[bookmark: _Toc176739804]BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN
[bookmark: _Toc176739805]Hasil Identifikasi Sampel
Determinasi tanaman pada penelitian ini dilakukan di Laboratorium Herbarium Jurusan Biologi FMIPA Universitas Syiah Kuala Banda Aceh. Identifikasi tanaman bertujuan untuk mengetahui kebenaran tanaman yang diambil, menghindari kesalahan dalam pengambilan bahan atau sampel dan tercampurnya sampel dengan bahan tanaman lainnya, serta mencocokkan ciri morfologi pada tanaman yang diteliti, berdasarkan hasil determinasi dapat dipastikan bahwa tanaman yang digunakan dalam penelitian adalah biji alpukat (Persea americana M.). Hasil identifikasi dapat dilihat pada Lampiran 1.
[bookmark: _Toc176739806]Hasil Pengolahan Sampel
Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah biji alpukat (Persea americana M.) Berat basah 3000 gram kemudian berat sampel setelah pengeringan dan diperoleh berat serbuk simplisia adalah 800 gram. metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 70%, diperoleh ekstrak kental berwarna coklat kehitaman dengan bau yang khas.
[bookmark: _Toc176739807]Hasil Pemeriksaan Karakterisasi Simplisia
Penetapan karakterisasi simplisia dilakukan untuk mengetahui kualitas simplisia sehingga kriteria umum kualitas simplisia dapat terpenuhi dan menjamin mutu dan efek farmakologinya. Penetapan karakterisasi ini dilakukan sesuai dengan prosedur yang telah ditetapkan dalam Materia Medika Indonesia.
Berdasarkan hasil dari karakterisasi simplisia pada pengujian makroskopik, bentuk fisik dari simplisia biji alpukat (Persea americana M.) berbentuk seperti bola, memiliki diameter 2-2,5 cm, keping biji berwarna merah kecoklatan, berbau aromatik dan mempunyai rasa pahit. Hasil mikroskopik pada serbuk simplisia bji alpukat didapatkan fragmen kristal kalsium oksalat, sklereid, dan parenkim. Hasil uji mikroskopis dapat dilihat pada lampiran 6. 
Hasil pemeriksaan karakterisasi simplisia biji alpukat dapat dilihat pada tabel 4.1 berikut ini:
[bookmark: _Toc172080708]Tabel 4. 1 Hasil Pemeriksaan Karakterisasi Simplisia Biji Alpukat (Persea americana M.)
	No
	Parameter
	Rata-rata
	Syarat (%)

	1
	Kadar Air
	6,66%
	<5-30%

	2
	Kadar Sari Larut Air
	24,76%
	>8,5%

	3
	Kadar Sari Larut Etanol
	23,3%
	>4.5

	4
	Kadar Abu Total
	1,733%
	<16,6%

	5
	Kadar Abu Tidak Larut Asam
	0,66%
	<0,7%


Tabel diatas menunjukkan kadar air pada simplisia biji alpukat sebesar 6,66%, kadar tersebut memenuhi persyaratan yaitu <5-30%. Pemeriksaan kadar air bertujuan untuk memberi batasan minimal besarnya kandungan air dalam bahan baik ekstrak maupun simplisia, makin tinggi kadar air, makin mudah untuk ditumbuhi jamur dan kapang sehingga dapat menurunkan aktivitas biologi simplisia dalam masa penyimpanan (Salim et al., 2016) .
Penetapan kadar sari yang larut dalam air menyatakan jumlah zat yang tersari dalam pelarut air (bersifat polar) yang terkandung dalam simplisia, pada penelitian ini diperoleh hasil penetapan kadar sari yang larut dalam air pada simplisia biji alpukat yaitu 24,76%. Penetapan kadar sari yang larut dalam etanol menyatakan jumlah zat yang tersari dalam pelarut etanol (bersifat polar atau non polar), pada penelitian ini diperoleh hasil penetapan kadar sari yang larut dalam etanol pada simplisia biji alpukat yaitu 23,3%. Penetapan kadar abu total simplisia biji alpukat pada penelitian ini diperoleh sebesar 1,733% kadar abu yang didapatkan memenuhi persyaratan yaitu tidak lebih dari 16,6%. Penetapan kadar abu tidak larut asam pada penelitian ini hasilnya diperoleh sebesar 0,66% kadar tersebut memenuhi persyaratan yaitu tidak lebih dari 0,7%. Perhitungan karakterisasi simplisia dapat dilihat pada Lampiran 9.
[bookmark: _Toc176739808]Hasil Ekstraksi dan Fraksinasi
Metode ekstraksi yang digunakan adalah maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 70%. Metode maserasi merupakan metode sederhana yang sering digunakan untuk menghindari rusaknya senyawa-senyawa yang bersifat termolabil (Mukhriani, 2014). Maserasi dikerjakan dengan cara merendam serbuk simplisia dalam cairan penyari, cairan penyari tersebut akan menembus dinding sel dan masuk ke dalam rongga sel yang mengandung zat aktif, zat aktif tersebut akan larut karena adanya perbedan konsentrasi antara larutan zak aktif di dalam sel dengan yang di luar sel, maka dari itu larutan yang terpekat didesak keluar(Hujjatusnaini et al., 2021). 
Hasil ekstraksi dari 500 gram serbuk simplisia biji alpukat diperoleh ekstrak kental 297,5 gram dengan ekstrak berwarna coklat kehitaman. Metode fraksinasi yang digunakan adalah partisi cair-air. Fraksinasi bertujuan untuk memisahkan senyawa berdasarkan sifat kepolarannya. Hasil fraksi etil asetat yang didapat yaitu 5,362 gram. 
[bookmark: _Toc176739809]Hasil Skrining Fitokimia
Hasil pemeriksaan skrining fitokimia biji alpukat dapat dilihat pada tabel 4.2
[bookmark: _Toc172080709]Tabel 4.2 Hasil Skrining Fitokimia Biji Alpukat
	No
	Golongan Senyawa
	Ekstrak Etanol
	Fraksi Etil Asetat

	1.
	Alkaloid
	+
	+

	2.
	Flavonoid
	+
	+

	3.
	Tanin
	+
	+

	4.
	Saponin
	+
	-

	5.
	Steroid/ Triterpenoid
	+ Triterpenoid
	+Steroid

	6.
	Glikosida
	+
	+


Keterangan:
(+) Positif: Mengandung golongan senyawa
(-) Negatif: Tidak mengandung golongan senyawa
Berdasarkan tabel 4.2 hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa ekstrak etanol mengandung senyawa kimia alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, triterpenoid, dan glikosida. Fraksi etil asetat menunjukkan adanya senyawa kimia golongan alkaloid, flavonoid, tanin, steroid, dan glikosida.
Pada pemeriksaan senyawa alkaloid menunjukkan hasil positif apabila filtrat yang ditetesi pereaksi mayer menunjukkan adanya endapan putih pada larutan uji. Pada ekstrak biji alpukat terdapat endapan putih (+) sedangkan pada fraksi etil asetat biji alpukat tidak terdapat endapan putih (-). Filtrat yang ditetesi dengan pereaksi dragendorff menunjukkan adanya endapan jingga atau kuning. Pada ekstrak dan fraksi etil asetat diperoleh hasil positif dengan terbentuknya endapan kuning. Filtrat yang ditetesi pereaksi bouchardat menunjukkan adanya endapan cokelat. Pada ekstrak dan fraksi etil asetat diperoleh hasil positif dengan terbentuknya endapan coklat. Alkaloid dianggap positif bila sedikitnya 2 dari 3 pereaksi ada endapan, yang berarti pada ekstrak etanol dan fraksi etil asetat biji alpukat positif mengandung senyawa alkaloid. Alkaloid merupakan senyawa yang mengandung asam nitrogen yang bersifat basa. Penambahan HCL pada uji alkaloid bertujuan untuk mengekstrak alkaloid yang bersifat basa dengan menggunakan larutan asam. 
Pada pemeriksaan senyawa flavonoid menunjukkan hasil positif apabila menghasilkan perubahan warna merah, kuning, atau jingga pada lapisan amil alkohol. Pada uji flavonoid ekstrak etanol dan fraksi etil asetat di peroleh hasil yang positif ditunjukkan dengan terbentuknya warna merah pada ekstrak dan warna kuning pada fraksi etil asetat. Menurut Harborne (1987) senyawa flavonoid  akan tereduksi dengan Mg dan HCl sehingga menghasilkan warna merah, kuning atau jingga. 
Pada uji tanin di peroleh hasil yang positif pada ekstrak etanol dan fraksi etil asetat dengan terbentuknya warna hijau kehitaman. Tanin akan tertarik oleh pelarut polar dan menghasilkan warna hijau kehitaman yang menunjukkan adanya tanin terkondensasi. Penambahan ekstrak dengan FeCl3 1% dalam air menimbulkan warna hijau, merah, ungu atau hitam yang kuat. Terbentuknya warna hijau kehitaman pada ekstrak setelah ditambahkan FeCl3 1% karena tanin akan beraksi dengan ion Fe3+ membentuk senyawa kompleks (Setyowati et al., 2014). 
Hasil positif kandungan saponin dalam ekstrak etanol ditunjukkan dengan terbentuknya busa 1-10 cm tidak kurang dari 10 menit dan tidak hilang setelah penambahan HCl, sedangkan pada fraksi etil asetat tidak menunjukkan adanya saponin. Saponin memiliki gugus polar dan non polar bersifat aktif pada permukaan sehingga dapat membentuk misel pada saat dikocok dengan air. Pada struktur misel gugus polar menghadap keluar sedangkan gugus non polarnya menghadap kedalam keadaan inilah yang tampak seperti busa (Sangi et al., 2008).
Hasil positif kandungan steroid menunjukkan adanya warna biru sampai hijau pada sampel, sedangkan untuk warna merah kecoklatan sampai ungu menyatakan hasil positif uji terpenoid. Pada ekstrak etanol menunjukkan warna merah kecoklatan yang berarti positif triterpenoid, sedangkan pada fraksi etil asetat biji alpukat menunjukkan warna hijau yang berarti positif mengandung steroid. Hal ini terjadi karena senyawa steroid bereaksi dengan H2SO4 sehingga menghasilkan warna hijau hingga biru.
Pada hasil skirining glikosida dengan metode refluks. Ekstrak etanol dan fraksi etil asetat menunjukkan hasil positif senyawa glikosida. Hal ini 11ditandai dengan terbentukya cincin ungu pada batas kedua cairan menunjukkan adanya glikosida.
[bookmark: _Toc176739810]Hasil Penentuan Panjang Gelombang Maksimum Kuersetin
Flavonoid harus direaksikan dengan reagen pembentuk warna yaitu AlCl3 untuk dapat dibaca serapannya pada daerah panjang gelombang sinar tampak. Dalam penambahan AlCl3 membentuk kompleks asam yang stabil dengan gugus ortohidroksil pada cincin A- atau B- dari senyawa-senyawa flavonoid. Kuersetin dipilih sebagai larutan pembanding karena merupakan salah satu senyawa golongan flavonoid yang dapat bereaksi dengan AlCl3 (Chang et al., 2002) Panjang gelombang yang digunakan untuk analisis kuantitatif adalah panjang gelombang yang mempunyai absorbansi maksimal karena memiliki kepekaanya yang maksimal, perubahan absorbansi untuk setiap konsentrasi paling besar tahap ini bertujuan untuk meminimalkan terjadi kesalahan pembaca serapan. Pengujian flavonoid diawali dengan pengukuran panjang gelombang maksimum dari larutan kuersetin dengan konsentrasi 5 µg/ml dalam metanol dengan metode spektrofotometri sinar tampak sehingga diperoleh panjang gelombang 433,56 nm dengan absorbansi 0,453. Hasil pengukuran panjang gelombang maksimum dapat dilihat pada gambar 4.1 berikut.
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[bookmark: _Toc171431597]Gambar 4. 1 Panjang Gelombang Maksimum Kuersetin
[bookmark: _Toc176739811]Hasil Operating Time
Operating Time memiliki tujuan untuk mengetahui waktu pengukuran suatu senyawa yang diperoleh saat absorbansi paling stabil. Operating time dilakukan dengan mengukur antara waktu pengukuran dengan absorbansi larutan. Penetapan operating time perlu dilakukan untuk meminimalkan terjadinya kesalahan pengukuran. Hal ini disebabkan karena senyawa senyawa yang akan diukur absorbansinya dalam penelitian ini merupakan suatu senyawa kompleks antara kuersetin. Senyawa kompleks ini membutuhkan waktu agar reaksi yang terbentuk stabil. Bila pengukuran dilakukan sebelum waktu operating time, maka terdapat kemungkinan reaksi yang terbentuk belum sempurna.
Warna dari larutan kuersetin perlu dicari waktu kerjanya yang tepat untuk melakukan pengukuran karena besarnya absorbansi pada spektrofotometri sangat dipengaruhi oleh warna. Penentuan waktu kerja dilakukan dengan menggunakan larutan kuersetin konsentrasi 5 µg/ml di yang diukur pada panjang gelombang 433,56 nm. Dari pengukuran operating time diperoleh waktu pengukuran yang stabil dimulai dari menit ke-16 sampai menit ke-27. Hasil pengukuran operating time yang diperoleh dapat dilihat pada lampiran 16.
[bookmark: _Toc176739812]Hasil Pengukuran Kurva Kalibrasi Kuersetin
Pengukuran kurva kalibrasi dilakukan dengan konsentrasi larutan yang berbeda yang dipipet dari larutan kuersetin konsentrasi 100 µg/ml sehingga diperoleh konsentrasi 2 µg/ml, 3 µg/ml, 4 µg/ml, 5 µg/ml dan 6 µg/ml. Dimasukan kedalam labu terukur 10 ml tambahkan metanol sampai tanda batas. Kemudian pipet 1 ml dari masing-masing konsentrasi tersebut masukan kedalam labu terukur 10 ml, lalu tambahkan 0,1 ml AlCl3 10%, 0,1 ml natrium asetat, serta ditambahkan 2,8 ml aquadest tambahkan metanol sampai tanda batas. Kemudian didiamkan selama 16 menit dan diukur dengan panjang gelombang 433,56. Dari hasil pengukuran diperoleh absorbansi masing-masing larutan baku yang kemudian dikonversi menjadi persamaan regresi linear. 
[bookmark: _Toc172080710]Tabel 4. 3 Nilai Absorbansi Larutan Baku kuersetin
	No
	Konsentrasi (mcg/mL)
	Absorbansi
	Persamaan Regresi

	1.
	0
	0.000
	y = 0,08577x + 0,008936

	2.
	2
	0.180
	

	3.
	3
	0.278
	

	4.
	4
	0.354
	

	5.
	5
	0.454
	

	6.
	6
	0.503
	


Persamaan regresi yang diperoleh dari larutan baku kuersetin yaitu y = 0,08577x + 0,008936 dengan koefisien korelasi yang diperoleh sebesar 0,997. Nilai linieritas menunjukkan korelasi antara konsentrasi dan absorbansi yang dihasilkan. Dapat dilihat pada gambar 4.2 berikut :
[image: ]
[bookmark: _Toc171431598]Gambar 4.2 Kurva Kalibrasi Kuersetin
[bookmark: _Toc176739813]Hasil Penetapan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etanol dan Fraksi Etil Asetat Biji Alpukat
Analisis kadar flavonoid menggunakan metode spektrofotometri. Prinsip penetapan flavonoid dengan metode spektrofotometri direaksikan dengan AlCl3 yaitu terjadinya pembentukan komplek antara AlCl3 dengan gugus keto pada atom C-4 dan juga gugus hidroksi pada atom C-3 atau C-5 yang bertetangga dari flavon dan flavonol. Dalam penambahan aluminium klorida membentuk kompleks asam yang stabil dengan gugus orthohidroksil pada cincin A-atau B- dari senyawa-senyawa flavonoid (Chang et al., 2002).
Senyawa yang digunakan sebagai standar pada penetapan kadar flavonoid adalah kuersetin. Pemilihan kuersetin sebagai larutan standar karena kuersetin merupakan senyawa yang paling luas penyebarannya yang terdapat pada tumbuhan. Kuersetin dan glikosida berada dalam jumlah sekitar 60-75% dari flavonoid. Kuersetin juga merupakan salah satu senyawa golongan flavonoid yang dapat bereaksi dengan AlCl3 membentuk kompleks (Bangun et al., 2021). Pada pengukuran senyawa flavonoid total, larutan sampel ditambahkan AlCl3 berfungsi untuk membentuk warna komplek, sehingga terjadi pergeseran panjang gelombang ke arah visible (tampak) yang ditandai dengan larutan menghasilkan warna kuning. Penambahan natrium asetat bertujuan untuk mempertahankan panjang gelombang pada daerah visible (tampak) (Chang et al., 2002).
Penetapan kadar flavonoid total ekstrak etanol dan fraksi etil asetat dihitung masing-masing absorbansi sampel yang telah dibuat 6 kali replikasi dengan menggunakan persamaan garis regresi linier y= ax+b yang diperoleh dari kurva kalibrasi kuersetin sehingga diperoleh konsentrasinya (x). Nilai x kemudian disubstitusikan dalam rumus perhitungan kadar flavonoid total.
	Sampel
	Kadar Flavonoid Total (mgQE/g)

	Ekstrak Etanol
	8,655 0,144470 mgQE/g 

	Fraksi Etil Asetat
	32,828 0,10512 mgQE/g 


Dapat dilihat bahwa hasil penelitian ekstrak etanol dan fraksi etil asetat biji alpukat positif mengandung flavonoid. Hal ini dibuktikan dengan hasil analisa dengan metode Spektrofotometri sinar tampak dengan 6 kali replikasi pada setiap konsentrasi ekstrak etanol dan fraksi etil asetat biji alpukat. Dari hasil penelitian menunjukan bahwa nilai rata-rata kadar sebenarnya Flavonoid total dalam sampel ekstrak etanol adalah 8,655 0,144470 mgQE/g dan kadar fraksi etil asetat adalah 32,828 0,10512 mgQE/g.
Dari hasil kadar total flavonoid tersebut yang paling besar kadarnya yaitu pada fraksi etil asetat dibandingkan dengan ekstrak etanol. Etil asetat bersifat semi polar sehingga dapat menarik senyawa flavonoid yang bersifat polar maupun non polar. Hal ini dapat disebabkan karena di dalam biji alpukat terdapat beberapa flavonoid bebas seperti flavon, flavanon dan flavonol yang lebih mudah larut dalam pelarut semi polar (Markham, 1998). Flavonoid yang dapat bereaksi dengan AlCl3 adalah flavonoid terhidrolisis yang bersifat semi polar (Manik et al., 2014). 
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