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Isolasi Dan Identifikasi Senyawa Flavonoid
Dalam Daun Tembelekan

Darmawati M. Nurung, Weny J.A. Musa, Akram La Kilo
lurusan Pendidikan Kimia, Fakultas Matematika dan IPA
Universitas Negeri Gorontalo

ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengizolasi dan mengidentifikasi senyawa flavonoid dalam daun
tembelekan, Metode yang digunakan adalah metode ekstraksi dengan 368 gram sampel
dimaserasi dengan pelarut metanol selama 24 jam, menghasilkan ekstrak kental metanol
sebanyak 30 gram. Eksirak kental metanol sebanyak 10 gram difraksinasi ke dalam campuran
metanol-air {1:2) kemudian dipartisi berturut-turut dengan pelarut n-heksan, etil asetat,
menghasilkan ekstrak kental n-heksan 4,22 gram, ekstrak etil asetat 21,4 gram dan ekstrak air
184 gram. Uji fitokimia flavonoid dari semua eksirak kental yang diperoleh menunjukkan
positif flavonoid. 1,51 gram ekstrak kental etil asetat dipisahkan dengan kromatografi kolom
grafitasi secara bergradien dengan eluen n-heksan: etil asetat (100:0% - 0:100%) dengan
kenaikan [0%, menghasilkan 7 fraksi vaitu D1-D7. Fraksi D3 dipisahkan dengan eluen n-
heksan : etil asetat (8:2), menghasilkan 6 fraksi yaitu D3,-D3,. Fraksi D3; merupakan isofat
murni setelah dirckristalisasi. [solat mumni diidentifikasi dengan spektroskopi UV-Vis dan IR;
hasil LY-Vis menunjukkan ada dua pita pada panjang gelombang 261 nm ( pita [} dan pada
panjeng getombang 221 nm (pita IT), hasil 1R adalah adanya gogus OH, C—H alifatik, C=C
aromatik. C—0 alkohol. dan C— aromatik. Oleh karena itw, isolat murni diduga adalah

golongan flavonaoid.

Kata kunci : {solasi, Daun Tembelekan, Senmyawa Flavonoid

[ndonesia memiliki sumber daya alam
havati yang sangat beranekaragam. Sumber daya
alam hayati ini merupakan sumber senyawa
kimia yang tak terbatas jenis dan jumlahnya.
Keanckaragaman hayati dapat diartikan sebagai
keapekaragaman kimiawi vang mampu meng-
hasilkan bahan-bahan kimia untuk kebutuhan
manusia, seperti obat-obatan, insektisida, dan
kosmetika (Lenny, 2006 dalam Sukandar, dkk..
2012:534).

Tanaman semak yang dianggap scbagai
gulma memiliki potensi sebagai tanaman obat
yvang sangat bermanfaat. Gulma adalah rumput
penggangu vang hidup pada daerah pertanian.
Tembelekan merupakan gulma vang tumbuh liar
dan digunakan sebagai obat. Tanaman ini di
Gorontalo dikenal dengan nama katumbali yang
digunakan untuk pengobatan luka (anti-
imflamasi) dan penurun tekanan darah tinggi.

02015 by Department of Chemistry,
Garontalo State University - Indonesia

Bagian tanaman ini yang sering digunakan
sebagai obat adalah daun dan akar (Pomanto,
dkk,, 2013:9).

Kandungan senyawa metabolit sekunder
vang dihasilkan dari ekstrak daun tembelakan itu
adalah steroid dan terpenoid dan flavonoid
{menggunakan petrolium eter) steroid, terpenoid,
saponin, flavonoid (menggunakan kloroform);
steroid, saponin flavonoid, (menggunakan
metanol); steroid, saponin, flavonoid, dan tri-
terpen (menggunakan air) (Sharma, dkk., 2013:
2838).

Senyawa favonoid terdapat pada ekstrak
etanol akar, daun, dan buah tanaman tembelekan,
dengan kadar flavonoid yang berbeda-beda.
Kadar flavonoid lebih banyak terdapat pada daun
dibandingkan dengan akar dan buah (Hidayati,
dkk., 2005). Penelitian ini melaporkan hasil
isolasi dan identifikasi senyawa flavonoid dalam
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daun tembelekan wvang menggunakan cairan
penyari metanol, dan dipartisi dengan n-heksan,
dan etil asetat.

METODOLOGI PENELITIAN

Bahan tumbuhan (sampel) yang digunakan
dalam penelitian ini adalah daun tembelekan
yang diambil dari daerah Gorontalo. Daun
tembelekan yang digunakan yaitu semua daun
yang terdapat pada bagian tumbuhan tembelakan.
Daun yang diambil yaitu daun yang fidak cacat
kemudian dibersihkan, dipotong-potong kecil
dikeringkan dengan cara diangin-anginkan dalam
ruangan terbuka yang terlindungi dari sinar
matahari.

Ekstrasi dan Fraksinasi

Sampel yang sudah halus sebanyak 368
gram dimaserasi dengan metanol kemudian
ditutup selama 24 jam, sambil sekali-kali sampel
itu dikocok dan tepat 24 jam ekstrak disaring.
Hasil ekstrasksi kemudian divapkan pada suhu
35-45°C dengan mengunakan rotary evaporaior
apar mendapatkan ekstrak pekat.

Ekstrak kental metanol disuspensikan ke
dalam campuran pelarut MeOH-H;O dengan
perbandingan 1:2. kenmmdian ekstrak tersebut
dipartisi secara berulang-ulang dengan n-heksan
dan etil asetat sehingga diperoleh masing-masing
fraksi. Fraksi-fraksi tersebut dievaporasi pada
suhu 35-45°C sampai diperoleh ekstrak kental n-
heksan, ekstrak kental etil asetat, dan ekstrak air.
Masing-masing ekstrak kental yang diperoleh
diuji secara fitokimia, yaitu uji favonoid, uji
alkaloid, uji steroid. uji terpenoid dan uji saponin
(Idrus, dkk., 2013:3),

Pemisahan dan Pemurnian

Fkstrak dipisahkan dengan kromatografi
kolom dengan menggunakan fasa diam silika gel
dan fasa gerak n-heksan: etil asetat dengan eluen
bergradien. Hasil kromatografi kolom diuji
kemurniannya dengan menggunakan Kromato-
grafi Lapis Tipis (KLT). Jika isolat menunjukkan
pola bercak tunggal pada KLT, maka dapat di-
simpulkan bahwa isolat mumi telah diper-
oleh dari ekstrak kental téfsebut. Isolat murni
yang dihasilkan diidentifikasi menggunakan
spketrofotometer dari UV-Vis dan IR.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Ekstraksi dan Fraksinasi

Daun tembelekan yang sudah kering
ditimbang sebanyak 368 gram, lalu daun tersebut
dimaserasi dengan metanol selama 24 jam. Hasil
maserasi dengan metanol tersebut disaring untuk
memisahkan filtrat dan residu, filtrat berwarna
hijau tua. Filtrat dievaporasi mengunakan rotary
evaporator pada suhu 35-45 °C. Ekstrak kental
hasil evaporasi adalah 30 gram.

Ekstrak di atas disuspensi sebanyak 10
gram dengan metanol dan air dengan
perbandingan  1:2. Partisi diawali dengan
penggunaan n-heksan yang bersifat non polar,
kemudian dilanjutkan dengan menggunakan etil
asetat vang bersifat semi polar.

Fraksinasi n-heksan dengan volume 100
mL, dan terdapat dua fasa, yaitu fasa organik dan
fasa air, Partisi dilakukan sebanyak 7 kali. Hasil
fraksinasi digabungkan dan dievaporasi pada
suhu 35-40°C. dan diperoleh ekstrak fraksi n-
heksan sebanyak 4,22 pram. Selanjutnya fasa air
dipartisi lagi dengan etil asetat untuk
mendapatkan fasa organik dan fasa air. Partisi ini
dilakukan sebanyak 6 kali. Hasil partisi di
evaporasi dengan menggunakan refary  evapo-
rator pada suhu 35-40°C, dan diperoleh elestrak
sehanyak 214 gram. Sedangkan fraksi air
dievaporasi pada suhu 58°C, sehingga dihasilkan
ckstrak sebanyak 1,84 gram.

Uji Fitokimia
Hasil wuji fitokimia semua ekstrak
(metanol, n-heksan, etil asetat dan air)

menunjukkan adanya senyawa flavonoid, yang
ditandai dengan terjadinya perubahan warna. Uji
alkaloid adalash negatif (-), vang diindikasikan
dengan tidak terbentuknya endapan pada saat
penambahan pereaksi untuk uji alkaloid. Uji
steroid dan terpenoid dilakukan dengan
penambahan pereaksi Liecberman Burchard. Hasil
uji tersebut menunjukkan negatif (-) untuk
senyawa lerpenoid dan positif (+) senyawa
steroid dengan terjadinya perubahan wama
menjadi biru kehijauan serta positif untuk uji
saponin yang ditandai dengan terdapatnya busa
saat penambahan aguades panas kecuali ekstrak
n-heksan.
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Pemisahan dan Pemurnian

Pemisahan dan pemurnian  dilakukan
dengan menggunakan  kromatografi  kolom
gravitasi. Sebefum melakukan pemisahan dengan
menggunakan  kromatografi  kolom, ekstrak
terlebih dahulu di-KLT (Kromatografi Lapis
Tipis) untuk melihat eluen dan ekstrak yang
paling baik yang dipunakan dalam kromatografi
kolom. Ekstrak n-heksan, etil asetat, metanol dan
ekstrak air di-KLT dengan menggunakan eluen
n-heksan dan etil asetat sebagai fasa geraknya
(fasa mobile) dengan perbandingan 9:1 dan §:2
(n-heksan: etil asetat) sedangakan fasa diamnya
{ fasa stasioner) adalah plat silika.

Hasil KLT menunjukkan semua fraksi
vang dielusi dengan eluen campuran n-heksan:
etil asetat memberikan gambaran pemisahan

Rl

senyawa-senyawa yang terkandung dalam fraksi.
Oleh karena itu, eluen tersebut dapat digunakan
sehagai  eluen dalam kromatografi  kolom.
Ekstrak etil asetat dilanjutkan ke pemisahan
kromatografi  kolom  karena secara  fisik
bentuknya kering dan benih-benih kristal sudah
terlihat, namun masih kotor,

Ekstrak fraksi etil asetat sebanvak 1,51
gram dipisahkan dengan kromatografi kolom
bergradien. Fasa diam yang digunakan adalah
silika gel, sedangkan fasa gerak yang
digunakan adalah N-heksan : Etil asetat (100:0%
-0:100%) dengan kenaikan 10%. Hasil
kromatografi kolom yaitu 125 vial dan di-KLT
menggunakan eluen N-heksan : Etil asetat (8:2)
menghasilkan 7 fraksi, seperti pada Gambar I.

R —

~_‘Y,_}__._-IL_,_,_.=\_.|,_-'I_‘,_I'-

[ B2 D3 D4 D5

" e

D6 D7

Gambar 1 Hasil kromatografi kolom yang di-KLT dengan menggunakan campuran eluen n-heksan:

etil asetat dengan perbandingan 8:2.

Berdasarkan Gambar 1, fraksi DI-D7
merupakan gambaran senyawa vang dipisahkan
pada plat KLT, dimana semakin besar fraksinya,
jarak  pemisahannya semakin Kecil. Jarak
pemisahan senyawa pada plat  silika  gel
tergantung pada polaritasnya. Senyawa yang
tidak polar dan sedikit polar bergerak paling jauh
dari titik awal penotolan, sedangkan senyawa
yvang paling polar bergerak naik dengan jarak
paling dekat dari titik awal penotolan tersebut.
Hal ini dikarenakan senyawa polar akan lebih
teradsorbsi pada plat silika gel dibandingkan
senyawa non polar. Kekuatan adsorbsi pada plat

silika gel tergantung pada kuat lemahnya
interaksi antara senyawa, pelarut, dan adsorben
(Padmawinata, 1991 dalam Sepfianingsi.
2010:11). Hasil KLT di atas, fraksi yang
memiliki pola noda yang sama digabung
(disatukan) dan didapatkan 7 fraksi seperti pada
Tabel] 1 dibawah ini.
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Tabel 1 Penggabungan fraksi hasil kromatografi Pada fraksi D3 terlihat bahwa kristal jarum
kolom telah terbentuk, nmamun kristal itu masih kotor,
Fraksi Nomor botol vial Oleh karena itu, dimurnikan kembali dengan
D1 -1l kromatografi kolom gravitasi menggunakan
D2 1222 gluen campuran n-heksan: etil asetat (8:2).
D3 23-36 Pemurnian itu menghasilkan 45 vial. Vial-vial
D4 37-46 tersebut diKLT untuk menggabungkan pola noda
Ds 47-50 yang sama, dan diperoleh 6 fraksi. Pola noda
D6 51-70 hasil kolom terlihat pada KLT sebagaimana
D7 71-125 ditunjukkan dalam Gambar 2.

Gambar2? KLT; Hasil kolom kedua di KLT dengan mengunakan eluen 8:2 (n-heksan: etil asetat).

Fraksi-fraksi hasil KLT kolom kedua direkristalisasi. sampai mendapatkan kristal
(fraksi D3) adalah D3,, D32, D33, D34, D35, dan  jarum berwarna putih. Oleh karena itn, 3 wvial
D3; vang masing-masing bernomor vial 1-4, 5-  tersebut di-KLT untuk melihat pola nodanya
12, 13-30, 31-35, dan 36-45. Hasil kolom kedua dengan eluen 7.5:2.5 (n-heksan: “etil asetat),
untuk vial No. 31, 32, 33, 34, 35 menunjukkan sebagaimana ditunjukkan pada Gambar 3.
adanya kristal jarum vang masih kotor. Kristal

7,5:2.8

4 em

|.8cm

VR e

— (0,45
1.8 cm 4em

? ¥ 4 . ' v

&l 31_.13 a4 35

Gambar3 KLT kristal; Kristal yang dihasilkan dicuci dengan n-heksan dan sedikit etil asetat,
sampai mendapatkan kristal jarum berwarna putih dan dilakukan KLT untuk melihat
pola nodanya. Terdapat | noda tunggal dengan nilai Rf nya 0.45 menggunakan eluen

7.5:2,5 (n-heksan: etil asetat). L

Hasil KLT pada vial 31-35 (Gambar 3) heksan:etil asetat 7,5:2.5. Harga Rf untuk noda
menunjukkan noda tunggal dengan eluen n- ini 0.45. Vial yang memiliki kristal jarum




(8:2).
Vial-vial
pola noda
Pala noda
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berwarna putih bersih yaitu vial no 35, sehingga
kristal ini yang dilanjutkan untuk uji kemurnian
menggunakan kromatografi lapis tipis dengan
ciuen yang berbeda-beda. Senvawa (noda-
nodanya)  dapat  dilihat  dengan  cara

(A) (B)

(C) (D}

meyemprotkan H,S0O, pada plat KLT sehingga
menghasilkan warna merash pada plat KLT
{Gambar 4). Hasilnya adalah noda yang nampak
hanya satu, sehingea kristal tersebut dikatakan
isolat murni.

Gambar 4 Hasil KLT Uji kemurnian vial no. 35 pada perbandingan eluen: A). n-heksan: aseton
(9:1); B). n-heksan: etil asetat (9:1); C). metanol: etil asetat (8:2); dan D). kloroform:
metanol (7:3) didapatkan | noda yang sudah murni.

Kemurnian ekstrak ini diperkuat oleh hasil
pengujian KLT dua dimensi. KLT dua dimensi
dilakukan dengan cara plat dikembangkan seperti
biasa, setelah itu dikeringkan dan plat diputar
90°, kemudidn plat dikembangkan dengan fase
gerak  berbeda. Elusi  dilakukan dengan

menggunakan eluen 8: 2 (n-heksan: etil asetat)
sebagai E1 dan elusi kedua menggunakan eluen
8:2 (metanol: etil asetat) sebagai E2 (Gambar 5).
Hasil vang diperoleh adalah hanya terdapat satu
(tunggal) noda.

El

L J

Gambar 5 KLT dua dimensi; elusi dengan menggunakan eluen 8:2 (n-heksan;etil aset) sebagai E1
dan elusi kedua menggunakan eluen 8:2 (metanol: etil asetat) sebagai E2.

Uji Fitokimia Isolat Murni

Tujuan uji fitokimia senyawa metabolit
sekunder pada isolat murni untuk mengetahui
jenis senyawa metabolit sekunder yang terdapat
pada isolat murni. Hasil uji fitokimia senyawa

yang terkandung dalam isolat mumni positif
flavonoid, sementara uji alkaloid, terpenoid,
steroid dan saponin hasilnya negatif. Hal ini
menunjukkan bahwa kandungan isolat murni
diduga sebagai senyawa flavonoid.
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Identifikasi Senyawa

Identifikasi metabolit sekunder pada
isplate murni menggunakan spektrofotom-eter
UV-Vis dan 1R. Spektrum UV-Vis dari isolat
dalam pelarut metanol menunjukkan 2 pita, pita |
pada panjang gelombang 261 nm dan pita [T pada
panjang gelombang 221 nm (Gambar 6). Adanya

serapan kuat pada daerah UV diakibatkan adame
kromofor C=C dari pgugus aromatik yase
terkonjugasi (Harborne, 1987:71 dan 793
sehingga kromofor (zat pembawa wama) tersebe
menyebabkan terjadinya transisi n—n Transis
itu menyerap cahaya pada panjang gelombane
200-400 nm (Chreswell, dkk., 2005:32).

363~ 2
AT
2525 \
= 1 3
1,288+ s |
0,050 T e LN g
200,00 250,00 200,00 350,00
Panjong gelaos b (i )

Gambar 6  Spektrum UV-Vis dari

isolat dalam pelarut metanol menunjukkan 2 pita dengan serapan

gelombang maksimum (d.) pada 221 dan 261 om.

Spektrum inframerah (Gambar 7) isolat
murni  menunjukkan adanya serapan pada
bilangan gelombang 333527 cm’' yang
disebabkan oleh uluran gugus OH dengan bentuk
pita lebar. C-H alifatik ditandai dengan adanya
bentuk dua pita tajam pada bilangan gelombang
2944.75 em” dan 2832.52 cm’. Gugus fungsi
aromatik terdapat pada bilangan gelombang
1455,28 cm” yaitu C=C aromatik. Gugus OH

lentur terdapat pada bilangan gelombang 1114.12
em™. Gugus -C-0 alkohol memiliki intesitas kuas
pada bilangan gelombang 102546 cm”', dan
terdapat gugus C-H aromatik pada bilangan
panjang gelombang 611,92, Serapan spektrum
inframerah isolat murni pada berbagai panjang
gclcmban‘g ditunjukkan pada Tabel 2.

Tabel 2 Interprestasi Spektrum Inframerah dari Isolat Murni

Bilangan Gelombang (em )

pustaka

- Bentuk A Kemungkinan

(creswell, Pustaka Sulaiman, 3 Intesitas e
Isolate dkk.), Hatoie dkck. Akbar pita gugus fungsi

silvestein
3335.27 3450-3200 3525-3370 3400 3550-3200 Melebar Lemah Uuran OH
29447528 :: 2925 z Uluran C-H
32.5 3300-2700 2296-2835 2854 292736 Tajam  Lemah Alifatik
1455.28  1475-1300 1452 1475 151573  Tajam  Lemah ';l”""" T

romatic
1114.12 1300-1000 1238 - - Tajam Lemah Tekuk OH
1025.46 1100-590 1070-1060 1260-100030  Tajam Kuat C-0 alkohoal
611.92 630-1000 900600 801 - Tajam  Lemah C-H Aromatik
Berdasarkan  hasil IR  ini, dapat gugus fungsi yang sama yaitu OH, C—H alifatik.

disimpulkan bahwa senyawa tersebut diduga
sebagai golongan flavonoid karena memiliki

C=C aromatik, lentur OH, C-0, C—H aromatik
seperti pada Gambar 8.
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Gambar 7  IR; Spektrum inframerah hasil isolasi menunjukan adanya gugus OH, C-H alifatik, C=C

aromatik. C-O dan uluran OH serta C-H aromatik.

Kandungan Senyawa Flavonoid pada
daerah Gorontalo tidak sama dengan yang
dilaporkan oleh Sulaiman (2011). Daun
tembelekan memiliki senyawa flavonoid vang
ditandai dengan adanya gugus fungsi OH, C—H.
C=0, C=C dan C—H. sementara spektrum IR
isolat daun tembelekan vang di daerah Gorontalo
tidak memiliki gugus C=0.

KESIMPULAN

Berdasarkan  hasil  penelitian  dan
pembahasan, maka dapat disimpulkan bahwa
daun tembelekan sebanyak 368 gram diekstraksi
dengan cara maserasi dan didapatkan ckstrak
sebanyak 30 gram, dan 10 gram ekstrak dipartisi
dengan n-heksan dan etil asetat, dan terdapat
fraksi n-heksan sebanyak 4,22 gram, fraksi etil
asetat sebanyak 2,14 gram dan fraksi air
secbanyak 1,84 gram. Uji fitokimia semua
ckstrak, hasilnya ekstrak mengandung senyawa
flavonoid, steroid dan saponin, kecuali ekstrak n-
heksan negatif (-) saponin. 1,51 gram fraksi etil
asetat dipisahkan dengan kromatografi kolom
gravitasi dengan eluen bergradien (N-heksan:
Etil asetat). menghasilkan 7 fraksi yaite D1-D7.
Fraksi D3  dilanjutkan  kekolom  kedua
menggunakan eluen N-heksan : Efil asetat (8:2)
dan menghasilkan 6 fraksi yaitu D3,-D3;. Fraksi
D3; merupakan isolat murni diduga adalah
golongan favonoid karena hasil identifikasi
adanya serapan kuat pada daerah UV-Vis yaitu
221 nm dan 261 nm.
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