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Uji Toksisitas Akut Limit Test Ekstrak Etanol 70% Bunga Telang 
(Clitoria ternatea L.)

Listya Nor Hidayati1, Karunita Ika Astuti2 dan Gusti Rizaldi1

ABSTRAK: Bunga Telang (Clitoria ternatea L.) dapat digunakan untuk berbagai pengobatan penya-
kit, salah satunya sebagai antidiabetes. Pengujian keamanan dari bunga telang masih terbatas untuk 
pengembangan obat baru. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui gejala toksisitas serta nilai LD50 dari 
uji toksisitas akut. Metode OECD menggunakan hewan uji tikus betina galur wistar, yang dibagi menjadi 
kelompok kontrol negatif (Na-CMC) dan kelompok perlakuan (ekstrak etanol 70% bunga telang de-
ngan dosis 5000 mg/kgBB). Hewan uji diamati gejala-gejala toksisitas dan berat badannya selama 14 
hari. Pengamatan yang dilakukan meliputi kulit dan bulu, mata, tremor (gemetar), konvulsi (kejang), 
letargi (lesu), diare, dan mati. Hasil menunjukkan ekstrak mengandung alkaloid, fenol, flavonoid, sapo-
nin, tanin dan triterpernoid. Positif flavonoid dipertegas de ngan identifikasi menggunakan kromato-
grafi lapis tipis. Eluen yang digunakan n-heksan:etil asetat (4:2) dengan penampak bercak AlCl3 5%, 
nilai Rf yang didapat yaitu 0,77 dan 0,92. Berdasarkan hasil pengamatan, hewan uji tidak mengalami 
gejala-gejala toksisitas dan tidak mengalami perubahan bermakna pada berat badan hewan uji kon-
trol negatif dan perlakuan dengan nilai sig (2- tailed) pada Independent T-Test lebih dari 0,05. Hasil 
uji toksisitas akut menunjukkan nilai LD50 ekstrak etanol 70% bunga telang adalah >5000 mg/kgBB. 
Berdasarkan klasifikasi BPOM, nilai tersebut termasuk dalam kategori 5 yaitu praktis tidak toksik. 

Kata kunci: bunga telang (Clitoria ternatea L.); OECD 425; toksisitas akut

ABSTRACT: Telang Flower (Clitoria ternatea L.) can be used for various treatments of diseases, like an-
tidiabetic. Telang flower needs to be carried about the level of safety for the development of new drugs. 
This study aimed to determine the symptoms and LD50 value of the acute toxicity with OECD 425 method. 
The test animals were female Wistar rats divided into controls (Na-CMC) and group with 70% ethanolic 
extract of telang flower at a doses of 5000 mg/kgBW. The test animals were observed for the symptoms 
of toxicity and body weight for 14 days. Observations were included skin, eyes, tremors, convulsions, 
lethargy, diarrhea, and death. The result obtained on alkaloids, phenols, flavonoids, saponins, tannins 
and triterpenoids. The flavonoids was confirmed by identification using thin layer chromatography with  
n-hexane: ethyl acetate (4:2) on AlCl3 5% spots, and the RF values obtained were 0.77 and 0.92.  The 
result showed not experience significant changes in the body weight of controls (Na-CMC) and group at 
a doses of 5000 mg/kgBW with a sig (2-tailed) value on the Independent T-Test of more than 0.05. LD50 
value  showed of the 70% ethanolic extract of telang flower was > 5000 mg/kgBW. Based on BPOM clas-
sification, it is include in category 5, practically non toxic.
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1. Pendahuluan

Bunga telang (Clitoria ternatea L.) merupa-
kan salah satu tanaman yang sangat digemari di 
masyarakat karena memiliki segudang manfaat 
yang secara turun temurun banyak digunakan un-
tuk mengatasi penyakit, seperti mata merah [1]. 
Kandungan flavonoid yang terdapat pada bunga 
telang berperan untuk menurunkan reaksi infla-
masi. Manfaat bunga telang yaitu sebagai antidia-
betes, antimikroorganisme, antiobesitas, antihi–
perlidemia, antikanker, antioksidan, antiinflamasi, 
analgesik, antiasma, dan hepatoprotektif [2]. 

Ekstrak bunga telang memiliki aktivitas anti-
diabetes dinyatakan pada penelitian terdahulu. 
Penelitian secara in vitro dengan dosis 0,25-1,00 
mg/ml ekstrak air bunga telang dapat mengham-
bat terjadinya advanced glycation-end products 
(AGEs) sehingga dapat menghindari risiko kom-
plikasi diabetes [3]. Penelitian berikutnya dengan 
dosis 400 mg/kgBB ekstrak etanol bunga telang 
memiliki efek penurunan signifikan pada kadar 
gula darah tikus yang diinduksi aloksan [4,5].

Informasi tentang keamanan obat herbal sa-
ngat diperlukan untuk menghindari efek berba-
haya. Maka dari itu, diperlukan penelitian un-
tuk memastikan keamanan dari ekstrak etanol 
bunga telang. Pengujian yang digunakan untuk 
mendeteksi gejala toksik setelah diberikan se-
diaan dalam bentuk oral merupakan uji toksisi-
tas akut [6]. Metode Acute Toxicity Up and Down 
Procedure (OECD 425) merupakan metode yang 
ideal ditinjau berdasarkan penggunaan hewan 
uji dan penentuan nilai lethal dose [7]. Penelitian 
sebe lumnya menunjukkan ekstrak etanol 70% 
bunga telang (Clitoria ternatea L.) termasuk ke-
dalam kategori 4 yaitu toksik ringan dengan nilai 
LD50 >2000 mg/kgBB, namun belum dilakukan 
uji limit test pada dosis yang lebih besar [8].  Se-
hingga tujuan pada penelitian ini sebagai tolok 
ukur dalam pengembangan obat tradisional baru 
untuk mencegah toksisitas dan dapat digunakan 
sebagai sumber informasi untuk pengembangan 
obat tradisional lebih lanjut dengan mengetahui 
tingkat atau kategori ketoksikan dengan limit test 
yang lebih tinggi yaitu 5000 mg/kgBB. 

2. Metode

2.1. Desain penelitian
2.1.1. Pembuatan ekstrak bunga telang

Bunga telang diambil sebanyak 1700 g seba–
gai bunga segar, dilakukan sortasi basah, dan  
setelah  itu  dilakukan pengeringan [10]. Penge–
ringan dilakukan menggunakan oven pada suhu 
50° selama kurang lebih 2 hari [11]. Selanjutnya 
dilakukan penghalusan dengan blender lalu di-
ayak menggunakan ayakan nomor 40 [11]. Se-
lanjutnya dilakukan perendaman dengan etanol 
70% sebanyak 750 ml ke dalam bejana maserasi 
selama 3 hari dengan pelarut yang sama [12]. 
Maserat yang didapatkan kemudian diuapkan 
dengan rotary evaporator pada suhu 500C, lalu di-
masukkan ke dalam waterbath sampai diperoleh 
ekstrak kental [13]. 
2.1.2. Skrining fitokimia
a. Alkaloid

Ekstrak kental dilarutkan dalam 5 ml aqua–
dest dan HCl 2N di tabung reaksi, dipanaskan se-
lama 2 menit, lalu didinginkan. Filtrat ditambah-
kan reagen Mayer dan Wagner serta Dragendorff. 
Hasil positif jika terbentuk endapan putih pada 
reagen mayer, endapan cokelat pada reagen wag-
ner dan endapan jingga merah pada reagen dra-
gendroff [14].
b. Fenol

Ekstrak kental dilarutkan dalam 5 ml aqua–
dest, lalu ditambahkan sebanyak 3 tetes FeCl3 1%. 
Hasil positif jika larutan berwarna hijau kehita-
man atau keunguan [15].
c. Flavonoid

Ekstrak kental dilarutkan dalam 5 ml aquadest 
di dalam tabung reaksi, lalu ditambahkan HCl pe-
kat sebanyak 1 ml, logam magnesium 0,1 g, serta 
amil alkohol 3 ml, dan dikocok. Selanjutnya laru-
tan direaksikan dengan Bate Smite-Metcalfe, ke-
mudian ditambahkan beberapa tetes HCl pekat, 
lalu dipanaskan. Larutan yang dihasilkan ber-
warna merah jika sampel positif flavonoid [15].
d. Saponin

Ekstrak kental dilarutkan dalam 9 ml aqua–
dest di tabung reaksi. Larutan dipanaskan selama 
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3-5 menit, kemudian didinginkan, dikocok kuat, 
lalu ditambahkan 2 tetes HCl 2N hingga terben-
tuk busa yang tidak hilang selama 7 menit. Busa 
ini menandakan positif saponin [14].
e. Steroid/triterpenoid

Ekstrak kental dilarutkan dengan 5 ml kloro-
form di tabung reaksi, lalu ditambahkan pereaksi 
Liebarmann-Burchard. Jika sampel berwarna hi-
jau menandakan positif steroid dan ungu/merah 
menandakan positif triterpenoid [14].
f. Tanin

Ekstrak kental dilarutkan dengan 5 ml pela–
rut, dan ditambahkan 2-3 tetes larutan gelatin 
1% dalam NaCl. Endapan putih dihasilkan jika 
senyawa mengandung tanin [16].
2.1.3. Identifikasi kromatografi lapis tipis

Identifikasi KLT melalui pemanasan oven de–
ngan suhu 105oC selama 5 menit menggunakan 
Silica gel  GF254 sebagai fase diam dan n-heksan: 
etil asetat sebagai fase gerak. Setelah itu dilaku-
kan pengamatan dibawah sinar UV254 nm, dan 
UV366 nm, serta diberikan pereaksi semprot 
AlCl3 5% dan sampel positif flavonoid jika ter-
dapat bercak berwarna kuning atau hijau keku–
ningan. Selanjutnya diamati Rf pada plat KLT 
dengan membagi jarak yang ditempuh analit 
dengan eluen [17].
2.1.4. Uji toksisitas

Uji toksisitas akut menggunakan metode 
OECD 425, yang terdiri dari limit test dan main 
test. Pertama-tama hewan uji harus diaklimati-
sasi minimal 5 hari dan dipuasakan selama 14-18 
jam sebelum perlakuan. Hewan tersebut dibagi 
menjadi 2 kelompok masing-masing berjumlah 
3 ekor, yaitu kelompok kontrol negatif (Na CMC 
2 ml/200gBB) dan kelompok perlakuan dengan 
dosis limit test 5000 mg/kgBB secara oral [6].

Pengujian limit test terdiri dari 3 termin. Pada 
termin pertama menggunakan satu hewan uji 
untuk diberikan dosis 5000 mg/kgBB. Main test 
dilakukan apabila hewan uji yang pertama mati. 
Sementara itu, apabila hewan uji masih hidup 
maka dilakukan limit test menggunakan 2 hewan 
uji lainnya dengan dosis yang sama untuk termin 
kedua. Apabila tidak terdapat kematian maka 

pengujian limit test dihentikan dan dilakukan 
pengamatan selama 14 hari. Jika salah satu atau 
kedua hewan percobaan mati pada termin ke-
2, maka limit test dilanjutkan pada termin ke-3 
menggunakan 2 hewan yang lain. Jika terdapat 
kematian hanya 2 ekor tikus pada ketiga termin 
limit test, maka limit test dihentikan. Pengujian 
dilanjutkan ke main test apabila terdapat lebih 
dari 2 tikus yang mati [17,18].
2.1.5. Pengolahan dan analisis data

Data bobot badan secara kumulatif dianalisis 
menggunakan SPSS dengan taraf kepercayaan 
95%. Sementara nilai LD50 dianalisis mengguna–
kan software AOT425 StatPgm.

 
2.2. Alat dan bahan penelitian

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah Labu ukur (Pyrex®), labu alas bulat (Du-
ran®), gelas beker (Pyrex®), erlenmayer (Pyrex®), 
sonde oral (Medica), spuit oral (One med®), stop-
watch, timbangan analitik (Fujutsu®), hot plate 
(IKA®), rotary evaporator (IKA®), waterbath 
(Memmert®), blender (Maspion), oven (Parid 
Fanel Power®), ayakan nomor 40 (Pharmalab®), 
kertas saring, batang pengaduk, cawan penguap, 
chamber, pipa kapiler, sonikator (Vevor®), pipet 
tetes, tabung reaksi (Pyrex®), lampu UV 254 nm 
dan 366 nm, sonikator (Vevor®) saringan, mor-
tar dan stamper, penjepit tabung, sendok tanduk, 
timbangan hewan, kandang tikus, alat tulis dan 
kamera.

Bahan-bahan yang digunakan dalam peneli-
tian ini adalah: bunga telang (Clitoria ternatea L.) 
yang diperoleh dari  Kota Banjarbaru Kalimantan 
Selatan dan telah mendapatkan sertifikat hasil uji 
tanaman bunga telang pada tanggal 13 Desember 
2022 dengan nomor surat 233a/LB.LABDASAR/
XII/2022, tikus betina galur wistar yang telah 
mendapatkan kelayakan etik No. 13/Ka.Kom.
Et/70/KE/II/2023, pakan tikus, Na-CMC (Teknis), 
plat KLT silica gel GF254 (Merck®), aluminium 
foil (Alta wrap), etanol 70% (Onemed®), pereaksi 
Dragendorff (Teknis), pereaksi Mayer (Teknis), 
pereaksi Wagner (Teknis), pereaksi Liebarmann-
Burchard (Teknis), FeCl3 (Brataco®), serbuk mag-
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Tabel 1. Hasil skrining fitokimia ekstrak etanol 70% bunga telang

No Jenis uji Pereaksi Perlakuan Hasil (%)
1. Alkaloid Pereaksi Dragendorff

Pereaksi Mayer
Pereaksi Wagner

+
+
+

Terbentuknya endapan kemerahan
Terbentuknya endapan putih
Terbentuknya endapan coklat

2. Fenol FeCl3 1% + Larutan berwarna hitam pekat
3. Flavonoid Serbuk Mg + HCl

pekat + Amil alkohol
HCl pekat, dipanaskan

+
+

Larutan berwarna jingga pada lapisan amil alkohol
Larutan berwarna merah

4. Saponin Air panas + HCl + Terbentuknya busa yang stabil setinggi 1 cm
5. Steroid 

Triterpernoid
Pereaksi 
Liebermann-Buchard

-
+

Tidak terjadinya perubahan warna  
Larutan berwarna merah

6. Tanin Gelatin 1% + Terbentuk endapan berwarna putih

Noda 
ke-

Rf Hasil pengamatan

Visual UV 254 nm UV 366 nm Visual setelah di–
semprot AlCl3 5%

UV 254 nm setelah 
disemprot AlCl3 5%

UV 366 nm setelah 
disemprot AlCl3 5%

1 0,77 Coklat pudar Hitam Ungu Hijau kekuningan Biru pudar Biru muda

2 0,92 Coklat pudar Hitam Merah Hijau kekuningan Biru pudar Merah pudar

Tabel 2. Nilai Rf identifikasi flavonoid ekstrak etanol 70% bunga telang dengan kromatografi lapis tipis

nesium (Teknis), HCl pekat (Brataco®), HCl 2N 
(Brataco®), kloroform (Emsure®), gelatin (Merck®), 
NaCl (Teknis), amil alkohol (Emsure®), AlCl3 (Ni-
tra kimia), n-butanol (Emsure®), asam asetat gla-
cial (Emsure®), aquadest (Waterone®).

3. Hasil dan pembahasan

Ekstrak etanol 70% bunga telang dibuat de–
ngan metode maserasi. Filtrat yang diperoleh di-
pekatkan hingga didapat ekstrak kental dan bo-
bot tetap. Ekstak kental yang diperoleh sebesar 
50,087 gram dengan rendemen ekstrak 33,391%. 

3.1. Skrining fitokimia
Skrining fitokimia ekstrak etanol 70% bunga 

telang dilakukan terhadap senyawa alkaloid, 
fenol, flavonoid, saponin, steroid/triterpenoid 
dan tanin. Hasil pengujian skrining fitokimia 
dapat dilihat pada Tabel 1. 

3.2. Identifikasi flavonoid ekstrak etanol 70% 
bunga telang (Clitoria ternatea L.) dengan 
kromatografi lapis tipis

Identifikasi kromatografi lapis tipis ekstrak 
etanol 70% bunga telang menunjukkan bercak 
noda berwarna kuning setelah disemprot de–
ngan penampak bercak AlCl3 yang menunjukkan 
adanya kandungan flavonoid. Hasil identifikasi 
kromatografi lapis tipis senyawa flavonoid dapat 
dilihat pada Tabel 2. 

Nilai Rf 0,77 dan 0,92 berwarna hijau keku–
ningan pada pengamatan secara visual dan pe–
ngamatan di bawah sinar UV 254 nm berwarna 
biru (setelah disemprot dengan AlCl3  5%) [19,20]. 
Pada pengamatan dibawah sinar UV 366 nilai Rf 
0,77 berwarna ungu dan nilai Rf 0,92 berwarna 
merah. Setelah dilakukan penyemprotan masing-
masing noda menjadi warna biru muda dan juga 
merah pudar, dimana hal ini menandakan warna 
noda tersebut positif flavonoid seperti terlihat 
pada Gambar 1 [21,22].

Keterangan: 
(+) Mengandung senyawa uji
(-) Tidak mengandung senyawa uji
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Gambar 1. Hasil identifikasi senyawa flavonoid (a) Pengamatan secara visual; (b) Pengamatan pada 
sinar UV 254 nm; (c) Pengamatan pada sinar UV 366 nm; (d) Pengamatan secara visual 
setelah disemprot AlCl3 5%; (e) Pengamatan pada sinar UV 254 nm setelah disemprot AlCl3 
5%; (f) Pengamatan pada sinar UV 366 nm setelah disemprot AlCl3 5%; pada esktrak etanol 
70% bunga telang (Clitoria ternatea L.) de ngan kromatografi lapis tipis

3.3. Uji toksisitas akut ekstrak etanol 70% bunga 
telang (Clitoria ternatea L.)

3.3.1. Pengamatan gejala toksisitas
Pengamatan gejala toksisitas pada hewan uji 

bertujuan untuk melihat adanya gejala klinis 
yang menandakan terjadinya efek toksik pada he-
wan uji. Hasil pengamatan selama 14 hari tidak 
menunjukkan gejala ketoksikan akibat pembe-
rian ekstrak etanol 70% bunga telang yang dapat 
dilihat pada Tabel 3.
3.3.2. Hasil bobot hewan uji

Parameter yang diamati selain gejala-gejala 
toksisitas, termasuk juga pengamatan terhadap 
berat badan tikus. Hasil rata-rata pengamatan 
berat badan tikus pada kelompok kontrol negatif 
dan kelompok perlakuan dapat dilihat pada Ta-
bel 4, Tabel 5 dan Gambar 2. Pengamatan berat 
badan tikus dari hari ke-0 sampai hari ke-14 tidak 
menunjukkan penurunan yang signifikan pada 
berat badan tikus sebelum diberikan perlakuan 
dan setelah diberikan perlakuan selama 14 hari. 

Data berat badan tikus dianalisis menggu-
nakan SPSS. Tahap pertama yaitu dengan diuji 
normalitas, lalu didapatkan nilai signifikasi sebe-

sar 0,463 untuk kelompok kontrol negatif dan 
0,726 untuk kelompok perlakuan, yang artinya 
data tersebut terdistribusi normal dikarenakan 
nilai sig >0,05. Tahap kedua yaitu uji homogeni-
tas dengan nilai signifikasi sebesar 0,338 dimana 
data tersebut terdistribusi homogen dikarena-
kan nilai sig >0,05. Data yang terdistribusi nor-
mal dan homogen selanjutnya dilanjutkan ke uji 
parametrik yaitu Independent T-Test [23]. Nilai 
sig (2-tailed) yang didapatkan senilai 0,812, di-
mana nilai sig >0,05 menunjukkan tidak terdapat 
perbedaan bermakna pada berat badan tikus an-
tara kelompok kontrol negatif dan kelompok per-
lakuan setelah diamati selama 14 hari. 
3.3.3. Penetapan nilai LD50 ekstrak etanol 70% 

bunga telang (Clitoria ternatea L.)
Data uji toksisitas dan data nilai LD50 diperlu-

kan untuk obat herbal yang teruji secara klinis. 
Penentuan nilai LD50 ekstrak etanol 70% bunga 
telang didapat dari data toksik. Secara umum, 
semakin rendah nilai LD50, maka semakin toksik 
senyawa tersebut, dan semakin tinggi nilai LD50, 
maka semakin rendah toksisitasnya [24].  Semua 
hewan dalam penelitian ini diuji toksisitas akut-
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Pengamatan Hasil pengamatan

30 mnt 4 jam 24 jam 48 jam 7 hari 14 hari

K P K P K P K P K P K P

Kulit dan bulu N N N N N N N N N N N N

Mata N N N N N N N N N N N N

Latergi (lesu) - - - - - - - - - - - -

Konvulsi (kejang) - - - - - - - - - - - -

Tremor (gemetar) - - - - - - - - - - - -

Diare - - - - - - - - - - - -

Mati - - - - - - - - - - - -

Tabel 3. Pengamatan gejala-gejala toksisitas selama 14 hari

Keterangan: K: Kelompok kontrol negatif; P: Kelompok perlakuan; N: Normal;  (-): Tidak terjadi; (√): Terjadi

Tabel 4. Rata-rata berat badan tikus kelompok kontrol negatif selama 14 hari pada uji toksisitas akut 
ekstrak etanol 70% bunga telang

Tikus Berat badan tikus (gram) pada hari Ke-
0 1 7 14

K1 155 154 165 170
K2 168 168 176 180
K3 183 182 182 186
Rerata ± SD 168,67 ± 14,01 168 ± 14 174,33 ± 8,62 178,67 ± 8,08

Tabel 5. Rata-rata berat badan tikus kelompok uji yang diberikan ekstrak etanol 70% bunga telang dosis 
5000 mg/kgBB selama 14 hari pada uji toksisitas akut

Tikus Berat badan tikus (gram) pada hari ke-
0 1 7 14

Tikus uji 1 149 149 159 170

Tikus uji 2 174 174 172 171

Tikus uji 3 159 161 162 165

Rerata ± SD 160,67 ± 12,58 161,33 ± 12,50 164,33 ± 6,80 168,67 ± 3,21

Gambar 2. Grafik perubahan rata-rata bobot hewan uji setelah diberikan perlakuan selama 14 hari

nya dengan metode OECD 425 menggunakan 
dosis 5000 mg/kgBB. Penetapan nilai LD50 meng-
gunakan software AOT425 StatPgm dengan nilai 

LD50 >5000 mg/kgBB seperti terlihat pada Gam-
bar 3. Menurut kriteria, nilai tersebut termasuk 
klasifikasi tingkat toksik kategori 5 yang artinya 
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“praktis tidak toksik” dengan rentang nilai LD50 
5-15 g/kgBB [6]. Sifat toksik dari suatu tanaman 
berkaitan dengan kandungan senyawa aktif di 
dalamnya. Alkaloid dan saponin dapat merusak 
sel hepatosit pada tikus [25]. Senyawa flavonoid 
dapat menyebabkan atrofi syaraf yang menye-
babkan tikus menjadi tidak dapat bernapas dan 
akhirnya mati. Senyawa fenol dapat mengakibat-
kan hewan uji tidak mampu mengenali makanan 
sehingga mengakibatkan kematian [26]. Pada 
penelitian ini semua hewan uji tidak mengalami 
gejala toksik dan kematian yang artinya golongan 
senyawa alkaloid, fenol, flavonoid, saponin, tanin, 
dan triterpenoid yang terkandung dalam sampel 
memiliki kadar yang tidak menyebabkan gejala 
toksik.

4. Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian uji toksisitas 
akut ekstrak etanol 70% bunga telang (Clitoria 
ternatea L.) terhadap tikus betina galur wistar 
dengan metode OECD 425, dapat disimpulkan 
bahwa kandungan metabolit yang terkandung 
dalam ekstrak meliputi senyawa alkaloid, fla-
vonoid, fenol, saponin, tanin dan triterpernoid.  

Nilai LD50 dari esktrak etanol 70% bunga telang 
yang diuji pada tikus betina galur wistar secara 
oral lebih dari 5000 mg/kgBB, yang masuk ke 
dalam kategori 5 dengan klasifikasi praktis tidak 
toksik.
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