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ABSTRACT 

Some researches indicated that oryzanol had anboxldant actlvity, however, the information about the oryzanol role ln prevention of 
low dens~ty Iipoprote~n (LDL) and human lymphocyte from ox~dahon under oxidative stress was still I~mited The objecbve of this study was to 
invesl~gate the antiox~dant actlvlty of oryzanol at concentratlons based on rice bran beverage model ln preventing LDL and lymphocyte from 
oxidation 

Human plasma were supplemented wlth the samples of nce bran 011 [RBO), unsaponifiable matter and oryzanol IR-64, oryzanol IR-64 
3x and oryzanol standard at the concentratlons of 308 3, 22 2,  5 2, 10 4 and 10 4 pglml, respectively Afterward, the human LDL were collected 
by ultracentnfuge and d~luted unbl a concentrat~on of 200 p g  prote~n/ml was reached Human LDL lsolates were then oxidlzed with CuS04 5 
/iM for measuring antloxldant activlty of the samples 

The length of incubation, H202 concentration, penod of sample supplemented Into human lymphocyte culture were determined before 
the antiox~dant actlvity of RBO and its fractlon in lymphocyte was measured The samples used in the lymphocyte were RBO IR-64, 
unsapon~f~able matter 1/3-64, and oryzanol standard at the concentratlons of 133 2 - 2,132 0 ~rglml,  9 6 - 153 6 lig/ml, and 2 4 - 37 7,ug/rnl, 
consecut~vely 

The result showed that malonaldehyde concentration m human LDL decreased significantly (~s= 0 05), 15 - 41°0 and 39 - 56 % 
compared to the control The absorbance of 11v1ng lymphocyte cell ln culture was not influenced by the type and concentrat~on of RE0 and its 
fracbon The addltlon of hydrogen peroxlde (Hz04 3 mM into culture s~gnlf~cantly lowered the absorbance as compared to culture w~thout H202 

Key words . Oryzanol, oxidative stress, LDL-oxidized, lymphocyte and antioxidant activlty 

PENDAHULUAN 

Senyawa antioksidan alami dari berbagai tanaman 
telah banyak dibuktikan khasiatnya guna mencegah 
berbagai kerusakan oksidatif dan penyakit yang melibat- 
kan reaksi radikal bebas. Radikal bebas dan senyawa 
oksigen reaktif (SOR) terlibat dalam patogenesis berbagai 
penyakit, termasuk atherosklerosis (Kehrer, 1993). 

Senyawa antioksidan tersebut antara lain asam 
kafeat pada biji kopi (Moon dan Terao, 1998), gingerol, 
shogaol dan zingeron pada ekstrak jahe (Fuhrman et al., 
2000; Septiana, 2001), kurkumin pada kunyit dan bangle 
(Mashuda et al., 1998; Nagano et al., 1997), serta y- 
oryzanol pada bekatul padi (Ellott, 1999; McCaskill dan 
Zhang, 1999). 

Bahan-bahan yang berpotensi menyehatkan itu 
sangat baik jika digunakan menjadi produk makanan dan 

minuman nutraceutical atau disebut dengan pangan 
fungsional. Bentuk pangan fungsional yang populer adalah 
minuman. 

Penelitian ini mempelajari aktivitas antioksidan y- 
oryzanol yang terkandung dalam bekatul. Xu et al., (2001) 
menunjukkan aktivitas antioksidan y-oryzanol lebih kuat 
dibandingkan vitamin E- yang juga banyak pada minyak 
bekatul-pada oksidasi kolesterol secara in vitro. Penelitian 
y-oryzanol pada binatang percobaan dan manusia 
membuktikan bersifat hipokolesterolemik (Kahlon dan 
Chow, 1997). tetapi informasi mengenai aktivitas 
antioksidan y-oryzanol untuk melindungi oksidasi 
lipoprotein dan sifat perlindungan terhadap sel h~dup dari 
penderitaan akibat stres oksidatif belum ada. 

Bekatul mempunyai sifat yang tidak menguntungkan 
yaitu mudah tengik. Untuk memperoleh bekatul yang tidak 
tengik dan sekaligus memperpanjang masa simpan, maka 
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bekatul harus diawetkan segera setelah diperoleh dari 
penggilingan padi. Kondisi teknik pengawetan yang optimal 
dengan menggunakan otoklaf dilakukan pada suhu 121°C 
selama 3 menit dan dilanjutkan dengan pengeringan 
menggunakan oven 100°C selama 1 jam (Damayanthi et 
al., 2003). 

Dalam penelitian ini mula-mula dicoba efek 
perlindungan y-oryzanol terhadap low density lipoprotein 
(LDL) yang oksidasinya diinisiasi oleh CuS04. Halliwell 
(1992) menyatakan Cu bersifat pro-oksidan lebih kuat 
dibandingkan Fe. Sutanto (1996) menggunakan 
konsentrasi 5 p M  di dalam penelitian oksidasi LDL. 
Kemudian dicoba efek perlindungan y-oryzanol terhadap 
sel hidup limfosit manusia di bawah kondisi tanpa dan 
dengan stres oksidatif yang diinduks~ oleh He04 
menggunakan metode 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 
diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) untuk menentukan 
apakah y-oryzanol mempunyai aksi perlindungan pada sel 
hidup di dalam kultur sel. 

METODOLOGI 

Tempat, waktu, bahan dan alat 
Penelitian ini berlangsung di laboratorium kimia- 

biokimia Pusat Studi Pangan dan Gizi, laboratorium analisis 
umum PAU llmu Hayati, laboratorium analisis zat gizi di 
Jurusan Gizi Masyarakat dan Sumberdaya Keluarga, 
laboratorium virologi dan lipid pada Pusat Studi Satwa 
Primata yang seluruhnya berada di lnstitut Pertanian Bogor 
dan laboratorium imunologi pada US-Namru 2 di Jakarta. 
Penelitian berlangsung dari Mei sampai dengan Agustus 
2001. 

Gabah kering giling (GKG) dari padi varietas IR-64 
diperoleh dari Balai Penelitian Padi di Sukamandi. GKG 
selanjutnya digiling, disosoh dan diawetkan menggunakan 
otoklaf lalu dikeringkan menggunakan oven sehingga 
diperoleh bekatul awet yang siap digunakan untuk tahap 
selanjutnya (Damayanthi et al., 2003). 

Pada isolasi LDL dibutuhkan 150 ml darah segar 
dan bahan kimia natrium klorida (NaCI), asam 
etilendiamina-tetra asetat (EDTA), kalium bromida (KBr), 
natrium bikarbonat (NaHC03). Untuk analisis protein isolat 
digunakan serum albumin sapi (BSA), natrium karbonat 
(Na~C03), natrium hidroksida (NaOH), tembaga sulfat 
(CuS04.5H20), kalium tartrat, reagen folin-ciocalteau. 
Untuk analisis malonaldehid (MDA) isolat digunakan 1,1,3,3 
- tetraetoksipropana (TEP), dan asam tiobarbiturat (TBA). 
Kondisi stres oksidatif isolat digunakan CuS04. 

Pada isolasi limfosit dibutuhkan darah manusia dan 
histopaque. Untuk kultur sel limfosit dan analisis MTT 
dibutuhkan medium serbuk roosevelt park medical institute 
(RPMI)-1640 (Gibco BRL), serum janin sapi (SJS) (Sigma, 

USA), phosphate buffer saline (PBS), gentamisin, 
NaHC03, tripsin (Sigma, USA), EDTA, tryphan blue (Gurr), 
M l l  reagen (Sigma, USA) dan HCI isopropanol. 

Peralatan yang digunakan tabung konikal, 
sentrifuse, penangas air, tabung ultrasentrifuse polialomer 
(Beckman, 14 x 95 mm), ultrasentrifus Beckman XL-90 
dengan rotor SW-40, pisau pengiris tabung, kantung 
dialisis, membran milipore 0.22 pm, spektrofotometer UV- 
Vis dan spektrofluorometer. 

Untuk pemeliharaan sel dan kultur sel diperlukan 
inkubator COe 5% 37°C (merek NAPCO), hemasitometer, 
Spectrofotometric Elisa Plate Reader, laminar flow hood, 
flask 50 ml (merek Costar), mikroskop dan lempeng 
mikrokultur 96 sumur dasar datar. 

Minuman model dan persiapan ekstrak uji 
Minuman model disusun berdasarkan komposisi 

bekatul awet dan air sebanyak 220 ml (1 gelas). Kriteria 
yang digunakan adalah keenceran dari campuran bekatul 
dan air secara subyektif. Dari hasil pengamatan diperoleh 
14 g bekatul awet digunakan untuk uji aktivitas antioksidan 
minyak bekatul dan fraksinya pada LDL dan 12 g untuk uji 
pada sel limfosit. Bekatul sebanyak 12-14 g ini kemudian 
dihitung berapa kandungan fraksi tak tersabunkan dan 
oryzanol. 

Minyak d~ekstrak dari bekatul awet padi varietas IR- 
64 derajat sosoh 13 '10 (Xu dan Godber, 1999), sedangkan 
fraksi tak tersabunkan diperoleh dari pemisahan minyak 
(Bourgeois,l992). Oryzanol yang disuplementasi pada uji 
menggunakan sel limfosit manusia merupakan oryzanol 
standard dari Rice Grower's Australia, sedangkan oryzanol 
yang disuplementasi ke isolat LDL adalah hasil 
semipurifikasi menggunakan khromatografi lapis tipis 
(KLT) dan oryzanol standard. 

Pembuatan dan suplementasi minyak bekatul dan 
fraksinya 

Perhitungan konsentrasi sampel menggunakan 
asumsi bahwa minuman bekatul model dikonsumsi 
seseorang lalu diencerkan oleh darah tubuh sebanyak 6 
liter. Konsentrasi tersebut setara dengan jumlah ekstrak 
yang masuk ke dalam 8 ml plasma darah manusia (uji 
menggunakan LDL) atau 175 p1 larutan kultur sel (uji 
menggunakan sel limfosit). Konsentrasi itu adalah 
konsentrasi C2 (Tabel I ) ,  yaitu berturut-turut untuk sampel 
minyak, tak tersabunkan dan oryzanol adalah 24,68 mglml; 
1,86 mglml dan 0,42 mglml. Konsentrasi lainnya adalah 
bertingkat yaitu C1 (% CZ), C3 (2 C2), C4 (4 CZ), dan C5 (8 
C2). 

Sampel yang dipakai pada uji LDL : 1) Kontrol, 
2) Minyak bekatul awet IR-64, C2 = 308,3 pglml plasma, 
3) Fraksi tak tersabunkan IR-64, C2 = 22,2 pglml plasma, 
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4) Oryzanol IR-64, C2 = 5,2 pgiml plasma, 5) Oryzanol 
IR-64, C3 = 10,4 pgiml plasma dan 6) Oryzanol standar, 
C3 = 10,4 pgiml plasma. 

Untuk percobaan menggunakan sel limfosit minyak 
dilarutkan dalam etanol (residu pada kultur 0,06 %), 
sedangkan fraksi tak tersabunkan dan oryzanol dilarutkan 
dalam etil asetat (residu pada kultur 0,72 %). Setelah itu 
bahan dilarutkan ke dalam RPMI-1640 sehingga 
konsentrasi akhir sampel di dalam sumur untuk C1, C2, C3, 
C4 dan C5 berturut-turut untuk minyak adalah 133,2 ; 2665 
; 533,O ; 1.066,O dan 2.132,O pglml; untuk fraksi tak 
tersabunkan 9,6 ; 19,2 ; 38,4 ; 76,8 dan 153,6 pglml; untuk 
oryzanol 2,4 ; 4,7 ; 9,4 ; 18,8 dan 37,7 pgiml. 

Pada uji menggunakan isolat LDL, plasma 
disuplementasi dengan 100 pI ekstrak uji dan tween 20 
sebesar 1 O/O lalu diinkubasi pada 37°C 3 jam. Pada uji 
menggunakan sel limfosit, suplementasi dilakukan dengan 
menambahkan sampel sebanyak 25 p1 ke dalam 175 pl 
kultur limfosit . 

Pengambilan darah segar 
Darah segar 150 ml untuk uji aktivitas antioksidan 

pada LDL diperoleh dari seorang laki-laki dewasa sehat 
yang telah berpuasa 12 jam sebelumnya (Suzukawa et al., 
1994; Septiana, 2001). Darah disentrifuse dengan 
kecepatan 2700 rpm (1700 g) selama 30 menit, 4°C. 
Plasma darah dipisahkan, lalu dipakai dalam isolasi LDL. 

Darah segar untuk uji aktivitas antioksidan pada sel 
limfosit diperoleh dari seorang perempuan dewasa sehat. 
Setelah pengambilan darah, d~lakukan isolasi dan 
persiapan suspensi limfosit (Immunology Series No. 8- 
Procedural Guide, 1978). 

Persiapan pengujian aktivitas antioksidan dengan 
LDL manusia 

lsolasi LDL manusia (Sulistiyani dan St. Clair, 1991) 
Ke dalam masing-masing plasma yang telah 

disuplementasi berbagai ekstrak ditambahkan 5 ml NaCl 
0,9 % - EDTA 0,01 O h  (wlv). Contoh disentrifuse 36.000 
rpm (164.000 g) 4°C 20 jam. Fraksi (3-very low density 
lipoprotein (VLDL) yang berada pada bagian atas 
dipisahkan sehingga diperoleh fraksi LDL dan high density 
lipoprotein (HDL). Larutan fraksi LDL dan HDL disentrifuse 
36.000 rpm (164.000 g) 4°C 24 jam. Fraksi LDL diambil 
setelah tabung polialomer dipotong dengan pisau pada 
bagian batas bawah. 

Masing-masing fraksi LDL yang didapat, 
dimasukkan ke dalam kantung dianalisis lalu direndam 
dalam larutan dialisis I yaitu NaCl 0,9 '10 - EDTA 0,01 YO pH 

dan disaring dengan membran milipore 0,45 pm lalu 
dimasukkan ke dalam kantung dialisis yang baru. 

Larutan didialisis dalam larutan dialids II : NaCl 0,9 
%-NaHC03 8,4x 10.3 O/O (1mM) pH 7,4 pada suhu 4°C 72 
jam. lsolat LDL yang diperoleh dianalisis kadar protein 
dengan metode Lowry et al., (1951) dan diencerkan 
sehingga isolai LDL mengandung 200 p g  proteinlml 
(Hirano et al., 1997). Rancangan percobaan adalah 
rancangan acak lengkap dan data diolah menggunakan 
program statistical analysis system (SAS). 

Pengujian aktivitas antioksidan dengan isolat LDL 
Contoh LDL (200 pg proteiniml) dipindahkan ke 

tabung reaksi. lsolat LDL dioksidasi oleh Cu-2 5 pM 
(Sutanto, 1996). Setelah proses oksidasi selesai sampel 
dianalisis kadar MDA menggunakan spektrofluorometer 
(Conti et al., 1991). 

Persiapan pengujian aktivitas antioksidan dengan 
limfosit 

Tujuan penelitian adalah mempelajari pengaruh 
proteksi fraksi minyak bekatul awet terhadap aktivitas 
proliferasi limfosit tanpa dan dengan stres oksidatif secara 
in vitro. Sebanyak 100 111 suspensi sel 2,3 x 106 sellml 
dimasukkan ke dalam lempeng mikrokultur. Kemudian 
ditambahkan phytohaemaglutinin (PHA) 10 p1, Hz02 10 
111, RPMl yang mengandung SJS 12,l "lo dan ekstrak 
minyak bekatul, fraksi tak tersabunkan dan oryzanol 
masing-masing sebanyak 25 ~ i l  sehingga volume total di 
sumur adalah 175 pl. Kultur di~nkubasi pada inkubator 
37"C, 5 9'0 CO2, RH 90 4, 5 hari. 

Uji aktivitas antioksidan minyak bekatul dan 
fraksinya pada limfosit 

Mula-mula dilakukan penentuan kondisi kultur sel 
limfosit, dan hasil yang diperoleh adalah lama inkubasi 
kultur sel limfosit selama 5 hari; konsentrasi Hz02 yang 
toksik untuk kultur limfosit 3 mM; dan waktu suplementasi 
ekstrak uji pada kultur stres oksidatif 30 menit sebelum 
penambahan H202. 

Kultur limfosit (tahap 4) dibuat dengan dan tanpa 
H202. Volume ektrak uji 25 p1 dan volume total kultur 175 
111. Pengukuran dan perhitungan lndeks Stimulasi (IS) 
menggunakan metode MTT (Coligan et al., 1992). 
Absorbansi masing-masing sumur diukur dengan Elisa 
Reader pada h 570 nm dengan rumus : 

IS = OD vanq distimulasi denqan ekstrak 
OD pada kontrol 

7,4 selama 72 jam suhu 4°C. Selanjutnya contoh diambil 
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Perhitungan kapasitas relatif 
Dihitung dengan membandingkan hasil masing- 

masing parameter dari minyak dan fraksi tak tersabunkan 
terhadap oryzanol dikalikan rendemen minyak dan fraksi 
tak tersabunkan terhadap rendemen oryzanol. Parameter 
adalah aktivitas antioksidan melalui pengukuran 
kandungan MDA pada isolat LDL dan VLDL. 

Perhitungan kapasitas relatif untuk aktivitas 
antioksidan (MDA) 
=(rasio pengurangan kadar MDA perlakuan dengan 
oryzanol bekatul 5,2 pglml plasma) x (rasio rendemen 
perlakuan dengan oryzanol bekatul 5,2 pglml plasma). 
O/O pengurangan kadar MDA = (konsentrasi MDA ekstrak - 
konsentrasi MDA kontrol) x 100%. 

Untuk perhitungan kapasitas relatif pada uji 
menggunakan isolat LDUVLDL oryzanol bekatul padi awet 
varietas IR-64 5,2 pglml plasma sebagai patokan. 
Rancangan acak lengkap faktorial dilakukan dengan tiga 
kali ulangan. Data absorbansi diolah dengan pendekatan 
persamaan regresi dengan program SAS. 

HASlL PEMBAHASAN 

Penghambatan pembentukan malonaldehid di 
lipoprotein densitas rendah (LDL) oleh minyak 
bekatul padi awet 

Konsentrasi minyak dan fraksinya yang digunakan 
dalam penelitian ini didasarkan minuman model. 
Penelitian ini berupaya untuk mendekatkan ke aplikasi 
sehari-hari, yaitu pada banyaknya bekatul yang terdapat 
dalam segelas minuman kesehatan yang diminum sehari. 
Rendemen ektraksi minyak dan fraksinya, serta 

Jumlah bekatul pada pengujian dengan LDL 14 g, 
sedangkan pada limfosit sebanyak 11,6 g. 

Kadar protein LDL 852,20 - 2734,7 pglml. 
Pemberian minyak bekatul dan fraksinya berpengaruh 
sangat nyata terhadap kadar protein LDL (tx=0.05). LDL 
yang diberi perlakuan minyak bekatul dan fraksinya 
semuanya memiliki kadar protein yang sama dengan 
kontrol, kecuali yang diberi oryzanol bekatul padi awet 
varietas IR-64 pada konsentrasi 5,2 dan 10,4 pglml 
plasma. Kadar protein yang beragam pada LDL ini 
disebabkan oleh pengenceran selama dua kali proses 
dialisis. 

Hasil analisis konsentrasi malonaldehid dari LDL 
dapat dilihat pada Gambar 1 dan Tabel 2. Pengurangan 
kadar malonaldehid dari kontrol berkisar antara 14.80- 
41,00%. Pengurangan kadar malonaldehid dari kontrol 
terjadi pada LDL yang terendah adalah yang diberi 
perlakuan fraksi tak tersabunkan 22,2 pglml plasma. 

Konsentrasi fraksi minyak bekatul di sampel 
berpengaruh sangat nyata terhadap kadar malonaldehid 
LDL (tx=0.05). Malonaldehid LDL yang diberi perlakuan 
oryzanol standar 10,4 pglml plasma, minyak 309 pglml 
plasma, oryzanol IR-64 5,2 pglml plasma dan oryzanol IR- 
64 10,4 pglml plasma memiliki kadar yang lebih rendah 
secara nyata bila dibandingkan dengan kontrol, sedangkan 
malonaldehid LDL kontrol dan malonaldehid yang diberi 
fraksi tak tersabunkan 22,2 pglml plasma memiliki kadar 
yang sama (tx=0.05). Malonaldehid LDL yang diberi 
oryzanol standar 10,4 pglml plasma, oryzanol IR-64 5,2 
pglml plasma dan oryzanol IR-64 10,4 pglml plasma 
memiliki kadar malonaldehid LDL yang sama (tr=0.05). 
Malonaldehid pada fraksi tak tersabunkan dengan minyak 
tidak berbeda nyata. 

konsentrasi masing-masing bahan uji untuk yang setara 
dengan konsumsi per hari dapat dilihat pada Tabel 1. 

Tabel . Rendemen dan konsentrasi ekstrak minyak bekatul dan fraksinya 

Ekstrak 

Uji pd lsolat VLDULDL 
Minyak 

Tak tersabunkan 

Oryzanol 

Uji pd limfosit : 
Minyak 

Tak tersabunkan 

Oryzanol 

C2 : konsentrasi sampel yang setara dengan yang minuman bekatui model sehari 

C2 (mg'ml) 
konsentrasi ekstrak di sarnpel 

24,68 
1,86 

0,42 

1,87 
0,13 

0,03 

Rendemen ( 4 b )  

13,72 % dari bekatul 
7,20 % dari rninyak 

atau 0,95 9 0  dari bekatul 
1,7 9b dari rninyak 

atau 0,22 Sb dari bekatul 

13,22 ?O dari bekatul 
7,20 % dari minyak 

atau 0,951 % dari bekatul 
1,7 % dari rninyak 

atau 0,22 % dari bekatul 

C2 (w'ml) 
Konsentrasi ekstrak 

di Plasma 
309,OO 
22,20 

5,24 

di Surnur 
266,50 

19,20 

4,72 
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