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ABSTRACT

Redyeastrice (RYR) andrice bran (RB) have beenreported to have many biological activities, such
as anticancer, antioxidant, antidiab etes and antihypercholesterolemia. This research aimed to determine
the bestfraction of RYR extract as a HMG CoA reductase inhibitor and the bestratio of the mixture of RYR
and RB extract fraction as a HMG CoA reductase inhibitor and an antioxidant using in vitro assays. RYR
and RB were individually extracted using ethanol 95%, followed by liquid-liquid fractionation using n-
hexane, dichloromethane, etyhl acetate, and water. The RYR extract fraction with the best HMG CoA
reductase inhibition was then mixed with RB extract in various ratios for HMG CoA reductase inhibition test
and antioxidantactivity by FRAP method, as well as analysis of total phenolics and flavonoids content. The
results showed that the strongest inhibitory effect to the HMG CoA reductase was found in the water
fraction of RYR extract (37.37%). The mixture of RYR and RB water extract fractions with a ratio of
RYR:RB 1:3 had the strongest inhibition (51.85%) as compared to other ratios, followed by a ratio of 2:2
(51.03%) and 3:1 (42.36%). The best antioxidant activity was found in the RYR:RB ratio of 1:3 (24.76 mg
TE/g). The highest total phenolic and flavonoid content was found in the RYR:RB ratio of 2:2 (11.17 mg
GAE/g) and the RYR:RB ratio of 3:1 (7.44 mg QE/g). Overall, the addition of RB extract into the RYR
extract was able to provide a significantly better HMG CoA reductase inhibitory effects and antioxidantacti-
vity than RYR extract alone.

Keywords: antihypercholesterolemia, antioxidant, HMG CoA reductase, red yeastrice, rice bran

ABSTRAK

Angkak dan bekatul memiliki banyak manfaatbiologis, diantaranya sebagai antihiperkolesterolemia
dan antioksidan. Penelitian ini bertujuan untuk menentukan fraksi terbaik dari ekstrak angkak sebagai inhi-
bitor HMG KoA reduktase serta menentukan rasio terbaik dari campuran fraksi ekstrak angkak dan bekatul
sebagai inhibitor HMG KoA reduktase dan antioksidan secara in vitro. Angkak dan bekatul diekstrak meng-
gunakan etanol dilanjutkan dengan fraksinasi cair-cair menggunakan pelarut n-heksana, diklorometana,
etil asetat, dan air. Fraksi ekstrak angkak dengan penghambatan HMG KoA reduktase terbaik kemudian
dicampur dengan ekstrak bekatul pada berbagai rasio (angkak:bekatul) untuk pengujian penghambatan
HMG KoA reduktase dan aktivitas antioksidan dengan metode FRAP sekaligus analisis kandungan total
fenol dan flavonoid. Hasil pengujian menunjukkan bahwa efek penghambatan HMG KoA reduktase terkuat
terdapatpada fraksi air ekstrak angkak (37,37%). Campuran fraksi air ekstrak angkak dan bekatul menun-
jukkan bahwa rasio 1:3 memiliki penghambatan terkuat di antara rasio lainnya (51,85%), berturut-turut di-
ikuti oleh rasio 2:2 (51,03%) dan rasio 3:1 (42,36%). Aktivitas antioksidan paling baik yaitu pada rasio
campuran 1:3 (24,76 mg TE/g), total fenol tertinggi pada rasio campuran 2:2 (11,17 mg GAE/g) dan total
flavonoid tertinggi pada rasio campuran 3:1 (7,44 mg QE/g). Secara keseluruhan, penambahan ekstrak
bekatul ke dalam ekstrak angkak mampu memberikan efek penghambatan HMG KoA reduktase dan akti-
vitas antioksidan yang lebih baik secara signifikan daripada ekstrak angkak saja.

Kata kunci: angkak, antihiperkolesterolemia, antioksidan, bekatul, HMG KoAreduktase
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PENDAHULUAN

Hiperkolesterolemia adalah suatu gejala Kklinis
yang ditandai dengan peningkatan kadar kolesterol
total dan kolesterol low density lipoprotein (LDL) da-
lam darah. Hiperkolesterolemia menjadi salah satu
faktor resiko terjadinya penyakit jantung koroner
(PJK) (WHO, 2015). PJK diakibatkan oleh ateroskle-
rosis, yaitu suatu kondisi dimana terjadi penimbun-
an plak kolesterol pada dinding dalam pembuluh
darah yang berujung pada penyempitan atau pe-
nyumbatan pembuluh darah (Okwuosa et al., 2016).
Penimbunan plak kolesterol dalam dinding pembu-
luh darah dapat terjadi ketika molekul LDL teroksida-
si oleh radikal bebas (Maiolino et al., 2013).

Peningkatan deposit kolesterol dalam kondisi
hiperkolesterolemia sendiri menyebabkan perubah-
an sifat fisik membran sel yang memicu kebocoran
radikal bebas oksigen dari mitokondria. Radikal be-
bas oksigen ini mengakibatkan proses peroksidasi
lemak di membran sel yang menghasilkan radikal
peroksida dan radikal bebas lainnya (Singh et al.,
2017). Oleh karena itu jika terjadi peningkatan radi-
kal bebas dalam tubuh dibutuhkan antioksidan da-
lam jumlah yang lebih besar untuk menetralisir efek
radikal bebas. Upaya meningkatkan status antioksi-
dan dalam tubuh dapat dilakukan dengan mengon-
sumsi bahan pangan yang kaya akan antioksidan
(Valko et al., 2007)

HMG KoA reduktase adalah enzim yang meng-
katalis proses konwversi HMG KoA menjadi asam
mevalonat. Proses konwersi tersebut merupakan
tahapan vital dari biosintesis kolesterol di dalam
tubuh. Penghambatan terhadap HMG KoA reduk-
tase dilaporkan dapat menurunkan kadar kolesterol
pada manusia dan hewan coba (Baskaran et al.,
2015). Beberapa obat-obatan sintetis seperti mevio-
nolin, simvastin dan pravastatin diketahui dapat
menghambat reaksi pembentukan  kolesterol
(Pichandi et al., 2011). Namun obat-obatan sintetis
ini memiliki efek samping seperti mual dan pening-
katan tekanan darah. Oleh sebab itu perlu dicari ba-
han alami yang dapat dimanfaatkan sebagai pangan
fungsional antihiperkolesterolemia.

Bahan alami yang memiliki potensi sebagai pa-
ngan fungsional antihiperkolesterolemia dan antiok-
sidan salah satunya adalah angkak. Angkak meru-
pakan hasil fermentasi beras menggunakan kapang
Monascus purpureu yang dan mengandung pigmen
rubropunktatin, monaskorubin dan ankaflavin yang
berwarna merah (Kawuri, 2013). Angkak mengan-
dung metabolit sekunder seperti lovastatin, isofla-
won, sterol, asam lemak tidak jenuh dan vitamin B
kompleks (Goufo et al., 2014). Dari beberapa studi
in-vivo diketahui bahwa angkak mampu menurunkan
kadar total serum kolesterol sebesar 19-44% pada
manusia (Liu et al., 2006) dan 49,28% pada tikus
(Kasim et al., 2006), serta meningkatkan aktivitas

glutation peroksidase (salah satu antioksidan intra-
sel) dan mengatasi stres oksidatif (Kasim et al.,
2012), meningkatan trombosit jika dikombinasikan
dengan daun jambu biji (Hasim et al., 2015)

Selain angkak, bahan alam yang dapat diman-
faatkan sebagai antihiperkolesterolemia dan antiok-
sidan adalah bekatul. Bekatul adalah bahan alam
yang melimpah hasil samping dari proses penggili-
ngan padi. Bekatul mengandung serat, gamma ofi-
zanol, tokoferol, tokotrianol, polikosanol, dan asam
lemak tidak jenuh. Senyawa bioaktif gammaorizanol
pada bekatul mampu berperan sebagai agen antihi-
perkolesterolemia (Cicero dan Derosa, 2005). Toko-
ferol dari bekatul juga mampu berperan sebagai
antioksidan (Chan et al., 2013; Arab et al., 2011).
Penelitian yang dilakukan Hasanah et al. (2016) me-
laporkan bahwa fraksi air ekstrak etanol bekatul me-
miliki penghambatan terkuat sebesar 65,46% terha-
dap HMG KoA reduktase dibandingkan dengan frak-
si n-heksana (50,42%), diklorometana (59,50%) dan
etil asetat (55,50%).

Studi in vitro mengenai kemampuan pengham-
batan angkak terhadap HMG KoA reduktase belum
pernah dilakukan. Disamping itu, sebagai produk
yang berasal dari beras/padi, belum diketahui apa-
kah kedua produk tersebut dapat bekerja secara
sinergis atau antagonis sebagai agen antihiperkoles-
terolemia dan antioksidan. Tujuan dari penelitian ini
adalah untuk menentukan fraksi terbaik dari ekstrak
angkak sebagai inhibitor HMG KoA reduktase serta
menentukan rasio fraksi ekstrak angkak dan fraksi
ekstrak bekatul dalam campuran kedua ekstrak ter-
sebut yang terbaik sebagai inhibitor HMG KoA re-
duktase dan antioksidan secara in vitro.

BAHAN DAN METODE

Bahan

Bahan-bahan utama yang digunakan dalam pe-
nelitian ini adalah angkak komersial (Pazola, Bogor,
Indonesia) yang diperoleh dari apotik di Kota Bogor
dan bekatul (beras pandan wangi, Bogor, Indonesia)
yang diperoleh dari tempat penggilingan padi di dae-
rah Situ Gede Bogor.

Preparasi sampel dan ekstraksi angkak (Ismail et
al., 2016)

Angkak komersial dikeringkan dalam owven
(Eyela NDO-700, Japan) selama 6 jam pada suhu
50°C kemudian dihaluskan dengan blender (Pana-
sonic, Japan) dan diayak dengan saringan 40 mesh
agar diperoleh keseragaman ukuran partikel sampel.

Ekstraksi secara maserasi diawali dengan cara
memasukkan 1 g serbuk angkak ke dalam erlenme-
nyer 50 mL (Pyrex, Indonesia) kemudian ditambah-
kan pelarut etanol 95% (PT. Dwi Prima Jaya,
Indonesia) sebanyak 20 mL. Larutan kemudian di-

146



DOI: 10.6066/jtip.2018.29.2.145

J. Teknol.dan Industri Pangan Vol. 29(2): 145-154Th. 2018

aduk menggunakan shaker (zhengji HY-4A, China)
selama 2 jam pada kecepatan 130 rpm. Larutan
ekstrak kemudian disaring menggunakan kertas sa-
ring, sedangkan residunya diekstraksi kembali seba-
nyak 2 kali. Ekstrak yang diperoleh dikeringkan de-
ngan rotary evaporator (Ogawa, Japan) pada suhu
45°C dan selanjutnya ditimbang.

Ekstrak etanol angkak selanjutnya difraksinasi
menggunakan n-heksan, diklorometan, etil asetat
dan air. Semua hasil fraksinansi dan ekstrak kasar
etanol angkak diuji penghambatannya terhadap
HMG-KoA reduktase. Fraksi terbaik angkak dipilih
dan dikombinasikan dengan fraksi air ekstrak etanol
bekatul (Hasanah et al., 2016).

Preparasi sampel dan ekstraksi bekatul
(Hasanah et al., 2016)

Bekatul segar diayak terlebih dahulu dengan
saringan 40 mesh. Bekatul selanjutnya dipanaskan
dengan oven pada suhu 150°C selama 10 menit lalu
didinginkan pada suhu kamar selama 30 menit. Pe-
manasan tersebut bertujuan untuk menghindarkan
bekatul dari ketengikan yang timbul akibat degradasi
komponen lemak bekatul selama masa penyimpa-
nan. Suhu tinggi di atas 120°C akan menyebabkan
denaturasi enzim-enzim yang memicu degradasi
komponen lemak tanpa merusak nilai gizi dari beka-
tul tersebut. Selanjutnya sampel bekatul disimpan
dalam pendingin pada suhu 4°C selama satu ming-
gu sebelum dianalisis.

Ekstraksi secara maserasi diawali dengan cara
melarutkan 5g bekatul dengan 20 mL etanol 95%.
Larutan kemudian diaduk menggunakan shaker se-
lama 3 jam pada kecepatan 130 rpm. Larutan eks-
trak kemudian disaring menggunakan kertas saring,
sedangkan residunya diekstraksi kembali sebanyak
2 kali. Ekstrak yang diperoleh dikeringkan dengan
rotary evaporator pada suhu 50°C dan selanjutnya
ditimbang.

Fraksinasi ekstrak angkak dan bekatul
(Andrianto et al., 2015)

Ekstrak etanol angkak dan bekatul selanjutnya
difraksinasi secara ekstraksi cair-cair menggunakan
pelarut dengan kepolaran yang semakin meningkat
yaitu pelarut n-heksana (T & T chemical, Indonesia),
diklorometana (Jinan Shijitongda Chemical Co, Ltd,
China), etil asetat (PT. Dwi Prima Jaya, Indonesia)
dan air. Lapisan yang terbentuk dari hasil fraksinasi
dipekatkan dengan rotary evaporator.

Uji penghambatan HMG-KoA reduktase
(Andrianto et al., 2015)

Aktivitas antihiperkolesterolemia dari masing-
masing sampel ditentukan dari aktivitas pengham-
batannya terhadap HMG KoOA reduktase. Setiap
sampel disiapkan dengan konsentrasi 10 mg/mL da-
lam 5% larutan DMSO (Merck, Germany). Pravasta-

tin (Sigma-Aldrich, St.Lous, MO, USA) sebagai kon-
trol positif disiapkan dalam larutan 50 pg/mL. 3 pL
sampel ditambahkan ke campuran reaksi termasuk
100 mM bufer kalium fosfat (Sigma-Aldrich, St.Lous,
MO, USA) (400 mM KCI, 100 pg/mL serum albumin
bovine dan 3,5 mM EDTA), NADPH (Sigma-Aldrich,
St.Lous, MO, USA) (250 uM) dan HMG KoA (Sigma
-Aldrich, St.Lous, MO, USA) (250 uM) (wolume akhir
557 pL). Reaksi dimulai dengan penambahan 3 pL
HMG KoA reduktase (Sigma-Aldrich, St.Lous, MO,
USA) (50 pg/L). Campuran reaksi di kocok selama
10 detik dan absorbansi diukur pada panjang gelom-
bang 340 nm setiap 15 detik sampai 6 menit. Aktivi-
tas enzim dinyatakan dalam unit/mg protein dan di-
hitung dengan persamaan:

(AAz40/MiNgampel ~AAz40/MiNy ko )
12,44x\/x0,6xLP

dimana, Az adalah absorbansi, V adalah wolume
enzim yang digunakan dan LP adalah lebar larutan
yang dilewati sinar, 0.6 adalah konsentrasi enzim
dalam mg protein/ mL dan 12,44 adalah kebutuhan
NADPH selama reaksi (koefisien untuk NADPH pa-
da 340 nm adalah 6,22/mM.cm). Untuk persentase
inhibisi dihitung menggunakan persamaan:

(aktivitas g,y -aktivitas gamper )

Penghambatan (%)= x 100%

aktivitas g, im
Campuran fraksi ekstrak angkak dan fraksi air
ekstrak bekatul

Pencampuran dengan beberapa rasio dilaku-
kan antara fraksi ekstrak etanol angkak yang memili-
ki penghambatan terbaik terhadap HMG KoA reduk-
tase dengan fraksi air ekstrak bekatul. Dari ekstrak
bekatul dipilih fraksi air karena fraksi tersebut memi-
liki inhibisi HMG KoA reduktase terbaik berdasarkan
penelitian Hasanah et al. (2016). Rasio fraksi air
ekstrak angkak terhadap bekatul yang digunakan
adalah 3:1, 2:2 dan 1:3. Pada setiap campuran de-
ngan rasio ekstrak tersebut dilakukan uji pengham-
batan HMG KoA reduktase, aktivitas antioksidan, to-
tal fenol serta total flavonoid.

Uji aktivitas antioksidan dengan analisis reduksi
Fe (Benzie dan Strain, 1996; Tananuwong dan
Tewaruth, 2010)

Analisis  aktivitas antioksidan menggunakan
reagen ferric reducing antioxidant power (FRAP)
yang terdiri atas larutan bufer asetat 300 mM (pH
3.6), larutan 2,4,6-tripydyl-s-triazine (TPTZ) (Sigma-
Aldrich, St.Lous, MO, USA) 10 mM dalam HCI 40
(Merck, Germany) mM dan larutan FeCl3.6H,0
(Sigma-Aldrich, St.Lous, MO, USA) 20 mM. Reagent
FRAP disiapkan dengan cara mencampurkan 25 mL
buffer asetat, 2,5 mL larutan TPTZ dan 2,5 mL larut-
an FeCl;.6H,0. Pencampuran dilakukan sesaat se-
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belum analisis, reagen FRAP diinkubasi terlebih da-
hulu pada suhu 37°C selama 30 menit kemudian
siap untuk digunakan. Reagen FRAP tersebut juga
digunakan sebagai blanko. Larutan standar yang
digunakan adalah trolox dengan rentang konsentrasi
50-500 ppm.

Analisis dilakukan dengan cara mencampurkan
10 uL sampel dengan 990 pL reagen FRAP. Setelah
itu campuran tersebut dihomogenkan dan diinkubasi
selama 4 menit pada suhu ruang kemudian absor-
bansinya diukur pada panjang gelombang 593 nm
menggunakan spektrofotometer UV-Vis (Genesys
10UV, Thermo scientific-USA). Hasil absorbansi
sampel yang diperoleh dapat dihitung dalam trolox
ekuivalen (trolox equivalent/TE) menggunakan kurva
standar.

Penentuan kandungan total fenol (Vongsak et
al., 2012)

Total senyawa fenolik ditentukan dengan meng-
gunakan prosedur Folin-Ciocalteu (Merck, Germa-
ny). Setiap sampel (1000 pg/mL) sebanyak 200 L
dicampur dengan 500 pL reagen Folin-Ciocalteu (di-
encerkan 1:10 dengan akuades) dan 800 pL larutan
natrium bikarbonat (Merck, Germany) (7,5%, w/\).
Campuran diinkubasi pada suhu kamar selama 30
menit kemudian absorbansi diukur pada panjang ge-
lombang 765 nm menggunakan spektrofotometer
UV-Vis (Genesys 10UV, Thermo scientific-USA).
Kandungan total senyawa fenol dihitung sebagai
rata-rata + SD (n=3) dan dinyatakan sebagai mg
ekivalen asam galat (GAE) per g ekstrak.

Penentuan kandungan total flavonoid (Vongsak
et al., 2012)

Total flavonoid dianalisis dengan menggunakan
aluminium Kklorida (Merck, Germany) kolorimetri.
Sampel (1000 pg/mL) sebanyak 0,5 mL dicampur
dengan 0,5 mL larutan aluminium klorida 2%. Cam-
puran dibiarkan pada suhu kamar selama 10 menit
dan absorbansi campuran diukur pada panjang ge-
lombang 415 nm menggunakan spektrofotometer
UV-Vis.Total flavonoid dihitung sebagai rata-rata +
SD (n=3) dan dinyatakan sebagai mg ekivalen kuer-
setin (QE) per g ekstrak.

Analisis statistik

Analisis statistik dikerjakan dengan bantuan
program SPSS wersi 21. Semua pengukuran dilaku-
kan sebanyak tiga kali. Data disajikan sebagai nilai
rata-rata dengan standar deviasi (SD). Data Diana-
lisis melalui perbandingan nilai rata-rata yang dilaku-
kan menggunakan ANOVA, dilanjutkan dengan uji
Duncan (P<0,05).

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil ekstraksi dan fraksinasi

Rendemen ekstrak etanol 95% angkak yang di-
peroleh adalah 10,13+0,07% (w/w). Penggunaan
beberapa pelarut yang berbeda tingkat kepolaran-
nya dalam fraksinasi bertujuan agar komponen aktif
dapat terekstrak berdasarkan polaritasnya. Rende-
men hasil fraksinasi ekstrak etanol angkak adalah
sebesar 1,91+0,92% (w/w) untuk fraksi n-heksana,
1,20+0,47% (w/w) untuk fraksi diklorometana, 0,63+
0,20% (w/w) untuk fraksi etil asetat dan 1,45+1,07%
(W/w) untuk fraksi air.

Hasil ANOVA menunjukkan bahwa penggu-
naan jenis pelarut yang berbeda tidak menghasilkan
jumlah rendemen yang berbeda signifikan (P>0,05).
Hal tersebut mengindikasikan bahwa ekstrak etanol
angkak mengandung berbagai senyawa dengan po-
laritas yang beragam dalam jumlah yang relatif se-
imbang satu sama lain.

Penghambatan enzim HMG KoA reduktase
ekstrak dan fraksi angkak

Hasil penelitian menunjukkan bahwa pengham-
batan terhadap HMG KoA reduktase dari fraksi air
(37,37%), fraksi etil asetat (35,61%), fraksi dikloro-
metana (32,14%) dan ekstrak etanol (33,35%) tidak
berbeda signifikan (Gambar 1) Untuk penelitian pa-
da tahap selanjutnya yaitu campuran angkak dan
bekatul, fraksi air angkak yang terpilih karena nilai
rata-rata penghambatannya lebih besar dibanding-
kan dengan ekstrak etanol dan fraksi lainnya.

90

80 { 69,12+1,86
70
€ 60
g .
g %0 - 37,37417,8%
_E . 33,3517,29 32,14417,63 35,61+8,15°
ga0q I
2 g
S 30 .
. . 13,38+1,77¢
20 L
10 o
o .
Pravastatin
Fraksi
Gambar 1. Penghambatan ekstrak dan fraksi eks-

trak angkak terhadap HMG KoA reduk-
tase. A = ekstrak etanol; B = fraksi n-
heksana; C = fraksi diklorometana; D =
fraksi etil asetat; E = fraksi air. Nilai
dinyatakan dalam rata-rata + SD dari
tiga kali ulangan untuk setiap fraksi de-
ngan konsentrasi 50 pg/L. Nilai yang di-
ikuti oleh huruf kecil yang berbeda me-
nunjukkan perbedaan nyata (P<0,05)
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Hal tersebut menandakan bahwa senyawa
yang memiliki kemampuan menghambat HMG KoA
reduktase lebih banyak berkumpul pada fraksi semi
polar hingga polar yakni fraksi diklorometana, etil
asetat dan air. Oleh sebab itu, n-heksana yang me-
rupakan pelarut non polar menghasilkan fraksi eks-
trak dengan penghambatan terlemah (13,38%). Uji
fitokimia yang dilakukan oleh Ismail et al. (2016)
juga memperlihatkan bahwa komponen bioaktif yang
terdapat dalam fraksi air ekstrak etanol angkak lebih
dominan bersifat polar seperti flavonoid (golongan
glikosida) dan alkaloid. Perbedaan penghambatan
disebabkan oleh perbedaan kandungan metabolit
sekunder yang diperoleh dari ekstraksi dan fraksina-
si dengan pelarut yang berbeda. Perbedaan peng-
hambatan ini juga ditunjukkan dalam penelitian yang
dilakukan oleh Andrianto et al. (2015) dengan meng-
gunakan sampel phyllanthus acidus dimana fraksi
etil asetat memiliki penghambatan paling kuat terha-
dap HMG KoA reduktase (87,30%) sedangkan yang
paling rendah adalah fraksi diklorometana (53,98%).

Monakolin K merupakan senyawa yang terben-
tuk oleh Monascus selama proses fermentasi dan
terbukti memberikan efek bagi penderita gangguan
kardiovaskular dengan menghambat reaksi kritis
dalam jalur sintesis kolesterol dalam pembentukan
asam mevalonat dari 3-hidroksi-3 methylglutaryl
CoA (HMG-KoA) oleh HMG-KoA reduktase (Mei et
al., 2011). Monakolin K secara struktural mirip de-
ngan lovastatin, obat statin yang pertama diperjual-
belikan, memainkan peran sebagai inhibitor kompe-
titif yang bersaing dengan HMG-KoA dalam mengu-
rangi sintesis kolesterol (Lachenmeier et al., 2012).

Penghambatan ekstrak angkak hasil dari pene-
litian ini lebih kecil bila dibandingkan dengan peng-
hambatan bekatul pada penelitian Hasanah et al.
(2016) dan beberapa penelitian lain. Pada Tabel 1
dapat dilihat efek penghambatan HMG-KoA reduk-
tase dari berbagai bahan alami dengan nilai peng-
hambatan sekitar 20-84%.

Campuran ekstrak angkak dan bekatul

Hasil penelitian menunjukkan bahwa penam-
bahan fraksi air ekstrak bekatul pada fraksi air eks-
trak angkak akan meningkatkan penghambatan ter-
hadap HMG KoA reduktase (Gambar 2). Pengham-
batan terkuat terdapat pada campuran ekstrak de-
ngan rasio angkak terhadap bekatul 1:3 sebesar
51,85% (Gambar 2).

Dari hasil tersebut menunjukkan bahwa antara
senyawa metabolit sekunder dan bioaktif yang ber-
asal dari angkak dan bekatul memberikan hasil yang
tidak sinergis tetapi hanya bersifat aditif, sehingga
campuran angkak dan bekatul dapat direkomendasi-
kan sebagai pangan fungsional penurun kolesterol,
walaupun efek penurun kolesterol yang dihasilkan
bekatul murni masih lebih baik. Fraksi air ekstrak
bekatul mempunyai penghambatan terhadap HMG

KoA reduktase yang paling kuat (65,46%) diban-
dingkan dengan fraksi air ekstrak angkak dan cam-
puran keduanya pada beberapa rasio. Belum ada
penelitian lainnya mengenai penghambatan HMG
KoA reduktase oleh kombinasi angkak dan bekatul.
Akan tetapi pada penelitian yang telah dilakukan
oleh Wahyuningrum dan Zubaidah (2016) mengenai
pengaruh pemberian angkak dengan penambahan
bekatul pada tikus hiperkolesterolemia menunjuk-
kan adanya aktivitas penurun kolesterol total sebe-
sar 80,50 mg/dl dan trigliserida 46,00 mg/dl bila di-
bandingkan dengan pemberian angkak saja dimana
kolesterol total menurun sebesar 94,00 mg/dl dan
trigliserida sebesar 63,75 mg/dl. Bekatul mengan-
dung komponen bioaktif berupa gamma orizanol,
tokoferol, dan tokotrienol yang berperan sebagai
agen antioksidan dan antikolesterol (Moongngarm et
al., 2012) yang juga dapat menghambat HMG KoA
reduktase.

80 1 g9.12+1.862
65.4616.692
70 | %’
- 51.03t553> 51.85+0.61° -IL
- 42.36£0.31b¢ '
50 4 . 0 -
.. 37.37+17.8% ‘} . -L

Penghambatan (%)
N
o

Pravastatir; Ang<ak(A)I AB (3:1) I AB (2:2) I AB (1:3) I Bekatul (B)I
Gambar 2. Perbandingan efek penghambatan frak-
si air ekstrak angkak dan bekatul serta
campuran keduanya pada beberapa ra-
sio terhadap HMG KoOA reduktase. A =
fraksi air ekstrak etanol angkak, B =
fraksi air ekstrak etanol bekatul. Nilai di-
nyatakan dalam rata-rata + SD dari tiga
kali ulangan untuk setiap formula. Nilai
yang diikuti oleh huruf kecil yang berbe-
da menunjukkan perbedaan nyata
(P<0,05). Nilai penghambatan fraksi air
ekstrak etanol bekatul diambil dari
Hasanah et al. (2016)

Aktivitas antioksidan

Analisis antioksidan dengan menggunakan me-
tode FRAP bertujuan untuk mengukur kemampuan
sampel dalam mereduksi Fe** menjadi Fe** se-
hingga membentuk komplek Fe*'TPTZ dengan cara
mendonorkan elektron yang dihasilkan dari senyawa
antioksidan. Nilai FRAP tergantung pada banyaknya
reduksi ferritripyridyl triazine (Fe(lll)-TPTZ) menjadi
ferro-tripyridyltriazine (Fe(ll)-TPTZ) oleh sampel pa-
da kondisi pH rendah. Kompleks tersebut akan
menghasilkan warna biru.
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Tabel 1. Penghambatan HMG KoA reduktase dari angkak, bekatul dan beberapa bahan alami lainnya

Sampel Pelarut Penghambatan (%) Sumber
Angkak (Red yeastrice) Etanol 33,35 Hasil penelitianini
Fraksin-heksana 13,38
Fraksi 32,14
diklorometana
Fraksi etil asetat 35,61
Fraksiair 37,37
Bekatul (Rice bran) Etanol 51,44 Hasanah etal.,
Fraksin-heksana 50,42 2016
Fraksi 59,50
diklorometana
Fraksi etil asetat 55,50
Fraksiair 65,46
Kulit buah matang jamblang (Syzigium cumini) Aseton 45,96 Andrianto et al.,
Biji muda binjai (Mangifera caesia Jack) Metanol 46,45 2015
Biji matang binjai (Mangifera caesia Jack) Metanol 47,63
Biji matang jamblang (Syzigium cumini) Aseton 49,27
Biji muda jamblang (Syzigium cumini) Aseton 50,39
Kulit buah matang menteng (Baccaurearacemosa) Metanol 59,84
Kulit buah muda menteng (Baccaurearacemosa) Aseton 70,37
Kulitbuah matang menteng (Baccaurearacemosa) Aseton 71,65
Buah matang cermai (Phylanthus acidus (L)) Aseton 80,00
Daun (Verbascum songaricum) Metanol 36,80 Gholamhoseinian
Bibit flax (Linum usitatissimum) Metanol 37,00 etal., 2010
Akar (Peucadanum aucheri) Metanol 37,00
Daun zaitun (Olea europaea) Metanol 37,00
Daun mint (Mentha piperita) Metanol 37,30
Batang (Gundelia tournefortii) Metanol 40,00
Buah merica hitam (Piper ningrum) Metanol 40,00
Batang (Urtica ureus) Metanol 40,00
Daun pacar kuku (Lawsonia inermis) Metanol 40,10
Batang (Stachys lavaudulifolia) Metanol 42,00
Rhizoma (Rheum ribes) Metanol 43,00
Batang (Thymus serpyllum) Metanol 43,60
Batang selasih (Metha longifolia) Metanol 44,00
Daun dafnah (Lourus nobilis) Metanol 44,40
Akar lovage (Levisticum officinale) Metanol 48,00
Daun murad (Myrtus communis) Metanol 62,00
Bagian bunga mawar (Rosa damascene) Metanol 70,00
Getah manjakani (Quercus infectoria) Metanol 84,00
Pepaya (Carica papaya) Metanol 37,30 Baskaranetal.,
Daun sirih (Piper sarmentosum) Metanol 55,10 2015
Bayam (Amaranthus viridis) Metanol 69,60
Berri hitam (Basellaalba) Metanol 74,10
Ficus palmatforsk Metanol 65,00 Igbal et al., 2014
Anggur (Vitis vinifera bark) Metanol 77,00 Koo etal., 2008
Daun bayam hijau (Amaranthus viridis) Metanol 72,00 Salvamanietal.,
Biji bayam hijau (Amaranthus viridis) Metanol 35,00 2016
Batang bayam hijau (Amaranthus viridis) Metanol 22,00

Fraksi air ekstrak bekatul memiliki aktivitas anti-
oksidan paling besar bila dibandingkan dengan frak-
si air ekstrak angkak maupun campuran keduanya
yaitu sebesar 31,90 (mg TE/g) (Gambar 3). Campur-
an keduanya yang memiliki aktivitas antioksidan ter-
besar adalah campuran dengan rasio angkak terha-
dap bekatul 1:3 (24,76 mg TE/g). Aktivitas antioksi-
dan yang dihasilkan oleh campuran dengan rasio
tersebut berbeda signifikan dengan yang dihasilkan
oleh fraksi air ekstrak angkak (18,73 mg TE/g). Hal

ini menunjukkan bahwa bekatul memiliki komponen
bioaktif lebih baik daripada angkak dalam mereduksi
senyawa Fe. Kim dan Lim (2016) melaporkan eks-
trak etanol 50% bekatul memiliki aktivitas antioksi-
dan dengan metode FRAP sebesar 20-21 (uM
FeSO4/g), lebih rendah bila dibandingkan dengan
penelitian ini.

Yeap et al. (2014) melaporkan ekstrak air ang-
kak mempunyai aktivitas antioksidan dengan meto-
de ferric reducing antioxidan power (FRAP) sebesar
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74,04 (mg asam askorbat/g) sedangkan dalam pe-
nelitian ini fraksi air angkak memiliki kemampuan
antioksidan sebesar 18,73 (mg TE/g). Ekstrak air
angkak yang dianalisis dengan HPLC terbukti me-
ngandung senyawa gamma-aminobutyric acid (GA-
BA) dan asam lemak bebas yang terbukti berperan
membantu proses antioksidan (Yeap et al., 2014).
Antioksidan memiliki peran penting dalam mengu-
rangi lesi ateroskelosis. Antioksidan akan menang-
kap radikal bebas yang dapat menyerang LDL men-
jadi LDL teroksidasi yang merupakan penyebab ter-
jadinya aterosklerosis didalam sel endotelium
(Maiolino et al., 2013).

Total fenol dan total flavonoid

Total fenol sampel diketahui berdasarkan ke-
mampuan senyawa fenolik dalam mereduksi asam
fosfomolibdat-fosfotungstat dalam pereaksi Folin-
Ciocalteu yang dapat menghasilkan senyawa kom-
pleks molibdenum-tungsten berwarna biru. Asam
galat digunakan sebagai standar dalam penentuan
total fenol disebabkan oleh adanya gugus hidroksi
dan ikatan rangkap terkonjungasi pada cincin ben-
zena sehingga sangat efektif membentuk kompleks
dengan pereaksi Folin-Ciocalteu. Selain itu asam
galat merupakan golongan fenol sederhana dengan
ketersediaan substansi yang stabil dan murni.

Analisis kandungan total fenol menunjukkan
bahwa campuran fraksi air ekstrak angkak dan fraksi
air ekstrak bekatul juga memberikan hasil yang tidak
sinergis tetapi hanya bersifat aditif. Total fenol terus
meningkat dengan adanya penambahan konsentrasi

fenol tertinggi adalah campuran dengan rasio ang-
kak terhadap bekatul 2:2 (11,17 mg GAE/g). Fraksi
air ekstrak bekatul memiliki total fenol paling tinggi
yaitu sebesar 14,54 (mg GAE/g) (Gambar 3). Pada
penelitian Chan et al. (2013) ekstrak air bekatul me-
miliki total fenol sebesar 19,04 (mg GAE/g), lebih
tinggi dari pada penelitian ini. Total fenol tergantung
pada sampel bekatul yang digunakan. Total fenol
pada campuran dengan rasio angkak terhadap be-
katul 3:1 serta fraksi air ekstrak angkak memiliki
total fenol yang sama yaitu sebesar 9,59 (mg
GAE/g) (Gambar 3). Ekstrak air angkak memiliki to-
tal fenol sebesar 1,73 (mg GAE/g) (Razak et al.,
2014) yang lebih rendah daripada penelitian ini.

Analisis total flavonoid juga menunjukkan bah-
wa campuran fraksi air ekstrak angkak dan fraksi air
ekstrak bekatul tidak saling bersinergis dimana total
flawonoid meningkat dengan adanya penambahan
konsentrasi ekstrak angkak, berkebalikan dari aktivi-
tas antioksidan dan total fenol. Campuran keduanya
yang memiliki total flavonoid tertinggi adalah cam-
puran dengan rasio angkak terhadap bekatul 3:1
(7,44 mg QE/Q). Fraksi air ekstrak angkak memiliki
total flavonoid paling tinggi yaitu sebesar 7,60 (mg
QE/g) dan fraksi air ekstrak bekatul memiliki total
flavonoid terendah yaitu 4,26 (mg QE/g) (Gambar
3). Menurut penelitian yang dilakukan oleh
Ghasemzadeh et al. (2015) total flavonoid yang ter-
dapat pada ekstrak etanol 50% bekatul sebesar 1,37
(mg QE/g). Untuk total flavonoid yang terdapat pada
ekstrak etanol angkak 5,07 (mg QE/g) (Park dan
Kim, 2011).

bekatul. Campuran keduanya yang memiliki total

40 -
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o . . -« | 14.5440.02
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Gambar 3. Aktivitas antioksidan, total fenol dan total flavonoid dari kombinasi angkak dan bekatul. A =

fraksi air ekstrak etanol angkak, B = fraksi air ekstrak etanol bekatul, TE = trolox equivalen,

GAE = gallic acid equivalen, QE = quercetin equivalen. Nilai dinyatakan dalam rata-rata + SD
dari tiga kali ulangan untuk setiap formula. Nilai yang diikuti oleh huruf kecil yang berbeda
menunjukkan perbedaan nyata (P<0,05). Nilai aktivitas antioksidan, total fenol dan total flavo-
noid fraksi air ekstrak etanol bekatul diambil dari Hasanah et al. (2016)
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Dari hasil analisis total fenol dan total flavonoid
memperlihatkan bahwa keberadaan senyawa fenolik
ternyata lebih mendominasi daripada flavonoid ber-
kaitan dengan nilai aktivitas antioksidan. Tingginya
aktivitas antioksidan sampel dapat dipengaruhi oleh
kandungan senyawa turunan fenol yang memiliki
gugus -OH yang tersubstitusi pada cincin benzena
dengan posisi orto dan para terhadap gugus -OH
dan -OR (Tursiman dan Nofiani, 2012).

Golongan flavonoid yang memiliki aktivitas anti-
oksidan antara lain rutin dan kuersetin (Peng et al.,
2015), katekin, eriodiktiol, dan taxifolin (Chobot et
al., 2016). Flawonoid golongan glikosida yang larut
dalam pelarut polar (fraksi air) diduga memiliki ke-
mampuan sebagai antioksidan dalam penelitian ini.
Menurut Badgujar et al. (2014) keberadaan senyawa
flavonoid juga memiliki kontribusi sebagai senyawa
antioksidan.

KESIMPULAN

Ekstrak etanol angkak, fraksi air, fraksi etil
asetat, dan fraksi diklorometana memiliki efek peng-
hambatan terhadap HMG KoA reduktase yang tidak
berbeda nyata secara statistik, sedangkan efek
penghambatan yang paling rendah adalah fraksi n-
heksan. Campuran fraksi air ekstrak angkak dan
fraksi air ekstrak bekatul pada berbagai rasio, mem-
berikan hasil yang tidak sinergis tetapi hanya bersi-
fat adiktif dalam menghambat HMG KoA reduktase
dimana efek penghambatannya terus meningkat de-
ngan penambahan bekatul. Oleh karena itu, cam-
puran dengan rasio angkak terhadap bekatul 1:3
memiliki potensi paling tinggi diantara rasio lainnya
sebagai pangan fungsional antihiperkolesterolemia
dengan mekanisme penghambatan HMG KoA re-
duktase (51,85%).

Campuran fraksi air ekstrak angkak dan fraksi
air ekstrak bekatul juga meningkatkan aktivitas anti-
oksidan. Aktivitas antioksidan yang paling baik diha-
silkan oleh campuran dengan rasio angkak terhadap
bekatul 1:3 yaitu sebesar 24,76 mg TE/g. Aktivitas
antioksidan semakin tinggi dengan semakin banyak-
nya fraksi air bekatul yang ditambahkan
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