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ABSTRAK 

Salsabila, Tifani T. 2022. Uji Golongan Senyawa Aktif Dan Aktivitas Antioksidan 

Daun Petai Cina (Leucaena Leucocephala (Lamk.) de Wit.) Hasil Ekstraksi 

Maserasi Dan Sonikasi. 
Pembimbing I: Rachmawati Ningsih, M.Si; Pembimbing II: Rif’atul 

Mahmudah, M.Si 

 

Kata Kunci: Daun petai cina, ekstraksi maserasi, ekstraksi sonikasi, hidrolisis, partisi, 

fitokimia, UV-Vis, FTIR, DPPH 

Daun petai cina (Leucaena leucocephala (Lamk.) de Wit.) merupakan sejenis 

tanaman perdu dari suku polong-polongan (Leguminosae). Daun petai cina berpotensi 

sebagai antioksidan karena mengandung senyawa aktif. Tujuan dari penelitian ini adalah 

untuk mengetahui senyawa metabolit sekunder dan aktivitas antioksidan di dalam daun 

petai cina. 

Daun petai cina diekstraksi dengan metode maserasi dan sonikasi menggunakan 

pelarut etanol. Kemudian dihidrolisis dengan HCl 2N. Dilanjutkan dengan partisi 

menggunakan pelarut etil asetat. Ekstrak kasar dan fraksi etil asetat diuji fitokimia untuk 

mengetahui kandungan senyawa metabolit sekundernya dan diuji aktivitas antioksidannya 

menggunakan metode DPPH.  

Hasil penelitian menunjukkan bahwa metode ekstraksi maserasi memiliki rendemen 

ekstrak kasar dan fraksi etil asetat yang lebih tinggi dari metode sonikasi dengan nilai 

berturut-turut 14,2%; 13,3%; 66,71%; dan 34,02%. Daun petai cina mengandung senyawa 

flavonoid, triterpenoid, steroid, dan tanin dari hasil uji fitokimia. Identifikasi menggunakan 

UV-Vis menunjukkan adanya transisi π → π*. Identifikasi menggunakan FTIR 

menunjukkan adanya serapan gugus fungsi -CH3, -CH2, C=C, C=O, dan C-O. Daun petai 

cina pada ekstrak kasar dan fraksi etil asetat hasil maserasi dan sonikasi memiliki nilai IC50 

berturut-turut 19,19; 20,37; 17,56; dan 18,10 ppm yang tergolong sebagai antioksidan 

sangat kuat. 
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ABSTRACT 

Salsabila, Tifani T. 2022. Active Compound Class Test and Antioxidant Activity of 

Leucaena (Leucaena leucocephala (Lamk.) de Wit.) Leaves Resulting from 

Maceration and Sonication Extraction. 
Supervisor I: Rachmawati Ningsih, M.Si; Supervisor II: Rif’atul Mahmudah, 

M.Si 

 

Keywords: Leucaena leaves, maceration extraction, sonication extraction, hydrolysis, 

partition, phytochemical, UV-Vis, FTIR, DPPH 

Leucaena (Leucaena leucocephala (Lamk.) de Wit.) is a type of herbaceous plant 

from the leguminous tribe (Leguminosae). Leucaena leaves have potential as antioxidants 

because they contain active compounds. The purpose of this study was to determine 

secondary metabolites and antioxidant activity in Leucaena leaves. 

Leucaena leaves were extracted by maceration and sonication methods using ethanol 

as a solvent. Then hydrolyzed with HCl 2N. Followed by partition using ethyl acetate 

solvent. The crude extract and the ethyl acetate fraction were tested for phytochemicals to 

determine the content of secondary metabolites and their antioxidant activity was tested 

using the DPPH method. 

The results showed that the maceration extraction method had a higher yield of crude 

extract and ethyl acetate fraction than the sonication method with values of 14.2%; 13.3%; 

66.71%; and 34.02%. Leucaena leaves contain flavonoid, triterpenoid, steroid, and tannin 

compounds resulting from phytochemical tests. Identification using UV-Vis shows the 

transition π → π*. Identification using FTIR showed the absorption of functional groups -

CH3, -CH2, C=C, C=O, and C-O. Leucaena leaves on crude extract and ethyl acetate 

fraction resulting from maceration and sonication have IC50 values of 19,19; 20,37; 17,56; 

and 18,10 ppm which are classified as very strong antioxidants. 

 



 

 

 

xvii 

 مستخلص البحث
 

 من ورقةلأكسدة ا ةضادمشاط ن. اختبار المجموعة المركبة النشطة و ٢٠٢٢. تميمة، تيفاني سلسبيلا
 النقع والصوتنة. مستخرجةنتيجة .( Leucaena leucocephala (Lamk.) de Wit)الليوسينا 

 الماجستية.مودة، المح رفعةالمشرف الثاني:  ة.الماجستي المشرف الأول: رحماواتي نينغسيه، 
التقسيم،  ،التحلل المائي ة،الصوتن مستخرجة ع،النق ورقة الليوسينا، مستخرجة :الرئيسيةالكلمات 

تحويل فورييه للطيف بالأشعة تحت  ،الكيمياء النباتية، الأشعة فوق البنفسجية
  .بيكريل هيدرازيل-1-ثنائي فينيل -2،2 ،الحمراء

 
هي نوع من النباتات ( Leucaena leucocephala (Lamk.) de Wit) رقة الليوسيناو 

لأنها  ،الأكسدة ةلديها القدرة على أن تكون مضاد .(Leguminosae) الشجيية لقبيلة البقوليات
هو تحديد مركبات الأيض الثانوية ونشاط  ا البحثمن هذ الهدفتحتوي على مركبات نشطة. كان 

 ورقة الليوسينا.في لأكسدة ا مضادة
تم استخراج ورقة الليوسينا خلال طريقة النقع والصوتنة باستخدام مذيب الإيثانول. ثم تم تحللها 

. ثم التقسيم باستخدام مذيب خلات الإيثيل. وتن اختبار 2N( HCl)باستخدام كلوريد الهيدروجين 
لتحديد محتوى مركبات الأيض الثانوية  المستخرجة الخام وجزء خلات الإيثيل للمواد الكيميائية النباتية
 بيكريل هيدرازيل-1-ثنائي فينيل -2،2 واختبارها بحثا عن نشاط مضادة الأكسدة باستخدام طريقة

(DPPH.) 
طريقة استخلاص النقع كانت ذات إنتاجية أعلى من المستخلص الخام  أظهرت النتائج أن

 .٪٣٤٬٠٢؛ و  ٪٦٦٬٧١ ؛ ٪١٣٬٣ ؛ ٪٤٬٢١ وكسر أسيتات الإيثيل أعلى من طريقة الصوتنة بقيم
ورقة الليوسينا تحتوي على مركب الفلافونويد، ترايتيبينويد، الستيويد، والتانين من اختبار الكيمياء 

 . π → π* إلى انتقال (Vis-UV)الأشعة فوق البنفسجية  النباتية. أشار تحديد الهوية باستخدام
إلى وجود امتصاص  (FTIR) يه للطيف بالأشعة تحت الحمراءتحويل فوري وأشار تحديد الهوية باستخدام

. ورقة الليوسينا على المستخرجة الخام O-Cو   C=O و  C=C و -2CHو  -3CHالمجموعة الوظيفية 
؛ ٣٧،٢٠؛ ١٩،١٩متتالية تبلغ  50ICوجزء خلات الإيثيل الناتجة عن النقع والصوتنة لها قيمة 

 .جدا أنها مضادة الأكسدة القوية ففم والتي تصنف على ١٨،١٠؛ و ١٧،٥٦



 

 

1 

BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Daun petai cina (Leucaena leucocephala (Lamk.) de Wit.) merupakan sejenis 

tanaman perdu dari suku polong-polongan (Leguminosae). Secara umum daun petai 

cina dapat digunakan sebagai obat luka dan bengkak (Dalimartha, 2009). Penelitian 

Eritriana, dkk. (2019) mengungkapkan bahwa daun petai cina dengan dosis 20% 

efektif mempercepat penyembuhan luka abrasi pada mencit putih jantan. Secara 

farmakologi daun petai cina telah dilaporkan sebagai antibakteri, antidiabetes, 

antiinflamasi, antikanker, antihelmintik, dan antioksidan. Berdasarkan skrining 

fitokomia tanaman ini telah dilaporkan mengandung flavonoid, alkaloid, saponin, 

tanin, dan triterpenoid (Rivai, 2021). Allah SWT berfirman dalam surat Asy-

Syu’ara ayat 7:  

 

هَا مىنْ كُل ى زَوْجٍ كَرىيٍْ  نَا فىي ْ بَ ت ْ
 اوََلََْ يَ رَوْا اىلَى الََْرْضى كَمْ انَْْۢ

Artinya: “Dan apakah mereka tidak memperhatikan bumi, berapa banyakkah Kami 

tumbuhkan di bumi itu berbagai macam tumbuh-tumbuhan yang baik?” 

(Q.S Asy-Syu’ara: 7)  

 

Kalimat اوََلَمْ يَرَوْا اِلَى الْْرَْض menafsirkan bahwa sebagai manusia kita 

diperintahkan untuk memikirkan dan mempelajari bumi dengan memperluas 

pandangan dan pemikirannya. Pada tumbuh-tumbuhan terdapat bukti kebesaran 

Allah yang hanya akan disadari oleh orang-orang yang berfikir dan beriman (Al-

Maraghi, 2000). Kalimat بتَنَْا فيِْهَا  menunjukkan bahwa telah banyak tumbuhan كَمْ انَْْۢ

yang Allah ciptakan dengan jumlah tak terhingga, dimana tumbuhan tersebut 

merupakan tumbuhan yang baik ditunjukkan pada kalimat  ٍزَوْجٍ كَرِيْم (Shihab, 2002).
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Tumbuhan yang baik adalah tumbuhan yang bermanfaat bagi makhluk hidup. 

Pemanfaatan tersebut dapat dilakukan dengan meneliti kandungan suatu tumbuhan 

yang dapat dimanfaatkan untuk melindungi tubuh dari penyakit, salah satunya 

adalah petai cina (Leucaena leucocephala (Lamk.) de Wit.). 

Tanaman petai cina berpotensi sebagai antioksidan karena mengandung 

senyawa aktif yang dapat menangkal radikal bebas seperti fenol dan flavonoid 

(Rohmah, dkk., 2012). Aktivitas antioksidan daun petai cina dapat diuji 

menggunakan metode DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazil). Kelebihan metode 

DPPH adalah sederhana, mudah, dan cepat (Badarinath, dkk., 2010). Berdasarkan 

penelitian yang dilakukan oleh Maesaroh, dkk. (2018) yang menvariasikan metode 

pengujian antioksidan yakni DPPH, FRAP, dan FIC terhadap asam askorbat, asam 

galat, dan kuersetin menyatakan bahwa DPPH merupakan metode yang paling 

efektif dan efisien diantara 3 metode yang diujikan. 

Tahapan penting untuk mendapatkan senyawa antioksidan dari bahan alam 

adalah tahap ekstraksi. Senyawa aktif dapat terekstrak dengan pelarut yang 

memiliki sifat kepolaran yang sama. Selain jenis pelarut, senyawa aktif juga dapat 

terekstrak dengan metode ekstraksi yang sesuai (Ibrahim, dkk., 2020). Berdasarkan 

penelitian yang dilakukan oleh Audah, dkk. (2018) yang mengekstrak daun 

mangrove (Rhizophora Mucronata) dengan variasi metode didapatkan aktivitas 

antioksidan pada hasil maserasi lebih tinggi dari hasil sonikasi dengan nilai IC50 

berturut-turut 51,74 ppm dan 52,86 ppm. Namun, pada penelitian yang dilakukan 

oleh Hikmawanti, dkk. (2021) yang mengekstrak daun katuk dengan pelarut etanol 

menggunakan metode maserasi selama 24 jam menghasilkan nilai IC50 sebesar 

90,65 ppm sedangkan, metode sonikasi selama 45 menit menghasilkan aktivitas 
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antioksidan yang lebih tinggi dengan nilai IC50 sebesar 81,43 ppm. Oleh sebab itu 

diperlukan adanya variasi metode ekstraksi untuk mengetahui pengaruhnya 

terhadap aktivitas antioksidan. 

Senyawa organik umumnya terdiri dari glikon dan aglikon yang dihubungkan 

oleh ikatan glikosida. Senyawa metabolit sekunder termasuk dalam senyawa 

aglikon, oleh sebab itu perlu dilakukan proses pemecahan ikatan glikosida antar 

metabolit sekunder dengan senyawa lain melalui proses hidrolisis dengan 

penambahan katalis asam untuk mempercepat reaksi (Fasya, dkk., 2018). Penelitian 

(Khowas, 2021) menunjukkan bahwa hasil hidrolisis ekstrak etanol daun beluntas 

menggunakan metode sonikasi memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi 

dibandingkan dengan ekstrak tanpa hidrolisis, nilai IC50 berturut-turut 5,181 ppm 

dan 18,24 ppm. Selain hidrolisis, proses partisi juga dapat mempengaruhi aktivitas 

antioksidan. Penelitian Njateng, dkk. (2017) menyatakan bahwa ekstrak kasar kulit 

batang (Polyscias fulva) memiliki aktivitas antioksidan yang lebih tinggi dari fraksi 

etil asetatnya dengan nilai IC50 berturut-turut 84,86 ppm dan 93,65 ppm. Namun, 

penelitian yang dilakukan oleh Hasanah, dkk. (2017) menyatakan bahwa aktivitas 

antioksidan daun kopi (Arabica L.) pada fraksi etil asetat lebih tinggi dari ekstrak 

etanol dengan nilai IC50 28,2 ppm dan 39,7 ppm. Hal tersebut menunjukkan bahwa 

efek sinergis dapat terjadi pada ekstrak kasar juga fraksi, sehingga perlu dilakukan 

tahap partisi untuk melihat perbedaan hasil antara ekstrak kasar dan fraksi. 

Berdasarkan penjelasan diatas, dapat disimpulkan bahwa daun petai cina 

berpotensi sebagai penghasil antioksidan alami sehingga, perlu adanya pengujian 

aktivitas antioksidan dan skrining fitokimia. Tahapan penelitian ini meliputi 

ekstraksi daun petai cina menggunakan metode maserasi dan sonikasi dengan 
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pelarut etanol, dilanjutkan dengan proses hidrolisis dengan katalis HCl 2N dan 

partisi menggunakan pelarut etil asetat. Ekstrak kasar dan fraksi etil asetat akan 

diidentifikasi kandungan senyawa aktifnya menggunakan uji fitokimia, 

spektrofotometer UV-Vis, dan FTIR. Aktivitas antioksidan diuji menggunakan 

metode DPPH.  

 

1.2 Rumusan Masalah 

Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini adalah: 

1. Bagaimana hasil identifikasi senyawa aktif pada daun petai cina (Leucaena 

Leucocephala (Lamk. de Wit) hasil ekstraksi maserasi dan sonikasi 

menggunakan uji fitokimia? 

2. Bagaimana aktivitas antioksidan ekstrak kasar dan fraksi etil asetat hasil 

ekstraksi maserasi dan sonikasi daun petai cina (Leucaena Leucocephala 

(Lamk.) de Wit.) menggunakan metode DPPH? 

 

1.3 Tujuan 

Adapun tujuan dalam penelitian ini adalah: 

1. Untuk mengetahui hasil hasil identifikasi senyawa aktif pada daun petai cina 

(Leucaena Leucocephala (Lamk. de Wit) hasil ekstraksi maserasi dan 

sonikasi menggunakan uji fitokimia. 

2. Untuk mengetahui aktivitas antioksidan fraksi etil asetat daun petai cina 

(Leucaena Leucocephala (Lamk.) de Wit.) menggunakan metode DPPH hasil 

ekstraksi maserasi dan sonikasi. 
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1.4 Batasan Masalah 

Adapun batasan masalah dalam penelitian ini adalah: 

1. Sampel (Leucaena Leucocephala (Lamk.) de Wit.) yang digunakan adalah 

bagian daun yang diambil dari tangkai kelima, enam, dan tujuh teratas yang 

diperoleh dari Kelurahan Merjosari, Kecamatan Lowokwaru, Kota Malang. 

2. Pelarut yang digunakan adalah etanol p.a 96%. 

3. Metode ekstraksi yang digunakan adalah metode maserasi selama 24 jam dan 

sonikasi selama 20 menit.  

4. Hidrolisis ekstrak etanol menggunakan HCl 2N. 

5. Partisi menggunakan pelarut etil asetat. 

6. Metode yang digunakan pada uji aktivitas antioksidan adalah metode DPPH 

dengan menghitung nilai IC50. 

7. Metode yang digunakan pada identifikasi senyawa aktif yang terkandung 

adalah uji fitokimia. 

8. Identifkasi senyawa metabolit sekunder menggunakan spektrofotometer UV-

Vis dan FTIR. 

 

1.5 Manfaat 

Hasil dari penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi ilmiah 

mengenai kandungan senyawa metabolit sekunder melalui uji fitokimia, dan 

identifikasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan FTIR, serta aktivitas 

antioksidan daun petai cina (Leucaena Leucocephala (Lamk.) de Wit.) 

menggunakan metode DPPH. 
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BAB II 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Daun Petai Cina  

2.1.1 Morfologi dan Klasifikasi  

Daun petai cina (Leucaena leucocephala) (Lamk.) de Wit.) memiliki 

karakteristik majemuk dan berbentuk menyirip rangkap, siripnya berjumlah 3-10 

pasang. Anak daun tiap sirip berjumlah 5 - 20 pasang, berhadapan, bentuk garis 

memanjang dengan ujung runcing dan pangkal miring (tidak sama). permukaannya 

berambut halus dan tepinya berjumbai (Rivai, 2021). 

 

  

Gambar 2.1 Daun petai cina (Leucaena leucocephala (Lamk.) de Wit.) (Rivai, 

2021) 

 

Klasifikasi tanaman petai cina menurut Cronquist (1981) sebagai berikut: 

Kingdom : Plantae  

Divisi  : Magnoliophyta  

Kelas   : Magnoliopsida  

Ordo  : Fabales  

Famili   : Fabaceae  

Genus   : Leucaena  

Species  : Leucaena leucocephala (Lamk.) de Wit.
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2.1.2 Kandungan Senyawa Metabolit Sekunder Daun Petai Cina 

Daun petai cina mengandung alkaloid, saponin, lektin, flavonoid, tanin, 

mimosin, leukanin, protein, kalsium, fosfor, besi, asam lemak, serat, vitamin A dan 

vitamin B (Abriyani, 2018). Flavonoid merupakan salah satu zat aktif yang paling 

banyak terkandung dalam daun petai cina yakni sebesar 12,5% (Rohmah, dkk., 

2012). Flavonoid berfungsi sebagai penangkap serta penetral radikal bebas atau 

antioksidan (Dewi, dkk., 2014).  

 

2.2 Ekstraksi  

Pada penelitian ini akan dilakukan variasi metode ekstraksi, yaitu metode 

maserasi dan sonikasi. Hal tersebut bertujuan untuk mengetahui perbedaan 

golongan senyawa aktif dan aktivitas antiosidan dari metode ekstraksi yang berbeda 

pada daun petai cina. Selain itu, pemilihan pelarut dan waktu ekstraksi juga perlu 

dilakukan agar diperoleh hasil yang maksimal. 

Prinsip kerja dari metode maserasi adalah penembusan dinding sel oleh 

pelarut dimana terjadi proses lisis (pecah). Hal tersebut dipengaruhi adanya 

perbedaan konsentrasi antara larutan zat aktif di dalam sel dan di luar sel sehingga, 

zat aktif dalam sel akan terekstrak. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan 

oleh Aziz dan Anggarani (2021) diperoleh aktivitas antioksidan pada ekstrak etil 

asetat daun bawang kucai yaitu sebesar 563,1250 ppm, sementara itu pada ekstrak 

etanol 96% diperoleh sebesar 312,7957 ppm. Hal tersebut menandakan bahwa 

aktivitas antioksidan pada ekstrak etanol lebih tinggi dari ekstrak etil asetat. 

Narulita (2018) mengekstrak daun mangrove (Sonneratia caseolaris) dengan 

variasi waktu ekstraksi maserasi. Diperoleh nilai IC50 dengan waktu 24 jam sebesar 



8 

 

 

 

6,345 ppm, 48 jam sebesar 17,404, dan 72 jam sebesar 11,491 ppm. Hasil tersebut 

menyatakan bahwa variasi waktu 24 jam memiliki aktivitas antioksidan tertinggi. 

Berdasarkan hal tersebut, maka penelitian ini akan dilakukan ekstraksi maserasi 

menggunakan pelarut etanol dengan waktu 24 jam. 

Gelombang ultrasonik berasal dari sumber getaran (sonikator) yang akan 

menyebabkan perambatan gelombang pada perantara (pelarut) dan terjadi tegangan 

mekanik. Perambatan gelombang tersebut akan mengenai sampel dan menimbulkan 

efek kavitasi. Efek kavitasi ini merupakan proses pembentukan gelembung-

gelembung mikro yang disebabkan peningkatan tekanan pada ekstraksi akibat 

gelombang ultrasonik. Gelembung kavitasi tersebut akan memecah dinding sel dan 

pelarut akan berdifusi dalam sel sehingga, senyawa aktif yang terdapat didalam sel 

akan keluar dan terekstraksi (Torres, dkk., 2017), seperti pada gambar 2.2. 

 

 

Gambar 2.2 Proses Ekstraksi Sonikasi (Sirshat dkk, 2012) 

 

Penggunaan pelarut merupakan salah satu hal penting dalam ekstraksi bahan 

alam. Pada penelitian yang dilakukan (Saraswati, dkk., 2021) yang mengekestrak 

daun beluntas (Pluchea indica L.) menggunakan ekstraksi sonikasi dengan variasi 

pelarut. Dihasilkan nilai IC50 87,78 ppm pada pelarut etanol, 142,28 ppm pada 

pelarut aquades, 105,78 ppm pada pelarut metanol, dan 107,41 ppm pada pelarut. 
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Hal tersebut menandakan bahwa ekstrak dengan pelarut etanol memiliki aktivitas 

antioksidan tertinggi. Selain itu, waktu ekstraksi juga perlu dipertimbangkan. 

Handayani dan Sriherfyna (2016) melaporkan bahwa aktivitas antioksidan tertinggi 

pada hasil ekstraksi sonikasi daun sirsak (Annona muricata L.) selama 20 menit 

dengan nilai IC50 sebesar 15,62 ppm. Sedangkan variasi waktu 10 menit memiliki 

nilai IC50 18,82 dan variasi waktu 15 menit sebesar 16,72 ppm. 

 

2.3 Hidrolisis dan Partisi 

Proses hidrolisis penting dilakukan karena umumnya senyawa metabolit di 

alam memiliki ikatan glikosida antara metabolit sekunder (aglikon) dengan 

komponen gula (glikon) yang saling berikatan (Mardiyah, dkk., 2014). Proses 

hidrolisis dapat dilakukan dengan penambahan asam kuat, dimana suatu asam 

dikatakan kuat karena dapat dengan mudah melepaskan proton H+. Semakin banyak 

proton H+ yang terlepas maka ikatan glikosida akan semakin mudah terputus 

(Handoko, 2006). Penambahan asam kuat akan menyebabkan suasana asam, 

sehingga perlu dinetralkan. Penetralan tersebut dapat dilakukan dengan 

penambahan suatu basa seperti NaHCO3 5%. Selain itu, penetralan berfungsi untuk 

menghentikan reaksi hidrolisis agar glikon dan aglikon tidak berikatan kembali, 

karena reaksi tersebut bersifat reversible (Fasya, dkk., 2018) 

 

 

Gambar 2.3 Reaksi Hidrolisis Glikosida (Mardiyah dkk., 2014) 
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Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Auliawan dan Cahyono (2014)  

yang mengekstrak daun iler (Coleus scutellrioides). Diperoleh hasil ekstrak yang 

telah dihidrolisis dengan nilai IC50 724,32 ppm dan tanpa dihidrolisis dengan nilai 

IC50 735,67 ppm. Hal tersebut menandakan bahwa ekstrak yang telah dihidrolisis 

memiliki aktivitas antioksidan lebih tinggi dari ekstak yang belum dihidrolisis. 

Faktor yang berpengaruh terhadap hasil hidrolisis adalah katalis dan 

konsentrasi katalis. Artati, dkk. (2012)  menvariasikan katalis HCl dan H2SO4, serta 

konsentrasi katalis 1 N, 1,5 N, 2 N, 2,5 N, dan 3 N untuk mengetahui berat glukosa 

yang dihasilkan. Dari variasi konsentrasi tersebut, didapatkan hasil bahwa 

konsentrasi 2 N memiliki hasil terbaik. Katalis H2SO4 dengan konsentrasi 2N 

menghasilkan berat glukosa sebanyak 8,2 g, sedangkan katalis HCl dengan 

konsentrasi 2N mendapatkan hasil berat glukosa sebesar 9 g. Dari hasil penelitian 

tersebut dapat disimpulkan bahwa penggunaan HCl 2N merupakan katalis asam 

yang paling efektif. Oleh sebab itu, penelitian ini digunakan HCl 2N untuk 

mengoptimalkan proses hidrolisis. 

Hasil hidrolisis kemudian dipartisi untuk memisahkan golongan kandungan 

senyawa yang satu dengan golongan yang lainnya dari suatu. Prinsip partisi adalah 

pemisahan kimia berdasarkan perbedaan distribusi diantara dua fase pelarut yang 

tidak saling bercampur dengan tingkat kepolaran yang berbeda ekstrak (Khopkar, 

2007). Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Sannigrahi, dkk. (2010) 

mengenai potensi antioksidan Enhydra fluctuans Lour didapatkan hasil bahwa 

aktivitas antioksidan pada fraksi etil asetat lebih tinggi dari ekstrak kasar, dengan 

nilai IC50 berturut-turut 23,4 µg/mL dan 66,5 µg/mL. Nilai IC50 yang rendah pada 

fraksi etil asetat disebabakan oleh kandungan polifenol dan flavonoid yang tinggi, 



11 

 

 

 

hal tersebut dimungkinkan adanya tahap pemurnian. Kandungan senyawa aktif 

terbesar pada daun petai cina adalah tanin dengan presentase 13,34% dan flavonoid 

12,5% (Rohmah, dkk., 2012). Tanin dan flavonoid bersifat polar, namun beberapa 

turunan flavonoid bersifat semi-polar. Oleh sebab itu diperlukan pelarut yang 

bersifat semi-polar agar kedua senyawa tersebut dapat terekstrak. Pelarut yang 

dapat digunakan adalah etil asetat (Putri, dkk., 2013). 

 

2.4 Uji Fitokimia 

Uji fitokimia merupakan suatu uji kualitatif yang dilakukan untuk mendeteksi 

komponen bioaktif yang terkandung dalam metabolit sekunder. Selain itu, uji 

fitokimia juga dapat mendeteksi komponen bioaktif pada metabolit primer yang 

memberikan aktivitas biologis fungsional (Kannan dan Satyamoorthy, 2009). 

 

2.4.1 Uji Alkaloid  

Alkaloid adalah suatu golongan senyawa organik yang terbanyak ditemukan 

di alam. Hampir seluruh senyawa alkaloid berasal dari tumbuhan. Alkaloid 

mengandung paling sedikit satu atom nitrogen dan sebagian besar atom nitrogen ini 

merupakan bagian dari cincin heterosiklik (Lenny, 2006). Penggolongan alkaloid 

dilakukan berdasarkan sistem cincinnya, misalnya piridina, isokuinolina, dan 

tropana (Robinson, 1995).  

Pereaksi Mayer (kalium tetraiodomerkurat) dan pereaksi Dragendorff 

(kalium tetraiodobismutat) paling banyak digunakan untuk mendeteksi alkaloid 

karena pereaksi ini mengendapkan hampir semua alkaloid. Prinsip dari metode 

analisis ini adalah reaksi pengendapan yang terjadi karena adanya penggantian 
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ligan. Hasil positif alkaloid adalah terbentuknya endapan jingga pada penambahan 

pereaksi Dragendorff karena nitrogen digunakan untuk membentuk ikatan kovalen 

koordinasi dengan K+ yang merupakan ion logam. Seperti pada gambar 2.4. 

Sedangkan pada penambahan reagen Mayer akan terbentuk endapan putih 

kekuningan karena nitrogen pada alkaloid akan bereaksi dengan ion logam K+ dari 

kalium tetraiodomerkurat (II) membentuk kompleks kalium-alkaloid yang 

mengendap (Sangi, dkk., 2008). Reaksi pada alkaloid seperti pada gambar 2.5. 

 

 

Gambar 2.4 Reaksi Pada Uji Akaloid dengan Reagen Mayer (Marliana dkk., 

2005) 

 

 

Gambar 2.5 Reaksi Pada Uji Akaloid dengan Reagen Dragendorff Andhariani 

dkk., 2018) 
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Rahayu., dkk (2015) mengidentifikasi adanya alkaloid dalam ekstrak etanol 

daun petai cina. Hal tersebut ditandai pada saat pengujian menggunakan reagen 

Dragendorff terdapat endapan merah dan pada pereaksi Mayer terdapat endapan 

putih yang menandakan senyawa murni yang diperoleh.  

 

2.4.2 Uji Flavonoid  

Aktivitas sebagai antioksidan dimiliki oleh sebagian besar flavonoid 

disebabkan adanya gugus hidroksi fenolik dalam stuktur molekulnya. Ketika 

flavonoid bereaksi dengan radikal bebas akan membentuk radikal baru yang 

distabilisasi oleh efek resonansi inti aromatik (Cuvelier, dkk., 1994). Pengujian 

flavonoid dapat dilakukan dengan penambahan logam magnesium dan HCl pekat 

yang bertujuan untuk mereduksi inti benzopiron sehingga, terbentuk garam 

flavilium berwarna merah atau jingga (Robinson, 1995). Reaksi pada flavonoid 

seperti pada gambar 2.6. 

 

 

Gambar 2.6 Reaksi Pada Uji Flavonoid (Septyaningsih, 2010) 
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Rahayu, dkk. (2015) mengekstrak daun petai cina (Leucaena leucocephala) 

menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol. Hasil pengujian flavonoid 

menggunakan serbuk Mg dan HCl menunjukkan ekstrak daun petai cina positif 

mengandung flavonoid yang ditandai dengan perubahan warna larutan dari hijau 

menjadi merah. 

 

2.4.3 Uji Steroid dan Triterpenoid 

Senyawa steroid dapat diklasifikasikan menjadi steroid sederhana jika 

tersusun dari kurang dari 21 atom karbon dan steroid dengan atom karbon lebih dari 

21 seperti sterol, sapogenin, alkaloid steroid, glikosida jantung dan vitamin D 

(Hogiono, 1994) . Sedangkan triterpenoid sendiri merupakan komponen tumbuhan 

yang memiliki aroma dan dapat diisolasi dari bahan nabati dengan penyulingan 

sebagai minyak atsiri. Triterpenoid adalah senyawa yang tersusun dari 6 satuan 

isoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 asiklik yaitu 

skualena. Senyawa ini berstruktur siklik yang kebanyakan berupa alkohol, aldehida, 

atau asam karboksilat (Harborne, 1987) 

Pengujian steroid dan triterpenoid dilakukan dengan penambahan reagen 

Liebermann-Burchard (campuran antara asam asetat anhidrat, kloroform, dan 

H2SO4 pekat). Analisis ini didasarkan pada kemampuan senyawa terpenoid dan 

steroid membentuk warna oleh H2SO4 pekat. Hasil positif triterpenoid adalah 

terbentuknya cincin kecoklatan dan biru untuk analisis steroid (Sangi, dkk., 2008). 

Reaksi pada steroid dan triterpenoid seperti pada gambar 2.7. 
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Gambar 2.7 Reaksi Pada Uji Steroid dan Triterpenoid (senyawa fukosterol) 

(Burke, dkk., 1974) 

 

Sartinah, dkk. (2013) mengekstraksi daun petai cina menggunakan metode 

soxhletasi dengan pelarut washbenzene dan metanol selama 24 jam. Dilanjutkan 

dengan fraksinasi dan identifikasi menggunakan kromatografi lapis tipis. 

Berdasarkan ilusidasi struktur menggunakan UV-Vis, FTIR, 1H-NMR, dan GCMS 

didapatkan hasil bahwa daun petai cina mengandaung senyawa lupeol. Senyawa 

lupeol merupakan golongan senyawa triterpenoid (Muharni, 2010). 

 

2.4.4 Uji Saponin 

Saponin pada umumnya berbentuk glikosida sehingga bersifat polar dan 

merupakan senyawa aktif yang dapat menimbulkan busa jika dikocok dalam air. 

Busa yang terbentuk berasal dari misel yang memiliki gugus polar yang menghadap 

ke dalam dan non polar yang menghadap keluar. Keadaan inilah yang tampak 

seperti busa (Padmasari, dkk., 2013).  
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Analisis kandungan saponin dalam sampel dapat dilakukan dengan uji Forth 

yaitu dengan cara menambahkan 10 mL akuades pada sampel ke dalam tabung 

reaksi dan dikocok, jika terbentuk busa tetap (tidak hilang selama 30 detik), maka 

terdapat adanya kandungan saponin dalam sampel. Pembentukan busa tersebut 

disebabkan oleh adanya glikosida yang mempunyai kemampuan membentuk buih 

dalam air yang terhidrolisis menjadi glukosa dan senyawa lainnya (Rusdi, 1990). 

Reaksi pada saponin seperti pada gambar 2.7. 

 

 

Gambar 2.7 Reaksi Pada Uji Saponin (Illing dkk., 2017) 

 

Pertiwi, dkk. (2014) mengisolasi saponin dari daun petai cina (Leucaena 

leucocephala (Lamk.) de Wit.) menggunakan pelarut n-hexana dengan metode 

soxhletasi selama 24 jam, dilajutkan dengan fraksinasi dan diidentifikasi 

menggunakan kromatografi lapis tipis. Hasil penelitian menyebutkan bahwa isolat 

saponin daun petai cina sebesar 16,50 g atau 6,74%.  

 

2.4.5 Uji Tanin  

Tanin merupakan senyawa umum yang terdapat dalam tumbuhan 

berpembuluh, memiliki gugus fenol, memiliki rasa sepat dan mampu menyamak 

kulit karena kemampuannya menyambung silang protein. Jika bereaksi dengan 
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protein membentuk kopolimer mantap yang tidak larut dalam air. Tanin termasuk 

golongan fenolik yang mengandung kerangka cincin aromatik yang mengandung 

gugus hidroksil (-OH) (Mustikasari dan Ariyani, 2008).  

Pengujian tanin dapat dilakukan dengan pemanasan sampel dan diteteskan 

larutan FeCl3 1%. Penambahan larutan FeCl3 1% sendiri bertujuan untuk 

mendeteksi adanya gugus fenol dalam sampel. Adanya gugus fenol ditunjukkan 

dengan warna hijau kehitaman atau biru tua. Ergina., dkk. (2014) mengekstrak daun 

palado dengan pelarut etanol dan didapatkan hasil terbentuknya warna larutan hijau 

kebiruan yang menandakan terbentuknya senyawa kompleks antara tanin dan Fe3+ 

yang memberikan indikasi perubahan warna hijau, merah, ungu, biru atau hitam 

yang kuat. Oleh sebab itu, apabila uji fitokimia dengan FeCl3 memberikan hasil 

positif dimungkinkan dalam sampel terdapat senyawa fenol dan dimungkinkan 

salah satunya adalah tanin karena tanin merupakan senyawa polifenol (Harborne, 

1987). Reaksi pada tanin seperti pada gambar 2.8. 

 

 

Gambar 2.8 Dugaan Reaksi Pada Uji Tanin (Datu dkk., 2021) 

 

Berdasarkan penelitian Rahayu., dkk. (2021) yang mengekstrak daun petai 

cina dengan etanol 96% menggunakan metode maserasi. Diperoleh kandungan 

tanin pada eksrak kasar daun petai cina. Hal tersebut ditandai dengan perubahan 
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warna sebelum ditetesi besi (III) dari kuning menjadi hitam keunguan. Penambahan 

ekstrak dengan FeCl3 1% dalam air menimbulkan warna hijau atau hitam yang kuat.  

 

2.5 Identifikasi Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA) 

KLTA digunakan untuk melakukan penegasan hasil skrinning fitokimia dan 

memastikan kandungan senyawa pada suatu sampel. Selain itu, dapat berfungsi 

sebagai tahap penentuan eluen terbaik yang akan digunakan untuk pemisahan lebih 

lanjut (Forestryana dan Arnida, 2020). Eluen terbaik dapat memisahkan senyawa 

dengan parameter banyaknya noda yang terpisah, berbentuk bulat dan tidak 

berekor, serta jarak antara noda jelas. Noda tersebut dapat terpisah berdasarkan 

tingkat kepolaran (Harborne, 1987). Pemisahan pada KLT terjadi karena 

kemampuan fase diam dan fase gerak untuk mengikat komponen yang disebabkan 

oleh perbedaan tingkat kepolaran. Komponen yang memiliki polaritas yang sama 

dengan fase diam (polar) akan berinteraksi lebih kuat yang mengakibatkan 

tertahannya komponen oleh fase diam. Sedangkan komponen yang memiliki 

polaritas yang sama dengan fasa gerak (non polar) akan terelusi oleh fasa gerak.  

Data yang diperoleh berupa nilai Rf dan warna noda pada kromatogram 

sebagai hasil elusi pada lempeng KLT. Data tersebut dapat memberikan informasi 

mengenai identitas dugaan senyawa pada sampel. Nilai Rf yang diperoleh 

menunjukkan perbedaan sifat senyawa berdasarkan perbedaan kepolarannya. 

Senyawa yang mempunyai Rf lebih besar menunjukkan tingkat kepolaran yang 

rendah dan sebaliknya.  Senyawa yang lebih polar akan tertahan pada fasa diam 

sehingga, menghasilkan nilai Rf yang rendah. Hal tersebut dikarenakan fasa diam 

bersifat polar (Gandjar dan Rohman, 2007).  
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2.6 Identifikasi Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis 

Spektrofotometer UV-Vis adalah salah satu jenis instrumen yang 

menggunakan sumber radiasi elektromagnetik ultra violet dekat (190 - 380 nm) dan 

sinar tampak (380 - 780 nm). Spektrofotometer UV-vis dapat memberikan 

informasi mengenai senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam sampel 

melalui spektrum yang terbentuk. Spektrum khas Flavonoid terdiri dari dua 

spektrum, rentang 240 – 285 nm pada pita II dan 300 – 550 nm pada pita I 

(Markham, 1988), alkaloid pada rentang 270-285 nm (Pramita, dkk., 2013), 

spektrum steroid atau triterpenoid pada panjang gelombang 202 nm (Jayanti, dkk., 

2019), dan saponin pada rentang panjang gelombang 210-215 nm (Tsani, 2020). 

 

 

Gambar 2.9 Identifikasi daun petai cina menggunakan spektrofotometer UV-Vis 

(Ikhmal, dkk., 2019) 

 

Berdasarkan gambar 2.4 menunjukkan adanya panjang gelombang 

maksimum pada 268 nm yang menandakan kandungan flavonoid pada ekstrak 

etanol daun petai cina (Ikhmal, dkk., 2019). Serapan pada daerah tersebut 

merupakan kromofor yang memberikan transisi π → π* (Suhendi, dkk., 2011). 

Terdapat derapan pada 665 yang merupakan panjang gelombang dari pigmen 

klorofil (Sastrohamidjojo, 1991). 
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2.7 Identifikasi Menggunakan FTIR (Fourier Transform Infra Red) 

FTIR merupakan suatu metode analisis yang digunakan untuk karakterisasi 

polimer dan gugus fungsi dengan cara menentukan dan merekam hasil spektra 

residu dengan serapan energi oleh molekul organik dalam sinar infra merah. Prinsip 

metode ini didasarkan pada interaksi antara radiasi infra merah dengan materi 

(interaksi atom atau molekul dengan radiasi elektromagnetik). Interaksi ini berupa 

absorbansi pada frekuensi atau panjang gelombang tertentu yang berhubungan 

dengan energi transisi antara berbagai keadaan energi vibrasi, rotasi, dan molekul. 

Radiasi infra merah yang penting dalam penentuan struktur atau analisis gugus 

fungsi terletak pada 650 cm-1 – 4000 cm-1 (Rahmatullah dan Putro, 2016).  

 

Gambar 2.10 Identifikasi daun petai cina dengan FTIR (Ikhmal dkk., 2019) 

 

Berdasarkan gambar 2.5 menunjukkan adanya serapan kuat dan lebar pada 

3368,86 cm-1 yang mengindikasikan adanya gugus (-OH) golongan alkohol dan 

serapan kuat pada 2975,16 cm-1 yang merupakan gugus (-OH) golongan asam 

karboksilat. Terdapat serapan kuat pada 1647,21 cm-1 yang merupakan C=C 

stretching dan serapan medium pada 1383,31 cm-1 dan 1043,49 cm-1 yang 

merupakan C-H bending dan C-N stretching (Ikhmal, dkk., 2019).  
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Sartinah, dkk. (2013) mengungkapkan bahwa spektra IR hasil isolasi daun 

petai cina menunjukkan serapan kuat (strong) pada 3409,4 cm-1 yang merupakan 

pita uluran OH mengidikasikan adanya gugus (-OH) dan diperkuat dengan adanya 

pita serapan sedang (moderat) pada 1082,3 cm-1 yang menunjukkan ikatan C-O dan 

serapan yang lemah (weak) pada 1285,3 cm-1. Vibrasi C-H luar bidang tak jenuh 

ditunjukkan pada 904 cm-1, sedangkan serapan pada 1575 cm-1 merupakan vibrasi 

ikatan rangkap C=C tak terkonjugasi. Vibrasi stretching dan bending dari metil 

(CH3) ditunjukkan pada 2928,2. Serapan pada 2854,3 cm-1 menunjukkan adanya 

CH bending yang merupakan hidrokarbon alifatik siklik (lingkar) dan dipertegas 

adanya serapan pada daerah 1416,4 cm-1 untuk metilen dan 1385,0 cm-1 untuk metil. 

 

2.8 Antioksidan dan Uji Aktivitasnya Menggunakan Metode DPPH 

Secara umum antioksidan digolongkan menjadi dua jenis, berdasarkan 

sumbernya yaitu antioksidan sintetik (hasil sintesis) dan antioksidan alami (hasil 

ekstraksi bahan alam). Suatu tanaman dapat memiliki aktivitas antioksidan apabila 

mengandung persenyawaan yang mampu menangkal radikal bebas (Rohmah, dkk., 

2012). Daun petai cina memiliki kandungan senyawa aktif berupa alkaloid, 

flavonoid, tanin, saponin, steroid, dan triterpenoid (Abriyani, 2018).   

Senyawa DPPH adalah radikal yang distabilkan oleh delokalisasi elektron 

bebas secara menyeluruh dan menyebabkan DPPH tidak mudah membentuk dimer 

(Kwon dan Kim, 2003). Metode DPPH dipilih karena sederhana, mudah, cepat, dan 

memerlukan sedikit sampel. Hasil pengukuran dengan metode DPPH menunjukkan 

kemampuan antioksidan sampel secara umum, tidak berdasar jenis radikal yang 

dihambat (Juniarti, dkk., 2009).  
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Gambar 2.11 Reaksi DPPH dengan antioksidan (Pasaribu dan Setyawati, 2011) 

 

Larutan DPPH berperan sebagai radikal bebas yang akan bereaksi dengan 

antioksidan melalui mekanisme donasi atom hidrogen sehingga, DPPH akan 

berubah menjadi DPPH tereduksi yang bersifat non-radikal. Peningkatan jumlah 

DPPH tereduksi tersebut akan ditandai dengan perubahan warna ungu menjadi 

merah muda atau kuning pucat. Analisis tersebut dapat diamati menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 517 nm sehingga, aktivitas 

peredaman radikal bebas oleh sampel dapat ditentukan (Molyneux, 2004).  

Parameter yang dapat digunakan untuk menyatakan aktvitas antioksidan 

adalah IC50 (inhibition concentration).  IC50 merupakan konsentrasi larutan substrat 

atau sampel yang mampu mereduksi aktivitas DPPH sebesar 50%. Semakin kecil 

nilai IC50 maka semakin tinggi aktivitas antioksidan. Secara spesifik suatu senyawa 

dikatakan sebagai antioksidan sangat kuat jika nilai IC50 bernilai kurang dari 50 

ppm, kuat jika bernilai 50-100 ppm, sedang jika bernilai 100-150 ppm, dan lemah 

jika bernilai lebih dari 150 ppm (Mardawati dkk., 2008). Berdasarkan penelitian 

yang dilakukan oleh Fahrurrozi (2021) menyebutkan aktivitas antioksidan ekstrak 

etanol daun petai cina menggunakan metode DPPH diperoleh nilai IC50 sebesar 

86,25 ppm. Oleh sebab itu, daun petai cina dapat dikategorikan sebagai sumber 

antioksidan yang kuat. 
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BAB III 

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian  

Penelitian ini dilakukan pada bulan Juli - September 2022 di Laboratorium 

Kimia Organik Program Studi Kimia Fakultas Sains dan Teknologi Universitas 

Islam Negeri Maulana Malik Ibrahim Malang.  

 

3.2 Alat dan Bahan  

3.2.1 Alat  

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini adalah: pipet tetes, pipet ukur, 

pipet volume, tabung reaksi, gelas kimia, erlenmeyer, corong pisah, labu ukur, 

batang pengaduk, neraca analitik, spatula, shaker, sonikator, corong Buchner, 

kertas saring, rotary evaporator, botol asi, magnetic stirrer, penangas air, plat KLT 

G60F254, pipa kapiler, botol vial, vortex, inkubator, spektofotometer UV-Vis (varian 

carry 50), dan FTIR (Merk varian 1000 FTIR Scimitar Series).  

 

3.2.2 Bahan  

Bahan yang akan diuji pada penelitian ini yaitu daun petai cina (Leucaena 

Leucocephala (Lamk.) de Wit) dan pelarut etanol p.a. 96%. Bahan lainnya yaitu 

aquades, Na2CO3, HCl 2 N untuk hidrolisis, etil asetat untuk partisi, reagen 

Dragendorff, reagen Mayer, HCl 37 %, serbuk magnesium, asam asetat anhidrat 

H2SO4 pekat, dan FeCl3 1% untuk uji fitokimia. n-heksana, etil asetat, n-butanol, 

asam asetat, akuades, kloroform, metanol untuk KLTA. Serta DPPH (1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil) dan etanol untuk uji aktivitas antioksidan.
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3.3 Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksploratif laboratorik yang bertujuan 

untuk untuk mengetahui kandungan kimia dan aktivitas antioksidan sampel daun 

petai cina (Leucaena Leucocephala (Lamk.) de Wit.) yang diperoleh dari wilayah 

Kelurahan Merjosari, Kecamatan Lowokwaru, Kota Malang. Tahap pertama yaitu 

pengambilan sampel daun. Kemudian sampel disortasi basah dan dicuci, kemudian 

dilakukan pengeringan sampel dengan oven pada suhu 50℃ selama ±6 jam, 

dilanjutkan proses sortasi kering. Kemudian sampel kering dihaluskan di UPT 

Materia Medica Batu. Simplisia yang diperoleh diekstraksi dengan metode 

maserasi dan sonikasi menggunakan pelarut etanol p.a. 96%. Hasil ekstraksi akan 

dievaporasi menggunakan rotary evaporator untuk mendapatkan ekstrak pekat 

masing-masing sampel, setelah itu dilakukan hidrolisis. 

Hasil hidrolisis dilanjutkan dengan proses partisi dengan penambahan pelarut 

etil asetat. Ekstrak kasar dan fraksi etil asetat diuji fitokimia, KLTA, karakterisasi, 

dan aktivitas antioksidannya. Uji fitokimia terdiri dari uji alkaloid, flavonoid, 

steroid, triterpenoid, saponin, dan tanin. KLTA dilakukan dengan variasi eluen. 

Kemudian dikarakterisasi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang 

gelombang 200-800 nm dan FTIR pada bilangan gelombang 4000 – 450 cm-1.  

 

3.4 Tahapan Penelitian 

Penelitian ini dilakukan dengan tahapan-tahapan sebagai berikut:  

1. Preparasi sampel daun petai cina 

2. Ekstraksi sampel dengan variasi metode yaitu maserasi dan sonikasi 

menggunakan pelarut etanol p.a. 96% 
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3. Hidrolisis dan Partisi 

4. Uji fitokimia daun petai cina 

5. Identifikasi menggunakan kromatografi lapis tipis analitik (KLTA) 

6. Identifikasi dengan spektrofotometer UV-Vis 

7. Identifikasi dengan FTIR 

8. Pengujian antioksidan menggunakan metode DPPH 

9. Analisis data 

 

3.5 Pelaksanaan Penelitian  

3.5.1 Preparasi Sampel (Rianti, dkk., 2018) 

Sampel yang digunakan pada penelitian ini adalah daun petai cina. Bagian 

daun dari tangkai kelima, enam, dan tujuh teratas dipetik, selanjutnya disortasi 

basah dan dicuci dengan air mengalir hingga bersih. Sampel dikeringkan dengan 

oven pada suhu 45℃ selama ±6 jam, dilanjutkan dengan sortasi kering. Kemudian 

dilakukan preparasi sampel kering di UPT. Materia Medica Batu. 

 

3.5.2 Ekstraksi  

3.5.2.1 Metode Maserasi (Lathifah, 2018) 

Sebanyak 30 g serbuk daun kering dimasukkan kedalam erlenmeyer, dan 

ditambahkan 300 mL pelarut etanol 96%. Kemudian ditutup dengan aluminium 

foil. Sampel diaduk dengan shaker dengan kecepatan 150 rpm (rotation per 

minutes) dan didiamkan selama 24 jam pada suhu ruang. Larutan ekstrak disaring 

menggunakan corong Buchner. Selanjutnya filtrat dievaporasi dengan rotary 

evaporator dengan tekanan 100 mbar, temperatur 45℃, dan putaran 600 rpm 

Ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang dan dIhitung rendemennya dengan 

persamaan 3.1. 
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Rendemen =
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑒𝑘𝑠𝑡𝑟𝑎𝑘

𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙
𝑥100%...................................... (3.1) 

 

3.5.2.2 Metode Sonikasi (Hendryani, dkk., 2015) 

Sebanyak 30 g serbuk daun kering dimasukkan kedalam erlenmeyer, 

ditambahkan pelarut etanol 96% sebanyak 300 mL. Kemudian ditutup dengan 

alumunium foil dan diekstraksi menggunakan sonikator masing-masing dengan 

frekuensi 42 kHz selama 20 menit pada suhu 45℃. Kemudian disaring hasil 

ekstraksi ultrasonik menggunakan corong Buchner. Filtrat yang di dapat adalah 

ekstrak kasar daun petai cina. Selanjutnya, filtrat dievaporasi dengan rotary vacuum 

evaporator dengan tekanan 100 mbar, temperatur 40ºC dan putaran 100 rpm. 

Ekstrak pekat yang diperoleh ditimbang dan dihitung randemennya dengan 

persamaan 3.1. 

 

3.5.3 Hidrolisis dan Partisi (Fasya, dkk., 2018) 

Sebanyak 2 g ekstrak pekat etanol daun petai cina dimasukkan ke dalam 

beaker glass. Kemudian dihidrolisis dengan menambahkan 4 mL asam klorida 

(HCl) 2 N ke dalam ekstrak pekat. Hidrolisis dilakukan selama 1 jam menggunakan 

magnetic stirer hot plate pada suhu ruang dan ditambahkan natrium bikarbonat 

(NaHCO3) 5% hingga pH netral. Hidrolisat yang diperoleh dipartisi menggunakan 

pelarut etil asetat dengan perbandingan 1:5 (sampel: etil asetat), kemudian dikocok 

selama 15 menit dan didiamkan sampai terbentuk dua lapisan yaitu fasa organik 

(atas) dan fasa air (bawah). Dipisahkan masing-masing lapisan yang terbentuk. 

Dimasukkan kembali fasa air ke dalam beaker glass dan ditambahkan etil asetat 5 
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mL. Proses partisi dilakukan sebanyak 3 kali. Lapisan organik diuapkan pelarutnya 

menggunakan rotary evaporator. Fraksi yang sudah pekat dihitung dan ditimbang 

rendemennya menggunakan persamaan 3.1 

 

3.5.4 Pengujian senyawa aktif pada sampel 

3.5.4.1 Uji Alkaloid (Rahayu, dkk., 2015) 

Sedikit sampel dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi lalu dilarutkan dengan 

etanol. Ditambahkan HCl 2%. Tabung reaksi 1 ditambahkan 2 tetes reagen 

Dragendorff. Tabung reaksi 2 ditambahkan 2 tetes reagen Mayer. Jika dengan 

reagen Dragendorff terjadi endapan coklat maka sampel tersebut mengandung 

alkaloid. Jika dengan reagen Mayer terbentuk endapan menggumpal berwarna putih 

atau kuning yang larut dalam metanol maka ada kemungkinan terdapat alkaloid. 

 

3.5.4.2 Uji Flavonoid (Rahayu, dkk., 2015) 

Sedikit sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu dilarutkan dalam 

etanol. Kemudian ditambahkan 1-3 mL metanol panas 50%, 500 mg serbuk 

magnesium, dan 2-4 tetes HCl pekat. Kemudian campuran dikocok. Terbentuknya 

warna hijau, kuning, atau jingga menunjukkan adanya kandungan flavonoid. 

 

3.5.4.3 Uji Steroid dan Triterpenoid (Rahayu, dkk., 2015) 

Sedikit sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu dilarutkan dalam 

etanol. Kemudian ditambahkan dengan 0,5 mL kloroform, 0,5 mL asam asetat 

anhidrat, dan 1-2 mL asam sulfat pekat. Apabila terbentuk wama biru atau hijau 

menunjukkan senyawa steroid dan terbentuknya warna merah atau ungu 

menunjukkan senyawa triterpenoid. 
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3.5.4.4 Uji Saponin (Rahayu, dkk., 2015) 

Sedikit sampel dimasukkan dalam tabung reaksi, lalu dilarutkan dalam 

etanol. Kemudian ditambahkan 2 mL air. Kemudian larutan dikocok kuat selama 1 

menit, jika terbentuk buih tambahkan HCl 1N, kemudian diamkan selama 10 menit. 

Jika terdapat busa yang stabil menunjukkan adanya kandungan saponin. 

 

3.5.4.5 Uji Tanin (Marlinda, dkk., 2012) 

Sedikit sampel dimasukkan dalam tabung reaksi dan dilarutkan dalam etanol. 

Kemudian ditambahkan beberapa tetes FeCl3 1%. Jika terbentuk warna cokelat 

kehijauan atau biru kehitaman maka positif mengandung tanin. 

 

3.5.5 Identifikasi Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA) 

(Forestryana dan Arnida, 2020). 

Sampel ditotolkan pada jarak 1 cm dari tepi bawah lempeng KLT dengan pipa 

kapiler, kemudian dielusi dengan fase gerak berupa: n-heksan:  

1. etil asetat dibuat dalam perbandingan 8:2; 7:3; dan 6:4 

2. n-Butanol: asam asetat: aquades (BAA) perbandingan 4:1:5 

3. Kloroform: metanol dalam perbandingan (9: 1).  

Noda yang terbentuk diamati di bawah sinar UV dengan panjang gelombang 254 

dan 366 nm. Dilihat warna noda dan dihitung nilai Rf dengan persamaan 3.2.  

Nilai Rf =
𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑛𝑜𝑑𝑎

𝐽𝑎𝑟𝑎𝑘 𝑦𝑎𝑛𝑔 𝑑𝑖𝑡𝑒𝑚𝑝𝑢ℎ 𝑓𝑎𝑠𝑎 𝑔𝑒𝑟𝑎𝑘
...................................... (3.2) 

 

3.5.6 Identifikasi dengan Spektrofotometer UV-Vis (Maharani, dkk., 2016) 

Sampel dilarutkan pada etanol dengan konsentrasi 50 ppm sebanyak 5 mL. 

Selanjutnya dimasukkan kedalam kuvet dan diukur panjang gelombang 
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maksimumnya menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada rentang panjang 

gelombang 200-800 nm. 

 

3.5.7 Identifikasi dengan FTIR (Ikhmal, dkk., 2019) 

Sampel dicampurkan dengan KBr. Selanjutnya campuran dihomogenkan 

pada mortar agat dan dibuat pelet. Pelet yang dibuat yang diidentifikasi gugus 

senyawanya dengan spektrofotometer FTIR pada bilangan gelombang 4000 - 450 

cm-1. 

 

3.5.8 Pengukuran Aktivitas Antioksidan Menggunakan DPPH 

3.5.8.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum (Rahayu, dkk., 2015) 

Larutan DPPH 0,2 mM dipipet 1 mL dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

tutup dan ditambahkan pelarut etanol sebanyak 3 mL. Larutan divortex selama 2 

menit dan diinkubasi selama 30 menit pada suhu 37 ºC, kemudian dicari λmaks 

larutan menggunakan spektrofotometer UV-Vis dan dicatat λmaks hasil pengukuran. 

Larutan tersebut juga berfungsi sebagai control. 

 

3.5.8.2 Pengukuran Aktivitas Antioksidan Pada Sampel (Rahayu, dkk., 2015) 

Pengukuran aktivitas antioksidan diawali dengan membuat absorbansi 

kontrol dari larutan yang telah dibuat. Larutan yang diperoleh dimasukkan dalam 

kuvet. Kemudian diukur absorbansinya dengan spektrofotometer UV-Vis pada 

λmaks yang telah diperoleh pada tahap sebelumnya. 

Sampel dilarutkan dalam etanol 96% dengan konsentrasi 5, 10, 15, 20, dan 

25 ppm pada botol vial, kemudian divortex selama 1 menit. Dipipet masing-masing 

ekstrak sebanyak 3 mL dan dimasukkan kedalam tabung reaksi tutup, setelah itu 
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ditambahkan DPPH 0,2 mM sebanyak 1 mL. Perbandingan larutan DPPH 0,2 mM 

dan ekstrak yang dilarutkan adalah 1:3. Setelah itu divortex selama 2 menit dan 

diinkubasi dengan suhu 37 ºC selama 30 menit. Kemampuan untuk meredam 

radikal bebas DPPH dihitung dengan menggunakan persamaan 3.3. 

 

% aktivitas antioksidan = 
𝐴0 − 𝐴1

𝐴0
𝑥100% ……………………….(3.3) 

 

Keterangan  A0 = Absorbansi kontrol 

A1 = Absorbansi DPPH sisa yang tidak bereaksi dengan sampel 

 

Selanjutnya masing-masing sampel dihitung nilai IC50 menggunakan data yang 

diperoleh pada program “Microsoft Excel”. 

 

3.5.9 Analisis Data (Rahmayani, dkk., 2013) 

Analisis data pada penelitian ini dilakukan dengan menghitung % inhibisi. 

Nilai konsentrasi sampel ekstrak dan persen inhibisinya diplot masing-masing pada 

sumbu x dan y sehingga diperoleh persamaan regresi linear, dari persamaan tersebut 

dapat digunakan untuk mencari nilai IC50 dari masing-masing sampel. Pada analisis 

statistik dilakukan uji varian Two Way ANOVA untuk mengetahui pengaruh metode 

ekstraksi dan tingkat kemurnian sampel terhadap aktivitas antioksidannya.  
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BAB IV 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1 Preparasi Sampel 

Preparasi sampel bertujuan untuk meminimalkan adanya kontaminan dan 

mencapai kondisi standar layak uji sehingga, hasil analisa akurat dan presisi. Daun 

diambil pada bagian 4 tangkai dari pucuk dan 3 tangkai dari pangkal dengan asumsi 

bahwa kandungan zat aktif pada daun dalam keadaan maksimal. Daun yang dipilih 

berasal dari tangkai yang sehat, utuh (tidak berlubang karena dimakan hama), dan 

berwarna hijau. Sebelum dilakukan analisis, sampel diuji taksonomi terlebih dahulu 

yang bertujuan untuk mengetahui identitas tanaman yang akan di uji (Mugitasari 

dan Rahmawati, 2020). Berdasarkan hasil uji taksonomi yang dilakukan di UPT. 

Materia Medica Batu menyatakan bahwa sampel memiliki nama latin (Leucaena 

leucocephala (Lamk.) de Wit).  

Preprasi sampel daun petai cina pada penelitian ini diawali dengan sortasi 

kering yang bertujuan untuk memperoleh daun yang layak seperti berwarna hijau 

tua dan tidak termakan oleh serangga, dilanjutkan dengan pencucian yang berfungsi 

untuk menghilangkan pengotor yang melekat pada daun. Tahap berikutnya 

dilakukan pengeringan untuk mengurangi kadar air pada sampel, menghentikan 

reaksi enzimatik, dan mencegah pertumbuhan mikroorganisme sehingga, tahan 

lama pada proses penyimpanan, dilanjutkan proses penghalusan sampel yang 

bertujuan untuk memperluas permukaan sehingga, kontak antara sampel dengan 

pelarut pada saat ekstraksi berjalan secara maksimal dan membantu proses 

pemecahan dinding sel agar menghasilkan jumlah ekstrak yang cukup besar. Hasil
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pengeringan 1,03 kg sampel basah menghasilkan 360 g serbuk daun petai cina 

berwarna hijau. Tahapan terakhir yakni uji kadar air menggunakan moisture 

analyzer dan diperoleh kadar air sebesar 7,6%. 

 

4.2 Ekstraksi Maserasi dan Sonikasi 

Ekstraksi dilakukan untuk memisahkan kandungan metabolit sekunder dari 

campurannya menggunakan pelarut yang sesuai. Pada penelitian ini dilakukan 

variasi metode ekstraksi yakni maserasi dan sonikasi. Ekstrak kasar hasil maserasi 

dan sonikasi menghasilkan ekstrak berwarna hijau tua. Warna hijau yang terdapat 

dalam daun petai cina berasal dari pigmen klorofil yang terkandung didalamnya. 

Klorofil adalah pigmen berwarna hijau yang terdapat dalam kloroplas pada jaringan 

parenkim palisade dan parenkim spons daun. Pada tumbuhan tingkat tinggi, klorofil 

a dan klorofil b merupakan pigmen utama fotosintetik, yang berperan menyerap 

cahaya violet, biru, merah dan memantulkan cahaya hijau (Sumenda, 2011). 

Ekstrak yang dihasilkan memiliki tekstur kental dan lengket, serta beraroma khas 

daun petai cina. 

Pada tahap ini dilakukan perhitungan rendemen sampel yang bertujuan untuk 

mengetahui banyaknya ekstrak yang diperoleh selama proses ekstraksi. Ekstraksi 

dengan metode maserasi menghasilkan rendemen lebih tinggi dari metode sonikasi 

yakni 14,2%. Hal tersebut dapat dipengaruhi oleh waktu ekstraksi. Semakin lama 

sampel dengan pelarut bereaksi maka proses penetrasi pelarut kedalam sel semakin 

baik dan menyebabkan banyak senyawa berdifusi keluar sel (terekstrak), hal 

tersebut berpengaruh terhadap tingginya rendemen yang diperoleh (Yulianti, dkk., 

2014). (Utami, dkk., 2020) mengekstrak daun iler menggunakan pelarut etanol 
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dengan variasi metode ekstraksi. Diperoleh rendemen ekstrak dengan metode 

maserasi lebih tinggi dari rendemen ekstrak dengan metode sonikasi dengan nilai 

rendemen berturut-turut adalah 27,5107% dan 24,2616%. 

 

4.3 Hidrolisis dan Partisi 

Hidrolisis merupakan suatu proses yang dilakukan untuk memutus ikatan 

glikosida. Pada penelitian ini dilakukan dengan penambahan katalis HCl 2N yang 

memberikan suasana asam. Kemudian ditambahkan NaHCO3 5% untuk 

menghentikan reaksi hidrolisis yang ditandai adanya suasana netral (pH 7) dan 

terbentuknya gelembung-gelembung CO2.  

Hidrolisat yang diperoleh kemudian dilakukan pemisahan lebih lanjut 

dengan partisi guna untuk melarutkan senyawa aktif yang lebih spesifik sesuai 

dengan pelarutnya (Fasya, dkk., 2018).  Pada penelitian ini digunakan etil asetat 

sebagai pelarut partisi. Alasan pemilihan etil asetat karena daun petai cina paling 

banyak mengandung senyawa tanin sebanyak 13,34% dan flavonoid sebanyak 

12,5% yang memiliki sifat kepolaran yang tinggi (Rohmah, dkk., 2016). Etil asetat 

yang bersifat semi polar diharapkan dapat menarik kedua senyawa tersebut. 

Hasil partisi akan membentuk dua lapisan yang tidak bercampur. 

Pembentukan lapisan tersebut diakibatkan oleh adanya perbedaan berat jenis 

masing-masing pelarut. Etil asetat memiliki berat jenis sebesar 0,902 g/mL dan air 

sebesar 1 g/mL (Mulyono, 2006). Dua lapisan tersebut merupakan fasa organik 

(lapisan atas) dan fasa air (lapisan bawah) yang masing-masing akan mengekstrak 

senyawa yang berbeda. Aglikon (metabolit sekunder) akan terekstrak ke fasa 

organik dan glikon (gula) akan terekstrak ke fasa air (Fasya, dkk., 2018). 
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Proses partisi menghasilkan fraksi berwarna coklat kehitaman. Klorofil yang 

sebelumnya terdapat pada ekstrak kasar dimungkinkan telah terdegradasi oleh 

adanya penambahan asam saat proses hidrolisis. Menurut Indrasti., dkk. (2019) 

asam menyebabkan perubahan pada struktur klorofil karena kehilangan atom Mg 

dan membentuk senyawa turunan feofitin yang tidak lagi berwarna hijau.   

Rendemen fraksi etil asetat hasil maserasi lebih tinggi dari hasil sonikasi, 

dalam artian metode maserasi lebih banyak mengekstrak senyawa metabolit 

sekunder. Sebagaimana yang dilaporkan (Harborne, 1987) bahwa tingginya 

senyawa aktif yang terdapat pada suatu sampel ditunjukkan dengan tingginya 

jumlah rendemen yang dihasilkan. Ketika dilakukan tahap pemisahan, senyawa 

tersebut terekstrak pada fasa organik sehingga dapat menghasilkan rendemen yang 

lebih tinggi. Sedangkan pada metode sonikasi dimungkinkan lebih banyak 

mengekstrak komponen selain metabolit sekunder seperti beberapa jenis gula, 

glikosida, dan karbohidrat yang memiliki struktur kompleks dengan berat molekul 

tinggi dan larut terhadap air (Hasnaeni, dkk., 2019) sehingga, fasa organik yang 

diperoleh lebih sedikit daripada fasa airnya. Hal tersebut dapat dipengaruhi oleh 

waktu ekstraksi maserasi yang lebih lama. Menurut (Koesnadi, dkk., 2021) lamanya 

waktu selama proses ekstraksi akan menghasilkan kenaikan nilai rendemen, hal 

tersebut dipengaruhi oleh peningkatan penetrasi pelarut ke dalam sampel.  

 

4.4 Uji Fitokimia 

Uji fitokimia adalah metode pengujian awal untuk menentukan kandungan 

senyawa aktif dalam tanaman. Uji ini dilakukan dengan penambahan reagen yang 

sesuai dengan senyawa aktif lalu dilihat perubahan yang terjadi. Pada penelitian ini 
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uji fitokimia dilakukan pada ekstrak kasar dan fraksi etil asetat hasil ekstraksi 

maserasi dan sonikasi.  

Flavonoid dapat diidentifikasi menggunakan reagen Wilstater (Serbuk Mg 

dan HCl pekat). Pada ekstrak kasar diperoleh warna yang lebih pekat dari fraksi etil 

asetat, hal tersebut dipegaruhi masih banyaknya campuran senyawa pada ekstrak 

kasar sehingga dapat mempengaruhi kepekatan warna. Ekstrak hasil maserasi 

diperoleh perubahan warna dari hijau ke jingga. Ekstrak hasil sonikasi dari hijau ke 

merah. Fraksi hasil maserasi diperoleh perubahan warna dari kuning ke jingga, 

sedangkan pada fraksi etil asetat hasil sonikasi terjadi perubahan warna dari kuning 

ke jingga. Perubahan warna tersebut disebabkan oleh Serbuk logam Mg dan HCl 

yang mereduksi inti benzopiron pada struktur flavonoid dan membentuk garam 

flavilium yang berwarna merah atau jingga (Khotimah, 2016). Warna merah yang 

timbul diduga merupakan flavonoid golongan (2,3 dihidroflavonol) dan warna 

jingga diduga sebagai flavonoid golongan flavon, auron, atau khalkon (Depkes, 

1989). (Xu, dkk., 2018) mengidentifikasi adanya flavonoid golongan quersetin dan 

quersetin-3-O-α- rhamnoside pada daun petai cina.  

Adanya kandungan steroid dan triterpenoid pada sampel dapat dilakukan 

dengan penambahan reagen Liebermann-Burchard. Perubahan warna yang 

terbentuk karena terjadi oksidasi pada senyawa steroid atau triterpenoid melalui 

pembentukan ikatan rangkap terkonjugasi (Sulistyarini, dkk., 2019). Perbedaan 

warna yang dihasilkan oleh steroid dan triterpenoid disebabkan perbedaan gugus 

pada atom C-4 (Marliana dan Saleh, 2011). Hasil penelitian menunjukkan bahwa 

ekstrak kasar dan fraksi etil asetat hasil maserasi dan sonikasi positif mengandung 

steroid yang ditandai dengan warna hijau atau biru dan triterpenoid yang ditandai 
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dengan terbentuknya cincin kecoklatan. (Chen dan Wang, 2010) mengemukakan 

bahwa daun petai cina mengandung 4 senyawa steroid yaitu 5α, 8α -epidioxy(24c)-

ergosta-6,22-dien-3β-ol, β-sitosterol, β-sitostenone, dan stigmastenone. Penelitian 

Sartinah, dkk. (2010) menyatakan bahwa daun petai cina mengandung senyawa 

lupeol yang merupakan golongan senyawa triterpenoid. 

Golongan senyawa tanin dapat diuji dengan penambahan FeCl3 1% (Sari, 

dkk., 2015). Penambahan FeCl3 1% digunakan untuk menentukan apakah sampel 

mengandung gugus fenol yang ditunjukkan dengan warna hijau kehitaman atau 

biru. Gugus fenol tersebut dimungkinkan adalah tanin, karena tanin merupakan 

senyawa polifenol (Ergina, dkk., 2014). Semua sampel pada penelitian ini positif 

mengandung tanin yang ditandai dengan warna hijau kehitaman pada larutan. Hal 

tersebut disebabkan terbentuknya senyawa kompleks antara tanin dan Fe3+.  (Zarin, 

dkk., 2016) mengidentifikasi adanya senyawa tanin berupa procyanidin dan 

prodelphidin pada daun petai cina. 

 

4.4 Identifikasi Menggunakan Kromatografi Lapis Tipis Analitik (KLTA) 

Analisis menggunakan KLT dilakukan dengan penotolan sampel pada 

lempeng KLT. Kemudian dielusi dengan fasa geraknya sampai batas atas lempeng. 

Bercak noda yang dihasilkan dapat diamati di bawah sinar UV254 dan UV366 nm. 

Pengamatan pada lampu UV didasarkan pada prinsip dimana pada gelombang 

pendek 254 nm, lempeng memberikan flouresensi sedangkan sampel berwarna 

gelap, noda yang tampak timbul karena adanya interaksi antara sinar UV dengan 

indikator fluoresensi yang terdapat pada lempeng KLT. Panjang gelombang 366 

nm memberikan keadaan yang sebaliknya dimana noda memberikan flouresensi 
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dan lempeng berwarna gelap, noda yang tampak timbul disebabkan oleh adanya 

daya interaksi antara sinar UV dengan gugus kromofor yang terikat oleh auksokrom 

yang ada pada noda (Gritter, dkk., 1991).  

Berdasarkan Lampiran 4.6 eluen n-heksana: etil asetat (7: 3) merupakan eluen 

terbaik untuk ekstrak kasar dan fraksi etil asetat hasil maserasi dan sonikasi karena 

menghasilkan banyak noda, terpisah baik, dan jarak antar nodanya jelas. Eluen n-

heksana dan etil asetat memiliki sifat kepolaran yang berbeda. n-heksana adalah 

eluen yang bersifat non polar dan etil asetat bersifat semi polar, namun dengan 

perbandingan volume yang berbeda, maka dapat dikatakan eluen yang digunakan 

bersifat non polar. Perolehan nilai Rf yang berbeda pada suatu sampel dipengaruhi 

oleh kepolaran senyawa yang terpisah. Senyawa dengan nilai Rf rendah 

mengindikasikan bahwa senyawa tersebut memiliki kepolaran yang tinggi 

sedangkan dan sebaliknya, sebab fasa diam (silica gel) memiliki sifat polar, 

sehingga senyawa-senyawa yang bersifat polar akan tertahan pada fasa diam dan 

senyawa dengan kepolaran rendah akan ikut terelusi oleh fasa gerak (Forestryana 

dan Arnida, 2020). 

Hasil KLT ekstrak kasar memiliki noda yang lebih banyak dari fraksi etil 

asetat, hal tersebut dipengaruhi oleh ekstrak kasar yang masih banyak mengandung 

senyawa campuran. Terdapat rentang nilai Rf rendah, sedang, dan tinggi pada 

ekstrak kasar namun, pada fraksi etil asetat tidak terdapat noda dengan Rf rendah. 

Senyawa dengan nilai Rf rendah pada ekstrak kasar dimungkinkan komponen gula 

(glikon), glikosida flavonoid, dan tanin yang juga ditunjukkan oleh hasil positif 

flavonoid dan tanin pada uji fitokimia. Pada nilai Rf rendah dalam ekstrak kasar 

dan fraksi etil asetat diduga merupakan senyawa yang bersifat semi polar, seperti 
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aglikon polihidroksi (flavonoid), sedangkan pada nilai Rf tinggi merupakan 

senyawa yang bersifat non polar seperti klorofil, aglikon polimetoksi (flavonoid), 

steroid, dan triterpenoid (Harborne, 1987). 

 

4.5 Identifikasi Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis 

Spektrofotometer UV-Vis merupakan instrumen yang dapat digunakan untuk 

mengidentifikasi gugus kromofor pada suatu senyawa melalui panjang gelombang 

yang dihasilkan oleh transisi elektronik. Data yang diperoleh berupa absorbansi dan 

panjang gelombang. Setiap senyawa memiliki panjang gelombang yang khas 

sehingga, dapat diidentifikasi melalui serapan yang terbentuk.  

Ekstrak kasar hasil maserasi dan sonikasi memiliki serapan pada panjang 

gelombang 665,0 dan 412,0 nm yang diduga merupakan hasil transisi elektronik π 

→ π* pada cincin porfirin pigmen klorofil (Sulaiman, dkk., 2021), hal tersebut 

sesuai dengan hasil pengamatan visual dari ekstrak kasar yang memiliki warna 

hijau. Terdapat serapan 364,0 nm pada hasil maserasi dan 361,0 nm pada hasil 

sonikasi yang mengalami transisi elektronik π → π* yang disebabkan oleh adanya 

gugus karbonil (C=O) (Mulja, 1995). Selain itu, terdapat serapan pada panjang 

gelombang 208,9; 207,1; dan 204,1 nm pada hasil maserasi sedangkan pada hasil 

sonikasi terdapat serapan pada 208,0 dan 204,0 nm. Serapan tersebut menunjukkan 

adanya transisi elektron π → π* yang mengindikasikan adanya gugus kromofor 

khas sistem ikatan rangkap dari cincin senyawa C=C terkonjugasi.  

Pada fraksi etil asetat hasil maserasi dan sonikasi terdapat serapan pada 

panjang gelombang 666,0 dan 412,0 nm yang mengalami transisi elektronik dari π 

→ π* pada cincin porfirin pigmen klorofil (Sulaiman, dkk., 2022). Pengamatan 
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visual memperlihatkan warna hitam kecoklatan pada fraksi, namun tidak menutup 

kemungkinan masih terdapat klorofil didalamnya. Pada fraksi etil asetat hasil 

sonikasi terdapat serapan pada panjang gelombang 368,0 nm yang mengalami 

transisi elektronik π → π* (Markham, 1988). Selain itu, terdapat serapan pada 

panjang gelombang 208,0 dan 205,0 nm pada hasil sonikasi 204,0 nm pada hasil 

maserasi yang menunjukkan adanya transisi elektron π → π*. Silverstein (1981) 

menyatakan bahwa munculnya serapan pada panjang gelombang 204 nm 

merupakan salah satu ciri khas dari senyawa triterpenoid..  

 

4.6 Identifikasi Menggunakan FTIR 

FTIR digunakan untuk mengidentifikasi gugus fungsi melalui bilangan 

gelombang yang terlihat akibat vibrasi molekul. Data yang diperoleh berupa % 

transmitan dan bilangan gelombang yang merepresentasikan. Pada penelitian ini 

ektrak hasil maserasi, sonikasi, fraksi etil asetat hasil maserasi dan sonikasi akan 

diidentifikasi senyawa aktif yang terkandung melalui gugus fungsi khas yang 

tampak. 

Ekstrak kasar hasil maserasi dan sonikasi memiliki serapan pada daerah 

3427,691 dan 3404,863 cm-1 yang mengindikasikan adanya gugus –OH pada gugus 

alifatik. Gugus tersebut membentuk ikatan hidrogen antarmolekul 

(Sastrohamidjojo, 2001). Dugaan ini didukung dengan serapan pada panjang 

gelombang 1070,030 dan 1068,142 cm-1 yang diidentifikasi sebagai vibrasi ulur C-

O. Serapan tajam dengan intensitas sedang tampak pada daerah 2926,095 dan 

2922,956 cm-1 mengindikasikan adanya vibrasi ulur –CH pada –CH2.
 Sifat khas dari 

CH alkana adalah berada pada rentang bilangan gelombang 3000 – 2840 cm-1. Hal 
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tersebut memberikan petunjuk bahwa struktur senyawa pada ekstrak kasar hasil 

maserasi dan maserasi mengandung gugus metil dan metilena. Hal ini juga 

diperkuat dengan vibrasi tekuk pada serapan 1451,690 dan 1450,946 cm-1 yang 

merupakan C-H pada CH2 bending, sedangkan serapan pada 1374,927 dan 

1365,207 cm-1 diidentifikasi sebagai C-H pada CH3 bending yang mengindikasikan 

adanya gugus geminal dimetil –CH(CH3)2 sebagai ciri khas senyawa triterpenoid 

atau sterol. Serapan pada germinal dimetil terpecah menjadi dua puncak dengan 

intensitas yang sama, namun kedua puncak tersebut tidak selalu nampak dan 

umumnya dijumpai sebagai satu puncak (Rahmi, dkk., 2016). 

Hasil analisa menggunakan FTIR menunjukan bahwa fraksi etil asetat hasil 

maserasi dan sonikasi memiliki serapan beberapa gugus fungsi. Spektrum IR 

menunjukkan adanya serapan pada bilangan gelombang 3459,281 dan 3442,088 

cm-1 yang menunjukkan adanya vibrasi ulur O-H, dugaan ini diperkuat adanya 

serapan pada bilangan gelombang 1151,115 dan 1169,446 cm-1 yang diidentifikasi 

sebagai C-O alkohol. Karakteristik lain yang mendukung adalah adanya serapan 

yang diidentifikasi sebagai cincin aromatik (regangan C=C) sebagai gugus 

kromofor yang khas dari flavonoid dalam sistem ikatan konjugasi. pada serapan 

1681,924 dan 1648,289 cm-1. Vibrasi pada 2926,193 dan 2926,500 cm-1 

menunjukkan adanya vibrasi C-H alifatik untuk gugus metil dan metilena. Hal ini 

diperkuat dengan adanya vibrasi pada yang menunjukkan adanya gugus C-H 

alifatik pada serapan 1452,282 1453,200 cm-1. Serapan pada 1681,924 dan 

1648,289 cm-1 menunjukkan adanya gugus C=O (Dewi, dkk., 2017). 
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4.7 Uji Aktivitas Antioksidan 

Aktivitas antioksidan daun petai cina dapat diukur menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis. Data yang diperoleh berupa absorbansi sampel dan 

kontrol DPPH kemudian dihitung aktivitas antioksidannya menggunakan 

persamaan. Pada penelitian ini diperoleh panjang gelombang maksimum larutan 

DPPH 0,2 mM sebesar 515,1 nm. 

Pada pengujian sampel dibuat larutan dengan konsentrasi 1000 ppm, 

kemudian diencerkan dalam beberapa konsentrasi dan direaksikan dengan DPPH. 

Sampel uji divortex selama 1 menit untuk menghomogenkan larutan dan diinkubasi 

selama 30 menit yang bertujuan untuk mengoptimalkan reaksi antara larutan 

sampel dengan larutan DPPH agar berlangsung sempurna sebelum dilakukan 

pengukuran (Andi, 2014). Reaksi yang terjadi antara sampel dan DPPH ditandai 

dengan perubahan warna dari ungu menjadi kuning yang berasal dari gugus pikril 

seperti pada gambar 4.9. Hal tersebut disebabkan oleh adanya donor atom H dari 

sampel ke DPPH membentuk DPPH-H (DPPH tereduksi) (Molyneux, 2004). 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa nilai IC50 ekstrak daun petai cina hasil 

maserasi, sonikasi, fraksi etil asetat hasil maserasi, dan sonikasi masing-masing 

sebesar 19,19; 20,37; 17,56; dan 18,10 ppm. Sehingga, daun petai cina dapat 

dikategorikan sebagai antioksidan yang sangat kuat karena memiliki nilai IC50 < 

50. Pada ekstrak kasar hasil maserasi dan sonikasi memiliki aktivitas antioksidan 

lebih rendah dibandingkan dengan fraksi etil asetatnya, demikian dapat diketahui 

bahwa fraksi etil asetat lebih mampu meredam radikal bebas DPPH. Hal tersebut 

dapat dipengaruhi oleh efek kepolaran pelarut (Tomsone dan Kruma, 2013). 

Berdasarkan data literatur menunjukkan bahwa pelarut semi polar seperti etil asetat 
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memiliki kemampuan yang kuat sebagai penangkal radikal bebas daripada pelarut 

polar (etanol) (Aliyu dkk., 2011); (Sutomo dkk., 2018); (Moein dkk., 2015). 

Perbedaan ini membuktikan bahwa perolehan senyawa fenolik dari ekstrak daun 

petai cina dipengaruhi oleh kelarutannya dalam pelarut etil asetat. Berdasarkan 

penelitian yang dilakukan (Suryanto dkk., 2017)  menunjukkan bahwa aktivitas 

antioksidan fraksi etil asetat tongkol jagung lebih tinggi dari ekstrak etanol.  

Besarnya daya antioksidan suatu senyawa perlu dibandingkan dengan suatu 

pembanding sebagai kontrol positif untuk mengetahui seberapa besar aktivitasnya. 

Senyawa yang digunakan sebagai kontrol positif harus terbukti memiliki aktivitas 

antioksidan yang tinggi seperti asam askorbat (Vitamin C) (Prayitno, dkk., 2019). 

Pada penelitian ini diperoleh nilai IC50 asam askorbat sebesar 4,78 ppm, dimana 

aktivitas antioksidannya sangat kuat karena nilai IC50 < 50 ppm. Hal tersebut 

dikarenakan asam askorbat merupakan senyawa murni yang aktivitasnya tidak akan 

dipengaruhi oleh senyawa lain, sedangkan daun petai cina memiliki berbagai 

senyawa aktif yang dapat bersifat sinergis atau antagonis sehingga, memiliki 

aktivitas yang berbeda tiap perlakuannya. 

Berdasarkan uji Two Way ANOVA yang terlampir pada lampiran 4 

menyatakan bahwa nilai Sig untuk metode ekstraksi sebesar 0,971 > 0,05 dan 0,833 

> 0,05 untuk tingkat kemurnian sampel, maka dapat disimpulkan bahwa metode 

ekstraksi dan tingkat kemurnian sampel tidak berpengaruh secara signifikan 

terhadap aktivitas antioksidan. Diperoleh nilai Sig 0,604 > 0,05, maka dapat ditarik 

kesimpulan bahwa tidak ada interaksi antara metode ekstraksi dan tingkat 

kemurnian sampel yang mempengaruhi aktivitas antioskidan daun petai cina. 
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4.8 Penelitian Daun Petai Cina dalam Perspektif Islam 

Tumbuhan merupakan karunia yang telah Allah SWT ciptakan agar dapat 

diambil manfaatnya. Sebagaimana Firman-Nya dalam surat Az-Zumar ayat 21: 

بىيعَ  فَسَلَكَهُۥ مَاءٓ   ٱلسهمَاءٓى  مىنَ  أنَزَلَ  ٱللَّهَ  أَنه  تَ رَ  ألََْ  نهُُۥ مُُّّْتَلىف ا ازَرْع   بىهىۦ يُُْرىجُ  ثُمه  ٱلْأَرْضى  فى  يَ نََٰ  يهَىيجُ  ثُمه  ألَْوََٰ
ا يََْعَلُهُۥ ثُمه  مُصْفَرًّا فَتََىََٰهُ  لىكَ  فى  إىنه     حُطََٰم  ُو۟لىى  لَذىكْرَىَٰ  ذََٰ ٱلْألَْبََٰبى  لأى  

Artinya: “Apakah kamu tidak memperhatikan, bahwa sesungguhnya Allah 

menurunkan air dari langit, maka diaturnya menjadi sumber-sumber air 

di bumi kemudian ditumbuhkan-Nya dengan air itu tanaman-tanaman 

yang bermacam-macam warnanya, lalu menjadi kering lalu kamu 

melihatnya kekuning-kuningan, kemudian dijadikan-Nya hancur 

berderai-derai. Sesungguhnya pada yang demikian itu benar-benar 

terdapat pelajaran bagi orang-orang yang mempunyai akal" (QS. az-

Zumar: 21). 

 

Kata zar’an memiliki arti tanaman-tanaman, mukhtalifan artinya bermacam-

macam, dan kata alwanuhu artinya warna. Hal ini dimaksudkan bahwa tumbuhan 

memiliki bermacam-macam warna, rasa, bentuk, atau bahkan manfaat. Ayat ini 

menjadi tanda bahwa semua makhluk hidup terutama tumbuhan memiliki sifat dan 

manfaat yang berbeda-beda (Departemen Agama RI,  2002). Salah satu tanaman 

yang kaya akan manfaat adalah petai cina.  

Masyarakat Indonesia dan negara-negara Asia sejak dahulu mengenal dan 

memanfaatkan daun petai cina sebagai obat-obatan diantaranya sebagai obat luka. 

Daun petai cina juga sudah dikenal masyarakat dan dimanfaatkan sebagai obat 

bengkak, dengan cara dikunyah-kunyah atau diremas, kemudian ditempelkan pada 

bagian yang bengkak (Wahyuni, 2006). Masyarakat Meksiko dan Zimbabwe 

memanfaatkan daun petai cina untuk pakan ternak yang dapat meningkatkan 

produksi susu ternak. Masyarakat Peru memanfaatkan kulit batang dan bunga petai 

cina digunakan sebagai antiseptik (Bussman dkk., 2010), sedangkan di Thailand 
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pucuk daun petai cina digunakan untuk mengobati diare (Chanwitheesuk dkk., 

2005). Umumnya tanaman petai cina dapat tumbuh baik pada daerah yang memiliki 

iklim tropis (suhu hariannya sekitar 25 - 30℃) dengan curah hujan 650 - 3.000 mm 

pertahun (Rivai, 2021). Allah berfirman dalam surat Abasa ayat 24-32: 

نَا الْمَاءَ صَبًّا )٢٤فَ لْيَ نْظرُى الإنْسَانُ إىلَى طَعَامىهى ) نَا ٢٦( ثُمه شَقَقْنَا الأرْضَ شَقًّا )٢٥( أنَّه صَبَ ب ْ ( فأَنَْ بَ ت ْ
( ٣١( وَفاَكىهَة  وَأباًّ )٣٠( وَحَدَائىقَ غُلْب ا )٢٩(وَزَيْ تُونَّ  وَنََْلا )٢٨( وَعىنَ ب ا وَقَضْب ا )٢٧فىيهَا حَبًّا )

(٣٢تَاع ا لَكُمْ وَلأنْ عَامىكُمْ )مَ   
Artinya: “(24) Maka hendaklah manusia itu memperhatikan makanannya (25) 

Sesungguhnya Kami benar-benar telah mencurahkan air (dari langit), 

(26) kemudian Kami belah bumi dengan sebaik-baiknya (27) lalu Kami 

tumbuhkan biji-bijian di bumi itu (28) anggur dan sayur-sayuran (29) 

zaitun dan kurma (30) kebun-kebun (yang) lebat (31) dan buah-buahan 

serta rumput-rumputan (32) untuk kesenanganmu dan untuk binatang-

binatang ternakmu.” (QS. Abasa: 24-32). 

 

Berdasarkan Tafsir Al-Muyassar dari Kementerian Agama Saudi Arabia 

menafsirkan ayat tersebut bahwa hendaklah manusia mencermati makanannya. 

Allah mengatur dan memudahkan mereka untuk mendapatkan makanan tersebut 

dengan menurunkan hujan dari langit, kemudian membelah tanah dan 

mengeluarkan tumbuhan sehingga, manusia dapat memanfaatkannya. Pada kitab 

An-Nafahat Al-Makkiyah karya Syaikh Muhammad bin Shalih asy-Syawi 

menafsirkan ayat tersebut bahwa Allah mencipatakan tumbuhan karena sebab 

manfaat bagi mereka. Hal tersebut dapat disimpulkan bahwa surah Abasa ayat 24-

32 sebagai kenikmatan, kesenangan dan juga manfaat pada tumbuh-tumbuhan yang 

sudah diciptakan oleh Allah SWT untuk manusia. Berdasarkan Hadits Riwayat 

Bukhori, Rasulullah bersabda: 
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ةُ وَالْفَراَغُ  حه  نىعْمَتَانى مَغْبُونٌ فىيهىمَا كَثىيٌ مىنْ النهاسى الص ى
Artinya: “Dua kenikmatan yang sering dilupakan oleh kebanyakan manusia adalah 

kesehatan dan waktu luang.” (HR. Bukhori)  

 

Menurut Ibnu Bathal makna hadits ini adalah nikmat yang paling sering 

dilupakan oleh seseorang adalah badan sehat dan waktu luang. Barangsiapa yang 

memiliki kedua hal tersebut hendaknya bersemangat agar tidak mengingkari nikmat 

dan senantiasa bersyukur kepada Allah. Rasa syukur kepada Allah dapat 

diimplementasikan dengan melaksanakan segala perintah-Nya dan menjauhi segala 

larangan-Nya. Hadits tersebut juga mengandung makna tersirat bahwa kesehatan 

juga patut dijaga, salah satunya dengan mengonsumsi makanan bergizi (Al-

Asqilani, 2009). 

Daun petai cina mengandung zat aktif berupa protein, lemak, mimosin, lektin, 

kalsium, fosfor, zat besi, vitamin A, dan vitamin B (Kurnia dkk., 2019). Gizi yang 

terkandung dalam daun petai cina tersebut sangat bermanfaat bagi kehidupan 

sehari-hari, seperti protein sebagai sumber asam amino esensial yang berfungsi 

untuk pertumbuhan dan pembentukan jaringan, mengganti sel yang rusak, serta 

dapat memelihara keseimbangan asam basa cairan dalam tubuh (Anissa dan Dewi, 

2021). Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh (Rahayu dkk., 2021) 

menyatakan bahwa daun petai cina mengandung alkaloid, flavonoid, saponin, 

steroid, dan tanin yang terbukti memiliki aktivitas antioksidan (Hidayat dkk., 2020), 

antibakteri (Pakpahan dan Sutriningsih, 2020), antiinflamasi (Praja dan Oktarlina, 

2016), antidiabetes (Rachmatiah dkk., 2018), dan antikanker (Noviardi dkk., 2019). 

Sebagaimana Firman Allah dalam surat Al-A’raf ayat 31: 
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دٍ وكَُلُوا۟ وَٱشْرَ بوُا۟ وَلََ تُسْرىفُ وٓا۟   إىنههُۥ لََ يُىُبُّ ٱلْمُسْرىفىينَ   يََٰبَنِىٓ ءَادَمَ خُذُوا۟ زىينَ تَكُمْ عىندَ كُل ى مَسْجى
Artinya: "Wahai anak cucu Adam! Pakailah pakaianmu yang bagus pada setiap 

(memasuki) masjid, makan dan minumlah, tetapi jangan berlebihan. 

Sungguh, Allah tidak menyukai orang yang berlebih-lebihan".” 

 

Pada masa jahiliyah, manusia yang mengerjakan haji hanya memakan 

makanan yang mengenyangkan saja, tanpa memperhatikan gizi yang terkandung 

didalamnya. Oleh sebab itu dengan turunnya ayat ini makanan dan minuman harus 

diperhatikan gizinya, dengan begitu manusia dapat lebih kuat dalam beribadah 

(Kementrian Agama RI, 2011). Ayat tersebut diatas menjelaskan tentang perintah 

memakan makanan bergizi, agar diperoleh tubuh yang sehat dan dapat melindungi 

dari ancaman berbagai penyakit. Salah satu cara dalam menjaga kesehatan tubuh 

adalah dengan menkonsumsi makanan yang mengandung antioksidan agar dapat 

terlindungi dari pengaruh buruk radikal bebas. Daun petai cina terbukti memiliki 

aktivitas antioksidan yang sangat kuat seperti yang tercantum dalam tabel 4.12. 

Selain itu, kandungan senyawa aktifnya juga cukup beragam, seperti flavonoid, 

tanin, steroid, dan triterpenoid. Hal tersebut dapat dijadikan alasan pemanfaatan 

daun petai cina sebagai acuan dalam bidang kedokteran dan farmasi untuk bahan 

baku pembuatan obat.  
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BAB V 

PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

1. Berdasarkan hasil uji fitokimia ekstrak kasar hasil maserasi dan sonikasi 

mengandung flavonoid, triterpenoid, dan tanin, sedangkan fraksi etil 

asetat hasil maserasi dan sonikasi mengandung flavonoid, triterpenoid, 

steroid, dan tanin.   

2. Daun petai cina pada ekstrak kasar hasil maserasi dan sonikasi, serta 

fraksi etil asetat hasil maserasi dan sonikasi tergolong antioksidan yang 

sangat kuat dengan nilai IC50 berturut-turut 19,19; 20,37; 17,56; dan 18,10 

ppm. 

 

5.2 Saran  

Penelitian ini diperlukan ekstraksi berulang dan optimasi waktu pada metode 

sonikasi untuk mendapatkan rendemen yang lebih tinggi. Pada kedua hasil fraksi 

etil asetat diperlukan pengaliran gas N2 setelah dirotary evaporator hingga beratnya 

konstan. Diperlukan uji aktivitas lain seperti toksisitas, antibakteri, antiinflamasi, 

dsb. untuk mengetahui potensi daun petai cina sebagai bahan baku obat.  
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LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Rancangan Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ekstraksi sonikasi dengan 

pelarut etanol 

Uji fitokimia menggunakan 

reagen 

Uji aktivitas antioksidan 

menggunakan metode DPPH 

Preparasi sampel 

daun petai cina 

Hidrolisis Hidrolisis 

Ekstraksi maserasi dengan 

pelarut etanol 

Partisi Partisi 

Uji fitokimia menggunakan 

reagen 

Uji aktivitas antioksidan 

menggunakan metode DPPH 

Identifikasi dengan 

Spektrofotometer UV-Vis dan 

FTIR 

Uji fitokimia menggunakan 

reagen 

Uji aktivitas antioksidan 

menggunakan metode DPPH 

Uji fitokimia menggunakan 

reagen 

Uji aktivitas antioksidan 

menggunakan metode DPPH 

Identifikasi dengan 

Spektrofotometer UV-Vis dan 

FTIR 

KLT-A KLT-A 
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Lampiran 2. Skema kerja 

L.2.1 Preparasi Sampel 

 

- Ditimbang 1 kg daun petai cina 

- Disortasi kering 

- Diangin-anginkan 

- Dikirim ke UPT. Materia Medica Batu untuk preparasi lebih lanjut 

 

 

L.2.2 Ekstraksi 

L.2.2.1 Ekstraksi Sampel dengan Metode Maserasi 

 

 

- Ditimbang 30 g sampel 

- Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer  

- Ditambahkan 300 mL pelarut etanol 

- Ditutup dengan aluminium foil 

- Dishaker dengan kecepatan 150 rpm selama 3 jam 

- Diekstraksi selama 1x24 jam pada suhu ruang 

- Disaring hasil ekstraksi 

 

 

- Dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 40℃ 

- Ditimbang  

- Dihitung rendemen 

 

 

 

 

 

 

Sampel  

Hasil  

Sampel 

Filtrat Ampas  

Hasil  
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L.2.2.2 Ekstraksi Sampel dengan Metode Sonikasi 

 

 

- Ditimbang 30 g sampel 

- Dimasukkan ke dalam Erlenmeyer  

- Ditambahkan 300 mL pelarut etanol 

- Ditutup dengan aluminium foil 

- Diekstraksi selama 20 menit pada suhu ruang dan 

frekuensi 42 KHz 

- Disaring hasil ekstraksi 

 

 

- Dipekatkan dengan rotary evaporator pada suhu 40℃ 

- Ditimbang  

- Dihitung rendemen 

 

 

L.2.3 Hidrolisis 

 

 

- Dimasukkan 2 g ekstrak pekat dalam beaker glass 

- Ditambahkan 4 mL HCl 2N 

- Ditutup dengan aluminium foil 

- Diaduk selama 1 jam menggunakan magnetic stirrer pada suhu ruang 

- Ditambahkan dengan NaHCO3 5% sampai pH netral 

 

 

 

 

 

 

Sampel 

Filtrat Ampas  

Hasil  

Hasil  

Sampel  



68 

 

 

 

L.2.4 Partisi 

 

 

- Dimasukkan 2 g ekstrak pekat dalam corong pisah 

- Ditambahkan 10 mL etil asetat 

- Dikocok selama 15 menit 

- Didiamkan sampai membentuk 2 lapisan 

 

 

- Dimasukkan corong pisah 

- Dipartisi kembali hingga 2 kali 

- Dimasukkan fasa organik ke dalam beaker glass 

- Diuapkan pelarut dengan rotary evaporator 

- Ditimbang dan dihitung rendemennya 

 

 

 

L.2.5 Uji Fitokimia 

L.2.5.1 Uji Alkaloid 

 

 

- Diambil sedikit dan dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi 

- Dimasukkan ke dalam 2 tabung reaksi 

- Ditambahkan 0,5 mL HCl 2% 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel  

Tabung I  

Endapan Hitam 

Tabung II  

- Ditambah 2-3 tetes  

reagen Dragendorff 

Endapan Putih 

 

Fasa Air  

Sampel  

Fasa 

Organik  

Hasil  

- Ditambah 2-3 tetes 

reagen Mayer 
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L.2.5.2 Uji Flavonoid 

 

 

- Diambil sedikit dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

- Dilarutkan dalam 1-2 mL metanol panas 50% 

- Ditambahkan sedikit serbuk Mg dan 0,5 mL HCl pekat 

- Diamati perubahan warna yang terjadi 

 

 

 

L.2.5.3 Uji Steroid atau Triterpenoid 

 

- Diambil sedikit dan dimasukkan ke dalam 

tabung reaksi 

- Ditambahkan 0,5 mL kloroform dan 0,5 mL 

asam asetat anhidrat 

- Ditambahkan 1-2 ml asam sulfat pekat 

 

 

 

 

 

L.2.5.4 Uji Saponin 

 

 

- Diambil sedikit dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

- Ditambahkan aquades 1 mL 

- Dikocok selama 1 menit 

- Ditambahkan 2-3 tetes HCl 1N apabila terdapat busa 

- Didiamkan selama 10 menit  

 

Sampel  

Larutan merah, jingga, atau kuning 

Sampel  

Cincin kecokelatan 

diantara 2 pelarut 

menunjukkan 

adanya triterpenoid 

Warna hijau 

kebiruan 

menunjukkan 

adanya steroid 

Busa stabil  

Sampel  
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L.2.5.5 Uji Tanin 

 

 

- Diambil sedikit dan dimasukkan ke dalam tabung reaksi 

- Ditambahkan 2-3 tetes FeCl3 1% 

- Diamati perubahan yang terjadi 

 

 

 

L.2.6 Identifikasi Menggunakan Spektrofotometer UV-Vis 

 

 

- Diambil sebanyak 0,5 g 

- Dibuat larutan 50 ppm sebanyak 5 mL 

- Dimasukkan ke dalam kuvet 

- Dianalisis pada panjang gelombang 200-800 nm 

 

 

 

L.2.7 Identifikasi Menggunakan FTIR 

 

 

- Diuapkan  

- Ditambahkan KBr 

- Dihomogenkan pada mortar agat dan dibuat pellet 

- Dianalisis pada bilangan gelombang 4000– 450 cm-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampel  

Larutan hijau 

kehitaman  

Sampel 

Hasil  

Sampel 

Hasil  
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L.2.8 Uji Aktivitas Antioksidan Menggunakan DPPH 

L.2.8.1 Penentuan Panjang Gelombang Maksimum 

 

 

- Diambil sebanyak 1 mL dan dimasukkan kedalam tabung reaksi 

- Ditambahkan 3 mL etanol 96% dan ditutup tisu 

- Divortex selama 2 menit 

- Diinkubasi pada suhu 37℃ selama 30 menit 

- Dimasukkan kedalam kuvet dan diukur absorbansi pada λmaks yang telah 

diketahui 

 

 

 

L.2.8.2 Absorbansi Sampel 

 

 

- Dibuat larutan dengan konsentrasi 5, 10, 15, 20, dan 25 ppm 

- Divortex selama 1 menit 

- Diambil 3 mL 

- Dimasukkan tabung reaksi tutup 

- Ditambahkan 1 mL larutan DPPH 0,2 mM 

- Divortex selama 2 menit 

- Diinkubasi pada suhu 37℃ selama 30 menit 

- Dimasukkan ke dalam kuvet 

- Diukur absorbansi pada λmaks yang telah diketahui 

- Dilakukan secara triplo 

- Dihitung nilai % aktivitas antioksidannya dengan data absorbansi 

- Dihitung nilai IC50  

-  

 

 

 

 

Larutan DPPH 0,2 mM 

Hasil  

Sampel 

Hasil  
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Lampiran 3. Perhitungan 

L.3.1 Pembuatan Larutan HCl 2N 

Diketahui:  Densitas  = 1,19 g/mL 

Konsentrasi = 37% 

Volume  = 50 mL  

Mr HCl  = 36,5 g/mol 

Molaritas HCl (N1)  = n x Molaritas HCl 

= 
1 𝑥 37% 𝑥 119 

36,42 𝑔/𝑚𝑜𝑙
 

= 12,09 N 

N2    = 2 N 

V2    = 20 mL 

Ditanya V1? 

Jawab: N1 V1  = N2 V2 

V1  = 
 𝑉1 𝑥 𝑁2  

𝑁1
 

= 
50 mL 𝑥 2𝑁  

12,09 𝑁
 

= 8,27 mL 

 

L.3.2 Pembuatan Larutan HCl 2% 

Diketahui:  M HCl  = 37% 

M larutan = 2% 

V larutan = 10 mL 

Ditanya V1? 

Jawab: M1 V1  = M2 V2 

V1  = 
 𝑉1 𝑥 𝑀2  

𝑀1
 

= 
10 mL 𝑥 2%  

 37%
 

= 0,6 mL 

 

L.3.3 Pembuatan Larutan NaHCO3 5% 

Sebanyak 5 g Natrium Bikarbonat dilarutkan dengan akuades dalam beaker 

glass. Kemudian ditandabataskan dan dihomogenkan dalam labu ukur 100 mL. 

 

L.3.4 Pembuatan larutan FeCl3 1% 

FeCl3 1% = 
1 g  

100 𝑚𝐿
 

Jadi untuk membuat FeCl3 1% adalah dengan cara melarutkan 1 g FeCl3 

ke dalam 100 mL akuades 

 

L.3.5 Pembuatan larutan DPPH 0,2 mM 

DPPH 0,2 mM dalam 20 mL etanol 
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Mr DPPH  = 394,33 g/mol 

Mol DPPH  = 20 mL x 0,2 Mm 

= 20 mL x 
0,2 M  

1000 𝑚𝐿
 

= 0,004 mmol 

= 0,004 mmol x Mr DPPH 

= 0,004 mmol x 394,33 g/mol 

= 1,58 mg 

 

L.3.6 Pembuatan Konsentrasi Larutan Ekstrak Untuk Antioksidan 

A. Pembuatan larutan stok 1000 ppm 

100 mL ekstrak etanol = 
10 mg  

0,01 𝐿
 = 1000 ppm 

B. Pembuatan larutan sampel 5 ppm 

M1 V1  = M2 V2 

V2   = 
10 mL 5 ppm  

100 𝑝𝑝𝑚
 = 0,5 mL 

Jadi untuk membuat 10 mL larutan sampel 5 ppm diperlukan larutan 

stok 100 ppm sebanyak 0,5 mL. 

C. Pembuatan larutan sampel 10 ppm 

M1 V1  = M2 V2 

V2   = 
10 mL 10 ppm  

100 𝑝𝑝𝑚
 = 1 mL 

Jadi untuk membuat 10 mL larutan sampel 10 ppm diperlukan 

larutan stok 100 ppm sebanyak 1 mL. 

D. Pembuatan larutan sampel 15 ppm 

M1 V1  = M2 V2 

V2   = 
10 mL 15 ppm  

100 𝑝𝑝𝑚
 = 1,5 mL 

Jadi untuk membuat 10 mL larutan sampel 15 ppm diperlukan 

larutan stok 100 ppm sebanyak 1,5 mL. 

E. Pembuatan larutan sampel 20 ppm 

M1 V1  = M2 V2 

V2   = 
10 mL 20 ppm  

100 𝑝𝑝𝑚
 = 2 mL 

Jadi untuk membuat 10 mL larutan sampel 20 ppm diperlukan 

larutan stok 100 ppm sebanyak 2 mL. 

F. Pembuatan larutan sampel 25 ppm 

M1 V1  = M2 V2 

V2   = 
10 mL 25 ppm  

100 𝑝𝑝𝑚
 = 2,5 mL 

Jadi untuk membuat 10 mL larutan sampel 25 ppm diperlukan 

larutan stok 100 ppm sebanyak 2,5 mL. 

 

L.3.7 Pembuatan Konsentrasi Larutan Kontrol Positif Vitamin C 

A. Pembuatan Larutan Stok Vitamin C 

Konsentrasi 1 ppm = 1 µg/mL 

20 ppm   = 
𝑏𝑒𝑟𝑎𝑡 (µg/mL)

50 𝑚𝐿
 

Berat Vitamin C  = 50 mL x 20 ppm 
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= 1000 µg 

= 1 mg 

Vitamin C ditimbang sebanyak 1 mg dan dilarutkan dengan etanol 

p.a dalam labu ukur 50 mL. 

B. Pembuatan Larutan Vitamin C Konsentrasi 2 ppm 

M1 V1 = M2 V2 

V2     = 
2 ppm x 5 mL   

20 𝑝𝑝𝑚
 = 0,5 mL 

Larutan vitamin C dipipet sebanyak 0,5 mL. 

C. Pembuatan Larutan Vitamin C Konsentrasi 4 ppm 

M1 V1 = M2 V2 

V2     = 
4 ppm x 5 mL   

20 𝑝𝑝𝑚
 = 1 mL 

Larutan vitamin C dipipet sebanyak 1 mL. 

D. Pembuatan Larutan Vitamin C Konsentrasi 6 ppm 

M1 V1 = M2 V2 

V2     = 
6 ppm x 5 mL   

20 𝑝𝑝𝑚
 = 1,5 mL 

Larutan vitamin C dipipet sebanyak 1,5 mL. 

E. Pembuatan Larutan Vitamin C Konsentrasi 8 ppm 

M1 V1 = M2 V2 

V2     = 
8 ppm x 5 mL   

20 𝑝𝑝𝑚
 = 2 mL 

Larutan vitamin C dipipet sebanyak 2 mL. 

F. Pembuatan Larutan Vitamin C Konsentrasi 10 ppm 

M1 V1 = M2 V2 

V2     = 
10 ppm x 5 mL   

20 𝑝𝑝𝑚
 = 2,5 mL 

Larutan vitamin C dipipet sebanyak 2,5 mL. 

 

 


