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PENDAHULUAN

saat

ABSTRACT

Oxidative stress is one of the causes of heart disease, atherosclerosis,
and cancer. Efforts to overcome oxidative stress include the use of
natural antioxidants. Flavonoids and phenolics are secondary
metabolite compounds in plants that have antioxidant activity. Plants
that are believed to be able to overcome oxidative stress include
Kebar grass. Kebar grass (Biophytum umbraculum) is one of the
plants that empirically has many benefits including as a female
fertility drug by the Kebar-Papua community. The study aimed to
determine the antioxidant potential and total phenolic and flavonoid
content of Kebar grass extract. Kebar grass extract was obtained
through maceration extraction with 96% pro-analysis (p.a) ethanol
solvent. Antioxidant testing used the 2.2-diphenyll-1-picrylhydrazyl
(DPPH) and ferric reducing antioxidant power (FRAP) methods
using antioxidant standards, namely ascorbic acid (vitamin C) and
gallic acid, while measuring total phenolic and flavonoid levels used
the Folin-Ciocalteu and aluminium chloride methods, respectively.
The results showed that the total phenolic and flavonoid levels of
Kebar grass extract were 52.26 + 3.94 mg GAE/g dw (dry weight) and
22.15 £ 2.79 mg QFE/g dw Kebar grass extract, respectively, while the
antioxidants of Kebar grass extract with the DPPH method had an
inhibition concentration 50 (IC50) value of 183.44 ppm and a vitamin
C standard of 4.46 ppm, and antioxidant testing using the FRAP
method obtained a reducing power 50 (RP50) value of Kebar grass
extract of 5043.76 ppm with a gallic acid standard value of 101.8
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radikal bebas dan antioksidan sebagai

Stres oksidatif merupakan keadaan penangkal radikal bebas dalam tubuh

terjadi

ketidakseimbangan

antara sehingga menyebabkan berbagai penyakit
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stres oksidatif. Salah satu penyakit stres
oksidatif yang dapat terjadi antara lain
adalah penyakit Alzheimer, Parkinson,
diabetes melitus, jantung, aterosklerosis dan
kanker (Vinay et al., 2015). Stres oksidatif
dapat dikurangi dan bahkan disembuhkan
dengan antioksidan, metabolit sekunder dari
tumbuhan  dapat  bertindak  sebagai
antioksidan alami (Zuraida et al., 2017).
Antioksidan yang berasal dari tumbuhan
dengan kandungan metabolit sekunder
berupa golongan polifenol menjadi alternatif
dalam mencegah kerusakan oksidatif pada
manusia dengan mereduksi radikal bebas
dibandingkan  penggunaan  antioksidan
sintetik. Walaupun antioksidan sintetik
memiliki efisiensi dan potensi yang tinggi,
namun antioksidan tersebut menghasilkan
efek yang buruk bagi manusia seperti
menyebabkan mutasi gen dan karsinogen
(Hassanpour & Doroudi, 2023). Salah satu
tumbuhan yang berpotensi sebagai sumber
antioksidan alami adalah rumput Kebar.
Rumput Kebar dengan nama ilmiah
Biophytum umbraculum Welw mempunyai
nama lain berupa Biophytum petersianium
Klotzsch merupakan tumbuhan yang telah
banyak digunakan oleh masyarakat Kebar,
Tambrauw, Papua Barat Daya sebagai obat
kesuburan wanita (Mambrasar ef al., 2021).
Rumput kebar juga digunakan secara
empiris oleh masyarakat sebagai obat untuk

berbagai kegunaan seperti obat sariawan,

penawar racun ular, dan pencahar. Rumput

Kebar dilaporkan memiliki potensi untuk
dikembangkan sebagai obat cacing, kanker,
dan penyakit terkait kolesterol (Baaka ef al.,
2017; Wakhidah, 2020). B. umbraculum
dilaporkan merupakan satu tanaman obat
yang digunakan oleh tabib tradisional di
Mali untuk mengatasi berbagai penyakit
seperti malaria, penyakit gastrointestinal,
luka, penyakit menular seksual, gigitan
serangga dan ular (Malterud, 2017). Rumput
kebar mengandung antioksidan aktif dan
vitamin yang berpotensi menetralkan racun
(Labib et al., 2020). Pemberian ekstrak
rumput kebar sebagai pencegah stres
oksidatif lebih efektif dari pada vitamin C
(Yulitasari et al., 2021).

Ekstrak rumput Kebar bertindak
sebagai  antioksidan  eksogen karena
memiliki antioksidan berupa flavonoid dan
vitamin E. Kandungan flavonoid ekstrak
rumput Kebar dapat menangkal radikal
bebas karena hiperglikemik pada sel dan
jaringan

reproduksi, menghambat

peroksidasi  lipid serta = memproteksi
membran sel yang rusak sehingga jumlah sel
sertoli mampu dipertahankan (Widodo,
2020). Beberapa penelitian lain melaporkan
bahwa ekstrak rumput Kebar mempunyai
senyawa bioaktif yang bersifat sebagai
antijamur dan antiaflatoksin (Lisangan et al.,
2014). Simplisia B. petersianium Klotzsch
mengandung senyawa metabolit sekunder
yang penting bagi manusia, diantaranya

adalah flavonoid, tanin, tanin galat, fenolik,
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polifenol (Mohammad et al., 2018),
dilaporkan juga bahwa dalam ekstrak
rumput Kebar terdapat senyawa aktif
golongan alkaloid dan steroid.

Analisis metabolit sekunder pada
rumput Kebar menunjukkan terdapat
senyawa aktif golongan polifenol yaitu
flavonoid dan fenolik. Kedua senyawa
golongan polifenol tersebut memiliki
aktivitas ~ sebagai  antioksidan  dan
antikarsinogenik karena berperan sebagai
agen pereduksi, penangkap radikal bebas
dan peredam pembentukan oksigen tunggal.
Sehingga flavonoid dan fenolik berperan
penting dalam pengendalian kanker dan
penyakit manusia lainnya (Ghasemzadeh &
Ghasemzadeh, 2011). Flavonoid dilaporkan
juga mampu mencegah oksidasi lipoprotein
densitas rendah sehingga mengurangi risiko
perkembangan aterosklerosis, keberadaan
flavonoid dalam bahan makanan sangat
berperan penting sebagai antioksidan.
Fenolik merupakan salah satu kelompok
terbesar metabolit sekunder yang disintesis
oleh banyak tumbuhan yang memiliki
aktivitas sebagai antioksidan, anti-inflamasi,
anti-karsinogenik, bakterisida, antiseptik,
dan antlemintik, serta dapat melindungi dari
stres oksidatif dan beberapa penyakit
(Kabera et al., 2014). Berdasarkan
kandungan fenolik dan flavonoid yang
terdapat pada rumput Kebar, maka diyakini
rumpuk Kebar memiliki potensi sebagai

antioksidan alami.

Selama ini potensi antioksidan rumput
Kebar ditentukan dengan menggunakan
metode 2.2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) dan jarang menggunakan metode
ferric reducing antioxidant power (FRAP),
secara prosedur kedua metode pengujian
antioksidan tersebut berbeda satu sama lain
tetapi tujuannya sama yaitu untuk mengukur
kemampuan senyawa antioksidan dalam
mereduksi radikal bebas atau oksidator.
Berdasarkan hal tersebut maka perlu
dilakukan analisis potensi antioksidan
ekstrak rumput Kebar selain memakai
metode DPPH juga menggunakan metode
FRAP serta menentukan kadar total fenolik
dan flavonoid yang terdapat dalam ekstrak
rumput Kebar. Pengujian tersebut dilakukan
dalam rangka mencari bahan alam yang
berpotensi sebagai antioksidan alami untuk
mencegah berbagai penyakit regeneratif,
sehingga penelitian yang dilakukan dapat
berkontribusi dalam bidang kesehatan
sebagai bahan informasi rujukan dalam
upaya mengatasi penyakit degeneratif yang

masih banyak terjadi di masyarakat.

METODE PENELITIAN
Metode

Penelitian yang dilakukan merupakan
penelitian  eksperimental  laboratorium
dengan memakai sampel berupa rumput
Kebar yang dikumpulkan dari pegunungan
Kebar  Tambrauw, Papua Barat  Daya.

Rumput Kebar telah dideterminasi di
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Herbarium Bogoriense Direktorat
Pengelolaan Koleksi ilmiah Badan Riset dan
Inovasi Nasional Bogor. Tahapan penelitian
meliputi pembuatan ekstrak, pengukuran
potensi antioksidan, penentuan kadar total
fenol dan flavonoid rumput Kebar.

Pembuatan Ekstrak
Rumput Kebar dicuci,

dikeringanginkan pada suhu ruang hingga
diperoleh bobot kering akhir rumput Kebar
kurang dari 10% dari bobot basah. Simplisia
rumput Kebar yang diperoleh dihaluskan
dengan blender, lalu disaring dengan ayakan
ukuran 60 mesh sehingga didapatkan
simplisia rumput Kebar dalam bentuk
bubuk.

Bubuk rumput Kebar diekstraksi
dengan metode maserasi selama 3x24 jam
menggunakan pelarut etanol 96% pro
analysis (p.a) dengan perbandingan rumbut
kebar dan pelarut adalah 1:10. Filtrat rumput
kebar yang didapat diuapkan memakai
rotary evaporator bersuhu 50°C, hingga
diperoleh ekstrak kasar rumput Kebar.

Pengukuran Kadar Fenolik dan

Flavonoid
Kadar total fenol dan flavonoid

ekstrak rumput Kebar menggunakan metode
standar (Tang ef al., 2020). Kandungan total
fenol ekstrak rumput kebar memakai
pereaksi Folin—Ciocalteu. Sebanyak 25 pL
ekstrak rumput Kebar dicampur dengan 25
puL  larutan pereaksi Folin—Ciocalteu
(diencerkan dengan air sebesar 1:3) dan 200

pL air ditambahkan ke dalam Mikroplate 96

sumur lalu inkubasi pada suhu kamar selama
5 menit. Campuran dibasakan dengan 25 puLL
natrium karbonat 10% (b:b) lalu diinkubasi
kembali di tempat gelap selama 60 menit.
Kemudian absorbansi ekstrak rumput kebar
diukur pada panjang gelombang (A) sebesar
765 nm. Kandungan total fenol dalam
ekstrak rumput kebar diukur dari kurva
kalibrasi standar asam galat dengan deret
konsentrasi bertingkat (7.81 — 250 ppm)
yang disiapkan dan kadar total fenolik
dinyatakan dalam bentuk nilai mg GAE/g
dw yaitu mg equivalen gallit acid (GAE) per
g dry weight (dw) sampel.

Kandungan total flavonoid ekstrak
rumput kebar ditentukan menggunakan
pereaksi aluminium klorida. Sebanyak 80
uL ekstrak rumput Kebar dicampur dengan
80 pL aluminium klorida 2% (diencerkan
dengan etanol) dan 120 pL larutan natrium
asetat 50 g/L dalam Mikroplate 96 sumur
dan diinkubasi pada suhu 25 °C selama 2,5
jam. Kemudian absorbansi campuran diukur
pada A = 440 nm. Kandungan total flavonoid
dihitung sebagai mg quercetin equivalen
(QE) per g dry weight (dw) sampel (mg
QE/g dw) menggunakan kurva kalibrasi
kuersetin dengan konsentrasi bertingkat dari
1.95-250 ppm.

Penentuan Potensi Antioksidan
Potensi antioksidan ekstrak rumput

Kebar memakai metode standar antioksidan
yaitu metode DPPH dan FRAP (Tang et al.,
2020) yang telah dimodifikasi. Aktivitas
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penangkalan radikal bebas oleh ekstrak
rumput Kebar menggunakan metode DPPH
modifikasi, sebanyak 40 pL ekstrak rumput
kebar ditambahkan ke 40 uL. DPPH (0,1
mM) dengan pelarut metanol ke dalam
Mikroplate 96 sumur. Campuran dikocok
kuat, lalu diinkubasi selama 30 menit pada
tempat gelap dengan suhu 25°C kemudian
absorbansi campuran tersebut diukur pada
A= 517 nm. Aktivitas penangkalan radikal
DPPH dari ekstrak rumput kebar dinyatakan
sebagai ICsp ekstrak rumput Kebar
menggunakan persamaan linear yang
diperoleh dari hubungan serapan ekstrak dan
dengan berbagai konsentrasi ekstrak (31.25-
500 ppm). Vitamin C sebagai kontrol positif
juga diberikan perlakuan yang sama seperti
ekstrak tetapi memakai deret konsentrasi
sebesar 1-6 ppm. Aktivitas antioksidan
ekstrak dan standar diperoleh dari persen
hambatan dengan memakai rumus sebagai

berikut.

asetat (300 mM), larutan TPTZ (2, 4, 6-
tripyridyl-s-triazine) (10 mM), dan larutan
Fe[lll] (20 mM) dengan perbandingan
sebesar 10:1:1. Sebanyak 20 pL ekstrak atau
standar ditambahkan ke dalam 280 pL
larutan pewarna FRAP yang telah disiapkan
dalam Mikroplate 96 sumur dan diinkubasi
pada suhu 37 °C selama 10 menit.
Absorbansi ekstrak dan standar diukur pada
A = 593 nm. Hasil antioksidan ekstrak
rumput Kebar metode FRAP dalam bentuk
reducing power 50 (RPsp) dengan
menggunakan kurva standar yang diplot
pada konsentrasi bertingkat ekstrak dari
deretan konsentrasi ekstrak (312.5- 10000
ppm), sedangkan deret konsentrasi standar
antioksidan asam galat berkisar antara 7.81-
1000 ppm. Nilai antioksidan dibandingkan
dengan daya reduksi ekstrak, nilai %
reducing power ekstrak didapatkan dari

rumus sebagai berikut.

absorbansi blanko — absorbansi sampel

% hambatan = X 100%

absorbansi blanko

Absorbansi ekstrak — Absorbansi blanko
absorbansi ekstrak

% reducing power =

Kapasitas antioksidan ekstrak rumput
kebar ditentukan dengan metode FRAP
modifikasi.  Metode = FRAP  menilai
kemampuan sampel untuk mereduksi besi
dalam kompleks Fe**-TPTZ (ferric-2,4,6-
tripyridyl-s-Triazine) menjadi kompleks
Fe?"-TPTZ oleh sampel. Pewarna FRAP

dibuat dengan mencampur larutan natrium

HASIL DAN PEMBAHASAN

Fenolik dan flavonoid adalah senyawa
metabolit sekunder kelompok polifenol
yang mempunyai aktivitas antioksidan.
Struktur kimia fenolik dan flavonoid dapat
dilihat pada Gambar 1. Flavonoid bertindak
sebagai antioksidan dengan cara
menyumbangkan atom hidrogen atau

melalui  kemampuan flavonoid dalam
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mengkelat logam (Gunawan et al., 2016).
Metabolit sekunder polifenol, seperti
flavonoid, poliena, fenol dan senyawa yang
mengandung banyak gugus -OH, dapat
bereaksi dengan radikal bebas sebagai agen
pereduksi, penangkap radikal bebas, agen
khelasi logam, dan penekan pembentuk
atom oksigen yang tidak berpasangan
(Caban & Lewandowska, 2022; Yan et al.,
2020). Senyawa fenolik juga merupakan
antioksidan yang kuat dengan potensi
pengkelat logam yang baik, menurunkan
peroksidasi lipid karena mencegah asam
lemak dari oksidatif dan memberikan
pertahanan terhadap stres oksidatif dari
oksidator dan radikal bebas (L1 ef al., 2012).

Fenolik yang berasal dari tanaman
biasanya terdapat dalam bentuk glikosida
(berikatan dengan gula) sehingga bersifat
lebih polar dan mudah larut dalam air,
sementara flavonoid bersifat agak asam
namun mudah larut dalam basa dan bersifat
cenderung polar maka mudah larut dalam
pelarut polar seperti etanol, metanol dan
butanol. (Hanani, 2021). Berdasarkan sifat
tersebut maka proses ektraksi dalam
penelitian ini menggunakan pelarut etanol
karena selain faktor keamanan juga
mempertimbangkan tingkat polaritas serta
kelarutan senyawa fenolik dan flavonoid

dalam etanol.

OH

Fenolik Flavonoid

Gambar 1. Struktur Dasar Fenolik dan
Flavonoid

Kadar total fenolik dan flavonoid
ekstrak rumput Kebar masing-masing
dinyatakan sebagai ekuivalen gallic acid dan
ekuivalen quercetin. Pemilihan asam galat
sebagai standar total fenol tidak terlepas
dari sifat fisik yang dimiliki asam galat
yaitu mempunyai tingkat kelarutan yang
tinggi dalam air, bersifat stabil ketika
terdapat dalam bentuk kering dan memiliki
harga murah (Bastola ef al., 2017). Standar
total flavonoid dipakai kuersetin karena
merupakan senyawa golongan flavonol.
Nilai kadar total fenolik dan flavonoid
ekstrak rumput Kebar ditampilkan pada
Tabel 1.

Berdasarkan Tabel 1 diketahui nilai
kadar total fenolik dan flavonoid ekstrak
rumput kebar masing-masing sebesar 52.26
+ 3.94 mg GAE/g dw dan 22.15 £ 2.79 mg
QE/g dw. Kadar total fenolik ekstrak rumput
kebar pada penelitian ini lebih besar
dibandingkan teh herbal instan rumput
Kebar pada berbagai formula yang hanya
terdapat pada kisaran angka 5,256 hingga
21,163 mg GAE/g teh herbal rumput Kebar
(Karayopi et al., 2023).
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Tabel 1. Kadar Total Fenolik dan Flavonoid

Ekstrak Rumput Kebar
Senyawa Golongan Kadar Total
Polifenol
Fenolik 52.26 +3.94 mg GAE/g dw
Flavonoid 22.15+2.79 mg QE/g dw

ﬁ:%"ﬁ%?; v = mg of gallic acid equivalents (GAE) per g dry
e Qe .~ ofguercetin equivalent per g of weight stk
rumput Kebar

Kadar flavonoid dalam sedian sirup
ekstrak etanol 70% rumput kebar adalah
sebesar 9,72% (Rustiani ef al., 2021). Kadar
total flavonoid ekstrak etanol 80% B.
umbraculum sebesar 2.50 mg QE/ 100 g dan
kadar total fenoliknya sebesar 531.87 mg
GAE/100 g (Lutfi et al., 2023). Perbedaan
hasil kadar total fenolik dan flavonoid pada
suatu bahan alam pada suatu penelitian dapat
disebabkan oleh perbedaan jenis dan
konsentrasi pelarut serta teknik yang
digunakan dalam ekstraksi. Pelarut dalam
proses ekstraksi obat bahan alam yang
direkomendasikan yaitu air dan etanol,
sedangkan pemakaian pelarut lain pada
proses ekstraksi memerlukan persetujuan
dan  kajian  lebih  lanjut  dengan
mempertimbangkan selektivitas, toksisitas,
ekonomis, viskosistas, iner dan titik didih
pelarut yang dipakai dalam ekstraksi
(BPOM-RI, 2023).

Antioksidan  dinyatakan  dalam
persen  penangkalan atau  inhibition
concentration 50 (ICso) ekstrak pada radikal
DPPH dan reducing power 50 (RPso) ekstrak
terhadap ion Fe dalam peraksi FRAP dengan

mereduksi ion Fe’" menjadi Fe*'. Secara

prinsip metode DPPH dan FRAP mirip yaitu
kekuatan senyawa antioksidan dalam
mereduksi radikal bebas atau oksidator
(Theafelicia & Wulan, 2023). Namun
Metode DPPH lebih sering digunakan dalam
mengetahui aktivitas antioksidan suatu
ekstrak tanaman karena pertimbangan
kecepatan, kepekaan, kesederhanaan, dan
reproduktifitas dari metode pengujian
antioksidan tersebut (Heryanto et al., 2023;
Santos & Silva, 2020). Nilai ICso dan RPso
ekstrak rumput Kebar dengan Metode DPPH
dan FRAP ditampilkan pada Tabel 2.
Aktivitas  antioksidan metode DPPH
dinyatakan dalam bentuk ICso, nilai ICso
berbanding terbalik dengan aktivitas
antioksidan artinya semakin rendah nilai
ICso maka semakin tinggi kapasitas
antioksidan yang didapatkan sedangkan
aktivitas  antioksidan metode = FRAP
dinyatakan dalam nilai RPs.

Berdasarkan Tabel 2 diketahui bahwa
nilai ICso ekstrak etanol 96% rumput Kebar
dan vitamin C sebagai standar antioksidan
metode DPPH masing-masing sebesar
183.44 ppm dan 4.46 ppm, sedangkan nilai
RPso ekstrak etanol 96% rumput Kebar dan
asam galat sebagai standar antioksidan
metode FRAP masing-masing sebesar 5043.
76 ppm dan 101.8 ppm. Nilai antioksidan
ekstrak rumpuk Kebar hasil penelitian
memiliki kekuatan daya antioksidan yang
tergolong sedang, karena memiliki nilai ICso

lebih dari 100 ppm.
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Tabel 2. Nilai ICsyp dan RPsyp ekstrak rumput
Kebar dengan metode DPPH dan FRAP

Bahan Uji Nilai ICso Nilai ICso
(ppm) (ppm)
Ekstrak Rumput 183.44 5043.76
Kebar
Standar Vitamin C 4.46 -
Standar Asam - 101.8
Galat

Ekstrak air rumput Kebar dengan
metode DPPH menghasilkan nilai ICso
sebesar 0.258+0.0049 mg/ml atau setara
dengan 258+4.9 ppm (Aminudin et al.,
2020), sedangkan ekstrak hidroalkohol 70%
daun B. umbraculum asal Madhya Pradesh,
India mampu menangkal radikal bebas
dengan nilai ICso sebesar 576,7+25,2 pg/ml
(Kumar & Dhanker, 2022). Ekstrak metanol
B. petersianum yang berasal dari Purworejo-
Jawa Tengah memiliki nilai ICso sebesar
71.49 + 18.94 pg/ml (Darwati et al., 2019).

Aktivitas antioksidan yang dimiliki
ekstrak rumput kebar dapat dipakai sebagai
dasar ilmiah penggunaan rumput kebar
sebagai tanaman obat dalam mengatasi
masalah infertilitas (kuratif) dan sebagai
bahan  pangan  fungsional sumber
antioksidan alami yang mampu mencegah
penurunan kinerja reproduksi (preventif)
(Aminudin et al., 2020). Perbedaan aktivitas
antioksidan yang pada rumput Kebar
dipengaruhi oleh berbagai faktor. Kadar
flavonoid

total fenol dan total

mempengaruhi perbedaan aktivitas
antioksidan sampel (Zuraida et al., 2017).

Faktor perubahan pH, cahaya, keberadaan

oksigen dan zat kontaminan juga
mempengaruhi aktivitas antioksidan pada
suatu sampel (Rozi et al., 2023). Pelarut
yang digunakan dalam ekstraksi bahan alam
dapat mempengaruhi kandungan senyawa
aktif yang bertindak sebagai antioksidan.
Genetika, kondisi lingkungan dan faktor
fisiologis dapat mengubah komposisi dan
jumlah senyawa aktif (metabolit sekunder)
yang ada pada tanaman, sehingga
mempengaruhi aktivitas antioksidan in vitro
(Lietal.,2012). Penelitian ini hanya terbatas
pada penentuan kadar fenolik, kadar
flavonoid serta aktivitas antioksidan rumput
Kebar, sehingga untuk penelitian lebih
lanjut  perlu dilakukan isolasi dan
karakterisasi senyawa aktif dalam ekstrak
rumput Kebar yang berperan sebagai

antioksidan secara kuantitatif.

SIMPULAN

Ekstrak rumput Kebar mempunyai
potensi antioksidan dengan nilai ICso dan
RPso masing-masing sebesar 183.44 ppm
dan 5043,76 ppm, sementara kadar total
fenolik dan flavonoid yang ada di dalam
ekstrak rumput Kebar masing-masing
sebesar 52.26 + 3.94 mg QE/g dw dan 22.15
+2.79 mg QE/g dw.
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