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ABSTRAK 

 

 
Biji alpukat mentega merupakan varietas yang banyak ditemukan diwilayah 

Indonesia. Biji alpukat mengandung metabolit sekunder seperti fenol dan 

flavonoid yang berpotensi memiliki aktivitas antioksidan. Tujuan penelitian ini 

untuk menentukan kadar flavonoid total, fenolik total serta aktivitas antioksidan 

biji buah alpukat mentega yang dimaserasi selama 3×24 jam menggunakan etanol 

70%. Penentuan kadar flavonoid dan fenolik total serta aktivitas antioksidan 

dengan metode spektrofotometri UV-Vis. Dari hasil penelitian diperoleh kadar 

senyawa metabolit sekunder ekstrak etanol 70% biji buah alpukat mentega 

(Persea americana Mill.) mengandung fenolik total sebesar 127,26 mgGAE/gram, 

flavonoid total sebesar 1,7606 mgQE/gram dan memiliki nilai IC50 29,51 ppm 

yang termasuk kedalam aktivitas antioksidan sangat kuat. Semakin kecil nilai IC50 

maka semakin tinggi aktivitas antioksidan. Kadar fenolik total menunjukan nilai 

yang lebih besar dibandingkan kadar flavonoid total sehingga pada ekstrak biji 

alpukat senyawa fenolik yang memiliki peran utama dalam aktivitas antioksidan. 

 

 
Kata kunci: biji alpukat mentega, flavonoid, fenolik, antioksidan, spektrofotometri 

UV-Vis. 
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ABSTRACT 

 

 

Butter avocado seed is a variety that is widely found in Indonesia. Avocado seeds 
contain secondary metabolites such as phenolic and flavonoids that have potential 

antioxidant activity. The purpose of this study was to determine the levels of total 

flavonoids, total phenolics and antioxidant activity of butter avocado seeds 

macerated for 3×24 hours using 70% ethanol. Determination of total flavonoid 

and phenolic content and antioxidant activity by UV-Vis spectrophotometric 

method. From the research results, it was obtained that the levels of secondary 

metabolite compounds of 70% ethanol extract of butter avocado seeds (Persea 

americana Mill.) contained total phenolics of 127.26 mgGAE/gram, total 

flavonoids of 1.7606 mgQE/gram and had an IC50 value of 29.51 ppm which 

includes very strong antioxidant activity. The smaller the IC50 value, the higher 

the antioxidant activity. The total phenolic content shows a greater value than the 

total flavonoid content so that in avocado seed extract phenolic compounds have 

a major role in antioxidant activity. 

 

 

 

Keywords: butter avocado seed, flavonoids, phenolics, antioxidants, UV-Vis 

spectrophotometry. 
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BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Alpukat merupakan salah satu jenis buah yang banyak digemari karena 

rasanya enak dan kaya manfaat. Alpukat berkhasiat sebagai antioksidan, 

antidiabetes serta memiliki efek hipolipidemik dengan mekanisme hipolipidemik 

alpukat yang mempengaruhi penyerapan lemak makanan dan transportasi 

kolesterol (Afrianti, 2010). Alpukat mengandung senyawa karotenoid, asam 

lemak, mineral, fenolik, fitosterol, protein dan vitamin. Daun buah alpukat secara 

empiris digunakan sebagai obat nyeri syaraf, nyeri lambung, dan dapat 

menurunkan tekanan darah tinggi serta mengobati batu ginjal. Namun, 

kebanyakan masyarakat hanya memanfaatkan buah dan daunnya saja, sementara 

biji alpukat jarang digunakan dan hanya menjadi limbah (Syafa’ah dkk., 2019). 

Penelitian biji buah alpukat juga membuktikan bahwa skrining fitokimia 

ekstrak etanol biji alpukat (Persea americana Mill.) mengandung golongan 

senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, tanin, flavonoid, polifenol, saponin, 

triterpenoid, kuinon, monoterpenoid dan seskuiterpenoid (Marlinda, 2012). 

Berbagai penelitian mencoba memanfaatkan biji buah alpukat untuk dijadikan 

produk seperti tepung untuk pembuatan roti, kue, dan biskuit yang kaya serat 

(Rivera dkk., 2019 dalam Bangar dkk., 2022), dan minuman teh antioksidan 

(Araujo dkk.., 2018 dalam Bangar dkk., 2022), penstabil emulsi minyak dalam air 

(Velderrain dkk., 2021 dalam Bangar dkk., 2022), produk fermentasi substrat 

padat (Yepes-Betancur dkk., 2021 dalam Bangar., dkk. 2022), pengawet alami 

(Pacheco dkk., 2017 dalam Bangar dkk., 2022), agen antibakteri untuk 

mengawetkan produk daging (Villarreal-Lara dkk., 2019 dalam Bangar dkk., 

2022), pewarna alami dalam industri makanan, farmasi dan kosmetik (Dabas dkk., 

2011; Hatzakis dkk., 2019; Arlene dkk., 2015 dalam Bangar dkk., 2022). 

Senyawa polifenol, seperti flavonoid dan fenolik yang terkandung dalam 

biji buah alpukat memiliki sifat antioksidan karena memiliki gugus hidroksil pada 

cincin aromatik yang mampu meredam radikal bebas (Ardila, 2020). Sehingga 

kadar flavonoid dan fenolik berbanding lurus dengan aktivitas antioksidan. 
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Semakin besar kadarnya, maka semakin besar aktivitas antioksidan yang 

dihasilkan (Ardila, 2020). Kadar flavonoid, fenolik total dan antioksidan pada biji 

buah alpukat juga dipengaruhi varietas jenis alpukatnya. Pada penelitian Marsigit 

(2016) kadar fenolik total dari dua varietas alpukat yang dihasilkan berbeda, 

ekstrak etanol biji alpukat hijau panjang mengandung 4,994 mg GAE/100g dan 

ekstrak etanol biji alpukat hijau bundar mengandung 8,169 mg GAE/100g 

(Marsigit, 2016). Penelitian lain menunjukkan intensitas flavonoid lemah pada 

ekstrak etanol biji alpukat varietas mentega, sedangkan ekstrak etanol biji alpukat 

varietas merah bundar memiliki intensitas flavonoid yang tinggi (Malangngi dkk., 

2012). 

Ekstraksi merupakan proses penyarian zat-zat berkhasiat aktif dari 

campurannya dengan menggunakan pelarut dan metode yang sesuai berdasarkan 

sifat bahan dan senyawa yang akan diisolasi, maserasi merupakan metode 

ekstraksi dengan proses perendaman simplisia dan tidak perlu pemanasan, 

sehingga tidak menurunkan kadar senyawa yang terkandung dalam sampel 

(Wahyulianingsih dkk., 2016). Pelarut yang biasa digunakan dalam maserasi 

adalah metanol, etanol, aseton, isopropil alkohol dan etil asetat (Savitri dkk., 

2017). Dalam penelitian ini menggunakan etanol 70% sebagai pelarut. Etanol 

70% dapat menembus dinding sel pada sampel, sehingga mampu melakukan 

difusi sel dan menarik senyawa bioaktif lebih cepat ( Yulianti dkk., 2020). Pada 

penelitian aktivitas antioksidan pada alpukat mentega yang diekstraksi dengan 

etanol 70% memiliki aktivitas penangkap radikal bebas sebesar 92,970 % 

(Marlinda dkk., 2012). 

Berdasarkan hal tersebut, maka penelitian mengenai analisis kadar 

senyawa flavonoid dan fenolik total serta aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol 

biji buah alpukat varietas mentega (Persea americana Mill.) penting untuk 

dilakukan. Penggunaan pelarut etanol bertujuan untuk menarik metabolit sekunder 

yang bersifat polar seperti senyawa fenolik dan flavonoid. Pengukuran dilakukan 

dengan metode spektrofotometri UV-Vis menggunakan varietas mentega karena 

banyak ditemukan di wilayah Indonesia. Biji buah alpukat yang mengandung 

flavonoid dan fenolik total serta memiliki aktivitas antioksidan tinggi dapat 

dimanfaatkan sebagai bahan pangan fungsional yang baik untuk kesehatan. 
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1.2 Identifikasi Masalah 

Berapakah kadar flavonoid, fenolik total serta aktivitas antioksidan pada 

ekstrak biji buah alpukat mentega (Persea americana Mill.)? 

1.3 Tujuan Penelitian 

Menentukan kadar flavonoid total, fenolik total, dan aktivitas antioksidan 

pada ekstrak biji buah alpukat mentega (Persea americana Mill.). 

1.4 Manfaat Penelitian 

1. Manfaat teoritis 

Memberikan informasi kepada para pembaca kadar flavonoid dan 

fenolik total serta aktivitas antioksidan yang terkandung dalam biji 

buah alpukat mentega. 

2. Manfaat praktis 

Memberikan informasi kepada para pembaca tentang kandungan 

senyawa yang terdapat dalam biji buah alpukat mentega. 

1.5 Hipotesis Penelitian 

1. H₀  : Biji buah alpukat tidak mengandung senyawa senyawa flavonoid 

dan senyawa fenolik total serta memiliki aktivitas antioksidan pada 

kadar tertentu. 

2. H₁  : Biji buah alpukat mengandung senyawa senyawa flavonoid dan 

senyawa fenolik total serta tidak memiliki aktivitas antioksidan. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tanaman Buah Alpukat 

 

2.1.1 Klasifikasi Tanaman 

Alpukat mentega (Persea americana Mill.) merupakan tanaman 

yang termasuk dalam famili Lauraceae yang banyak tumbuh di daerah 

tropis dan subtropis (Katja dkk. 2009 dalam Felistiani, 2017). Di 

Indonesia salah satu jenis buah alpukat yang banyak dikembangkan 

dan menjadi jenis alpukat unggul yaitu alpukat mentega yang 

tergolong dalam varietas alpukat hijau bundar. Buah alpukat mentega 

berbentuk bulat sedikit lonjong pada bagian atas dengan panjang 13-

17 cm, kulit buah berwarna hijau. Daging buah alpukat mentega tebal 

dengan tekstur lembut dan tidak berair, warna daging buah 

menyerupai seperti mentega berwarna kuning. Buah alpukat mentega 

dapat dipanen sekitar 6-7 bulan setelah bunga mekar (Andajani dan 

Rahardjo, 2020). Kedudukan tanaman alpukat dalam taksonomi 

tumbuhan diklasifikasikan sebagai berikut (Noorul, 2016): 

Kingdom : Plantae (Tumbuhan) 

Divisi : Spermatophyta (Menghasilkan biji) 

Sub Divisi : Angiospermae 

Kelas : Dicotyledonae 

Sub Kelas : Dialypetalae 

Ordo : Ranales 

Famili : Laueaceae 

Genus : Persea 

Spesies : Persea americana (Mill.) 
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Gambar 2.1 Buah Alpukat Varietas Mentega. 

Sumber: Cybext (2019) dalam Maziyyatul (2022) 

 

2.1.2 Karakteristik Tanaman 

Tanaman pohon alpukat (Persea americana Mill.) memiliki tinggi 

berkisar 3-10 m, ranting tegak dan berambut halus, daun berdesakan di 

ujung ranting, bunga alpukat terletak di dekat ujung ranting, bunganya 

sangat banyak dengan diameter 1-1,5 cm, berwarna kekuningan, 

berbulu halus dan terdapat benang sari dalam 4 karangan, buah alpukat 

berbentuk menyerupai bola lampu dampai bulat telur, berwarna hijau 

kekuningan berbintik ungu, gandul atau halus dan wangi, biji buah 

alpukat berbentuk seperti bola dan hanya terdapat satu biji dalam 1 

buah (Handayani dan Citra, 2009). Pohon alpukat yang berukuran 

besar mampu menghasilkan jutaan bunga dalam semusim. Bunga 

alpukat muncul pada ujung tunas. Bunga betina tunggal dengan 

tangkai sari panjang dan diakhiri dengan kepala sari yang membesar 

(Felistiani, 2017). 

Daun alpukat merupakan bagian tanaman yang dapat 

dimanfaatkan selain buahnya. Daun alpukat muda pada beberapa 

daerah digunakan sebagai obat tradisional sebagai antihipertensi 

(Tahla dkk., 2011 dalam Widarta dan Anarta, 2017), 

antihiperlipidemia (Kolawole dkk., 2012), antidiabetes (Marrero-Faz 

dkk., 2014 dalam Widarta dan Anarta, 2017), antikanker 

(Mardiyaningsih dan Ismiyati, 2014 dalam Widarta dan Anarta, 2017), 

antibakteri (Ogundare dan Oladejo, 2014 dalam Widarta dan Anarta, 

2017) serta berpotensi memiliki aktivitas antioksidan (Asaolu dkk., 
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2010 dalam Widarta dan Anarta, 2017). Daun alpukat mengandung 

senyawa kimia diantaranya saponin, alkaloid, flavonoid dan tanin 

(Tengo dkk., 2013). 

Bagian biji buah alpukat memiliki selaput kulit yang memisahkan 

antara buah dan biji, buah alpukat yang sudah matang atau tua 

memiliki selaput kulit biji berwarna kekuningan. Biji alpukat diketahui 

memiliki efek antioksidan yang cukup baik selain itu biji alpukat 

memiliki efek hipoglikemik dan dapat dimanfaatkan untuk pengobatan 

secara tradisional dengan mengkonsumsi seduhan air dari biji buah 

alpukat. Biji alpukat juga dipercaya mampu mengobati sakit gigi, 

maag kronis, hipertensi, diabetes melitus dan dipercaya mampu 

menurunkan kadar glukosa sekaligus dapat digunakan sebagai 

antimikroba (Nahar, 2017). 

2.1.3 Kandungan Senyawa Biji Buah Alpukat 

Kandungan fitokimia merupakan senyawa-senyawa aktif yang 

terdapat pada tumbuhan dengan ciri memiliki cita rasa, warna dan 

aroma yang khas (Patel, 2013 dalam Felistiani, 2017). Biji alpukat 

(Persea americana Mill.) memiliki beberapa kandungan senyawa aktif 

seperti polifenol, flavonoid, triterpenoid, kuinon, saponin, tanin, 

monoterpenoid dan seskuiterpenoid (Arukwe dkk., 2012 dalam 

Felistiani, 2017). 

Biji alpukat yang banyak mengandung senyawa aktif memiliki 

banyak manfaat diantaranya sebagai obat tradisional untuk 

pengobatan sariawan, kencing batu, darah tinggi, sakit gigi, bengkak 

akibat peradangan, dan kencing manis. Kandungan fenolik yang 

terkandung dalam biji alpukat diduga berpotensi memiliki efek 

antioksidan (Arukwe dkk., 2012 dalam Felistiani, 2017). Biji alpukat 

dimanfaatkan sebagai sumber fitoterapeutik untuk mengatasi infeksi 

parasit dan mikosis. Diketahui biji alpukat mengandung senyawa 

fitosterol, triterpen, asam lemak, asam furanoik, dimer flavonol, 

proantosianidin dan asam absisat. Beberapa senyawa yang terkandung 
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telah terbukti memiliki aktivitas antifungsi dan efek larvasidal (Leite 

dkk., 2009 dalam Felistiani, 2017). 

Berdasarkan penelitian sebelumnya dilakukan uji skrining 

fitokimia pada ekstrak etanol 70%, pada biji buah alpukat (Persea 

americana Mill.). Hasil senyawa yang terkandung dapat dilihat pada 

(Tabel 2.1) : 

Tabel 2.1. Hasil Skrining Fitokimia (Munte dkk., 2023) 

Senyawa Hasil 
 

Alkaloid + 

Flavonoid + 

Fenolik + 

Saponin + 

Tannin + 

Triterpenoid/steroid - 
 

 
Keterangan: 

(+) mengandung senyawa metabolit sekunder 

(-) tidak mengandung senyawa metabolit sekunder 

 

2.1.4 Fenolik 

Senyawa fenolik dengan unsur atom penyusun karbon, hidrogen 

dan hidroksida (C6H5OH) merupakan komponen yang memberikan 

aktivitas antioksidan yang merupakan golongan fitokimia terbesar 

pada tumbuhan. Fenolik memiliki kemampuan dalam meredam 

oksigen reaktif karena terdapat gugus hidroksil pada cincin aromatik 

yang berperan sebagai donor elektron (Indra dkk., 2019). Kadar 

fenolik total adalah kandungan fenolik total yang terdapat pada suatu 

sampel. Fenolik yang terkandung di dalam tanaman bersifat redoks 

dan sifatnya memungkinkan adanya aktivitas antioksidan. Kandungan 

fenolik  total  juga  disebut  Total  Phenolic  Content  (TPC)  yang 
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dinyatakan dalam satuan GAE/g sampel (Johari dan Khong, 2019). 

Gambar struktur senyawa fenolik dapat dilihat pada (Gambar 2.2) : 

 

Gambar 2.2 Struktur senyawa fenolik (Sobiesiak, 2017) 

Asam galat merupakan senyawa turunan fenolik yang sebagian 

besar banyak ditemukan dalam tanaman, dibuktikan bahwa aktivitas 

antioksidan berhubungan dengan adanya gugus hidroksil bebas dan 

terkonjugasi pada senyawa fenolik seperti asam galat (Maesaroh dkk., 

2018). 

Asam galat sering digunakan sebagai larutan pembanding karena 

senyawa ini memiliki sifat stabil, murni dan relatif terjangkau. Asam 

galat akan bereaksi dengan reagen Follin-Ciocalteu dalam suasana 

basa dengan penambahan natrium karbonat. Asam galat termasuk 

dalam senyawa kompleks warna biru dengan absorbansi yang diukur 

pada panjang gelombang 765 nm. Pembanding asam galat atau kurva 

baku ini digunakan untuk mendapatkan persamaan regresi linier agar 

kadar senyawa fenolik yang uji dapat diukur (Nofita dan Nurlan, 2020). 

Fenolik memiliki berbagai potensi bioaktivitas seperti antioksidan, anti 



9  

inflamasi, antimikroba dan antiviral (Tripoli dkk., 2005). Struktur 

senyawa asam galat dapat dilihat pada (Gambar 2.3) : 

Gambar 2.3 Struktur senyawa asam galat (Wanita dan I Gusti, 2020) 

 

2.1.5 Flavonoid 

Flavonoid merupakan golongan senyawa fenolik dan terdapat 

hampir disemua jenis tanaman Flavonoid merupakan senyawa 

metabolit sekunder yang memiliki banyak manfaat sebagai obat 

tradisional (Latifah, 2015). Senyawa flavonoid mempunyai kerangka 

dasar karbon yang tersusun dalam konfigurasi C6-C3-C6. Gugus hidroksi 

(-OH) yang terdapat dalam flavonoid berfungsi meningkat berbagai 

glikosida sehingga meningkatkan kelarutan flavonoid alam air (Latifah, 

2015). Struktur senyawa flavonoid dapat dilihat pada (Gambar 2.4) : 
 

Gambar 2.4 Struktur senyawa flavonoid (Nishiumi dkk., 2011) 

Flavonoid termasuk ke dalam senyawa aromatik yang bersifat 

antioksidan. Senyawa flavonoid aktif dalam menangkal radikal bebas 

yang ditentukan adanya gugus fungsi -OH (hidroksi), Flavonoid 

sebagai antioksidan bekerja dengan cara mensupresi pembentukan 
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Reactive Oxygen species (ROS) baik dengan inhibisi enzim-enzim 

atau dengan cara mengikat trace element yang terkait dengan 

pembentukan radikat bebas, mendeteksi ROS dan meningkatkan 

regulasi atau proteksi pertahanan antioksidan (Widiasari, 2018). 

Flavonoid telah dilaporkan memiliki aktivitas antioksidan, antibakteri, 

antivirus, antiradang, antialergi dan antikanker. Senyawa flavonoid 

juga dipercaya berperan sebagai alat pertahanan tanaman dari serangan 

serangga atau hewan herbivora dan juga penyebab penyakit pada 

tanaman (Widiasari, 2018). 

2.1.6 Antioksidan 

Antioksidan merupakan senyawa pendonor elektron atau 

reduktan yang memiliki berat molekul kecil tetapi mampu 

menginaktivasi berkembangnya reaksi oksidasi dengan mencegah 

terbentuknya radikal. Antioksidan juga merupakan senyawa yang 

dapat menghambat reaksi oksidasi dengan mengikat radikal bebas 

sehingga kerusakan sel dapat dihambat (Winarsi, 2007 dalam Latifah, 

2015). Radikal bebas merupakan molekul kimia yang memiliki satu 

atau lebih elektron tidak berpasangan dan dapat teroksidasi didalam 

tubuh dengan cara mengikat elektron molekul sel yang berbahaya bagi 

tubuh (Verrananda dkk., 2016). Terdapat dua sumber radikal bebas 

yaitu endogen dan eksogen. Radikal bebas endogen berasal dari dalam 

tubuh yang terjadi akibat autooksidasi, oksidasi enzimatik dan 

respiratory burst. Adapun radikal bebas yang berasal dari luar 

(eksogen) disebabkan oleh polusi udara, radiasi UV, sinar-X, pestisida, 

cemaran logam berat pada bahan makanan dan juga asap rokok (Irianti 

dkk., 2021). 

Fungsi antioksidan dikelompokkan berdasarkan mekanisme 

kerjanya, terdapat dua fungsi antioksidan (sekunder dan primer atau 

utama). Antioksidan dengan fungsi sekunder bekerja mengurangi laju 

autooksidasi dengan pemutusan rantai maupun penstabilan radikal 

bebas, sedangkan antioksidan dengan fungsi utama (primer) bekerja 

dengan mendonorkan atom H dengan cepat pada radikal lipida agar 
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menjadi bentuk yang lebih stabil (Barus, 2009). Antioksidan berfungsi 

mencegah terjadinya berbagai macam penyakit, seperti penyakit 

kardiovaskular, jantung koroner (Mbata, 2010; Gunawan, 2020), 

kanker serta penuaan dini. Penambahan antioksidan dalam makanan 

efektif mengurangi oksidasi lemak yang menyebabkan bau tengik pada 

makanan, toksisitas dan destruksi biomolekul di dalam makanan 

(Palmer dan Kitchin, 2010; Gunawan, 2020). 

Sumber antioksidan dibagi menjadi dua, alami dan buatan. 

Antioksidan alami diperoleh dari ekstraksi bahan alami seperti buah-

buahan dan tumbuhan, sedangkan antioksidan buatan disintesis dari 

suatu reaksi. Secara alami tubuh memproduksi sistem antioksidan 

alami (antioksidan internal) untuk melindungi diri dari serangan 

radikal bebas, akan tetapi kemampuan memproduksi antioksidan 

secara alami akan semakin berkurang dengan bertambahnya usia 

(Sayuti dan Yenrina, 2015 dalam Gunawan, 2020). 

2.2 Ekstraksi 

Ekstraksi adalah proses pemisahan suatu zat berdasarkan perbedaan 

kelarutannya terhadap dua cairan yang memiliki kelarutan yang berbeda, dalam 

metode ekstraksi bahan alam, dikenal suatu metode maserasi. Metode maserasi 

merupakan metode ekstraksi yang sederhana untuk dilakukan. Maserasi dilakukan 

dengan cara merendam sampel dengan pelarut organik. Perlarut organik akan 

menembus dinding sel kemudian akan menembus masuk ke dalam rongga sel 

yang menggandung zat aktif sehingga zat aktif akan terlarut. Karena adanya 

perbedaan konsentrasi Antara larutan zat aktif di dalam sel, maka larutan yang 

terpekat akan dipaksa keluar. Keuntungan menggunakan metode ini adalah 

metode dan peralatan yang digunakan sederhana dan mudah diusahakan (Cheong 

dkk., 2005 dalam Moito, 2018). 

Metode maserasi merupakan salah satu metode bahan alam yang 

menggukan lemak panas, akan tetapi lemak-lemak panas itu telah diganti dengan 

pelarut-pelarut organik yang mudah menguap. Dengan penekanan utama pada 

maserasi adalah tersedianya waktu kontak yang cukup antara pelarut dengan 

jaringan yang diekstraksi (Guenther dalam Diantika dkk., 2014). Saat proses 
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perendamaan simplisia akan terjadi pemecahan dinding sel dan membran sel yang 

diakibatkan oleh perbedaan tekanan antara luar sel dengan bagian dalam sel, 

sehingga sitoplasma akan pecah dan metabolit sekunder yang terkandung 

didalamnya akan terlarut dalam pelarut organik yang digunakan. Lamanya waktu 

perendaman simplisia pada metode maserasi akan memperbanyak jumlah sel yang 

terpecah, sehingga bahan aktif yang terlarut juga semakin banyak (Chairunnisa 

dkk., 2019). 

2.3 Reagen Follin-Ciocalteu 

Pengujian senyawa fenolik dengan menggunakan metode Follin-Ciocalteu. 

Pereaksi Follin-Ciocalteu merupakan larutan kompleks yang terbuat dari asam 

heteropolifosfatungstat dan asam fosfomolibdat. Asam-asam yang digunakan 

tersusun dari natrium molibrat, natrium tungstate, air, bromin, litium sulfat, asam 

klorida dan asam fosfat. Prinsip metode Follin-Ciocalteu yaitu reaksi reduksi dan 

oksidasi kolorimetrik dengan tujuan untuk mengukur semua senyawa fenolik. 

Senyawa fenolat yang teridentifikasi akan menghasilkan warna biru, semakin 

pekat warna yang dihasilkan maka semakin tinggi kandungan senyawa fenolik 

pada sampel (Adawiah dkk., 2015). 

Senyawa fenolik memiliki sifat polar yang cenderung larut dalam pelarut 

polar, sehingga pelarut yang digunakan untuk uji fenolik dapat digunakan aquades. 

Senyawa fenolik lebih larut dalam air karena bergabung dengan gula yang 

terdapat dalam rongga sel (Anwariyah, 2011). Antioksidan yang terkandung 

dalam sampel dapat terdeteksi dengan mengukur kapasitas reduksi dengan 

pereaksi Follin-Ciocalteu menggunakan spektrofotometer. Follin-Ciocalteu 

merupakan pereaksi kompleks dari fosfomolibdat-fosfotungstat. Molibdenum 

pada kompleks ini adalah Mo (VI) yang akan mengalami penurunan anion fenolat 

ditandai dengan perubahan warna kuning menjadi warna biru (Sugiat, 2010). 

Reaksi reagen Follin-Ciocalteu dengan fenol dapat dilihat pada (Gambar 2.5) : 

Gambar 2.5 Reaksi fenol dengan reagen Follin-Ciocalteu 

(Ramadhan dkk., 2021) 
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2.4 DPPH (2,2 diphenyl-1-picryl-hydrazyl) 

DPPH merupakan radikat bebas yang mampu menerima donor elektron 

(radikal hidrogen) dari senyawa lain yang akan membentuk senyawa yang lebih 

stabil dan stabil dalam larutan berair (Musdalifah, 2016 dalam Ardila, 2020). 

Metode DPPH umunya dipergunakan untuk menguji aktivitas antioksidan, larutan 

DPPH akan bereaksi dengan senyawa antioksidan yang akan berubah menjadi 

diphenilpycrilhydrazine yang bersifat non-radikal. Peningkatan jumlah kadar 

diphenilpycrilhydrazine ditunjukkan dengan adanya perubahan warna pada 

larutan yang berwarna ungu menjadi berwarna kuning pucat (Alam dkk., 2013 

dalam Ardila, 2020). 

 

Gambar 2.6 Reaksi peredaman radikal bebas DPPH dengan 

antioksidan (Molyneux, 2004 dalam Nugroho, 2021) 

Prinsip kerja DPPH dengan interaksi antara DPPH dan antioksidan (secara 

radikal hidrogen atau transfer elektron pada DPPH yang akan menstabilkan 

radikal bebas). DPPH dan elektrok radikal bebas yang berpasangan akan 

membentuk larutan berwarna kuning terang dari ungu tua. Transfer proton akan 

menghasilkan DPPH menjadi senyawa non-radikal. Jika elektron tidak 

berdampingan pada radikal DPPH maka radikal DPPH akan berdampingan 

dengan atom hidrogen dan membentuk DPPH-H tereduksi. Absorbansi 

antioksidan dapat diukur dengan spektrofotometer Uv-Vis menggunakan panjang 

gelombang 517 nm. Absorbansi di ukur setelah proses inkubasi selama 30menit, 

hal ini bertujuan agar larutan dapat bereaksi dengan sempurna (Musdalifah, 2016 
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dalam Ardila, 2020). 

Hasil metode DPPH diperlihatkan dalam parameter EC50 (Efficient 

Concentration) atau IC50 (Inhibition Concentration). IC50 merupakan Konsentrasi 

yang dapat menyebabkan larutan atau sampel tereduksi aktivitas DPPH sebesar 

50%. Apabila persentase EC50 atau IC50 lebih besar makan aktivitas antioksidan 

semakin rendah atau lemah, begitu pula sebaliknya (Alam dkk., 2013 dalam 

Ardila, 2020). 

2.5 Spektrofotometri UV-Vis 

Spektroskopi adalah cabang ilmu kimia yang mengkaji interaksi berbagai 

tipe radiasi elektromagnetik dengan suatu bahan kimia (Nazar, 2018 dalam 

Khairunnisa, 2021). Spektrofotometri merupakan suatu metode pengukuran 

dengan adanya absorpsi cahaya pada panjang gelombang tertentu yang melewati 

media larutan yang terdiri dari sampel yang akan ditentukan serapan cahayanya 

(Lestari, 2009 dalam Khairunnisa, 2021) 

Spektrofotometri UV-Vis merupakan suatu metode instrumen yang 

umumnya diaplikasikan dalam menganalisis senyawa kimia yang bertujuan 

mendeteksi senyawa berdasarkan adanya absorbansi foton pada daerah UV-Vis 

dengan panjang gelombang antara 200-700 nm (Irawan dkk., 2019 dalam 

Khairunnisa, 2021). Prinsip kerja metode spektrofometri UV-Vis dengan suatu 

cahaya yang bersifat monokromatik yang akan melewati suatu media berupa 

larutan yang nantinya terjadi penyerapan pada sebagian cahaya, kemudian 

sebagian cahaya ada yang dipantulkan lalu sebagian lainnya akan dipancarkan 

(Fatimah, 2016 dalam Khairunnisa, 2021). 

Absorpsi cahaya pada suatu panjang gelombang tertentu yang melewati 

media larutan yang terdiri dari sampel yang kemudian ditentukan serapannya 

(Lestari, 2009 dalam Khairunnisa, 2021). Skema pengukuran dengan 

spektrofotometer UV-Vis dapat dilihat pada (Gambar 2.7) : 
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Gambar 2.7 Skema Spektroskopi Serapan UV-Vis (Soni dkk., 2021) 
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BAB III 

METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Tempat Dan Waktu Penelitian 

3.1.1 Tempat Penelitian 

Pengujian analisis senyawa fenolik, flavonoid total serta 

aktivitas antioksidan pada ekstrak biji alpukat (Persea 

americana Mill.) dilakukan di Laboratorium Prodi Farmasi 

Sekolah Tinggi Ilmu Kesehatan Dirgahayu Samarinda. 

3.1.2 Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan selama 3 bulan dimulai dari bulan 

Maret 2024 sampai Mei 2024. 

3.2 Alat dan Bahan Penelitian 

3.2.1 Alat 

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi 

spektrofotometri UV-Vis (B-One UV Vis 100-OAX), oven 

(Binder 115), blender (Panasonic MX-GX), rotary evaporator 

(Heidolph), hot plate (Maspion S-301), neraca analitik 

(OHAUS), seperangkat alat kaca (Pyrex), corong (Herma), rak 

tabung, pipet mikro (Dragonlab), pipet tetes, kuvet, kertas 

saring, alumunium foil. 

3.2.2 Bahan 

Bahan yang diperlukan dalam penelitian meliputi ekstrak 

biji buah alpukat mentega, aquadest, metanol, etanol 70%, 

etanol p.a 96% , HCl 2 N, reagen Mayer dan Dragendrof, serbuk 

Mg, FeCl3 5%, asam galat, Na2CO3 p.a, asam asetat 5%, AlCl3, 

kuersetin, Follin-Ciocalteu, vitamin C, DPPH (2,2 diphenyl-1-

picryl-hydrazyl). 

3.3 Metode Penelitian 

3.3.1 Jenis Penelitian 

Jenis penelitian ini merupakan penelitian eksperimental 

laboratorium  dengan  menguji  ekstrak  etanol  biji  alpukat 
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mentega pada biji buah alpukat secara kualitatif untuk 

mengetahui adanya kandungan senyawa fenol dan flavonoid, 

kedua senyawa ini memiliki potensi sebagai antioksidan, serta 

dilakukan pengujian secara kuantitatif untuk mengetahui kadar 

flavonoid dan fenolik total serta kadar antioksidan yang 

terkandung dalam biji buah alpukat. 

3.3.2 Definisi Oprasional 

3.3.2.1 Biji Buah Alpukat 

Biji buah alpukat merupakan bagian dari tanaman 

buah alpukat yang diperoleh dari pohon alpukat di 

daerah Tenggarong, Kalimantan Timur. 

3.3.2.2 Uji Kualitatif 

Uji kualitatif merupakan metode untuk 

mengidentifikasi senyawa metabolit sekunder yang 

terkandung pada sampel ekstrak etanol biji alpukat 

mentega dengan melakukan uji fitokimia. 

3.3.2.3 Uji Kuantitatif 

Uji kuantitatif merupakan metode yang digunakan 

untuk mengidentifikasi kadar metabolit sekunder yang 

terkandung pada sampel ekstrak etanol biji alpukat 

mentega dengan menggunakan spektrofotometer UV-Vis. 

3.3.3 Populasi Dan Sampel/Sumber Data 

Sampel dalam penelitian ini menggunakan biji buah 

alpukat dari buah alpukat varietas mentega yang diperoleh di 

wilayah Tenggarong, Kalimantan Timur dengan kriteria buah 

yang telah matang dengan ciri kulit buah berwarna hijau gelap. 

3.3.4 Teknik Pengumpulan Data 

3.3.4.1 Data primer 

Data yang diperoleh dengan mengumpulkan biji 

buah alpukat mentega yang akan di uji di laboratorium 

Prodi  Farmasi  Sekolah  Tinggi  Ilmu  Kesehatan 
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Dirgahayu Samarinda dengan metode spektrofotometer 

UV-Vis untuk menetapkan kadar senyawa flavonoid dan 

fenolik total serta aktivitas antioksidan yang terkandung. 

3.3.4.2 Data Sekunder 

Data sekunder diperoleh dari berbagai jurnal 

ilmiah, buku maupun literatur lain yang mendukung 

serta berkaitan dengan penelitian ini, sebagai acuan 

dalam rancangan penelitian. 

3.3.5 Teknik Analisis Data 

Data yang disajikan dalam bentuk gambar, tabel, grafik 

serta pembahasan. Hasil penelitian dengan uji kualitatif berupa 

tabel dan gambar dari pengamatan perubahan yang terjadi dalam 

mereaksikan sampel. Hasil penelitian uji kuantitatif berupa nilai 

absorbansi dari sampel. Kadar sampel akan diketahui melalui 

perhitungan kurva baku yang diperoleh dari nilai y = bx + a, 

dimana y merupakan nilai absorbansi dan x adalah kadar yang 

terukur. Dilakukan perhitungan potensi antioksidan dengan 

rumus pada (Persamaan 3.1) : 

 

(3.1) 

 

 

3.4 Prosedur Penelitian 

3.4.1 Uji Kualitatif 

3.4.1.1 Determinasi Identifikasi Tumbuhan 

Buah alpukat mentega (Persea americana Mill.) yang 

dikumpulkan kemudian dilakukan determinasi di 

Laboratorium Anatomi dan Sistematika Tumbuhan 

Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam 

Universitas Mulawarman Samarinda. Hasil dari 

determinasi akan menyatakan bahwa spesies Persea 

americana atau bukan. 
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3.4.1.2 Pembuatan Simplisia 

Pembuatan simplisia kering menggunakan biji buah 

alpukat mentega yang telah dibersihkan dengan air dan 

dikeringkan, kemudian dikupas kulit arinya. Selanjutnya, 

biji buah alpukat yang sudah bersih dirajang dengan 

ketebalan 2-3 cm dan dikeringkan di oven dengan suhu 

60˚C selama 6 jam. Simplisia yang sudah dikeringkan, 

kemudian dihaluskan menggunakan blender dan diayak 

menggunakan ayakan nomor 60 mesh (Rahmawati dkk., 

2022). Serbuk simplisia disimpan dalam toples kaca dan 

ditutup rapat. Dilakukan uji susut pengeringan dengan 

memasukan 1 gram simplisia kedalam krus porselen yang 

telah ditara dan dikeringkan di oven suhu 105 ℃ selama 5 

jam dan ditimbang (Depkes RI, 2000; dalam Andini dan 

Putri, 2021), kemudian dihitung dengan rumus pada 

(Persamaan 3.2). 

(3.2) 

 

3.4.1.3 Ekstraksi 

Ekstrak biji alpukat diperoleh dengan cara maserasi. 

Serbuk simplisia biji alpukat dimaserasi menggunakan 

pelarut etanol 70 % selama 3×24 jam dengan pengadukkan 

kemudian disaring menggunakan kain saring dan ampas 

akan diremaserasi selama 3×24 jam. Maserat yang 

diperoleh diuapkan dengan menggunakan rotary 

evaporator sampai diperoleh ekstrak kental (Febrila, 2021). 

Ekstrak kental yang diperoleh dihitung persen (%) 

rendemennya dengan rumus pada (Persamaan 3.3) : 

 

 

(3.3) 

Susut pengeringan  
berat sebelum pemanasan-berat akhir 

berat sebelum pemanasan 

%Rendemen  
 bobot ekstrak (g)  

100% 
bobot simplisia (g) 
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Ekstrak yang diperoleh dilakukan uji bebas etanol 

dengan menggunakan 2 tetes asam sulfat pekat dan 1 mL 

kalium dikromat ditambahkan kedalam ekstrak. Jika terjadi 

perubahan warna jingga menjadi hijau kebiruan maka 

ekstrak mengandung etanol (Sukadiasa Dkk., 2023). 

3.4.1.4 Uji Skrining Fitokimia 

Ekstrak yang diperoleh akan dilakukan uji skrining 

fitokimia meliputi : 

1. Uji alkaloid 

Sebanyak 0,5 gram ekstrak etanol biji alpukat 

mentega dicampurkan dengan HCl 2 N sebanyak 1 

mL dan aquadest sebanyak 9 mL, setelah itu 

dipanaskan selama 2 menit, dilakukan pendinginan 

dan penyaringan lalu diperoleh filtrat 2 tabung 

reaksi dimasukkan filtrat sebanyak 0,5 mL, setelah 

itu 2 tetes pereaksi Meyer dan Dragendorf 

ditambahkan pada masing-masing tabung reaksi. 

Adapun hasil positif alkaloid ditandai jika terdapat 

endapan atau kekeruhan warna putih (Meyer) atau 

merah (Dragendorf) (Wirasti, 2019). 

2. Uji Flavonoid 

Sebanyak 0,5 gram ekstrak etanol biji alpukat 

mentega ditimbang dan ditambah pelarut metanol 

sebanyak 3 mL kemudian dipanaskan di suhu 60℃. 

Lalu ditambahkan serbuk Mg sebanyak 0,1 mg lalu 

ditambah HCl pekat sebanyak 5 tetes. Hasil positif 

flavonoid ditandai dengan adanya warna menjadi 

merah, kuning atau jingga (Wirasti, 2019). 

3. Uji Saponin 

Ekstrak etanol biji alpukat mentega sebanyak 1 

gram dimasukkan dalam sebuah tabung reaksi. 

Setelah itu, dimasukkan air panas sebanyak 10 mL 
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dan didinginkan terlebih dahulu kemudian dilakukan 

pengocokan kuat-kuat (10 detik). Adapun hasil 

positif saponin ditunjukkan jika terdapat buih 

selama 10 menit (tinggi 1-10 cm) dan buih tetap ada 

apabila ditambahkan HC1 2 N 1 tetes (Wirasti, 

2019). 

4. Uji Fenol 

Sebanyak 1 mL ekstrak etanol biji alpukat 

mentega diteteskan dengan 2 tetes dari larutan FeCI3, 

5%. Hasil positif fenolik jika menunjukkan warna 

hijau atau warna hijau biru (Wirasti. 2019). 

3.4.2 Uji Kuantitatif 

3.4.2.1 Penetapan Kadar Fenolik Total 

Penetapan kadar fenolik total mengacu prosedur 

penelitian (Ramadhan dkk., 2021; Malik dkk., 2015; 

Wahdaningsih dkk., 2017). Langkah pertama melakukan 

penetapan panjang gelombang maksimal konsentrasi 100 

ppm asam galat sebanyak 0,1 mL yang ditambahkan 0,4 

mL reagen Follin-Ciocalteu yang didiamkan selama 3 

menit, kemudian ditambahkan 1 mL larutan Na2CO3 1 M 

dengan 3,5 mL aquadest. Penentuan operating time diberi 

perlakuan serupa pada interval 1menit dan diperoleh 

absorbansi stabil pada 0–60 menit. Pengukuran absorbansi 

dengan spektrofotometer UV-Vis dengan panjang 

gelombang maksimal 400-784 nm. Penetapan kadar fenolik 

total menggunakan standar asam galat sebagai kurva baku 

dengan seri konsentrasi 100, 200, 300, 400, dan 500 ppm. 

Seri kurva standar asam galat dan ekstrak diberi perlakuan 

yang sama seperti penentuan panjang gelombang maksimal 

yang sebelumnya didiamkan selama operating time dan 

diukur absorbansinya pada panjang gelombang 400-800 

nm  (Ramadhan  dkk.,  2021;  Malik  dkk.,  2015; 
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Wahdaningsih dkk., 2017). Penetapan kadar fenolik total 

dari ekstrak yang didapat dengan memasukkan absorbansi 

pada regresi linier kurva baku (Das dkk., 2014 dalam 

Wahdaningsih dkk., 2017). Kadar fenolik total dapat 

dihitung dengan rumus pada (Persamaan 3.4) (Rollando 

dan Monica, 2018): 

 

(3.4) 

 

 
Keterangan : 

C : konsentrasi Asam Galat (mg/L) 

V : Volume Ekstrak (L) 

Fp : Faktor Pengenceran 

M : Bobot Ekstrak (Gram) 

3.4.2.2 Penetapan Kadar Flavonoid Total 

Percobaan penelitian kadar flavonoid merujuk 

penelitian (Chang dkk., 2002) diawali penetapan panjang 

gelombang maksimal larutan kuersetin 100 ppm sebanyak 

1 mL ditambahkan dengan 3 mL etanol p.a, 0,2 mL AlCl3 

serta 0,2 mL, asam asetat 20% dan 5,6 mL aquadest. 

Kemudian diukur absorbansi menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis, dengan panjang gelombang 

maksimal 400-500 nm. Penentuan operating time diberi 

perlakuan serupa pada interval 1menit dan diperoleh 

absorbansi stabil pada 0–60 menit. Penetapan kadar 

flavonoid total dengan menggunakan larutan standar 

kuersetin sebagai kurva baku dengan seri konsentrasi 40, 

60, 80, 100, dan 120 ppm. Seri kurva baku dan ekstrak 

diberi perlakuan yang serupa seperti penentuan panjang 

gelombang maksimal yang sebelumnya didiamkan selama 

operating  time  sebelum  pembacaan  menggunakan 

Kadar fenolik total  
CVFp 

M 
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spektrofotometer UV-Vis (Chang dkk., 2002). Penetapan 

kadar flavonoid dalam ekstrak didapat dengan 

memasukkan nilai absorbansi pada regresi linier kurva 

baku (Ramadhan Hafiz dkk., 2021; Anwar dkk., 2017). 

Kadar flavonoid total dinyatakan sebagai total ekuivalen 

kuersetin per 1 gram ekstrak (mg QE/g). Kadar flavonoid 

dapat dihitung dengan rumus pada (Persamaan 3.5) 

(Rollando dan Monica, 2018): 

 

(3.5) 

 

 
Keterangan : 

C : konsentrasi Kuersetin (mg/L) 

V : Volume Ekstrak (L) 

Fp : Faktor Pengenceran 

M : Bobot Ekstrak (Gram) 

3.4.2.3 Uji Aktivitas Antioksidan 

1. Penyiapan Larutan DPPH 100 ppm 

Larutan pereaksi adalah larutan DPPH 100 ppm 

dalam pelarut etanol p.a 96%. Larutan ini dibuat 

dengan cara menimbang 5 mg serbuk DPPH, 

dimasukan ke dalam labu ukur 50 mL, lalu 

ditambahkan etanol 96%, sebagian kemudian di 

kocok untuk melarutkan serbuk DPPH dan 

selanjutnya ditambahkan etanol 96% sampai tanda 

batas (Yuliani dkk., 2016). 

2. Penyiapan Larutan Uji 

Larutan uji dibuat dengan konsentrasi 1000 

ppm sebagai larutan induk. Penyiapan larutan uji 

dilakukan dengan menimbang ekstrak etanol biji 

alpukat mentega sebanyak 100 mg, dimasukan ke 

Kadar flavonoid total  
CVFp 

M 
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dalam labu ukur 100 mL dan ditambah etanol 96% 

sebagian lalu di kocok hingga homogen, kemudian 

ditambahkan etanol 96% hingga tanda batas. Setelah 

itu, dibuatkan menjadi larutan uji 10 ppm, 20 ppm, 

30 ppm, 40 ppm dan 50 ppm (Yuliani dkk., 2016). 

3. Penyiapan Kontrol Positif Vitamin C 

Ditimbang 5mg vitamin C dilarutkan dengan 

etanol 96% dalam labu ukur 50 mL kemudian 

ditambahkan dengan etanol 96% sampai tanda batas. 

Kemudian dibuatkan pengenceran menjadi 5 seri 

konsentrasi yaitu 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 ppm dan 

10 ppm (Yuliani dkk., 2016). 

4. Penentuan Operating Time 

Larutan uji dari ekstrak etanol biji alpukat 

mentega dibuat beberapa konsentrasi. Konsentrasi 

ekstrak uji yang dibuat adalah 10 ppm, 20 ppm, 30 

ppm, 40 ppm dan 50 ppm. Ekstrak uji diambil 

konsentrasi terendah yaitu 10 ppm, dilakukan 

operating time dengan cara 1,2 mL ekstrak uji di 

tambah 0,9 mL metanol p.a, dan 0,9 mL larutan 

DPPH 100 ppm. Larutan uji diukur pada menit ke 0, 

10, 20, 30, 40, 50, dan 60 pada panjang gelombang 

maksimum 517nm (Yuliani dkk., 2016). 

5. Pengukuran Absorbansi Peredaman 

Larutan Blanko, larutan uji, dan kontrol positif 

yang telah dibuat dalam beberapa konsentrasi, 

masing-masing diambil sebanyak 1,2 mL, 

ditambahkan 0,9 mL metanol p.a dan 0,9 mL larutan 

pereaksi DPPH 100 ppm, dimasukkan dalam tabung 

lalu di kocok. Larutan di diamkan 30 menit 

kemudian dibaca serapannya pada panjang 

gelombang  maksimum.  Blanko  yang  digunakan 
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adalah etanol 96% dan kontrol positif yang 

digunakan adalah vitamin C (Yuliani dkk., 2016). 

6. Perhitungan Potensi Antioksidan 

Absorbansi yang diperoleh dibandingkan 

dengan absorbansi DPPH sehingga diperoleh % 

aktivitas antioksidannya dengan menggunakan 

rumus pada (Persamaan 3.6) : 

 

 

(3.6) 
 

 

Kemudian hasil akhir menentukan IC50% 

(Inhibition Concentration 50%) dengan persamaan 

regresi linier y= bx+a dimana x merupakan 

konsentrasi (ppm) dan y merupakan persentase 

inhibisi (%) (Lutfiyanie, 2015). 

%Inhibisi  
abs kontrol-abs sampel 

100% 
abs kontrol 



26  

BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

 

4.1 Determinasi Tanaman 

Dalam penelitian ini digunakan biji buah alpukat mentega (Persea 

americana Mill.) sebagai sampel yang diperoleh dari tanaman pribadi di wilayah 

Kota Tenggarong, Kalimantan Timur, sampel kemudian dideterminasi di 

Laboratorium Anatomi Dan Sistematika Tumbuhan Fakultas Matematika Dan 

Ilmu Pengetahuan Alam Universitas Mulawarman Samarinda. Determinasi 

bertujuan untuk mengetahui kebenaran serta identitas tanaman agar menghindari 

kesalahan dalam pengumpulan bahan baku penelitian. Sesuai surat nomor: 

064/UN17.7.025.16/HA/VII/2023 hasil determinasi menunjukkan tanaman 

tergolong dalam famili Lauraceae dengan spesies Persea americana Mill. Atau 

alpukat (Terlampir). 

 

4.2 Preparasi Simplisia 

Sampel biji buah alpukat yang telah dikumpulkan dan dicuci bersih 

dipreparasi untuk dijadikan serbuk simplisia kering. Proses penggeringan 

menggunakan metode pemanasan denggan oven bersuhu 60°C selama 24 jam, 

kemudian dihaluskan menggunakan belender dan diayak. Tujuan penyerbukan 

simplisia untuk memperluas permukaan simplisia dan mempercepat prosses 

penarikan metabolit sekunder pada ekstraksi. Sebelum diekstraksi, dilakukan uji 

susut pengeringan dengan suhu pemanasan 105 °C selama 15 menit secara 

berulang hingga diperoleh bobot yang konstan. Hasil susut pengeringan dapat 

dilihat pada tabel 4.1 dibawah ini: 

Tabel 4.1 Hasil Susust Pengeringan Simplisia 
 

Berat 

Cawan 

Berat 

Simplisia 

Berat 

Awal 

Hasil 

Penimbangan 

Rata-

Rata 

Hasil Susut 

Pengeringan 

   34,200 gram   

33,23 

gram 

 

1 gram 
34,32 

gram 

34,187 gram 

34,182 gram 

34,182 gram 

34,19 

gram 

 

0,12% 
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Hasil uji susut pengeringan diperoleh sebesar 0,12% sesuai dengan syarat 

mutu (≤10%), uji susut pengeringan bertujuan untuk memberi batas atau rentang 

besarnya senyawa yang hilang selama proses pengeringan (Depkes RI, 2000). 

4.3 Ekstraksi 

Ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan cara merendam serbuk 

biji buah alpukat mentega (Persea americana Mill.) menggunakan pelarut etanol 

70% selama 3×24 jam dengan pengadukan sesekali setiap hari dan diremaserasi 

kembali selama 3×24 jam. Metode maserasi dipilih karena metode yang paling 

umum dan lebih sederhana, tidak memerlukan peralatan khusus serta dapat 

dilakukan pada suhu ruang (Perawati dkk., 2022). Sehingga cocok digunakan 

untuk ekstraksi pada sampel biji alpukat agar kandungan senyawa fenolik serta 

flavonoid yang tidak tahan terhadap pemanasan tetap terjaga. Pengadukan selama 

proses maserasi bertujuan untuk melarutkan seluruh bagian sampel agar mencapai 

kondisi yang homogen. Penggunaan etanol 70% sebagai cairan penyari karena 

etanol bersifat polar dan dapat melarutkan hampir semua zat, baik yang bersifat 

polar, semipolar maupun non polar (Sentat dkk., 2015). Maserat yang diperoleh 

selanjutnya dipekatkan menggunakan evaporator untuk memperoleh ekstrak 

kental dan dihitung persen rendemennya, hasil rendemen yang diperoleh sebanyak 

14%. Hasil rendemen dapat dilihat pada tabel 4.2 dibawah ini: 

Tabel 4.2 Hasil Ekstraksi Biji Buah Alpukat (Persea americana Mill.) 

 

Jenis Ekstrak Berat Simplisia Berat Ekstrak %Rendemen 

Ekstrak Kental 300 Gram 42,02 Gram 14% 

 

Ekstrak yang telah dipekatkan kemudian dilakukan uji bebas etanol untuk 

memastikan ekstrak telah terbebas dari senyawa pelarut etanol, pengujian 

menggunakan 2 tetes asam sulfat pekat dan 1 mL kalium dikromat yang 

ditambahkan kedalam ekstrak. Diperoleh hasil ektrak kental bebas etanol dengan 

ditandai tidak adanya perubahan warna jingga menjadi hijau kebiruan. 

Hasil uji bebas etanol menunjukkan bahwa ekstrak etanol biji buah alpukat 

(Persea americana Mill.) bebas etanol sehingga dapat disimpulkan ekstrak dapat 

digunakan ketahap selanjutnya (Tabel 4.3). 
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Tabel 4.3 Hasil Uji Bebas Etanol Ekstrak Biji Buah Alpukat Mentega 

(Persea americana Mill.) 
 

Identifikasi Prosedur Hasil 
 

 

Uji Bebas 
Etanol 

Ekstrak+H2SO4+K2Cr2O7 
Tidak ada perubahan warna 

menjadi kebiruan 
 

 

4.4 Skrining Fitokimia 

Ekstrak kental biji buah alpukat kemudian dilakukan pengujian skrining 

fitokimia sebagai uji pendahuluan untuk mengidentifikasi senyawa yang 

terkandung dalam ekstrak. Berdasarkan hasil skrining fitokimia, biji buah alpukat 

mentega (Persea americana Mill.) menunjukkan positif mengandung senyawa 

alkaloid pada pereaksi Dragendorff sedangkan pereaksi Mayer negatif. Hasil 

fitokimia ekstrak biji alpukat juga menunjukan positif mengandung flavonoid, 

saponin dan fenol dengan ditandai terjadinya perubahan warna dan bentuk sesuai 

dengan standar yang telah ditetapkan. Hasil skrining fitokimia ini sejalan dengan 

penelitian yang dilakukan Munthe dkk., 2023, Kopon dkk., 2020 dan Benget, 

2016. 

Tabel 4.4 Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Biji Buah Alpukat (Persea 

americana Mill.) 

 

Senyawa Pereaksi Hasil Kesimpulan 

 

Alkaloid 
Mayer 

 

Dragendroff 

Tidak Ada Endapan 
 

Endapan Jingga Kecoklatan 

 
+ (Positif) 

Flavonoid HCl Pekat Oren Kemerahan + (Positif) 

Saponin 
Dikocok Kuat 

Dan HCl 
Berbusa + (Positif) 

Fenol FeCl3 Coklat Kehijauan + (Positif) 
 

 

Pengujian alkaloid menggunakan pereaksi Dragendorff menyebabkan 

terbentuknya endapan berwarna jingga hingga coklat yang menunjukkan positif 

mengandung alkaloid, endapan yang terjadi karena adanya kandungan kalium 

alkaloid. Pereaksi Dragendorff membentuk suatu garam tetraiodobismut berwarna 

jingga sampai merah kecoklatan (Azzahra dkk., 2022; Setyowati, 2014). Hasil 
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negatif pada pereaksi Mayer dapat disebabkan adanya alkaloid spesifik pada biji 

alpukat yang menyebabkan tidak dapat bereaksi dengan Mayer, Pereaksi Mayer 

untuk mengidentifikasi alkaloid golongan narkotika dan opium (Banget, 2016; 

Gandjar dkk., 2008). 

Pengujian flavonoid dengan menggunakan HCl yang berfungsi mendeteksi 

adanya senyawa inti benzopiranon yang akan menghasilkan garam 

benzopirillinum (garam flavilium) setelah penambahan HCl, reduksi 

menggunakan serbuk Mg dan HCl pekat menghasilkan senyawa kompleks 

berwarna oren kemerahan pada flavonol (Ni’ma dan Lindawati, 2022). 

Pengujian saponin dengan penambahan air kemudian digojok dengan kuat, 

sehingga akan menimbulkan busa yang menunjukkan sampel mengandung 

glikosida. Glikosida memiliki kemampuan membentuk buih didalam air yang 

terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa aglikon. Reaksi positif menunjukkan 

busa yang terbentuk bertahan tidak kurang dari 10 menit setelah digojok dan stabil 

setelah penambahan HCl (Prayoga dkk., 2019; Setyowati dkk., 2014). Terdapat 

gugus polar dan nonpolar pada senyawa saponin yang bersifat aktif permukaan 

sehingga saat penggojokan dengan air akan mengalami hidrolisis dan membentuk 

misel. Misel yang terbentuk menyebabkan gugus polar menghadap keluar dan 

gugus non polar menghadap kedalam yang tampak seperti busa (Prayoga dkk., 

2019; Robinson, 1991). 

Pengujian fenol menunjukkan perubahan warna yang terjadi karena FeCl3 

bereaksi dengan gugus hidroksil yang terdapat pada senyawa fenol dan 

membentuk senyawa kompleks berwarna coklat kehijauan sampai kehitaman dan 

ion Fe
3+

 yang berperan mengalami hibridisasi. Senyawa fenol mengandung gugus 

hidroksil yang terikat pada karbon tak jenuh (Bawekes dkk., 2023). 

 

4.5 Penetapan Kadar Fenolik Total 

Kadar senyawa fenolik total ekstrak etanol 70% biji buah alpukat (Persea 

americana Mill.) menggunakan asam galat (GAE) sebagai larutan standar. Asam 

galat merupakan salah satu golongan senyawa fenol alami turunan asam 

hidroksibenzoat (Wahdaningsih dkk., 2017). Pada penetapan kadar fenolik total, 

asam galat direaksikan dengan Folin-Ciocalteu dalam suasana basa dengan 
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penambahan Na2CO3 agar terjadi disosiasi proton menjadi ion fenolat. Kandungan 

senyawa fenolik didasarkan dengan terbentuknya senyawa kompleks 

fosfomolibdat-fostungsat ditandai dengan adanya perubahan warna menjadi biru 

sehingga dapat dilakukan pengukuran absorbansi (Mahardika dkk., 2020; 

Kusbandari dan Prasetyo, 2018). Semakin pekat warna biru yang terbentuk 

menandakan banyaknya ion fenolat yang terbentuk, artinya semakin besar 

konsentrasi senyawa fenolik makan semakin banyak ion fenolik yang akan 

mereduksi asam heteropoli (fosfomolibdat-fosfotungstat) membentuk kompleks 

molibdenum-tungsten sehingga warna yang dihasilkan semakin pekat (Majid dkk., 

2023; Supriningrum dkk., 2020). 

Sebelum menentukan kadar fenolik total, dilakukan penentuan panjang 

gelombang maksimal dengan larutan standar asam galat 100 ppm dengan range 

400-800 nm menggunakan spektrofotometer UV-Vis. Diperoleh panjang 

gelombang maksimal yaitu 778 nm. Tujuan penetapan panjang gelombang untuk 

mengetahui besar panjang gelombang yang dibutuhkan asam galat untuk 

mencapai serapan maksimum. Selanjutnya menentukan operating time 

menggunakan larutan standar asam galat 100 ppm menit ke 0-60, diperoleh 

absorbansi tertinggi pada menit ke 60. penentuan operating time untuk 

menentukan lama waktu inkubasi setelah larutan dicampurkan. Inkubasi larutan 

dilakukan agar semua zat bereaksi sempurna dan menghasilkan absorbansi yang 

stabil. Replikasi dilakukan sebanyak 3 kali pada tiap-tiap larutan untuk 

memperoleh hasil yang akurat. (Sari dkk., 2020). 

Larutan asam galat dibuat dalam beberapa seri konsentrasi (100, 200, 300, 

400 dan 500) ppm dengan masing-masing konsentrasi dibuat sebanyak tiga 

replikasi yang kemudian diinkubasi selama 60 menit dan diukur serapannya 

dengan panjang gelombang maksimum 778 nm. Hasil yang diperoleh dari 

pengukuran serapan larutan asam galat untuk memperoleh persamaan regresi 

linier. Dalam penelitian ini hasil rata-rata absorbansi tiap konsentrasi larutan asam 

galat diperoleh persamaan regresi linier y = 0,0019x+0,0102 dengan nilai r2 = 

0,9879 (r = 0,9894 nilai r mendekati 1 yang berarti nilai tersebut linier). Dari data 

yang diperoleh, semakin tinggi konsentrasi asam galat, semakin tinggi pula nilai 

absorbansi yang diperoleh. Hasil pengukuran absorbansi larutan standar asam 
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galat dapat dilihat pada (tabel 4.5). 

Tabel 4.5 Hasil Pengukuran Absorbansi Asam Galat 

 
 

No. 
Absorbansi 

 

 

 

 

 

 

 

Persamaan Linier 
y=0,0019x+0,0102 

R2=0,9879 
 

 

Gambar 4.1 Grafik Kurva Baku Asam Galat 

 

 

Pengukuran kadar fenolik total ekstrak etanol 70% biji buah alpukat 

mentega (Persea americana Mill.) menggunakan 0,1 gram ekstrak yang 

dilarutkan dalam 100 mL metanol, diperoleh larutan ekstrak dengan konsentrasi 

1000 ppm. Pengukuran dibuat tiga replikasi agar diperoleh data yang akurat. Hasil 

yang diperoleh dari penetapan kadar fenolik total ekstrak etanol 70% biji buah 

alpukat mentega (Persea americana Mill.) adalah 127,26 mgGAE/Gram, artinya 

tiap gram ekstrak mengandung senyawa fenolik sebesar 127,26 mg setara dengan 

asam galat. Hasil penetapan kadar fenolik total dapat dilihat pada (tabel 4.6). 

 100 200 300 400 500 

1 0,171 0,456 0,555 0,798 0,980 

2 0,167 0,456 0,551 0,776 0,964 

3 0,166 0,516 0,612 0,800 0,953 

Rata-Rata 0,168 0,476 0,573 0,791 0,966 
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Tabel 4.6 Hasil Penetapan Kadar fenolik Total Ekstrak Biji Buah Alpukat 

(Persea americana Mill.) 

 
 

Berat 

Ekstrak 
Absorbansi 

Absorbansi 

Rata-Rata 
0,205 

Konsentrasi 

(ppm) 

Kadar Fenolik 

Total 

0,1 gram 0,274 

0,276 

0,252 1000 
127,26 

mgGAE/Gram 
 

 

4.6 Penetapan Kadar Flavonoid Total 

Penetapan kadar flavonoid total menggunakan quersetine (QE) sebagai 

larutan standar dengan penambahan AlCl3 dalam suasana basa kuat dengan 

penambahan asam asetat sehingga membentuk kompleks warna lebih kuning yang 

diharapkan akan terjadi pergeseran panjang gelombang kearah nampak (visible). 

AlCl3 membentuk kompleks karena memiliki C-4 pada gugus keto dan C-3 atau 

C-5 pada gugus hidroksil yang bertetangga (Wahdaningsih dkk., 2017). 

Penggunaan quesetine sebagai larutan standar karena quersetine termasuk 

kedalam golongan flavonoid (flavonol) yang umum digunakan dalam menentukan 

kadar flavonoid dan paling luas persebarannya pada tumbuhan (Senet dkk., 2018). 

Penentuan kadar flavonoid total dilakukan dalam beberapa tahapan; 

penentuan panjang gelombang, penentuan operating time, pengukuran absorbansi 

larutan standar dan penentuan kadar flavonoid total. Penentuan panjang 

gelombang maksimum menggunakan larutan quersetine 100 ppm dengan range 

400-448 nm. Diperoleh panjang gelombang maksimum 443 nm. Penentuan 

operating time menggunakan larutan quersetin 100 ppm diukur serapannya pada 

panjang gelombang 443 nm mulai menit 0 sampai menit ke-60. Diperoleh serapan 

tertinggi pada menit ke-60. Pembuatan larutan standar menggunakan quersetine 

yang dibuat dalam beberapa konsentrasi (40, 60, 80, 100 dan 120) ppm yang 

masing-masing dibuat replikasi 3 kali. Masing-masing konsentrasi ditambahkan 

AlCl3 10% dan asam asetat 20% kemudian diinkubasi selama 60 menit untuk 

menyempurnakan proses reaksi agar menghasilkan serapan yang stabil dan diukur 

pada panjang gelombang maksimum 443 nm. Pengukuran larutan standar untuk 

menentukan persamaan linier. Dalam penelitian ini diperoleh persamaan regresi 

linier y = 0,0068x+0,0076 dan r2 = 0,9867 (r = 0,9844 nilai r mendekati 1 yang 
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berarti linier). Hasil absorbansi larutan standar dapat dilihat pada (tabel 4.7). 

Tabel 4.7 Hasil Pengukuran Absorbansi Quersetin 

 

No. 
 

40 

            Absorbans 

60 80 

i  

100 

 

120 

1 0,266 0,392 0,580 0,723 0,764 

2 0,272 0,402 0,590 0,730 0,774 

3 0,276 0407 0,595 0,720 0,776 

Rata-Rata 0,271 0,400 0,588 0,724 0,771 

Persamaan Linier 
y=0,0068x+0,0076 

R2=0,9867 

 

Gambar 4.2 Grafik Kurva Baku Quercetine 

Penetapan kadar flavonoid total menggunakan 2 gram ekstrak etanol 70% 

biji buah alpukat mentega (Persea americana Mill.) yang dilarutkan kedalam 100 

mL etanol p.a, menghasilkan larutan sampel induk dengan konsentrasi 2%. 

Larutan induk diberi perlakuan yang sama seperti larutan standar dan diukur 

absorbansinya dengan panjang gelombang 443 nm dengan replikasi sebanyak 3 

kali untuk hasil yang akurat. Diperoleh hasil dari penetapan kadar flavonoid total 

ekstrak etanol 70% biji buah alpukat mentega (Persea americana Mill.) sebesar 

1,7605 mgQE/Gram. Artinya tiap gram ekstrak mengandung senyawa flavonoid 

sebesar 1,7605 mg setara dengan quersetine. Hasil penetapan kadar flavonoid total 

dapat dilihat pada (tabel 4.8). 
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Tabel 4.8 Hasil Penetapan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Biji Buah Alpukat 

(Persea americana Mill.) 

 
 

Berat 

Bahan 
Absorbansi 

Absorbansi 

Rata-Rata 

0,248 

Konsentrasi 
Kadar Flavonoid 

Total 

2 Gram 0,246 

0,248 

0,247 2% 1,7605 mgQE/Gram 

 

 

4.7 Aktivitas Antioksidan 

Uji aktivitas antioksidan menggunakan vitamin C sebagai pembanding dan 

DPPH (1,1-Diphenyl-2-Picryhydrazil) yang berperan sebagai radikal bebas. 

Vitamin C berfungsi sebagai senyawa yang dapat meredam radikal bebas. 

Vitamin C digunakan sebagai larutan pembanding karena vitamin C merupakan 

antioksidan sekunder yang memiliki aktivitas antioksidan yang sangat tinggi. 

Vitamin C dapat menangkap senyawa radikal bebas karena memiliki gugus 

hidroksil bebas (Aryanti dkk., 2021). Penggunaan larutan pembanding vitamin C 

untuk mengetahui absorbansi radikal bebas DPPH yang stabil ditandai dengan 

perubahan warna ungu menjadi kuning (diphenyl picrylhidrazin), hal ini bertujuan 

untuk mengukur kerja penghambatan radikal bebas dan elektron tunggal seperti 

transfer H
+
 (Ardila, 2020). 

Pengukuran dilakukan dengan membuat larutan induk DPPH 100 ppm, 

larutan induk vitamin C 100 ppm dan larutan sampel 1000 ppm. Penentuan 

operating time menggunakan larutan sampel dengan konsentrasi terendah dari seri 

konsentrasi yang telah dibuat, diukur menit 0-60 pada panjang gelombang 517 nm. 

Diperoleh operating time pada menit ke-30. Larutan pembanding menggunakan 

vitamin C dibuat dalam beberapa seri konsentrasi 2, 4, 6, 8 dan 10 ppm, 

sedangkan larutan uji menggunakan larutan induk ekstrak etanol biji buah alpukat 

1000 ppm yang diencerkan menjadi beberapa konsentrasi (10, 20, 30, 40 dan 50) 

ppm. Masing-masing konsentrasi dipipet sebanyak 1,2 mL kemudian ditambahkan 

metanol 0,9 mL, DPPH sebanyak 0,9 mL dan didiamkan selama 30 menit untuk 

memaksimalkan reaksi agar diperoleh absorbansi yang stabil. Tiap-tiap 

konsentrasi dibuat replikasi sebanyak 3 kali untuk mendapatkan data yang akurat. 

Vitamin C yang sudah diukur absorbansinya kemudian dihitung persen inhibisi 
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dan nilai IC50 nya. Persen inhibisi untuk membuat kurva standar vitamin C agar 

memperoleh persamaan regresi liniernya, diperoleh nilai y = 5,8237x+1,5348 dan 

r2 = 0,9915 (r = 0,996). Nilai r mendekati 1 yang berarti nilai tersebut linier, 

sehingga dapat dikatakan absorbansi dan konsentrasi memiliki hubungan korelasi 

yang sangat kuat (Hidayahtullah dkk., 2023). Hasil perhitungan persen inhibisi 

dapat dilihat pada (tabel. 4.9). Nilai IC50 vitamin C dihitung dengan rumus y = 

bx+a dimana nilai y adalah 50 dan x adalah konsentrasi vitamin C dalam 

menangkal 50% radikal bebas, sehingga diperoleh hasil IC50 = 8,322 ppm (sangat 

kuat). 

Tabel 4.9 Hasil Perhitungan IC50 Vitamin C 

 

No. 
 

2 

 

4 

                Absorbansi  

6 

 

8 

 

10 

1 0,822 0,640 0,575 0,453 0,348 

2 0,795 0652 0,565 0,473 0,424 

3 0,780 0,652 0,583 0,498 0,358 

Rata-Rata 0,799 0,648 0,574 0,475 0,377 

%Inhibisi 12,1 28,71 36,85 47,74 58,52 

IC50   8,322 ppm   

Kesimpulan   Sangat Kuat   

Absorbansi DPPH = 0,909 
 

Gambar 4.3 Grafik %Inhibisi Vitamin C 

Pengukuran IC50 sampel ekstrak biji buah alpukat masuk dalam kategori 

sangat  kuat.  Ekstrak  diukur  terlebih  dahulu  absorbansinya  pada  panjang 
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gelombang 517 nm. Hasil absorbansi digunakan untuk menghitung persen inhibisi 

yang dapat dilihat pada (tabel 4.10) dan membuat persamaan linier. Diperoleh 

persamaan linier y = 1,6568x+1,099 r2 = 0,9977 (r=0,9988) nilai r mendekati 1 

yang berarti linier. Nilai IC50 ekstrak etanol biji buah alpukat mentega (Persea 

americana Mill.) yang diperoleh adalah 29,51 yang tergolong sangat kuat. 

Tabel 4.10 Hasil Perhitungan IC50 Ekstrak Biji Buah Alpukat (Persea americana 

Mill.) 
 

No. 
 

10 

 

20 

              Absorbansi  

30 

 

40 

 

50 

1 0,266 0,392 0,580 0,723 0,764 

2 0,272 0,402 0,590 0,730 0,774 

3 0,276 0,407 0,595 0,720 0,776 

Rata-Rata 0,271 0,400 0,588 0,724 0,771 

%Inhibisi 18,15 34,43 53,25 65,45 83,83 

IC50   29,51 ppm   

Kesimpulan   Sangat Kuat   

Absorbansi DPPH = 0,909 
 

 

Gambar 4.4 Grafik %Inhibisi Sampel 

Nilai IC50 digolongkan menjadi 4 kategori antioksidan yaitu sangat lemah 

(IC50 > 200 ppm), sedang (IC50 120-200 ppm), kuat (IC50 100-150 ppm), dan 

sangat kuat (IC50 50-100 ppm) atau (IC50 < 50 ppm) pada penelitian ini diperoleh 

aktivitas antioksidan vitamin C dan ekstrak etanol biji buah alpukat mentega < 50 

ppm yang dapat disimpulkan memiliki aktivitas antioksidan sangat kuat. 
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4.8 Hubungan Kadar Fenolik, Flavonoid Total dan Aktivitas Antioksidan 

Antioksidan merupakan molekul atau senyawa yang dapat menstabilkan 

radikal bebas dengan mendonorkan elektron dan menghambat terjadinya reaksi 

berantai dari pembentukan radikal bebas (Nur dkk.,2019; Lu dkk., 2010). 

Antioksidan eksogen dapat diperoleh secara sintetik dan alami, secara alami 

antioksidan dapat diperoleh dari tumbuh-tumbuhan atau buah-buahan yang 

mengandung senyawa metabolit sekunder seperti flavonoid dan fenolik yang 

dapat meredam aktivitas radikal bebas (Nur dkk., 2019; Cos dkk., 1998). 

Penelitian yang dilakukan Nur dkk (2019) mengenai korelasi antara kadar 

fenolik dan flavonoid total terhadap antioksidan menggunakan ekstrak daun jati 

membuktikan bahwa terdapat korelasi terhadap kadar fenolik dan flavonoid total 

yang tinggi memberikan aktivitas meredam radikal DPPH (Nur dkk., 2019). 

Penelitian lainnya yang dilakukan oleh Wardani dkk (2020) yang meneliti korelasi 

antara aktivitas antioksidan dengan kandungan senyawa fenolik dari tanaman 

Celosia argentea L. juga membuktikan bahwa aktivitas antioksidan dengan 

senyawa fenolik memiliki nilai koefisien korelasi dan dapat diartikan ada 

hubungan antara aktivitas antioksidan dengan senyawa fenolik, semakin tinggi 

senyawa fenolik maka semakin kecil nilai IC50 yang dihasilkan (Wardani dkk., 

2020). 

Tumbuhan memiliki kandungan metabolit sekunder berpotensi sebagai 

antioksidan alami yang berfungsi menetralisir radikal bebas. Golongan senyawa 

seperti alkaloid, flavonoid, saponin dan fenolik merupakan metabolit sekunder 

yang dihasilkan atau disitesis oleh tumbuhan (Pangisian dkk., 2022). Senyawa 

metabolit sekunder dapat bertindak sebagai antioksidan dengan memutus ikatan 

rantai radikal bebas secara langsung dan menangkap berbagai spesies reaktif. 

Aktivitas menangkap radikal bebas bergantung pada jumlah dan letak gugus -OH 

pada senyawa dalam menetralkan radikal bebas dengan cara mendonorkan atom 

hidrogen pada radikal lipida. Secara kuantitatif, kadar metabolit sekunder 

menentukan besar kecilnya kemampuan suatu senyawa dalam menghambat 

radikal bebas, semakin besar kadar metabolit sekundernya maka semakin besar 

aktivitas antioksidannya (Nur dkk., 2019; Konate dkk., 2010; Shahwar dkk., 

2010). 
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Pada penelitian ini ekstrak etanol 70% biji buah alpukat mentega (Persea 

americana Mill.) pada uji kualitatif menunjukkan bahwa biji alpukat mengandung 

senyawa alkaloid, flavonoid, saponin, dan fenolik dimana metabolit sekunder 

inilah yang dapat menghasilkan aktivitas antioksidan. Sedangkan pada uji 

kuantitatif menunjukkan nilai kadar fenolik total yang lebih tinggi dibandingkan 

kadar flavonoid total, sehingga dapat dikatakan bahwa fenolik dari biji buah 

alpukat merupakan senyawa utama dalam peranan antioksidan. 
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BAB V 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1 Kesimpulan 

 

Dari hasil penelitian yang telah dilakukan mengenai kadar flavonoid, 

fenolik total dan aktivitas antioksidan ekstrak etanol 70% biji buah alpukat 

mentega (Persea americana Mill.) yang diperoleh di daerah Tenggarong, 

Kalimantan Timur dapat disimpulkan bahwa biji alpukat mengandung senyawa 

alkaloid, flavonoid, saponin dan fenol. Aktivitas antioksidan menunjukkan nilai 

IC50 sebesar 29,51 ppm, sedangkan nilai IC50 pada vitamin C sebesar 8,322 ppm. 

Kadar total fenolik dan flavonoid yang diperoleh masing-masing sebesar 127,26 

mgGAE/Gram dan 1,7065 mgQE/Gram. Ekstrak etanol 70% biji buah alpukat 

mentega (Persea americana Mill.) memiliki aktivitas antioksidan yang sangat 

kuat dengan kadar total fenolik yang lebih tinggi dibandingkan kadar total 

flavonoid, sehingga senyawa fenolik merupakan metabolit sekunder utama dalam 

aktivitas menangkap radikal bebas. 

 

5.2 Saran 

 

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut pada uji pemilihan pelarut yang 

cocok untuk menghasilkan kadar metabolit sekunder yang lebih besar dan akurat. 
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DAFTAR LAMPIRAN 

 

Lampiran 1 Timeline Penelitian 
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3. Uji fitokimia 
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flavonoid total dan 

uji aktivitas 

antioksidan 

        

5. Analisis hasil 
        

6. 
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penulisan akhir 
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Lampiran 2 Alur Penelitian 
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Lampiran 3 Hasil Determinasi 
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Lampiran 4 Sertifikat Keaslian Quercetin 
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Lampiran 5 Sertifikat Keaslian DPPH 
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Lampiran 6 Preparasi Sampel Biji Buah Alpukat Mentega 
 

Gambar 1 : Pengumpulan bahan baku 

Lampiran 7 Pembuatan Simplisia 
 

Gambar 2 : Perajangan biji buah alpukat mentega 
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Gambar 3 : Biji buah alpukat mentega yang telah dikeringkan 
 

Gambar 4 : Serbuk simplisia biji buah alpukat mentega 
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Lampiran 8 Proses Ekstraksi 
 

Gambar 5 : Proses maserasi 
 

Gambar 6 : Perolehan maserat 
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Gambar 7 : Proses pemekatan ekstrak 
 

Gambar 8 : Perolehan Ekstrak kental 
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Lampiran 9 Hasil Pengujian Kualitatif 
 

Gambar 9 : Hasil uji bebas etanol 
 

Gambar 10 : Hasil skrining fitokimia 
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Gambar 11 : Uji alkaloid 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tidak terdapat endapan 

pada pereaksi Mayer 

Endapan jingga 

kecoklatan pada 

pereaksi Dragendorff 

 
Gambar 12 : Uji alkaloid 
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gambar 13 : Uji flavonoid 
 

Gambar 14 : Uji saponin 
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Gambar 15 : Uji fenol 
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Lampiran 10 Perhitungan Susut Pengeringan 

Tabel 4.1 Hasil Susust Pengeringan Simplisia 
 

Berat 

Cawan 

Berat 

Simplisia 

Berat 

Awal 

Hasil 

Penimbangan 

Rata-

Rata 

Hasil Susut 

Pengeringan 
   34.200 gram   

33.23 

gram 

 

1 gram 
34.32 

gram 

34.187 gram 

34.182 gram 

34.182 gram 

34.19 

gram 

 

0.12% 

 

𝑢𝑢 𝑒𝑔𝑒𝑟𝑔𝑎 = 
𝑒𝑟𝑎 𝑒𝑒𝑢 𝑒𝑎𝑎𝑎− 𝑒𝑟𝑎 𝑎𝑘ℎ𝑟 

× 100% 
𝑒𝑟𝑎 𝑒𝑒𝑢 𝑒𝑎𝑎𝑎 

 

𝑢𝑢 𝑒𝑔𝑒𝑟𝑔𝑎 = 34,23− 34,19 × 100% 
34,23 

𝑢𝑢 𝑒𝑔𝑒𝑟𝑔𝑎 = 0,12% 

 
Lampiran 11 Perhitungan Persen Rendemen 

Tabel 4.2 Hasil Ekstraksi Biji Buah Alpukat (Persea americana Mill.) 
 

Jenis Ekstrak Berat Simplisia Berat Ekstrak %Rendemen 

Ekstrak Kental 300 Gram 42,02 Gram 14% 

 

%𝑒𝑑𝑒𝑒 = 
𝑜𝑜 𝑒𝑘𝑟𝑎𝑘 

𝑜𝑜 𝑎 

%𝑒𝑑𝑒𝑒 = 42,02 ×100% 
300 

%𝑒𝑑𝑒𝑒 = 14% 

×100% 
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Lampiran 12 Pembuatan Larutan Dan Pereaksi 

1. Perhitungan Pengenceran Larutan 

a. Larutan asam galat konsentrasi 100, 200, 300, 400, 500 ppm (dalam 10 

mL) 

Larutan induk = 1000 ppm 

C1×V1=C2×V2 

1 = 
2×2 

1 

Konsentrasi 100 ppm 

1 = 
100×10 

1000 

V1 = 1 mL 

Konsentrasi 200 ppm 

1 = 
200×10 

1000 

V1 = 2 mL 

Konsentrasi 300 ppm 

1 = 
300×10 

1000 

V1 = 3 mL 

Konsentrasi 400 ppm 

1 = 
400×10 

1000 

V1 = 4 mL 

Konsentrasi 500 ppm 

1 = 
500×10 

1000 

V1 = 5 mL 

b. Larutan kuersetin konsentrasi 40, 60, 80, 100, 120 ppm (dalam 10 mL) 

Larutan induk = 1000 ppm 

C1×V1=C2×V2 

1 = 
2×2 

1 

Konsentrasi 40 ppm 

1 = 
40×10 

1000 

V1 = 0,4 mL 
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Konsentrasi 60 ppm 

1 = 
60×10 

1000 

V1 = 0,6 mL 

Konsentrasi 80 ppm 

1 = 
80×10 

1000 

V1 = 0,8 mL 

Konsentrasi 100 ppm 

1 = 
100×10 

1000 

V1 = 1 mL 

Konsentrasi 120 ppm 

1 = 
120×10 

1000 

V1 = 1,2 mL 

c. Larutan Vitamin C konsentrasi 2, 4, 6, 8, 10 ppm (dalam 10 mL) 

Larutan induk = 100 ppm 

C1×V1=C2×V2 

1 = 
2×2 

1 

Konsentrasi 2ppm 

1 = 
2×10 

100 

V1 = 0,2 mL 

Konsentrasi 4 ppm 

1 = 
4×10 

100 

V1 = 0,4 mL 

Konsentrasi 6 ppm 

1 = 
6×10 

100 

V1 = 0.6 mL 

Konsentrasi 8 ppm 

1 = 
8×10 

100 

V1 = 0,8 mL 

Konsentrasi 10 ppm 



64  

1 = 
10×10 

100 

V1 = 1 mL 

d. Larutan Sampel Ekstrak Biji Alpukat Mentega konsentrasi 10, 20, 30, 40, 

50 ppm (dalam 10 mL) 

Larutan induk = 1000 ppm 

C1×V1=C2×V2 

1 = 
2×2 

1 

Konsentrasi 10 ppm 

1 = 
10×10 

1000 

V1 = 0,1 mL 

Konsentrasi 20 ppm 

1 = 
20×10 

1000 

V1 = 0,2 mL 

Konsentrasi 30 ppm 

1 = 
30×10 

1000 

V1 = 0,3 mL 

Konsentrasi 40 ppm 

1 = 
40×10 

1000 

V1 = 0,4 mL 

Konsentrasi 50 ppm 

1 = 
50×10 

1000 

V1 = 0,5 mL 

2. Pembuatan DPPH 100 ppm (dalam 10 mL) 

Ditimbang 10 gram DPPH kemudian dilarutkan dalam 100 mL aquadest, 

diperoleh larutan DPPH 100 ppm. 

3. Pembuatan Pereaksi 

a. FeCl5 5% (dalam 10 mL) 

Dilarutkan 5 gram FeCl5 dengan aquadest 10 mL, diperoleh FeCl5 5%. 

b. HCl 2 N (dalam 100 mL) 

Konsentrasi HCl pekat = 37% 
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Mr HCl = 36,5 Bj = 1,19 gram/mL 

 

 = 
((10 × % × 𝐽) × 𝑎𝑒) 

𝑀 

 = 
((10 × 37 × 1,19) × 1) 

1 × 36,5 

 = 12,06 

N1×V1=N2×V2 

1 = 
2 × 100 

12,06 

1 = 
2 × 100 

12,06 

1 = 16,58 

Volume aquadest = 100-16,58 = 83,42 mL 

Dipipet 16,58 mL HCl pekat 37% kemudian diencerkan dengan 

aquadest sebanyak 83,42 mL, diperoleh HCl 2 N. 

c. K2Cr2O7 0,25 N (dalam 10 mL) 

Mr K2Cr2O7 = 294,18 

1 
 = 𝑜 × 𝑀 × 

 
× 𝑀𝑟 × 

𝑀 = 
 ×  × 𝑀𝑟 

6 × 1000 

103 

𝑀 = 
10 × 0,25 × 294,18 

6 × 1000 

𝑀 = 0,1225 𝑔𝑟𝑎 

Ditimbang K2Cr2O7 0,1225 gram kemudian dilarutkan dalam 

aquadest sebanyak 10 mL, diperoleh K2Cr2O7 0,25 N. 

d. Na2CO3 5% (dalam 100 mL) 

Dilarutkan 5 gram Na2CO3 dengan aquadest 100 mL, diperoleh 

Na2CO3 5%. 

e. AlCl3 10% (dalam 50 mL) 

Dilarutkan 5 gram AlCl3 dalam aquadest 100 mL, diperoleh AlCl3 10%. 

f. Asam Asetat 20% (dalam 100 mL) 

Dilarutkan 20 gram asam asetat dengan aquadest 100 mL, diperoleh 

asam asetat 20%. 
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Lampiran 13 Perhitungan Kadar Fenolik Total 
 

Gambar 16 Kurva standar asam galat 

Diketahui : absorbansi ekstrak = 0,252 

y=0,0019x+0,0102 

0,252=0,0019x+0,0102 

 = 
0,252 − 0,0102 

0,0019 

 = 127,26 mg/L 

 
Kadar Fenolik Total 

𝑜𝑎 𝑒𝑜𝑘 = 
 ×  ×  

𝑔𝑟𝑎 

𝑜𝑎 𝑒𝑜𝑘 = 
127,26 × 0,1 × 1 

0,1 

𝑜𝑎 𝑒𝑜𝑘 = 127,26 𝑔 𝐴/𝑔𝑟𝑎 
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Lampiran 14 Perhitungan Kadar Flavonoid Total 
 

Gambar 17 Kurva baku kuersetin 

Diketahui : absorbansi ekstrak = 0,247 

y=0,0068x+0,0076 

0,247=0,0068x+0,0076 

 = 
0,247 − 0,0076 

0,0068 

 = 35,21 mg/L 

 

 
Kadar Flavonoid Total 

𝑜𝑎 𝑎𝑣𝑜𝑜𝑑 = 
 ×  ×  

𝑔𝑟𝑎 

𝑜𝑎 𝑎𝑣𝑜𝑜𝑑 = 
35,21 × 0,1 × 1 

2 

𝑜𝑎 𝑎𝑣𝑜𝑜𝑑 = 1.7605 𝑔 /𝑔𝑟𝑎 
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Lampiran 15 Perhitungan %Inhibisi Vitamin C 

Tabel 4.9 Hasil Perhitungan IC50 Vitamin C 
 

No. 
 

2 

 

4 

                Absorbansi  

6 

 

8 

 

10 

1 0,822 0,640 0,575 0,453 0,348 

2 0,795 0652 0,565 0,473 0,424 

3 0,780 0,652 0,583 0,498 0,358 

Rata-Rata 0,799 0,648 0,574 0,475 0,377 

%Inhibisi 12,1 28,71 36,85 47,74 58,52 

IC50   8,322 ppm   

Kesimpulan   Sangat Kuat   

Absorbansi DPPH = 0,909 
 

Gambar 18: Grafik %Inhibisi Vitamin C 

Perhitungan %Inhibisi Vitamin C 

%Inhibisi = 
Abs Blanko−Abs Sampel 

×100% 
Abs Blanko 

2 ppm %Inhibisi = 0,909−0,799 ×100% = 12,10% 
0,909 

4 ppm %Inhibisi = 0,909−0,648 ×100% = 28,71% 
0,909 

6 ppm %Inhibisi = 0,909−0,574 ×100%= 36,85% 
0,909 

8 ppm %Inhibisi = 0,909−0,475 ×100% = 47,74% 
0,909 

10 ppm %Inhibisi = 0,909−0,377 ×100% = 58,52% 
0,909 
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Nilai IC50 

y=bx+a 

50=5,8237x+1,5348 

X=
50−1,5348 

5,8237 

X= 8,322 ppm 
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Lampiran 16 Perhitungan %Inhibisi Sampel 

Tabel 4.10 Hasil Perhitungan IC50 Ekstrak Biji Buah Alpukat (Persea americana 

Mill.) 
 

No. 
 

10 

 

20 

              Absorbansi  

30 

 

40 

 

50 

1 0,266 0,392 0,580 0,723 0,764 

2 0,272 0,402 0,590 0,730 0,774 

3 0,276 0,407 0,595 0,720 0,776 

Rata-Rata 0,271 0,400 0,588 0,724 0,771 

%Inhibisi 18,15 34,43 53,25 65,45 83,83 

IC50   29,51 ppm   

Kesimpulan   Sangat Kuat   

Absorbansi DPPH: 0,909 
 

Gambar 19: Grafik Inhibisi Sampel 

%Inhibisi = 
Abs Blanko−Abs Sampel 

×100% 
Abs Blanko 

10 ppm %Inhibisi = 0,909−0,744 ×100% = 18,15% 
0,909 

20 ppm %Inhibisi = 0,909−0,596 ×100% = 34,43% 
0,909 

30 ppm %Inhibisi = 0,909−0,425 ×100% = 53,25% 
0,909 

40 ppm %Inhibisi = 0,909−0,314 ×100% = 65,45% 
0,909 

50 ppm %Inhibisi = 0,909−0,147 ×100% = 83,83% 
0,909 
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Nilai IC50 

y=bx+a 

50=1,6568x+1,099 

X=
50−1,099 

1,6568 

X= 29,51 ppm 
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Lampiran 17 Rancangan Anggaran Penelitian 
 

Barang Qty Harga 
Jumla 

h 
Total 

Bahan 635,000 

Alpukat Kg    

Etanol 70% L 16,000 3 48,000 

Aquadest L 5,000 25 125,000 

Etanol p.a 96% L    

Metanol L    

Pereaksi Dragendroff     

Pereaksi Mayer     

HCl     

Serbuk Mg     

FeCl3     

Na2CO3     

Asam Galat Gram 8,000 5 40,000 

Folin-ciocalteu mL 208,000 1 208,000 

Quersetin Gram 89,000 1 89,000 

AlCl3 Gram 5,000 1 5,000 

Na. Asetat Gram 5,000 2 10,000 

DPPH Mg 65,000 1 65,000 

Vit. C Gram 15,000 3 45,000 

     

Lain-lain 729,500 

Sewa lab Orang 679,500 1 679,500 

Determinasi Pcs 50,000 1 50,000 

 Total 

Keseluruhan 1,364,500 

 


