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SARI ETANOL, ETIL ASETAT ALANG-ALANG (IMPERATA CYLINDRICA)
TERHADAP SUPEROXIDE DISMUTASE (SOD)

(Ethanol Extract and Ethyl Acetate of Alang-alang (Imperata cylindrica) on
Superoxide Dismutase (SOD))

St Khaerunnisa, Sutji Kuswarini, Suhartati, Lina Lukitasari, Ira Humairah, Reza Arta BN, Gwenny IP

ABSTRACT

Oxidative stress has been considered as a mechanism involved in the pathogenesis and progression of many diseases such as:
hypercholesterolemia and atherosclerosis. The objective of this current study was to know the potential antioxidant role of ethanol and
ethyl acetate extract of reeds (Imperata cylindrica) by investigation in rats fed with a high-cholesterol diet. Imperata cylindrica is rich
in antioxidants and has a cholesterol-reducing effect. A group of twenty four male albino Wistar rats was divided into four subgroups: a
normal diet group (K,), a high-cholesterol diet group (K,), the same diet with ethanol extract of Imperata cylindrica group (K,), and the
similar diet with ethyl acetate fraction of Imperata cylindrica group (Ks),. After the treatment period, the hepatic antioxidant enzyme
activity (Superoxide dismutase/SOD) was determined. The rats fed on high-cholesterol diet with supplementation exhibited a significant
elevation in SOD activity (p<0. 05), 61.6+12.4% inhibition, compared to normal animals 37.44+12.2%. The treated animals with
ethanol and ethyl acetate extract of Imperata cylindrica showed a significantly reduced the level of SOD activity (p<0.05, 29.90+5.6%
as well as a 33.49+7.4% inhibition). The level of SOD activity when restored was closer to that in normal animals, signifying reversal
of the oxidative stress. The study results showed that the treatment with Imperata cylindrica positively changed the hepatic antioxidant
engyme activities in high fat-diet rats, and thus had potential hypocholesterolemic and antioxidant effects. Imperata cylindrica could
protect against oxidative stress linked to atherosclerosis and also decrease the atherogenic index.

Key words: Imperata cylindrica, SOD, ethanol extract, ethyl acetate

ABSTRAK

Stres oksidatif dianggap terlibat dalam mekanisme perjalanan penyakit dan perkembangan banyak penyakit, seperti:
hiperkolesterolemia dan aterosklerosis. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui kemampuan kuat antioksidan sari etanol
dan etil asetat alang-alang (Imperata cylindrica) dengan menyelidiki di tikus yang diberi aturan makan tinggi kolesterol. Kandungan
Imperata cylindrica dilaporkan kaya antioksidan dan berdampak menurunkan kadar kolesterol. Sebanyak 20 (dua puluh) tikus
putih Wistar dibagi menjadi empat kelompok, yaitu: yang diberi aturan makan normal (K0), diberi makanan tinggi kolesterol (K1),
diberi makanan yang sama tetapi dengan tambahan sari etanol Imperata cylindrica (K2) dan yang diberi makanan sejenis tetapi
dengan tambahan fraksi etil asetat Imperata cylindrica (K3). Pada akhir penelitian, aktivitas enzim antioksidan hepatik diperiksa
(Superoksida Dismutase/SOD). Tikus yang diberi aturan makan tinggi kolesterol menunjukkan aktivitas SOD (p<0,05) meningkat,
juga inhibisi sebesar 61,6+12,4% dibandingkan dengan kelompok makan normal yang hanya sebesar 37,44+12,2%. Sari etanol dan
etil asetat Imperata cylindrica dapat menurunkan aktivitas SOD di kelompok hewan coba (p<0,05, inhibisi sebesar 29,90+5,6% dan
33,49+7,4%). Kadar aktivitas SOD dipulihkan mendekati harga kelompok yang beraturan makan normal, yang ditandai peredaman
stres oksidatif. Pada penelitian ini dapat ditunjukkan, bahwa pemberian Imperata cylindrica dapat memperbaiki aktivitas enzim
antioksidan hepatik di tikus yang diberi aturan makan tinggi kolesterol. Dengan demikian terteliti memiliki kemampuan kuat
hipokolesterolemik dan antioksidan. Imperata cylindrica dapat melindungi terhadap stres oksidatif yang terkait aterosklerosis dan
menurunkan indeks aterogenik.

Kata kunci: Imperata cylindrica, SOD, sari etanol, etil asetat

PENDAHULUAN Beberapa kajian yang telah dilaporkan
menunjukkan bahwa gangguan metabolisme lipid

- e 5 seperti hiperlipidemi di antaranya: hiperkolesterolemia
kadar lipid dalam darah (dislipidemia) dengan kadar dan kegemukan berkaitan dengan kelebih-hasilan

kolesterol lel?lh dari 240 mg/dL. Hlperkolesterolem}a radikal bebas oksigen yang di antaranya hasilan ion
fiapat meningkatkan keba.hayaan aterosklerosis, superoksida (0,¢-).3* Radikal bebas dalam tubuh
jantung koroner dan penyakit pembuluh darah yang by diimbangi dengan mekanisme pertahanan
lain, dengan jumlah penyakit terkait sekitar 20% dan endogen, dengan menghasilkan zat yang berpengaruh
merupakan penyebab kematian di dunia per tahun.!- sebagai anti radikal bebas yang disebut antioksidan

endogen.®

Hiperkolesterolemia adalah salah satu gangguan
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Superoxide Dismutase (SOD) adalah enzim
antioksidan endogen yang bertugas melindungi
sel terhadap dampak berbahaya dari ion O, yang
berpeluang kuat membentuk ion OH® (radikal
hidroksil) yang merupakan ROS yang paling reaktif.>

Obat herbal kini menarik perhatian karena
mengandung berbagai macam senyawa metabolik
sekunder di antaranya: flavonoid yang dilaporkan
dapat meredam (scavenger) alkoxyl lipid, radikal
peroksil (*OOH) dan ion O,¢*- dan a-tocopheroxyl.6

Beberapa kajian pustaka dan uji pendahuluan yang
telah dilakukan terhadap akar alang-alang (Imperata
cylindrica), bahwa tumbuhan tersebut mengandung
senyawa fenolik seperti flavonoid yang menunjukkan
aktivitas sebagai antioksidan secara in vitro.” Senyawa
flavonoid dapat tersarikan dalam pelarut semi polar
seperti etil asetat.®

Uji aktivitas pada penelitian ini merupakan langkah
awal uji bioactivity guidance guna mempelajari dampak
sarian tertentu, yaitu mulai fraksi hingga ke senyawa
murni. Senyawa isolat tanaman obat mungkin penting
bagi aktivitas farmakologis, tetapi pengaruh isolat
tersebut mungkin menurunkan ataupun meningkatkan
dampak tanaman herbal.

Berdasarkan landasan tersebut di atas, para peneliti
tertarik untuk mengetahui ketepat-gunaan antioksidan
alang-alang (Imperata cylindrica) terhadap kadar
SOD dengan membuktikannya di contoh hewan coba
yang hiperkolesterolemia sebagai upaya pencegahan
terhadap stres oksidatif yang berperan terhadap
perkembangan dini aterosklerosis maupun penyakit
kardiovaskuler.

METODE

Penelitian ini menggunakan percobaan rancangan
kelompok pembanding hanya dengan uji pasca-acak
(Randomized Post Test Only Control Group Design).
Subjek penelitian adalah tikus wistar jantan umur
tiga (3) bulan dengan berat antara 180—200 gram.
Jumlah sampel adalah sebanyak 28 ekor. Tikus yang
memenuhi syarat dibagi dalam empat (4) kelompok,
demikian pula sampel yang diperoleh dibagi dalam
jumlah kelompok yang sama secara acak lengkap
yaitu:

1. Kelompok 1 (K,): kelompok pembanding negatif
yang hanya diberi aturan makan baku.

2. Kelompok 2 (K;): kelompok pembanding positif
yang diberi aturan makan hiperkolesterol.

3. Kelompok 3 (K,): kelompok perlakuan yang diberi
aturan makan hiperkolesterol ditambah dengan
sari etanol alang-alang berdosis 15 mg/200 g bb.

4. Kelompok 4 (K;): kelompok perlakuan yang
diberi aturan makan hiperkolesterol ditambah
dengan fraksi etil asetat alang-alang berdosis
15 mg/200 g bb.

Pembuatan sari dan fraksi memakai serbuk
kering alang-alang disarikan dengan cara maserasi
menggunakan pelarut etanol, kemudian dipisahkan
dengan perantaraan filtrat, kemudian diuapkan
sehingga diperoleh sarian kental. Sarian kental
tersebut lebih lanjut dilarutkan dalam etanol-air
(9:1). Kemudian dipartisi dengan n-heksan sebanyak
tiga kali untuk mendapatkan fraksi non polar. Partisi
dilanjutkan untuk mendapatkan fraksi semi polar
dengan menggunakan pelarut etil asetat sebanyak tiga
kali untuk mendapatkan senyawa yang diharapkan.

Aturan makan hiperkolesterol adalah makanan
tinggi lemak dan kolesterol, yang diberikan kepada
hewan coba dengan komposisi: pakan baku empat
(4) kg, tepung terigu dua (2) kg, kolesterol 19 g, asam
kolat satu (1) g dan minyak babi dua (2) kg. Pakan
dibuat dalam bentuk pellet dan diberikan secara ad
libitum makannya setiap hari selama 30 hari.

Penentuan aktivitas SOD dilakukan di Laboratorium
Biokimia FK Unair. Pengukuran aktivitas enzim
SOD ditentukan dengan menggunakan Superoxide
Dismutase Assay Kit Catalog # 7500-100-K. Trevigen
Superoxide Dismutase Assay, 2010, berasas dasar, Anion
superoksida yang dihasilkan dari pengubahan xanthine
membentuk asam urat dan hidrogen peroksida oleh
xanthine oxidase (XOD). Anion superoksida lebih
lanjut bereaksi dengan NBT (Nitro Blue Tetrazolium)
membentuk NBT-diformazan. NBT-diformazan ini
menyerap cahaya pada panjang A=550 nm. SOD
mengurangi kepekatan anion superoksida dan
dengan demikian menurunkan laju pembentukan
NBT-diformazan. Pengurangan yang banyak pada
pembentukan NBT diformazan adalah ukuran
keberadaan aktifitas SOD dalam sampel percobaan.

Penganalisisan data menggunakan uji Kruskal-
Wallis yang dilanjutkan dengan uji Mann-Whitney U
dengan tingkat kemaknaan p<0,05. Penganalisisan
data dilakukan dengan pengkomputeran menggunakan
metode SPSS versi 17.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian dilakukan selama lima (5) minggu.
Penyesuaian iklim selama satu (1) minggu dan
pemberian aturan makan hiperkolesterol selama empat
(4) minggu. Pada minggu ketiga (-3) telah terjadi
hiperkolesterolemia secara bermakna di kelompok
yang diberi aturan makan hiperkolesterol, sehingga
pemberian sari etanol dan fraksi etil asetat alang-alang

Sari Etanol, Etil Asetat Alang-alang (Imperata Cylindrica) terhadap Superoxide Dismutase (Sod) - Khaerunnisa, dkk. 129



mulai diberikan kepada kelompok perlakuan (K, dan
K,;) sampai pada akhir penelitian.

Pada akhir penelitian hewan coba dibunuh untuk
diambil darahnya dari dalam jantung (intrakardial)
sebanyak +5cc dan lebih lanjut aktivitas enzim SOD
diperiksa secara laboratorik.

Secara numerik, rerata aktivitas enzim SOD
kelompok hewan coba yang mendapat perlakuan
tidak diimbas (Ko) dan terimbas aturan makan
hiperkolesterol (DH) (K;) terdapat peningkatan
secara bermakna. Adapun hasil Mann-Whitney U
memperlihatkan terjadi peningkatan aktivitas enzim
SOD antara kelompok Ko dan K; secara bermakna
dengan nilai p sebesar 0,002. Rerata aktivitas SOD
kelompok hewan coba yang diberi sari etanol 15
mg/200g BB (K,) lebih rendah dibandingkan dengan
yang diberi DH (K;). Adapun hasil Mann-Whitney U
memperlihatkan bahwa terjadi penurunan aktivitas
enzim SOD antara kelompok K, dan K; secara
bermakna dengan nilai p sebesar 0,002. Dengan
demikian hipotesis penelitian sari etanol 15 mg/200g
BB terbukti dapat menurunkan aktivitas enzim SOD.
Secara numerik, rerata SOD kelompok hewan coba
yang mendapat perlakuan DH dan diberi fraksi etil
asetat 15 mg/200g BB (K;) lebih rendah dibandingkan
dengan kelompok yang diberi DH (K;). Adapun
hasil Mann-Whitney U memperlihatkan kejadian
penurunan aktivitas enzim SOD antara kelompok
K; dan K; secara bermakna dengan nilai p sebesar
0,002, sehingga hipotesis penelitian fraksi etil asetat
15 mg/200g BB dapat terbukti menurunkan aktivitas
enzim SOD. Pembentukan ROS dengan pengurangan
satu elektron molekul oksigen untuk membentuk ion

[

g 80

o 60

g

g 40

s 20 I I SOD
= g

Ko K1 K2 K3
KELOMPOK

Gambar 1. Grafik rerata aktivitas enzim SOD

Tabel 1. Rerata dan simpang baku aktivitas enzim SOD

superoksida (O,°-). Enzim endogenous SOD mengubah
ion O,°- menjadi H,0, dan sebaliknya enzim katalase
(CAT) atau glutation peroksidase (GSH-Px) akan
mengubah H,0, menjadi H,0.4 Hiperkolesterolemia
dapat menyebabkan keadaan patologis yaitu oxLDL
dapat menembus sel endotel dan mengakibatkan
sel pembuluh darah tersebut tidak bekerja. Sel
endotel yang tidak bekerja ini akan mensekresikan
beberapa kimokin seperti: MCP-1, MSCF yang
selanjutnya merangsang ekspresi VCAM-1 dan ICAM-
1 di permukaan endotel. Dengan keberadaan molekul
lekatan tersebut, monosit akan menempel di dinding
pembuluh darah yang berperan dalam pembentukan
radikal bebas di antaranya dan terjadi peningkatan
hasilan ion O,°-.4 Superoksida dismutase (SOD) adalah
enzim antioksidan endogen yang utama di dalam
sel dan berfungsi melindungi sel terhaOdap dampak
berbahaya dari ion O,°. Mekanisme antioksidan alang-
alang (Imperata cylindrica) ditunjukkan di gambar 2.

Pada penelitian ini, pemberian DH selama empat
(4) minggu, meningkatkan enzim SOD di eritrosit
tikus secara bermakna (p<0,05) dibandingkan dengan
kelompok yang tidak mendapat perlakuan (Ko).

Hiperlipidemia dapat menyebabkan hasil radikal
bebas yang berlebihan. Di radikal bebas yang
berlebihan khususnya ion O,¢- dapat diredam SOD, hal
ini mengakibatkan terjadi peningkatan enzim SOD.

Keadaan tersebut terbukti pada penelitian ini, yaitu
kelompok K1 yang diberi aturan makan hiperkolesterol
mengalami peningkatan aktivitas enzim SOD secara
bermakna (p=0,002) dibandingkan dengan kelompok
Ko yang diberi makanan baku. Keberadaan pajanan
stres oksidatif, enzim SOD sebagai antioksidan
endogen akan meningkat aktivitasnya untuk meredam
stres oksidatif tersebut. Apabila stres oksidatif telah
dapat diatasi, maka aktivitas SOD akan kembali seperti
biasa. Namun bila stres oksidatif tersebut tidak dapat
diatasi, maka akan terjadi peningkatan radikal bebas
hingga menimbulkan kerusakan membran. Menurut
Bansal dan Jaswal® peningkatan SOD dan katalase
di hewan coba yang diberi aturan makan tinggi
kolesterol selama empat (4) minggu dikaitkan dengan
peningkatan stres oksidatif. Senyawa H,0O, merupakan
hasil akhir tidak berpindahnya SOD, selanjutnya H,O,
dikatalisis oleh katalase menjadi H,0.%10:11

Variabe) Kelompok Kruskal Wallis
K, (n=6) K; (n=6) K, (n=6) K; (n=6) df=3
x+SD x+SD x*SD x+SD p= 0,004"
SOD (% inhibisi) 37,44+12,2 61,6+12,4 29,90+5,6 33,49+7,4

x= Rerata, SD = Simpang baku (standar deviasi), *= bermakna
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Gambar 2. Mekanisme pengaruh antioksidan alang-alang (Imperata cylindrica) terhadap Superoxide Dismutase dalam keadaan

hiperkolesterolemial?

Pada penelitian ini di kelompok K2 dan K3 terjadi
penurunan SOD secara bermakna terhadap K1, bukan
disebabkan karena kerusakan membran akibat stres
oksidatif, melainkan akibat kerja flavonoid yang juga
dapat meredam radikal bebas yang timbul karena
hiperlipidemia. Jadi radikal bebas diredam baik oleh
flavonoid dari alang-alang maupun SOD endogen.
Senyawa flavonoid dapat membantu kerja enzima
SOD dengan menetralkan ion O,°-, sehingga dapat
dihindari protein enzim SOD rusak akibat terlalu
sering berinteraksi dengan radikal bebas. Sehingga
penurunan aktivitas pun dapat dihambat, yaitu karena
yang terkait SOD menjadi berkurang.

Flavonoid juga dilaporkan menekan jalur biosintesis
lipid, dapat menekan oksidasi LDL (ox-LDL) dan
inflamasi di dinding arteri.!? Flavonoid terbukti
menyebabkan down regulation terhadap ekspresi gen,
VCAM-1, ICAM-1, dan MCP-1 di sel endotel aorta
manusia dan kelinci.!3:» Flavonoid juga menghambat
aktivitas enzim siklooksigenase dan lipoxygenase,!®
mengurangi agregasi trombosit!® dan menghambat
yang dari xanthine oxidase.17-18

Di kolesterol kelinci, aturan makan isoflavon
mengurangi jumlah ox-LDL makrofag sel busa di jejas
terkait aterosklerotik yang ditemukan di arkus aorta.
Flavonol kuersetin menunjukkan alkoxyl lipid scavenger
dan radikal peroksil (*OOH), ion superoksida (O,°-)
dan radikal a-tocopheroxyl.6

Penelitian ini menunjukkan bahwa senyawa
bioaktif yang terdapat dalam sari etanol dan fraksi
etil asetat mampu mempengaruhi perlindungan
terhadap tolok ukur stres oksidatif (antioksidan) yang
ditimbulkan dalam keadaan hiperkolesterolemia di sel
eritrosit Rattus norvegicus galur Wistar dengan cara
meredam radikal bebas di antaranya O,°-, sehingga
membantu aktivitas enzim SOD menjadi berkurang
pada penghambatannya.

Aktivitas peredaman SOD terhadap ion superoksida
(antioksidan) di kelompok yang diberi sari etanol
(K,) rerata=34,07%=12,2% memiliki penurunan yang
sama tinggi jika dibandingkan dengan kelompok yang
diberi fraksi etil asetat (K;) rerata=38,08+13,9%.
Uji statistik Mann-Whitney U antara kelompok K,
dan K5 menunjukkan tidak terdapat perbedaan yang
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bermakna dengan nilai p=0,699, sehingga dapat
disimpulkan bahwa pengaruh antioksidan sari etanol
dan fraksi etil asetat sama tinggi.

SIMPULAN

Sari etanol dan fraksi etil asetat alang-alang
(Imperata cylindrica) dapat mempengaruhi penurunan
aktivitas enzim Superoxide Dismutase (SOD) di Rattus
norvegicus yang hiperkolesterolemia. Sari etanol dan
fraksi etil asetat alang-alang memiliki bioaktivitas
antioksidan terhadap radikal anion superoksida (O,°-)
yang sama tinggi.
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