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Puji dan syukur kami panjatkan ke hadirat Alloh SWT, karena hanya dengan izin-Nya maka
dapat terselenggara kegiatan KONFERENSI NASIONAL MATEMATIKA, SAINS DAN
APLIKASINYA (KNMSA 2015) oleh Fakultas Matematika & Ilmu Pengetahuan Alam,
Universitas Islam Bandung pada tanggal 26 Agustus 2015 di Gedung Pascasarjana UNISBA JL
Purnawarman Ne. 59 Bandung. Konferensi Nasional ini bertema “Linking Research
Matematika dan Aplikasinya dalam Menghadapi Persaingan Pasar Bebas.”

Panitia telah menerima sekitar 50 makalah berasal dari berbagai kalangan, seperti
mahasiswa, akademisi, dan peneliti dan berasal dari berbagai daerah di Indonesia. Semua
makalah tersebut dipresentasikan pada KNMSA 2015 di Unisba pada Tanggal 26 Agustus
2015, dajam bentuk oral dan dipublikasikan dalam sebuah prosiding. Kami ucapkan terima
kasih kepada para peserta pemakalah yang telah berpartisipasi dalam rangka mempercepat
pengembangan ilmu pengetahuan dan teknologi.

Semoga Prosiding KNMSA 2015 di Unisba ini bisa bermanfaat dalam penyebariuasan ilmu
pengetahuan dan teknologi khususnya bidang bidang matematika dan sains di Indonesia.
Kepada semua pihak, terutama Tim Prosiding yang telah bekerja keras menyelesaikan
prosiding ini, kami ucapkan terima kasih.
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Abstrak

Telah dilakukan isolasi senyawa flavonoid dari daun mimba (Azadirachta indica A.H.] Juss). Tahapan awal isolasi
adalah ekstraksi menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 95 %, dilanjutkan dengan fraksinasi
menggunakan metode ekstraksi cair-cair dengan pelarut n-heksan, etil asetat dan air. Senyawa flavonoid
ditunjukkan oleh fraksietil asetat. Terhadap fraksi etil asetat dilakukan subfraksinasi menggunakan metode
kromatografi cair vakum dan pemurnian dengan KLT preparatif, sehingga diperoleh isolat sebanyak 30 mg.
Isolat diidentifikasi dengan spektrofotometri ultraungu-sinar tampak, hasil spektrum menunjukkan dua puncak
serapan pada panjang gelombang 365 dan 290 nm yang dilanjutkan dengan pereaksi geser. Hasil identifikasi
menunjukkan bahwa isolat adalah flavonoid golongan flavonol.

Kata Kunci:Azadirachtaindica, daunmimba, flavonoid, spektrofotometriultraungu-sinartampak.

1. Pendahuluan

Di dalam suatu tanaman terkandung puluhan atau ratusan bahkan ribuan jenis senyawa kimia
sehingga cukup sulit untuk mengetahui atau menentukan jenis senyawa, fungsi serta manfaat dari
tiap senyawa aktif tersebut. Kelompok senyawa aktif tumbuhan dikategorikan sebagai metabolit
primer dan metabolit sekunder. Pada umumnya proses penentuan jenis senyawa atau isolasi bahan
alam menargetkan senyawa metabolit sekunder. Salah satu tanaman yang tumbuh dengan baik di
nusantara adalah mimba (AzadirachtaindicaA.H.].Juss.) (Syarmalina dan Laksmitawati, 2005).
Tanaman ini telah lama digunakan dan dipercaya masyarakat sebagai obat tradisional yang mampu
menyembuhkan segala jenis penyakit pada manusia (Kardinandan Taryono, 2003). Kandungan
metabolit sekunder pada daun mimba diketahui mengandung senyawa alkaloid, flavonoid,
glikosida, antraquinon (Ejoba R, 2012:14-17), asam lemak, saponin, tannin, dan triterpenoid
(Garima, et al,, 2014:444-447). Berdasarkan jenisnya flavonoid diklasifikasikan kedalam kategori
yang berbedaya itu sebagai flavanon, flaven, flavonol, isoflavon, khalkon, aurondanantosianin
(Sirait, 2007:130). Kandungan senyawa flavonoid telah diteliti dapat memberikan kontribusi yang
signifikan terhadap aktivitas antioksidan serta aktivitas farmakologi lainnya.

Salah satu kegunaan daun mimba menurut Garima, et al., (2014: 444-447) ekstrak daun mimba
memiliki aktivitas antioksidan. Senyawa antioksi dan yang berperan dalam menangkal radikal
bebas terhadap kerusakan sel dan jaringan biasanya terdapat pada jenis flavonoid kuersetin,
kaempferol, rutin, sertaapigenin, beberapa senyawa tersebut diantaranya diungkapkan memiliki
aktivitas antikanker (Okarter, 2012).Pada penelitian lain mengenai aktivitas flavonoid pada daun
mimba telah diketahui bahwa ekstrak daun mimba dapat menghambat pertumbuhan fungi dan
mikroba seperti Lactobacillus sp. (Kanwal, et al., 2011). Berdasarkan latar belakang dan penjelasan
di atas maka dapat diambil perumusan masalah yaitu bagaimana cara melakukan isolasi senyawa
flavonoid. Selain itu ingin diketahui pula senyawa flavonoid jenis apa yang terdapat pada daun
mimba (Azadirachta indica A.H.].Juss).

Penelitian ini bertujuan untuk melakukan isolasi senyawa golongan flavonoid pada daun mimba
dan diidentifikasi menggunakan spektrofotometri Ultra ungu-sinar tampak. Dari hasil penelitian
dapat diketahui informasi mengenai senyawa flavonoid yang dikandung dalam daun mimba karena
flavonoid sangat berpotensi mengobati berbagai macam penyakit dan jenis flavonoid sangat
beragam berdasarkan strukturnya. Manfaat dari penelitian ini diharapkan dapat menambah
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pengetahuan dan memberikan informasi tentang jenis senyawa flavonoid yang terdapat pada daun
mimba, sehingga dapat menjadi acuan pada standardisasi senyawa bahan alam, terutama untuk
standardisasi kandungan kimianya.

2. Hasil dan Pembahasan

Daun mimba (Azadirachta indica A.H.].Juss.) segar sebanyak + 6 kg dikeringkan, diperoleh simplisia
sebanyak t 1,7 kilogram. Determinasi tumbuhan dilakukan di Herbarium Bandungense, SITH, ITB.
Selanjutnya dilakukan penapisan fitokimia pada simplisia. Hasil pengamatan penapisan fitokimia
terhadap sampel mengandung alkaloid, flavonoid, polifenolat, tanin, kuinon,
monoterpen/seskuiterpen, dan triterpen/steroid.Hasil pengujian parameter standar simplisia
yaitu kadar sari larut air 30,378%, kadar sari larut etanol 10,305%. Pada pengujian parameter non
spesifik susut pengeringan 16,485%, pengujian kadar air 8,4%. Penetapan kadar abu total 5,260 %,
kadar abu tidak larut asam 2,727 %.

2.1 Ekstraksi dan Fraksinasi

Simplisia sebanyak 1,5 kg di ekstraksi dengan metode maserasi menggunakan pelarut etanol 95 %
sebanyak 20 liter, ekstrak cair yang diperoleh dari hasil maserasi sebanyak 16 liter, kemudian
dilakukan pemekatan menggunakan vacuum rotary evaporator hingga diperoleh ekstrak kental
sebanyak 180 gram dengan rendemen 12 %. Hasil fraksinasi dengan metode ECC diperoleh fraksi
n-heksan 0,004%, dan fraksi etil asetat 6,213%. Pemekatan ekstrak cair menggunakan vacuum
rotary evaporator dengan suhu 500 C (Depkes RI, 1995:63). Selanjutnya, ekstrak, fraksi n-heksan,
fraksi etil asetat dan fraksi air dipantau menggunakan KLTdengan pembanding flavonoid yang
umum. Fase gerak yang digunakan adalah n-heksan:etil asetat (2:8). Kromatogram hasil
pemantauan ekstrak dan fraksi dapat dilihat pada Gambar 1 dan 2. Fase gerak yang digunakan
adalah n-heksan:etil asetat (2:8). Fraksi etil asetat terpilih untuk disubfraksinasi menggunakan
kromatografi cair vakum, fase diam silika gel 60 dengan variasi fase gerak campuran pelarut n-
heksana, etil asetat, dan metanol.

Gambar 1. Kromatogram pemantauan ekstrak dan fraksi

Keterangan: Pola kromatogram lapis tipis ekstrak dan fraksi, FD silika gel GF254, FG n-heksan : etil asetat
(2:8), (A) Penampak bercak sinar tampak, (B) Penampak bercak UV A 254 nm, (C) Penampak
bercak UV A 365 nm, (1) Ekstrak, (2) Fraksi n-heksan, (3) Fraksi etil asetat, (4) Fraksi air, (5)
pembanding kuersetin

Prosiding KNMSA 2015 | ISBN: 978-979-99168-1-5
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A

Gambar 2. Kromatogram pemantauan ekstrak dan fraksi dengan AlCls

Keterangan: Pola kromatogram lapis tipis ekstrak dan fraksi, FD silika gel GF254, FG n-heksan:etil asetat
(2:8), penampak bercak AlCl3, (A) sinar tampak,(B) penampak bercak UV 365 nm, (1) Ekstrak,
(2) Fraksi n-heksan, (3) Fraksi etilasetat, (4) Fraksi air, (5) pembanding kuersetin.

Dari hasil pemantauan ekstrak dan fraksi, dipilih fraksi etil asetat karena memiliki pola
kromatogram yang sama seperti pembanding flavonoid yaitu berada pada Rf 0,75 dan warna
bercak terlihat jelas berwarna kuning setelah disemprot dengan penampak bercak alumunium
klorida, serta berpendar dibawah sinar ultraungu panjang gelombang 365 nm. Tujuan penggunaan
pembanding untuk memilih fraksi yang mengandung senyawa flavonoid yang akan dilakukan
subfraksinasi. Selanjutnya, fraksi etil asetat yang terpilih difraksinasi kembali menggunakan
kromatografi cair vakum (KCV) tujuannya untuk memudahkan proses pemisahan pada metode
selanjutnya untuk isolasi. Prinsip metode KCV yaitu terjadi pemisahan secara adsorpsi dan partisi
yang dipercepat dengan bantuan pompa vakum (Adijuwana, 1989). Digunakan fase diam silika gel
60 dengan variasi fase gerak campuran pelarut n-heksana, etil asetat, dan metanol. Fraksi-fraksi
diuapkan dan dipantau menggunakan KLT dan dilihat pola kromatogram dibawah sinar ultraungu
panjang gelombang 254 nm dan 365 nm. Hasil kromatogram fraksi KCV dengan eluen etil asetat
100% dapat dilihat pada Gambar 3:

Gambar 3. Kromatogram pemantauan fraksi KCV pada UV A 254 nm

Dari hasil pemantauan kromatogram fraksi-fraksi KCV dengan fase gerak etil asetat {100%), pada
kromatogram fraksi 7 terlihat memiliki pola bercak yang baik dibandingkan fraksi yang lainnya.
Untuk memastikan fraksi terpilih senyawa flavonoid maka digunakan penampak bercak sitroborat
{(Gambar 4} dan penampak bercak alumunium klorida (Gambar 5).

Prosiding KNMSA 2015 | ISBN: 978-979-99168-1-5
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Gambar 4. Kromatogram pemantauan fraksi KCVdengan sitroboratdanultraungu 365 nm

Berdasarkan Gambar 4, pola kromatogram di bawah sinar ultraungu panjang gelombang 365
nmdapat dilihat pola pemisahan yang baik ditunjukkan pada fraksi 7 dengan nilai Rf 0,75 dan
bercak yang timbultelahterpisahdenganbaik.

O

45678910111213141516171819 20 21

Gambar 5. kromatogram pemantauan fraksi KCVdengan AICI3

Berdasarkan Gambar 5, pemantauan KLT pada sinar tampak setelah di semprot dengan penampak
bercak alumunium klorida (AlCls) pola bercak pada fraksi 7 menunjukkan peningkatan warna
menjadi lebih kuning dengan nilai Rf 0,75.Berdasarkanpemantauanfraksihasil KCV makafraksi7
dipilih dan di elusi dengan berbagai komponen fase gerak untuk menghasilkan pemisahan yang
baik. Kemudian diperoleh fase gerak n-heksan:etil asetat (2:8) yang dapat memisahkan bercak
dengan baik. Nilai Rf yang didapat yaitu 0,8 nilai ini lebih besar dari Rf sebelumnya hal ini
dikarenakan senyawa flavonoid cenderung lebih non polar dari fase gerak. Hasil kromatogram
pada fraksi 7 dapat dilihat pada gambar berikut ini:

Prosiding KNMSA 2015 | ISBN: 978-979-99168-1-5
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Gambar 6 : Kromatogram Fraksi 7

2.2, Isolasi Senyawa Flavonoid

Isolasi senyawa flavonoid dilakukan dengan metode pemurnian menggunakan plat KLT preparatif
terhadap fraksi 7. Hasil pemantauan KLT preparatif menghasilkan pita kuning dengan Rf 0,75 lalu
pita kuning dikerok untuk dipisahkan, pita kuning tersebut diduga senyawa flavonoid karena
setelah disemprot penampak bercak alumunium klorida (AICl3) dapat bereaksi menghasilkan
warna kuningyang lebih terang. Serbuk hasil kerokan dilarutkan dalam metanol dan diuapkan.
Untuk memastikan isolat telah murni maka diuji kemurniannya.Hasil uji'’kemurnian menggunakan
tiga fase gerak yang berbeda-beda kepolarannya yaitu (1)kloroform:etil asetat (7:3), (2)etil asetat,
(3)etil asetat:metanol (7:3), penampak bercak H:50s+ 10 %, dihasilkan bercak tunggal. Hasil
kromatogram uji kemurnian dapat dilihat pada Gambar 7.

Gambar 7. Kromatogram uji kemurnian pengembang tunggal

Keterangan: Pola kromatogram lapis tipis pengembangan tunggal, FD silka gel GF254, FG
(1)kloroform:etil asetat (7:3), (2)etil asetat, (3)etil asetat:metanol (7:3), penampak bercak H2S04
10 %.

Untuk lebih memastikan kemurnian isolat, tahap selanjutnya dilakukan uji kemurnian dengan
metode KLT dua dimensi menggunakan fase gerak yang berbeda kepolarannya, yaitu yang bersifat
kurang polar dan lebih polar. Plat KLT diputar 90° dari arah pertama elusi. Eluen yang digunakan
(1)kloroform:etil asetat (7:3); (2) etil asetat:metanol (7:3)dengan penampak bercak H2S04 10
%.Hasil kromatogram uji kemurnian dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8: Kromatogram KLT dua dimensi

Keterangan: Pelat silika gel F254,
Eluen: (1)kloroform:etil asetat (7:3); (2) etil asetat:metanol (7:3); Penampak bercak H2504 10 %.

2.3. Identifikasi Isolat

Isolat yang diperolehkemudiandiidentifikasi menggunakan instrumen spektrofotometer ultraungu-
sinar tampak. Isolat diukur absorbansinya dalam metanol pada rentangpanjang gelombang 220
sampai 500 nm. Hasil spektrum isolat dalam metanol dan penambahan pereaksi geser dapat dilihat
pada Tabel 1.

Tabel1.HasilPenafsiranSpektrumUltraungu-SinarTampakdenganPereaksiGeser

e Pergeseran | Pergeseran
er Pital | Pita2 puncak 1 puncak 2 Keterangan
MeOH 365 290 Flavonol 3-OH bebas
NaOH 413 327 +48 +37 3-0H, tanpa 4’-OH
NaOH bebas
(5 menit) 328 +38 Kekuatan menurun

Hasil spektrum Ultraungu-sinartampakdari isolat dalam pelarut metanol memberikan dua puncak
serapan yaitu pada serapan pita pertama mempunyai panjang gelombang 365,0 nm dengan nilai
absorbansi 0,320 dan pita kedua mempunyai panjang gelombang 290,0 nm dengan absorbansi
0,717. Serapan pada panjang gelombang tersebut menunjukan rentang serapan dari senyawa
flavonoid golongan flavonol yaitu pada rentang 350-385 nm (pita I) dan rentang 250-280 nm (pita
I1).Tahapan selanjutnya isolat direaksikan dengan NaOH, tujuan penggunaan NaOH yaitu untuk
melihat pola hidroksilasi pada pita I, hasil pengujian menunjukkan adanya pergeseran batokromik
sebesar 48 nm dengan kekuatan menurun pada pita I yang menunjukkan 3-OH, tanpa 4'-OH bebas.

Dari data spektrofotometri Ultraungu-sinar tampak maka isolate adalah flavonoid yang diduga
golongan flavonol tanpa -OH bebas pada posisi 4'. Data diatas sesuai dengan literatur Markham
(1988: 39-53).
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3. Kesimpulan dan Saran

Telah berhasil diisolasi senyawa flavonoid dari simplisia daun mimba (Azadirachta indica
A.H]J.Juss), berupa isolat berwarna kuning kecoklatan. Hasil identifikasi isolat dilakukan
menggunakan spektrofotometer ultraungu-sinar tampak menunjukkan bahwa isolat tersebut
merupakan senyawa flavonoid golongan flavonol tanpa 4’-OH bebas.

Saran untuk penelitian selanjutnya perlu dilakukan karakterisasi isolat lebih lanjut untuk
mengetahui kepastian struktur senyawa isolat menggunakan NMR, serta pengukuran titik leleh
untuk menguji kemurniannya. Selain itu perlu juga dilakukan isolasi senyawa lain pada tanaman
mimba dengan menggunakan metode isolasi dan metode analisis yang lain.
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