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RINGKASAN 

Penentuan Model Klasifikasi NIR Kemometrik dan Kandungan Fenolik 

Total Serbuk Daun Sirsak (Annona Muricata L.) Varietas Ratu dan Lokal; 

Mellda Kusuma Candra Dewi; 142210101028; 89 halaman; Fakultas Farmasi 

Universitas Jember. 

Sirsak merupakan salah satu jenis tanaman dari famili Annonaceae. Bagian 

daun dari pohon sirsak banyak dimanfaatkan untuk kesehatan. Daun sirsak 

terbukti memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi daripada spesies lain dalam 

famili Annonaceae. Aktivitas antioksidan pada daun sirsak memiliki peran pada 

aktivitas lain diantaranya adalah antidiabetes, agen kemopreventif, penurun kadar 

asam urat, dan efek sitoprotektif pada sel paru-paru.   

Kandungan fitokimia tertinggi pada daun sirsak adalah senyawa fenolik. 

Senyawa fenolik total juga memiliki korelasi positif yang kuat dengan aktivitas 

antioksidan, sehingga penentuan kandungan fenolik total pada daun sirsak perlu 

dilakukan. Banyak faktor yang mempengaruhi kandungan fitokimia, salah satunya 

adalah varietas. Di Indonesia tumbuh dua varietas sirsak yaitu varietas ratu dan 

lokal. Varietas ratu memiliki rasa buah yang manis, sedangkan lokal rasa buahnya 

asam sedikit manis. Kedua varietas ini mudah dibedakan dari rasa buahnya, 

namun sulit dibedakan jika dilihat dari morfologinya.  

Penentuan kandungan fenolik total dua varietas daun sirsak pada penelitian 

ini bertujuan untuk mengetahui varietas mana yang lebih berpotensi sebagai 

sumber senyawa fenolik. Setelah ditetapkan varietas yang lebih berpotensi sebagai 

sumber fenolik, maka dilakukan penentuan model klasifikasi. Model klasifikasi 

diperlukan untuk membedakan varietas daun sirsak karena sulit dibedakan 

berdasarkan morfologinya. Penentuan model klasifikasi dilakukan dengan 

menggunakan metode NIR. Data spektra dari spektroskopi NIR sangat rumit dan 

tumpang tindih sehingga digunakan kemometrik (LDA, SVM, dan SIMCA)  

untuk menganalisis data spektra tersebut. Model klasifikasi yang terpilih 

kemudian divalidasi dengan metode validasi silang yaitu Leave-one-out dan 2-fold 

cross validation untuk menguji validitas model yang telah dibuat. Pada penelitian 
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ini digunakan sampel dalam bentuk serbuk, karena sediaan yang biasa digunakan 

pada pengobatan tradisional adalah serbuk. 

Berdasarkan hasil penentuan kandungan fenolik total serbuk daun sirsak 

varietas ratu dan lokal dengan menggunakan reagen Folin-Ciocalteau didapatkan 

hasil kandungan fenolik total pada varietas lokal lebih tinggi dari pada varietas 

ratu dengan rata-rata kandungan fenolik total 38,478 mg GAE/g serbuk sedangkan 

varietas ratu hanya memiliki rata-rata 10,401 mg GAE/g serbuk. Hasil tersebut 

didungun dengan hasil uji t tas tidak berpasangan dengan nilai sig. (2-tailed) dari 

SPSS yaitu <0,01 sehingga dapat disimpulkan terdapat perbedaan yang signifikan 

kandungan fenolik total antara kedua varietas.  

Hasil penentuan model klasifikasi LDA dan SVM yang digunakan untuk 

pengkategorian 20 sampel dengan dua varietas serbuk daun sirsak yang berasal 

dari Kabupaten Jember dan Bondowoso memiliki akurasi 100%, sedangkan model 

klasifikasi SIMCA hanya 93,33%, sehingga model klasifikasi yang terpilih adalah 

LDA dan SVM. Model klasifikasi yang terpilih kemudian divalidasi dengan 

Leave-one-out dan 2-fold cross validation. Hasil dari kedua validasi memberikan 

prediksi dengan akurasi 100%. Validasi Leave-one-out dilakukan dengan 

mengeluarkan sampel RB1, LB1, RJ1, dan LJ1 secara bergantian, kemudian 

menggunakan 19 data sisanya sebagai training set, sedangkan validasi dengan 2-

fold cross validation dilakukan dengan menggunakan empat sampel test set 

(sampel diluar training set) untuk memvalidasi model. Pengaplikasian model 

klasifikasi LDA dan SVM dilakukan pada serbuk daun sirsak varietas lokal yang 

berasal dari Kabupaten Malang dan Ngawi. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

Sirsak (Annona muricata L.) merupakan salah satu jenis tanaman dari famili 

Annonaceae. Bagian daun dari pohon sirsak banyak dimanfaatkan untuk 

kesehatan (Muizuddin dan Zubaidah, 2015). Pada tiga uji in vitro yang dilakukan 

oleh Baskar et al. (2007) daun sirsak terbukti memiliki aktivitas antioksidan lebih 

tinggi daripada spesies lain dalam famili Annonaceae. Daun sirsak memiliki 

aktivitas sebagai agen kemopreventif. Aktivitas tersebut dikarenakan adanya efek 

sitotoksik dan antioksidan (Roduan et al., 2017). Daun sirsak juga bermanfaat 

sebagai antidiabetes, hal ini dikarenakan adanya antioksidan yang dapat 

mengurangi stres oksidatif (Florence et al., 2014). Antioksidan daun sirsak juga 

memiliki peran dalam penurun kadar asam urat dan efek sitoprotektif pada sel 

paru-paru (Artini et al., 2012; Yunianto et al., 2014).  

Kandungan fitokimia yang ditemukan pada daun sirsak diantaranya adalah 

senyawa fenolik (asam klorogenat, antraquinon, asam sinamat, flavonoid, asam 

hidroksisinamat, hidroquinon, dan tanin), asetogenin, alkaloid, dan minyak 

esensial (Coria-Tellez et al., 2016). Penelitian yang dilakukan oleh Gavamukulya 

et al. (2014) menunjukkan daun sirsak juga mengandung saponin, terpenoid, 

kumarin, dan fitosterol. Kandungan fitokimia menentukan aktivitas biologis dari 

suatu tanaman (Tursiman et al., 2012). Banyak faktor yang mempengaruhi 

kandungan fitokimia, salah satunya adalah varietas. Tumbuhan dengan varietas 

yang berbeda memiliki sifat fisik dan kimia yang berbeda pula (Ginting et al., 

2005). 

Di Indonesia tumbuh dua varietas sirsak yaitu varietas ratu dan lokal. 

Varietas ratu memiliki rasa buah yang manis, sedangkan lokal rasa buahnya asam 

sedikit manis. Kedua varietas ini memang mudah dibedakan dari rasa buahnya, 

namun sulit dibedakan jika dilihat dari morfologinya (Sudjijo, 2014). Varietas ratu 

dan lokal memiliki morfologi daun, buah, batang, dan bunga yang sama (Mentan, 

1988 dan Sudjijo, 2007 dalam Sudjijo, 2014). 
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Sampai saat ini belum banyak penelitian yang membahas perbedaan 

kandungan fitokimia antara kedua varietas daun sirsak. Kandungan fitokimia 

tertinggi pada daun sirsak adalah fenol (Minari dan Okeke, 2014), sehingga 

penentuan kandungan fenolik total perlu dilakukan. Senyawa fenolik total juga 

memiliki korelasi positif yang kuat dengan aktivitas antioksidan (George et al., 

2014). Mengacu pada penelitian George et al. (2012) penetapan kandungan 

fenolik total dapat dilakukan dengan reagen Folin-Ciocalteau yang diukur dengan 

spektrofotometri UV-Vis.  

Penentuan kandungan fenolik total dua varietas daun sirsak bertujuan untuk 

mengetahui varietas mana yang lebih berpotensi sebagai sumber senyawa fenolik. 

Varietas yang berbeda diduga memiliki jumlah kandungan fenolik yang berbeda 

pula. Setelah ditetapkan varietas yang lebih berpotensi sebagai sumber fenolik, 

maka diperlukan model klasifikasi. Model klasifikasi diperlukan untuk 

membedakan varietas daun sirsak karena sulit dibedakan berdasarkan 

morfologinya (Sudjijo, 2014).  

Mengacu pada penelitian Ratnasari (2015) dan Mustinkaweni (2016) 

penentuan model klasifikasi dapat dilakukan dengan menggunakan metode NIR. 

Spektroskopi NIR (Near-Infrared) adalah teknik analisis yang efektif karena non 

destruktif, dapat menganalisis dengan kecepatan tinggi, tidak menimbulkan 

polusi, penggunaan preparat contoh yang sederhana dan tidak memerlukan bahan 

kimia (Karlinasari et al., 2012). Spektroskopi NIR merupakan salah satu metode 

analisis farmasi yang digunakan untuk kontrol kualitas (Gowen et al., 2008).  

Data spektra dari spektroskopi NIR sangat rumit dan tumpang tindih 

sehingga sulit diinterpretasikan. Oleh karena itu analisis multivariat diperlukan 

untuk menganalisis data spektra tersebut (Gad et al., 2012). Metode statistik 

multivariat diperlukan karena mampu mengekstrak informasi spektrum yang 

diperlukan dari spektrum inframerah dan menggunakan informasi spektrum 

tersebut untuk aplikasi kualitatif dan kuantitatif. Metode statistik multivariat 

sering disebut metode kemometrik (Ritz et al., 2011). Kombinasi spektra IR 

dengan kemometrik dapat digunakan untuk membedakan tumbuhan yang satu 
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dengan yang lainnya walaupun komposisi senyawa kimianya belum diketahui 

secara pasti (Sun et al., 2010).  

Berdasarkan latar belakang di atas perlu dilakukan penentuan kandungan 

fenolik total dan model klasifikasi serbuk daun sirsak varietas ratu dan lokal. Pada 

penelitian ini digunakan sampel dalam bentuk serbuk, karena sediaan yang biasa 

digunakan pada pengobatan tradisional adalah serbuk. Sediaan serbuk dalam 

kapsul biasa digunakan di Klinik Saintifikasi Jamu Hortus Medicus karena lebih 

praktis dan mudah dibawa dibandingkan sediaan rebusan, sehingga dapat 

meningkatkan kepatuhan pasien (Ahmad, 2012). Penentuan kadar fenolik total 

serbuk daun sirsak dilakukan dengan menggunakan reagen Folin-Ciocalteau yang 

diukur dengan spektrofotometri UV-Vis. Penentuan model klasifikasi dilakukan 

dengan menggunakan metode NIR. Profil spektra yang diperoleh dikombinasi 

dengan kemometrik (LDA, SVM, dan SIMCA) untuk melihat model klasifikasi 

dua varietas serbuk daun sirsak.  

 

1.2 Rumusan Masalah   

Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan, maka dapat dibuat 

rumusan masalah sebagai berikut:  

1. Berapa kandungan fenolik total pada serbuk daun sirsak varietas ratu dan 

lokal?  

2. Apakah terdapat perbedaan kandungan fenolik total pada sebuk daun sirsak 

varietas ratu dan lokal?  

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

mengklasifikasikan serbuk daun sirsak varietas ratu dan lokal?   

 

1.3 Tujuan Penelitian   

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah untuk menjawab beberapa rumusan 

masalah yaitu sebagai berikut:  

1. Mengetahui kandungan fenolik total serbuk daun sirsak varietas ratu dan lokal. 

2. Mengetahui perbedaan kandungan fenolik total serbuk daun sirsak varietas ratu 

dan lokal. 
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3. Mengetahui kemampuan metode NIR dan kemometrik (LDA, SVM, dan 

SIMCA) dalam mengklasifikasikan serbuk daun sirsak varietas ratu dan lokal. 

 

1.4 Manfaat Penelitian   

Adapun manfaat yang didapatkan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut: 

1. Memberikan informasi kandungan fenolik total dari kedua varietas serbuk daun 

sirsak.  

2. Model klasifikasi dari kedua varietas serbuk daun sirsak dapat digunakan untuk 

kontrol kualitas obat trasdisional berbahan baku daun sirsak. 

 

1.5 Batasan Penelitian  

Adapun batasan dalam penelitian ini adalah sampel serbuk daun sirsak 

(Annona muricata L.) varietas ratu dan lokal yang digunakan berasal dari 

Kabupaten Jember dan Bondowoso.  
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Sirsak (Annona muricata L.) 

Tanaman sirsak umumnya memiliki tinggi sekitar 3-10 meter dan bercabang 

rendah. Bentuk daun sirsak memanjang seperti lanset atau bulat telur sungsang, 

ujung meruncing pendek, permukaan atas daun berwarna hijau tua, dan 

permukaan bawah bewarna hijau muda. Kulit buah sirsak berduri lunak, saat 

masih muda berwarna hijau dan berjarak rapat. Jika buah sirsak sudah tua berubah 

agak kehitaman, durinya lunak, dan merenggang. Daging buah sirsak berwarna 

putih dan berbiji banyak. Bunganya berwarna kuning dan berbentuk kerucut tidak 

beraturan (Zuhud, 2011). Tanaman sirsak dapat dilihat pada Gambar 2.1. 

 

Gambar 2.1 Tanaman sirsak (Zuhud, 2011) 

Sirsak merupakan tanaman tropis yang tumbuh diberbagai negara di dunia. 

Di Thailand dikenal dengan nama thurian khaek, guayabano (Filipina), graviola 

(Brazil), huanaba (Spanyol), corossol (Perancis), toge-banreisi (Taiwan), durian 

benggala (India), sauersack sausap (Papua Nugini), dan stachelannone (Jerman). 

Buah sirsak dalam bahasa inggris dikenal dengan istilah soursop karena rasanya 

yang manis keasaman (Mardiana, 2014).  

Sirsak diberbagai wilayah Indonesia dikenal sebagai nangka sebrang, 

nangka landa (Jawa), nangko walanda, sirsak (Sunda), nangka buris (Madura), 

srikaya jawa (Bali), deureuyan belanda (Aceh), durio ulondro (Nias), serekaja 

(Bugis), jambu landa (Lampung), dan durian betawi (Minangkabau). Di 
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Indonesia terdapat dua varietas sirsak yang dibedakan dari rasanya. Varietas sirsak 

yang mempunyai rasa manis dikenal dengan sirsak ratu dan varietas yang 

memiliki rasa asam dikenal sebagai sirsak lokal (Mardiana, 2014).  

  Sirsak dapat tumbuh pada kisaran iklim yang cukup luas, pada dataran 

rendah (0 m dari permukaan laut/ dpl) hingga 1.200 m dpl. Selain itu, tanaman ini 

dapat tumbuh pada berbagai tipe tanah, baik yang kaya unsur hara dan 

berpengairan baik, maupun lahan marginal seperti tanah masam, tanah kering, dan 

tanah berpasir. Habitat sirsak dapat tumbuh pada semua jenis tanah dengan pH 

antara 5-7 (Mardiana, 2014).  

 

2.1.1 Klasifikasi Sirsak  

Sirsak dalam sistematika tumbuhan (taksonomi) diklasifikasikan sebagai 

berikut (Radi, 1997): 

Kingdom  : Plantae 

Divisio  : Spermatophyta 

Sub Divisio : Angiospermae 

Class  : Dicotyledonae 

Ordo   : Polycarpiceae 

Famili   : Annonaceae 

Genus   : Annona 

Species   : Annona muricata Linn  

 

2.1.2 Ciri Makroskopis Daun Sirsak  

Menurut Materia Medika Jilid V tahun 1989, daun sirsak merupakan daun 

tunggal, warna kehijauan sampai hijau kecoklatan, helaian daun seperti kulit, 

bentuk bundar panjang, lanset atau bundar telur terbalik, panjang helaian daun 6 

cm sampai 18 cm, lebar 2 cm sampai 6 cm. Ujung daun meruncing pendek, 

pangkal daun runcing, tepi rata, panjang tangkai daun lebih kurang 0,7 cm. 

Permukaan licin agak mengkilat, tulang daun menyirip, ibu tulang daun menonjol 

pada permukaan bawah. 
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2.1.3 Manfaat Daun Sirsak  

Bagian daun dari pohon sirsak banyak dimanfaatkan untuk kesehatan 

(Muizuddin dan Zubaidah, 2015). Pada tiga uji in vitro yang dilakukan oleh 

Baskar et al. (2007) sirsak terbukti memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi 

daripada spesies lain dalam familli Annonaceae. Perbedaan aktivitas antioksidan 

ekstrak etanol (pada konsentrasi 500 µg/mL) daun Annona squamosa, Annona 

reticulata, dan Annona muricata dapat dilihat pada Tabel 2.1. 

Tabel 2.1 Perbedaan aktivitas antioksidan ekstrak etanol daun Annonaceae 

Spesies (500 µg/mL) 
% Inhibisi 

ABTS Oksida nitril Radikal 
hidroksil 

Annona squamosa 88,06 68,03 79,79 
Annona reticulata 89,05 71,10 77,72 
Annona muricata 90,05 72,06 85,88 

(Sumber: Baskar, 2007) 

Daun sirsak memiliki aktivitas sebagai agen kemoproventif. Hal tersebut 

dikarenakan adanya efek sitotoksik dan antioksidan. Efek sitotoksik dikarenakan 

adanya Annonaceous acetogenins (Roduan et al., 2017). Acetogenins merupakan 

inhibitor kuat dari kompleks I mitokondria atau NADH dehidrogenase. 

Produksi ATP yang dapat menyebabkan kematian sel kanker dapat diturunkan 

oleh Acetogenins. Zat ini kemudian memicu terjadinya apoptosis dan 

mengaktifkan p53 yang dapat menghentikan siklus sel untuk mencegah 

terjadinya proliferasi yang tidak terkendali (Retnani, 2011). Senyawa yang 

berperan dalam aktivitas sebagai antioksidan adalah flavonoid dan tanin. 

Antioksidan dapat menyebabkan pergeseran positif pada keseimbangan redoks 

intraselular dan penurunan aktivitas peroksidasi lipid, sehingga  mengurangi risiko 

kerentanan sel dan organ tubuh terhadap pembentukan tumor (Roduan et al, 

2017).  

Daun sirsak secara in vivo juga memiliki aktivitas sebagai antidiabetes. 

Aktivitas tersebut salah satunya dikarenakan adanya aktioksidan yang dapat 

mengurangi stres oksidatif sehingga dapat mengurangi rusaknya sel β-pankreas 

yang diinduksi streptozotoksin. Streptozotoksin yang terdekomposisi dapat 
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melepaskan ROS dan akan menyebabkan kematian sel (Florence et al, 2014). 

Antioksidan daun sirsak juga memiliki efek sitoprotektif pada sel-sel trakea dan 

pulmo mencit yang diinduksi asap antinyamuk bakar. Asap antinyamuk bakar 

dapat menyebabkan kerusakan sel yang diduga karena adanya peningkatan radikal 

bebas. Senyawa flavonoid yang terkandung dalam daun sirsak berfungsi sebagai 

antioksidan. Flavonoid mempunyai fungsi menghambat terbentuknya radikal 

bebas, menghambat peroksidasi lemak dan mengubah struktur membran sel. 

Aktifitas flavonoid ini disebabkan oleh adanya gugus hidroksi fenolik dan 

kemampuannya sebagai pengkelat logam (Yunianto et al., 2014). 

 Aktifitas lain yang terkait dengan adanya antioksidan pada daun sirsak 

adalah sebagai penurun kadar asam urat. Hiperurisemia atau peningkatan kadar 

asam urat merupakan penyakit degeneratif yang dapat diredam bila tubuh 

memiliki penangkap radikal bebas. Isolat aktif yang bersifat antioksidan diduga 

mengandung empat senyawa dominan, yaitu: 2,3-dihidro-benzofuran; tetradekana; 

1,4,4a,5,6,7,8,8a-oktahidroisokuinolin-3-etoksi; dan 4-hidroksi-3,5,6-trimetil-4-

(3-oxo-1- butenil)-2-sikloheksena-1-on (Artini et al., 2012).  

 

2.1.4 Kandungan Kimia Daun Sirsak  

Kandungan fitokimia yang ditemukan pada daun sirsak diantaranya adalah 

senyawa fenolik (asam klorogenat, antraquinon, asam sinamat, flavonoid, asam 

hidroksisinamat, asam galat, hidroquinon, dan tanin) (Coria-Tellez et al., 2016), 

alkaloid (reticulin, anomuricine, coclarine dan anomurine) (Leboeuf et al., 1982) 

dan minyak esensial (β-caryophyllene, δ-cadinene, epi-α-cadinol dan α-cadinol) 

(Kossouoh et al., 2007). Kandungan kimia lain pada daun sirsak adalah 

asetogenin, yang terdiri dari annomuricins A dan B, gigantetrocin A, annonacin-

10-one, muricatetrocins A dan B, annonacin, goniothalamicin (Wu el al., 1995), 

muricatocins A dan B, annonacin A, (2,4-trans)-isoannonacin, (2,4-cis)-

isoannonacin (Wu el al., 1995) annomuricin C, muricatocin C, gigantetronenin 

(Wu el al., 1995), annomutacin, (2,4-trans)-10R-annonacin-A-one, (2,4-cis)-10R-

annonacin-A-one (Wu el al., 1995), cis-annonacin, cis-annonacin-10-one, cis-

goniothalamicin, arianacin, javoricin (Zeng el al., 1996), annomuricine, 
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muricapentocin (Kim el al., 1998) muricoreacin dan murihexocin C (Kim el al., 

1998), dan annocatacin A dan B (Chang el al., 2003). Pada penelitian yang 

dilakukan oleh Gavamukulya et al. (2014) menunjukkan daun sirsak juga 

mengandung saponin, terpenoid, kumarin, dan fitosterol. 

 

2.1.5 Sirsak Varietas Ratu dan Lokal 

Secara umum masyarakat Indonesia hanya mengenal sirsak yang 

mempunyai rasa asam (varietas lokal), namun sebenarnya ada juga sirsak yang 

mempunyai rasa manis. Sirsak manis ini telah dilepas oleh Menteri Pertanian 

tahun 1988 dengan nama sirak ratu (Sudjijo, 2014). Varietas ratu dan lokal 

memiliki morfologi daun, buah, batang, dan bunga yang sama. Morfologi daun 

dari kedua varietas sama yaitu, memiliki permukaan daun yang halus, bentuk 

percabangan jorong ke atas, panjang daun 10-20 cm, warna daun bagian atas hijau 

tua, warna daun bagian bawah hijau, tepi daun rata, dan bentuk daun lonjong 

ujung runcing (Mentan, 1988 dan Sudjijo, 2007 dalam Sudjijo, 2014). 

Karakteristik sirsak varietas ratu dan lokal dapat dilihat pada Tabel 2.2. Daun dan 

buah varietas ratu dan lokal dapat dilihat pada Gambar 2.2 dan 2.3. 

 

Gambar 2.2 Daun sirsak: (A) varietas ratu, (B) varietas lokal (Sudjijo, 2014) 

 

Gambar 2.3 Buah sirsak: (A) varietas ratu, (B) varietas lokal (Sudjijo, 2014) 

A 

B 
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Tabel 2.2 Karakteristik sirsak varietas ratu dan lokal 

Karakteristik Sirsak Ratu Sirsak Lokal 
Warna kulit batang Coklat Coklat 
Permukaan daun Halus Halus 
Bentuk percabanagan Jorong ke atas Jorong ke atas 
Lebar daun 5 – 5,5 cm 4,8 – 5,5 cm 
Panjang daun 10 – 20 cm 10 – 20 cm 
Warna daun bagian atas Hijau tua Hijau tua 
Warna daun bagian bawah Hijau Hijau 
Tepi daun Rata Rata 
Bentuk daun Lonjong ujung runcing Lonjong ujung runcing 
Warna bunga Hijau kekuningan Hijau kekuningan 
Bentuk buah Bulat lonjong Bulat lonjong 
Ketebalan kulit buah Tipis Tipis 
Warna buah muda Hijau Hijau 
Warna daging buah Putih susu Putih susu 
Rasa daging buah Manis legit Asam manis 
Aroma daging buah Harum tajam Harum tajam 
Produksi buah/pohon/tahun 60 – 189 kg 50 – 200 kg 

  (Sumber: Mentan, 1988 dan Sudjijo, 2007 dalam Sudjijo, 2014) 

Berdasarkan Tabel 2.2 kedua varietas sirsak tersebut tidak bisa dibedakan 

berdasarkan ciri morfologinya. Perbedaan hanya dapat diketahui dari rasa daging 

buahnya. Daging buah varietas ratu memiliki rasa yang manis legit sedangkan 

varietas lokal memiliki rasa asam sedikit manis (Sudjijo, 2014).  

 

2.2  Tinjauan Senyawa Fenolik 

Senyawa fenolik merupakan senyawa yang terdiri dari satu atau lebih gugus 

hidroksil yang menempel pada cincin aromatik (Failasufa, 2011). Senyawa ini 

diberi nama berdasarkan nama senyawa induknya yaitu fenol. Senyawa fenol 

kebanyakkan memiliki gugus hidroksil lebih dari satu sehingga disebut polifenol. 

Struktur kimia senyawa fenol dapat dilihat pada Gambar 2.4. 

 

Gambar 2.4 Struktur kimia senyawa fenol 
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Polifenol merupakan seluruh senyawa yang memiliki struktur dasar berupa 

fenol. Senyawa polifenol memiliki banyak gugus fenol dalam molekulnya 

(Fachraniah et al., 2012). Turunan senyawa fenol merupakan metabolit sekunder 

yang diproduksi tanaman melalui jalur sikimat dan metabolisme fenil propanoid 

(Apak et al., 2007). Banyaknya jenis gugus yang dapat tersubtitusi pada kerangka 

utama fenol menyebabkan terdapat banyak jenis senyawa fenolik (Marinova et al., 

2005). Klasifikasi senyawa fenolik berdasarkan rantai karbonnya dapat dilihat 

pada Tabel 2.3. 

Tabel 2.3 Klasifikasi senyawa fenolik berdasarkan rantai karbonnya 

Kelas Kerangka Dasar 
Fenol sederhana C6 
Benzoquinon C6 
Asam fenol C6-C1 
Asetofenon C6-C2 
Asam fenilasetat C6-C2 
Asam hidroksisinamat, asam sinamat C6-C3 
Fenilpropana C6-C3 
Kumarin, Isokumarin C6-C3 
Kromon C6-C3 
Naftokuinon C6-C4 
Xanton C6-C1-C6 
Stilben C6-C2-C6 
Antrakuinon C6-C2-C6 
Flavonoid C6-C3-C6 
Lignan dan Neolignan (C6-C3)2 
Lignin (C6-C3)n 
(Sumber: Giada, 2013) 

Pada ekstrak etanol daun sirsak kandungan fitokimia yang terdeteksi adalah 

terpenoid, steroid, flavonoid, glikosida, tannin, fenol, alkaloid, dan gula 

pereduksi. Kandungan fitokimia tertinggi pada daun sirsak adalah senyawa fenol. 

Pada 100 g ekstrak etanol daun sirsak terkandung 162,99 mg fenol (Minari dan 

Okeke, 2014). Kandungan fitokimia pada ekstrak etanol daun sirsak dapat dilihat 

pada Tabel 2.4.  
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Tabel 2.4 Kandungan fitokimia pada ekstrak etanol daun sirsak 
Fitokimia  Annona muricata (mg/100 g) 
Fenol  162,99 
Glikosida  12,92 
Tannin  121,98 
Alkaloid  13,74 
Flavonoid  16,26 

(Sumber: Minari dan Okeke, 2014) 

Kandungan fenolik pada ekstrak air daun sirsak cukup tinggi yaitu 683, 

69±0,09 µg GAE/mL (Gavamukulya et al., 2014). Senyawa fenolik dikenal secara 

luas memiliki aktivitas antioksidan untuk mencegah berbagai penyakit seperti 

penyakit jantung, diabetes, dan kanker (Khoddami et al., 2013). Senyawa fenolik 

memiliki potensi sebagai antioksidan disebabkan oleh keberadaan gugus 

hidroksil. Gugus hidroksil dapat berfungsi sebagai penyumbang atom hidrogen 

ketika bereaksi dengan senyawa radikal melalui mekanisme transfer elektron 

sehingga proses oksidasi dihambat (Widyastuti, 2010). Senyawa fenolik total juga 

memiliki korelasi positif yang kuat dengan aktivitas antioksidan (George et al., 

2014).  

 

2.3 Simplisia dan Serbuk Simplisia  

2.3.1 Simplisia  

Simplisia adalah bahan alam yang telah dikeringkan yang digunakan untuk 

pengobatan dan belum mengalami pengolahan, kecuali dinyatakan lain suhu 

pengeringan tidak lebih dari 60oC (BPOM, 2014). Menurut Materia Medika 

Indonesia Jilid VI (1995), simplisia dapat digolongkan dalam tiga kategori, yaitu : 

a. 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. 

b. 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.  
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c. Simplisia pelikan (mineral)  

Simplisia pelikan adalah simplisia yang berupa bahan-bahan pelikan 

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

berupa zat kimia. 

 

2.3.2 Pembuatan Simplisia  

Menurut Depkes RI (1985), pada umumnya pembuatan simplisia melalui 

tahapan-tahapan sebagai berikut :  

a. Pengumpulan bahan baku 

Kadar senyawa aktif dalam suatu simplisia berbeda-beda antara lain 

bergantung pada bagian tanaman yang digunakan, umur tanaman atau bagian 

tanaman pada saat panen, waktu panen, dan lingkungan tempat tumbuh.  

b. Sortasi basah 

Sortasi basah dilakukan untuk memisahkan kotoran-kotoran atau bahan 

asing lainnya dari bahan simplisia.  

c. Pencucian 

Dilakukan untuk menghilangkan tanah dan pengotoran lainnya yang 

melekat pada bahan simplisia. Pencucian dilakukan dengan air bersih.  

d. Perajangan 

Beberapa jenis bahan simplisia tertentu memerlukan proses perajangan. 

Perajangan bahan simplisia dilakukan untuk mempermudah proses pengeringan, 

pengepakan dan penggilingan.  

e. Pengeringan 

Tujuan dari pengeringan adalah untuk mendapatkan simplisia yang tidak 

mudah rusak, sehingga dapat disimpan dalam waktu yang lebih lama. Dengan 

mengurangi kadar air dan menghentikan reaksi enzimatik akan dicegah penurunan 

mutu atau  perusakan simplisia.  

f. Sortasi kering 

Tujuannya untuk memisahkan benda asing seperti bagian tanaman yang 

tidak diinginkan dan pengotor lain yang masih ada dan tertinggal pada simplisia 

kering.  
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g. Pengepakan dan penyimpanan 

Pada penyimpanan simplisia perlu diperhatikan beberapa hal yang dapat 

mengakibatkan kerusakan simplisia, yaitu cara pengepakan, pembungkusan, 

persyaratan gudang simplisia, cara sortasi, pemeriksaan mutu, dan 

pengawetannya. 

h. Pemeriksaan mutu 

Pemeriksaan mutu simplisia dilakukan pada waktu penerimaan atau 

pembeliaanya dari pedagang simplisia.  

 

2.3.3 Serbuk Simplisia  

Serbuk simplisia adalah sediaan obat tradisional berupa butiran homogen 

dengan derajat halus yang sesuai, terbuat dari simplisia atau campuran dengan 

ekstrak yang cara penggunaannya diseduh dengan air panas (BPOM, 2014). 

Menurut DepKes RI (2014), serbuk simplisia yang diseduh dengan air panas 

sebelum digunakan memiliki beberapa syarat yaitu: 

a. Kadar air ≤ 10%.  

b. Cemaran mikroba   

1) Angka Lempeng Total : ≤ 106 koloni/g   

2) Angka Kapang Khamir : ≤ 104 koloni/g   

3) Escherichia coli  : negatif/g  

4) Salmonella spp  : negatif/g  

5) Pseudomonas aeruginosa : negatif/g   

6) Staphylococcus aureus : negatif/g   

 

2.3.4 Serbuk Daun Sirsak  

Pada pengobatan tradisional banyak menggunakan sediaan dalam bentuk 

serbuk. Sediaan serbuk dalam kapsul biasa digunakan pada Klinik Saintifikasi 

Jamu Hortus Medicus karena lebih praktis dan mudah dibawa dibandingkan 

sediaan rebusan, sehingga dapat meningkatkan kepatuhan pasien. Cara formulasi 

sediaan kapsul adalah dengan memblender simplisia sehingga didapatkan serbuk. 
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Serbuk kemudian dimasukkan dalam mesin tertentu agar dapat masuk ke dalam 

kapsul (Ahmad, 2012). 

 

2.4 Tinjauan Metode Penentuan Kandungan Fenolik Total 

Heterogenitas fenolik alami dan kemungkinan gangguan dari zat mudah 

teroksidasi lainnya di dalam tanaman, menyebabkan beberapa metode telah 

dikembangkan untuk penentuan kandungan fenolik total dari sampel. Metode 

penentuan kandungan fenolik total yang telah digunakan yaitu: 

2.4.1 Metode Folin-Denis (F-D) 

Metode Folin-Denis digunakan untuk penentuan kandungan tanin total, 

ditentukan berdasarkan penambahan reagen pembentuk warna yaitu folin denis. 

Pembentuakan warna tersebut berdasarkan reaksi reduksi oksidasi, dimana tanin 

sebagai reduktor dan folin denis sebagai oksidator. Prinsip dari metode folin denis 

adalah terbentuknya senyawa kompleks berwarna biru yang dapat diukur 

serapannya pada daerah sinar tampak (Dai dan Mumper, 2010)  

2.4.2 Metode Folin-Ciocalteau (F-C) 

Metode ini mengukur kemampuan sampel pada kondisi basa untuk 

mereduksi pereaksi Folin-Ciocalteau yang berwarna kuning sehingga 

menyebabkan perubahan menjadi biru gelap (Yu, 2008). Peningkatan intensitas 

warna biru akan sebanding dengan jumlah senyawa fenolik yang ada dalam 

sampel (Blainski et al., 2013). 

2.4.3 Metode Lowenthal-Procter 

Analisis kadar tanin dilakukan dengan menggunakan titrasi secara 

permanganometri atau metode Lowenthal-Procter. Permanganommetri adalah 

titrasi yang berdasarkan pada reaksi redoks. Metode ini didasari oksidasi fenolat 

oleh larutan kalium permanganat dengan adanya indigokarmin sebagai indikator 

redoks untuk menunjukkan indikator titrasi (Wang dan Zhou, 2004) 

2.4.4 Metode Kalorimetri 

Penentuan konsentrasi flavonoid dari ekstrak etanol daun pare dilakukan 

dengan kompleks kolorimetri AlCl3 yang mempunyai prinsip pengukuran 

berdasarkan pembentukan warna. Metode ini dapat digunakan untuk menentuka 
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jumlah flavonoid golongan flavon dan flavonol. Prinsip penetapan flavonoid 

dengan kolorimetri AlCl3 adalah terbentuknya kompleks antara AlCl3 dengan 

gugus keto pada atom C-4 yang bertetangga dari flavon dan flavonol. Panjang 

gelombang maksimum yang dihasilkan dari pengukuran kuersetin adalah 510 nm 

(Cahyanta, 2016) 

 

2.5 Penentuan Kandungan Fenolik Total dengan Reagen Folin-Ciocalteau 

Penentuan kandungan fenolik total pada penelitian ini dilakukan dengan 

metode dengan penambahan Folin-Ciocalteau. Menurut Singleton et al. (1974) 

metode dengan penambahan reagen Folin-Ciocalteau lebih dipilih daripada 

metode lain. Metode lain yang dapat digunakan memiliki kekurangan diantaranya  

adalah metode oksidasi dengan natrium permanganat lebih sulit distandarisasi 

pada analisis yang berbeda dan banyak pengganggu terutama dari gula. 

Kolorimetri dengan garam besi memiliki masalah pada penentuan fenolik total, 

monofenol umumnya tidak bereaksi dan pada kondisi tertentu difenol dan trifenol 

memberikan warna yang berbeda. Sedangkan absorbansi ultraviolet sulit 

diterapkan pada analisis fenolik total karena potensi interferensi dari senyawa lain. 

Menurut Khoddami et al. (2013) metode dengan penambahan reagen Folin-

Ciocalteau memiliki kelebihan diantaranya adalah relatif cepat, ekonomis, dan 

sederhana. 

Penentuan kandungan fenolik total bertujuan untuk mengetahui jumlah 

fenolik yang terdapat pada sampel dengan menggunakan reagen Folin-Ciocalteau 

yang diukur dengan spektrofotometri UV-Vis. Reagen Folin-Ciocalteau 

merupakan campuran dari asam fosfomolibdat dan asam fosfotungstat. Senyawa 

fenolik dalam sampel dapat mereduksi fosfomolibdat fosfotungstat dalam reagen 

Folin-Cioucalteau yang berwarna kuning dan membentuk kompleks molibdenum 

berwarna biru. Senyawa berwarna biru tersebut dapat diukur menggunakan 

cahaya tampak pada spektrofotometri UV-Vis (Tursiman et al., 2012). Adapun 

reaksi yang terjadi dapat dilihat pada Gambar 2.5.  
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Gambar 2.5 Reaksi reagen Folin-Ciocalteau dengan fenolik (Tursiman et al., 2012) 

Reduksi senyawa molibdat dan tungstat oleh fenolik akan membentuk 

larutan kromofor berwarna biru (Singleton et al., 1999), dimana penyerapan 

maksimum gugus kromofor tergantung pada larutan alkali dan konsentrasi 

senyawa fenolik (Blainski, 2013). Semakin besar konsentrasi senyawa fenolik 

dalam sampel tanaman maka semakin pekat warna biru yang dihasilkan. 

Penambahan Na2CO3 pada penentuan kandungan fenolik total dengan reagen 

Folin-Ciocalteau perlu dilakukan. Penambahan tersebut bertujuan untuk 

membentuk suasana basa agar terjadi reaksi reduksi folin oleh gugus hidroksil 

dari fenolik di dalam sampel (Singleton et al., 1965). 

Pembanding yang dapat digunakan pada penentuan kandungan fenolik total 

diantaranya adalah asam tanat, asam galat, kuersetin, dan katekin (Malangngi et 

al., 2012 dan Pujimulyani et al., 2010). Standar yang digunakan pada penelitian 

ini adalah asam galat. Asam galat merupakan senyawa golongan asam fenolik 

atau asam hidroksibenzoat dengan nama IUPAC 3,4,5-trihidroksibenzoat 

(Belinda, 2011). Senyawa ini juga memiliki aktifitas antioksidan sehingga dapat 

menangkal radikal bebas (Yulistian et al., 2015). Kandungan fenolik total yang 

didapat akan ekuivalen dengan asam galat yaitu miligram asam galat ekuivalen 

(GAE) per gram sampel. Keuntungan mengunakan standar asam galat adalah 

murah, larut air, mudah rekristalisasi dalam air, tersedia dalam bentuk kering, dan 

stabih dalam bentuk kering (Singleton et al., 1974). Selain itu pada Prior et al. 

(2005) disebutkan bahwa untuk mendapatkan hasil yang reliabel pada penetapan 

kandungan fenolik total adalah menggunakan standar asam galat. Alasan lain 

penggunaan standar asam galat adalah pada daun sirsak dapat ditemukan asam 

galat (Coria-Tellez et al., 2016). 

Senyawa fenol 

Kuinon 

Kompleks molibdenum-blue 
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2.6 Spektroskopi NIR (Near-Infrared) 

Radiasi elektromagnetik Infrared (IR) berada pada panjang gelombang 750-

25000 nm dan terletak pada sinar tampak. IR dibagi menjadi tiga daerah yaitu 

near-infrared, mid-infrared, far-infrared. Sedangkan panjang gelombang dan 

bilangan gelombang spektroskopi NIR berturut turut adalah 780 nm-2500 nm dan 

12.800 cm-1- 4000 cm-1 (Schwanninger et al., 2011).  

Spektroskopi NIR (Near-Infrared) adalah teknik analisis yang efektif  

karena non destruktif, dapat menganalisis dengan kecepatan tinggi, tidak 

menimbulkan polusi, penggunaan preparat contoh yang sederhana dan tidak 

memerlukan bahan kimia (Karlinasari et al., 2012). Pada daerah NIR tersebut 

dapat teramati vibrasi dari ikatan-ikatan –CH, -OH, -SH, dan –NH (Burns dalam 

Roggo, 2007). Radiasi gelombang inframerah diserap oleh molekul penyusun 

bahan sehingga menyebabkan ikatan tunggalnya bervibrasi. Vibrasi (getaran) 

yang dihasilkan ini menyebabkan pita penyerapan naik sesuai kombinasi gugus 

fungsi kimianya (Karlinasari et al., 2012). Panjang gelombang tiap gugus kimia 

dapat dilihat pada Gambar 2.6 berikut :  

 
Gambar 2.6 Daerah gugus fungsi dan panjang gelombang spektroskopi NIR (Karlinasari 

et al., 2012) 

Prinsip spektroskopi NIR berdasarkan pada pengukuran cahaya yang 

dipantulkan atau ditransmisikan oleh sampel. Energi radiasi yang ditransfer 

menjadi energi mekanik terkait oleh adanya gerakan atom yang dilakukan 

bersama oleh ikatan kimia dalam suatu molekul akan menghasilkan spektrum 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember



19 
 

 
 

NIR. Awalnya sumber cahaya dengan panjang gelombang antara 780-2500 nm 

dikenakan sampel, kemudian cahaya tersebut akan dipantulkan atau 

ditransmisikan oleh sampel dikumpulkan oleh detektor dan diubah menjadi 

spektrum (Patil et al., 2007). 

Instrumentasi spektroskopi NIR umumnya terdiri dari sumber cahaya, 

tempat sampel, monokromator, dan detektor yang dapat digunakan untuk 

pengukuran pantulan atau transmitan. Sumber cahaya yang biasa digunakan 

adalah lampu halogen tungsten karena mencakup seluruh daerah NIR. Sedangkan 

fungsi monokromator adalah untuk menyeleksi panjang gelombang (Reich, 2005). 

Kondisi fisik yang mempengaruhi spektra NIR antara lain ukuran partikel, 

kepadatan pengemasan (packing density), karakteristik permukaan, dan kadar air 

serbuk (Karlinasari et al, 2012). Ukuran dan bentuk partikel, rongga antara 

partikel dan susunan partikel mempengaruhi panjang transmisi cahaya yang 

melewati sampel dan mempengaruhi reflektansi (Chang et al., 2001).  Kepadatan 

pengemasan serbuk untuk serbuk hasil penggilingan sangat mempengaruhi bentuk 

spektra yang dihasilkan karena berkaitan dengan distribusi partikel yang 

mempengaruhi rongga antar partikel dan susunan partikel. Hamburan reflektansi 

dari sampel serbuk tergantung dari penyebaran radiasi gelombang pada 

permukaannya. Kadar air mempengaruhi spektra NIR ditunjukkan pada hasil 

penelitian sampel dengan kadar air yang lebih tinggi memiliki absorbansi spektra 

lebih tinggi dibandingkan sampel serbuk kayu yang memiliki kadar air serbuk di 

bawah 10% (Karlinasari et al, 2012). 

2.7 Analisis Kemometrik 

Data spektra dari spektroskopi NIR sangat rumit dan tumpang tindih 

sehingga sulit diinterprestasikan (Gad et al, 2012). Metode kemometrik 

diperlukan untuk analisis secara kualitatif dan kuantitatif (Ritz et al, 2011). 

Kemometrik merupakan disiplin ilmu kimia yang menggunakan matematika dan 

statistik dengan tujuan untuk memproses, mengevaluasi, dan menginterprestasi 

data dari analisis kimia (Varmuza et al., 2011). Pengaplikasian metode 

kemometrik sering dilakukan pada kondisi dimana tidak ada teori yang mampu 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember



20 
 

 
 

menyelesaikan atau mendiskripsikan masalah. Pada permasalahan tersebut 

digunakan analisis multivariat (banyak variabel) untuk mendiskripsikan sistem 

yang memiliki hubungan tersembunyi antara data yang tersedia dan informasi 

yang dihasilkan. Tujuan dari kemometrik adalah menemukan hubungan 

tersembunyi tersebut (Varmuza, 2001).  

Analisis multivariat merupakan analisis yang menggunakan banyak variabel 

untuk mendiskripsikan sistem sehingga banyak diaplikasikan untuk berbagai 

masalah analisis kimia yang berkembang. Beberapa contoh masalah tersebut 

adalah analisis senyawa dalam campuran (kalibrasi multivariat), pengenalan 

struktur kimia melalui data spektrum (klasifikasi spektrum), prediksi sifat atau 

aktivitas senyawa kimia (hubungan kuantitatif sifat atau struktur aktivitas), dan 

penentuan keaslian sampel (Varmuza, 2001).  

Pada metode analisis multivariat, tersedia perangkat lunak satatistik yang 

dapat membantu dalam menghasilkan laporan analisis dimana perangkat tersebut 

dapat bekerja dengan kelompok data yang besar. Beberapa perangkat lunak 

memberikan kemajuan dalam proses kalkulasi. Salah satu perangkat lunak 

tersebut adalah The Unscrambler. The Unscrambler merupakan perangkat lunak 

spesifik dan baik untuk digunakan dalam  analisis multivariat. Tujuan perangkat 

lunak ini adalah untuk membantu menganalisis data multivariat dan membentuk 

desain eksperimen. Selain itu, The Unscrambler juga dapat membantu klasifikasi 

sampel yang belum diketahui ke dalam berbagai kategori (Miller dan Miller, 

2005). 

Metode multivariat dapat digunakan untuk analisis kuantitatif dan kualitatif. 

Untuk analisis kualitatif dapat menggunakan Linear Discriminant Analysis ( 

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

Analogy (SIMCA). 

 

2.7.1 Linear Discriminant Analysis (LDA)  

LDA merupakan metode yang paling banyak digunakan dan memberikan 

hasil terbaik. Penentuan LDA didasarkan pada fungsi diskriminan linier yang 

memaksimalkan rasio antara kelas varians dan meminimalkan rasio dalam kelas 
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varian. Kelas seharusnya mengikuti distribusi normal multivariat dan distribusi 

linier (Berrueta et al., 2007). Pendekatan LDA berbeda dengan SIMCA, dimana 

LDA mengganggap bahwa sampel harus menjadi bagian dari salah satu kategori 

yang dianalisis. LDA secara luas digunakan dalam permasalahan yang melibatkan 

hanya dua kategori (Camo, 2005). 

 

2.7.2 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. 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).  

 

2.7.3 Soft Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA)  

SIMCA merupakan salah satu metode klasifikasi yang terdapat dalam The 

Unscrambler. Model SIMCA dibentuk berdasarkan pembuatan model PCA. 

Sampel yang tidak diketahui kemudian dibandingkan dalam 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 kategori (Berrueta et al., 2007). 
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2.8 Validasi Silang 

Metode validasi silang (cross validation) adalah metode untuk menguji 

validitas model regresi dengan menggunakan data uji di luar data yang digunakan 

dalam fitting regresi (Pranowo et al., 2006). Menurut Kohavi (1995) 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: 

2.8.1 Leave-one-out 

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. 

 

2.8.2 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 

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. 

 

2.8.3 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 
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membuat model, sedangkan bagian yang lain untuk test set yang berfungsi untuk 

memvalidasi model yang telah terbentuk. 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian  

Penelitian ini termasuk jenis penelitian true experimental laboratories.  

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian  

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia, Fakultas Farmasi, 

Universitas Jember. Waktu pelaksanaan penelitian dimulai dari bulan Oktober 

2017 sampai Maret 2018.  

 

3.3 Rancangan Penelitian  

Langkah penelitian awal yang dilakukan yaitu pengambilan sampel daun 

sirsak (Annona muricata L.) varietas ratu dan lokal di Kabupaten Jember dan 

Bondowoso. Sampel dikeringkan kemudian diselep hingga menjadi serbuk. 

Serbuk daun sirsak kemudian ditetapkan kadar airnya dengan menggunakan 

metode gravimetri. Setelah kadar air kurang dari 10% dilakukan penentuan 

kandungan fenolik total dan model klasifikasi serbuk daun sirsak varietas ratu dan 

lokal.  

Penentuan kandungan fenolik total dilakukan dengan menggunakan reagen 

Folin-Ciocalteau dan diukur absorbansinya dengan spektrofotometri UV-Vis. 

Data kandungan fenolik total daun sirsak dari dua varietas kemudian dianalisis 

untuk dilihat perbedaannya. Penentuan model klasifikasi daun sirsak ditentukan 

dengan metode NIR Kemometrik. Analisis model klasifikasi dilakukan dengan 

melihat pola spektra yang dihasilkan oleh NIR yang dikombinasi dengan analisis 

kemometrik yaitu LDA, SVM, dan SIMCA. Model yang terbentuk kemudian 

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

Validation (LOOCV) dan 2-fold-Cross Validation (2FCV). Model kemudian 

diaplikasikan pada sampel nyata. 
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3.4 Alat dan Bahan Penelitian  

3.4.1 Alat Penelitian  

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer NIR 

Brimrose Luminar 3070, perangkat lunak Brimrose, perangkat lunak The 

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

(Memmert), timbangan analitik digital (Sartorius), alat penyerbuk (selep), vial, 

desikator, corong, labu ukur, kuvet, ayakan 100 mesh, dan alat-alat gelas.  

 

3.4.2 Bahan Penelitian  

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun sirsak (Annona 

muricata L.) varietas ratu dan lokal yang diambil dari Kabupaten Jember dan 

Bondowoso, metanol 98%, standar asam galat, reagen Folin-Ciocalteau (1:10), 

dan Na2CO3 dense 7,5%. 

 

3.5 Variabel Penelitian  

3.5.1 Variabel Bebas  

Variabel bebas dari penelitian ini adalah varietas daun sirsak yaitu ratu dan 

lokal. 

 

3.5.2 Variabel Terikat  

Variabel terikat dari penelitian ini adalah kandungan fenolik total dan model 

klasifikasi serbuk daun sirsak varietas ratu dan lokal.  

 

3.5.3 Variabel Terkendali  

Variabel terkendali dari penelitian ini adalah cara penentuan kandungan 

fenolik total dan model klasifikasi. 
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3.6 Alur Penelitian  

 

 

 

Sortasi basah, pencucian, 
pengeringan, sortasi kering 

 

Diselep  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1 Skema Alur Penelitian  
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3.7 Prosedur Penelitian  

3.7.1 Pengambilan Sampel  

Pemilihan teknik pengambilan sampel merupakan upaya penelitian untuk 

mendapat sampel yang representatif (mewakili), yang dapat menggambarkan 

populasinya. Teknik pengambilan sampel yang digunakan adalah pengambilan 

secara acak (simple random sampling). Simple random sampling merupakan 

pengambilan anggota sampel dari populasi dilakukan secara acak tanpa 

memperhatikan strata yang ada dalam populasi itu (Setiawan, 2005). Dalam 

penelitian ini, sampel daun sirsak varietas ratu dan lokal diperoleh dari Kabupaten 

Jember dan Bondowoso. Sampel serbuk daun sirsak simulasi dibagi menjadi tiga 

kelompok, yaitu: 

a. Training set 

Training set terdiri dari objek/sampel yang diketahui pengkategoriannya dan 

digunakan untuk membentuk model klasifikasi kemometrik (Berrueta et al., 

2007). Preparasi training set pada penelitian ini dilakukan dengan membuat 2 

kategori yang terdiri dari serbuk daun sirsak kategori ratu dan lokal. Setiap 

kategori terdiri dari 5 sampel yang diambil dari Kabupaten Jember dan 5 sampel 

dari kabupaten Bondowoso. 

b. Test set 

Test set juga terdiri dari objek/sampel yang diketahui pengkategoriannya 

namun digunakan untuk mengevaluasi reliabilitas model yang telah dibentuk oleh 

training set (Berrueta et al, 2007). Test set dibuat dengan preparasi empat sampel 

yang terdiri dari 2 sampel serbuk daun sirsak varietas ratu dan 2 sampel varietas 

lokal.  

c. Sampel Nyata 

Sampel nyata yang digunakan adalah serbuk daun sirsak varietas lokal yang 

berasal dari Kabupaten Malang dan Ngawi. 
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3.7.2 Pembuatan Simplisia dan Penetapan Kadar Air Serbuk  

Sampel yang telah dikumpulkan disortasi basah kemudian dicuci dengan air 

mengalir. Setelah dicuci dilakukan pengeringan dengan diangin-anginkan 

ditempat terbuka tanpa terkena panas matahari secara langsung, sehingga 

didapatkan simplisia.  

Simplisia daun sirsak varietas ratu dan lokal yang sudah kering diserbuk 

dengan menggunakan selep, kemudian ditetapkan kadar airnya dengan 

menggunakan metode gravimetri. Kadar air yang diinginkan adalah  ≤ 10%.  

Tahapan penetapan kadar air yaitu dengan menimbang vial kosong tanpa tutup 

kemudian sebanyak 1 gram serbuk daun sirsak dimasukkan dalam vial dan 

dipanaskan pada suhu 1050C selama 1 jam lalu didinginkan dalam desikator 

dalam keadaan vial tertutup. Setelah dingin kemudian ditimbang. Pemanasan 

dengan oven diulang selama 30 menit sampai diperoleh bobot konstan. Kadar air 

dihitung dengan persamaan 3.1. 

Kadar Air (%) = 
A - B

A
 x 100 %..........................(3.1) 

Keterangan :  

A = bobot sampel awal (g)  

B = bobot sampel sesudah dikeringkan (g) 

 

3.7.3 Scanning Serbuk Daun Sirsak dengan NIR  

Pengukuran spektrum serbuk daun sirsak menggunakan instrumen NIR 

“Luminar 3070”. Instrumen NIR dihidupkan dan ditunggu selama 30 menit 

(merupakan waktu warming up), kemudian dibuka perangkat lunak Brimrose. 

Sampel serbuk daun sirsak varietas ratu dan lokal diletakkan diatas plat tempat 

sampel dengan cara menekan sehingga menghasilkan ketebalan dan ketinggian 

yang sama pada setiap replikasi. Setiap sampel dilakuakan replikasi sebanyak 5 

kali dan setiap replikasi dilakukan 3 kali penembakan. Selanjutnya langkah-

langkah tersebut diulangi untuk semua sampel. Setelah scanning semua sampel, 

perangkat lunak Brimrose ditutup, selanjutnya data yang telah diperoleh diolah 

dengan perangkat lunak The Unscrambler X 10.2. 
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3.7.4 Penentuan Model Klasifikasi  

Data spektrum yang diperoleh dari scanning NIR diolah dengan 

menggunakan perangkat lunak The Unscrambler X 10.2. Pembentukan model 

klasifikasi dilakukan dengan metode Linear Discriminant Analysis (LDA), 

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

Analogy (SIMCA) dengan langkah-langkah sebagai berikut: software The 

Unscrambler versi X 10.2 dibuka dan data dimasukkan dengan memilih file, 

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

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

tersebut yaitu “Ratu” untuk sirsak varietas ratu dan “Lokal” untuk sirsak varietas 

lokal. Objek dikelompokkan dengan memilih define range dan column range diisi 

dengan kategori pada kolom 1 dan absorbansi pada kolom yang lain.  

Selanjutnya dibuat model klasifikasi sebagai berikut :  

a. LDA (Linear Discriminant Analysis)  

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

Discriminant Analysis. Model klasifikasi dikatakan valid apabila % akurasi yang 

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

klasifikasi yang sebenarnya.  

b. SVM (Support Vector Machine)  

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

Model klasifikasi dikatakan valid apabila % akurasi yang diperoleh sebesar 100%, 

hal tersebut menunjukkan hasil prediksi dari model telah sesuai dengan klasifikasi 

yang sebenarnya.  

c. SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogy)  

Model PCA harus dibuat terlebih dahulu sebelum membuat model SIMCA. 

Model PCA dibuat dengan klik tasks, analyze, lalu pilih Principal Component 

Analysis. Model SIMCA dibuat dengan klik tasks, predict, classification lalu pilih 

SIMCA. Model klasifikasi dikatakan valid apabila % akurasi yang diperoleh 

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

yang sebenarnya.  
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3.7.5 Validasi Model Klasifikasi Kemometrik 

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 digunakan sebagai set validasi. 

b. 2-Fold Cross-Validation  

Set validasi ini dibuat dengan preparasi 4 sampel test set. 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. 

 

3.7.6 Penentuan Kandungan Fenolik Total  

a. Pembutan Larutan Uji Serbuk  

Dua puluh sampel serbuk daun ditimbang 25 mg, masing-masing replikasi 

tiga kali. Selanjutnya dimasukkan labu ukur 10 mL dan dilarutkan dengan 

metanol 98% sampai batas volume sehingga konsentrasi larutan uji 2500 µg/mL. 

Larutan uji tersebut diencerkan 2 kali dengan cara menggambil 1 mL larutan uji 

kemudian ditambahkan 1 mL metanol 98%.  

 

b.  Pembuatan Larutan Baku Asam Galat 

Standar asam galat ditimbang sebanyak 20 mg dan 25 mg, masing-masing 

dimasukkan dalam labu ukur 25 mL kemudian dilarutkan sampai tanda batas 

dengan metanol 98% sehingga didapatkan konsentrasi larutan induk asam galat 

yaitu 800 dan 1000 µg/mL. Selanjutnya dilakukan pengenceran larutan induk 800 

µg/mL menjadi 8 µg/mL, 16 µg/mL, dan 80 µg/mL. Larutan induk 1000 µg/m L 

menjadi 5 µg/mL, 20 µg/mL, 30 µg/mL, dan 50 µg/mL dengan cara memipet 

sejumlah tertentu larutan induk asam galat kemudian dimasukkan ke dalam labu 

ukur dan ditambahkan metanol 98%. 
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c. Penetapan Panjang Gelombang Maksimum 

Larutan asam galat konsentrasi 80 µg/mL dipipet 100 µL kemudian 

ditambahkan dengan 500 µL Folin-Ciocalteau (1:10 v/v air). Selanjutnya 

campuran didiamkan selama 6 menit, kemudian ditambah 400 µL Na2CO3 (75 g/L 

air). Campuran lalu diinkubasi pada waktu inkubasi, kemudian diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang 400-800 nm.  

 

d. Penentuan Waktu Inkubasi 

Larutan asam galat konsentrasi 80 µg/mL dipipet 100 µL kemudian 

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

didiamkan selama 6 menit, kemudian ditambahkan 400 µL Na2CO3 (75 g/L air). 

Campuran tersebut diukur absorbansinya dengan spektrofotometri UV-Vis pada 

panjang gelombang maksimum dari menit ke-0 hingga menit ke-80 dengan 

interval 5 menit, dilakukan replikasi 1 kali untuk larutan standar dan 3 kali untuk 

larutan sampel. 

 

e. Penentuan Kandungan Fenolik Total 

Penentuan kandungan fenolik total dilakukan dengan cara memipet 100 µL 

dari masing-masing larutan standar dan larutan sampel yang telah dipreparasi 

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

campuran didiamkan selama 6 menit, kemudian ditambahkan 400 µL Na2CO3 (75 

g/L air). Campuran lalu didiamkan pada suhu kamar selama waktu inkubasi, 

kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang terpilih. 

 

f. Perhitungan  

Nilai absorbansi yang diperoleh dari masing-masing larutan sampel 

dimasukkan ke dalam persamaan regresi larutan standar asam galat sehingga 

didapatkan kandungan fenolik total yang ditunjukkan dengan miligram asam galat 

ekuivalen per gram serbuk (mg GAE/g serbuk). 
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g. Analisis Data

Data hasil penetapan kadar fenolik total antara kedua varietas dibandingkan. 

Data yang diperoleh diolah dan dilihat distribusi data normalnya. Jika data 

terdistribusi normal maka dapat dilanjutkan dengan uji t tidak berpasangan. 

Perbedaan dianggap bermakna apabila nilai sig. (2-tailed) <0,01 dengan tingkat 

kepercayaan sebesar 99%. 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan  

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan sebagai 

berikut: 

1. Kandungan fenolik total serbuk daun sirsak varietas lokal lebih tinggi dari 

pada varietas ratu dengan rata-rata kandungan fenolik total 38,478 mg 

GAE/g serbuk sedangkan varietas ratu memiliki rata-rata 10,401 mg 

GAE/g serbuk. 

2. Terdapat perbedaan rerata kandungan fenolik total yang bermakna antara 

kelompok serbuk daun sirsak varietas lokal dan ratu, yang ditunjukkan 

pada uji t tidak berpasangan dengan nilai sig. (2-tailed) < 0,01 pada tingkat 

kepercayaan 99%. 

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

digunakan untuk mengklasifikasikan serbuk daun sirsak varietas ratu dan 

lokal yang berasal dari Kabupaten Jember dan Bondowoso. Model 

klasifikasi yang terbentuk yaitu Linear Discriminant Analysis (LDA) dan 

Support Vector Machines (SVM) yang memiliki hasil akurasi sebesar 

100%. 

5.2 Saran  

Berdasarkan penelitian, maka peneliti dapat memberikan saran pada 

penelitian ini yaitu perlu dibentuk model kalibrasi dengan asal daerah sampel 

yang lebih luas serta perlu dilakukan penambahan variabel bebas lain (contoh: 

ketinggian tempat) sehingga model yang diperoleh dapat diimplementasikan ke 

berbagai wilayah yang lebih luas. 
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LAMPIRAN 

LAMPIRAN A. ALAT DAN BAHAN YANG DIGUNAKAN 
1. Sampel Training Set dan Test Set 

 
 

2. Instrumen yang digunakan 

 
 
 
 
 

3. Foto penentuan kandungan fenolik total 

 
 

 
  

Sampel + Folin-
Ciocalteau + Na2CO3 

(sebelum inkubasi) 

Sampel + Folin-
Ciocalteau  

Sampel + Folin-
Ciocalteau + Na2CO3 

(setelah inkubasi) 

Spektrofotometer UV-VIS NIR 
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B. IDENTITAS SAMPEL SERBUK 

1. Sampel Training Set 

Kode Varietas Asal mdpl 
RJ1 Ratu SD Muhamadiyah 1 Jember 113 m 

RJ2 Ratu 
PT Perkebunan Nusantara XXII 
andongsari ambulu 

19 m 

RJ3 Ratu 
PT Perkebunan Nusantara XXII 
andongsari ambulu 

19 m 

RJ4 Ratu 
PT Perkebunan Nusantara XXII 
andongsari ambulu 

19 m 

RJ5 Ratu 
Taman Merubetiri Andongrejo 
Jember 

54 m 

RB1 Ratu 

(Bu Sri Sularsih/ 08230956663) Jalan 
Trunojoyo 200 Rt 6 Rw 2 
Sumberkalong, Wonosari, 
Bondowoso 

241 m 

RB2 Ratu 

(Bu Sri Sularsih/ 08230956663) Jalan 
Trunojoyo 200 Rt 6 Rw 2 
Sumberkalong, Wonosari, 
Bondowoso 

241 m 

RB3 Ratu 
Perumahan Arta Karya, Nangkaan, 
Bondowoso 

269 m 

RB4 Ratu 
(Bu Astilah/ 081217772633 ) Jalan 
Situbondo Rt 4 Rw 11 Kalitapen, 
Tapen, Bondowoso 

199 m 

RB5 Ratu 
(Bu Astilah/ 081217772633 ) Jalan 
Situbondo Rt 4 Rw 11 Kalitapen, 
Tapen, Bondowoso 

199 m 

LJ1 Lokal Area kampus Unej 99 m 
LJ2 Lokal Jalan Raya Rembangan 433 m 
LJ3 Lokal Jalan Raya Rembangan 433 m 
LJ4 Lokal Jalan Raya Rembangan 433 m 
LJ5 Lokal Jalan Raya Rembangan 433 m 

LB1 Lokal 
(Pak Supandi) Desa Solor Rt 8 Rw 2 
Kecamatan Cermee Bondowoso 

792 m 

LB2 Lokal 
(Pak Surito) Desa Solor Rt 1 Rw 1 
Kecamatan Cermee Bondowoso 

792 m 

LB3 Lokal 
(Om Tono) Desa Sumbersuko Rt 3 
Rw 1 Kecamatan Curahdami 
Bondowoso 

313 m 

LB4 Lokal 
(Pak Abas) Desa Sumbersuko Rt 1 
Rw 1 Kecamatan Curahdami 
Bondowoso 

313m 

LB5 Lokal 
(Mas Sun) Desa Petung Rt 2 Rw 1 
Kecamatan Curahdami Bondowoso 

295 m 
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2. Sampel Test Set 

Nama sampel Asal mdpl  

Test set Ratu BWS 
Desa Pakuniran, Kecamatan Maesan, 
Kabupaten Bondowoso No.14 

333 m 

Test set Lokal BWS 
Dusun Gedangan Rt.28 Rw.03 Desa 
Suger Lor Maesan Bondowoso 

306 m 

Test set Ratu JBR 
PT Perkebunan Nusantara XXII 
andongsari ambulu 

19 m 

Test set Lokal JBR SD Muhamadiyah 1 Jember 113 m 
 

3. Sampel Nyata 

Nama sampel Asal mdpl 
Lokal Malang Kota Batu 884 m 

Lokal Ngawi 
Desa Jatigembol Rt.01 Rw. 03, 
Kecamatan Kedunggalar, Kabupaten 
Ngawi 

88 m 
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LAMPIRAN C. Perhitungan Penetapan Kadar Air Training set dan Tes set 

1. Contoh Perhitungan Kadar Air 

 Bobot vial kosong= 17,3866 gram 

 Bobot vial + serbuk= 18,3954 gram 

 Bobot setelah dipanaskan 1 jam suhu 1050C= 18,3629 gram 

 Bobot setelah dipanaskan 30 menit suhu 1050C= 18,3599 gram 

 Bobot setelah dipanaskan 30 menit suhu 1050C= 18,3595 gram 

 Bobot sampel awal= (berat vial + serbuk) – bobot vial kosong 

 = 18,3954 - 17,3866 

 = 1,0088 gram 

 Bobot sampel sesudah dikeringkan = bobot setelah dipanaskan – bobot 

vial kosong 

       = 18,3595 - 17,3866 

      = 0,9729 gram 

Kadar Air (%) = 
A−B

A
 x 100 % 

Keterangan :  

A = bobot sampel awal (g)  

B = bobot sampel sesudah dikeringkan (g) 

 Kadar Air (%) = 
1,0088 - 0,9729

1,0088
 x 100 % 

= 3,5586% 

= 3,56% 

2. Hasil Penetapan kadar air Training set dan Test set 

a. Hasil penetapan kadar air Training set 

No. Kode 
Kadar Air 

Rata- rata RSD(%) 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 

1. RB1 3,56% 3,46% 3,57% 3,53% 1,723 

2. RB2 4,04% 4,07% 4,10% 4,07% 0,737 

3. RB3 4,39% 4,27% 4,26% 4,31% 1,680 

4. RB4 3,89% 3,84% 3,83% 3,85% 0,834 

5. RB5 3,62% 3,71% 3,79% 3,71% 2,294 

6. RJ1 3,99% 3,83% 4,02% 3,95% 2,588 
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7. RJ2 3,34% 3,33% 3,46% 3,38% 2,142 

8. RJ3 3,88% 3,70% 3,72% 3,77% 2,619 

9. RJ4 3,83% 3,63% 3,81% 3,76% 2,932 

10. RJ5 3,86% 3,76% 3,94% 3,85% 2,340 

11. LB1 4,63% 4,83% 4,79% 4,75% 2,228 

12. LB2 4,49% 4,57% 4,46% 4,51% 1,262 

13. LB3 4,43% 4,28% 4,33% 4,35% 1,757 

14. LB4 3,99% 4,10% 3,97% 4,02% 1,741 

15. LB5 4,64% 4,60% 4,54% 4,59% 1,096 

16. LJ1 4,94% 4,79% 4,86% 4,86% 1,543 

17. LJ2 3,84% 3,92% 3,91% 3,89% 1,121 

18. LJ3 4,78% 4,81% 4,94% 4,84% 1,756 

19. LJ4 4,55% 4,64% 4,60% 4,60% 0,981 

20. LJ5 4,62% 4,57% 4,78% 4,66% 2,356 

 

b. Hasil penetapan kadar air Test set 

No. Kode 
Kadar Air 

Rata-rata RSD (%) 
Rep 1 Rep 2 Rep 3 

1. Test set Ratu BWS 4,39% 4,46% 4,72% 4,52% 1,840 

2. Test set Ratu JBR 3,54% 3,67% 3,70% 3,64% 2,339 
3. Test set Lokal BWS 4,50% 4,37% 4,56% 4,48% 2,170 

4. Test set Lokal JBR 4,62% 4,84% 4,83% 4,76% 2,608 
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LAMPIRAN D. Data Optimasi Panjang Gelombang Maksimum Fenolik 

Total 

a. Panjang gelombang dan absorbansi standar 
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b. Panjang gelombang dan absorbansi reagen 
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LAMPIRAN E. Hasil Absorbansi dan Tabel Penentuan Waktu Inkubasi  

Menit Asam Galat 
Varietas Lokal Varietas Ratu 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 1 Rep 2 Rep 3 

0 0,684 0,460 0,451 0,434 0,074 0,069 0,072 

5 0,708 0,509 0,516 0,521 0,107 0,100 0,106 

10 0,733 0,535 0,523 0,562 0,118 0,113 0,109 

15 0,759 0,556 0,527 0,568 0,125 0,122 0,127 

20 0,782 0,570 0,573 0,583 0,132 0,141 0,137 

25 0,796 0,583 0,578 0,585 0,137 0,129 0,130 

30 0,801 0,596 0,586 0,567 0,142 0,140 0,148 

35 0,804 0,608 0,597 0,587 0,147 0,145 0,145 

40 0,807 0,618 0,612 0,599 0,151 0,145 0,142 

45 0,810 0,631 0,616 0,638 0,155 0,154 0,159 

50 0,814 0,642 0,638 0,645 0,158 0,153 0,150 

55 0,816 0,654 0,641 0,657 0,161 0,158 0,158 

60 0,818 0,666 0,655 0,659 0,162 0,159 0,168 

65 0,819 0,677 0,659 0,669 0,163 0,159 0,169 

70 0,819 0,688 0,682 0,677 0,164 0,162 0,169 

75 - 0,697 0,696 0,681 0,165 0,169 0,17 

80 - 0,702 0,725 0,691 0,166 0,172 0,173 

85 - 0,704 0,725 0,691 0,166 0,175 0,174 

90 - 0,705 0,725 0,692 0,166 0,176 0,174 

95 - 0,706 0,726 0,692 0,166 0,177 0,174 

100 - 0,706 0,726 0,693 0,166 0,177 0,175 

 

Varietas Lokal 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rata-rata SD RSD 
(%) 

0,460 0,451 0,434 0,448 0,013 2,945 

0,509 0,516 0,521 0,515 0,006 1,170 

0,535 0,523 0,562 0,540 0,020 3,699 

0,556 0,527 0,568 0,550 0,021 3,830 

0,570 0,573 0,583 0,575 0,007 1,183 

0,583 0,578 0,585 0,582 0,004 0,620 

0,596 0,586 0,567 0,583 0,015 2,527 

0,608 0,597 0,587 0,597 0,011 1,758 

0,618 0,612 0,599 0,610 0,010 1,593 

0,631 0,616 0,638 0,628 0,011 1,789 

0,642 0,638 0,645 0,642 0,004 0,547 

0,654 0,641 0,657 0,651 0,009 1,307 
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0,666 0,655 0,659 0,660 0,006 0,844 

0,677 0,659 0,669 0,668 0,009 1,349 

0,688 0,682 0,677 0,682 0,006 0,807 

0,697 0,696 0,681 0,691 0,009 1,296 

0,702 0,725 0,691 0,706 0,017 2,457 

0,704 0,725 0,691 0,707 0,017 2,428 

0,705 0,725 0,692 0,707 0,017 2,350 

0,706 0,726 0,692 0,708 0,017 2,414 

0,706 0,726 0,693 0,708 0,017 2,347 

 
Varietas Ratu 

Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rata-rata SD RSD 
(%) 

0,074 0,069 0,072 0,072 0,003 3,512 

0,107 0,100 0,106 0,104 0,004 3,629 

0,118 0,113 0,109 0,113 0,005 3,979 

0,125 0,122 0,127 0,125 0,003 2,019 

0,132 0,141 0,137 0,137 0,005 3,299 

0,137 0,129 0,130 0,132 0,004 3,302 

0,142 0,140 0,148 0,143 0,004 2,905 

0,147 0,145 0,145 0,146 0,001 0,793 

0,151 0,145 0,142 0,146 0,005 3,139 

0,155 0,154 0,159 0,156 0,003 1,696 

0,158 0,153 0,150 0,154 0,004 2,630 

0,161 0,158 0,158 0,159 0,002 1,089 

0,162 0,159 0,168 0,163 0,005 2,811 

0,163 0,159 0,169 0,164 0,005 3,075 

0,164 0,162 0,169 0,165 0,004 2,185 

0,165 0,169 0,170 0,168 0,003 1,575 

0,166 0,175 0,174 0,172 0,005 2,874 

0,166 0,175 0,174 0,172 0,005 2,874 

0,166 0,176 0,174 0,172 0,005 3,076 

0,166 0,177 0,174 0,172 0,006 3,300 

0,166 0,177 0,175 0,173 0,006 3,394 
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LAMPIRAN F. Pembuatan Larutan pada Penentuan Kandungan Fenolik 

Total 

1. Pembuatan Larutan dan Hasil Absorbansi Standar Asam Galat 

 Larutan Induk  

1) Larutan induk 1= 
20,4 mg

25 ml
  = 816 µg/ml 

2) Larutan induk 2= 
25,1 mg

25 ml
 x 1000 = 1004 µg/ml 

 Pengenceran Larutan Induk 

1) 
50 µl

10.000 µl 
 x 1004 µg/ml = 5,02 µg/ml 

2) 
100 µl

10.000 µl 
 x 816 µg/ml = 8,16 µg/ml 

3) 
200 µl

10.000 µl 
 x 1004 µg/ml = 20,08 µg/ml 

4) 
300 µl

10.000 µl 
 x 1004 µg/ml = 30,12 µg/ml 

5) 
500 µl

10.000 µl 
 x 1004 µg/ml = 50,02 µg/ml 

6) 
1000 µl

10.000 µl 
 x 816 µg/ml = 81,16 µg/ml 

 

Konsentrasi 
(µg/ml) 

Faktor 
Pengenceran 

Konsentrasi 
(µg/ml) 

Absorbansi 

5,02 10 0,502 0,120 
8,16 10 0,816 0,137 
20,08 10 2,008 0,222 
30,12 10 3,012 0,332 
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50,20 10 5,020 0,529 
81,60 10 8,160 0,774 

 

2. Perhitungan Pembuatan Larutan Sampel 

Kode 
Sampel 

Replikasi Pembuatan Larutan Uji (µg/ml) 

RJ1 

1 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

2 
 25,0mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2500 

3 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

RJ2 

1 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

2 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µgml= 2540 

3 
 25,5mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2550 

RJ3 

1 
 25,5mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2550 

2 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

3 
 25,2mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2520 

RJ4 

1 
 25,5mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2550 

2 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

3 
 25,1mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2510 

RJ5 

1 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

2 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

3 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

RB1 

1 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

2 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

3 
 25,7mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2570 

RB2 

1 
 25,2mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2520 

2 
 25,6mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2560 

3 
 25,6mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2560 

RB3 

1 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

2 
 25,6mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2560 

3 
 25,6mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2560 

RB4 1 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember



76 
 

 
 

2 
 25,6mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2560 

3 
 25,7mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2570 

RB5 

1 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

2 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

3 
 25,5mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2550 

LJ1 

1 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

2 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

3 
 25,1mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2510 

LJ2 

1 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

2 
 25,7mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2570 

3 
 25,5mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2550 

LJ3 

1 
 25,6mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2560 

2 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

3 
 25,6mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2560 

LJ4 

1 
 25,2mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2520 

2 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

3 
 25,5mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2550 

LJ5 

1 
 25,2mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2520 

2 
 25,1mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2510 

3 
 25,6mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2560 

LB1 

1 
 25,mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2520 

2 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

3 
 25,6mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2560 

LB2 

1 
 25,5mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2550 

2 
 25,6mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2560 

3 
 25,7mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2570 

LB3 

1 
 25,1mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2510 

2 
 25,3mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2530 

3 
 25,5mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2550 

LB4 1 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 
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2 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

3 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

LB5 

1 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

2 
 25,4mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2540 

3 
 25,5mg

10 ml  
 x 1000 µg/ml= 2550 
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LAMPIRAN G. Hasil Penentuan Kandungan Fenolik Total Sampel Training 

set dengan Spektroskopi UV-Vis 

1. Contoh Perhitungan  

Persamaan: Y= 0,0877x + 0,0669 
Ratu BWS 1 Replikasi 1 
0,125 = 0,0877x + 0,0669 
      x = 0,6624857 ppm 
 = 0,6624857 µg/ml 
 = 0,6624857 ng/µl 
 
Dikuvet 1000 µl = 0,662486 ng x 1000  

= 662,4857 ng 
Karena ada preparasi pengenceran 2x dan dikuvet 10x maka 
 = 20 x 662,4857 ng 
 = 13249,715 ng 
Dalam labu ukur10 ml = 13249,715 ng x 10  

 = 132497,15 ng 
 = 0,13249715 mg 

Kandungan Fenolik total = 
0,13249715 mg

25,4 mg
   

= 
0,13249715 mg

25,4:1000 g
  

= 5,216 mg GAE/g serbuk 
       
2. Hasil penentuan kandungan fenolik total 
 

Kode Sampel Absorbansi 
Kandungan 
Mg GAE/g 

Serbuk 

Rata-rata 
(mg GAE/g 

Serbuk 
SD RSD 

(%) 

RJ1 

0,202 12,178 

12,076 0,226 1,869 0,201 12,233 

0,198 11,817 

RJ2 

0,123 5,037 

5,150 0,126 2,444 0,124 5,127 

0,126 5,285 

RJ3 

0,185 10,645 

10,750 0,263 2,449 0,184 10,555 

0,189 11,050 

RJ4 

0,177 9,846 

9,955 0,094 0,944 0,178 10,014 

0,177 10,003 

RJ5 
0,120 4,768 

4,887 0,104 2,121 
0,122 4,947 
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0,122 4,947 

RB1 

0,125 5,216 

5,196 0,121 2,327 0,126 5,306 

0,124 5,067 

RB2 

0,259 17,384 

17,470 0,235 1,344 0,261 17,291 

0,266 17,736 

RB3 

0,308 21,732 

21,741 0,356 1,639 0,307 21,389 

0,315 22,101 

RB4 

0,171 9,383 

9,500 0,159 1,672 0,172 9,436 

0,176 9,681 

RB5 

0,146 7,130 

7,281 0,167 2,298 0,150 7,461 

0,148 7,253 

LJ1 

0,486 37,628 

37,447 0,237 0,632 0,481 37,179 

0,480 37,533 

LJ2 

0,551 43,636 

43,325 0,343 0,792 0,551 42,957 

0,552 43,383 

LJ3 

0,662 53,013 

52,621 0,838 1,593 0,64 51,658 

0,664 53,191 

LJ4 

0,446 34,307 

34,067 0,248 0,729 0,442 33,811 

0,448 34,082 

LJ5 

0,553 42,180 

43,551 1,164 2,672 0,561 44,892 

0,549 42,946 

LB1 

0,424 32,316 

32,271 0,040 0,123 0,426 32,241 

0,429 32,257 

LB2 

0,669 53,847 

54,583 1,462 2,678 0,669 53,636 

0,701 56,267 

LB3 

0,415 31,627 

30,900 0,664 2,149 0,408 30,764 

0,406 30,326 

LB4 0,429 32,511 32,960 0,391 1,187 
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0,436 33,139 

0,437 33,229 

LB5 

0,323 22,994 

23,054 
 

0,363 
 

 
1,573 

 
0,328 23,442 

0,321 22,725 
 

3. Perhitungan rata-rata kandungan fenolik total kedua varietas serbuk daun sirsak 

a. Rata-rata kandungan fenolik varietas lokal  

= 
Jumlah kandungan fenolik 

jumlah sampel 
   

= 
32,271+54,583+30,900+23,054+32,960+43,325+37,447+52,621+34,067+43,551

10
 

= 38,478 mg GAE/g serbuk 

b. Rata-rata kandungan fenolik varietas ratu 

= 
Jumlah  kandungan  fenolik  

jumlah  sampel  
   

= 
5,196+17,470+21,741+9,500+7,281+12,076+5,150+10,750+9,955+4,887

10
 

= 10,401 mg GAE/g serbuk 
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Lampiran H. Hasil Uji Normalitas dan Uji T Tidak Berpasangan  

1. Hasil Uji Normalitas 

 

 

 

Keterangan: Nilai sig. > 0,01 pada semua kelompok, maka dapat disimpulkan 

bahwa data sampel terdistribusi normal.  
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2. Hasil Uji T Tes Tidak Berpasangan 

 
 

 
Keterangan: Nilai sig. (2-tailed) < 0,01 menunjukkan terdapat perbedaan rerata 

kandungan fenolik total yang bermakna antara kelompok varietas ratu dan lokal, 

dimana kandungan fenolik total varietas lokal lebih tinggi dari pada varietas ratu.   
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LAMPIRAN I. Spektrum Hasil Scanning dengan NIR  

1. Spektrum Training set 

 

2. Spektrum Test set 

 

3. Contoh spektrum varietas ratu dan lokal 
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J. DATA KEMOMETRIK DAN PERHITUNGAN KEMAMPUAN 

PENGENALAN  

Kemampuan pengenalan= % pengenalan 

=
Σ sampel training set yang diprediksi dengan benar  

Σ total sampel training set yang digunakan
x 100% 

1. Pemetaan sampel Training Set LDA 

 
2. Pemetaan sampel Training Set SVM 
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3.  Tabel pengenalan model SIMCA  
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% Pengenalan= 
𝟐𝟖𝟎

𝟑𝟎𝟎
 x 100%= 93,33% 
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LAMPIRAN K. DATA KEMOMETRIK DAN PERHITUNGAN 
KEMAMPUAN KEMAMPUAN PREDIKSI 

Kemampuan prediksi= % prediksi  

=
Σ sampel test set yang diprediksi dengan benar  

Σ total sampel test set yang digunakan
 x 100% 

1. Tabel Prediksi Sampel Test Set LDA 

 
 
 
 
 

2. Tabel Prediksi Sampel Test Set SVM 

 

% Prediksi = 
𝟔𝟎

𝟔𝟎
 x 100%= 100% 

% Prediksi = 
𝟔𝟎

𝟔𝟎
 x 100%= 100% 
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LAMPIRAN L. Hasil Pemetaan Model LDA dan SVM pada Panjang Gelombang 
Tertentu (Panjang Gelombang Ciri Khas Senyawa Fenolik) 
 
a. Panjang gelombang 850-1100 nm 
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b. Panjang gelombang 1600-1650 nm 
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