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Abstrak: Kumis kucing mengandung metabolit sekunder sinensetin yang termasuk ke dalam
golongan senyawa flavonoid. Sinensetin berpotensi sebagai agen antivirus dan
imunomodulator. Tujuan penelitian ini adalah standardisasi tanaman kumis kucing varietas
putih dan upaya produksi senyawa sinensetin. Ekstraksi dilakukan dengan metoda maserasi.
Tahap pemisahan lanjutan dilakukan dengan metoda ekstraksi cair-cair, kromatografi kolom
dan kromatografi cair vakum. Hasil ekstraksi cair-cair terpilih tiga fraksi yaitu fraksi air, etil
asetat dan n-heksana. Sebanyak 2,08 gram fraksi etil asetat dilanjutkkan pada tahap
pemisahan lanjutan menggunakan kromatografi cair vakum dengan fasa diam silika gel H60
dan fasa gerak n-heksana dan etil asetat. Hasil dari kromatografi cair vakum diperoleh
sebanyak 11 subfraksi. Penggabungan dilakukan pada subfraksi 8-11 yang terdeteksi adanya
senyawa sinensetin, selanjutnya terhadap subfraksi gabungan dilakukan pemisaahan lanjutan
dengan kromatografi kolom. Hasil pemisahan dengan kromatografi kolom diperoleh subfraksi
sebanyak 142 vial. Pada subfraksi hasil kromatografi kolom nomor 91-114 terdeteksi adanya
isolat sinensetin. Kromatografi lapis tipis preparatif (KLTP) gabungan subfraksi kromatografi
kolom 91-114 (SFK) menunjukkan adanya senyawa sinensetin. Berdasarkan hasil
pemeriksaan kemurnian dengan menggunakan KLT 2 dimensi dan analisis profil spektrum
UV isolat diduga senyawa sinensetin.

Kata kunci: Kumis kucing; sinensetin; kromatografi cair vakum; kromatografi kolom;
identifikasi senyawa aktif

Abstract: Isolation of sinensetin from cat’s whiskers (Orthosiphon aristatus Blume miq.)
white variety. Cat's whiskers contain a secondary metabolite sinensetin which belongs to the
class of flavonoid compounds. Sinensetin has the potential as an antiviral and
immunomodulatory agent. The purpose of this research was the standardization of white
variety cat whiskers and the production of sinensetin compounds. Extraction was carried out
by the maceration method using 96% ethanol as solvent. The further separation step was
carried out by liquid-liquid extraction, vacuum liquid chromatography, and column
chromatography. The results of the liquid-liquid extraction were selected from three fractions,
namely water, ethyl acetate, and n-hexane fractions. A total 2.08 gram of ethyl acetate fraction
was continued in a further separation step using vacuum liquid chromatography with silica gel
H60 as a stationary phase and n-hexane and ethyl acetate as mobile phases. The results of
vacuum liquid chromatography obtained as many as 11 subfractions. The amalgamation was
carried out on subfractions 8-11 which detected the presence of sinensetin compounds, then
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the combined subfractions were further separated by column chromatography. The results of
column chromatography separation obtained subfraction of as many as 142 vials. In the
subfraction of column chromatography results in numbers 91 — 114, sinensetin isolates were
detected. Preparative thin-layer chromatography combined with column chromatography
subfraction 91 -114 (SFK) showed the presence of sinensetin compounds. Based on the results
of the purity examination using 2-dimensional TLC and analysis of the UV spectrum profile
of the isolate, it was suspected that sinensetin was a compound.

Keywords: Cat's whiskers; sinensetin; extraction; fractionation; vacuum liquid
chromatography; column chromatography; identification of active compounds

1. Pendahuluan

Kumis kucing adalah tanaman obat tradisional yang sudah banyak digunakan secara
empiris di beberapa wilayah asia dan eropa. Hasil penelitian sudah banyak melaporkan
aktivitas farmakologi dari kumis kucing, diantaranya adalah diuretik (Olah et al., 2003; Arafat
et al., 2008; Adam et al., 2009), analgesik dan antipiretik (M. Yam et al., 2008), antihipertensi
(Matsubara et al., 1999), efek hepatoprotektif (M. Yam et al., 2007; Maheswari et al., 2008),
pencegahan dan pengobatan kanker (Pauzi et al., 2018; Halim et al., 2017), antivirus (Ripim
etal., 2018).

Pada masa pandemi Covid-19 penemuan senyawa atau tanaman obat tradisional yang
berpotensi sebagai antivirus dan imunomodulator terus dilakukan dan berdasarkan hasil
penelitian senyawa yang terkandung dalam tanaman kumis kucing berpotensi sebagai
inhibitor Covid-19 (Sarkar & Das ; 2020; Rowaiye et al., 2020; Sekiou et al., 2020; Adem et
al., 2020; Dahab et al., 2020; Narkhede et al., 2020; Sharma & Kaur, 2020; Faramayuda et
al., 2021), antiherpetik (lIkeda et al., 2011; Medini et al., 2016; Astani et al., 2011; Astani &
Schnitzler, 2014; Bourne et al., 1999; Benencia & Courreges, 2000; Sharifi-Rad et al., 2018),
anti-human immunodeficiency virus (HIV) (Lin et al., 1999; McDougall et al., 1998; Zhang et
al., 2014; Mengoni et al., 2002; Kashiwada et al., 1998; Xu et al., 1996), anti hepatitis (Haid
et al., 2012; Duan et al., 2016; Kong et al., 2013; Chang et al., 2016) dan imunomodulator
(Harun et al., 2015; Woottisin et al., 2011; Friedman, 2015; Kim et al., 2008; Takano et al.,
2004; Sanbongi et al., 2004; Youn et al., 2003).

Uji klinis terhadap manusia dari tanaman kumis kucing telah dilaporkan dan
menunjukkan hasil yang baik (Premgamone et al., 2001; Adnyana et al., 2013). Uji toksisitas
yang menjamin tingkat keamanan dari kumis kucing telah dilaporkan, diantaranya studi
toksisitas ekstrak air terstandar kumis kucing pada dosis 250, 500, 1000 dan 2000 mg/kg
BB/hari, selama pemberian 60 hari pada tikus jantan tidak menunjukkan tanda-tanda toksisitas
(Muhammad et al., 2013). Ekstrak etanol 50% terstandar kumis kucing dengan dosis 5000
mg/kg diberikan secara oral kepada tikus betina Sprague Dawley (SD) tidak menunjukkan

adanya kelainan pada organ dan gambaran histopatologi organ. Hasil ini diikuti oleh toksisitas
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subkronik dimana selama 28 hari pemberian ekstrak tidak berbeda signifikan dengan
kelompok kontrol (E. Mohamed et al., 2010). Aktifitas farmakologi ini sangat tergantung
pada kualitas bahan tanaman yang diujikan.

Standardisasi pada bahan baku tanaman perlu dilakukan untuk menjaga konsistensi
kualitas produk obat tradisional yang dihasilkan. Parameter standardisasi simplisia meliputi
parameter spesifik dan non spesifik. Parameter non spesifik meliputi penetapan susut
pengeringan, penentuan kadar abu total dan penetapan kadar abu yang tidak larut asam,
sedangkan penentuan kadar sari larut air, penentuan kadar sari larut etanol dan analisis
kuantitatif senyawa marker merupakan parameter spesifik (Anonim, 2017; Maulana et al.,
2020; Savitri et al., 2020).

Senyawa utama atau marker dalam kumis kucing adalah asam rosmarinat, danshensu,
eupatorin dan sinensetin (Guo et al., 2019). Senyawa sinensetin termasuk ke dalam golongan
senyawa flavon polimetoksi (Gambar 1). Senyawa flavon polimetoksi memiliki beberapa
aktivitas dan merupakan bagian dari mekanisme pertahanan kimia tanaman (Berim & Gang,
2016). Tanaman kumis kucing yang tumbuh di Indonesia ada tiga varietas yaitu kumis kucing
berbunga putih, putih-ungu dan ungu (Febjislami et al., 2019). Perbedaan yang paling
mendasar ketiga varietas tersebut adalah dari morfologi bunga (Keng & Siong, 2006).
Penelitian sebelumnya melaporkan bahwa sinensetin terdapat pada tiga varietas tersebut
(Febjislami, 2017). Faktor yang berpengaruh pada kadar sinensetin dalam tanaman kumis
kucing adalah usia, tingkat kematangan dan lokasi tumbuh. Berdasarkan usia dan tingkat
kematangan yang sama, kadar sinensetin beberapa genotype kumis kucing varietas putih lebih
tinggi dibandingkan varietas lainnya (Batubara et al., 2020). Penelitian identifikasi dan isolasi
senyawa marker sinensetin pada tanaman kumis kucing varietas putih belum banyak
dilaporkan.

Teknik isolasi menggunakan kromatografi kolom sephadex LH-20 dan KLT preparatif
terhadap 100 mg ekstrak etil asetat C. Reticulata menghasilkan 23,4 mg sinensetin (Nakanishi
et al., 2019). Simplisia Kulit C. Reticulata sebanyak 500 g menghasilkan 38,8 mg sinensetin
dengan menggunakan kromatografi kolom (Nagase et al., 2005). Isolasi sinensetin dari Citrus
reticulata dengan menggunakan high-speed counter current chromatography (HSCCC) dan
kromatografi cair kinerja tinggi preparatif menghasilkan 27,7 mg sinensetin (Du & Chen,
2010). Teknik isolasi senyawa marker sinensetin yang lebih sederhana menggunakan
kromatografi cair vakum perlu dilakukan sebagai alternatif metode isolasi. Sehingga tujuan

penelitian ini yaitu merancang teknik isolasi dengan metoda kromatografi cair vakum.
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Gambar 1. Struktur senyawa sinensetin pada tanaman kumis kucing (Orthosiphon aristatus
blume miq.).

2. Bahan dan Metode
2.1 Bahan kimia dan reagen

Sinensetin (Sigma St. Louis, MO, USA), etanol (Merck Jakarta, Indonesia), etil asetate
(Merck Jakarta, Indonesia), n-heksana (Merck Jakarta, Indonesia), Pelat silika gel 60 F254
(Merck Jakarta, Indonesia), silika gel 60 F254, silika gel H60, kloroform, kloralhidrat, asam
borat, asam sitrat dan aquadest.

2.2 Peralatan

Alat gelas yang umum digunakan di laboratorium, maserator, timbangan analitik
(Shimadzu, Jepang), oven (Memert, Jerman), dan rotary evaporator (Heidolp, Jerman),
kromatografi cair vakum (KCV) dan kromatografi kolom (KK).

2.3 Prosedur penelitian
2.3.1 Pengumpulan dan pengolahan bahan tanaman.

Tanaman kumis kucing varietas putih diperoleh dari Kebun Tanaman Obat Manoko,
Lembang, Jawa Barat. Umur tanaman kumis kucing yang digunakan adalah sembilan bulan,
pengambilan dilakukan pada bulan Februari tahun 2020. Kebun percobaan manoko berada
pada ketinggian 1.200 mdpl dengan curah hujan 1.756 mm dalam satu tahun, temperatur
minimum 15.5 °C Kelembaban 85,12% dan jenis tanah Andosol. Daun kumis kucing segar
sebanyak 2,5 kg dicuci dengan air mengalir dan dikeringkan. Berat simplisia yang didapat
adalah 1,35 kg. Determinasi tanaman dilakukan dengan mengirimkan sampel kepada
Laboratorium taksonomi tumbuhan, Departemen Biologi FMIPA UNPAD.

2.3.2 Penapisan fitokimia.

Penapisan fitokimia meliputi identifikasi golongan steroid-triterpenoid, alkaloid, tanin,
monoterpenoid-seskuiterpenoid, flavonoid, kuinon, saponin dan polifenol (Anonim, 2017).
2.3.3 Standardisasi simplisia.

Pemeriksaan karakterisasi simplisia meliputi kadar sari larut etanol, kadar air, kadar abu
tidak larut asam, kadar abu larut air, kadar sari larut air dan kadar abu total (Anonim, 2017).
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2.3.4 Isolasi sinensetin.
e Ekstraksi daun kumis kucing

Serbuk simplisia daun kumis kucing sebanyak 200 g diekstraksi dengan maserasi
menggunakan 1 L pelarut etanol 96% selama 24 jam, proses ekstraksi dilakukan 3 kali
pengulangan. Terhadap maserat yang diperoleh dilakukan proses pemekatan menggunakan
rotary evaporator pada suhu 50°C dan uapkan di atas penangas air untuk mendapatkan
ekstrak kental. Ekstrak yang sudah pekat ditimbang dan dihitung % rendemen.
o Partisi daun kumis kucing

Ekstrak kental sebanyak 24,834 g ditambahkan air 100 mL. Ekstrak air dimasukan ke
dalam corong pisah dan dilakukan penambahan n-heksan dengan perbandingan 1:1. Setelah
itu dikocok dan didiamkan hingga kedua pelarut terpisah sempurna, proses ini dilakukan
sebanyak 3 kali. Lapisan air kembali dimasukkan ke dalam corong pisah untuk selanjutnya
ditambahkan etil asetat (1:1) kemudian dikocok dan didiamkan hingga terpisah, diulangi
hingga 3 kali. Lapisan air, etil asetat dan n-heksan diuapkan menggunakan rotary evaporator
hingga mendapatkan fraksi kental. Dari ketiga fraksi yang diperolen kemudian diuapkan
dengan penangas air hingga menghasilkan fraksi kental.
2.3.5 Pemantauan profil fitokimia menggunakan metode Kromatografi Lapis Tipis (KLT).

Proses elusi KLT dilakukan menggunakan chamber kromatografi yang berisi fase gerak
n-heksana : etil asetat (3:7), kloroform : etil asetat (60:40) dan fase diam silika gel GF2s4. Plat
silika gel GF2s4 di potong dengan ukuran 2x8,5 cm, kemudian diberi jarak 1 cm pada bagian
bawah yang digunakan untuk menotolkan sampel pembanding dari sinensetin dan 0,5 cm
dibagian atas sebagai batas elusi. Setelah proses elusi selesai kemudian diamati dibawah UV
254 nm dan UV 366 nm. Plat KLT kemudian disemprotkan pereaksi penampak bercak
sitroborat yang spesifik untuk golongan flavonoid (Santosa dan Haresmita, 2015). Pereaksi
sitroborat dibuat dengan cara menimbang 0,5 g asam sitrat dan 0,5 g asam borat dilarutkan
dalam etanol (50 mL).
2.3.6 Kromatografi Cair Vakum (KCV).

Proses pemisahan lanjutan menggunakan kromatografi cair vakum (KCV). Silika gel
H60 sebanyak 150 g dimasukkan kedalam kolom KCV dan bagian atas kolom dilapisi dengan
kertas saring. Kemudian ekstrak pekat ditimbang sebanyak 1 gram dan dimasukkan ke dalam
mortir serta ditambahkan sebagian silika gel H60 sebanyak 5 g. Proses elusi dilakukan
menggunakan sistem elusi bertingkat dengan fasa gerak n heksan : etil asetat dengan
perbandingan 100 : 0 sampai O : 100, volume dalam satu kali elusi adalah 100 mL Pada proses
KCV menghasilkan 11 subfraksi. Subfraksi 8 dan 9 (SFA) serta 10 -11 (SFB) digabung
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karena memiliki pola profil KLT yang sama. Pemisahan lanjutan menggunakan kromatografi
kolom dilakukan pada gabungan subfraksi 8-11 (3,25 gram), dimana pada fraksi tersebut
terdeteksi adanya senyawa sinensetin . Sistem fasa gerak sama dengan sistem pada KCV.
Subfraksi yang memiliki pola bercak yang sama kemudian digabung. Hasil kromatografi
kolom mendapatkan 142 subfraksi kolom (SFK). Pada rentang SFK 91 — 124 terdeteksi
adanya senyawa sinensetin. Dari hasil penggabungan SFK dihasilkan beberapa sampel yaitu
SFKA (SFK 91,94,98,103,108,109,110,112,114), SFKB (SFK 115,116,118,119), SFKC (SFK
120-123) dan SFKD (SFK 124).

2.3.7 Pemisahan lanjutan dengan Kromatografi Lapis Tipis Preparatif (KLTP).

Analisis dengan KLTP diawali dengan menyiapkan plat silika GF2s4 sebagai fase diam,
proses pembuatan plat dengan membuat silika gel 60 Fass sebanyak 25 gram dalam 50 mL
aquadest (1:2) kemudian dikocok hingga homogen kemudian tuangkan pada plat kaca
berukuran 2020 cm. Fasa gerak yang digunakan adalah n-heksan : etil asetat (3 : 7).
Aplikasikan SFK A sebanyak 60,5 mg pada plat sehingga membentuk pita yang dilihat di
bawah lampu UV 365 nm. Pita yang teramati kemudian dipisahkan dan ditambahkan pelarut
etil asetat untuk selanjutnya diidentifikasi menggunakan KLT
2.3.8 Uji kemurnian.

Uji kemurnian dilakukan dengan metode KLT 2 dimensi. Isolat yang telah diperoleh
kemudian ditotolkan pada plat KLT dengan ukuran 10x10 cm, kemudian dielusi
menggunakan pelarut yang sesuai. Pada saat elusi yang pertama selesai, selanjutnya plat
diputar 90° berlawanan arah jarum jam. Setelah proses elusi yang kedua selesai kemudian
diamati dibawah lampu UV 254 nm dan UV 365 nm.

2.3.9 Identifikasi isolat dengan Spektrofotometri UV-Vis.

Identifikasi isolat dengan menggunakan instrumen spektrofotometri Uv-Visible untuk
mengetahui panjang gelombang dari isolat dan dibandingkan dengan standar sinensetin (324,1
nm). Sampel dilarutkan dalam pelarut metanol. Kemudian dicatat hasil absorbansi dan
spektrum dari sampel yang digunakan.

3. Hasil dan Pembahasan

Hasil determinasi bahan tanaman yang dilakukan di laboratorium taksonomi tumbuhan,
Departemen Biologi FMIPA UNPAD dengan nomor surat No.20/HB/09/2020 menjelaskan
bahwa jenis tanaman yang diteliti mempunyai nama Iimiah Orthosiphon aristatus, sinonim
Orthosiphon stamineus Benth, nama lokal kumis kucing, famili Lamiaceae.

Perbedaan paling mendasar antara kumis kucing varietas ungu dan putih, yaitu pada

morfologi bunganya, terutama warna mahkotanya (Keng & Siong, 2006). Pada varietas putih
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warna mahkota berwarna putih, sedangkan pada varietas ungu warna mahkota ungu (Gambar
2).

(b)

Gambar 2. Tanaman kumis kucing. kumis kucing varietas ungu (a) dan kumis kucing
varietas putih (b).

Pengamatan mikroskopik sayatan membujur daun kumis kucing dengan menggunakan
pelarut Kloralhidrat dan perbesaran menunjukkan adanya rambut penutup, stomata tipe
diasitik dan epidermis bawah dengan rambut penutup (Gambar 3). Menurut Farmakope
Herbal Indonesia (FHI) edisi 1l fragmen spesifik dari tanaman kumis kucing adalah epidermis
bawah dengan stomata, rambut sisik dan berkas pengangkut tipe spiral, rambut penutup dan
epidermis atas dengan rambut penutup (Anonim, 2017).

Bahan baku daun kumis kucing varietas putih diperoleh dari kebun percobaan Manoko
Lembang Kabupaten Bandung Barat. Waktu pengambilan sampel pada Februari 2019.
Sebanyak 1000 gram bahan segar kumis kucing varietas putih diambil dan kemudian
dikeringkan dalam lemari pengering dengan suhu 60°C. Hasil simplisia kering sebanyak 525
gram.

Hasil penapisan fitokimia dari simplisia dan ekstrak etanol kumis kucing varietas putih
mengandung senyawa golongan monoterpenoid-seskuiterpenoid flavonoid, tanin, saponin,
polifenol, kuinondan steroid-triterpenoid (Tabel 1). Hasil penapisan fitokimia sejalan dengan
yang dilaporkan Guo et al. pada tahun 2019, dimana tanaman kumis kucing mengandung
golongan senyawa asam fenolik, flavonoid, diterpen dan asam lemak (Guo et al., 2019). Hasil
penelitian lainnya melaporkan golongan metabolit sekunder yang ada pada tanaman kumis
kucing varietas ungu dan putih-ungu adalah polifenol, flavonoid, alkaloid, monoterpenoid dan
seskuiterpenoid, tanin, saponin, steroid dan triterpenoid, (Faramayuda et al, 2020), dari
laporan tersebut terdapat perbedaan dimana hasil penapisan fitokimia pada penelitian ini tidak
menunjukkan adanya golongan alkaloid. Berdasarkan hasil penelitian yang dilakukan oleh
Guo (2019) tidak dilaporkan adanya golongan alkaloid pada daun kumis kucing. Penapisan

fitokimia bertujuan untuk mengetahui golongan metabolit sekunder dari suatu sampel. Hasil
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penapisan menunjukkan adanya golongan senyawa flavonoid yang merupakan inti struktur

dari senyawa sinensetin.

Gambar 3. Analisis mikroskopik daun kumis kucing. (a) rambut penutup, (b) stomata tipe
diasitik dan (c) epidermis bawah dengan rambut penutup.

Tabel 1. Hasil penapisan fitokimia simplisia dan ekstrak tanaman kumis kucing varietas
putih. (-) = Tidak terdeteksi golongan senyawa metabolit sekunder yang diuji, (+) =
Terdeteksi golongan senyawa metabolit sekunder yang diuji.

Metabolit Sekunder Simplisia Ekstrak
Alkaloid - -
Flavonoid
Saponin
Polifenol
Kuinon
Tanin
Monoterpenoid-Seskuiterpenoid
Steroid-Triterpenoid

+ + 4+ + + + +
+ + 4+ + + +

+

Pemeriksaan karakterisasi simplisa bertujuan untuk menstandardisasi bahan baku yang
akan dikembangkan menjadi tanaman obat tradisional dan pada akhirnya akan menjaga
konsistensi kualitas, efektifitas serta keamanan obat tradisional. Hasil karakterisasi simplisia
tanaman kumis kucing varietas putih dapat dilihat pada Tabel 2. Berdasarkan standar yang
tercantum dalam Farmakope Herbal Indonesia (FHI) Edisi Il nilai parameter karakterisasi
simplisia kadar abu total dan tidak larut asam simplisia tanaman kumis kucing belum
memenuhi persyaratan, hal ini bisa disebabkan karena pengaruh lokasi tumbuh seperti
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kandungan mineral dalam tanah dan air. kadar abu total meliputi abu fisiologis dan abu yang
berasal dari cemaran polusi udara, tanah dan air. Abu tak larut asam menunjukkan adanya
silika, dan abu larut air menunjukkan abu yang berasal dari garam larut air (Na dan Mg). Hasil
penetapan kadar sari larut air, etanol dan kadar air memenuhi syarat dalam FHI edisi Il
(Anonim, 2017).

Maserasi merupakan ekstraksi cara dingin sehingga senyawa diharapkan tidak rusak
dengan adanya pemanasan dan dilakukan dengan proses yang mudah serta sederhana.
Simplisia yang diekstraksi sebanyak 200 g dalam 3 L etanol 96%, ekstrak yang diperoleh
kemudian dipekatkan menggunakan rotary evaporator dan diuapkan hingga memperoleh
ekstrak kental. Ekstrak kental yang diperoleh sebaanyak 26,835 g dan persen rendemen
sebanyak 13,417 % b/b.

Rendemen fraksi yang diperolen dapat dilihat pada Tabel 3. Fraksi n-heksan
menghasilkan rendemen yang paling tinggi dibandingkan fraksi lainnya, hasil ini
menunjukkan bahwa sebaran senyawa yang bersifat non polar lebih banyak.

Profil KLT dari tiga Fraksi dengan fasa gerak n-heksan : etil asetat (3:7) terdeteksi
adanya senyawa sinensetin pada fraksi etil asetat dan n-heksan pada retention factor (Rf) 0,4
(Gambar4), sedangkan dengan fasa gerak kloroform : etil asetat (6:4) sinensetin terdeteksi
pada fraksi etil asetat dan n-heksan dengan Rf 0,41. Sinensetin termasuk golongan senyawa
flavon polimetoksi adanya gugus metoksi membuat senyawa ini bersifat semi polar dan
cenderung mengarah non polar (Pang et al., 2014), oleh karena itu sinensetin terdeteksi pada
fraksi etil asetat dan n-heksana.

Tabel 2. Hasil penapisan fitokimia simplisia dan ekstrak tanaman kumis kucing varietas

putih.
Parameter . Standar nilai rujukan
Pemeriksaan Hasil (FHI Edisi 1)
Kadar Abu Total 10,576 £ 0,3608 % (b/b) <10,2 % b/b
Kadar Abu Tidak Larut 9,712 + 0,0385 % (b/b) <3,4%Db/b
Asam
Kadar Abu Larut Air 4,262 + 0,0698 % (b/b) -
Kadar Sari Larut Etanol 11,882 + 0,3152 % (b/b) >7,2 % b/b
Kadar Air 4,998 + 0,4892 % (v/b) <10 % v/b
Kadar Sari Larut Air 12,044 + 0,5719 % (b/b) > 10,2 % b/b

Fraksi etil asetat merupakan fraksi terpilih yang akan dilanjutkan pada tahap pemisahan
lanjutan menggunakan kromatografi cair vakum (KCV). Sinensetin lebih berfluoresensi pada
fraksi etil asetat dibandingkan dengan fraksi n-heksan. Beberapa laporan penelitian tentang
ekstraksi dan penetapan kadar kumis kucing diantaranya adalah pemantauan profil KLT

varietas kumis kucing dengan fase gerak kloroform - etil asetat (60:40), dimana sinensetin
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terdeteksi pada pada Rf 0,49 (Hossain & Ismail, 2016), laporan tersebut tidak berbeda jauh
dengan hasil penelitian dimana Rf senyawa sinensetin terdeteksi pada Rf 0,41.

Tabel 3. Hasil rendemen fraksi air, etil asetat dan n-heksan kumis kucing varietas putih.

Fraksi Berat Fraksi (g) Rendemen (%)
Air 2,945 11,858
Etil asetat 7,586 30,548
n-heksana 12,544 50,511
A B

09
08
07
06
05
04
03
02
0.1

a b ¢ d a b ¢ d

Gambar 4. Profil KLT Fraksi air, etil asetat dan n-heksan kumis kucing pada fasa gerak n-
heksan : etil asetat (3:7). (A) lampu UV 254 nm, (B) 365 nm, (a) standar
sinensetin, (b) fraksi air, (c) fraksi etil asetat dan (d) fraksi n-heksana.

Hasil KCV fraksi etil asetat menghasilkan 11 subfraksi, namun yang terdeteksi adanya
senyawa sinensetin ada pada subfraksi 8 — 11 dengan nilai Rf 0.68 (Gambar 5). Pemisahan
lanjutan dilakukan kembali dengan menggunakan kromatografi kolom dengan sistem fasa
gerak gradien n-heksan : etil asetat. Sampel yang digunakan untuk kromatografi kolom adalah
gabungan subfraksi 8-11. penggabungan kedua subfraksi tersebut didasarkan kesamaan profil
KLT. Dari hasil kromatografi kolom dihasilkan 142 subfraksi kolom (SFK). Pada rentang
SFK 91 — 124 terdeteksi adanya senyawa sinensetin, sedangkan SFK yang lainnya tidak
terdeteksi adanya senyawa sinensetin. Pada SFK 91 — 124 yang mempunyai profil KLT yang
sama digabungkan dan dilakukan pemantauan KLT kembali. Dari hasil penggabungan SFK
dihasilkan beberapa sampel yaitu SFKA (SFK 91,94,98,103,108,109,110,112,114), SFKB
(SFK 115,116,118,119), SFKC ( SFK 120-123) dan SFKD (SFK 124).
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Gambar 5. Profil KLT subfraksi 3-11 hasil kromatografi cair vakum (KCV) dengan fasa
gerak kloroform : etil asetat 6 : 4 (A) lampu UV 254 nm (B) 365 nm.

Pemantauan KLT yang dilakukan terhadap SFK A — D dengan fasa gerak n-heksan : etil
asetat (3:7), dari hasil gabungan subfraksi kolom tersebut senyawa sinensetin terdeteksi pada
SFK A — D dengan Rf 0,5 (Gambar 6). SFK A menghasilkan fluoresensi yang terang
dibandingkan dengan sub fraksi lainnya dan memiliki profil KLT yang baik, sehingga SFK A

dilanjutkan pada tahap pemurnian menggunakan KLTP.

Gambar 6. Profil KLT gabungan subfraksi hasil kromatografi kolom (SFK) dengan fasa
gerak n-heksan : etil asetat 3 : 7 (A) lampu UV 254 nm (B) 365 nm. (a) standar
sinensetin, (b) SFK A, (c) SFK B, (d) SFK C, (e) SFK D

Analisa kemurnian terhadap isolat yang diperoleh menggunakan KLT 2D menunjukkan
tetap muncul satu bercak dengan dua fasa gerak yang berbeda tingkat kepolarannya (Gambar
7). ldentifikasi isolat dengan alat spektrofotometri UV-Vis menghasilkan pola spektrum
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dengan dua pita, dimana pita I memiliki panjang gelombang 328.6 nm dan pita Il 264.2 nm.
Pola spektrum pada standar sinensetin teridentifikasi dua pita pula, panjang gelombang pada
pita | 324,1 nm dan pita Il 265,3 nm (Gambar 8). Adanya kemiripan profil spektrum isolat

dan standar sinensetin, menunjukkan bahwa isolat diduga senyawa sinensetin.

a b

Gambar 7. Kromatogram KLT 2D lsolat. (a) Fasa gerak pertama n-heksana:etil asetat (3:7)
dan (b) fasa gerak ke 2 n-heksana:etil asetat (7:3)

ooooooo
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ooooooo

ooooooo
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Gambar 8. Profil spektrum UV isolat (a) dan standar sinensetin (b)

4. Kesimpulan

Senyawa sinensetin dalam tanaman kumis kucing varietas putih dapat diisolasi dengan
cara diekstraksi melalui maserasi, ekstraksi cair-cair, kromatografi cair vakum dan kolom
gravitasi. Hasil penelitan ini diharapkan dapat menjadi dasar pengembangan produksi
sinensetin sebagai suatu senyawa yang berpotensi sebagai anti virus dan imunomodulator.
Ucapan Terima Kasih

Penelitian ini didanai oleh Kementerian Riset dan Teknologi / Badan Riset dan Inovasi
Nasional dengan nomor kontrak 2 / E1 / KP.PTNBH / 2020.
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