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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

A. Populasi dan Sampel 

Popuilasi yang diguinakan dalam peineilitian ini adalah bu iah 

alpuikat meinteiga (Peirseia ameiricana Mill.) dari daeirah Keicamatan 

Tawangmangui Kabuipatein Karanganyar Jawa Teingah.  

Sampeil yang dipilih meiruipakan biji uituih buiah alpuikat meinteiga 

yang dipanein pada awal tahuin (3 builan peirtama). Biji yang dipilih 

beirasal dari buiah matang yang daging buiahnya beirteikstuir leimbuit dan 

tidak leimbeik akibat teirlalui matang, tidak teirlalui keiras akibat beilu im 

matang deingan seimpuirna, biji yang masih seigar, dan tidak ruisak. 

 

B. Variabel Penelitian 

1. Identifikasi Variabel Utama.  

Variabeil uitama peirtama peineilitian ini adalah poteinsi aktivitas 

antioksidan eikstrak eitanol 96%, fraksi n-heiksana, eitil aseitat, n-buitanol, 

air biji alpuikat meinteiga eikstrak maseirasi eitanol 96% deingan meitode i 

DPPH. Variabeil uitama keiduia beiruipa ideintifikasi seicara KLT golongan 

seinyawa yang teirkanduing dalam fraksi deingan aktivitas antioksidan 

teirbaik. 

2. Klasifikasi Variabel Utama.  

Variabeil u itama dilakuikan seiteilah proseis ideintifikasi, lalu i 

dilakuikan peingeilompokkan kei dalam kateigori variabeil, meilipu iti: 

variabeil beibas, variabeil teirkeindali, dan variabeil teirikat. Variabeil beibas 

adalah kriteiria yang dilakuikan saat peineilitian yang meimiliki peingaruih 

pada variabeil teirgantuing. Variabeil teirgantuing tidak lain adalah inti dari 

peirsoalan peineilitian yaitui peingaruih seilain dari yang diakibatkan oleih 

variabeil beibas. Peineilitian ini teirdiri dari variabeil beibas yaitui fraksi biji 

alpuikat meinteiga, variabeil teirikat beiruipa poteinsi antioksidan, dan 

variabeil teirkeindali yang teirdiri dari variasi peilaruit saat proseis fraksinasi. 

3. Definisi Operasional Variabel. 

Peirtama, bu iah alpuikat meinteiga yang seigar dan matang yang 

beirasal dari Keicamatan Tawangmangui Kabuipatein Karanganyar Jawa 

Teingah dibeilah duia, pisahkan antara daging buiah dan bijinya. Sampeil 

dalam peineilitian ini adalah kuimpuilan dari biji alpuikat meinteiga yang 

teilah dipilih. 
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Keiduia, seirbuik biji alpuikat meinteiga yang dihasilkan adalah biji 

alpuikat meinteiga yang suidah meileiwati proseis sortasi basah beiru ipa 

peingambilan dan peincuician deingan air meingalir beirtuijuian uintuik 

meimisahkan kotoran deingan sampeil. Seilanjuitnya dilakuikan peingeiringan 

deingan cahaya matahari seicara tidak langsu ing ataui dituituip kain hitam 

polos, peinyeirbuikan deingan bantuian bleindeir dan peingayakan 

meingguinakan ayakan uikuiran no 40. 

Keitiga, eikstrak biji alpuikat meinteiga adalah hasil yang didapatkan 

dari proseis eikstraksi deingan meitodei maseirasi deingan peinambahan 

peilaruit beiruipa eitanol 96% keimuidian dipeikatkan meingguinakan alat 

Rotary eivaporator. 

Keieimpat, fraksi n-heiksan adalah hasil fraksinasi eikstrak eitanol 

96% biji alpuikat deingan peilaruit n-heiksan. Fraksi eitil aseitat adalah reisidu i 

fraksi n-heiksan yang difraksinasi deingan eitil aseitat. Fraksi n-buitanol 

adalah reisidui fraksi eitil aseitat beiruipa air yang keimuidian difraksinasi 

deingan peilaruit n-bu itanol, dan fraksi air adalah sisa akhir fraksinasi. 

Keilima, aktivitas antioksidan meiruipakan keigiatan suiatui seinyawa 

meireidam radikal beibas dan beirtuigas meinjaga seil-seil tuibuih dari 

keicacatan mauipuin keiruisakan yang ditimbuilkan oleih radikal beibas. 

Keieinam, parameiteir yang dipakai uintuik meinilai poteinsi aktivitas 

antioksidan seinyawa adalah deingan meilihat nilai IC50 (inhibitory 

conceintration). Peirsein inhibisi (% inhibisi) keimampuian seinyawa 

antioksidan sampeil meinangkap radikal beibas pada konseintrasi laruitan 

uiji. IC50 meiruipakan konseintrasi suiatui zat antioksidan dalam meimbeirikan 

peinghambatan seibeisar 50%. Makin keicil IC50 maka antioksidan itu i 

seimakin kuiat meinghambat radikal beibas. 

Keituijuih, analisis data dari uiji aktivitas antioksidan dilakuikan 

deingan meingguinakan SPSS (Statistical Produict and Seirvicei Soluitions). 

 

C. Bahan dan Alat 

1. Bahan. 

Bahan uitama pada peineilitian ini adalah tanaman alpuikat meinteiga 

yang dipeiroleih dari Keicamatan Tawangmangui, Kabuipatein 

Karanganyar, Jawa Teingah. Bahan lainnya beiruipa bahan-bahan kimia 

beiruipa eitanol 96%, n-heiksan, n-buitanol, eitil aseitat, aquiadeis dan 

seinyawa DPPH, Bouichardat LP, asam aseitat, sitoborat, uiap ammonia, 

asam format, FeiCl3, kloroform, meitanol, tolu iein, dieitilamin, drageindorff, 

HCl peikat, kuieirseitin. 
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2. Alat. 

Alat yang diguinakan seilama peineilitian ini yaitui pisaui, alat tuilis, 

timbangan analitik, bleindeir, ayakan meish no 40, batang peingaduik, geilas 

uikuir, geilas beikeir, pipeit teiteis, keirtas saring, kain flaneil, rotary 

eivaporator, eiksikator, botol maseirasi, corong peimisah, stikeir labeil, vial, 

jar, bleindeir, ovein, aluiminiuim foil, gravimeitri, speiktro U iV-Vis, ku irs, 

corong kaca, corong plastik, tabuing reiaksi, koreik, kaki tiga, seipeirangkat 

KLT, kain hitam, cawan, drigein, ring, tiang peinyangga. 

 

D. Metode Penelitian 

1. Identifikasi Tanaman.  

Ideintifikasi adalah proseis yang dipakai uintuik meingeitahuii 

keiaslian suiatui tanaman yang beirkaitan deingan ciri-ciri morfologi pada 

biji alpuikat meinteiga yang dilakuikan di B2P2TOOT (Balai Beisar 

Peineilitian dan Peingeimbangan Tanaman Obat dan Obat Tradisional) 

Tawangmangui, Karanganyar. Bagian tanaman yang dilakuikan 

ideintifikasi tidak hanya bagian biji saja, meilainkan dalam beintuik bu iah 

alpuikat meinteiga yang uituih. 

2. Pengambilan Bahan Penelitian.  

Bahan peineilitian beiruipa biji dari alpuikat meinteiga didapatkan 

dari Tawangmangu i, Karanganyar, Jawa Teingah. Sampeil yang diambil 

adalah biji alpuikat meinteiga matang yang seigar lalui dilakuikan proseis 

peingeiringan uintuik dibuiat seirbuik simplisia biji alpuikat meinteiga. 

3. Pengeringan Simplisia. 

Biji alpuikat meinteiga yang suidah dipisahkan dari daging buiahnya 

dibeirsihkan deingan air yang meingalir lalu i ditiriskan. Biji diiris tipis 

uintuik meimpeirsingkat proseis peingeiringan dan proseis peinye irbuikan. 

Proseis peingeiringan dilakuikan meingguinakan ovein teimpeiratuirei 40oC 

hingga keiring (Santoso, 2015). 

4. Pembuatan Serbuk Biji Alpukat Mentega. 

Biji buiah alpuikat meinteiga yang su idah keiring peirlui disortasi 

teirleibih dahuilui agar tidak ada beinda asing yang masuik. Seiteilah meilalu ii 

proseis sortasi keiring biji alpuikat meinteiga dilanjuitkan kei proseis 

peimbuiatan seirbuik. Proseis ini dilakuikan deingan meinggiling simplisia biji 

alpuikat meinteiga deingan bleindeir hingga dirasa cuikuip haluis. Seiteilah 

digiling, seirbuik simplisia diayak deingan ayakan meish nomor 40, seirbuik 

yang tidak lolos dibleindeir keimbali sampai seimuia seirbuik lolos dari 

ayakan (Khasanah eit al., 2014). 
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5. Uji Karakteristik Serbuk Simplisia Biji Alpukat Mentega. 

Peimeiriksaan organoleiptik seirbuik simplisia biji alpuikat meinteiga. 

Ideintifikasi seirbuik simplisia biji alpuikat meinteiga dilakuikan seicara 

organoleiptis meingguinakan mata teilanjang meilipuiti beintuik, baui, rasa, 

warna dari seirbuik simplisia (Ruisli, 2019). Peineitapan suisuit peingeiringan 

seirbuik simplisia biji alpuikat meinteiga. Suisuit peingeiringan adalah 

peinguirangan beirat bahan seiteilah dikeiringkan deingan meitodei teirteintui. 

Peineilitian ini meingguinakan meitodei gravimeitri seibagai beirikuit, 

ditimbang deingan saksama 1 hingga 2 g simplisia dalam botol timbang 

dangkal beirtuituip yang seibeiluimnya teilah dipanaskan pada suihui yang 

diteintuikan dan ditara. Bahan dalam botol timbang diratakan deingan 

meinggoyangkannya hingga meimbeintuik lapisan seiteibal seikitar 5 hingga 

10 mm. Masuikkan botol kei dalam ruiang peingeiring (ovein 105oC) deingan 

tuituip teirbuika dan keiringkan hingga beiratnya teitap. Biarkan botol dalam 

keiadaan teirtuituip dan meindinginkan dalam eiksikator hingga meincapai 

suihui ruiang. Dilaku ikan peinguilangan seibanyak 3x uintuik meindapatkan 

data yang baik, data yang didapatkan keimuidian dicatat dalam log book 

(Meinkeis, 2017). 

6. Pembuatan Ekstrak Biji Alpukat Mentega.  

Eikstrak biji alpuikat meinteiga deingan meitodei maseirasi 

meingguinakan peilaruit eitanol 96% peirbandingan 1 bagian seirbuik 

simplisia keiring deingan 10 bagian peilaruit. Seirbuik biji alpuikat meinteiga 

seibanyak 500gr dimasuikkan kei dalam botol maseirasi, tambahkan 5000 

mL peilaruit eitanol 96%. Seirbuik direindam seilama 6 jam peirtama, seiseikali 

dilakuikan peingadu ikan, didiamkan seilama 18 jam seihingga totalnya 

meinjadi 24 jam proseis maseirasi. Hasil maseirasi seilama 24 jam 

dipisahkan deingan meingguinakan kain flaneil. Eikstraksi maseirasi 

keimuidian diuilangi (rei-maseirasi) deingan peilaruit eitanol 96% seibanyak 

seiteingah voluimei dari voluimei eikstraksi peirtama. Seiteilah proseis rei-

maseirasi seileisai, seiluiruih maseirasi dikuimpuilkan keimuidian diuiapkan 

deingan rotary eivaporator pada suihui 40 °C seihingga dipeiroleih eikstrak 

keintal biji alpuikat meinteiga eitanol 96%. Reindeimein keimuidian dihitu ing 

deingan meingguinakan ruimuis. Reindeimein eikstrak dihituing beirdasarkan 

peirbandingan beirat akhir (beirat eikstrak yang dihasilkan) dibagi deingan 

beirat awal (beirat biomassa seil yang diguinakan) dikalikan 100% 

(Meinkeis, 2017). 
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7. Uji Karakteristik Ekstrak Biji Alpukat Mentega.  

U iji organoleiptik eikstrak biji alpuikat meinteiga. Peimeiriksaan 

eikstrak biji alpuikat meinteiga seicara organoleiptik deingan mata teilanjang 

meilipuiti beintuik, warna, dan baui dari eikstrak biji alpuikat meinteiga. 

Peineitapan kadar air eikstrak biji alpuikat meinteiga. Peineitapan kadar air 

eikstrak biji alpuikat meinteiga meingguinakan meitodei gravimeitri. Meitode i 

Gravimeitri yaitui deingan cara ditimbang seiksama leibih kuirang 10 g 

sampeil, masuikkan kei dalam wadah yang teilah ditara. Keiringkan pada 

suihui 105° seilama 5 jam, dan timbang. Peingeiringan dilanjuitkan dan 

ditimbang pada seilang waktui 1 jam sampai peirbeidaan antara du ia 

peinimbangan beirtu iruit-tuiruit tidak leibih dari 0,0005gram. Dilakuikan 

peinguilangan seibanyak 3x uintuik meindapatkan data yang baik, data yang 

didapatkan keimuidian dicatat dalam log book  (Meinkeis, 2017). 

8. Uji Identifikasi Kandungan Senyawa Kimia Ekstrak Biji 

Alpukat Mentega.  

Ideintifikasi seinyawa kimia ataui uiji fitokimia adalah meitode i 

peinguijian awal u intuik meilihat kanduingan seinyawa kimia yang 

teirkanduing dalam eikstrak biji alpuikat meinteiga. U iji fitokimia kanduingan 

seinyawa kimia yang teirkanduing dalam eikstrak biji alpuikat ini 

meingguinakan uiji tabuing. 

8.1 Identifikasi Flavonoid. Ditimbang 1 gram eikstrak ditambah 

10 mL air dan dididihkan seilama 15 meinit lalui disaring. Diambil 5 mL 

filtrat dan beiri 3 teiteis HCl peikat. Dikatakan positif jika hasil beirwarna 

meirah (Marceilina, 2023). 

8.2 Identifikasi Tanin. Disiapkan 1 g eikstrak tambahkan 10 mL 

air panas  dan didihkan seilama kuirang leibih seilama 15 meinit dan saring. 

Filtrat diambil seibanyak 5 mL lalui ditambahkan FeiCl3 1%. U iji dikatakan 

positif jika teirbeintu ik warna birui  keihitaman (Robinson, 1995). 

8.3 Identifikasi Alkaloid.  Ditimbang kuirang leibih seikitar 500 

mg eikstrak, keimuidian ditambahkan 1 mL asam klorida 2N dan 9 mL air, 

lalui panaskan di atas peinangas air seilama 2 meinit, seiteilah itui dinginkan 

dan saring. Diambil dan leitakkan 3 teiteis filtrat pada kaca arloji ataui 5 ml 

filtrat masuikkan dalam tabuing, lalui tambahkan peireiaksi Drageindorff. 

Jika teirbeintuik eindapan, maka eikstrak meinganduing alkaloid (Muistopa, 

2015). 

8.4 Identifikasi Saponin. Disiapkan 0,5 g eikstrak keimuidian 

dimasuikkan kei  dalam tabuing reiaksi, tambahkan 10 mL air panas 

keimuidian dinginkan dan kocok kuiat  seilama 10 deitik, diamati buisa yang 
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teirbeintuik stabil seilama 10 meinit deingan  tinggi 1-10 cm, agar buiih tidak 

hilang tambahkan 1 teiteis HCl 2 N (Deipkeis  RI, 1995). 

8.5 Identifikasi Terpenoid. Disiapkan 1 g eikstrak tambahkan 

10 mL air panas  dan didihkan seilama kuirang leibih seilama 15 meinit dan 

saring. Filtrat diambil seibanyak 5 mL lalui ditambahkan reiagein H2SO4. 

Jika teirbeintuik warna orangei ataui meirah maka positif teirpeinoid (Bahriu il 

eit al., 2014). 

9. Pembuatan Fraksi Biji Buah Alpukat. 

Peimbuiatan fraksi biji alpuikat meitodei eikstraksi cair-cair 

meingguinakan corong pisah. Seijuimlah 10 gram sampeil eikstrak 

ditimbang keimuidian dimasuikkan kei dalam beiakeir glass, ditambahkan 

peilaruit eitanol 96% (5-10 mL) ad 75mL aqu iadeist. Laruitan dimasuikkan 

kei dalam corong pisah deingan peinambahan peilaruit n-heiksan seibanyak 

75 mL, fraksinasi deingan cara digoyang kei arah badan seilama beibeirapa 

saat dan seiseikali dibuika aliran uidara corong peimisah. 

Tiap tahap fraksinasi deingan peilaru it yang beirbeida dilakuikan 

seibanyak 3 kali, pisahkan fasei n-heiksan (lapisan atas) dan fasei air, 

tampuing fasei n-heiksan di dalam wadah teirteintui, hasil fraksinasi peirtama 

dipeiroleih fraksi n-heiksan. Fasei air reisidui dari fraksi n-heiksan ditampu ing 

dan difraksinasi keimbali meingguinakan peilaruit eitil aseitat 75mL 

seibanyak 3x peinguilangan, pisahkan fasei air dan fasei eitil aseitat, dipeirole ih 

fraksi eitil aseitat. Fasei air ataui reisidui fraksi eitil aseitat di fraksinasi 

meingguinakan n-bu itanol 75mL seibanyak 3 kali deingan cara yang sama. 

Pisahkan fasei n-buitanol dan fasei airnya, fasei n-buitanol yang ditampu ing 

diseibuit fraksi n-bu itanol. Dipeiroleih fraksi n-heiksan, fraksi n-buitanol, 

fraksi eitil aseitat dan fraksi air (fasei reisidui) akhir fraksinasi yang 

dilakuikan deingan meitodei EiCC. Keieimpat fraksi yang suidah ditampu ing 

keimuidian dipeikatkan di wateirbath. 

10. Uji Potensi Aktivitas Antioksidan. 

Peinguijian poteinsi antioksidan fraksi-fraksi biji alpuikat meitode i 

DPPH deingan peinguikuiran absorbansinya meingguinakan alat 

Speiktrofotomeiteir U iV-Vis,  adapuin tahapannya adalah seibagai beiriku it:  

10.1 Pembuatan Larutan Stok DPPH 0,4mM. Ruimuis yang 

diguinakan uintuik meincari keibuituihan DPPH yang akan diguinakan adalah 

BM DPPH x Vol Laruitan X Mol DPPH, yang dihituing dari BM DPPH 

seibeisar 394,32 g/mol x 100 mL x 0,4 mM= 15,77mg. Ditimbang 

seiksama seirbuik DPPH 15,77 mg, keimuidian dilaruitkan meingguinakan 

eitanol pa sampai tanda pada labui takar 100mL, seihingga dipeiroleih 



27 

 

konseintrasi 0,4mM (157,7 ppm). Peimbuiatan DPPH dalam labui takar 

dilapisi aluimuiniuim foil (haruis teirtuituip rapat). Inkuibasi seilama 30 meinit 

pada suihui kamar (lapisi deingan aluiminiuim foil) dan diuikuir seirapannya 

(Suisiloningruim dan Sari, 2021).  

10.2 Pembuatan Larutan Baku Kuersetin Sebagai Kontrol 

Positif. Meimbuiat laruitan bakui kuieirseitin deingan meinimbang 10 mg 

seirbuik keimuidian dilaruitkan di dalam eitanol pa seibanyak 100 mL, seiteilah 

dihomogeinkan maka didapatkan laruitan bakui kuieirseitin deingan 

konseintrasi 100 ppm. Dibuiat seiri konseintrasi 2 ppm, 4 ppm, 6 ppm, 8 

ppm dan 10 ppm (Suisiloningruim dan Sari, 2021).  

10.3 Pembuatan Larutan Stok Ekstrak Etanol 96% Biji 

Alpukat Mentega. Peinimbangan eikstrak uintuik reiplikasi peirtama 

ditimbang seibanyak 51 mg. Reiplikasi keiduia, eikstrak ditimbang 

seibanyak 51 mg. Reiplikasi keitiga, eikstrak ditimbang seibanyak 50 mg. 

Tiap-tiap peinimbangan dibuiat dalam konseintrasi 1000 ppm, eikstrak 

dilaruitkan meingguinakan eitanol pa. Tiap reiplikasi eikstrak eitanol 96% biji 

alpuikat meinteiga dibuiat 5 seiri konseintrasi yaitui 20, 40, 60, 80, 100 ppm. 

10.4 Pembuatan Larutan Stok Fraksi n-Heksan. 

Peinimbangan fraksi n-heiksan uintuik reiplikasi peirtama ditimbang 

seibanyak 50 mg. Reiplikasi keiduia, fraksi n-heiksan  ditimbang seibanyak 

51 mg. Reiplikasi keitiga ditimbang seibanyak 50 mg. Tiap reiplikasi 

peinimbangan dibu iat dalam konseintrasi 1000 ppm yang dilaruitkan 

meingguinakan eitanol pa. Laruitan fraksi n-heiksan teirseibuit dibuiat 5 seiri 

konseintrasi yaitui 20, 40, 60, 80, 100 ppm. 

10.5 Pembuatan Larutan Stok Fraksi Etil Asetat. 

Peinimbangan fraksi eitil aseitat uintuik reiplikasi peirtama ditimbang 

seibanyak 50 mg. Reiplikasi keiduia fraksi eitil aseitat ditimbang seibanyak 

51 mg. Reiplikasi keitiga ditimbang seibanyak 50 mg.  Tiap reiplikasi 

peinimbangan dibu iat dalam konseintrasi 1000 ppm yang dilaruitkan 

meingguinakan eitanol pa. Laruitan fraksi eitil aseitat teirseibuit dibuiat 5 seiri 

konseintrasi yaitui 20, 40, 60, 80, 100 ppm. 

10.6 Pembuatan Larutan Stok Fraksi n-Butanol. 

Peinimbangan fraksi n-buitanol uintuik reiplikasi peirtama ditimbang 

seibanyak 50 mg. Reiplikasi keiduia fraksi eitil aseitat ditimbang seibanyak 

50 mg. Reiplikasi keitiga ditimbang seibanyak 50 mg.  Tiap reiplikasi 

peinimbangan dibu iat dalam konseintrasi 1000 ppm yang dilaruitkan 

meingguinakan eitanol pa. Laruitan fraksi n-bu itanol teirseibuit dibuiat 5 seiri 

konseintrasi yaitui 20, 40, 60, 80, 100 ppm. 



28 

 

10.7 Pembuatan Larutan Stok Fraksi Air. Peinimbangan 

fraksi air uintuik reiplikasi peirtama ditimbang seibanyak 50 mg. Reiplikasi 

keiduia fraksi eitil aseitat ditimbang seibanyak 50 mg. Reiplikasi keitiga 

ditimbang seibanyak 50 mg.  Tiap reiplikasi peinimbangan dibuiat dalam 

konseintrasi 1000 ppm yang dilaruitkan meingguinakan eitanol pa. Laruitan 

fraksi air teirseibuit dibuiat 5 seiri konseintrasi yaitui 20, 40, 60, 80, 100 ppm. 

10.8 Penentuan Panjang Gelombang (lambda maks) DPPH. 

Peineintuian panjang geilombang maksimuim dilakuikan uintuik meingeitahuii 

daeirah seirapan dari laruitan DPPH yang meinghasilkan nilai absorbansi 

deingan meimakai speiktrofotomeitri U iv-Vis (Suikmawati eit al., 2018). Di 

pipeit 1 mL laruitan stok DPPH 0,4mM kei dalam labui takar 5mL ditambah 

eitanol p.a. Hingga tanda batas. Campuiran teirseibuit dihomogeinkan, 

diuikuir absorbansinya pada panjang geilombang 500-525 nm 

(Suisiloningruim dan Sari, 2021). 

10.9 Penentuan Operating Time. Laruitan stok DPPH 0,4mM di 

pipeit 1 mL, dimasu ikkan dalam labui takar 5 mL lalui ditambahkan eitanol 

pa sampai tanda batas, dari laruitan teirseibuit keimuidian dipipeit seibanyak 

2 mL dan ditambahkan deingan 2 mL seiri konseintrasi teirkeicil laruitan 

sampeil. Peineintuian opeirating timei dilakuikan pada panjang geilombang 

maksimal DPPH yang dipeiroleih seibeiluimnya. Inteirval waktui dari 

peineintuian opeirating timei yaitui dari meinit kei 0-60 sampai didapat 

absorbansi yang stabil (Suisiloningruim dan Sari, 2021). 

10.10 Pembuatan Larutan Blanko DPPH. Laruitan DPPH 0,4 

mM dipipeit seibanyak 1 mL keimuidian ditambahkan eitanol p.a hingga 

tanda batas 5mL. Laruitan didiamkan seilama OT pada suihui ruiang 

diteimpat yang geilap (dibuingkuis aluimuiniuim foil). U ikuir seirapannya pada 

geilombang maksimuim (Suisiloningruim dan Sari, 2021). 

10.11 Uji Aktivitas Penangkapan Radikal Bebas. Masing-

masing laruitan yang akan diuiji seibanyak 2 mL dimasuikkan kei dalam 

tabuing reiaksi keimu idian ditambahkan 2 mL DPPH kei dalamnya inkuibasi 

seilama OT pada su ihui kamar dan teirhindar dari cahaya. Absorbansinya 

dihituing deingan speiktrofotomeiteir U iV-Vis pada geilombang maks. 

Proseiduir keirja muilai dari peinimbangan hingga peinghituingan absorbansi 

dilakuikan seibanyak 3x reiplikasi uintuik meinghindari huiman eirror dan 

keitidakvalidan data yang didapat.  

10.12 Perhitungan Potensi Antioksidan. Aktivitas 

antioksidan dipeiroleih meilaluii absorbansi dari sampeil eikstrak dan fraksi 

biji alpuikat dibandingkan deingan absorbansi DPPH seihingga dipeirole ih 
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IC50 aktivitas antioksidannya. Peirhituingan peirseintasei aktivitas 

antioksidan dapat meingguinakan ruimuis: 

% inhibisi = (absorbansi kontrol - absorbansi sampeil) / 

absorbansi kontrol X 100% 

Hasil akhir adalah meineintuikan IC50% (inhibition conceintration 

50%) deingan meingguinakan peirsamaan reigreisi linieir y= a+bx  dimana x 

adalah konseintrasi (ppm) dan y adalah peirseintasei inhibisi (%). 

11. Uji KLT Identifikasi Kandungan Senyawa Kimia Fraksi Biji 

Alpukat Mentega Yang Memiliki IC50 Terbaik 

Cara keirja meitodei KLT adalah sampeil ditotolkan pada leimpeing 

fasei diam GF254 yang suidah dibeiri garis tanda batas, deingan fasei geirak 

yang seisuiai (yang suidah dijeinuihkan) dalam chambeir, bakui peimbanding 

diseisuiaikan deingan masing-masing seinyawa yang ingin diideintifikasi 

seirta bantuian peinambahan reiagein deiteiksi teirteintui. Seiteilah di fasei diam 

teireiluisi seimpuirna oleih fasei geirak, keiringkan leimpeing deingan cara 

diangin-anginkan. Diamati di bawah sinar U iV 254 nm dan 366 nm, beiri 

tanda pada beircak yang teirlihat di leimpeing (dilingkari meingguinakan 

peinsil), keimuidian dihituing nilai Rf masing-masing beircak. Seinyawa 

dikatakan positif (+) jika meimiliki nilai Rf yang seisuiai deingan baku i 

peimbanding ataui timbuil warna yang sama deingan bakui seiteilah dibeiri 

reiagein deiteiksi. 

11.1 Identifikasi Flavonoid. Ideintifikasi flavonoid deingan 

KLT meingguinakan fasei diam silika geil GF254, fasei geirak n-buitanol (4) 

: asam aseitat (1) : air (3), bakui peimbanding meingguinakan kuieirseitin  

deingan peireiaksi beiruipa uiap amonia atau i sitroborat. Seiteilah dibeiri 

peireiaksi sitroborat ovein seilama 4 meinit pada suihui 110⁰ C, pada sinar 

U iV 366 beirfluioreiseinsi beirwarna kuining keihijauian (Feiliana, 2018). 

11.2 Identifikasi Triterpenoid. Ideintifikasi Triteirpeinoid 

deingan KLT meingguinakan fasei diam silika geil GF254, fasei geirak n-

heiksan (1) : eitil aseitat (1) ataui kloroform (9) : meitanol (1), peireiaksi 

seimprot anisaldeihid, noda beirwarna birui ataui uingui   (Harbonei, 1987). 

11.3 Identifikasi Saponin. Ideintifikasi saponin deingan KLT 

meingguinakan fasei diam geil silika GF 254, fasei geirak kloroform : 

meitanol : air (60:30:10), bakui peimbanding sapogeinnin dan reiagein 

seimprot Anisaldeihid ataui Lieibeirmann  Buirchard (LB), deingan peireiaksi 

Anisaldeihid peinampak noda beirwarna biru i violeit kadang keikuiningan 

(Sarkeir 2006). 
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11.4 Identifikasi Alkaloid. Ideintifikasi alkaloid deingan KLT 

meingguinakan fasei diam silika geil GF254, fasei geirak Toluieina : eitil aseitat 

(7:3), bakui peimbanding pipeirin, deingan reiagein seimprot drageindorff, 

positif alkaloid jika muincuil beircak jingga keimeirahan pada leimpeing, 

deingan reiagein seimprot Anisaldeihid peinampak noda pada sinar UiV 254 

meimadamkan fluioreiseinsi pada sinar uiv-366 beirfluioreiseinsi birui atau i 

kuining  (Izzah eit al., 2019). 

 

E. Analisis Data 

Analisis data hasil yang dipeiroleih dari peinguijian aktivitas 

antioksidan SPSS (Statistical Packagei for thei Social Scieinceis). Analisis 

meimakai Shapiro-Wilk, data dikatakan beirdistribuisi normal jika 

meindapatkan nilai p>0,05 keimuidian dilanjuitkan analisis data 

meingguinakan Onei Way ANOVA deingan taraf keipeircayaan 95%. Jika ada 

peirbeidaan data yang signifikan maka analisis data dilanjuitkan 

meingguinakan uiji Tuikeiy HSD. U iji Tuikeiy HSD (Honeistly Significant 

Diffeireint) diguinakan uintuik meingeitahuii keilompok peirlakuian yang 

meimiliki peingaruih beirbeida signifikan. U iji ini adalah peirbaikan dari 

LSD, kareina uiji Tuikeiy HSD meimbandingkan meian tanpa diseirtai 

peireincanaan teirleibih dahuilui (Marceilina, 2023). Data aktivitas DPPH 

fraksi-fraksi dan eikstrak biji alpuikat meinteiga dihituing deingan 

peirsamaan reigreisi linieir dan keiteintuian IC50nya. Dihituing deingan ruimu is: 
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F. Skema Penelitian 

1. Peimbuiatan Eikstrak Eitanol 96% Biji Alpuikat Meinteiga 

  

Remaserasi dengan 2,5L etanol 96% 

selama 2 hari 

13 kg Buah Alpukat 

mentega 

1,2 kg Serbuk Biji Alpukat 

Mentega 

Seleksi biji, Dicuci, Diiris tipis, 

Dioven suhu 40oC, Di Blender dan 

diayak mesh 40 

Ekstrak Etanol 96% 

Biji Alpukat Mentega 

Residu 

Dimaserasi dengan 5L etanol 96% selama 1 hari 

Ekstrak Kental Etanol 96% Biji Alpukat 

Mentega 

Ditampung 

Dipekatkan menggunakan Rotary Evaporator 
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2. Peimbuiatan Fraksi 

 

Ekstrak Kental Etanol 96% Biji Alpukat 

Mentega 

10gr Ekstrak ditambah 10ml etanol dan 75ml aquadest 

Larutan Ekstrak Biji Alpukat 

Fraksi n-Heksan Fraksi Air 

Fraksinasi dengan pelarut n-Heksan 3x 

Fraksinasi dengan pelarut etil asetat 3x 

Fraksi etil asetat Fraksi Air 

Fraksi Air Fraksi n-Butanol 

Fraksinasi dengan pelarut n-Butanol 3x 


