,01 mg  

: 
        

        
 = 79,52 mg GAE/g ekstrak 

 

Hasil Perhitungan Ekstrak Sampel Test Set Fenol 

Sampel 

Test Set 

Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi mg GAE/g 

ekstrak 

Rata-rata mg 

GAE/g 

ekstrak ± SD 

A 

25 0,625 158,920 
156,239 

± 2,33 
25,2 0,621 155,175 

25,5 0,623 154,623 

B 

25,1 0,601 142,865 
142,136 

± 3,02 
25,6 0,599 138,807 

25 0,603 144,735 

C 

25,2 0,630 160,972 
161,622 

± 1,69 
25,4 0,631 160,342 

25,1 0,633 163,551 

D 

25 0,507 82,427 
80,595 

± 1,59± 
25,3 0,504 79,526 

25 0,503 79,831 
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E.2 Hasil Pengukuran Kadar Flavonoid Total Sampel Test Set Dengan 

Spektrofotometer Uv-Vis  

 

Standar : Kuersetin 

Konsentrasi (μg/ml) Absorbansi 

 

2,023 0,137 

4,046 0,149 

6,069 0,160 

8,092 0,167 

10,115 0,199 

12,138 0,214 

15,172 0,223 

 

 

 Contoh Perhitungan  

Persamaan : Y = 0,007115x + 0,1198 (R = 0,980 ; R2 = 0,9604)  

 Replikasi 1 Sampel D 

0,170 = 0,007115x + 0,1198  

x = 7,005 μg/ml  

 

 Dalam 10 ml (1)  

7,005 μg/ml x 10 ml = 70,55 μg  

y = 0,007x + 0,119 

R = 0,980 

0 

0,05 

0,1 

0,15 

0,2 

0,25 

0 5 10 15 20 

A
b

so
r
b

a
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Konsentrasi (ppm) 

Flavonoid 
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 Dalam 10 ml (2)  

 70,55 μg x 
     

      
   = 1411 μg = 1,411 mg  

 
        

       
    = 35,01 mg QE/g ekstrak 

 Replikasi 2 Sampel D 

0,169 = 0,007115x + 0,1198  

x = 6,915 μg/ml  

 Dalam 10 ml (1)  

6,915 μg/ml x 10 ml = 69,15 μg  

 Dalam 10 ml (2)  

 69,15 μg x 
     

      
   = 1382 μg = 1,382 mg  

 
       

      
    = 34,46 mg QE/g ekstrak 

  

Hasil Perhitungan  Ekstrak Sampel Test Set Flavonoid 

 
Sampel 

Test Set 

Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi mg QE/g ekstrak Rata-rata mg 

QE/g ekstrak 

± SD 

A 

40,3 0,188 47,570 
46,830 

 ±1,03  
40 0,185 45,825 

40,1 0,187 47,106 

B 

40,2 0,185 45,591 
45,527 

±1,37 
40,5 0,184 44,116 

40,3 0,187 46,873 

C 

40,2 0,156 25,313 
25,609 

±1,04 
40 0,155 24,736 

40,1 0,158 26,778 

D 

40,3 0,170 35,015 
35,396 

±1,14 
40,1 0,169 34,489 

40 0,172 36,683 
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E.3 Hasil Pengukuran Kadar Alkaloid Total Sampel Test Set Dengan 

Spektrofotometer Uv-Vis 

 

Standar : Kafein 

Konsentrasi (μg/ml) Absorbansi 

50,3 0,095 

80,48 0,278 

120,72 0,396 

150,9 0,483 

181,08 0,597 

201,2 0,804 

  

 

 

 Contoh Perhitungan  

Persamaan : Y = 0,004x – 0,102 (R = 0,988 ; R2 = 0,976)  

 Replikasi 1  

0,463 = 0,004x -0,102  

x =141,25 μg/ml  

 Dalam 10 ml (1)  

141,25 μg/ml x 10 ml = 1412,5 μg   

 

 Dalam 10 ml (2)  

1412,5 μg x 
10 ml

0 5 ml
   = 28250 μg = 28,25 mg  

y = 0,004x - 0,102 

R = 0,9899 

0 

0,2 

0,4 

0,6 

0,8 
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      mg

0 04   g
    = 70,099 mg QE/g ekstrak 

 Replikasi 2 

0,459 = 0,004x -0,102  

x =140,25 μg/ml  

 Dalam 10 ml (1)  

140,25 μg/ml x 10 ml = 1402,5 μg  

 Dalam 10 ml (2)  

1402,5 μg x 
10 ml

0 5 ml
   = 28050 μg = 28,05 mg  

      mg

0 04 g
    = 70,125 mg QE/g ekstrak 

 

Hasil Perhitungan  Ekstrak Sampel Test Set Alkaloid 

Sampel 

Test Set 

Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi mg KE/g ekstrak Rata-rata mg 

KE/g ekstrak 

±SD 

A 

40,3 0,432 66,253 
66,321 

± 0,05 
40 0,429 66,375 

40,1 0,430 66,334 

B 

40,2 0,169 33,875 
33,501 

± 0,36 
40,5 0,167 33,128 

40,3 0,166 33,500 

C 

40,2 0,243 42,910 
42,733 

± 0,173 
40 0,245 42,734 

40,1 0,241 42,556 

D 

40,3 0,460 70,25 
70,158 

± 0,08 
40,1 0,463 70,099 

40 0,459 70,125 
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LAMPIRAN F  Hasil Spektra Optimasi Panjang Gelombang Maksimum 

Fenol, Flavonoid, Dan Alkaloid Total 

 

1. Spektra Optimasi Panjang Gelombang Maksimum Fenol Total 
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2. Spektra Optimasi Panjang Gelombang Maksimum Flavonoid Total 
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3. Spektra Optimasi Panjang Gelombang Maksimum alkaloid total 
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LAMPIRAN G DATA KEMOMETRIK DAN PERHITUNGAN 

KEMAMPUAN PENGENALAN DAN KEMAMPUAN 

 

Kemampuan pengenalan = % pengenalan 

= 
  sampel              yang diprediksi dengan benar

  total sampel              yang digunakan
 100  

G.1 Model LDA 

 Pemetaan Sampel Training Set 
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Tabel Prediksi Sampel Training Set beserta Perhitungan Kemampuan Pengenalan 

dan Kemampuan Prediksi  

   

  

 

 

 % pengenalan = 
   

   
 100   100  
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G.2 Model SVM 

 Pemetaan Sampel Training Set 

 

Tabel Prediksi Sampel Training Set beserta Perhitungan Kemampuan Pengenalan 

dan Kemampuan Prediksi 

  

  

 % pengenalan= 
   

   
 100   100 
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G.3 Model SIMCA 

 Pemetaan Sampel Training Set 

 

Tabel Prediksi Sampel Training Set beserta Perhitungan Kemampuan Pengenalan 

dan Kemampuan Prediksi 
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 % pengenalan= 
   

   
 100   100  
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G.4 Model CA 

 Pemetaan Sampel Training Set 
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LAMPIRAN H  CONTOH PERHITUNGAN KADAR SAMPEL TRAINING 

SET MENGGUNAKAN MODEL PLS FENOL, 

FLAVONOID, DAN ALKALOID TOTAL 

 

H.1 Contoh Perhitungan Kadar Sampel Training Set Menggunakan Model 

PLS Fenol Total 

 

 

 Rata-rata kadar 

=

                                                                       
                                                

  
 

= 164,520 

 SD =

 

                                                          

                                                             

                                                            

                                                            

                                                           

    
 

 = 7,923 

 CV = 
     

       
 X 100 % = 4,81 % 

  

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


87 
 

 
 

H.2 Contoh Perhitungan Kadar Sampel Training Set Menggunakan Model 

PLS Flavonoid Total 

 

 

 Rata-rata kadar 

 = 

                                                       
                                                                

  
 

 = 34,6060 

 SD  = 

                                                          

                                                             

                                                            

                                                            

                                                           

    

 

  =   0,235 

 CV = 
     

       
 x 100% = 0,67% 
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H.3 Contoh Perhitungan Kadar Sampel Training Set Menggunakan Model 

PLS Alkaloid Total 

 

 

 Rata-rata kadar 

=

                                                       
                                                 

  
 

= 66,284 

 SD =  
  
  
  
  
  
                                                     

                                                       

                                                      

                                                      

                                                     

    
 

  =  0,650 

 CV = 
     

      
 x 100% 

= 0,98 % 
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LAMPIRAN I. VALIDASI LOOCV MODEL KLASIFIKASI LDA DAN 

SVM. 

 Validasi Loocv Model Klasifikasi LDA 
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 Validasi Loocv Model Klasifikasi SVM 
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LAMPIRAN J. REVALIDASI MODEL PLS DENGAN 2-FOLD CROSS 

VALIDATION 

 

J.1  Hasil 2-fold cross validation Model PLS Fenol 

 

 

 

Kadar predicted dengan metode NIR dan kadar reference dengan metode 

Spektrofotometri UV-Vis pada 2-fold-CV model PLS fenol 
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Kadar predicted dengan metode NIR dan kadar reference dengan metode 
Spektrofotometri UV-Vis pada 2-fold-CV model PLS flavonoid 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


94 
 

 
 

 
Kadar predicted dengan metode NIR dan kadar reference dengan metode 

Spektrofotometri UV-Vis pada 2-fold-CV model PLS alkaloid 
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