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ABSTRAK:

Antioksidan merupakan senyawa yang mampu menstabilkan radikal bebas melalui mekanisme donor
elektron, sehingga dapat mencegah terjadinya reaksi berantai yang berpotensi merusak sel, protein,
lipid, dan enzim. Pacing pentul (Costus spicatus) adalah tanaman dari genus Costus yang diketahui
mengandung flavonoid dan senyawa fenolik yang berperan sebagai antioksidan dalam menetralkan
radikal bebas. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kadar flavonoid total dan fenol total pada
ekstrak daun dan rimpang pacing pentul. Proses ekstraksi dilakukan menggunakan metode refluks
bertingkat dengan pelarut berbeda tingkat kepolarannya, yaitu n-heksana, etil asetat, dan etanol 96%.
Penetapan kadar flavonoid total dilakukan menggunakan pereaksi AICls, sedangkan kadar fenol total
ditetapkan menggunakan pereaksi Folin—Ciocalteu. Pengukuran dilakukan dengan spektrofotometer
UV-Vis pada panjang gelombang 415 nm untuk flavonoid dan 765 nm untuk fenol. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa ekstrak etanol 96% memiliki kadar flavonoid total tertinggi, baik pada daun (9,049
mg QE/100 mg ekstrak) maupun rimpang (4,424 mg QE/100 mg ekstrak). Kadar fenol total tertinggi
juga diperoleh dari ekstrak etanol 96%, masing-masing sebesar 7,984 mg GAE/100 mg ekstrak pada
daun dan 3,868 mg GAE/100 mg ekstrak pada rimpang.
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PENDAHULUAN:

Radikal bebas merupakan molekul atau atom yang memiliki satu atau lebih elektron tidak berpasangan,
sehingga bersifat sangat reaktif dan dapat memicu stres oksidatif dalam tubuh. Kondisi ini berkontribusi
terhadap berbagai proses degeneratif seperti penuaan dini, peradangan, penyakit kardiovaskular, dan
kanker (Lobo et al., 2010). Antioksidan berperan penting dalam menetralkan radikal bebas melalui
mekanisme donor elektron, sehingga dapat menghentikan reaksi berantai yang berpotensi merusak
biomolekul seperti lipid, protein, dan DNA (Barry Halliwell, 2015). Seiring meningkatnya prevalensi
penyakit terkait stres oksidatif, eksplorasi sumber antioksidan alami dari tanaman obat semakin
berkembang.

Flavonoid dan senyawa fenolik merupakan kelompok metabolit sekunder yang dikenal luas memiliki
aktivitas antioksidan kuat. Struktur polifenolnya memungkinkan kedua kelompok senyawa tersebut
bertindak sebagai scavenger radikal bebas serta berkontribusi terhadap efek biologis lain seperti
antiinflamasi, antikanker, dan kardioprotektif (Panche et al., 2016). Oleh karena itu, penetapan kadar
flavonoid total dan fenol total menjadi parameter penting dalam menilai potensi suatu tanaman sebagai
sumber antioksidan alami.

Pacing pentul (Costus spicatus), anggota famili Costaceae, merupakan tanaman tropis yang secara
tradisional digunakan di beberapa daerah untuk mengatasi demam, peradangan, infeksi saluran kemih,
serta gangguan ginjal (Junior et al., 2010). Beberapa penelitian melaporkan bahwa spesies dari genus
Costus mengandung berbagai senyawa bioaktif, termasuk flavonoid, asam fenolat, terpenoid, dan
saponin, yang berkontribusi terhadap aktivitas farmakologisnya (Guarnier et al., 2021). Namun,
informasi ilmiah mengenai kandungan flavonoid total dan fenol total pada pacing pentul, khususnya
bagian daun dan rimpang, masih sangat terbatas.

Penelitian ini bertujuan untuk menentukan kadar flavonoid total dan fenol total dari ekstrak daun dan
rimpang Costus spicatus menggunakan metode spektrofotometri UV-Vis. Data ini diharapkan dapat
memberikan kontribusi ilmiah terhadap pemahaman fitokimia tanaman pacing pentul serta mendukung
potensinya sebagai sumber antioksidan alami.

METODE:
Bahan

Pada penelitian ini bahan yang digunakan yaitu daun dan rimpang pacing pentul yang diperoleh dari
Manoko Lembang, Bandung, Jawa Barat. Selanjutnya daun dan rimpang pacing tersebut dilakukan
determinasi di Laboratorium Herbarium Bandungense Sekolah Ilmu dan Teknologi Hayati Institut
Teknologi Bandung. Determinasi ini bertujuan untuk menentukan kebenaran jenis suatu tumbuhan
yang akan digunakan,hasil determinasi yang diperoleh merupakan tanaman pacing pentul Costus
spicatus yang termasuk kedalam suku Costaceae.

Methode

Metodologi penelitian yang digunakan dalam penelitian ini mepiputi penyiapan bahan, karakterisasi
simplisia, penapisan fitokimia, ekstraksi, dan penetapan kadar flavonoid total serta penetapan kadar
fenolat total. Penyiapan bahan meliputi pengumpulan bahan yang akan digunakan, determinasi,
pengolahan bahan sampai jadi simplisia.

Karakterisasi simplisia meliputi pemeriksaan spesifik dan non spesifik antara lain kadar abu total, abu
tidak larut asam, kadar sari larut air, sari larut etanol, kadar air dan susut pengeringan. Penapisan
fitokimia meliputi pemeriksaan terhadap beberapa senyawa seperti alkaloid, flavonoid, tanin,
saponin,kuinon dan steroid.
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Ekstraksi dilakukan dengan cara refluks bertingkat menggunakan pelarut n-Heksan, etil asetat dan
metanol. Ekstraksi dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali yang masing-masing dilakukan selama 3
jam. Kemudian ekstrak dipekatkan menggunakan rotary evaporator hingga didapatkan ekstrak kental.

Penetapan kadar flavonoid total dari bahan uji dihitung terhadap kurva kalibrasi quercetin sebagai
standar. Sedangkan penetapan kadar fenoilat total dihitung terhadap kurva kalibrasi asam galat sebagai
standarnya.

HASIL
Pembuatan dan Karakterisasi simplisia

Penyiapan simplisia daun dan rimpang pacing diawali dengan proses sortasi basah. Sortasi basah
bertujuan untuk memisahkan tanaman dari kotoran dan polutan lain yang terbawa selama pengumpulan
atau pemanenan. Tahap selanjutnya yaitu pencucian tanaman di bawah air mengalir untuk menurunkan
jumlah mikroba awal. Kemudian dilakukan proses perajangan yang bertujuan untuk memudahkan
proses ekstraksi yaitu dengan cara memperkecil ukuran tanaman sehingga dapat memperluas
permukaannya kontak dengan pelarut. Setelah dilakukan proses perajangan simplisia dikeringkan di
bawah sinar matahari tidak langsung. Karakterisasi simplisia dilakukan dengan tujuan untuk
mengetahui kualitas dan mutu simplisia yang digunakan.

Parameter yang bisa digunakan antara lain kadar air, kadar abu total, kadar abu larut air, kadar abu tidak
larut asam, kadar sari larut air, kadar sari larut etanol, dan susut pengeringan. Hasil Karakterisasi
simplisia dapat dilihat pada tabel 1 berikut ini:

Tabel 1. Hasil Karakterisasi Simplisia

Sampel
Karakterisasi Daun Rimpang
Pacing Pacing

Kadar Abu Total 6,83+0,03 5,33+0,63
Kadar Abu Tidak Larut

Asam 2,33+0,29 1,80+0,09
Kadar Sari Larut Etanol 9,67+0,24 7,00+0,47
Kadar Sari Larut Air 19,33+0,28 18,33+0,42
Susut Pengeringan 7,00+0,00 9,00+0,00
Kadar Air 5,00+0,00 5,00+0,00

Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia/ penapisan fitokimia bertujuan untuk mengetahui golongan-golongan senyawa yang
terdapat didalam simplisia. Pemeriksaan ini meliputi. pemeriksaan alkaloid, flavonoid,
steroid/triterpenoid, kuinon, tanin, dan sponin. Hasil Skrining fitokimia dapat dilihat pada tabel Tabel
2 berikut ini :
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Tabel 2. Hasil Penapisan Fitokimia

Sampel
Daun Rimpang
Pacing Pacing
Alkaloid - -
+

Penapisan
Fitokimia

Flavonoid
Saponin

Tanin +

+ o+ o+

Kuinon
Steroid /
Triterpenoid

J’_

Ekstraksi

Daun dan rimpang pacing pentul di ekstraksi dengan menggunakan metode pemanasan yaitu refluks
bertingkat, dengan menggunakan pelarut yang berbeda tingkat kepolaran nya diantranya non polar,
semipolar, dan polar. Metode refluks ini waktu ekstraksinya lebih singkat serta digunakan terhadap
senyawa yang terkandung dalam simplisia tahan terhadap pemanasan. Simplisia daun dan rimpang yang
digunakan dalam ekstraksi ini masing — masing sebanyak 300 gram dengan menggunakan 3 pelarut
yang berbeda tingkat kepolaranya nya yang pertama yaitu bersifat non polar dengan n-heksana,
selanjutnya bersifat semi polar dengan etil asetat, yang terakhir bersifat polar dengan etanol 96%.
Kemudian diperoleh ekstrak cair yang dipekatkan dengan rotary evaporator.

Tabel 3. Randemen Ekstrak

Berat

Sampel Ekstrak Eias?ilinzij;)
(gram)
Ekstrak Daun Nn-Heksana 10,28 3,42
Ekstrak Daun Etil Acetat 5,08 1,69
Ekstrak Daun Etanol 96% 33,39 11,13
Ekstrak Rimpang Nn-Heksana 1,44 0,48
Ekstrak Rimpang Etil Acetat 1,23 0,41
Ekstrak Rimpang Etanol 96% 17,25 5,75

Analisis Kandungan Fenolat dan Flavonoid dengan menggunakan KLT

Pada masing-masing esktrak yang dihasilkan dari ekstraksi refluks bertingkat dilakukan identifikasi
pemantauan ekstrak menggunakan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) untuk menganalisia adanya
kandungan senyawa secara kualitatif.
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Gambar 1. Kromatogram lapis tipis ekstrak daun dan rimpang pacing.

Kromatogram lapis tipis ekstrak daun dan rimpang pacing , fase diam silika gel F254, fase gerak etil
asetat-asam format-air (8:1:1), (1) DP-1, (2) DP-2, (3) DP-3, (4) RP-4, (5) RP-5, (6) RP-6, (a) sinar UV
A 254 nm, (b) sinar UV X 366 nm, (c) Sitroborat di bawah sinar UV A 366 nm, (d), sinar tampak, (e)
H2S04 10%, (f) FeCl; 10%.

Adanya kandungan senyawa flavonoid dengan menggunakan penampak bercak sitroborat yang diamati
dibawah sinar UV 366 nm dengan ditandai adanya bercak yang berfluoresensi menjadi warna biru dan
kuning. Pada fase gerak non polar ekstrak daun positif flavonoid dengan adanya bercak berfluoresensi
warna kuning, sedangkan pada esktrak rimpang positif flavonoid dengan adanya bercak berfluoresensi
warna biru. Selanjutnya fase gerak semi polar dan fase gerak polar ekstrak daun dan rimpang positif
mengandung flavonoid dengan adanya bercak berfluoresensi warna biru. Untuk mengidentifikasi
senyawa fenolat menggunakan penampak bercak FeCl; 10% adanya kandungan senyawa fenolat yang
ditandai dengan noda bercak kehitaman dengan latar belakang berwarna kuning.

Penetapan Kadar Flavonoid

Penetapan kadar flavonoid total terhadap sampel dilakukan dengan metode kolorimetri
aluminium klorida. Prinsip metode tersebut adalah aluminium klorida membentuk kompleks asam yang
stabil dengan gugus keto C-4 dan gugus hidroksil C-3 atau C-5 dari flavon dan flavonol. Selain itu,
membentuk kompleks asam labil dengan gugus orto-dihidroksil pada cincin A atau B dari flavonoid.
Salah satu senyawa flavonoid golongan flavonol yang dapat bereaksi dengan aluminium klorida
adalah kuersetin. Maka dari itu kuersetin digunakan sebagai standar untuk penetapan kadar flavonoid
total.

Perubahan reaksi yang terjadi pada senyawa flavonoid dalam sampel dan aluminium klorida
diidentifikasi melalui absorbansi pada panjang gelombang 415 nm menggunakan spektrofotometri Vis.
Semakin tinggi kandungan senyawa flavonoid pada sampel maka semakin tinggi nilai
absorbansinya. Selain itu, secara visual perubahan warna kuning yang terbentuk akan semakin pekat.
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Hasil penetapan kadar flavonoid dapat dilihat pada Tabel 4 berikut ini :

Tabel 4. Kadar Flavonoid Total pada Ekstrak Pacing

Kandungan
Sampel Flavonoid Total (mg
QE/100 mg ekstrak)
Ekstrak Daun N-
Heksana 6,391 £ 0,034
Ekstrak Daun Etil
Acetat 8,060 = 0,009
Ekstrak Daun Etanol
96% 9,049 £ 0,019
Ekstrak Rimpang N-
Heksana 2,753 £ 0,036
Ekstrak Rimpang Etil
Acetat 4,268 + 0,026
Ekstrak Rimpang
Etanol 96% 4,424 + 0,006

Penetapan Kadar Fenolat Total

Penetapan kadar senyawa fenol pada sampel daun dan rimpang pacing pentul dengan ekstrak n-heksana,
etil asetat, dan etanol 96% menggunakan metode Folin-Ciocalteu dan asam galat sebagai larutan
standar. Asam galat digunakan sebagai larutan standar karena bisa menghasilkan hasil yang realibitas
karena memiliki reaktifitas yang cukup tinggi terhadap reagen Folin-Ciocalteu serta merupakan sebagai
salah satu fenol alami dan stabil, asam galat juga termasuk kedalam senyawa fenolik turunan asam
hidroksibenzoat yang tergolong sebagai asam fenol sederhana (Prior et al., 2005).

Hasil penetapan kadar flavonoid dapat dilihat pada Tabel 5 berikut ini :

Tabel 5. Kadar Fenolat Total pada Ekstrak Pacing

Kandungan Fenolat

Sampel Total (mg GAE/100

mg ekstrak)

Ekstrak Daun Nn-

Heksana 4,714 + 0,044

Ekstrak Daun Etil

Acetat 6,768 £ 0,032

Ekstrak Daun Etanol

96% 7,984 £ 0,015

Ekstrak Rimpang N»n-

Heksana 2,249+ 0,017

Ekstrak Rimpang Etil

Acetat 3,352 £ 0,050

Ekstrak Rimpang

Etanol 96% 3,868 + 0,014

DISKUSI DAN PEMBAHASAN:

Penelitian ini berhasil menunjukkan bahwa daun merupakan sumber flavonoid yang jauh lebih kaya
dibandingkan rimpang, dengan kandungan hingga dua kali lipat lebih tinggi. Etanol 96% terbukti
sebagai pelarut paling efisien untuk ekstraksi flavonoid total, terutama dari daun. Hasil ini memberikan
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dasar ilmiah untuk pengembangan produk berbasis fitokimia dari bagian tumbuhan yang paling optimal,
serta memberikan wawasan tentang strategi ekstraksi yang efisien berdasarkan polaritas pelarut dan
karakteristik organ tumbuhan.

Hubungan Struktural antara Flavonoid dan Fenol

Flavonoid dan fenol memiliki hubungan hierarkis yang menarik dari sudut pandang kimia. Semua
flavonoid adalah senyawa fenolik, tetapi tidak semua senyawa fenolik adalah flavonoid. Struktur dasar
flavonoid terdiri dari 15 atom karbon yang tersusun dalam cincin C6-C3-C6, di mana cincin A dan B
adalah cincin aromatik fenolik, sementara cincin C menghubungkan kedua cincin tersebut. Struktur ini
memberikan flavonoid kemampuan antioksidan yang superior dibandingkan dengan senyawa fenolik
sederhana karena memiliki lebih banyak gugus hidroksil yang dapat mendonasi elektron untuk
menetralkan radikal bebas.

Korelasi antara kadar flavonoid dan fenol total dalam ekstrak tumbuhan sering kali menunjukkan pola
yang dapat diprediksi. Ekstrak dengan kandungan fenol total yang tinggi cenderung memiliki
kandungan flavonoid yang tinggi pula, meskipun proporsinya dapat bervariasi secara signifikan
(Awwaliah et al., 2023). Hal ini disebabkan oleh distribusi senyawa fenolik non-flavonoid seperti asam
fenolat, stilben, dan lignan yang juga berkontribusi pada kadar fenol total.

Analisis Perbandingan Kandungan antar Bagian Tanaman

Berdasarkan data yang tersedia, terdapat perbedaan signifikan dalam kandungan flavonoid dan fenol
antara ekstrak daun dan rimpang. Daun secara umum menunjukkan kandungan flavonoid yang lebih
tinggi dibandingkan dengan rimpang, yang konsisten dengan peran fisiologis daun sebagai organ
fotosintesis utama. Flavonoid dalam daun berfungsi sebagai pelindung terhadap radiasi UV berlebih
dan stres oksidatif yang dihasilkan selama fotosintesis (Shomali et al., 2022).

Rimpang, meskipun memiliki kandungan flavonoid yang relatif lebih rendah, sering kali menunjukkan
kandungan fenol total yang kompetitif. Fenomena ini mengindikasikan adanya komposisi senyawa
fenolik yang berbeda antara kedua bagian tanaman. Rimpang cenderung mengakumulasi senyawa
fenolik non-flavonoid seperti asam fenolat dan tanin, yang berfungsi sebagai mekanisme pertahanan
terhadap patogen tanah dan herbivora.

Hubungan antara kadar flavonoid dan fenol dalam ekstrak tumbuhan mencerminkan kompleksitas
komposisi metabolit sekunder yang dipengaruhi oleh berbagai faktor biologis dan ekstraksi. Flavonoid,
sebagai sub-kelas senyawa fenolik, menunjukkan korelasi positif dengan fenol total namun dengan pola
distribusi yang bervariasi tergantung pada bagian tanaman dan jenis pelarut yang digunakan.

Pemahaman mendalam tentang hubungan ini sangat penting untuk pengembangan produk berbasis
tumbuhan yang efektif dan standarisasi ekstrak herbal. Optimasi proses ekstraksi harus
mempertimbangkan tidak hanya jumlah total senyawa yang diekstraksi, tetapi juga kualitas dan rasio
antara flavonoid dan senyawa fenolik lainnya untuk mencapai aktivitas biologis yang diinginkan.

Penelitian lebih lanjut diperlukan untuk mengidentifikasi senyawa-senyawa spesifik yang bertanggung
jawab atas aktivitas biologis yang diamati dan untuk mengembangkan metode ekstraksi yang lebih
selektif dan efisien. Integrasi pendekatan metabolomik dengan bioassay-guided fractionation dapat
memberikan wawasan yang lebih mendalam tentang hubungan struktur-aktivitas senyawa fenolik
dalam ekstrak tumbuhan.

KESIMPULAN:

Kadar flavonoid total tertinggi ditunjukkan oleh ekstrak etanol daun dan rimpang pacing pentul
berturut-turut diantaranya 9,049 mg QE/100 mg Ekstrak dan 4,424 mg QE/100 mg Ekstrakekstrak.
Kadar fenolat total tertinggi ditunjukkan oleh ekstrak etanol daun dan rimpang rimpang berturut-turut
sebesar 7,984 mg GAE/100 mg Ekstrak dan 3,868 mg GAE/100 mg Ekstrak.
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