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Abstrak

Tujuan khusus penelitian ini adalah “Mencari alternatif bahan pangan lokal yang dapat berfungsi sebagai sumber
antioksidan dan imunomodulator”. Sedangkan target akh@fjenelitian ini adalah "Pemanfaatan beras hitam sebagai
sumber antioksidan dan imunomodulator secara in vitro. Hasil penelitian menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan
ekstrak etanol dan air beras hitam tergolong tinggi karena mempunyai nilai ICs kurang dari 200 yaitu sebesar 13, 00
dan 14.29 bila diuji dengan metode DPPH. Semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin tinggi pula jumlah relatif
sel imunokompeten yang berproliferasi. Jumlah relatif sel imunokompeten yang berproliferasi paling tinggi terdapat
pada perlakuan ekstrak etanol 200 pg/ml yaitu sebesar 76,68 + 0,910% dan yang terendah pada perlakuan ekstrak air
50 pg/ml yaitu sebesar 4240 +0,950 %.

Kata kunci: beras hitam,fenol, flavonoid, antioksidan,imunomodulator

1. PENDAHULUANE@

Seiring dengan peningkatan pemahaman tentang back to nature maka terjadi peningkatan
pula akan permintaan bahan pangan yang mengandung antioksidan tinggi. Salah satu alternatif
bahan pangan lokal yang berpotensi mengandung antioksidan tinggi adalah beras hitam. Beras
hitam (Oryza sativa L.) adalah jenis beras yang istimewa dan dikonsumsi sejak dahulukala di Cina
dan Asia Tenggara (Guo er al. 2007). Menurut sejarah, beras hitam hanya dikonsumsi oleh raja-
raja di Cina dan Indonesia sehingga dikenal dengan sebutan forbidden rice, karena beras hitam
(Oryza sativa L) mempunyai dua keunggulan yaitu sebafl makanan pokok dan juga sebagai obat
yang manjur. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa beras hitam (Oryza sativa L) merupakan
salah satu alternatif makanaan pokok yang menyehatkan kar@fR komponen bioaktifnya, terutama
antosianin dan fenol (Shao, 2014; Hou et al. 2013; Walter, 2013; Zhang et al. 2006; Sompong,
2011; Chen et al. 2012 ) flavonoid, y-oryzanols dan tocol (Nontasan, 2012; Zhang, 2013).Hal ini
menunjukkan bahwa beras hitam (Oryza sativa L.) di Cina telah teridentifikasi mengandung
antioksidan, bahkan antioksidannya lebih banyak daripada blueberry (Xu er al., 2001). Selain
sebagai antioksidan, senyawa-senyawa bioaktif tersebut juga dapat berfungsi sebagai antialergi,
antiinflamasi (Min et al., 2010), antibakteri (Shanmigam and Mody, 2002), imunomodulator
(Yaqoob dan Calder, 2003), antivirus, antifungi, anti kanker (Strobel, 2004) dan lain sebagainya.
Menurut Elter, et al. (2013), jenis dan konsentrasi senyawa bioaktif termasuk poliphenol dan
flavonoid yang terdapat pada buah-buahan, sayuran dan biji-bijian dipengaruhi oleh varietas,
lingkungan, kondisi proses dan metode ekstraksi.

Di seluruh dunia, negara yang menghasilkan beras hitam hanya Cina, Brazil, Srilangka,
Thailand dan Indonesia. Beras hitam di Indonesidffielum banyak dikenal, terutama terkait
aktivitasnya sebagaiantioksidan dan imunomodulator. Oleh karena itu perlu dilakukan penelitian
untuk mengetahui aktivitas antioksidan dan imunomodulator dari beras hitam yang ditanam di
Indonesia, khususnya pada ekstrak air dan etanol beras hitam. Selanjutnya menyebarluaskan hasil
penelitian ini agar masyarakat Indonesia lebih sehat dengan mengkonsumsi bahan pangan lokal
asli Indonesia.

Berdasarkan laporan komponen bioaktif yang terkandung dalam beras hitam tersebut, maka perlu
diketahui bagaimana potensi beras hitam Indonesia (Oryza sativa L. indica) sebagai antioksidan dan
imunomodulator.
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2. METODE
Tahapan atau prosedur kerja pada penelitian ini dalah sebagai berikut:
2.1 Pembuatan ekstrak etanol dan air beras hitam

Beras hitam dikeringkan dan dihaluskan (+ 8 mesh), diekstraksi dengan cara maserasi
menggunakan etanol dan air (simplisia beras hitam: aquadest = 1 : 10), maserasi selama 3 jam
pada suhu kamarBelanjutnya disaring. Filtrat yang diperoleh dari maserasi dengan pelarut
etanoldikeringkan dengan rotary vacuum evaporator pada suhu 50°C sampai diperoleh filtrat yang
kental, sedangkan filtrat yang diperoleh dari maserasi dengan pelarut aquadest dikeringkan dengan
Freeze dry suhu -40°C. Filtrat kering dikemas dalam aluminium foil dan disimpan sampai
dilakukan pengujian lebih lanjut.

e

2.2 Uji Aktivitas Antioksidan Metode DPPH

Uji aktivitas antioksidan ekstrak beras hitam dilakukan dengan metode DPPH (Hanani et
al., 2005). Ekstrak kasar beras hitam dilarutkan dalam metanol p.a. hingga diperoleh konsentrasi
200, 400, 600 dan 800 ppm. Antioksidan sintetik BHT digunakan sebagai pembanding dan kontrol
positif dilarutkan dalam pelarut metanol p.a. dengan konsentrasi 2, 4, 6 dan 8 ppm. Larutan DPPH
@ibuat dengan melarutkan kristal DPPH dalam pelarut metanol p.a. dengan konsentrasi 1 mM.
Proses pembuatan larutan DPPH 1 mM dilakukan dalam suhu rendah dan terlindung dari cahaya
matahari. Larutan ekstrak dan larutan antioksidan @JHT masing-masing diambil 4,50 ml dan
direaksikan @ngan 500 pl larutan DPPH 1 mM dalam tabung reaksi yang berbeda. Reaksi
berlangsung pada suhu 37°C selama 30 menit kemudian diukur absorbansinya menggunakan
spektrofotometer UV-VIS pada panjang gelombang 517 nm. Absorbansi larutan blanko diukur
untuk melakukan perhitungan persen inhibisi. Larutan blanko dibuat dengan mereaksikan 4,50 ml
pelarut metanol dengan 500 pl larutanff)PPH 1 mM dalam tabung reaksi. Aktivitas antioksidan
dinyatakan dalam persen inhibisi, yang dihitung dengan rumus:

% inhibisi = Absorbansi blanko — Absorbansi sampel X 100%
Absorbansi blanko
Konsentrasi sampel dan persen inhibisinya diplot masing-masing pada sumbu x dan y pada
persamaan regresi linear. Persamaan tersebut digunakan untuk menentukan nilai ICsgy (inhibitor
concentration 50%) dari masing-masing sampel dinyatakan dengan nilai y sebesar 50 dan nilai x
yang akan diperoleh sebagai IC50. Nilai ICsp menyatakan besarnya konsentrasi larutan sampel
(ekstrak ataupun BHT) yang dibutuhkan untuk mereduksi radikal bebas DPPH sebesar 50%.

2.3 Uji Aktivitas Imunomodulator
Tahapan atau prosedur kerja pada penelitian untuk mengetahui aktivitas ekstrak beras
hitam sebagai imunomodulator dilakukan dengan mengukur kemampuan proliferasi limfosit
(metode CFSE, Abcam 2013). Adapun tahap-tahap pelaksanaannya adalah sebagai berikut:
a. Isolasi limfosit dari limpa
Limfosit diisolasi dari limpa mencit dua minggu pasca transplantasi. Limpa diletakkan pada
cawan 60 mm steril yang berisi 5 mL medium RPMI 1640. Limpa dipegang pada salah satu
ujungnya dengan pinset steril, kemudian dilakukan penekanan sepanjang limpa. Suspensi sel
yang diperoleh dipipet sedikit demi sedikit dengan pipet pasteur dan dilewatkan pada nylon net
steril, dimasukkan ke dalam tabung steril. Kemudian ditambah dengan medium RPMI 1640
sampai 2/3 volume tabung. Suspensi sel tersebut disentrifugasi selama 10 menit dengan
kecepatan 2000-3000 rpm. Filtrat dibuang, endapan ditambah kembali dengan medium RPMI
1640 dan disentrifugasi. Pencucian dilakukan 2 kali. Setelah itu endapan ditambah dengan 10
mL dapar amonium klorida untuk melisis eritrosit dan disentrifugasi. Kemudian endapan dicuci
kembali dengan medium RPMI 1640 sebanyak 2 kali pencucian. Setelah dicuci, endapan

22




PROSIDING ISBN: 978-602-5793-53-0
Seminar Nasional Biologi

Fakultas Matematika dan llmu Pengetahuan Alam Surabaya, 30 Agustus 2019
Universitas PGRI Adi Buana Surabaya

ditambah dengan 3 mL medium RPMI 1640 yang mengandung 5% FBS, gentamisin, fungizone
(untuk mencegah kontaminasi bakteri dan jamur) dan L-glutamin (untuk pertumbuhan sel).

b. Pemeliharaan dan pengujian proliferasi limfosit secara in vitro
Limfosit dengan konsentrasi Ix 10 sel/mL dipelihara pada medium RPMI 1640 yang
mengandung 5% FBS, fungizone, gentfflsin, L-glutamin, dan asam amino non esensial.
Selanjutnya ditambah ekstrak beras hitam sesuai perlakuan dan diinkubasi dalam inkubator CO;
5% suhu 37°C selama 48 jam.

c. Penentuan jumlah limfosit (metode CFSE, Abcam,2013).
Penentuan jumlah limfosit dilakukan dengan cara memanen limfosit 48 jam setelah perlakuan.
Sebanyak 0,1 mL suspensi sel diambil dengan mikropipet dan ditetesi dengan CFSE dan
diinkubasi 10-15 menit pada suhu 37°C, seEEjutnya disentrifuse 2500 rpm. Endapan yang
diperoleh ditambah dengan media RPMI dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam untuk
selanjutnya diamati proliferasi limfosit menggunakan flowcytometer.

Hafff)pengamatan dianalisis dengan ANOVA, dengan selang kepercayaan 95%. Apabila
diperoleh p>0.05 maka tidak terdapat perbedaan yang nyata antar masing-masing perlakuan,
sebaliknya jika p<005 maka menunjukkan perbedaan yang nyata antar perlakuan yang
dibandingkan. Kemudian dilakukan post-hoc test dengan uji "Befey HSD (High Significant
Difference). Analisis data dilakukan dengan menggunakan Minitab 20.

3. HASIL DAN PEMBAHASAN
3.1 UjigEktivitas Antioksidan

Pengukuran aktivitas antioksidan dengan metode DPPH inifhenggunakan asam askorbat
sebagai standar. Asam askorbat digunakan sebagai standar karena berfungsi sebagai antioksidan
sekunder yaitu menangkap radikal bebas dan mencegah terjadinya reaksi berantai, yang mampu
menangkap berbagai radikal bebas ekstraseluler. Hal ini karena asam askorbat mempunyai gugus
hidroksi bebas yang bertindak sebagai penangkap radikalbebas dan mempunyai gugus polihidroksi
yang dapat meningkatkan aktivitas antioksidan (Kim, 2005).
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Gambar 1. Aktivitas antioksidan ekstrak beras hitam dengan metode DPPH
Ket : BA= Ekstrak Air, BE=Ekstrak Etanol dan VC= Standart Vit C

Aktivitas penghambatan ekatrak air dan etanol beras hitam pada berbagai konsentrasi dapat
dilihat pada Gambar 1. Adapun rerata aktivitas antioksidan ekstrak etanol dan air beras hitam
dengan standar asam askorbat menggunakan fBtode DPPH, yang dinyatakan dengan ICsy sebagai
indikator kemampuan hambatan sebesar 50% dari sampel, dapat dilihat pada Tabel 1 berikut
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Tabel 1. Nilai ICso Ekstrak Etanol, Air Beras Hitam dan Standart Asam
Askorbat dengan Metode DPPH

Perlakuan ICso (ppm)
Ekstrak Etanol 13,000 b
Ekstrak Air 14,290 ¢
As. askorbat 11,888 a
Keterangan: Berbeda nyata bila angka diikuti huruf yang berbeda (Tukey 5%)

Nilai ICsp diperoleh dari persamaan regresi dengan konsentrasi sebagai sumbu x dan nilai
aktivitas antioksidan sebagai sumbu y. Persamaan regresi untuk ekstrak etanol adalah y = 34439 x
+ 52287 dengan R? = 09256 schingga diperoleh nilai ICso sebesar 13,000 ppm. Persamaan
regresi untuk ekstrak air adalah y = 3,2107 x + 4,1187 dengan R? = 0,9507 sehingga diperoleh
nilai ICsp sebesar 14,290 ppm. Sedangkan persamaan regresi untuk standar asam askorbat adalah y
= 03,7063 x + 59401 dengan R* = 0,9202 sehingga difgggoleh nilai ICso sebesar 11,888 ppm. Nilai
ICso antar perlakuan menunjukkan berbeda nyata pada p<0,05.

Hal ini menunjukkan bahwa ekstrak air mempunyai nilai 1Cso tertinggi, diikuti nilai 1Cso
ekstrak etanol dan selanjutnya asam askorbat sehingga yang mempunyai aktivitas antioksidan
tertinggi adalah st§Blar asam askorbat dan yang mempunyai aktivitas antioksidan terendah adalah
ekstrak air karena semakin rendah nilai ICsp maka semakin tinggi aktivitasffitioksidannya. Namun
demikian, baik ekstrak air maupun ekstrak etanol m¢fjpunyai aktivitas antioksidan yang tinggi
karena mempunyai nilai ICsokurang dari 200 g g/ml. Hal ini sesuai dengan pendapat Molyneux
(2004) yang menyatakan bahwa bahan uji dikatakan mempunyai aktivitas antioksidan yang tinggi
bila mempunyai nilai ICs kurang dari 200 pg/ml.

3.2 Uji Aktivitas Imunomodulator

Sel imunokompeten vang dilabel dengan CFSE menunjukkan aktivitas pembelahan yang
lebih tinggi ketika distimulus dengan pemberian ekstrak etanol dan air beras hitam (Gambar 2 dan
Tabel 2). Sel yang mengalami pembelahan terdapat pada peak sebelah kiri pada analisis flow-
cytometri karena menunjukkan penurunan pendaran CFSE. Hasil pengamatan jumlah sel (%)
imunokompeten dan rerata juml@@relatif (%) sel yang mengalami proliferasi akibat perlakuan
ekstrak etanol dan air beras hitam dapat dilihat pada Tabel 2.

Tabel 2. Rerata Jumlah Relatif (%) Sel Imunokompeten Yang Mengalami
Proliferasi Akibat Perlakuan Ekstrak Etanol dan Air

Dosis Jumlah Relatif (%) Sel Imunokopeten

(pg/ml) Ekstrak Etanol Ekstrak Air

0 1440 +0,053 e 1440 +£0,053 ¢
50 4737+0,095 ¢ 4240+0,950¢
100 5831+0,144b 51,16 £ 1,090 b
200 7668 +0.910 a 63,07 +1,065a
Kontrol Sehat 34,88 + 0,900 d 34,88 +1,050d

Kctcren: berbeda nyata apabila angka diikuti huruf yang tidak sama, sedangkan angka
yang diikuti huruf yang sama menunjukkantidak berbeda nyata (Tukey 5%)

Tabel 1 menunjukkan bahwa perlakuan kontrol tanpa ekstrak sebesar 1440 + 0,053.
Semakin tinggi konsentrasi eckstrak air maka semakin tinggi pula jumlah relatif (%) sel
imunckompeten yang berproliferasi. Perlakuan pemiffflan ekstrak air beras hitam menunjukkan
bahwa jumlah relatif (%) sel yang berproliferasi lebih tinggi secara signifikan (p =< 0.05)
dibandingkan dengan kontrol tanpa perlakuan dan kontrol sehat.
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Gambar 1. Hasil pengamata proliferasi sel imunokompeten (metode de CFSE)

Kemampuan ekstrak etanol dan air beras hitam dalam menginduksi proliferasi sel karena
mengandung polifenol/flavonoid dan terbukti mempunyai aktivitas antioksidan yang tinggi,
sehingga terbukti memiliki efek imunomodulasi (Nair et al., 2006; Sternberg et al., 2009). Hal ini
juga sesuai dengan pendapat Lin dan Tang (2007), yang melaporkan bahwa kemampuan
imunomodulasi melalui stimulasi proliferasi splenosit memiliki korelasi positif dengan kandungan
polifenol dan flavonoid. Menurut Vaghasiya et al. (2010) dan Bharani er al. (2010), mekanisme
aktivitas imunomodulator melalui stimulasi phagositosis, aktivasi makrofag, peningkatan fungsi
sel imun, peningkatan produksi immunoglobulin spesifik, peningkatan jumlah sel darah putih dan
IL-2.

Pandoyo (2000) menambahkan bahwa flavonoid dan senyawa yang mempunyai aktivitas
antioksidan, dapat berperan sebagai antigen yang mampu dikenal olgEJreseptor sel B maupun sel
T. Senyawa tersebut dapat berikatan dengan reseptor permukaan sel T (T cell reseptor/TCR)
melalui ikatan hidrogen, sedangkan sel B dapat terikat pada reseptor permukaannya (Ig M). Ikatan
tersebut bersama dengan IL-1 dari APC (Antigen Presenting Cell) dapat mengaktivasi G-protein
sehingga terbentuk fosfolipase C, yang mampu menghidrolisis fosfatidil inositol biofosfat (PIP2)
menjadi produk reaktif diasilgliserol (DAG) dan inositol trifosfat (IP3). IP3 selanjutnya
menstimulasi pelepasan Ca®* ke dalam sitoplasma. Akibatnya konsentrasi Ca**meningkat dan
menstimulasi kerja enzim protein kinase C dan 5-lipoxygenase sehingga memproduksi IL-2.
Produksi IL-2 ini kemudian mengaktivasi sel B maupun sel T untuk berproliferasi.

Peningkatan jumlah relatif sel yang mengalami proliferasi pada pemberian ekstrak beras
hitam menunjukkan bahwa ekstrak beras hitam tidak mempengaruhi NF-kB pada pathway
proliferasi sel. Kemampuan ekstrak beras hitam dalam menginduksi proliferasi sel terkait dengan
kemampuannya dalam mempercepat penyembuhan luka. Baie dan Sheikh (200@Fmenjelaskan
beberapa kandungan ektrak ikan gabus yang mengandung protein berperan sebagai bahan
pembangun sel-sel dalam jaringan tubuh. Albumin dapat mempercepat penyembuhan luka dengan
meningkatkan proliferasi sel.

Proliferasi sel erat kaitannya dengan progresi dari siklus sel. Peningkatan proliferasi sel
dapat terjadi apabila sel diinduksi untuk memasuki fase S dan atau fase G2/M. Pada penelitian ini
senyawa yang terkandung dalam ekstrak beras hitam terbukti dapat menginduksi sel memasuki
fase G2/M dalam siklus sel. Senyawa yang terkandung dalam ekstrak beras hitam diduga dapat
meningkatkan level cyclin A dan cyclin B. Adolfsson, dkk(2001) menjelaskan bahwa vitamin E
dapat meningkatkan produksi sitokin IL-2 oleh sel T naive. IL-2 merupakan growth factor bagi sel
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imunokompeten yang dapat meningkatkan konsentrasi sikli D2, E, dan A yang berperan penting
dalam siklus sel. Setelah melewati fase S, cyclin A akan melepas Cdk2 dan mengikat Cdkl
menyebabkan kondensasi kromatin yang dibutuhkan untuk pembelahan sel (Lapenna dan
Giordano, 2009).

Memasuki fase M, cyclin A akan didegradasi dan terjadi peningkatan ekspresi cyclin B
yang akan mengikat Cdkl. Kompleks cyclin B1 dan B2 dengan cdk! adalah komponen fase M
atau maturing factor (MPF) yang meregulasi proses pembentukan benang spindle dan pasangan
sister chromatid. Pines dan Hunter (1990) menjelaskan bahwa cyclin B meningkat selama fase
mitosis sel. Kompleks cyclin B1/Cdkl akan memacu mitosis dan berperan penting dalam kontrol
rearrangement mikrotubul selama mitosis (Dhulipala, dkk., 2006).

4. KESIMPULAN

Aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPHdari ekstrak etanol dan air beras hitam
tergolong tinggi karena mempunyai nilai 1Cso kurang dari 200 pg/mlyaitu sebesar 13, 00
pg/ml(ekstrak etanol) dan 14,29 g/ml(ekstrak air).

Semakin tinggi konsentrasi ekstrak maka semakin tinggi pula jumlah relatif sel
imunokompeten yang berproliferasi. Jumlah relatif sel imunokompeten yang berproliferasi paling
tinggi terdapat pada perlakuan ekstrak etanol 200 u g/ml yaitu sebesar 76,68 + 0910% dan yang
terendah pada perlakuan ekstrak air 50 yg/ml yaitu sebesar 42,40 + 0,950 %.
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