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Abstrak

Minyak mimba telah digunakan di berbagai negara untuk pcngobal:n'mliparasit dan anti
skabies. Sediaan topikal dengan bentuk krim lebih disukai karena banyak Keuntungannya,
diantaranya vaitu: sederhana dalam pembuatan, mudah dalam penggunaan, serta mudah dicuci.
Penctapan Kadar azadiraktin dalam sediaan seperti krim diperlukan untuk mengetahui dan
memastikan kadar sesungguhnya dan azadiraktin terutama dalam sediaan hayati yang dapat
dijadikan acuan untuk mengetahui profil bioavaibilitas azadiraktin, Instrumen yang digunakan
untuk menetapkan kadar azadiraktin yaitu KCKT. Teknik yang telah dikembangkan untuk menank
azadiraktin dari ekstrak maupun minyak yaitu dengan cara sentrifugasi dan Soxhlet. Variasi kondisi
optimasi metode yang memungkinkan untuk digunakan dalam analisis azadiraktin yaitu
asetonitril:air (40:60), kolom C-18. laju alir 4.4 mL/min, dan volume injeksi 10 pl serta metanol:air
(50:50). kolom C-18, laju alir 2 mL/min. dan volume injeksi 10 pl keduanya menghasilkan waktu
retensi yvang berdekatan dengan standar.

Kata Kunci: Azadiraktin, KCKT, Ekstraksi, Optimasi
Abstract

Neem oil has been used in many countries for antiparasitic and anti-scabies treatment. Topical

cream are preferred because of it advantages, including: simple in making, easy to use, and easy

to wash. The determination of the azadiractin levels in a cream WLcessary fo know the actual
levels of azadirachtin especially in the bioavailable preparations which can be used as reference
Jor the bioavailability profile of azadirachiin. The insirument used io establish Azadiractin conient
is HPLC. The technigue has been developed to pull out azadirachiin from extracts and oils by
centrifugation and Soxhlet. BB best variation of the conditions for analysis of azadirachtin is
acetonitrile: water (40:60), flow rate of 4.4 mL / min, and injection volume of 10 pl resulted in
refention time adjaceni to the standard, and methanol: water (30:50), a 2 mL / minute flow, and a
10 gl injection volume yields a retention time adjacent to the standard,

Keywords: Azadirachting HPLC, Extraction, Optimation
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Pendahuluan

Minyak mimba telah digunakan di
berbagai  negara  untuk  pengobatan
antiparasit dan anti skabies. Penelitian
terdahulu melaporkan, bahwa penggunaan
pasta campuran minyvak mimba dan kunyit
pada penderita skabies dengan hasil 97%
menunjukkan  perbaikan pada 814 pasien
setelah terapi selama 3 15 hari (Charles
& Charles, 1992). Adapun Studi yang
pernah dilakukan oleh Tabassam et al.
2008 menunjukkan efektivitas  ointment
methanol  dengan ekstrak byi mimba 20%
terhadap infestasi Sarcopites scabiei pada
domba (Tabassam, 2008),

Kandungan =zat aktif yang terdapat
pada tanaman  mimba  antara  lain
azadiraktin, gedunin, meliacin, nimbolides,
nimbidin. nimbin. salanin.  valassin. dan
tignat (Sharma. etal., 2011).

Sediaan  topikal dengan bentuk krim
lebih disukai karena anyak keuntungannya,

diantaranya  yaitu:  sederhana  dalam

pembuatan, mudah dalam penggunaan,
mudah dicuci, bentuknya menarik  serta
menimbulkan rasa nyaman bagi pengguna
(Ansel, 1989).

Penctapan kadar azadiraktin - dalam
sediaan farmasetikal seperti krim diperlukan

untuk 1 dan tikan kadar

sesungguhnya dar  azadiraktin  terutama
dalam sediaan hayati vang dapat dijadikan
acuan untuk mengetahui profil bioavaibilitas
azadiraktin. Salah satu instrument yang dapat
digunakan untuk meneliti kandungan kadar
azadiraktin dalam bentuk sediaan krim yaitu
menggunakan Kromatografi Cair Kinerja
Tinggi (KCKT) (Gai.etal., 2011).

Dalam review artikel ini akan diuraikan
mengenai berbagai kondisi dalam metode
analisis minyak mimba dalam sediaan knm
menggunakan HPLC.

Tanaman Mimba
Neem (Azadirachta indica) atau
tanaman mimba, salah satu tanaman dan

keluarga Meliaceae, adalah pohon ashi




Mayanmar. Pohon ajaib ini tumbuh dengan
baik di hampir semua jenis lingkungan tanah.
Dari semua ekstrak mimba, minyak biji
mimba adalah produk vang paling dikenal
dan paling populer, Minyak mimba diekstrak
dari biji pohon mimba dan memiliki aktivitas
scbagai inscktisida yang digunakan scbagai
bahan obat karena telah digunakan dalam
pengendalian hama (Sharma, 2017).

Tanaman mimba adalah satu dari
dua dari spesies dalam genus Azadirachta,
vang sekarang terdapat pula di Afrika Barat
dan banyak dibudidayakan di Indonesia
sebagal tanaman hias dan obat (Vinot, et.al,
2012).

Klasifikasi tanaman mimba adalah scbagai

berikut:.

Kingdom : Plantae
Order : Rutales
Suborder : Rutinae
Family : Meliaceae
Suku - Meliacae
Genus » Azadirachta
Species : indica

(Girish, 2008)
Biji mimba mengandung 30-50%

minyak vang terutama digunakan oleh

industri farmasi dalam bentuk sediaan
sabun dan juga dapat digunakan sebagai
pestisida alami karena banvak mengandung
bahan aktif yang disebut triterpen atau
Limonoid (Hashmat, et al,, 2012), Limonoid
merupakan zat akuf yang memiliki aktivitas
insektisida dan pestisida.  Empat senyawa
Limonmd  terbak  adalah: azadirakun,
Salannin, Meliantriol, and Nimbin
(Hashmat, etal., 2012).

Secara tradisional. sebagian besar
orang Nepal menggunakan ranting tumbuhan
mimba untuk membersihkan gigi mercka,
mengambil sarinyva sebagai  tonik untuk
meningkatkan nafsu makan dan
menggunakannya untuk demam atau untuk
mengobati cacing usus, Minyak mimba, kulit
kayu mimba dan ekstrak daun mimba
masing-masing telah digunakan sebagai obat
tradisional untuk mengatasi penyakit seperti
kusta, cacing usus, gangguan pemapasan,
sembelit, dan mfeks: kulit (Biswas et al.,
2002).

Namun, terlepas dari penggunaanya,
ada beberapa laporan tentang aktivitas
tindakan

biologis  dan farmakologis

berdasarkan penelitian ilmiah modern, seperti




antivirus,  antibakteri  antijamur,  anti-

inflamasi  dan  antipiretik,  antiseptik.
antiparalitik, dan antioksidan (Ghimeray,
2009).

Tanaman mimba pun telah terbukt
tidak mutagenik, biodegradable, dan tidak
beracun bagi mamalia (Mordue, et.al., 1993).
Tetapi sensitif terhadap udara, sinar matahari,
anas, dan kelembaban (Larson, et.al., 1989).
Sediaan Krim

Krim adalah bentuk sediaan setengah
padat mengandung satu atau lebih bahan obat
terlarut atau terdispersi dalam bahan dasar
vang sesuai (Depkes RI, 1995).

Beberapa keuntungan dari
penggunaan  sediaan knm  yaitu  cara
pemakaian yang relatif mudah, kemungkinan
mengurangi efek samping vang ditimbulkan,
berefek lokal, menghindari first pass effect di
hati, dan nyaman digunakan (Bora, 2017).

arat-syarat dasar krim yang baik
dan ideal adalah stabil secara fisika dan
kimia, lunak dan bebas dan pertikel tajam,
dah digunakan, cocok dengan zat akuf,
bahan obat dapat terbagi halus dan

terdistribusi merata dalam dasar krim, tidak

mengiritasi kulit, tidak mempunyai efek

terapi. tidak toksis. mudah dicuci. bebas dari
bau  yang tidak enak. mempunyai
kesanggupan  unutk  melepaskan  zat
berkhasiat vang dimasukkan kedalamnya dan
mempunyai pH yang sesuai atau mendekat
pH normal kulit yaitu sekitar 4,2-6,5 (Afifah,
2005); 4,8-3.8 (Sukrasno, 2003).
Stabilitas Kimia

abiiilas sediaan farmasi merupakan
salah satu kriteria yang amat penting untuk
suatu hasil  produksi yang  baik.
Ketidakstabilan produk obat dapat

mengakibatkan terjadinya penurunan
sampai dengan hilangnya khasiat obat, obat
dapat berubah menjadi toksik atau terjadinya
perubahan penampilan sediaan (warna, bau,
rasa, konsistensi dan lain-lain) yang dapat
merugikan  konsumen. (Ansel,  1989)
(Lachman, et al., 1994).

Salah satu evaluasi untuk mengetahui
stabilitas kimia dari suatun sediaan farmasi
vailu dengan anahsis kandungan zat akuf
pada sediaan  untuk  mengukur  profil
bioavaibilitas  dalam  rentang  waktu
penyimpanan tertentu. Instrumen vang dapat

digunakan untuk analisis kadar zat dalam




suatu sediaan yaitu KCKT (Kromatografi

Cair Kinerja Tinggi).

Ekstraksi Azadiraktin
Tahap sebelum  dilakukan analisis
terhadap azadiraktin di dalam minyak mimba
yaitu dilakukan ckstraksi yang bertujuan
untuk menarik azadiraktin keluar dari minyak
mimba dengan pelarut tertentu. Metode
utama yang sering digunakan untuk ekstraksi
berbagai macam tumbuhan yaitu sonikasi,
Soxhlet, pemanasan, ckstraksi dengan air
panas bertekanan  menggunakan  solven
seperli metanol, etanol, air, atau campuran
dari semuanya (Ong, 2004). Pada artikel
review ini akan lebih membahas tentang 2
metode yang paling utama yaitu diantaranya :
a. Sonikasi dan Sentrifugasi (Warthen,

1984).

Sentrifugasi merupakan salah satu
teknik pemisahan antara 2 zat
berdasarkan massa jenis zat tersebut.
massa jenis yang lebih besar akan
berada di fasa bawah, sedangkan
massa jenis yang lebih rendah akan
berada di fasa atas. Berdasarkan
penelitian Warthen pada tahun 1984,
1 g formula mimba-kaolin dilarutkan
dengan 2-10 mL etanol 95% dan
disonikasi selama 10 menit, kemudian
disentrifugasi pada kecepatan rendah
selama 5 menit menunjukkan hasil
vang paling efekufl untuk menarik
azadiraktin dari  formula tersebut.
Adapun konsentrasi azadiraktin yang
tertanik oleh beberapa pelarut vang

berbeda terlihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Ekstraksi Formula Mimba-Kaolin

Solven

pg Aza/ 10 pL. Solven
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95% Etanol 2.80

Metanol:air (85:15) 2.60
Metanol 2.19
Metilen Klorida 1.73
Eter 1.28
Aseton 0.74

ckstraksi normal (0,386%, setelah
b. Soxhlet (Deota, 2000).

enam kali ckstraksi menggunakan
Dalam percobaan ckstraksi

metanol)  schingga  menunjukkan
menggunakan Soxhlet. kadar

bahwa metode Soxhlet lebih efisien
azadiraktin ~ (Aza-A)  ditentukan

dibandingkan dengan metode
dengan  menggunakan HPLC-UV,

ckstraksi biasa. Grafik pada Gambar

Ekstraksi dilakukan selama 72 jziIl'l Commented [RP11]: Ini juga dilengkapi, ekstraksi dari
1. dan Gambar 2. menunjukkan apa
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bahwa pada ekstraksi menggunakan
setiap 4 jam. Hasil HPLC-UV

Soxhlet, jumlah azadiraktin dalam
menunjukkan bahwa adanya

larutan  mengalami  peningkatan
peningkatan kadar azadiraktin dalam

secara bertahap hingga jam ke-24 dan
larutan  vyang diekstraksi dengan

menurun secara bertahap hingga jam
metode Soxhlet (0,449%)

ke-72, hal ini mungkin terjadi karena
dibandingkan dengan metode

adanya dekomposisi dari azadiraktin.




Gambar 1. Kadar Aza-A selama 24 jam Soxhlet
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Optimasi

Optimasi kondisi optimum KCKT diperlukan
untuk memilih kondisi KCKT vang sesuai
untuk analit yang akan dianalisis. Faktor-

faktor yang mempengaruhi kondisi optimasi

[==8]

[===3

KCKT vaitu kolom. detektor, fase gerak. laju
alir dan volume injeksi. Adapun kondisi
optimasi analisis azadiraktin vang telah

dilakukan olch peneliti-peneliti sebelumnya

terlihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Kondisi Optimasi Azadiraktin

No. Kolom Detektor Fase Gerak

C-18 UV 219  Asctomtrl:air

(30:70)

Volume Rt
Laju Alir
Injeksi
1 25 ul Sampel = 2.97
ml./min Standar = 3.6

Commented [RP12]: Ini juga dilengkapi, analisis
azadiraktin dari apa? Darisampel apa?




C-18 UV217  Asctonitnl:
air(40:60)

2.

C-18  UWVZI7  Asctonitnl:air
3. (35:63)

C-18 UV 217  Metanol:air (60:40)
4.

C-18 UV 214  Metanol:air(50:50)
=3

Penggunaan kolom C-18 sebagai fasa diam
untuk analisis azadiraktin pada beberapa
penelitian karena kolom tersebut memiliki
kisaran yang luas untuk selektifitas dan
efisiensi. Penggunaan kolom C-18 telah
terbukti  efisien  untuk  memisahkan
azadiraktin dan kandungan tanaman mimba
lainnya  (Thejavathi,  1995).  Panjang
gelombang maksimum azadiraktin pada 217
nm dipilih karena memiliki sensitivitas yang
diperlukan untuk mengukur konsentrasi pada

sampel (Forim, et.al, 2010). Faktor perbedaan

mL/

(Soni, etal, 2012)

44 10 pL. Sampel = 3.5
./min Standar = 3.4
(Thejavathi,
1995).
20 uL, Sampel = 18.6
mL/min Standar = -

(Jadeja, 2011)

1 mL Sampel = 9.16
‘min Standar = 6.95
(Deota)
10 pl Sampel = 11.46
J/min Standar = 11.53
(warthen)

dalam  pembacaan  absorbsi  panjang

gelombang, mengakibatkan adanya
perbedaan pemilihan panjang gelombang
maksimum.  Komposisi  fase  gerak
asetonitril:air dan metanol:air digunakan
karena azadiraktin memiliki kelarutan vang
baik pada solven tersebut. Azadiraktin dapat
terlarut baik pada solven dengan kelarutan
sedang sampai tinggi seperti metanol, etanol,
diethyl eter. dikloromethan. dan etil asetat

(Melwita. etal. 2011). Laju alir merupakan

aspek penting dalam suatu pemisahan karena




dapat mempengaruhi kecepatan pelarut dan
waktu tinggal pada kolom. Semakin tinggi
laju alir, maka volume pelarut yang
dibutuhkan akan lebih besar. Pemilihan laju
alir ditentukkan oleh volume pelarut vang
digunakan. Dilihat dari waktu retensi yang
dihasilkan, tiap kondisi optimasi tidak
menunjukkan rasio waktu retensi antara
sampel dan standar yang berjarak terlalu
besar. waktu retensi yang optimal yaitu
berada pada rentang 2-7 menit, karena waktu
tersebut menunjukkan bahwa analit tidak
tertahan terlalu lama di kolom, dan tidak
mudah keluar dari kolom. Perbedaan waktu
retensi dari tiap kondisi optimasi disebabkan
karena perbedaan indeks polaritas  darni
masing-masing solven.
Validasi

7

Validasi metode analisis merupakan
serangkaian penilaian terhadap parameter
tertentu berdasarkan percobaan laboratorium
dan membuktikan bahwa parameter tersecbut
memenuhi  syarat untuk penggunaanya
(Harmita, 2006).

Pada keadaan optimasi asetonitril:air

(40:60). kolom C-18. laju alir 4.4 mL/min,

dan volume injeksi 10 pl. menghasilkan data
validasi yang terlihat pada Tabel 3.

Tabel 3. Validasi Metode Analisis

Hasil Acuan

Presisi £ 0.95% = 2% (ICH.
1997).

Recovery 99.5+4%  95-105%
(ICH,
1997).

Nilai %  recovery menunjukkan
kedekatan nilai hasil pengukuran dengan nilai
sebenamya dalam analit. Angka 99.5 + 4%
menunjukkan bahwa adanva kedekatan
antara konsentrasi analit vang diuji dengan
konsentrasi analit vang terdekteksi pada
instrumen.

U presisi dilakukan  untuk
mengetahui  kemampuan  suatu metode
analisis untuk menghasilkan Keterulangan
hasil yang sesuai dalam rentang dan kondisi
analisis  tertentu. Hasil  menunjukkan
memiliki koefisien variasi kurang dari 2%
vang menunjukkan bahwa metode analisis

vang dilakukan memiliki keterulangan yang

baik (ICH. 1997).
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Simpulan

Obat herbal kini sudah memiliki peranan
penting sebagai salah satu  program
perawatan di negara-negara berkembang.
Kandungan azadiraktin pada tanaman mimba
terbukti  sebagai  zat  potensial  untuk
mengatasi  penyakit kulit seperti skabies.
Penggunaan sediaan knim sudah meluas dan
lebih disukai oleh masyarakat karena mudah
dipakai dan dapat meminimalisir efek
samping . Penetapan kadar azadiraktin dalam
sediaan farmasi sangat dibutuhkan dengan
alasan pentingnya profil stabilitas kimia dan
sediaan tersebut. Salah satu instrument vang
dapat digunakan untuk meneliti kandungan
kadar azadiraktin dalam bentuk sediaan krim
vaitu  menggunakan Kromatografi  Cair
Kinerja Tinggi (KCKT) . Ekstraksi analit dari
pembawanya merupakan rangkaian yang
penting dalam metode analisis guna untuk
meningkatkan optimasi dari suatu metode.
Terdapat beberapa  tekmik vang dapat
dilakukan untuk ekstraksi azadiraktin dalam
minyak mimba yaitu dengan cara sentrifugasi
dan soxhlet. Kondisi optimasi yang perlu
diperhatikan dalam analisis yaitu jenis kolom,

detektor, fase gerak, laju alir dan volume

injeksi. Kondisi optimasi vang telah

dilakukan pada penelitian-penelitian
terdahulu menunjukkan kondisi optimasi
vang memungkinkan dapat digunakan untuk
analisis  azadiraktin -~ yaitw  asetonitril:air
digunakan pada perbandingan 40:60, kolom
C-18, laju alir 44 mL/min, dan volume
injeksi 10 pl, sedangkan untuk fase gerak
metanol:air kondisi optimasi terbaik pada
perbandingan 50:50. kolom C-18, laju alir 2
mL/min. dan volume injeksi 10 pl. keduanya
menunjukkan waktu retensi vang tidak jauh
berbeda dengan standamya,
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