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ABSTRACT

Costus speciosus has been reported to have biological activity among antidiabetic, antihyperlipidemia,
antioxidants. One of the chemical constituents that is responsible for some of the biological activity is
diosgenin. This study aimed to determine diosgenin content of Costus speciosus water extract (CS). Water
extract of CS was obtained with infundation method. The extract was dried using freeze dryer. The assay of
diosgenin was performed by HPLC method. HPLC system used: LiChrospher® 100 RP-18 endcapped (5 um)
column length 25cm, colimn id 4 mm as stationary phase, acetonitrile-water (9: 1 v/v) as mobile phase, flow
rate 2ZmL/min and UV detection at 205 nm. HPLC method developed was linear in the range 20-200 ug mL
with R = 0.9999 ; slope = 6423.7; and intercept = -4280.5; LOD = 2.14 ug/mL and LOQ = 6.50 mg/mL; and
recovery 100.63 %. Diosgenin levels in CS was 0.279 %. The developed HPLC method is relatively simple,
rapid, sensitive, and accurate to determine the content of diosgenin in water extracts of Costus speciosus.
Keywords : water extract, Costus speciosus, HPLC, diosgenin

ABSTRAK

Tanaman pacing telah dilaporkan memiliki beberapa aktivitas biologi antara lain antidiabetes,
antihiperlipidemi, antioksidan. Salah satu kandungan kimia yang diduga bertanggung jawab atas beberapa
aktivitas biologi tersebuat adalah diosgenin. Penelitian ini bertujuan untuk menetapkan kadar diosgenin
dalam ekstrak air Costus speciosus (CS). Ekstrak CS diperoleh dengan metode infundasi. Untuk
mengeringkan ekstrak digunakan freeze dryer. Penetapan kadar diosgenin dilakukan dengan metode HPLC.
Sitem HPLC yang digunakan adalah : Fase diam LiChrospher® 100 RP-18 endcapped (5um) panjang 25 cm,
diameter dalam 4 mm, fase gerak adalah asetonitril-air (9:1v/v), laju alir 2mL/menit dan deteksi pada UV
205 nm. Metode HPLC yang dikembangkan menunjukkan linearitas pada rentang 20-200ug/mL dengan R =
0,9999 slope = 6423,7 dan intersep = -4280,5; LOD = 2,14 pug/mL dan LOQ = 6,50 ug/mL; recovery 100,63%.
Kadar diesgenin dalam ekstrak CS adalah sebesar 0,279 %. Metode HPLC yang dikembangkan relatif
sederhana cepat, sensitif, akurat untuk menetapkan kadar diosgenin dalam ekstrak Costus specious.

Kata kunci : ekstrak air, Costus speciosus, diosgenin, HPLC

PENDAHULUAN Ekstrak air dari herba pacing juga telah dilaporkan

Tanaman pacing (Costus speciosus) Koen memiliki efek antihiperkolesterol (Susanti, 2015).
dikenal masyarakat Jawa dengan sebutan pakan
ulo (makanan ular), selama ini belum banyak
dimanfaatkan. Pacing tumbuh sebagai tanaman
liar di pekarangan ataupun di kebun. Pacing telah
dilapo memiliki aktivitas antihyperglikemik
(Joshi et al., 2013) hipolipidemik, (Eliza et al.,
2009) patopmtektif, antioksidan (Eliza et al.,
2010), dan antifungi. Secara tradisional, tanaman
ini juga diketahui memiliki peranan untuk
Mengobati rheumatik, asma bronkial, dan lepra.

Corresponding author : Hari Susanti
Email: susantihari@gmail.com Gambar 1. Tanaman Costus speciousus
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Pacing mengandung steroid, tanin, dan
fenolik (Devi &Urooj, 2010) Enam senyawa
yang diisolasi dararimpang C. speciosus dan
dijelaskan sebagai diosgenin(1), prosapogenin B
dioscin(2), diosgenone(3), cycloartanol(4), 25-en-
cycloartenol(5) dan asam octacosanoic(6) (Qiao et
al.,2002).

HO
Gambar 2. Struktur kimia diosgenin

Diosgenin (Gambar 2) adalah konstituen
bioaktif yang sangat penting dalam herba pacing.
Diosgenin berperan penting dalam aktivitas
farmakologi seperti antihiperlipidemi (Son et al,
2007), antidiabetes (Ghosh et d#%J2014), anti
kanker (Selim and Al Jouni, 2015). Oleh karena itu,
ada kebutuhan mendesak untuk mengembangkan
metode sederhana untuk estimasi senyawa ini
menggunakan  instrumen  canggih  seperti
kromatografi cair kinerja tinggi (HPLC). Beberapa
metode analisis telah dikembangkan untuk
analisis diosgenin hingga saat ini, antara lain:
spektrofotometri HPLC, HPTLC, dan TLC
(Chapagain and Wiesman, 2005; Amir et al, 2010,
Abdelkarim et al, 2015). Baik metode
spektrofotometri maupun metode HPTLC relatif
kompleks karena sedikitnya kromofor yang
terdapat pada struktur diosgenin, sehingga harus
dilakukan derivatisasi. Metode spektrofotometri
dirasa kurang selektif, terutama untuk sampel
ekstrak yang memiliki kandungan kimia beragam.

Metode HPLC yang sudah ada memerlukan wakm

yang relatif lama dengan tR 18,064 menit (Li, et
al, 2012). Oleh karena itu, pada penelitian ini
dilakukan pengembangkan metode HPLC untuk
menetapkan kadar diosgenin dalam ekstrak herba
pacing agar diperoleh metode yang sensitif, akurat
dan cepat.

METODOLOGI
Bahan dan Alat

Herba pacing (Costus speciosus) akuades
(diperoleh dari distributor lokal), asetonitril
(HPLC grade, E Merck), metanol pa. (E Merck)
diosgenin dengan kemurnian > 93 9% (Sigma),
akuabides (Otsuka). Alat yang digunkan adalah :

KADAR DIOSGENIN DALAM EKSTRAK AIR

panci infus, alat gelas, freeze dryer, HPLC
Shimadzu LC 20 AT, kolom LiChrospher® 100
RP-18 endcapped (5um) panjang 25 cm, diameter
dalam 4 mm (E.Merck )

Tahapan Penelitian
Pengumpulan Bahan Tanaman

Herba pacing (Costus speciosus) diperoleh
dari daerah Berbah, Ka , Sleman DIY pada
bulan Oktober 2014. Bagian tanaman yang
digunakan adalah seluruh bagian tanaman yang
ada di atas tanah.

Pembuatan Serbuk

Simplisia yang sudah dikeringkan dalam
oven suhu 40° C kemudian dihaluskan dengan
mesin blender kering hingga diperoleh serbuk.
Setelah menjadi serbuk, simplisia diayak dengan
ayakan mesh 20. Penyerbukan bertujuan untuk
memperluas kontak serbuk dengan cairan penyari
pada proses penyarian sehingga berlangsung
optimal.

Pembuatan Ekstrak Air

Ekstrak air disiapkan dengan cara infundasi
sesuai standar (Anonim, 2008). Cairan infusa yang
dieroleh kemudian dipekatkan dengan cara
dipanaskan di atas waterbath pada suhu 50° C
sampai agak kental volume tinggal sepertiga dari
voume infusa sebelum dipekatkan). Infusa kental
tersebut selanjutnya dikeringkan menggunakan
[freeze dryer. Selanjutnya disebut ekstrak CS.

Penetapan Kadar Diosgenin secara HPLC

Penetapan kadar disogenin dalam ekstrak
CS dilakukan secara HPLC dengan fase diam kolom
LiChrospher® 100 RP-18 endcapped (5 wum)
panjang 25cm, diameter dalam 4 mm, fase gerak
Asetonitril-air (9:1 v/v) , laju alir 2 mL/menit,
detektor UV 205 nm.

Uji Kesesuaian Sistem

Dibuat  larutan diosgenin dengan
konsentrasi 60 pg/mL. Diinjeksikan dengan
volume 20 pL. Diulangi sebanyak 6 kali. Dihitung
RSD dari tR dan AUC, jumlah lempeng teoritis dan
tailing factor. Suatu uji kesesuaian sistem menurut
Synder et al, (2010) dikatakan memenuhi
persyaratan apabila memiliki nilai k' > 2, Rs > 2,
TF < 2, N > 2000 dan RSD waktu retensi dan luas
puncak < 1%.

Uji Linearitas
Dibuat larutan  diosgenin  dengan
konsentrai 20-200pg/mL dengan cara:

menimbang 10,0 mg diosgenin, dilarutkan dengan
metanol hingga 10,0 mL. Diambil masing-masing
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Tabel I. Hasil uji kesesuaian system

No R (menit) AUC N TF k
1 9,502 380814 14647 1,475 8,078
2 9,473 387003 14407 1,474 7,891
3 9,355 386611 14597 1,469 7,657
4 9,363 386912 14517 1,466 7,743
5 9,305 386861 14539 1,465 7,718
6 9,526 383818 14737 1,472 8,084
Rata-rata 9,420 3853365 14574 1,470 7,861
SD 0,091 2528,506 113,83 0,004 0,186
RSD (%) 0,966 0,656181 0,78 0,283 2,370
A statm B
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Gambar 2. Kromatogram pelarut metanol (A), standar diosgenin (B) dan ekstrak CS (C); kondisi
kromatografi: FD= LiChrospher® 100 RP-18 endcapped (5pm) panjang 25 cm diameter dalam 4 mm,
FG=asetonitril-air(9:1v/v), laju alir 2 mL/menit, deteksi UV 205 nm

20, 40, 60, 80, 100 dan 200 pL dimasukkan ke
dalam abu takar 10 mL, Ditambah metanol
hingga tanda. Masing-masing larutan diinjeksikan
ke dalam sistem HPLC di atas dengan volume
injeksi 20pL.  Dicatat tR dan AUC masing-
masing Dibuat kurva hubungan antara
konsentrasi diosgenin dengan AUC. Ditentukan
juga persamaan regresi linearnya. Linieritas

Traditional Medicine Journal, 22(1), 2017

dikatakan baik jika nilai r =z 0,999 (Ahuja and
Dong, 2005).

Uji Presisi

Dibuat larutan standar diosgenin dalam
metanol konsentrasi 60 pg/mL. Injeksikan ke
dalam  sistem HPLC. Dicatat tR dan AUC.
Replikasi dilakukan 6x. Dihitung RSD. Presisi




metode dinyatakan baik jika % RSD < 5,3 (AOAC,
2012).

Uji Akurasi serta penetapan kadar disogenin
dalam ekstrak

Sebanyak 1 g ekstrak CS dihidrolisis
dengan 80mL HCl 3N selama 1jam. Hidrolisat
dingin selanjutnya diekstraksi dengan eter
@50mL  sebanyak 3 kali. Lapisan eter
dikumpulkan dan diuapkan hingga kering di
lemari asam. Residu dilarutkan dalam metanol
hingga 10,0 mL kemudian disaring dengan
milipore ukuran 0,2 pm (disebut larutan induk
sampel). Untuk menetapkan kadar diosgenin
dalam sampel, diambil 2,0 mL larutan induk
sampel, ditambah metanol hingga 5,0 mL.

Untuk melihat akurasi, diambil 2,0 mL
larutan induk sampel, ditambahkan 100 pLstandar
diosgenin  konsentrasi  1mg/mL  (=100pg
diosgenin) ditambahkan metanol hingga 5,0 mL.
Diinjeksikan sebanyak 20pL ke dalam sistem HPLC
Dihitung % recovery dengan rumus :

standar ditentukan

0, =
worecovery Standar ditambahkan x100

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstrak yang diperoleh berupa ekstrak
kering seperti serbuk berwarna hijau kecoklatan
dengan bau khas. Hasil standarisasi non spesifik
meliputi kadar air dan kadar abu yang ditentukan
secara gravimetri diperoleh kadar air sebesar 5 %
dan kadar abu total sebesar 5,9 %. Hasil ini
memenuhi syarat dari Farmakope Herbal
Indonesia yakni kurang dari 10 %.

Penentuan Kadar Diosgenin secara HPLC
Hasil Uji Kesesuaian Sistem

Tujuan uji kesesuaian sistem (UKS) adalah
menjamin bahwa sistem yang digunakan untuk
analisis dapat memberikan performa yang sesuai
dan memadai. UKS dilakukan sebelum atau selama
alat digunakan untuk pengujian sampel. Profil
kromatogram yang dihasilkan kemudian dianalisis
nilai resolusi (Rs), tailing factor (TF), faktor
retensi (k'), jumlah pelat teoritis (N), RSD waktu
retensi dan RSD luas puncak.

Berdasarkan hasil penelitian diperoleh
waktu retensi sekitar 9,4 menit untuk standar
diosgenin dan 9,5 untuk disogenin dalam sampel
(Gambar 2). Hasil uji kesesuaian sistem diperoleh
sebagai berikut : RSD tR 0,967 %; RSD AUC, 0,656
% rata-rata TF 1,470; rata-rata jumlah lempeng
teoritis (N) 14574; k' sebesar 7,861 (Tabel I)

Suatu uji kesesuaian sistem menurut
Synder et al, (2010) dikatakan memenuhi
persyaratan apabila memiliki nilai k' > 2, Rs > 2,

KADAR DIOSGENIN DALAM EKSTRAK AIR

TF < 2, N > 2000 dan RSD waktu retensi dan luas
puncak < 1 %. Data tersebut menunjukkan bahwa
system HPLC vyang digunakan memenuhi
persyaratan.

Uji Linearitas

Larutan diosgenin dengan konsentrai 20-
200ug/ml.  Menunjukan korelasi yang linear
terhadap AUC dengan R sebesar 0,9999 (p < 0,01)
(gambar 3). Diperoleh regresi linear dengan
R=0,9999 slope= 6423,7 dan intersep = -4280,5;
LOD = 2,14 pg/ml dan LOQ = 6,50 pg/ml. Data ini
menunjukkan bahwa metode yang digunakan
cukup sensitif untk menentukan kadar diosgenin
dalam jumlah kecil.
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1200000 4

1000000
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200000
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0 100 200 300
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Gambar 3. Kurva hubungan antara konsentrasi
standar diosgenin dan luas area

Uji Presisi

Hasil uji presisi tersaji pada tabel 2.
Berdasar data pada tabel 2. tersebut terlihat
bahwa metode yang digunakan memenuhi syarat
presisi yaitu % RSD tR maupun AUC < 5,3%.

Tabel I1. Hasil uji presisi

No tR (menit) AUC

1 9,502 380814

2 9,473 387003

3 9,355 386611

4 9,363 386912

5 9,305 386861

6 9,526 383818
Rata-rata 9,421 385336,5
SD 0,091 2528,51
RSD (%) 0,966665 0,656181

Uji Akurasi serta Penentapan Kadar Disogenin
dalam Ekstrak

Akurasi dapat dilakukan dengan
membandingkan terhadap standar, menambahkan
zat aktif dalam rentang tertentu pada eksipien
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Tabel I1I. Hasil uji akurasi dengan metode spiking

A B Standar ditemukan (pg) standar ditambahkan (pg) Y%recovery
566,41 658,06 91,65 100 91,65
558,06 663,49 105,43 100 105,42
548,58 653,39 104,81 100 104,82

Rata-rata 100,63

sD 6,35

Ccv 6,32

A: pg diosgenin dalam sampel sebelum ditambah standar; B: pg diosgenin dalam sampel setelah ditambah standar

Tabel 4. Hasil penetapan kadar diosgenin dalam ekstrak CS

replikasi tR (menit) X (ng/mL) Kadar %
1 9,73 113,28 0,28
2 9,65 111,61 0,28
3 9,58 109,72 0,27

rata-rata 0,28
sD 0,00
cv 1,60

Ket:
X fp. Volume
Yokadar Berat sampel X100

Fp= 5 mL/2mL=2,5; Volume= 10 mL; Berat sampel = 1,000g. Perhitungan LOD dan LOQ, Menggunakan

data regresi linear (Snyder et al.,2010)

atau dengan menambahkan secara kuantitaif zat
aktif pada produk obat (metode spiking). Akurasi
dihitung sebagai persen pﬂ)lehan kembali
(recovery) dengan menetapkan jumlah analit yang
ditambahkan ke dalam sampel, atau selisih antara
rata-rata hasil pengujian dan nilai sebenarnya
yang diterima (Anonim, 2009; Snyder et al.,
2010). Dalam penelitian ini, uji akurasi ditentukan
dengan menambahkan ejumlah standar diosgenin
kedalam sampel (ekstrak CS).

Hasil uji akurasi menunjukkan bahwa
metode yang digunakan akurat dengan recovery >
90% (Tabel 3). Berdasarkan data uji kesesuaian
sistem, uji linearitas, uji presisi, dan uji akurasi
terlihat bahwa metode HPLC yang dikembangkan
relatif cepat, teliti dan akurat untuk menetapkan
kadar diosgenin dalam ekstrak.

Kadar diosgenin dalam ekstrak air herba
pacing diperoleh sebesar 0,28 % (Tabel 4).
Peneliti lain menyebutkan bahwa kandungan
diosgenin terdapat pada rimpang Pacing sebesar
0,2 % sedangkan pada daun 0,37 %, pada batang
0,65 % dan yang terbanyak ada pada bunga
sebesar 1,21 % (Adnan and Pagarra, 2000).
Perbedaan ini dikarenakan bagian tanaman yag
diuji pada penelitian ini adalah herba, semua
bagian tanaman yang di atas tanah, sedang Adnan
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and Pagarra menguji per bagian tanaman.
Kemungkinan lain adalah karena perbedaan
tempat tumbuh dari herba pacing.

KESIMPULAN

Metode HPLC yang dikembangkan linear
pada rentang 20-200 pg/mL dengan R = 0,9999
slope = 6423,7 dan intersep = -4280,5; LOD = 2,14
pg/mL dan LOQ = 6,50 pg/mL. Metode HPLC yang
dikembangkan relatif sederhana, cepat, sensitif
dan akurat untuk menetapkan kadar diosgenin
dalam ekstrak pacing. Kadar diosgenin dalam
%trak air herba pacing adalah sebesar 0,28 %.
21
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