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INTISARI

TOMI, RIZQIKA B., (2025). OPTIMASI KONDISI EKSTRAKSI
TOTAL FENOL, TOTAL FLAVONOID DAN UJI AKTIVITAS
ANTIOKSIDAN BIJI ALPUKAT (Persea americana Mill.)
MENGGUNAKAN METODE SIMPLEX LATTICE DESIGN.
TESIS, FAKULTAS FARMASI, UNIVERSITAS SETIA BUDI,
SURAKARTA. DR. APT. ISWANDI, M.FARM. DR. APT.
OPSTARIA SAPTARINI, M.SI.

Biji alpukat mengandung senyawa bioaktif seperti procyanidin,
senyawa fenolik, triterpenoid, asetogenin, asam lemak amina, dan asam
lemah yang dapat digunakan sebagai antioksidan. Antioksidan adalah
senyawa yang dapat menghambat oksidasi serta memblokir produksi
yang merusak dan, memblokir penuaan, peradangan, dan kanker.
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh dari perbandingan
pelarut, komposisi formula pelarut yang optimal, dan
kadar fenol total, flavonoid total, dan aktivitas antioksidan dari pelarut
yang optimal dalam proses ekstraksi biji alpukat.

Metode penelitian ini menggunakan desain metode SLD
(Simplex Lattice Design) Design Expert. Formula ekstrak dibuat
dengan metode sonikasi, hasil running menunjukkan 17 formula
terhadap tiga pelarut yaitu aseton, akuades, dan etanol 70%. Parameter
pengujian antara lain uji skrining fitokimia, uji parameter spesifik dan
non-spesifik, uji total fenol, uji total flavonoid, dan uji aktivitas
antioksidan dengan metode DPPH. Analisis data statistik dilakukan
menggunakan Design Expert dengan keluaran ANOVA (A4nalysis of
Variance) sesuai dengan desain eksperimen yang dirancang.

Hasil yang diperoleh berdasarkan penelitian adalah formula run
ke-12 dengan perbandingan pelarut aseton, akuades, dan etanol 70%
(100:0:0) memiliki rendemen ekstrak 3,25%, total flavonoid sebesar
17,302 mgQE/g ekstrak, total fenol sebesar 46,274 mgGAE/g ekstrak,
dan aktivitas antioksidan sebesar 81,68 ppm, hasil optimasi
menunjukkan bahwa komposisi pelarut optimum adalah 100% Aseton,
tanpa campuran Etanol 70% atau Akuades.

Kata kunci: Biji alpukat, antioksidan, SLD, IC50, Design Expert
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ABSTRACT

TOMI, RIZQIKA B., (2025). OPTIMIZATION OF TOTAL
FENOL, TOTAL FLAVONOID EXTRACTION CONDITIONS
AND ANTIOXIDANT ACTIVITY TEST OF AVOCADO SEEDS
(Persea americana Mill.) USING SIMPLEX LATTICE DESIGN
METHOD. THESIS, FACULTY OF PHARMACY, UNIVERSITY
OF SETIA BUDI, SURAKARTA. DR. APT. ISWANDI, M.FARM.
DR. APT. OPSTARIA SAPTARINI, M.SI.

Avocado seeds contain bioactive compounds such as
procyanidins, phenolic compounds, triterpenoids, acetogenins, amino
fatty acids, and weak acids that can be used as antioxidants.
Antioxidants are compounds that can inhibit oxidation and block
damaging production, as well as block ageing, inflammation, and
cancer. This study aims to determine the effect of solvent ratios, the
optimal solvent formula composition, and the total phenol content, total
flavonoids, and antioxidant activity of the optimal solvent in the
avocado seed extraction process.

The research method used the SLD (Simplex Lattice Design)
Design Expert method. The extract formula was prepared using
sonication, with the results showing 17 formulas for three solvents:
acetone, distilled water, and 70% ethanol. Test parameters included
phytochemical screening tests, specific and non-specific parameter
tests, total phenol tests, total flavonoid tests, and antioxidant activity
tests using the DPPH method. Statistical data analysis was performed
using Design Expert with ANOVA (Analysis of Variance) output
according to the designed experimental design.

The results obtained based on the research are the 12th run
formula with a solvent ratio of acetone, distilled water, and 70%
ethanol (100:0:0) has an extract yield of 3.25%, total flavonoids of
17.302 mgQE/qg extract, total phenols of 46.274 mgGAE/g extract, and
antioxidant activity of 81.68 ppm, the optimisation results show that the
optimum solvent composition is 100% Acetone, without a mixture of
70% Ethanol or Distilled Water.

Keywords: Avocado seed, antioxidant, SLD, IC50, Desain Expert.
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BAB I
PENDAHULUAN

A. Latar Belakang

Radikal bebas dapat didefinisikan sebagai entitas molekul atau
fragmen molekul, yang mampu berdiri sendiri (“bebas”). Radikal bebas
memiliki satu atau lebih jumlah elektron yang tidak berpasangan
dalam orbital atom luar atau orbital molekul (“radikal”). Muatan listrik
negatif dari elektron dapat diimbangi oleh muatan nuklir positif dari
positron, menghasilkan partikel netral; atau radikal anion atau kation.
Elektron yang tidak berpasangan dari radikal bebas dilambangkan
dengan sebuah titik pada atom atau gugus di mana titik radikal berada,
misalnya H (atom hidrogen), OH (hidroksil), CH; (metil), dan CH,CHj;
(etil). Radikal oksigen yang terdapat pada elektron tidak berpasangan
sebagian besar berada di atom oksigen, misalnya superoksida (O,),
hidroksil (OH), dan peroksil (ROO). Elektron ganjil dari radikal bebas
yang tidak stabil sehingga berumur pendek dan reaktif serta
bertanggung jawab atas reaksi berantai (Martemucci et al., 2022).

Senyawa antioksidan dapat menghambat terjadinya oksidasi
pada konsentrasi rendah, dan melindungi rusaknya sel dengan menunda
atau mencegah oksidasi lipid, karbohidrat, protein, dan DNA akibat
radikal  bebas.  Antioksidan  memiliki  kemampuan  untuk
menyumbangkan elektron. Antioksidan yang memutus reaksi berantai
adalah pendonor elektron kuat yang dapat bereaksi terhadap radikal
bebas sebelum rusaknya molekul utama sehingga antioksidan
teroksidasi dan harus dibuat kembali atau diganti. Enzim antioksidan
mengkatalisis degradasi spesies radikal bebas di dalam sel. Protein
pengikat logam transisi mencegah interaksi logam transisi seperti
tembaga dan besi, hidrogen peroksida, dan superoksida sehingga
menghasilkan radikal hidroksil yang sangat reaktif. Bukti klinis
menunjukkan bahwa kemunduran penyakit neurodegeneratif dapat
diperbaiki dengan penggunaan antioksidan alami yang tepat
(Martemucci et al., 2022).

Permintaan akan antioksidan alami beberapa tahun terakhir
telah meningkat dan terbukti mengurangi penggunaan antioksidan
sintetis karena toksisitas, karsinogenik, atau hepatotoksik dalam tubuh.
Antioksidan makanan yang secara alami ada dalam makanan telah
membangkitkan minat yang cukup besar karena keamanan dan potensi
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efek nutrisi dan terapeutiknya terhadap kesehatan. Antioksidan alami
ditemukan di setiap bagian tanaman seperti sayuran, buah, kacang-
kacangan, akar, daun, kulit kayu, dan biji, masyarakat menerima
suplemen antioksidan langsung dari melalui buah dan sayuran segar
(Martemucci et al., 2022). Antioksidan alami ditemukan dari tanaman
seperti sayuran, buah, rempah-rempah, dan rempah yang dapat
dimakan, kaya akan vitamin, senyawa fenolik, karotenoid, dan unsur
mikro. Produk tanaman sebagai antioksidan murah yang tersedia
menyediakan banyak manfaat dan perhatian khusus, seperti daun dan
biji selain buah yang mengandung banyak antioksidan (Flieger et al.,
2021).

Alpukat telah direckomendasikan sebagai salah satu buah yang
paling bernutrisi. Alpukat merupakan tanaman berbunga yang berasal
dari Amerika Tengah dan Meksiko, termasuk dalam famili Lauraceae.
Alpukat kaya akan berbagai vitamin (dengan vitamin C dan D yang
paling dominan), mineral (terutama tembaga), dan fitokimia (flavonoid
adalah yang paling banyak), dan diketahui memiliki aktivitas
antioksidan, serta meningkatkan fungsi imunologis dan mengurangi
peradangan, yang dapat menyebabkan penurunan risiko penyakit kronis
secara keseluruhan. Alpukat dilaporkan memiliki sifat antioksidan yang
tinggi karena terdiri dari metabolit sekunder dan molekul aktif lainnya
seperti flavonoid, fenolik, tanin, tokoferol, alkohol lemak, karotenoid,
dan antosianin (Marra et al., 2024). Biji memiliki senyawa polifenol
yang tinggi serta aktivitas antioksidan yang lebih besar jika
dibandingkan terhadap daging buahnya (Dabas et al., 2019). Senyawa
antioksidan yang paling banyak pada ekstrak biji alpukat adalah
flavonoid. Flavonoid merupakan senyawa fenolik dengan aktivitas
antioksidan kuat, senyawa flavonoid memiliki gugus hidroksil yang
berperan menetralkan radikal bebas dengan kemampuan mendonorkan
elektron hidrogennya (Kopon et al., 2020).

Penelitian yang dilakukan Munthe et al., (2023), tentang
antioksidan, total fenolik, dan total flavonoid ekstrak etanol 70% biji
alpukat. Hasil yang diperoleh dibandingkan terhadap produktivitas
hasil, hasil masing-masing 43,07% dan 39,58%. Aktivitas antioksidan
ekstrak etanol 70% biji alpukat yang diperoleh dengan metode maserasi
dan refluks masing-masing sebesar 77,298 g/mL dan 98,626 g/mL,
sedangkan nilai ICsy vitamin C adalah 12,883 g/mL. Ekstrak etanol
70% biji alpukat yang diperoleh dengan metode maserasi dan refluks
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memiliki kandungan fenolik total 276,96 mgGAE/g dan 294,96
mgGAE/g, dan kandungan flavonoid total masing-masing 1,73 mgQE/g
dan 12,70 mgQE/g. Ekstrak etanol 70% dari biji alpukat yang
diperoleh melalui maserasi dan refluks menunjukkan aktivitas
antioksidan yang kuat. Kandungan flavonoid total dinyatakan dengan
satuan QE (quercetin equivalent) yaitu kesetaraan jumlah miligram
kuersetin dalam setiap 1 gram ekstrak.

Penelitian yang dilakukan Vo ef al., (2019), hasil menunjukkan
bahwa biji alpukat mengandung (7,14+0,40)g lipid/100g, (1,67+0,03)g
protein/100g, (54,0£1,2)g karbohidrat/100g, dan (62,0+2,3) mgGAE/g
ekstrak berat kering. Diklorometana dan etil asetat dinyatakan sebagai
fraksi penangkap radikal bebas tertinggi memiliki nilai ICsy masing-
masing sebesar (48,0+3,4)ug/mL (uji DPPH) dan (22,0£1,8)ug/mL (uji
ABTS). Ekstrak biji alpukat dan fraksi-fraksinya mampu melindungi
dari kerusakan DNA yang diinduksi oleh H,O, pada konsentrasi
100pg/mL. Ekstrak etanol efektif dalam mengurangi produksi oksida
nitrat dari sel makrofag RAW 264.7 yang dirangsang lipopolisakarida
tanpa efek sitotoksik. Khususnya, biji alpukat secara signifikan
menghambat proliferasi sel kanker paru-paru manusia A549 dan
lambung manusia BGC823 pada konsentrasi 200pug/mL. Penelitian
yang dilakukan oleh Septyanani et al., (2023) tentang kadar flavonoid
ekstrak biji alpukat dan uji aktivitas antioksidan dengan metode
maserasi bertingkat dengan pelarut n-heksan, etil asetat, etanol,
diperoleh nilai aktivitas antioksidan ekstrak etanol 96% memiliki
aktivitas antioksidan paling tinggi memiliki nilai ICso 37,14 mg/L
diikuti ekstrak etil asetat memiliki nilai ICsg 42,15mg/L, dan ekstrak n-
heksan memiliki nilai ICsy 62,47 mg/L. Ekstrak etil asetat dan etanol
96% tergolong antioksidan sangat kuat, ekstrak n-heksan tergolong
antioksidan kuat. Penelitian terdahulu digunakan sebagai dasar untuk
melakukan optimasi ekstraksi biji alpukat untuk mendapatkan ekstrak
yang baik dan sesuai like dissolve like, senyawa metabolit sekunder
didasarkan polaritas yang sama terhadap pelarut yang digunakan.

Optimasi ekstrak biji buah alpukat dalam penelitian sebelumnya
sudah dilakukan pada optimasi ekstrak biji alpukat, berdasarkan uraian
latar belakang penelitian terkait optimasi ekstraksi perlu dilakukan pada
optimasi ekstraksi total fenol, total flavonoid, dan wuji aktivitas
antioksidan ekstrak biji alpukat. Pelarut dalam penelitian ini yaitu
etanol 70%, aseton, dan akuades. Penentuan formula pelarut
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ditentukan dengan design expert 13 metode simplex lattice design serta
metode ekstraksi yang digunakan yaitu ekstraksi ultrasonik. Analisis
kandungan total fenol dan flavonoid total dilakukan menggunakan
metode kolorimetri. Uji aktivitas antioksidan ekstrak biji alpukat
dilakukan menggunakan metode DPPH. Metode DPPH digunakan
karena memiliki sensitivitas yang tinggi dan harganya yang murah.
Penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai media informasi
untuk penelitian selanjutnya mengenai total flavonoid dan aktivitas
antioksidan ekstrak biji alpukat agar dapat dikembangkan menjadi
bahan obat tradisional menggunakan formula yang optimal.

B. Perumusan Masalah
Adapun perumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai
berikut:

1. Apakah ada pengaruh dari perbandingan pelarut dengan kadar fenol
total, kadar flavonoid total, dan aktivitas antioksidan dalam optimasi
pelarut proses ekstraksi biji alpukat?

2. Berapakah komposisi formula pelarut yang optimal dalam proses
ekstraksi biji alpukat dengan menggunakan metode simplex lattice
design?

3. Berapakah kadar kandungan total fenol, total flavonoid dan nilai
aktivitas antioksidan dari pelarut yang optimal dalam proses
ekstraksi biji alpukat?

C. Tujuan Penelitian
Adapun tujuan penelitian dalam penelitian ini adalah sebagai
berikut:

1. Untuk mengetahui pengaruh dari perbandingan pelarut terhadap
kadar fenol total, flavonoid total, dan aktivitas antioksidan dalam
optimasi pelarut proses ekstraksi biji alpukat

2. Untuk mengetahui komposisi formula pelarut yang optimal dalam
proses ekstraksi biji alpukat dengan menggunakan metode simplex
lattice design

3. Untuk mengetahui kadar fenol total, flavonoid total, dan aktivitas
antioksidan dari pelarut yang optimal dalam proses ekstraksi biji
alpukat.



D. Manfaat Penelitian

Adapun kegunaan penelitian ini adalah sebagai media informasi
sekaligus pengetahuan mengenai optimasi ekstraksi fenol total,
flavonoid total, dan uji aktivitas antioksidan ekstrak biji alpukat
menggunakan metode SLD. Hasil penelitian ini diharapkan tidak hanya
menambah ilmu dan manfaat, tetapi juga menambah wawasan serta
pengetahuan mengenai tanaman sekitar yang berpotensi sebagai herbal
bermanfaat dan memberikan landasan informasi bagi penelitian
selanjutnya khususnya penelitian pengembangan terhadap formulasi
sediaan bahan alam untuk obat tradisional.

E. Keaslian Penelitian

Penelitian yang dilakukan Syafaatullah et al., (2023), waktu dan
suhu berpengaruh selama ekstraksi dipelajari dalam penelitian ini.
Hasil dilakukan analisa yield dan kadar asam lemak bebas untuk
memperoleh hasil optimal. Metode yang digunakan adalah RSM
(Response Surface Methodology), metode RSM digabungkan dan
diterapkan untuk menganalisis kondisi serta mengoptimalkan kondisi
ekstraksi. Suhu ekstraksi sebagai faktor independen (100-110°C), dan
waktu ekstraksi (5-7 jam) serta kondisi optimum ekstraksi yaitu
103,041°C, dan 5,689 jam. Desain model prediksi yang diperoleh yaitu
12,518% yield ekstraksi dan kadar asam lemak bebas yaitu 1,489%.

Penelitian yang dilakukan Widyawati et al., (2020), optimasi
ekstraksi menggunakan RSM-CCD (Response Surface Methodology-
Central Composite Design) memvariasikan suhu dan waktu ekstraksi,
serta jumlah volume pelarut n-heptana. Karakteristik parameter sifat
fisik minyak ditentukan dengan uji ANOVA (p<0,05), bahwa variabel
memberikan pengaruh signifikan terhadap yield minyak biji alpukat.
Minyak biji alpukat memiliki karakteristik berwarna oranye, densitas
0,8138 g/ml, kadar air 0,0915%, FFA 0,0997%, dan yield 2,8112%.
Komposisi asam lemak dari minyak biji alpukat yaitu asam linoleat
47,3531% (b/b), asam palmitat 20,3439% (b/b), dan asam oleat
15,8823%(b/b). Nilai optimum yield pada dipengaruhi variabel operasi
di mana rendemen optimum yaitu suhu ekstraksi 300°C, waktu
ekstraksi 2 jam, volume pelarut 180 ml, dan massa biji 10g.

Penelitian yang dilakukan Araujo et al., (2020), optimalisasi
MAE (Microwave-assisted Extraction) dari senyawa bioaktif dengan
kapasitas antioksidan tinggi dari biji alpukat dipelajari dalam penelitian
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ini untuk pertama kalinya. Menerapkan dua desain eksperimental,
menggunakan aseton 70% dan etanol, kondisi optimal ekstraksi
ditemukan: 72,18°C selama 19,01 menit dan 71,64°C selama 14,69
menit dengan 58,51% etanol, masing-masing untuk mendapatkan
ekstrak dengan aktivitas antioksidan tertinggi. Ekstrak yang dioptimasi
dengan aseton dan etanol menunjukkan kandungan polifenol yang
tinggi (307,09£14,16 dan 254,40+16,36mgGAE/g ekstrak) dan
aktivitas antioksidan yang tinggi yang diukur dengan metode DPPH
(266,56+2,76 dan 221,69+20,12mg ET/g ekstrak), ABTS (607,28+4,71
dan 516,34+11,81mgET/g ekstrak) dan ORAC (475,55+47,82 dan
495,25+14,52mgET/g ekstrak), membuktikan bahwa MAE merupakan
teknik yang lebih baik dibandingkan dengan teknik-teknik yang telah
dilaporkan untuk biji alpukat. Residu serat yang diperoleh setelah MAE
menunjukkan senyawa fenolat yang terikat dengan aktivitas antioksidan
yang relevan, yang diperoleh dengan etanol. Analisis HPLC-ESI-MS
menunjukkan adanya 20 senyawa berbeda yang teridentifikasi,
termasuk asam fenolat, procyanidin dimer B dan trimer A dan B dalam
bentuk isomer yang berbeda, katekin, epikatekin, dan perseitol. MAE
adalah alat yang ramah lingkungan, hemat energi dan cepat untuk
mengekstraksi  komponen  bioaktif dari biji alpukat tanpa
mempengaruhi aktivitas antioksidannya, yang merupakan protokol
alternatif dalam industri herbal tradisional dan obat-obatan.

Penelitian yang dilakukan Hau et al., (2019), faktor ekstraksi
polifenol dioptimalkan untuk hasil pemulihan dengan menggunakan
metodologi permukaan respon dan larutan kaya polifenol yang
diperoleh dienkapsulasi dengan bahan pelapis yang berbeda
(Maltodekstrin-MD dan Gum Arab-GA) serta campurannya. Desain
Box-behnken digunakan untuk menyelidiki efek dari tiga variabel
independen termasuk konsentrasi etanol (X1: 35-65%, v/v), rasio
pelarut terhadap padatan (X2: 8-12, v/w) dan waktu ekstraksi (X3: 1,0-
3,0 jam). Hasil penelitian menunjukkan bahwa kondisi ekstraksi yang
dioptimalkan menggunakan konsentrasi etanol 40% (v/v), rasio pelarut
terhadap padatan 12:1 dan waktu ekstraksi 1,5 jam. Di bawah kondisi
tersebut, hasil perolehan polifenol eksperimental adalah 83,1% yang
sangat sesuai dengan hasil yang diperkirakan sebesar 82,5%. Partikel
mikro yang dibuat dengan rasio MD:GA 20:80 sebagai agen pelapis
dapat dipilih untuk enkapsulasi senyawa polifenol.
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Penelitian yang dilakukan Weremfo et al., (2020), dijelaskan
bahwa penelitian ini dirancang untuk mengoptimalkan tiga parameter
ekstraksi dengan gelombang mikro MAE (daya gelombang mikro,
konsentrasi etanol, dan waktu ekstraksi) fenolat total, flavonoid total,
dan aktivitas antioksidan biji alpukat dengan menggunakan RSM.
Model kuadratik yang diprediksikan sangat signifikan (p <0,001) untuk
respon yang diteliti. Ekstraksi kandungan fenolik total, flavonoid total,
dan aktivitas antioksidan secara signifikan (p<0,05) dipengaruhi oleh
daya microwave dan waktu ekstraksi. Kondisi optimal untuk ekstraksi
senyawa fenolik dan aktivitas antioksidan secara simultan adalah
konsentrasi etanol 58,3% (v/v), daya microwave 400W, dan waktu
ekstraksi 4,8 menit. Dalam kondisi ini, hasil eksperimen sesuai dengan
nilai prediksi. MAE menunjukkan keunggulan yang jelas dibandingkan
dengan ekstraksi pelarut konvensional (CSE) dalam hal efisiensi
ekstraksi yang tinggi dan aktivitas antioksidan dalam waktu ekstraksi
yang singkat. Lebih lanjut, analisis kromatografi cair kinerja tinggi
(KCKT) dari ekstrak yang dioptimalkan menunjukkan adanya 10
senyawa fenolik, dengan rutin, katekin, dan asam syringic sebagai
senyawa yang dominan. Hasilnya, metode MAE yang dioptimalkan ini
telah menunjukkan aplikasi potensial untuk ekstraksi antioksidan
polifenol yang efisien dari biji alpukat dalam industri nutrasetikal.



