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RINGKASAN 

 

Pengembangan Model Klasifikasi dan Penetapan Kadar Fenolat Total 

Ekstrak Daun Sirsak (Annona muricata L.) Varietas Lokal dan Ratu 

Menggunakan NIR Kemometrik; I Kade Arya Agus Juniarta; 142210101012; 

105 halaman; Fakultas Farmasi Universitas Jember. 

  Sirsak masuk ke dalam famili annonaceae dan genus annona. Semua 

bagian tanaman sirsak memiliki khasiat sebagai obat mulai dari daun, batang, 

akar, buah dan biji namun banyak penelitian yang menyebutkan bahwa daun 

sirsak dianggap sebagai bagian yang paling berkhasiat. Secara umum masyarakat 

Indonesia mengenal dua varietas sirsak yaitu varietas lokal dan ratu. Varietas yang 

memiliki rasa kecut disebut sirsak lokal, sedangkan varietas sirsak yang rasanya 

manis disebut sirsak ratu. Untuk mengetahui informasi varietas tanaman biasanya 

dilakukan determinasi menggunakan simplisia atau spesimen utuh tanaman. 

Ketika sampel tanaman berada dalam bentuk ekstrak akan menjadi kendala dalam 

membedakan varietas. Mayoritas produsen daun sirsak menjual produknya dalam 

bentuk ekstrak. Untuk dapat membedakan varietas sirsak lokal dan ratu perlu 

dilakukan pengembangan metode klasifikasi antara kedua varietas tersebut. 

Perbedaan varietas pada tanaman dapat mempengaruhi kandungan senyawa kimia. 

Kandungan senyawa kimia tertinggi pada daun sirsak adalah fenolat. Senyawa 

fenolat merupakan metabolit sekunder terbesar yang diproduksi oleh tanaman 

dengan aktivitas farmakologis yang luas. Senyawa fenolat total memiliki korelasi 

positif yang kuat dengan aktivitas antioksidan. Berdasarkan hal tersebut, perlu 

dilakukan penentuan kadar fenolat total antara kedua varietas. 

 Spektroskopi near infrared (NIR) merupakan metode yang dapat 

digunakan untuk membedakan varietas dan menetapkan kadar senyawa fenolat. 

Data spektra dari spektroskopi NIR sangat rumit dan tumpang tindih sehingga 

digunakan kemometrik secara kualitatif (LDA, SVM dan SIMCA) untuk melihat 

model klasifikasi varietas lokal dan ratu ekstrak etanol daun sirsak serta secara 

kuantitatif (PLS, PCR dan SVR) untuk mengetahui kadar fenolat antara kedua 

varietas. Model NIR terpilih kemudian divalidasi dengan metode validasi silang 

yaitu LOOCV dan two-fold CV untuk menguji validitas model yang telah dibuat. 

 Nilai akurasi pada masing-masing model LDA, SVM dan SIMCA yaitu 

100%. Model klasifikasi ini dapat digunakan untuk verifikasi tanaman obat 

berdasarkan varietasnya. Sedangkan model kalibrasi PLS memberikan hasil 

terbaik dengan nilai R2 kalibrasi sebesar 0,9727278; R2 validasi sebesar 

0,9693528; RMSEC sebesar 3,420387 dan RMSECV sebesar 3,64346. Model 

NIR yang terbentuk divalidasi menggunakan metode LOOCV dan two-fold CV. 

LOOCV dibuat dengan mengeluarkan satu sampel RJ 3, RB 2, LJ 1, LB 1 secara 

bergantian dan 19 sampel pengamatan yang tersisa digunakan sebagai training set. 

Dari set data validasi LOOCV diperoleh akurasi model LDA dan SVM masing-

masing sebesar 100%, sedangkan pada model PLS diketahui saat mengeluarkan 

sampel RJ 3 nilai R2 dan nilai RMSE yang dihasilkan lebih baik dibandingkan saat 

mengeluarkan sampel lainnya. Model NIR yang terbentuk kembali divalidasi 

menggunakan two-fold CV. Validasi two-fold CV menggunakan 4 sampel test set 
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yang telah diketahui kategorinya. Diketahui bahwa model dapat mengkategorikan 

sampel pada kategori yang benar (akurasi sebesar 100%), sedangkan pada model 

PLS nilai R2 yang diperoleh sebesar 0,9888137 dari data test set. 

 Model NIR yang telah terbentuk dan tervalidasi tersebut kemudian 

diterapkan pada sampel ekstrak daun sirsak varietas ratu dan lokal yang berasal 

dari Kabupaten Situbondo dan Malang. Model klasifikasi dapat memprediksi 

semua sampel dari Kabupaten Situbondo dan Malang sehingga % prediksi yang 

diperoleh sebesar 100%. Model PLS yang terbentuk diterapkan dalam analisis 

kuantitatif sampel sehingga diperoleh kadar fenolat total sebesar 230,882 mg 

GAE/g ekstrak untuk Ratu Situbondo dan 409,170 mg GAE/g ekstrak untuk Lokal 

Malang. Hasil analisis kadar fenolat total dengan NIR-kemometrik yang 

dibandingkan dengan spektrofotometri UV-Vis (metode pembanding) tidak 

memiliki perbedaan yang signifikan setelah diuji dengan menggunakan analisis 

statistik Uji T Dua Sampel Berpasangan dengan nilai signifikansi sebesar 0,403. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

 Indonesia kaya akan sumber bahan obat yang berasal dari alam dan telah 

digunakan untuk obat tradisional sebagai salah satu upaya dalam mengatasi 

masalah kesehatan. Obat tradisional dan tanaman obat banyak digunakan 

masyarakat terutama dalam upaya promotif, preventif, kuratif dan rehabilitatif 

(Saifudin et al., 2011). Penggunaan bahan alam, baik sebagai obat maupun tujuan 

lain cenderung meningkat, terlebih dengan adanya isu back to nature. Survei 

nasional yang dilakukan oleh Badan Pusat Statistik pada tahun 2000 menyebutkan 

bahwa 15,6% masyarakat Indonesia menggunakan obat tradisional dan meningkat 

hingga 31,7% pada tahun 2001 (Badan Pusat Statistik, 2002). Pengetahuan 

tentang tanaman berkhasiat obat berdasar pada pengalaman dan keterampilan 

yang secara turun temurun telah diwariskan dari satu generasi ke generasi 

berikutnya (Wullur et al., 2012). Agar penggunaannya optimal, perlu diketahui 

informasi yang memadai tentang tanaman obat. Informasi yang memadai akan 

membantu masyarakat lebih cermat untuk memilih dan menggunakan suatu 

produk obat tradisional atau tanaman obat dalam upaya kesehatan. 

 Salah satu tanaman obat yang banyak digunakan sebagai bahan obat 

tradisional yang ada di Indonesia adalah sirsak (Annona muricata L.). Sirsak 

masuk ke dalam famili annonaceae dan genus annona. Sirsak merupakan salah 

satu tanaman buah kaya akan serat dengan rasa manis agak asam yang berasal dari 

Karibia, Amerika Tengah dan Amerika Selatan. Sirsak tersebar di dataran rendah 

tropis maupun subtropis di seluruh dunia. Semua bagian tanaman sirsak memiliki 

khasiat sebagai obat mulai dari daun, batang, akar, buah dan biji namun banyak 

penelitian yang menyebutkan bahwa daun sirsak dianggap sebagai bagian yang 

paling berkhasiat (Rivai, 2013). Sirsak mengandung asetogenin (Bridgemohan et 

al., 2015), glikosida, saponin, fenol, tanin, flavonoid, alkaloid, steroid, vitamin C 

(asam askorbat) (Abbas et al., 2015), terpenoid, antrakuinon, minyak atsiri 

(George et al., 2015), antosianin (Sanusi & Bakar, 2018), vitamin E (tokoferol), 
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dan karoten (Coria et al., 2016). Sirsak dimanfaatkan sebagai tanaman obat yang 

diolah daunnya menjadi teh untuk dikonsumsi sehari-hari (Patel & Patel, 2016). 

 Banyak penelitian yang dilakukan untuk mengetahui manfaat sirsak 

diantaranya sebagai agen antikanker (George et al., 2012, Gavamukulya et al., 

2014), antitumor (Chen et al., 2013), antidiabetes, antioksidan (Florence et al., 

2014), antimikroba, antijamur, antidepresan (Bridgemohan et al., 2015), 

antiinflamasi, antihipertensi, antiarthritis (Moghadamtousi et al., 2015), 

renoprotektor, antispasmodik, antidisentri, antiparasit, antikonvulsan (Badrie & 

Schauss, 2010), antivirus, antiprotozoa, insektisida, larvasida, hepatoprotektor, 

gastroprotektor (Coria et al., 2016), pengobatan hiperurisemia dan asam urat 

(Ewadh et al., 2015). 

 Secara umum masyarakat Indonesia mengenal dua varietas sirsak yaitu 

varietas lokal dan ratu. Ciri-ciri morfologi dari kedua varietas sirsak tersebut tidak 

dapat dibedakan. Perbedaan hanya dapat diketahui dengan cara merasakan daging 

buahnya. Varietas yang memiliki rasa kecut disebut sirsak lokal, sedangkan 

varietas sirsak yang rasanya manis disebut sirsak ratu (Zuhud, 2011). Untuk 

mengetahui informasi varietas tanaman biasanya dilakukan determinasi 

menggunakan simplisia atau spesimen utuh tanaman. Ketika sampel tanaman 

berada dalam bentuk ekstrak akan menjadi kendala dalam membedakan varietas. 

Mayoritas produsen daun sirsak menjual produknya dalam bentuk ekstrak, baik 

itu dikemas dalam bentuk kapsul maupun dibuat serbuk teh seduh. Berdasarkan 

hal tersebut, untuk dapat membedakan varietas sirsak lokal dan ratu perlu 

dilakukan pengembangan metode klasifikasi antara kedua varietas tersebut. 

 Perbedaan varietas pada tanaman dapat mempengaruhi kandungan 

senyawa kimia (Fithriani et al., 2015). Kandungan senyawa kimia tertinggi pada 

daun sirsak adalah fenolat (Minari & Okeke, 2014). Senyawa fenolat merupakan 

metabolit sekunder terbesar yang diproduksi oleh tanaman dengan aktivitas 

farmakologis yang luas (Karimi et al., 2011). Senyawa fenolat total memiliki 

korelasi positif yang kuat dengan aktivitas antioksidan (George et al., 2015). 

Berdasarkan hal tersebut, perlu dilakukan penentuan kadar fenolat total antara 

varietas lokal dan ratu. 
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 Spektroskopi near infrared (NIR) merupakan metode yang dapat 

digunakan untuk membedakan varietas (Suphamitmongkol et al., 2013) dan 

menetapkan kadar senyawa fenolat (Ratnasari et al., 2016). Spektroskopi NIR 

menjadi salah satu teknologi yang dapat menggantikan metode konvensional dan 

telah sukses diaplikasikan pada produk pertanian, farmasi, petrokimia dan 

lingkungan. Beberapa keuntungan pengembangan teknologi spektroskopi NIR 

diantaranya sebagai salah satu metode yang non destruktif, dapat menganalisis 

dengan kecepatan tinggi, tidak menimbulkan polusi, jumlah sampel yang 

dibutuhkan sedikit dan tidak memerlukan bahan kimia (Andasuryani et al., 2014). 

Penelitian yang pernah dilakukan sebelumnya dalam membedakan varietas yaitu 

Suphamitmongkol et al., (2013) menggunakan spektroskopi NIR untuk klasifikasi 

varietas buah jeruk. Penelitian lain yang sudah pernah dilakukan sebelumnya 

menggunakan spektroskopi NIR dalam membuat model klasifikasi dan kalibrasi 

sampel tanaman obat diantaranya Lukman et al., (2016) yang meneliti kadar 

flavonoid pada ekstrak daun tanaman menggunakan metode spektroskopi NIR dan 

kemometrik, Ratnasari et al., (2016) yang meneliti kadar fenol total pada ekstrak 

daun tanaman menggunakan metode spektroskopi NIR dan kemometrik, 

Mustinkaweni (2017) yang meneliti kadar flavonoid, fenol dan alkaloid pada 

tanaman mimba dengan ketinggian yang berbeda menggunakan metode 

spektroskopi NIR dan kemometrik dan Rohmaniyah (2017) yang meneliti kadar 

flavonoid, fenol dan alkaloid pada tanaman juwet dengan ketinggian yang berbeda 

menggunakan metode spektroskopi NIR dan kemometrik. Profil spektra yang 

diperoleh dikombinasi dengan kemometrik secara kualitatif (LDA, SVM dan 

SIMCA) untuk melihat model klasifikasi varietas lokal dan ratu ekstrak etanol 

daun sirsak serta secara kuantitatif (PLS, PCR dan SVR) untuk mengetahui kadar 

fenolat antara kedua varietas. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang yang telah dijelaskan, maka dapat dibuat rumusan 

masalah sebagai berikut:  

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

mengklasifikasikan ekstrak etanol daun sirsak (A. muricata) varietas 

lokal dan ratu? 

2. Apakah metode NIR kemometrik (PLS, PCR dan SVR) dapat digunakan 

untuk menentukan kadar fenolat total ekstrak etanol daun sirsak (A. 

muricata)? 

3. Apakah terdapat perbedaan kadar fenolat total ekstrak etanol daun sirsak 

(A. muricata) varietas lokal dan ratu? 

4. Apakah kadar fenolat total pada ekstrak etanol daun sirsak (A. muricata) 

yang ditetapkan dengan metode NIR kemometrik dan spektrofotometri 

UV-Vis (pembanding) memiliki perbedaan yang signifikan? 

 

1.3  Tujuan Penelitian 

Adapun tujuan dari penelitian ini adalah untuk menjawab rumusan masalah 

yaitu sebagai berikut: 

1. Mengetahui kemampuan metode NIR kemometrik (LDA, SVM dan 

SIMCA) dalam mengklasifikasikan ekstrak etanol daun sirsak (A. 

muricata) varietas lokal dan ratu. 

2. Mengetahui kemampuan metode NIR kemometrik (PLS, PCR dan SVR) 

dalam menentukan kadar fenolat total ekstrak etanol daun sirsak (A. 

muricata). 

3. Mengetahui perbedaan kadar fenolat total ekstrak etanol daun sirsak (A. 

muricata) varietas lokal dan ratu. 

4. Mengetahui ada atau tidaknya perbedaan yang signifikan antara kadar 

fenolat total ekstrak etanol daun sirsak (A. muricata) yang ditetapkan 

dengan metode NIR kemometrik dan spektrofotometri UV-Vis 

(pembanding). 
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1.4 Manfaat Penelitian 

Adapun manfaat yang didapatkan dari penelitian ini yaitu sebagai berikut:  

1. Memberikan informasi profil model klasifikasi ekstrak etanol daun sirsak 

(A. muricata) varietas lokal dan ratu menggunakan NIR kemometrik; 

2. Memberikan informasi kadar fenolat total ekstrak etanol daun sirsak (A. 

muricata) varietas lokal dan ratu menggunakan NIR kemometrik; 

3. Memberikan pengetahuan tentang metode analisis yang lebih cepat, 

mudah dan sederhana; 

4. Memberikan informasi yang dapat menjadi landasan dasar bagi 

pengembangan penelitian selanjutnya;  

5. Bagi mahasiswa dapat mengasah kemampuan dan kreativitas di bidang 

kimia farmasi. 

 

1.5  Batasan Penelitian 

Batasan masalah dalam penelitian ini adalah :  

1. Sampel daun sirsak (A. muricata) varietas lokal dan ratu diperoleh dari 

Kabupaten Jember dan Bondowoso. 

2. Model klasifikasi yang digunakan adalah LDA, SVM dan SIMCA. 

3. Model kalibrasi yang digunakan adalah PLS, PCR dan SVR. 

4. Sampel nyata daun sirsak (A. muricata) diperoleh dari Kabupaten 

Malang untuk varietas lokal dan Kabupaten Situbondo untuk varietas 

ratu. 

5. Kandungan senyawa yang dianalisis adalah fenolat. 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


6 
 

 
 

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Deskripsi Tanaman Sirsak 

2.1.1 Klasifikasi Tanaman (USDA, 2011) 

Tanaman sirsak (Annona muricata L.) diklasifikasikan sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae 

Divisi  : Tracheophyta 

Kelas  : Magnoliopsida 

Ordo  : Magnoliales 

Famili  : Annonaceae 

Genus  : Annona 

Spesies : Annona muricata L. 

 
Gambar 2.1 Tanaman sirsak (Badrie & Schauss, 2010) 

2.1.2 Nama Daerah 

 Adapun nama daerah sirsak di beberapa wilayah Indonesia dikenal sebagai 

durian betawi (Minangkabau); jambu landa (Lampung); serekaja (Bugis); durio 

ulondro (Nias); deureuyan belanda (Aceh); srikaya jawa (Bali); nangka buris 

(Madura); nangka walanda, sirsak (Sunda); serta nangka sebrang, nangka landa 

(Jawa) (Mardiana & Ratnasari, 2011). 
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2.1.3 Varietas 

 Di Indonesia tersebar luas dua varietas sirsak yang dibedakan berdasarkan 

rasanya. Varietas sirsak yang rasanya manis disebut sirsak ratu. Varietas ini 

berbuah kecil, berkulit licin dan berduri, daging buah kering bertepung lengket di 

lidah dan bijinya sedikit. Varietas lainnya adalah sirsak yang memiliki rasa asam 

yang disebut sirsak lokal. Perbedaannya terletak pada varietas ini berukuran lebih 

besar, daging buah yang bertepung, berkadar air tinggi dan mempunyai banyak 

biji (Zuhud, 2011). 

 
 (a). Buah sirsak ratu; (b). Buah sirsak lokal 

Gambar 2.2 Varietas sirsak (Kementerian Pertanian, 2014) 

 
(a). Daun sirsak ratu; (b). Daun sirsak lokal 

Gambar 2.3 Daun sirsak (Kementerian Pertanian, 2014) 

2.1.4 Daerah Tumbuh dan Penyebarannya 

 Tanaman sirsak kini telah menyebar ke seluruh pelosok Indonesia. Di 

Indonesia, penyebaran tanaman sirsak dapat dijumpai di daerah Jawa Barat, 

(b) (a) 

(a) 

(b) 
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terutama Bandung dan Rajamendala, serta di Jawa Tengah, terutama Karanganyar 

(Sunarjono, 2005). 

 Di daerah beriklim tropis misalnya Indonesia, sirsak umumnya dapat 

tumbuh di tanah semi kering pH 5,5-6,5 yang berdrainase baik, tanah asam dan 

tanah berpasir (yang mengandung kapur dan bahan organik tinggi) dengan 

ketinggian hingga 1000 mdpl, suhu 25ºC-30ºC, dengan curah hujan di atas 1000 

mm. Tanaman sirsak memerlukan sinar matahari antara 50-70%. Suhu di bawah 

5ºC akan menyebabkan bahaya pada daun dan ranting sedangkan suhu di bawah 

3ºC menyebabkan tumbuhan mati. Selain itu, sirsak tidak bisa mentoleransi air 

pasang karena memiliki akar yang pendek sehingga untuk tumbuh sirsak tidak 

membutuhkan tanah yang sangat dalam (Alias, 2009). 

2.1.5 Morfologi Daun Sirsak 

 Daun tunggal, daun berbentuk bulat telur terbalik, berwarna hijau muda 

sampai hijau tua, ujung daun meruncing, pinggiran rata, permukaan daun 

mengkilap, tata letak berseling, tidak ada stipula (daun penumpu), tangkai daun 

berukuran ± 0,7 cm dengan bentuk bulat menggembung, helaian daun seperti 

kulit, berbentuk bundar panjang, lanset, atau bundar terbalik dengan panjang 6 cm 

hingga 18 cm dan lebar 2 cm hingga 6 cm, pangkal daun meruncing, tulang daun 

menyirip, ibu tulang daun menonjol pada permukaan bawah, dan tulang-tulang 

daun pada helai daun sirsak berjumlah 11±2,8 (Zuhud, 2011). 

2.1.6 Kandungan Senyawa Dalam  Sirsak 

 Kandungan senyawa kimia dalam sirsak antara lain acetogenin 

(Bridgemohan et al., 2015), glikosida, saponin, fenol, tanin, flavonoid, alkaloid, 

steroid, vitamin C (asam askorbat) (Abbas et al., 2015), terpenoid, antrakuinon, 

minyak atsiri (George et al., 2015), antosianin (Sanusi & Bakar, 2018), vitamin E 

(tocopherol), dan karoten (Coria et al., 2016). Beberapa penelitian yang pernah 

dilakukan diantaranya Sun et al., (2015) telah mengisolasi tiga acetogenin jenis 

baru yaitu annonaceous acetogenin C-35, annonaceous acetogenin C-37 serta 

muricin M dan N dari buah sirsak menggunakan metode kromatografi kolom 

terbuka sebagai potensi antikanker, Arifni et al., (2017) telah menganalisis 
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alkaloid yaitu hexahydro-pyrrolo [1,2-a] pyrazine-1,4-dione dan hexahydro-3-(2-

methylpropyl)-Pyrrolol [1,2-a] pyrazine 1,4-dione) pada daun sirsak 

menggunakan GC-MS (Gas Chromatography-Mass Spectrometry) sebagai 

potensi antikanker, Ewadh et al., (2015) telah menganalisis kandungan fenol pada 

ekstrak sirsak menggunakan HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 

sebagai terapi alami gout dan Adefegha et al., (2015) telah meneliti kandungan 

fenol total dan flavonoid total menggunakan spektrofotometri UV-Vis sebagai 

potensi antidiabetes, antihipertensi dan antioksidan pada sirsak secara in vitro. 

2.1.7 Khasiat Sirsak 

Sirsak berkhasiat sebagai agen antikanker (George et al., 2012, 

Gavamukulya et al., 2014, Minari & Okeke, 2014), antitumor (Chen et al., 2013), 

antidiabetes, antioksidan (Florence et al., 2014), antimikroba, antijamur, 

antidepresan (Bridgemohan et al., 2015), antiinflamasi, antihipertensi, antiarthritis 

(Moghadamtousi et al., 2015), renoprotektor, antispasmodik, antidisentri, 

antiparasit, antikonvulsan (Badrie & Schauss, 2010), antivirus, antiprotozoa, 

insektisida, larvasida, hepatoprotektor, gastroprotektor (Coria et al., 2016), 

pengobatan hiperurisemia dan asam urat (Ewadh et al., 2015), efek sedatif dan 

hipotensif (Handayani et al., 2016), antibakteri (Ningsih & Zusfahair, 2016, Pinto 

et al., 2017), imunomodulator (Dewi et al., 2013) dan antihiperlipidemia  

(Maramis et al., 2014). 

 

2.2 Near Infrared Spectroscopy (NIR) 

 Teknologi spektroskopi near infrared (NIR) adalah salah satu teknologi 

modern yang dapat menggantikan metode konvensional dan telah sukses 

diaplikasikan pada produk pertanian, farmasi, petrokimia dan lingkungan 

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

metode non destruktif, dapat memprediksi parameter fisik dan kimia dari sebuah 

spektra tunggal, dapat menganalisis dengan kecepatan tinggi, tidak memerlukan 

bahan kimia sehingga lebih ramah lingkungan, jumlah sampel yang dibutuhkan 

sedikit dan tidak menyebabkan polusi. Spektroskopi NIR menggunakan 
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gelombang elektromagnetik dengan panjang gelombang 780 nm – 2500 nm atau 

12820 cm-1 – 4000 cm-1 (Schwanninger et al., 2011). Pada daerah NIR tersebut 

dapat diamati vibrasi dari ikatan-ikatan –CH, -OH, -SH, dan –NH. Panjang 

gelombang tiap gugus kimia dapat dilihat pada Gambar 2.4 berikut: 

 
Gambar 2.4 Daerah gugus fungsi dan panjang gelombang spektroskopi NIR (Burns & 

Ciurczak, 2007) 

 Spektroskopi inframerah merupakan teknik analisis yang sangat penting 

dimana didasarkan pada vibrasi atom pada molekul. Spektra NIR berasal dari 

energi radiasi yang ditransfer menjadi energi mekanik terkait oleh adanya gerakan 

atom yang dilakukan bersama oleh ikatan kimia dalam suatu molekul. Awalnya, 

sampel disinari oleh sumber cahaya dan cahaya yang dipantulkan atau 

ditransmisikan oleh sampel terkumpul pada detektor yang nantinya diubah 

menjadi sebuah spektra (Mulja & Suharman, 1995). 

 Spektra NIR dapat menjadi kompleks karena seringkali pita spektra yang 

dihasilkan memunculkan puncak yang saling tumpang tindih sehingga sulit untuk 

menentukan pita spektra tunggalnya. Hal ini dapat diatasi dengan penghalusan 

atau penyaringan data spektra (Karlinasari et al., 2012). Untuk melakukan analisis 

NIR secara kualitatif atau kuantitatif diperlukan metode statistik yaitu kemometrik 

(Reich, 2005). 
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Gambar 2.5 Instrumentasi NIR (Reich, 2005) 

 

2.3 Kemometrik dan Multivariat 

 Kemometrik adalah bidang interdisipliner yang menggunakan matematika 

dan statistik multivariat untuk memproses, mengekstraksi dan memahami 

informasi yang relevan dari data analitis. Seorang ahli kimia analitik merupakan 

pengguna utama kemometrik, namun ada beberapa bidang yang didukung kuat 

dalam penggunaan kemometrik seperti kimia fisik (kinetika dan studi 

keseimbangan), kimia organik (optimasi reaksi) dan lain sebagainya (Brereton, 

2003). 

 Analisis secara multivariat adalah analisis yang menggunakan banyak 

variabel untuk mendeskripsikan sistem. Keuntungan dari analisis multivariat yaitu 

selektivitas sensor yang baik, model multivariat yang lebih memadai dan mampu 

menangani masalah yang tidak bisa dilakukan analisis univariat. Analisis 

multivariat menyediakan metode untuk mengurangi data berukuran besar yang 

diperoleh dari instrumen seperti spektrofotometer (Bro, 2003). 

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

multivariat adalah sebagai berikut: 

1. Interpretasi data 

 Tujuan dari interpretasi data yaitu 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 
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dalam variabel. Metode yang paling sering digunakan adalah Principal 

Component Analysis (PCA). 

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 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 Analogy (SIMCA), Cluster Analysis (CA), 

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

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

kimia seperti penentuan kategori sampel dari data spektra. 

3. Kalibrasi 

 Metode ini merupakan teknik multivariat yang paling sering digunakan 

sebagai analisis rutin pada analisis kimia. Tujuannya yaitu sebagai pengembangan 

model matematis yang menjelaskan hubungan atau korelasi antara beberapa 

variabel prediktor dan satu atau beberapa variabel efek. Metode yang sering 

digunakan untuk tujuan ini adalah Principal Component Regression (PCR) dan 

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

terutama pada spektroskopi inframerah dan model Hubungan Kuantitatif Struktur 

dan Aktivitas (HKSA). 

 Metode analisis multivariat dapat dibagi berdasarkan kegunaan kualitatif 

atau kuantitatif. Untuk analisis kualitatif dapat menggunakan Principal 

Component Analysis (PCA), Linear Discriminant Analysis (LDA), Support Vector 

Machines Classification (SVM) dan Soft Independent Modelling of Class Analogy 

(SIMCA). Sedangkan untuk analisis kuantitatif dapat menggunakan Principal 

Component Regression (PCR), Partial Least Square (PLS) dan Support Vector 

Machine Regression (SVR) (Roggo et al., 2007). Pada penelitian ini tergolong 

analisis kualitatif yang dikombinasi dengan LDA, SVM dan SIMCA untuk 

melihat model klasifikasi varietas lokal dan ratu ekstrak etanol daun sirsak serta 
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analisis kuantitatif yang dikombinasi dengan PLS, PCR dan SVR untuk 

mengetahui kadar fenolat antara kedua varietas. Berikut penjelasannya: 

2.3.1 Linear Discriminant Analysis (LDA) 

 LDA merupakan metode yang paling sering digunakan. LDA didasarkan 

pada penentuan fungsi diskriminan linier yang memaksimalkan rasio antara kelas 

varians dan meminimalkan rasio dalam kelas varian. Pada LDA, kelas seharusnya 

mengikuti distribusi normal multivariat dan distribusi linier (Berrueta et al., 

2007). 

 Keberhasilan LDA dalam pengkategorian objek dapat diuji dengan 

beberapa cara. Cara yang paling sederhana yaitu 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 

sehingga keberhasilan LDA dapat diketahui (Miller & Miller, 2010). 

2.3.2 Support Vector Machine Classification (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 digunakan sebagai pengklasifikasian dua kategori, dimana SVM 

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

membentuk Optimal Separating Hyperplane (OSH) dalam membatasi dua 

kategori. OSH ini didefinisikan sebagai sesuatu yang dapat memberikan jarak 

pembatas secara maksimal terhadap dua kategori (margin). Objek atau sampel 

yang berada pada garis tepi OSH disebut support vector (Stanimirova et al., 

2010). 
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2.3.3 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 dalam 

training set. Sampel yang tidak diketahui kemudian dibandingkan dengan model 

SIMCA dan pengkategorian dinilai berdasarkan analogi pada sampel percobaan 

(Camo, 2005). 

 SIMCA menentukan jarak kategori, kemampuan pemodelan dan 

diskriminasi. Jarak kategori dapat dihitung sebagai jarak geometrik dari model 

komponen-komponen utama. Pendekatan lain menganggap bahwa tiap kategori 

dibatasi dengan jarak wilayah yang mewakili persentase tingkat kepercayaan 

(biasanya 95%). Alat yang berguna untuk interpretasi hasil SIMCA adalah plot 

Coomans yang dapat menunjukkan diskriminasi dua kategori. Kemampuan 

diskriminasi mengukur seberapa baik variabel membedakan antara dua kategori. 

Sedangkan kemampuan pemodelan mengukur pengaruh variabel terhadap model 

yang diberikan (Berrueta et al., 2007). 

2.3.4 Partial Least Square (PLS) 

 PLS merupakan salah satu teknik kalibrasi multivariat yang sangat luas 

digunakan dalam analisis kuantitatif data spektroskopi dan elektrokimia 

(Abdollahi et al., 2003). Model kalibrasi dengan menggunakan PLS dapat 

digunakan untuk memprediksi komposisi suatu bahan dan menggantikan metode 

konvensional yang membutuhkan waktu lama di laboratorium (Masithoh et al., 

2012). PLS menggunakan informasi yang terdapat pada prediktor dan respon. PLS 

membutuhkan sedikit faktor untuk mendapatkan hasil yang optimal karena 

terfokus pada prediksi variabel respon (Camo, 2005). 

2.3.5 Principal Component Regression (PCR) 

 PCR merupakan salah satu teknik kalibrasi multivariat yang dilakukan 

dengan cara mereduksi komponen dengan PCA terlebih dahulu kemudian 

dilanjutkan dengan teknik analisis regresi antara komponen utama yang baru 

terhadap respon. Secara prinsip PCR hampir sama dengan PLS. Perbedaan kedua 

metode ini terletak pada proses penentuan komponen utama. Penentuan 
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komponen utama pada PCR berdasarkan variasi maksimum data spektra dan data 

respon (Miller & Miller, 2010). 

2.3.6 Support Vector Regression (SVR) 

 SVR didasarkan pada perhitungan fungsi regresi linear dalam ruang 

dimensi tinggi dimana input data dipetakan melalui fungsi nonlinear. SVR telah 

diaplikasikan pada berbagai bidang keuangan, pendekatan teknik analisis 

kompleks, dan sebagainya (Basak et al., 2007). 

 

2.4 Validasi Silang 

 Validasi silang (cross validation) banyak digunakan dalam metode 

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

Metode validasi silang adalah metode untuk menguji validitas model regresi 

dengan menggunakan data uji di luar data yang digunakan dalam fitting regresi 

(Pranowo et al., 2007). Validasi silang merupakan teknik untuk menilai seberapa 

jauh suatu hasil analisis statistik dapat diimplementasikan ke dalam set data yang 

independen. Hal ini terutama digunakan untuk tujuan prediksi yaitu untuk 

memperkirakan akurasi model prediksi yang dibuat untuk dapat 

diimplementasikan. 

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

leave-one-out cross-validation, k-fold cross-validation dan two-fold cross-

validation. Pada penelitian ini digunakan leave-one-out cross-validation dan two-

fold cross-validation.  Berikut penjelasannya: 

2.4.1 Leave One Out Cross Validation 

 Seperti namanya, leave one out cross validation (LOOCV) berarti 

meninggalkan satu untuk validasi silang yaitu dengan melibatkan sampel 

pengamatan tunggal dari sampel asli untuk 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 
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data validasi. LOOCV akan menjadi sama dengan k-fold, bila jumlah k-lipatannya 

sama dengan jumlah sampel asli pengamatan. 

2.4.2 Two 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. 

 

2.5 Ekstraksi 

 Ekstraksi adalah melarutkan dan menarik senyawa dengan menggunakan 

pelarut yang tepat. Simplisia yang akan diekstraksi mengandung senyawa aktif 

yang dapat larut dan senyawa aktif yang tidak larut seperti serat, karbohidrat, 

protein dan lain-lain (DirJen POM, 2000). Ada tiga tahapan proses pada waktu 

ekstraksi yaitu:  

a. Penetrasi pelarut kedalam sel tanaman dan pengembangan sel.  

b. Disolusi pelarut ke dalam sel tanaman dan pengembangan sel.  

c. Difusi bahan yang terekstraksi ke luar sel. 

 Ketiga proses di atas diharapkan terjadinya kesetimbangan antara bahan 

terlarut dan pelarut. Kecepatan untuk mencapai kesetimbangan umumnya 

tergantung pada suhu, pH, ukuran partikel, dan gerakan partikel. Prinsip yang 

utama adalah yang berkaitan dengan kelarutan, yaitu senyawa polar lebih mudah 

larut dalam pelarut polar dan senyawa non polar akan mudah larut dalam pelarut 

non polar. 

 Menurut DirJen POM (2000) terdapat dua cara ekstraksi yaitu cara dingin 

dan cara panas. Metode ekstraksi dengan cara dingin terdiri dari maserasi dan 

perkolasi, sedangkan metode ekstraksi dengan cara panas terdiri dari refluks, 

soxhlet, digesti, infus dan dekok. Pada penelitian ini digunakan metode maserasi. 

Maserasi adalah proses pengekstrakan simplisia dengan menggunakan pelarut 

dengan beberapa kali pengadukan pada temperatur ruangan (suhu kamar). Metode 
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ini dipilih karena pengerjaan dan peralatan yang digunakan sederhana serta mudah 

diperoleh maseratnya, pelarut dan sampel tidak mengalami pemanasan sama 

sekali sehingga maserasi merupakan teknik ekstraksi yang dapat digunakan untuk 

senyawa yang tidak tahan panas maupun tahan panas, serta proses perendaman 

yang cukup lama diharapkan dapat menarik lebih banyak zat aktif yang 

terkandung di dalam simplisia.  

 Proses pengekstraksian simplisia menggunakan pelarut tertentu 

menghasilkan ekstrak. Menurut Farmakope Indonesia edisi V (2014), ekstrak 

adalah sediaan pekat yang diperoleh dengan mengekstraksi zat aktif dari simplisia 

nabati atau simplisia hewani menggunakan pelarut yang sesuai, kemudian semua 

atau hampir semua pelarut diuapkan dan massa atau serbuk yang tersisa 

diperlukan sedemikian hingga memenuhi baku yang telah ditetapkan. 

 Menurut Voigt & Noerono (1994), ekstrak dikelompokkan atas dasar 

sifatnya yaitu:  

1. Ekstrak encer adalah sediaan yang memiliki konsistensi semacam madu dan 

dapat dituang.  

2. Ekstrak kental adalah sediaan yang dilihat dalam keadaan dingin dan tidak 

dapat dituang. Kandungan airnya berjumlah sampai 30%. Tingginya 

kandungan air menyebabkan ketidakstabilan sediaan obat karena cemaran 

bakteri.  

3. Ekstrak kering adalah sediaan yang memiliki konsistensi kering dan mudah 

dituang, sebaiknya memiliki kandungan lembab tidak lebih dari 5%.  

4. Ekstrak cair, ekstrak yang dibuat sedemikiannya sehingga 1 bagian simplisia 

sesuai dengan dua bagian ekstrak cair. 

 Ekstraksi ini menggunakan pelarut etanol yang merupakan pelarut polar 

untuk isolasi kandungan senyawa dalam daun sirsak yang efisien (Hermawan & 

Laksono, 2013). Etanol disebut juga etil alkohol dengan rumus kimia C2H5OH 

atau CH3CH2OH dengan titik didihnya 78,4º C. Etanol memiliki sifat tidak 

berwarna, volatil dan dapat bercampur dengan air. 
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2.6 Senyawa Fenolat 

 Fenolat merupakan senyawa yang memiliki gugus hidroksil yang 

menempel pada cincin aromatik. Fenolat merupakan metabolit sekunder 

melimpah yang tersebar luas pada tumbuhan. Saat ini diketahui lebih dari 8000 

struktur fenolat. Senyawa fenolat 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. Fenolat membentuk campuran azeotropik dengan air dan zat 

lainnya (Rappoport, 2003). 

 Fenolat yang terkandung pada tanaman memainkan peran penting dalam 

kesehatan jangka panjang, mengurangi resiko penyakit kronis dan degeneratif. 

Senyawa fenolat juga memiliki aktivitas antioksidan, antitumor, antivirus dan 

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

terhadap radiasi ultraviolet atau perlindungan diri dari patogen, parasit, predator 

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

 Pemilihan pelarut untuk ekstraksi senyawa fenolat dapat mempengaruhi 

jumlah, jenis dan laju senyawa fenolat yang diekstraksi. Pelarut yang umum 

digunakan untuk ekstraksi senyawa fenolat diantaranya metanol, etanol, aseton, 

etil asetat dan kombinasinya. Secara umum metanol lebih efisien mengekstraksi 

polifenol dengan berat molekul lebih rendah, sedangkan aseton lebih efisien 

mengekstraksi flavanol dengan berat molekul yang lebih tinggi. Etanol merupakan 

pelarut yang baik untuk ekstraksi polifenol dan aman jika dikonsumsi manusia. 

Dalam preparasi ekstrak fenolat yang kaya antosianin dari tanaman paling sering 

digunakan metanol atau etanol (Dai & Mumper, 2010). 

 

 

 

 

 

 

Gambar 2.6 Struktur kimia fenolat  (Harborne, 1987) 
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2.7 Penetapan Kadar Fenolat dengan Metode Kolorimetri 

 Kolorimetri merupakan metode analisis kimia yang berdasarkan pada 

perbandingan intensitas warna larutan dengan warna standarnya. Penentuan kadar 

fenolat total dengan metode kolorimetri berdasarkan reagen Folin-Ciocalteu. 

Reaksi antara senyawa fenolat menggunakan reagen Folin-Ciocalteu merupakan 

reaksi reduksi-oksidasi. Senyawa fenolat mereduksi fosfomolibdat fosfotungstat 

dalam Folin-Ciocalteu. Ketika senyawa fenolat dalam ekstrak sampel direaksikan 

dengan reagen Folin-Ciocalteu akan terjadi pembentukan senyawa komplek. 

Senyawa ini berwarna biru yang dapat diukur dengan cahaya tampak pada 

spektrofotometri UV-Vis (Tursiman et al., 2012), dimana penyerapan maksimum 

gugus kromofor tergantung pada larutan alkali dan konsentrasi senyawa fenolat 

(Blainski et al., 2013). 

 Semakin besar konsentrasi senyawa fenolat, maka semakin banyak ion 

fenolat yang terbentuk sehingga warna biru yang dihasilkan semakin pekat 

(Singleton et al., 1999). Penambahan Na2CO3 pada uji fenolat bertujuan untuk 

membentuk suasana basa agar terjadi reaksi folin oleh gugus hidroksil dari fenolat 

di dalam sampel. Metode ini memiliki kelebihan diantaranya relatif cepat, 

ekonomis dan sederhana (Khoddami et al., 2013). 

 

 
Gambar 2.7 Reaksi reagen Follin-Cioucalteu dengan senyawa fenolat (Tursiman et al., 

2012)  
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

3.1 Jenis Penelitian 

 Jenis penelitian yang dilakukan adalah penelitian True Experimental 

Laboratories yang merupakan penelitian yang dilakukan di laboratorium. 

 

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian 

 Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Kimia Farmasi Fakultas Farmasi 

Universitas Jember mulai bulan April sampai Juli 2018. 

 

3.3 Alat dan Bahan Penelitian 

3.3.1 Alat Penelitian 

 Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah spektrofotometer 

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

komputer (berisi perangkat lunak Brimrose, Prospect dan The Unscrambler X 

10.2 (Camo)), ultrasonikator (Elma), rotavapour (Steroglass Strike 300), corong 

buchner, oven (Memmert), timbangan analitik digital (Sartorius), blender, cawan 

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

3.3.2 Bahan Penelitian 

 Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah simplisia daun sirsak 

(Annona muricata) yang berasal dari Kabupaten Jember, Bondowoso, Situbondo 

dan Malang, metanol teknis, etanol 96% teknis, aerosil (pharmaceutical grade), 

asam galat (sigma), Folin-Ciocalteu (merck), Na2CO3, akuades, kertas saring, 

alumunium foil. 

3.4 Variabel Penelitian 

3.4.1 Variabel bebas 

 Variabel bebas dari penelitian ini adalah varietas sampel yang digunakan 

yaitu varietas lokal dan ratu. 
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3.4.2 Variabel terikat 

 Variabel terikat dari penelitian ini adalah model klasifikasi dan kadar 

fenolat total ekstrak etanol daun sirsak. 

3.4.3 Variabel terkendali 

 Variabel terkendali dari penelitian ini adalah perlakuan sampel dan metode 

ekstraksi. 
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3.5 Alur Penelitian 

 
 

Gambar 3.1 Skema alur penelitian 

• dicuci dengan air 
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3.6 Prosedur Penelitian 

3.6.1 Pengumpulan Sampel 

 Sampel diperoleh dari 4 kabupaten yaitu Jember dan Bondowoso untuk 

sampel training set dan test set, serta Malang dan Situbondo untuk sampel nyata. 

Total sampel yang diperoleh yaitu sebanyak 20 sampel daun sirsak. Pengambilan 

sampel training set dan test set di Kabupaten Jember dan Bondowoso yaitu 

sebanyak 24 sampel yang terdiri dari 12 sampel daun sirsak lokal dan 12 sampel 

daun sirsak ratu. Pengambilan sampel nyata masing-masing sebanyak 1 sampel di 

Kabupaten Malang untuk sampel daun sirsak lokal dan Kabupaten Situbondo 

untuk sampel daun sirsak ratu. Tiap sampel memiliki berat 500 g. 

 Pemilihan teknik pengumpulan sampel merupakan upaya untuk 

mendapatkan sampel dalam penelitian yang representatif (mewakili) dimana dapat 

menggambarkan populasinya. Teknik pengumpulan sampel yang digunakan yaitu 

pengumpulan sampel dengan maksud (purposive sampling). Pengumpulan sampel 

dilakukan hanya atas dasar pertimbangan peneliti yang menganggap unsur-unsur 

yang dikehendaki telah ada dalam sampel yang diambil. 

3.6.2 Pembuatan Serbuk Daun Sirsak 

 Daun tua yang sudah dipotong kecil-kecil dicuci dengan air kemudian 

diangin-anginkan di tempat yang tidak terkena cahaya matahari langsung (ruangan 

ber-AC) hingga diperoleh simplisia kering. Simplisia kering diblender halus 

hingga menjadi serbuk. 

3.6.3 Pembuatan Ekstrak 

 Serbuk daun ditimbang sebanyak 50 gram diletakkan di dalam erlenmeyer. 

Sebanyak 250 mL etanol 96% ditambahkan ke dalam erlenmeyer kemudian 

diekstraksi dengan ultrasonikator selama 15 menit. Hasil ekstraksi kemudian 

didiamkan selama 24 jam (metode maserasi). Ekstrak cair yang didapat kemudian 

disaring menggunakan kertas saring dan corong buchner. Filtrat yang diperoleh 

dipekatkan menggunakan rotavapour pada suhu 50ºC untuk menguapkan pelarut 

sehingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental yang didapatkan kemudian 

dikeringkan dengan aerosil. Selanjutnya ekstrak yang sudah kering digerus sampai 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


24 
 

 
 

halus dan diayak dengan ayakan B-60, kemudian disimpan dalam vial yang telah 

diberi label. 

3.6.4 Pengukuran Pantulan Spektra NIR (Scanning) 

 Instrumen NIR “Luminar 3070” dihidupkan dengan menekan tombol 

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

lunak Brimrose. Sampel yang telah dipreparasi diletakkan di atas plat tempat 

sampel secara merata dan agak ditekan. Satu sampel di-scan 3 kali dan dilakukan 

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

diulangi untuk masing-masing sampel dan untuk setiap sampel diberi nama. 

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 X 10.2 (Camo 

software). 

3.6.5 Penetapan Kadar Fenolat Total Menggunakan Spektrofotometri UV-Vis 

Sebagai Metode Pembanding 

1. Pembuatan Larutan Uji Ekstrak 

 Ekstrak ditimbang masing-masing sebanyak 10 mg. Selanjutnya 

dimasukkan ke dalam labu ukur 10 ml dan dilarutkan dengan metanol 98% 

sampai batas volume sehingga larutan uji ekstrak 1000 µg/ml. 

2. Pembuatan Larutan Baku Asam Galat 

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

ukur 10 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 10 µg/ml, 20 µg/ml, 40 µg/ml, 50 µg/ml, 60 µg/ml, 80 

µg/ml dan 100 µg/ml.  
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3. Penentuan Operating Time 

 Sebanyak 300 µl larutan asam galat konsentrasi 60 µg/ml ditambahkan 1,5 

ml reagen Folin-Ciocalteu (1:10), kemudian digojog dan didiamkan selama 3 

menit. Setelah 3 menit, ditambahkan 1,2 ml larutan Na2CO3 7,5% digojog 

homogen. Campuran ini diukur absorbansinya dalam rentang waktu 0-90 menit 

pada panjang gelombang 765 nm. 

4. Penentuan Panjang Gelombang Absorbansi Maksimum 

  Sebanyak 300 µl larutan asam galat konsentrasi 60 µg/ml ditambahkan 1,5 

ml reagen Folin-Ciocalteu (1:10), kemudian digojog dan didiamkan selama 3 

menit. Setelah 3 menit, ditambahkan 1,2 ml larutan Na2CO3 7,5% digojog 

homogen. Campuran ini didiamkan pada suhu kamar pada range operating time, 

kemudian absorbansinya diukur pada panjang gelombang 400-800 nm. 

5. Penetapan Kadar 

 Penetapan kadar fenolat total dilakukan dengan cara simpel sebanyak 300 

µl dari masing-masing larutan uji ekstrak dan larutan standar ditambahkan 1,5 ml 

reagen Folin-Ciocalteu (1:10). Setelah itu didiamkan selama 3 menit. Setelah 3 

menit, ditambahkan 1,2 ml larutan Na2CO3 7,5% digojog homogen. Campuran ini 

didiamkan pada suhu kamar selama range operating time dan selanjutnya diukur 

absorbansinya pada panjang gelombang absorbansi maksimum. Blangko yaitu 

semua reagen tanpa larutan ekstrak. 

6. Perhitungan 

 Nilai absorbansi yang diperoleh dari masing-masing larutan sampel 

dimasukkan ke dalam persamaan regresi larutan standar asam galat sehingga 

didapatkan kadar fenolat total yang ditunjukkan dengan miligram asam galat 

ekuivalen per gram ekstrak (mg GAE/g ekstrak). 

3.6.6 Pembentukan Model Klasifikasi 

 Data spektra yang diperoleh dari scanning NIR diolah menggunakan 

perangkat lunak The Unscrambler versi X 10.2. Pembentukan model klasifikasi 

dilakukan dengan metode Linear Discriminant Analysis (LDA), Support Vector 

Machines Classification  (SVM), dan Soft Independent Modelling of Class 
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Analogies (SIMCA) dengan langkah-langkah sebagai berikut: Buka software The 

Unscrambler versi X 10.2, masukkan data dengan memilih file, import data, lalu 

dipilih Brimrose sehingga akan muncul tampilan data dengan masing-masing 

panjang gelombang. Selanjutnya dibuat kategori objek dengan menambahkan 1 

kolom. Kategori tersebut yaitu “lokal” dan “ratu”. Kelompokkan data sesuai 

dengan kategori. 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: 

1. LDA (Linear Discriminant Analysis) 

 Untuk membuat model LDA dengan klik tasks, analyze, lalu pilih Linear 

Discriminant Analysis. Model klasifikasi dikatakan valid apabila persentase 

akurasi yang diperoleh sebesar 100% dimana hasil prediksi dari model telah 

sesuai dengan klasifikasi yang sebenarnya. Model klasifikasi yang terbentuk 

kemudian dapat digunakan untuk memprediksi klasifikasi dari sampel yang belum 

diketahui. 

2. SVM (Support Vector Machine Classification) 

 Untuk membuat model SVM dengan klik tasks, analyze, lalu pilih Support 

Vector Machine Classification. Model klasifikasi yang dapat digunakan untuk 

memprediksi klasifikasi dari sampel yang belum diketahui adalah model 

klasifikasi yang valid. Model klasifikasi dikatakan valid apabila persentase 

akurasi yang diperoleh sebesar 100% sesuai dengan klasifikasi yang sebenarnya. 

3. SIMCA (Soft Independent Modelling of Class Analogies) 

 Model PCA (Principal Component Analysis) untuk masing-masing 

kategori harus dibuat terlebih dahulu sebelum membuat model SIMCA. Model 

PCA dibuat dengan klik tasks, analyze, lalu pilih Principal Component Analysis. 

Untuk membuat model SIMCA dengan klik task, predict, classification lalu pilih 

SIMCA. Model klasifikasi yang dapat digunakan untuk memprediksi klasifikasi 

dari sampel yang belum diketahui adalah model klasifikasi yang valid. Model 

klasifikasi dikatakan valid apabila persentase akurasi yang diperoleh sebesar 

100% sesuai dengan klasifikasi yang sebenarnya. 
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3.6.7 Pembentukan Model Kalibrasi 

 Pembentukan model kalibrasi dibuat menggunakan metode PLS, PCR dan 

SVR. Data absorbansi yang diperoleh dari spektra NIR sampel yang mengandung 

senyawa fenolat dianalisis dengan metode PLS, PCR dan SVR untuk membentuk 

model kalibrasi. Absorbansi ditandai sebagai prediktor (variabel x) dan 

konsentrasi ditandai sebagai respon (variabel y). Selanjutnya dibuat model 

kalibrasi sebagai berikut: Buka software The Unscrambler versi X 10.2, masukkan 

data dengan memilih file, import data, lalu dipilih Brimrose sehingga akan 

muncul tampilan data dengan masing-masing panjang gelombang. Objek 

dikelompokkan dengan memilih define range dan column range diisi dengan nilai 

konsentrasi pada kolom 1 dan absorbansi pada kolom yang lain. Selanjutnya 

model dibuat dengan memilih tasks, analyze, lalu pilih Partial Least Square untuk 

PLS, Principal Component Regression untuk PCR dan Support Vector Machine 

Regression untuk SVR. Pemilihan model kalibrasi terpilih didasarkan pada 

kemampuan prediksi yang terbaik dengan nilai korelasi R2 semakin besar, serta 

nilai galat RMSEC dan RMSECV semakin kecil. 

3.6.8 Validasi Model Terpilih 

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

 Validasi model klasifikasi dan kalibrasi dibuat dengan meninggalkan satu 

set data sampel dari training set untuk validasi silang. Sedangkan data yang 

tersisa digunakan untuk membentuk model baru. 

2. Two-Fold Cross-Validation 

 Validasi model klasifikasi dan kalibrasi dilakukan dengan  scanning 4 

sampel test set sehingga menghasilkan data spektra yang kemudian diolah dengan 

menggunakan software The Unscrambler X 10.2. 

3.6.9 Aplikasi Sampel Pada Ekstrak Nyata 

 Tahap ini bertujuan untuk mengaplikasikan model kemometrik yang telah 

terbentuk pada ekstrak daun sirsak di luar Kabupaten Jember dan Bondowoso. 

Dilakukan pemindaian sampel dengan NIR sehingga diperoleh data spektra 

dengan absorbansi sebagai prediktor pada model terpilih untuk analisis secara 
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kualitatif (klasifikasi berdasarkan varietas) dan kuantitatif (penetapan kadar 

fenolat total). Metode spektrofotometri UV-Vis digunakan sebagai data 

pembanding dalam penetapan kadar fenolat total. 

3.6.10 Analisis Data 

 Data hasil penetapan kadar fenolat total antara kedua varietas 

dibandingkan dengan analisis statistik Uji T Dua Sampel Tidak Berpasangan. 

Sedangkan, hasil penetapan kadar fenolat total antara kedua metode (NIR dan 

spektrofotometri UV-Vis) dibandingkan dengan analisis statistik Uji T Dua 

Sampel Berpasangan. 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Kesimpulan yang didapatkan dari penelitian ini adalah sebagai berikut : 

1. Metode NIR kemometrik dapat digunakan untuk mengklasifikasikan

ekstrak daun sirsak varietas ratu dan lokal yang berasal dari Kabupaten

Jember dan Bondowoso. Model klasifikasi yang terbentuk yaitu Linear

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

Independent Modelling of Class Analogy (SIMCA) yang masing-masing

memiliki nilai akurasi sebesar 100%.

2. Penetapan kadar fenolat total ekstrak daun sirsak varietas ratu dan lokal

dapat ditentukan dengan menggunakan metode metode NIR kemometrik

menggunakan model kalibrasi PLS. Hasil model kalibrasi PLS terbentuk

dari 207 data training set dengan R2 kalibrasi sebesar 0,9727278; R2 

validasi sebesar 0,9693528; RMSEC sebesar 3,420387 dan RMSECV

sebesar 3,64346.

3. Terdapat perbedaan rata-rata kadar fenolat total yang bermakna antara

kelompok ekstrak daun sirsak varietas lokal dan ratu, yang ditunjukkan

pada Uji T Tidak Berpasangan dengan nilai sig. (2-tailed) 0,000.

4. Hasil analisis kadar fenolat total dengan NIR-kemometrik yang

dibandingkan dengan spektrofotometri UV-Vis (metode pembanding)

tidak memiliki perbedaan yang signifikan setelah diuji dengan

menggunakan analisis statistik Uji T Dua Sampel Berpasangan dengan

nilai signifikansi sebesar 0,403.

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian, maka peneliti dapat memberikan saran pada 

penelitian ini yaitu perlu perlu dibentuk model kemometrik menggunakan varietas 

tanaman lainnya dan penetapan kadar metabolit sekunder lainnya (contoh: 

flavonoid, alkaloid, saponin dan lain-lain). 
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LAMPIRAN 

 

Lampiran A. Alat dan Bahan yang Digunakan 

A.1 Sampel Training Set dan Test Set 

 

 

A.2 Sampel Nyata 

 
A.3 Instrumen 

  

NIR Spektrofotometri UV-Vis 
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Lampiran B. Spektra Hasil Scanning dengan NIR 

B.1 Spektra Training Set dan Test Set 

 
 

 

 

B.2 Spektra Standar Asam Galat 

 

  

Training set 

Test set 
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B.3 Spektra Aerosil 

 

B.4 Spektra Aquadest 

 

B.5 Spektra Gabungan 
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Lampiran C. Identitas Sampel 

C.1 Sampel Training Set 

Kode Varietas Asal mdpl 

RJ1 Ratu SD Muhamadiyah 1 Jember 113 

RJ2 Ratu 
PT Perkebunan Nusantara XXII 
andongsari ambulu 

19 

RJ3 Ratu 
PT Perkebunan Nusantara XXII 
andongsari ambulu 

19 

RJ4 Ratu 
PT Perkebunan Nusantara XXII 
andongsari ambulu 

19 

RJ5 Ratu 
Taman Merubetiri Andongrejo 

Jember 
54 

RB1 Ratu 

Desa Pejaten Krajan Rt.1 Rw.1 

Kecamatan Bondowoso Kabupaten 

Bondowoso 

240 

RB2 Ratu 

(Bu Sri Sularsih/ 08230956663) Jalan 

Trunojoyo 200 Rt 6 Rw 2 

Sumberkalong, Wonosari, 

Bondowoso 

241 

RB3 Ratu 

(Bu Sri Sularsih/ 08230956663) Jalan 

Trunojoyo 200 Rt 6 Rw 2 

Sumberkalong, Wonosari, 

Bondowoso 

241 

RB4 Ratu 

(Bu Astilah/ 081217772633 ) Jalan 

Situbondo Rt 4 Rw 11 Kalitapen, 

Tapen, Bondowoso 

199 

RB5 Ratu 

(Bu Astilah/ 081217772633 ) Jalan 

Situbondo Rt 4 Rw 11 Kalitapen, 

Tapen, Bondowoso 

199 

LJ1 Lokal Area kampus Unej 99 

LJ2 Lokal Jalan Raya Rembangan 433 

LJ3 Lokal Jalan Raya Rembangan 433 

LJ4 Lokal Jalan Raya Rembangan 433 

LJ5 Lokal Jalan Raya Rembangan 433 

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

Kecamatan Cermee Bondowoso 
792 

LB2 Lokal 
(Pak Surito) Desa Solor Rt 1 Rw 1 

Kecamatan Cermee Bondowoso 
792 

LB3 Lokal 

(Om Tono) Desa Sumbersuko Rt 3 

Rw 1 Kecamatan Curahdami 

Bondowoso 

313 

LB4 Lokal 

(Pak Abas) Desa Sumbersuko Rt 1 

Rw 1 Kecamatan Curahdami 

Bondowoso 

313 

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

Kecamatan Curahdami Bondowoso 
295 
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C.2 Sampel Test Set 

Nama sampel Asal mdpl  

Test set Ratu BWS 
Desa Pakuniran, Kecamatan Maesan, 

Kabupaten Bondowoso No.14 
333 

Test set Lokal BWS 
Dusun Gedangan Rt.28 Rw.03 Desa 

Suger Lor Maesan Bondowoso 
306 

Test set Ratu JBR 
PT Perkebunan Nusantara XXII andongsari 
ambulu 

19 

Test set Lokal JBR SD Muhamadiyah 1 Jember 113 

 

C.3 Sampel Nyata 

Nama sampel Asal mdpl 

Ratu Situbondo 

Jalan Raya Banyuwangi Desa Tokelan 

RT 01 RW 04 Dusun Krajan Nomor 83 

Kecamatan Panji Kabupaten Situbondo 

26 

Lokal Malang Kota Batu 884 

 

Lampiran D. Perhitungan % Rendemen 

% Rendemen ekstrak = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑝𝑒𝑟𝑜𝑙𝑒ℎ

𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑒𝑟𝑏𝑢𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘𝑠𝑖
 x 100% 

• Contoh Perhitungan 

✓ Sampel RJ 1 

 Berat ekstrak = 3,2496 g; berat serbuk = 50,0000 g 

 % Rendemen ekstrak  = 
3,2496 𝑔

50,000 𝑔
 x 100% 

    = 6,499% 

Kode Serbuk (gram) Ekstrak (gram) % Rendemen 

RJ1 50,0000 3,2496 6,499 

RJ2 50,2399 3,2193 6,407 

RJ3 50,0998 3,3768 6,740 

RJ4 50,0000 3,2366 6,473 

RJ5 50,0000 2,9489 5,897 

RB1 50,4337 3,8573 7,648 

RB2 50,2371 3,3100 6,588 

RB3 50,2376 3,0676 6,106 

RB4 50,0098 2,6026 5,204 

RB5 50,4322 3,7583 7,452 

Rata-rata % Rendemen Varietas Ratu 6,5014 

LJ1 50,0698 2,6721 5,336 

LJ2 50,0333 3,0671 6,129 

LJ3 50,0467 2,7305 5,455 

LJ4 50,1230 2,8573 5,700 

LJ5 50,3345 2,4958 4,958 

LB1 50,0037 3,0288 6,057 

LB2 50,0147 2,9587 5,915 

LB3 50,0663 3,2890 6,569 

LB4 50,1908 2,9966 5,970 

LB5 50,0039 2,5672 5,133 

Rata-rata % Rendemen Varietas Lokal 5,7222 
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Lampiran E. Perhitungan Penambahan Aerosil 

• Contoh Perhitungan 

➢ Penambahan aerosil sebanyak 35% 

✓ Sampel RJ 1 

 Bobot ekstrak = 3,2496 g 

 Penambahan aerosil  = 
35

100
 x 3,2496 g 

    = 1,137 g 

Kode Ekstrak (gram) Jumlah Aerosil (g) 

RJ1 3,2496 1,137 

RJ2 3,2193 1,126 

RJ3 3,3768 1,181 

RJ4 3,2366 1,132 

RJ5 2,9489 1,032 

RB1 3,8573 1,350 

RB2 3,3100 1,158 

RB3 3,0676 1,073 

RB4 2,6026 0,910 

RB5 3,7583 1,315 

LJ1 2,6721 0,935 

LJ2 3,0671 1,073 

LJ3 2,7305 0,955 

LJ4 2,8573 1,000 

LJ5 2,4958 0,873 

LB1 3,0288 1,060 

LB2 2,9587 1,035 

LB3 3,2890 1,151 

LB4 2,9966 1,048 

LB5 2,5672 0,898 

  

Lampiran F. Pembuatan Pereaksi Pada Penetapan Kadar Fenolat Total 
 

F.1 Pembuatan Larutan Folin Ciocalteu 1:10 

Sebanyak 1 ml reagen Folin Ciocalteu dilarutkan dalam 10 ml aquadest 

F.2 Pembuatan Reagen Larutan Na2CO3 7,5% 

7,5% = 
7,5 𝑔

100 𝑚𝑙
 (Ditimbang 7,5 g Na2CO3 dilarutkan dalam aquadest ad 100 ml) 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


65 
 

 
 

Lampiran G. Pembuatan Larutan Pada Penetapan Kadar Fenolat Total 

G.1 Larutan Induk Asam Galat 

➢ Larutan Induk 

25,5 𝑚𝑔

25 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1020 µg/ml 

➢ Pengenceran 

1) 
2 𝑚𝑙

10 𝑚𝑙
 x 1020 µg/ml = 204 µg/ml 

• 
0,5 𝑚𝑙

10 𝑚𝑙
 x 204 µg/ml = 10,2 µg/ml 

• 
1 𝑚𝑙

10 𝑚𝑙
 x 204 µg/ml = 20,4 µg/ml 

• 
2 𝑚𝑙

10 𝑚𝑙
 x 204 µg/ml = 40,8 µg/ml 

2) 
3 𝑚𝑙

10 𝑚𝑙
 x 1020 µg/ml = 306 µg/ml 

• 
2 𝑚𝑙

10 𝑚𝑙
 x 306 µg/ml = 61,2 µg/ml 

3) 
4 𝑚𝑙

10 𝑚𝑙
 x 1020 µg/ml = 408 µg/ml 

• 
1,25 𝑚𝑙

10 𝑚𝑙
 x 408 µg/ml = 51 µg/ml 

• 
2 𝑚𝑙

10 𝑚𝑙
 x 408 µg/ml = 81,6 µg/ml 

• 
2,5 𝑚𝑙

10 𝑚𝑙
 x 408 µg/ml = 102 µg/ml 

G.2 Larutan Ekstrak Sampel Training Set 

Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak 

 

 

LB 1 

1 

 

2 

 

3 

10,9 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1090 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,1 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1010 µg/ml 

 

 

LB 2 

1 

 

2 

 

3 

10,1 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1010 µg/ml 

10,8 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1080 µg/ml 

10,4 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1040 µg/ml 

 

 

LB 3 

1 

 

2 

 

3 

10,4 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1040 µg/ml 

10,1 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1010 µg/ml 

10,8 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1080 µg/ml 
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LB 4 

1 

 

2 

 

3 

10,8 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1080 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

 

 

LB 5 

1 

 

2 

 

3 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 

10,9 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1090 µg/ml 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 

 

 

LJ 1 

1 

 

2 

 

3 

10,6 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1060 µg/ml 

10,7 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1070 µg/ml 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 

 

 

LJ 2 

1 

 

2 

 

3 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 

10,2 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1020 µg/ml 

10,2 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1020 µg/ml 

 

 

LJ 3 

1 

 

2 

 

3 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,7 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1070 µg/ml 

 

 

LJ 4 

1 

 

2 

 

3 

10,0 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1000 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

11,1 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1110 µg/ml 

 

 

LJ 5 

1 

 

2 

 

3 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,0 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1000 µg/ml 

10,9 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1090 µg/ml 

 

 

RB 1 

1 

 

2 

 

3 

10,2 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1020 µg/ml 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 

 

 

RB 2 

1 

 

2 

 

3 

10,7 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1070 µg/ml 

10,9 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1090 µg/ml 

10,6 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1060 µg/ml 
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RB 3 

1 

 

2 

 

3 

10,8 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1080 µg/ml 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 

10,0 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1000 µg/ml 

 

 

RB 4 

1 

 

2 

 

3 

10,2 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1020 µg/ml 

10,6 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1060 µg/ml 

10,7 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1070 µg/ml 

 

 

RB 5 

1 

 

2 

 

3 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

 

 

RJ 1 

1 

 

2 

 

3 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,7 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1070 µg/ml 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 

 

 

RJ 2 

1 

 

2 

 

3 

10,2 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1020 µg/ml 

10,8 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1080 µg/ml 

10,7 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1070 µg/ml 

 

 

RJ 3 

1 

 

2 

 

3 

10,2 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1020 µg/ml 

10,6 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1060 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

 

 

RJ 4 

1 

 

2 

 

3 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,0 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1000 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

 

 

RJ 5 

1 

 

2 

 

3 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 

10,8 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1080 µg/ml 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 
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G.3 Larutan Ekstrak Sampel Test Set 

Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak 

 

 

LB 

1 

 

2 

 

3 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

 

 

RB 

1 

 

2 

 

3 

10,6 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1060 µg/ml 

10,6 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1060 µg/ml 

10,6 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1060 µg/ml 

 

 

LJ 

1 

 

2 

 

3 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

 

 

RJ 

1 

 

2 

 

3 

10,7 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1070 µg/ml 

10,7 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1070 µg/ml 

10,7 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1070 µg/ml 

 

 

G.4 Larutan Ekstrak Sampel Nyata 

Sampel Replikasi Pembuatan Larutan Ekstrak 

 

 

Lokal Malang 

1 

 

2 

 

3 

10,5 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1050 µg/ml 

10,3 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1030 µg/ml 

10,8 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1080 µg/ml 

 

 

Ratu Situbondo 

1 

 

2 

 

3 

10,8 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1080 µg/ml 

10,8 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1080 µg/ml 

10,2 𝑚𝑔

10 𝑚𝑙
 x 1000 µg/ml = 1020 µg/ml 
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Lampiran H. Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 
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Lampiran I. Penentuan Operating Time 

I.1 Operating Time Standar Asam Galat 
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I.2 Operating Time Sampel Varietas Lokal 

 
 

I.3 Operating Time Sampel Varietas Ratu 

 

 

Lampiran J. Hasil Pengukuran Kadar Fenolat Total dengan 

Spektrofotometri UV-Vis 

Standar : Asam Galat 
 

Konsentrasi (µg/ml) Absorbansi 

10,2 

20,4 

40,8 

61,2 

81,6 

0,120 

0,255 

0,418 

0,598 

0,785 
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• Contoh Perhitungan 

Persamaan : Y = 9,059x10-3+0,0471 (R=0,998 ; R2=0,996) 

✓ Replikasi 1 Sampel LB 1 

0,455 = 0,009059x+0,0471 

x = 45,333 µg/ml 

• Dalam 3 ml : 45,333 µg/ml x 3 ml = 136 µg 

• Dalam 10 ml : 
136 µ𝑔

0,3 𝑚𝑙
 x 10 ml = 4533,3 µg = 4,533 mg 

: 
4,533 𝑚𝑔

0,0109 𝑔
 = 415,902 mg GAE/g ekstrak 

✓ Replikasi 2 Sampel LB 1 

0,445 = 0,009059x+0,0471 

x = 44,222 µg/ml 

• Dalam 3 ml : 44,222 µg/ml x 3 ml = 132,666 µg 

• Dalam 10 ml : 
132,666 µ𝑔

0,3 𝑚𝑙
 x 10 ml = 4422,2 µg = 4,422 mg 

   : 
4,422 𝑚𝑔

0,0103 𝑔
 = 429,342 mg GAE/g ekstrak 

J.1 Hasil Perhitungan Ekstrak Training Set 

  

y = 0.009x + 0.047

r = 0.998344
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Sampel Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi mg GAE/g 

ekstrak 

Rata-rata 

mg GAE/g 

ekstrak 

SD RSD 

(%) 

 

LB 1 

10,9 0,455 415,902  

426,229 

 

9,175 

 

2,152 10,3 0,445 429,342 

10,1 0,441 433,443 

 

LB 2 

10,1 0,330 311,331  

313,337 

 

6,870 

 

2,192 10,8 0,359 320,987 

10,4 0,335 307,692 

 

LB 3 

10,4 0,481 463,675  

453,516 

 

11,964 

 

2,638 10,1 0,462 456,545 

10,8 0,475 440,329 

 

LB 4 

10,8 0,446 410,493  

395,371 

 

15,393 

 

3,893 10,3 0,414 395,900 

10,3 0,399 379,719 

 

LB 5 

10,5 0,420 394,709  

403,119 

 

15,493 

 

3,843 10,9 0,460 420,999 

10,5 0,419 393,650 

 

LJ 1 

10,6 0,566 544,025  

520,562 

 

21,949 

 

4,216 10,7 0,545 517,134 

10,5 0,520 500,529 

 

LJ 2 

10,5 0,549 531,216  

528,924 

 

12,683 

 

2,398 10,2 0,543 540,305 

10,2 0,520 515,250 

 

LJ 3 

10,3 0,396 376,483  

364,519 

 

14,470 

 

3,969 10,3 0,370 348,435 

10,7 0,402 368,639 

 

LJ 4 

10,0 0,379 368,888  

366,008 

 

3,329 

 

0,909 10,3 0,387 366,774 

11,1 0,409 362,362 

 

LJ 5 

10,3 0,361 338,727  

342,294 

 

4,030 

 

1,177 10,0 0,359 346,666 

10,9 0,382 341,488 

RATA-RATA VARIETAS LOKAL 411,387 

 

RB 1 

10,2 0,203 169,934  

170,930 

 

1,365 

 

0,798 10,5 0,208 170,370 

10,5 0,210 172,486 

 

RB 2 

10,7 0,321 284,527  

277,713 

 

9,988 

 

3,596 10,9 0,324 282,364 

10,6 0,301 266,247 

 

RB 3 

10,8 0,152 108,024  

107,154 

 

2,396 

 

2,236 10,5 0,150 108,994 

10,0 0,141 104,444 

 

RB 4 

10,2 0,190 155,773  

163,554 

 

6,783 

 

4,147 10,6 0,206 166,666 

10,7 0,209 168,224 

 

RB 5 

10,3 0,311 284,789  

286,947 

 

3,736 

 

1,302 10,3 0,317 291,262 

10,3 0,311 284,789 
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J.2 Hasil Perhitungan Ekstrak Test Set 

Sampel Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi mg GAE/g 

ekstrak 

Rata-rata 

mg GAE/g 

ekstrak 

SD RSD 

(%) 

 

LB 

10,3 0,435 418,554  

418,554 

 

1,078 

 

0,257 10,3 0,436 419,633 

10,3 0,434 417,475 

 

RB 

10,6 0,332 298,742  

298,392 

 

0,605 

 

0,202 10,6 0,331 297,693 

10,6 0,332 298,742 

 

LJ 

10,3 0,410 391,585  

392,304 

 

0,622 

 

0,158 10,3 0,411 392,664 

10,3 0,411 392,664 

 

RJ 

10,7 0,314 277,258  

277,950 

 

2,161 

 

0,777 10,7 0,317 280,373 

10,7 0,313 276,220 

 

J.3 Hasil Perhitungan Ekstrak Sampel Nyata 

Sampel Massa 

Penimbangan 

(mg) 

Absorbansi mg GAE/g 

ekstrak 

Rata-rata 

mg GAE/g 

ekstrak 

SD RSD 

(%) 

 

Lokal Malang 

 

10,5 

 

0,460 

 

437,037 

 

434,131 

 

8,054 

 

1,855 

 10,3 0,441 425,027    

 10,8 0,475 440,329    

 

Ratu Situbondo 

 

10,8 

 

0,268 

 

227,366 

 

228,475 

 

2,632 

 

1,152 

 10,8 0,272 231,481    

 10,2 0,255 226,579    

 

 

RJ 1 

10,3 0,207 172,599  

177,706 

 

5,665 

 

3,187 10,7 0,224 183,800 

10,5 0,214 176,719 

 

RJ 2 

10,2 0,255 226,579  

229,184 

 

2,465 

 

1,075 10,8 0,272 231,481 

10,7 0,268 229,491 

 

RJ 3 

10,2 0,189 154,684  

147,254 

 

6,434 

 

4,369 10,6 0,184 143,605 

10,3 0,180 143,473 

 

RJ 4 

10,3 0,181 144,552  

141,172 

 

6,810 

 

4,823 10,0 0,167 133,333 

10,3 0,182 145,631 

 

RJ 5 

10,5 0,262 227,513  

228,493 

 

1,697 

 

0,742 10,8 0,271 230,452 

10,5 0,262 227,513 

RATA-RATA VARIETAS RATU 193,010 
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Lampiran K. Hasil Perhitungan % b/b GAE 

• Contoh Perhitungan 

✓ Sampel LB 1 

 Rata-rata kadar fenolat = 426,229 mg GAE/g ekstrak 

 % b/b GAE  = 
4,432 𝑚𝑔 𝐺𝐴𝐸

0,0104 𝑔 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘
 x 100% 

   = 
4,432 𝑚𝑔 𝐺𝐴𝐸

10,4 𝑚𝑔 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘
 x 100 % 

   = 42,622 % b/b GAE 

K.1 Hasil Perhitungan % b/b GAE Training Set 

Kode 

Sampel 

Rata-rata (mg GAE/g 

Ekstrak) ± RSD (%) 

% b/b GAE 

RJ1 177,706 ± 3,187 17,770 

RJ2 229,184 ± 1,075 22,918 

RJ3 147,254 ± 4,369 14,725 

RJ4 141,172 ± 4,823 14,117 

RJ5 228,493 ± 0,742 22,849 

RB1 170,930 ± 0,798 17,093 

RB2 277,713 ± 3,596 27,771 

RB3 107,154 ± 2,236 10,715 

RB4 163,554 ± 4,147 16,355 

RB5 286,947 ± 1,302 28,694 

LJ1 520,562 ± 4,216 52,056 

LJ2 528,924 ± 2,398 52,892 

LJ3 364,519 ± 3,969 36,451 

LJ4 366,008 ± 0,909 36,600 

LJ5 342,294 ± 1,177 34,229 

LB1 426,229 ± 2,152 42,622 

LB2 313,337 ± 2,192 31,333 

LB3 453,516 ± 2,638 45,351 

LB4 395,371 ± 3,893 39,537 

LB5 403,119 ± 3,843 40,311 

 

K.2 Hasil Perhitungan % b/b GAE Test Set 

Kode  

Sampel 

Rata-rata (mg GAE/g 

Ekstrak) ± RSD (%) 

% b/b GAE 

RB 418,554 ± 0,202 41,855 

LB 298,392 ± 0,257 29,839 

RJ 392,304 ± 0,777 39,230 

LJ 277,950 ± 0,158 27,795 
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Lampiran L. Hasil Analisis Kualitatif dengan Kemometrik dan Perhitungan 

Kemampuan Pengenalan 

Kemampuan pengenalan= % pengenalan 

=
Σ sampel training set yang diprediksi benar  

Σ total sampel training set yang digunakan
x 100% 

L.1 Model LDA 
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Kemampuan Pengenalan =  
180

180
 x 100% = 100% 

L.2 Model SVM 
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Kemampuan Pengenalan =  
180

180
 x 100% = 100% 
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L.3 Model SIMCA 

 

 

Kemampuan Pengenalan =  
180

180
 x 100% = 100% 
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L.4 Validasi LOOCV LDA dan SVM 

 

  

 

 

 

Sampel yang dikeluarkan RJ 1 

Sampel yang dikeluarkan RJ 2 

Sampel yang dikeluarkan RJ 3 

Sampel yang dikeluarkan RJ 4 
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Sampel yang dikeluarkan RJ 5 

Sampel yang dikeluarkan RB 1 

Sampel yang dikeluarkan RB 2 

Sampel yang dikeluarkan RB 3 
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Sampel yang dikeluarkan RB 4 

Sampel yang dikeluarkan RB 5 

Sampel yang dikeluarkan LJ 1 

Sampel yang dikeluarkan LJ 2 
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Sampel yang dikeluarkan LJ 3 

Sampel yang dikeluarkan LJ 4 

Sampel yang dikeluarkan LJ 5 

Sampel yang dikeluarkan LB 1 
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Sampel yang dikeluarkan LB 2 

Sampel yang dikeluarkan LB 3 

Sampel yang dikeluarkan LB 4 

Sampel yang dikeluarkan LB 5 
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L.5 Validasi 2-Fold CV LDA dan SVM 
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Lampiran M. Hasil Analisis Kuantitatif dengan Kemometrik 

M.1 Model PLS 
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M.2 Model PCR 
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M.3 Model SVR 
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M.4 Validasi LOOCV Model Kalibrasi Terpilih PLS 

 

Sampel yang dikeluarkan RJ 1 
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Sampel yang dikeluarkan RJ 3 

Sampel yang dikeluarkan RJ 2 
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Sampel yang dikeluarkan RJ 4 

Sampel yang dikeluarkan RJ 5 
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 Sampel yang dikeluarkan RB 2 

Sampel yang dikeluarkan RB 1 
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Sampel yang dikeluarkan RB 3 

Sampel yang dikeluarkan RB 4 
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 Sampel yang dikeluarkan LJ 1 

Sampel yang dikeluarkan RB 5 
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Sampel yang dikeluarkan LJ 2 

Sampel yang dikeluarkan LJ 3 
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Sampel yang dikeluarkan LJ 4 

Sampel yang dikeluarkan LJ 5 
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Sampel yang dikeluarkan LB 1 

Sampel yang dikeluarkan LB 2 
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Sampel yang dikeluarkan LB 3 

Sampel yang dikeluarkan LB 4 
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M.5 Validasi 2-Fold CV Model Kalibrasi Terpilih PLS 

 

 

 

Sampel yang dikeluarkan LB 5 
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Lampiran N. Aplikasi Sampel Nyata 

N.1 Hasil Klasifikasi Sampel Nyata 

 

 

N.2 Hasil Penetapan Kadar Fenolat Sampel Nyata 

 

 

 

LDA SVM 

PLS 
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Lampiran O. Hasil Uji T Dua Sampel Berpasangan 

 

O.1 Hasil Uji T Kedua Sampel 

 

 

 

 

 

  

Sampel Nyata %b/b GAE tiap 

replikasi 

Rata-rata %b/b 

GAE 

Rata-rata mg 

GAE/g ekstrak 

SD RSD (%) 

 

Lokal Malang 

36,489   

409,170 

 

34,847 

 

8,516 41,752 40,917 

44,508  

 

Ratu Situbondo 

23,513   

230,882 

 

4,155 

 

1,799 23,110 23,088 

22,641  
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O.2 Hasil Uji T Sampel Ratu Situbondo 

 

 

 

 

O.3 Hasil Uji T Sampel Lokal Malang 
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Lampiran P. Determinasi Tanaman Sampel 
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