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ABSTRAK 

 

Latar Belakang: Radiasi ultraviolet B (UVB) dapat menginduksi 

hiperpigmentasi dan stres oksidatif pada kulit. Beras hitam (Oryza sativa L. 

indica) mengandung antioksidan yang mungkin dapat melindungi dari kerusakan 

akibat UVB. Penelitian ini bertujuan untuk menyelidiki efek krim ekstrak beras 

hitam terhadap ekspresi gen superoxide dismutase (SOD) dan jumlah melanin 

pada model mencit hiperpigmentasi yang diinduksi UVB. 

Metode: Penelitian eksperimental dengan desain post-test control group 

dilakukan menggunakan mencit C57BL/6J. Mencit dibagi menjadi kelompok 

kontrol dan perlakuan. Kelompok perlakuan menerima aplikasi topikal krim 

ekstrak beras hitam 7,5% dan 15% selama 15 hari, sementara kelompok kontrol 

menerima basis krim. Semua kelompok, kecuali kontrol normal, dipapar radiasi 

UVB sebesar 302 nm dan MED 390 mJ/cm2 yang dipapar sekitar 15 menit/hari 

selama 3 kali seminggu, hingga 2 minggu dengan jarak lampu 15 cm untuk 

menginduksi hiperpigmentasi. Ekspresi gen SOD dianalisis menggunakan RT-

PCR, dan jumlah melanin diukur menguankan pewarnaan spesifik fontana masson 

staining. 

Hasil: Kelompok yang diberi krim ekstrak beras hitam 2% (1,39±0,14) dan 4% 

(1,46±0,11) menunjukkan peningkatan ekspresi gen SOD yang secara signifikan 

lebih tinggi dibandingkan dengan kelompok kontrol yang terpapar UVB 

(0,70±0,21).  

Selain itu, jumlah melanin pada kelompok perlakuan krim ekstrak beras hitam 2% 

(10,16±0,94) dan 4% (8,72±0,95) lebih rendah daripada kelompok kontrol negatif 

yang terpapar UVB (14,38±0,70), menunjukkan potensi efek perlindungan 

terhadap hiperpigmentasi yang diinduksi UVB. 

Kesimpulan: Aplikasi topikal krim ekstrak beras hitam meningkatkan ekspresi 

gen SOD dan mengurangi jumlah melanin pada kulit mencit yang terpapar UVB. 

Temuan ini menunjukkan bahwa ekstrak beras hitam mungkin memiliki efek 

perlindungan terhadap stres oksidatif dan hiperpigmentasi yang diinduksi UVB, 

kemungkinan melalui sifat antioksidannya. 

 

Kata Kunci: Ekstrak beras hitam, superoxide dismutase, melanin, radiasi UVB, 

hiperpigmentasi, antioksidan 
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ABSTRACT 

 

Background: Ultraviolet B (UVB) radiation can induce hyperpigmentation and 

oxidative stress in the skin. Black rice (Oryza sativa L. indica) contains 

antioxidants that may protect against UVB-induced damage. This study aimed to 

investigate the effects of black rice extract cream on superoxide dismutase (SOD) 

gene expression and melanin content in a UVB-induced hyperpigmentation mouse 

model. 

Methods: An experimental study with a post-test control group design was 

conducted using C57BL/6J mice. Mice were divided into control and treatment 

groups. The treatment groups received topical application of 7.5% and 15% black 

rice extract cream for 14 days, while the control group received base cream. All 

groups, except the normal control, were exposed to UVB radiation at 302 nm and 

MED 390 mJ/cm2 for about 15 minutes/day, 3 times a week, for 2 weeks with a 

lamp distance of 15 cm to induce hyperpigmentation. SOD gene expression was 

analyzed using RT-PCR, and melanin content was measured using specific 

Fontana-Masson staining. 

Results: Groups treated with 2% (1.39±0.14) and 4% (1.46±0.11) black rice 

extract cream showed significantly higher SOD gene expression compared to the 

UVB-exposed control group (0.70±0.21). Additionally, melanin content in the 

treatment groups with 2% (10.16±0.94) and 4% (8.72±0.95) black rice extract 

cream was lower than the negative control group exposed to UVB (14.38±0.70), 

indicating a potential protective effect against UVB-induced hyperpigmentation. 

Conclusion: Topical application of black rice extract cream increased SOD gene 

expression and reduced melanin content in UVB-exposed mouse skin. These 

findings suggest that black rice extract may have protective effects against UVB-

induced oxidative stress and hyperpigmentation, possibly through its antioxidant 

properties. 

 

Keywords: Black rice extract, superoxide dismutase, melanin, UVB radiation, 

hyperpigmentation, antioxidant 



x 

DAFTAR ISI 

 

HALAMAN JUDUL ................................................................................................ i 

HALAMAN PENGESAHAN ................................................................................. ii 

PERNYATAAN ..................................................................................................... iii 

RIWAYAT HIDUP ................................................................................................ iv 

KATA PENGANTAR ............................................................................................ v 

ABSTRAK ........................................................................................................... viii 

ABSTRACT ............................................................................................................. ix 

DAFTAR ISI ........................................................................................................... x 

DAFTAR SINGKATAN ..................................................................................... xiii 

DAFTAR TABEL ................................................................................................. xv 

DAFTAR GAMBAR ........................................................................................... xvi 

DAFTAR LAMPIRAN ....................................................................................... xvii 

BAB I PENDAHULUAN ....................................................................................... 1 

1.1. Latar Belakang ............................................................................................ 1 

1.2. Rumusan Masalah ....................................................................................... 3 

1.3. Tujuan Penelitian ......................................................................................... 4 

1.3.1. Tujuan Umum .................................................................................. 4 

1.3.2. Tujuan Khusus ................................................................................. 4 

1.4. Manfaat penelitian ....................................................................................... 4 

1.4.1. Manfaat Teoritis .............................................................................. 4 

1.4.2. Manfaat Praktis ................................................................................ 5 

1.5. Originalitas Penelitian ................................................................................. 6 

BAB II TINJAUAN PUSTAKA ........................................................................... 10 

2.1. Superoxide Dismutase (SOD) ................................................................... 10 

2.1.1. Definisi Superoxide Dismutase (SOD) .......................................... 10 

2.1.2. Peran SOD Dalam Menghambat Hiperpigmentasi ........................ 10 

2.1.3. Mekanisme Produksi SOD secara Molekuler................................ 13 

2.2. Melanin ...................................................................................................... 15 

2.2.1. Definisi Melanin ............................................................................ 15 



xi 

2.2.2. Peran Melanin terhadap Hiperpigmentasi ..................................... 15 

2.3. Ekstrak Beras Hitam .................................................................................. 20 

2.3.1. Definisi Ekstrak Beras Hitam ........................................................ 20 

2.3.2. Peran Ekstrak Beras Hitam sebagai Antioksidan .......................... 21 

2.4. Hiperpigmentasi ........................................................................................ 22 

2.4.1. Definisi .......................................................................................... 22 

2.4.2. Proses Hiperpigmentasi ................................................................. 22 

2.5. Efek Ekstrak Beras Hitam Terhadap Ekspresi Gen SOD dan Jumlah 

Melanin ...................................................................................................... 24 

BAB III KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS .............. 26 

3.1. Kerangka Teori .......................................................................................... 26 

3.2. Kerangka Konsep ...................................................................................... 29 

3.3. Hipotesis .................................................................................................... 29 

BAB IV METODE PENELITIAN ....................................................................... 30 

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian ............................................... 30 

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional ........................................... 31 

4.2.1. Variabel Penelitian ........................................................................ 31 

4.2.2. Defenisi Operasional ..................................................................... 31 

4.3. Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian .................................................. 33 

4.3.1. Subjek Penelitian ........................................................................... 33 

4.3.2. Sampel Penelitian .......................................................................... 33 

4.3.3. Cara Penentuan Sampel Penelitian ................................................ 34 

4.3.4. Besar Sampel ................................................................................. 34 

4.4. Alat dan Bahan .......................................................................................... 35 

4.4.1. Alat ................................................................................................ 35 

4.4.2. Bahan ............................................................................................. 36 

4.5. Cara Penelitian .......................................................................................... 36 

4.5.1. Perolehan Ethical Clearance ......................................................... 36 

4.5.2. Pembuatan Krim ekstrak beras hitam ............................................ 36 

4.5.3. Model Hiperpigmentasi dengan Paparan UVB ............................. 36 

4.5.4. Pembuatan Blok Parafin ................................................................ 37 



xii 

4.5.5. Validasi dan Analisis Peningkatan Jumlah Melanin Menggunakan 

Pengecatan Melanin ....................................................................... 38 

4.5.6. Pengambilan Sampel Jaringan ....................................................... 38 

4.5.7. Analisis Kuantitatif Ekspresi gen SOD menggunakan RT-PCR ... 39 

4.6. Tempat dan Waktu Penelitian ................................................................... 40 

4.7. Analisa Data .............................................................................................. 40 

4.8. Alur Penelitian ........................................................................................... 42 

BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN ................................................................ 43 

5.1. Hasil Penelitian ......................................................................................... 44 

5.1.1. Ekstraksi Beras Hitam dan Uji Kualitatif Skrining Fitokimia ....... 44 

5.1.2. Efek Pemberian Krim Ekstrak Beras Hitam Terhadap Ekspresi 

Gen SOD Pada Mencit Galur B6J Model Hiperpigmentasi Yang 

Dipapar UVB ................................................................................. 46 

5.1.3. Efek Pemberian Krim Ekstrak Beras Hitam Terhadap Jumlah 

Melanin Pada Mencit Galur B6J Model Hiperpigmentasi Yang 

Dipapar UVB ................................................................................. 50 

5.2. Pembahasan Hasil Penelitian .................................................................... 53 

BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN .............................................................. 58 

5.1. Kesimpulan ................................................................................................ 58 

5.2. Saran .......................................................................................................... 58 

DAFTAR PUSTAKA ........................................................................................... 59 

LAMPIRAN .......................................................................................................... 68 

 

 

 

  



xiii 

DAFTAR SINGKATAN 

 

ACTH  : Adrenocorticotropic Hormone 

AP-1  : Activator Protein-1 

APC  : Antigen-presenting Cell 

bFGF  : Basic Fibroblast Growth Factor 

bHLH-LZ  : Basic Helix-loop-helix-leucine Zipper 

BSC   : Biosafety Cabinet  

cAMP  : Cyclic Adenosine Monophosphate 

CD  : Cluster of Differentiation  

CREB  : cAMP Response Element-binding Protein 

DMEM  : Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

ERK  : Extracellular Signal-regulated Kinase 

FGF   : Fibroblast Growth Factor 

GPx  : Glutathione peroxidase 

HE   : Hematoksilin-Eosin  

HGF  : Hepatocyte Growth Factor 

HIF   : Hipoxic Induce Factor  

HPMC  : Hydroxypropyl Methylcellulose 

JAK2-STAT6 : Janus Kinase 2 – Signal Transduction and Transcription 6 

IGF-1  : Insulin-like Growth Factor 1 

IFN-γ  : Interferon-gamma 

IL  : Interleukin 

IRF1  : Interferon Regulatory Factor 1 

KGF  : Keratinocyte Growth Factor 

L-DOPA : L-3, 4-dihydroxyphenylalanine v 

MAPK  : Mitogen-actived Protein Kinases v 

MC1R  : Melanocortin 1 Receptor 

MED  : Minimal Erythema Dose 

MMP  : Matriks Metalloproteinase 

MRP  : Melanogenesis-related Protein 



xiv 

NF-κB  : Nuclear Factor Kappa-B 

p53  : Tumor Protein p53 

PAMP  : Pathogen-associated Molecular Pattern 

PKC  : Protein Kinase C 

PDGF  : Platet Derived Growth Factor 

POMC  : Promotor Proopiomelanokortin 

PVA  : Polyvinyl Alcohol 

RER  : Rough Endoplasmic Reticulum 

ROS  : Reactive Oxygen Species v 

RT-PCR  : Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction  

STAT1  : Signal Transduction and Transcription 1 

TEA  : Triethanolamine 

TLRs  : Toll-like Receptors 

TRP-1  : Tyrosinase-related Protein-1  v 

TRP-2  : Tyrosinase-related Protein-2   

TGF-β  : Transforming Growth Factor beta 

TGF-β1  : Transforming Growth Factor beta 1 

TNF-α  : Tumor Necrosis Factor-alpha 

Smad2  : Small Mothers Against Decapentaplegic 2 

UVB  : Ultra Violet 

VEGF  : Vascular Endothelial Growth Factor 

 

 



xv 

DAFTAR TABEL 

 

Tabel 1.1.  Originalitas Penelitian ........................................................................ 6 

Tabel 5.1.  Uji skrining fitokimia ekstrak beras hitam ...................................... 45 

Tabel 5.2.  Uji analisis kuantitaif kandungan ekstrak beras hitam .................... 45 

Tabel 5.3.  Data hasil Penelitian Ekspresi Gen SOD dan Jumlah Melanin ....... 47 

Tabel 5.4.  Uji post hoc Tamhane ekspresi gen SOD pada masing-masing 

Kelompok ......................................................................................... 48 

Tabel 5.5.  Uji post hoc LSD jumlah melanin pada masing-masing Kelompok 52 



xvi 

DAFTAR GAMBAR 

 

Gambar 2.1.  Mekanisme keseimbangan redoks di kulit .................................... 11 

Gambar 2.2.  Skema kaskade tranduksi sinyal melanogenesis ........................... 17 

Gambar 2.3.  Skema degradasi kolagen akibat paparan sinar UVB .................... 24 

Gambar 3.1.  Kerangka Teori .............................................................................. 28 

Gambar 3.2.  Kerangka Konsep .......................................................................... 29 

Gambar 4.1.  Skema Rancangan Penelitian ........................................................ 30 

Gambar 4.2.  Alur Penelitian ............................................................................... 42 

Gambar 5.1.  Morfologi kulit hewan model diamati secara visual sebelum dan 

sesudah paparan UVB. .................................................................. 46 

Gambar 5.2.  Grafik ekspresi gen SOD pada seluruh kelompok penelitian. 

Rata-rata  SD, * (p<0,05): berbeda signifikan. ........................... 48 

Gambar 5.3.  (A) Gambaran mikrsokopis pewarnaan melanin pada sampel 

kulit mencit dan (B) Grafik jumlah melanin pada Seluruh 

kelompok Penelitian. Rata-rata  SD, * (p<0,05): berbeda 

signifikan. ...................................................................................... 51 



xvii 

DAFTAR LAMPIRAN 

 

Lampiran 1. Ethical Clearens ............................................................................... 68 

Lampiran 2. Uji Statistika ..................................................................................... 69 

Lampiran 3. Hasil Skrining Fitokimia .................................................................. 74 

Lampiran 4. Dokumetasi Penelitian ...................................................................... 75 



1 

BAB I 

PENDAHULUAN 

 

1.1. Latar Belakang  

Radiasi sinar ultraviolet B (UVB) yang diemisikan oleh matahari 

dapat memicu timbulnya berbagai masalah kulit seperti hiperpigmentasi
1
. 

Paparan UVB menyebabkan fotolisis air, menghasilkan radikal hidroksil 

(OH⋅) dan superoksida (𝑂2−). Superoksida akibat paparan sinar UVB ini 

dapat menginduksi peningkatan kadar reactive oxygen species (ROS) 

sehingga mempercepat proses penuaan kulit, meningkatkan proliferasi 

melanosit, dan meningkatkan sintesis melanin
2
. Produksi ROS yang 

berlebihan tidak diimbangi dengan homeostasis produksi enzim antioksidan 

seperti superoxide dismutase (SOD) dapat menyebabkan overproduksi 

melanin 
3
. ROS menghambat jalur nuclear factor erythroid 2-related factor 

2 antioxidant responsive element (Nrf2-ARE) sehingga menekan ekspresi 

SOD yang dapat menginduksi sintesis melanin pada kasus hiperpigmentasi 

4,5
. Ekstrak beras hitam mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder 

yang dapat menginduksi produksi enzim antioksidan sehingga dapat 

mencegah produksi melanin.
 6,7

 Namun, hingga saat ini terkait dengan 

variasi dosis lotion beras hitam masih sedikit, sehingga pada penelitian ini 

akan dianalisis efek pemberian ekstrak beras hitam pada dosis 7,5% dan 

15% terhadap ekspresi gen SOD dan jumlah melanin. 

Peningkatan paparan sinar UVB akibat kerusakan lapisan ozon dalam 

beberapa tahun terakhir dan perubahan gaya hidup telah menjadi perhatian 



2 
 

 

 

penting karena dapat menginduksi hiperpigmentasi yang meningkatkan 

kasus penuaan kulit
8–10

.  Pada tahun 2020, sekitar 6,2% dari 182 orang 

yang terpapar tiga kali UVB dengan minimal erythema dose (MED) 

390mj/cm² mengalami hiperpigmentasi. Pada tahun 2022, jumlah kasus 

hiperpigmentasi meningkat secara signifikan menjadi sekitar 110.350 kasus 

baru 
11

. Sampai saat ini, penggunaan beberapa agen kimia seperti arbutin, 

asam azelaic, asam kojic, dan hidrokuinon telah menjadi pilihan utama 

dalam mencegah atau mengobati hiperpigmentasi kulit serta merangsang 

produksi kolagen. Namun, disebutkan bahwa agen-agen kimia tersebut 

dapat menyebabkan efek samping yang merugikan seperti genotoksisitas, 

iritasi kulit, dermatitis kontak, dan bahkan kanker kulit 
12–14

. Penting untuk 

mencari agen alami yang memiliki sifat antioksidan dan antiinflamasi, salah 

satunya adalah ekstrak beras hitam.   

Pemberian antioksidan terbukti dapat menurunkan kadar ROS 

sehingga dapat menghentikan inflamasi yang berujung pada penekanan 

melanogenesis.
15

 Beras hitam mengandung berbagai senyawa metabolit 

seperti flavonoid, saponin, dan triterpenoids yang terbukti memiliki efek 

antiinflamasi dan antioksidan.
6,7

 Ekstrak beras hitam dosis 0.4mg/mL 

menghambat aktivitas tyrosinase hingga 80,50% sehingga mencegah 

pembentukan melanin.
16,17

 Ekstrak beras hitam memiliki aktivitas 

antioksidan dengan mencegah ekspresi SOD.
18

 Ekstrak beras hitam dapat 

menghambat aktivasi jalur nuclear factor kappa beta (NF-kB)
 
sehingga 
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dapat menginduksi aktifasi jalur PI3K/Akt yang akhirnya menekan aktivasi 

melanocyte inducing transcription factor (MITF) pada sel melanoma.
19,20

 

Melanocyte Inducing Transcription Factor (MITF) adalah jalur utama 

produksi melanin sebagai respon terhadap paparan irradiasi UVB, adanya 

penghambatan aktivitas enzim tyrosinase yang menyebabkan terblokirnya 

aktivasi MITF oleh ekstrak beras hitam secara tidak langsung menekan 

produksi melanin.
 16,17

 Mekanisme molekuler yang mendasari aktivitas 

ekstrak beras hitam terhadap ekspresi gen SOD dan jumlah melanin pada 

hiperpigmentasi kulit hingga saat ini masih belum jelas.  

Bentuk sediaan krim dapat membantu bahan aktif untuk berpenetrasi 

ke dalam lapisan kulit dengan lebih efektif dan memiliki sifat emolien yang 

dapat melembabkan kulit. Krim juga memiliki konsistensi setengah padat 

yang cocok untuk aplikasi pada kulit. Sifat ini memungkinkan krim untuk 

mudah diaplikasikan dan menyebar dengan baik di permukaan kulit yang 

mengalami hiperpigmentasi. Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian 

ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian krim ekstrak beras 

hitam  terhadap ekspresi gen SOD dan jumlah melanin pada mencit galur 

C57BL/6J hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB. 

1.2. Rumusan Masalah 

Apakah terdapat pengaruh pemberian krim ekstrak beras hitam  

terhadap ekspresi gen SOD dan jumlah melanin pada mencit jantan galur 

C57BL/6J  model hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB? 
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1.3. Tujuan Penelitian 

1.3.1. Tujuan Umum 

Tujuan umum penelitian ini adalah untuk membuktikan 

pengaruh pemberian krim ekstrak beras hitam terhadap ekspresi gen 

SOD dan jumlah melanin pada mencit jantan galur C57BL/6J model 

hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB. 

1.3.2. Tujuan Khusus 

a. Membuktikan pengaruh pemberian krim ekstrak beras hitam 

pada dosis 7,5% dan 15% terhadap ekspresi gen SOD pada 

mencit jantan galur C57BL/6J model hiperpigmentasi yang 

diinduksi sinar UVB. 

b. Membuktikan pengaruh pemberian krim ekstrak beras hitam 

pada dosis 7,5% dan 15% terhadap jumlah melanin pada mencit 

jantan galur C57BL/6J model hiperpigmentasi yang diinduksi 

sinar UVB. 

1.4. Manfaat penelitian 

1.4.1. Manfaat Teoritis 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat menambah pengetahuan 

mengenai peran pemberian krim ekstrak beras hitam terhadap 

ekspresi SOD dan jumlah melanin pada mencit jantan galur 

C57BL/6J model hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB 
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1.4.2. Manfaat Praktis 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan pemanfaatan 

krim ekstrak beras hitam dalam mencegah hiperpigmentasi akibat 

papara sinar UVB pada kulit.  
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1.5. Originalitas Penelitian 

Tabel 1.1. Originalitas Penelitian 

No 
Peneliti, 

tahun 
Judul Metode Hasil Penelitian 

1 

Zukhiroh, 

Agung 

Putra, 

Chodidjah, 

Titiek 

Sumarawati

, 

Prosetyowa

ti Subchan, 

Setyo 

Trisnadi, 

Nurul 

Hidayah, 

Nur Dina 

Amalina, 

2021
21

 

Effect of Secretome 

Hypoxia 

Mesenchymal Stem 

Cells on 

Regulating SOD 

and MMP-1 mRNA 

Expressions in Skin 

Hyperpigmentation 

Rats 

Eksperimental, 

Invivo 

Induksi hiperpigmentasi 

pada mencit jantan galur 

C57BL/6J dengan UVB 

302nm pada MED 

390mJ/cm
2
 sebanyak 3x 

seminggu selama 2 

minggu. Validasi 

hiperpigmentasi dengan 

menggunakan spesifik 

staining melanin pada hari 

ke 14. 

2 

Sun-

nyoung 

hwang, Jae-

cheon kim, 

Mohamma

d Iqbal 

Hossain 

Bhuiyan, 

Joo youn 

kim, Ji seon 

yang, Shin 

hee yoon, 

Kee dong 

yoon, 

Seong yun 

kim
22

 

Black Rice (Oryza 

sativa L., Poaceae) 

Extract Reduces 

Hippocampal 

Neuronal Cell 

Death Induced by 

Transient Global 

Cerebral Ischemia 

in Mice 

Eksperimental, 

Invivo 

Ekstrak beras hitam 

memiliki aktivitas 

antioksidan dengan dosis 

300mg/kgBB/hari dengan 

menghambat peroksidasi 

lipid dan stress oksidatif 

pada mencit model 

cerebral iskemia.  

3 

Mahdi 

Jufri, 

Afifah 

Vardhani, 

Erni 

Purwanings

ih
16

 

Evaluating the 

Efficacy of Lotion 

Containing Black 

Rice Bran (Oryza 

sativa L. indica) 

Extract as Skin 

Brightening Agent: 

Eksperimental, 

Clinical trial 

Lotion yang mengandung 

10% ekstrak beras hitam 

ini efektif sebagai 

pencerah kulit karena 

efektif menurunkan  

produksi melanin pada 

kulit  
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A Clinical Trial 

 

4 

Afifah 

vardhani, 

Mahdi 

jufri, Erni 

purwanings

ih
23

  

Potency Of Γ-

Oryzanol-Rich 

Black Rice Bran 

(Oryza Sativa L. 

Indica) Extract For 

Tyrosinase 

Inhibition  

Eksperimental, 

Invivo 

Ekstrak beras hitam 

mengandung 118,572 mg/g 

γ-oryzanol, dan ekstraknya 

menghambat aktivitas 

tirosinase pada IC50 

74,8%. 

5 

Mira han, 

Jung-soo 

bae, jae-jun 

ban, Hee 

soon hin, 

Dong hun 

lee, Ho 

chung
24

 

Black rice extract 

modulate 

ultraviolet-induced 

expression of 

matrix 

metalloproteinases 

and procollagen in 

a skin cell model 

Eksperimental 

Invitro 

Ekstrak beras hitam secara 

signifikan meningkatkan 

ekspresi prokolagen tipe I, 

dan menurunkan ekspresi 

MMP‑1 dan MMP‑3 pada 

sel HDF yang diiradiasi 

UVB. Mekanisme yang 

mendasari hasil ini 

melibatkan penurunan 

aktivitas p38 dan c‑Jun N‑
terminal kinase, dan 

penekanan aktivasi 

aktivator protein‑1 (AP‑1) 

yang diinduksi UVB. 

Ekstrak beras hitam 

mengurangi produksi 

spesies oksigen reaktif 

yang diinduksi UVB dalam 

sel HaCaT dengan cara 

yang bergantung pada 

dosis. 

 

Penelitian terdahulu melaporkan bahwa induksi hiperpigmentasi pada 

mencit jantan galur B6J dengan UVB 302nm pada MED 390mJ/cm
2
 

sebanyak 3x seminggu selama 2 minggu. Validasi hiperpigmentasi dengan 

menggunakan spesifik staining melanin pada hari ke 14.
21  

Penelitian 

tersebut berbeda dengan penelitian ini di mana krim ekstrak beras hitam 

akan ditreatment pada mencit model hiperpigmentasi yang diinduksi sinar 
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UVB dan di analisis ekspresi gen SOD dan jumlah melanin. Penelitian 

terdahulu melaporkan bahwa ekstrak beras hitam memiliki aktivitas 

antioksidan dengan dosis 300mg/kgBB/hari dengan menghambat 

peroksidasi lipid dan stress oksidatif pada mencit model cerebral iskemia.
22

 

Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini di mana krim ekstrak beras 

hitam akan ditreatment pada mencit model hiperpigmentasi yang diinduksi 

sinar UVB dan di analisis ekspresi gen SOD dan jumlah melanin. Penelitian 

terdahulu melaporkan bahwa lotion yang mengandung 10% ekstrak beras 

hitam ini efektif sebagai pencerah kulit karena efektif menurunkan produksi 

melanin pada kulit.
 16

 Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini di 

mana krim ekstrak beras hitam akan ditreatment pada mencit model 

hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB dan di analisis ekspresi gen SOD 

dan jumlah melanin. Penelitian terdahulu juga melaporkan bahwa Ekstrak 

beras hitam mengandung 118,572 mg/g γ-oryzanol, dan ekstraknya 

menghambat aktivitas tirosinase pada IC50 74,8%.
 23 

Penelitian tersebut 

berbeda dengan penelitian ini di mana krim ekstrak beras hitam akan 

ditreatment pada mencit model hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB 

dan di analisis ekspresi gen SOD dan jumlah melanin. Penelitain 

sebelumnya melaporkan bahwa Ekstrak beras hitam secara signifikan 

meningkatkan ekspresi prokolagen tipe I, dan menurunkan ekspresi MMP‑1 

dan MMP ‑ 3 pada sel HDF yang diiradiasi UVB. Mekanisme yang 

mendasari hasil ini melibatkan penurunan aktivitas p38 dan c‑Jun N‑

terminal kinase, dan penekanan aktivasi aktivator protein‑1 (AP‑1) yang 
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diinduksi UVB. Ekstrak beras hitam mengurangi produksi spesies oksigen 

reaktif yang diinduksi UVB dalam sel HaCaT dengan cara yang bergantung 

pada dosis.
 24

 Penelitian tersebut berbeda dengan penelitian ini di mana krim 

ekstrak beras hitam akan ditreatment pada mencit model hiperpigmentasi 

yang diinduksi sinar UVB dan di analisis ekspresi gen SOD dan jumlah 

melanin.
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BAB II  

TINJAUAN PUSTAKA  

 

2.1. Superoxide Dismutase (SOD) 

2.1.1. Definisi Superoxide Dismutase (SOD) 

Superoxide Dismutase adalah enzim yang secara bergantian 

mengkatalisis dismutasi (atau partisi) superoksida (O2−) radikal 

menjadi molekul oksigen biasa (O2) dan hidrogen peroksida (H2O2). 

Superoksida diproduksi sebagai produk sampingan dari metabolisme 

oksigen dan, jika tidak diatur, menyebabkan banyak jenis kerusakan 

sel. Hidrogen peroksida juga merusak dan didegradasi oleh enzim 

lain seperti katalase. SOD merupakan pertahanan antioksidan 

penting di semua sel hidup yang terpapar oksigen radikal
25

.  

 

2.1.2. Peran SOD Dalam Menghambat Hiperpigmentasi 

Reactive Oxygen Species (ROS) adalah radikal hidroksil (HO•) 

dan superoksida (O2•-), radikal peroksil dan alkoxyl (RO2• dan 

RO•), oksigen singlet (1O2)3-5, serta hidrogen peroksida (H2O2) 

dan peroksida organik (ROOH). Selain kerusakan langsung pada 

molekul seperti lipid, asam amino dan DNA, ROS dapat 

mengaktifkan respons seluler enzimatik dan non-enzimatik, dengan 

potensi untuk memodifikasi proses lain yang akhirnya mengganggu 

dengan ekspresi gen 
26

. 
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Antioksidan adalah zat yang bergabung untuk menetralkan 

spesies oksigen reaktif yang mencegah kerusakan oksidatif pada sel 

dan jaringan. Sistem antioksidan kulit terdiri dari zat enzimatik dan 

non-enzimatik. Di antara antioksidan enzimatik, glutathione 

peroksidase (GPx), katalase (CAT) dan superoksida dismutase 

(SOD)
27

. Di antara beberapa mekanisme antioksidan, SOD 

memainkan peran sentral dalam berbagai molekul reaktif yang 

dinetralkan. Meskipun masih belum ada korelasi langsung, model 

hewan menunjukkan bahwa kurangnya SOD menyebabkan 

perubahan degeneratif dengan berkurangnya kolagen. Mungkin, 

vitamin C akan berdampak positif pada status pengurangan SOD 

yang mencegah atrofi karena degradasi kolagen
28

. Sebuah klinis juga 

mempelajari sistem antioksidan endogen pada pasien dengan 

melasma menunjukkan konsumsi yang signifikan dari SOD dan 

glutathione peroksidase menyebabkan pecahnya keseimbangan 

redoks
29

.  

 

Gambar 2.1. Mekanisme keseimbangan redoks di kulit
30
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Mekanisme Superoxide Dismutase (SOD) dalam menghambat 

hiperpigmentasi dapat melalui berbagai mekanisme seperti: 

1. Peran Superoxide Dismutase (SOD) sebagai antioksidan, 

Superoxide Dismutase (SOD) merupakan enzim antioksidan 

endogen yang berperan penting dalam sistem pertahanan 

antioksidan tubuh. Superoxide Dismutase (SOD) berfungsi 

mengkatalisis dismutasi superoksida (O2•-) menjadi hidrogen 

peroksida (H2O2) dan oksigen (O2). 

2. Mengurangi stres oksidatif, hiperpigmentasi sering dikaitkan 

dengan peningkatan stres oksidatif pada kulit. Superoxide 

Dismutase (SOD) membantu mengurangi stres oksidatif dengan 

menetralisir radikal bebas, khususnya anion superoksida, yang 

dapat memicu produksi melanin berlebih. 

3. Menghambat aktivasi tirosinase, radikal bebas dapat mengaktivasi 

enzim tirosinase, yang merupakan enzim kunci dalam proses 

melanogenesis. Dengan menetralisir radikal bebas, Superoxide 

Dismutase (SOD) secara tidak langsung menghambat aktivasi 

tirosinase, sehingga mengurangi produksi melanin. 

4. Melindungi sel melanosit, Superoxide Dismutase (SOD) 

melindungi sel melanosit dari kerusakan oksidatif yang dapat 

menyebabkan disfungsi sel dan produksi melanin berlebih. 
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5. Mengurangi inflamasi, stres oksidatif dapat memicu inflamasi 

kulit, yang dapat merangsang produksi melanin. Superoxide 

Dismutase (SOD) membantu mengurangi inflamasi dengan 

menetralisir radikal bebas, sehingga secara tidak langsung 

menghambat hiperpigmentasi. 

6. Mempertahankan homeostasis kulit, Superoxide Dismutase 

(SOD) berperan dalam mempertahankan keseimbangan redoks 

kulit, yang penting untuk fungsi normal sel kulit termasuk 

melanosit. 

7. Sinergisme dengan antioksidan lain, Superoxide Dismutase 

(SOD) bekerja sinergis dengan antioksidan lain seperti katalase 

dan glutation peroksidase dalam sistem pertahanan antioksidan 

kulit, memberikan perlindungan komprehensif terhadap stres 

oksidatif yang dapat memicu hiperpigmentasi.
 30

 

 

2.1.3. Mekanisme Produksi SOD secara Molekuler 

Superoxide Dismutase (SOD) adalah enzim antioksidan yang 

berperan penting dalam melindungi sel dari kerusakan oksidatif yang 

disebabkan oleh radikal bebas. Gen yang mengkode Superoxide 

Dismutase (SOD) terdapat dalam DNA sel dan diekspresikan 

melalui proses transkripsi dan translasi. Pada manusia, terdapat 

beberapa jenis Superoxide Dismutase (SOD) yang dikode oleh gen 

yang berbeda, seperti SOD1 (Cu/Zn-SOD) yang berada di 

sitoplasma, SOD2 (Mn-SOD) yang berada di mitokondria, dan 
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SOD3 (EC-SOD) yang berada di ruang ekstraseluler. Proses 

produksi Superoxide Dismutase (SOD) dimulai dengan transkripsi 

gen Superoxide Dismutase (SOD) menjadi mRNA di dalam inti sel. 

Faktor transkripsi yang mengikat promoter gen Superoxide 

Dismutase (SOD) mengatur tingkat ekspresi gen ini. Faktor-faktor 

seperti stres oksidatif dapat meningkatkan ekspresi gen Superoxide 

Dismutase (SOD) melalui aktivasi jalur sinyal tertentu. mRNA yang 

dihasilkan dari transkripsi kemudian ditranslasi menjadi protein 

Superoxide Dismutase (SOD) di ribosom. Proses ini melibatkan 

tRNA yang membawa asam amino yang sesuai dengan kodon pada 

mRNA. Proses translasi yang terlah berakhir, protein Superoxide 

Dismutase (SOD) mengalami modifikasi pasca-translasi yang 

penting untuk aktivitas enzimatiknya. Misalnya, SOD1 memerlukan 

pengikatan ion tembaga dan seng untuk menjadi aktif, sedangkan 

SOD2 memerlukan pengikatan ion mangan. Protein SOD yang telah 

matang kemudian ditransportasikan ke lokasi spesifik di dalam sel. 

SOD1 berada di sitoplasma, SOD2 di mitokondria, dan SOD3 di 

ruang ekstraseluler. Lokalisasi ini penting karena radikal bebas dapat 

terbentuk di berbagai kompartemen seluler. Superoxide Dismutase 

(SOD) mengkatalisis dismutasi anion superoksida (O2•-) menjadi 

hidrogen peroksida (H2O2) dan oksigen (O2). Reaksi ini penting 

untuk mengurangi stres oksidatif di dalam sel. Hidrogen peroksida 

yang dihasilkan kemudian diuraikan oleh enzim lain seperti katalase 
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atau glutation peroksidase menjadi air dan oksigen.
 26 

Flavonoid 

dapat meningkatkan aktivitas SOD1 dengan merangsang ekspresi 

gen antioksidan endogen, termasuk SOD1, serta melindungi enzim 

ini dari kerusakan oksidatif.  

 

2.2. Melanin 

2.2.1. Definisi Melanin 

Melanin adalah pigmen pengatur warna kulit yang diproduksi 

melalui proses melanogenesis
31

. Melanogenesis adalah proses 

fisiologis yang menghasilan sintesis biopolymer yang menghasilkan 

pigmen berwarna gelap
31

. Melanin disintesis oleh melanosom dan 

organel terkait lisosom dalam melanosit. Melanin berfungsi 

membantu melindungi kulit dari efek berbahaya sinar matahari dan 

bahan kimia
32

. 

 

2.2.2. Peran Melanin terhadap Hiperpigmentasi  

Terdapat dua jenis melanin yaitu eumelanin dan 

pheomelanin
33

. Dalam jalur melanogensesi, terdapat tiga enzim 

utama yang terlibat yaitu tyrosinase, tyrosinase-related protein 1 

(TRP-1, yang biasa disebut gp75 glycoprotein atau gp75), dan 

tyrosinase-related protein 2 (TRP-2, yang biasa disebut dopachrome 

tautomerase atau Dct). Proses melanogenesis dimulai baik dengan 

hidroksilasi fenilalanin menjadi L-tirosin atau langsung oleh L-

tirosin, yang kemudian dihidroksilasi menjadi L-
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dihidroksifenilalanin (L-DOPA). L-DOPA selanjutnya dioksidasi 

menjadi L-DOPAquinone. Kedua reaksi ini dikatalisis oleh 

thyrosinase, yang oleh karena itu merupakan enzim kunci dalam 

melanogenesis 
32–34

. 

Jalur downstream melanogenesis melibatkan penambahan 

intramolekuler dari gugus amino ke TRP-2 sehingga menghasilkan 

DOPAchrome. Setelah pembentukan L-DOPAquinone, jalur 

downstream melanogenesis dibagi menjadi 2 bagian yaitu yang 

mengarah ke sintesis “black-brownish eumelanin” dan “red- yellow 

pheomelanin”. Dalam jalur eumelanogenesis, DOPA  chrome 

secara spontan diubah menjadi 5,6-dihidroksiindol atau secara 

enzimatis diubah menjadi asam 5,6- dihidroksiindol-2-karboksilat 

oleh TRP-2. Akhirnya, polimerisasi indol dan kuinon menghasilkan 

pembentukan eumelanin 
35

. Sintesis pheomelanin bergantung pada 

keberadaan sistein, yang bereaksi dengan L-DOPAquinone 

membentuk sisteinil- DOPA dan selanjutnya diubah menjadi 

kuinolin, kemudian, akhirnya, berpolimerisasi menjadi pheomelanin 

(Gambar 1). Meskipun melanin memainkan peran kunci dalam 

melindungi kulit dari radiasi ultraviolet (UVB) yang berbahaya, 

produksi dan akumulasi melanin yang tinggi secara tidak normal di 

kulit dapat menyebabkan gangguan hiperpigmentasi
33,34

. 
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Gambar 2.2. Skema kaskade tranduksi sinyal melanogenesis
33

 

 

Melanogenesis diatur melalui serangkaian multistep kaskade 

transduksi sinyal yang terkait dengan enzim thyrosinase, TRP-1 dan 

TRP-2 (Gambar 1)
33

. Mekanisme utama regulasi melanin melalui 

paparan radiasi ultraviolet yang menginduksi melanogenesis melalui 

p53
33

. Tumor suppressor protein p53 yang diinduksi radiasi UVB 

secara kritis mengatur ekspresi dan aktivitas tirosinase dan TRP-

1
33,36

. Promotor proopiomelanokortin (POMC) berisi urutan 

konsensus p53, dimana p53 mengikat dan mengatur ekspresi gen 

ini
33

. Aktivasi p53 yang diinduksi paparan UVB menghasilkan 

peningkatan ekspresi POMC, yang kemudian dibelah menjadi 

peptida kecil, seperti ACTH, α-, β-, dan γ-MSH
33

. α -MSH yang 

diturunkan POMC menstimulasi reseptor melanokortin-1 (MC1R) 
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pada melanosit, menghasilkan peningkatan produksi eumelanin. 

Selain itu, radiasi UVB meningkatkan produksi reactive oxygen 

species (ROS) di keratinosit dan melanosit, dan pada konsentrasi 

tinggi ROS menyebabkan kerusakan DNA, mengaktifkan p53 lebih 

lanjut sehingga memicu melanogenesis
33,37

. 

Mekanisme kedua yaitu regulasi intrinsik melanogenesis 

melalui microphtalmia-associated trabscription factor (MITF)
33

. 

Microphtalmia-Associated Trabscription Factor (MITF) adalah 

faktor transkripsi, yang berisi struktur dasar helix-loop-helix-leucine 

zipper (bHLH-LZ) dan bertindak sebagai pengatur utama 

perkembangan melanosit, kelangsungan hidup, dan fungsinya. MITF 

mengatur enzim utama melanogenik seperti tirosinase, TRP-1 dan 

TRP-2
37,38

. Beberapa jalur pensinyalan yang terlibat dalam regulasi 

MITF sebagai berikut: 

1. cAMP-dependent signalling pathway. Setelah reseptor MC1R 

pada melanosit distimulasi oleh α-MSH dan memicu produksi 

cAMP melalui aktivasi adenylyl cyclase. cAMP selanjutnya 

mengaktifkan protein kinase A (PKA), yang memfosforilasi 

protein pengikat elemen respons cAMP (CREB) dan 

mengarahkan pada regulasi MITF
39

. MITF mengatur transkripsi 

gen pigmen yang mengkode melanogenesis-related protein 

(MRP) melalui interaksi dengan M- dan E- box yang ada di 

wilayah promotor tirosinase, TRP-1 dan TRP-2
40

. 
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2. ERK / MAPK signalling pathway. 

Penghambatan mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

akan menghambat pergantian MITF dengan keberadaan 

sikloheksimida, sehingga melibatkan extracellular signal-

regulated kinase (ERK) / MAPK dalam degradasi MITF
41

. 

Dalam jalur ini, interaksi reseptor ligan mengaktifkan protein 

Ras, yang selanjutnya mengaktifkan B-Raf kinase dan akibatnya 

ERK1/2. MAPK memfosforilasi protein MITF yang mengarah 

ke ubiquitination dan degradasi MITF yang mengakibatkan 

penurunan ekspresi gen yang berhubungan dengan 

melanogenesis
42

. 

3. Melanogenesis  yang  dimodulasi akibat sistem  kekebalan.  

Melanosit  adalah faktor aktif dalam sistem kekebalan 

kulit, memainkan peran penting dalam respons imun, dan 

memiliki sifat imunomodulator. Di sisi lain, mediator imun, 

seperti sitokin, secara langsung atau tidak langsung mengatur 

proliferasi, diferensiasi melanosit, dan melanogenesis. Misalnya, 

IL-4 menghambat melanogenesis dan menurunkan ekspresi gen 

terkait melanogenesis melalui aktivasi jalur JAK2-STAT6. IL-6 

menekan melanogenesis dengan mengurangi ekspresi tirosinase 

dan transkrip MITF. TNF-α menghambat melanogenesis 

terutama melalui nuclear factor kappa B (NF-κB) dan 

mengurangi waktu paruh tirosinase. Interferon-gamma (IFN-γ) 
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juga terlibat dalam patogenesis vitiligo, di mana IFN-γ diketahui 

menginduksi apoptosis pada melanosit. Hal ini menghambat 

melanogenesis dengan mengubah ekspresi enzim melanogenik 

dan menghambat pengikatan CREB ke promotor MITF melalui 

STAT1. Selain itu, IFN-γ mempertahankan homeostasis 

pigmentasi kulit dan memediasi hipopigmentasi melalui IRF1, 

yang selanjutnya mengontrol pematangan melanosom dalam 

melanosit. Toll-like receptors (TLRs), yang mengenali pola 

molekuler terkait patogen (PAMP) yang ada dalam mikroba, 

secara negatif juga mengatur melanogenesis. Melanosit manusia 

secara konstitutif mengekspresikan mRNA dan protein untuk 

TLR 2, 3, 4, 5, 7, 9 dan 10, dan TLR ini memainkan peran 

penting dalam modulasi melanogenesis. Namun, mekanisme 

pasti yang digunakan TLR untuk mengontrol melanogenesis 

tidak dipahami dengan jelas. Sebuah studi terbaru menunjukkan 

bahwa TLR9 mengatur melanogenesis melalui aktivasi NF-

κB
43

. 

 

2.3. Ekstrak Beras Hitam 

2.3.1. Definisi Ekstrak Beras Hitam 

Ekstrak beras hitam kaya akan senyawa bioaktif seperti 

antosianin dan flavonoid yang memiliki aktivitas antioksidan yang 

kuat. Antosianin, pigmen alami yang memberikan warna gelap pada 

beras hitam, telah terbukti efektif dalam melawan stres oksidatif 
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dengan cara menetralkan radikal bebas dan mengurangi akumulasi 

spesies oksigen reaktif (ROS). 

 

2.3.2. Peran Ekstrak Beras Hitam sebagai Antioksidan 

Beras hitam telah dilaporkan memiliki sifat antioksidan. 

Ekstrak antosianin beras hitam meningkatkan aktivitas enzim 

antioksidan, mengurangi tingkat ROS, dan mengurangi akumulasi 

malondialdehida pada sel yang terpapar stres oksidatif seperti H2O2. 

Selain itu, ekstrak beras hitam telah terbukti memperpanjang umur, 

meningkatkan resistensi terhadap stres, dan mengurangi akumulasi 

lipofuscin pada organisme seperti C. elegans dengan cara 

meningkatkan aktivitas enzim antioksidan dan menurunkan tanda-

tanda kerusakan oksidatif.
18,19,22,23

 

Kapasitas antioksidan dari ekstrak beras hitam terkait dengan 

kemampuannya untuk mengatur ekspresi gen yang terkait dengan 

jalur penuaan dan respons terhadap stres. Pemberian ekstrak telah 

terbukti menurunkan ekspresi mRNA age-1 dan daf-2 sambil 

meningkatkan tingkat mRNA daf-16 dan meningkatkan ekspresi 

protein antioksidan seperti SOD-3, CTL-1, dan GST-4. Studi 

docking molekuler menyarankan bahwa jalur insulin dapat berperan 

dalam memediasi efek perpanjangan umur antosianin beras 

hitam.
16,19
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2.4. Hiperpigmentasi 

2.4.1. Definisi 

Hiperpigmentasi adalah penuaan dini pada kulit yang 

disebabkan oleh paparan berulang oleh radiasi UVB, terutama dari 

matahari tetapi juga dapat disebabkan oleh sumber UVB buatan. 

Photoaging berbeda dari penuaan intrisnik dimana efek merusak dari 

sinar UVB mengubah struktur kulit normal secara cepat dan 

signifikan
44

. 

 

2.4.2. Proses Hiperpigmentasi 

Hiperpigmentasi akan terjadi apabila kulit terpapar sinar UVB 

secara kronik dan berulang dalam kurun waktu tertentu. Pejanan 

kronis sinar UVB dan UVB sangat berperan dalam terjadinya 

photoaging dan photocarcinogenesis 
45

. Kerusakan kulit pada 

photoaging dapat terjadi pada komponen epidermis, dermis maupun 

jaringan appendages kulit. Salah satu perubahan mikroskopis yang 

terjadi pada lapisan dermis kulit yang mengalami photoaging dapat 

berupa meningkatnya jumlah melanin dan berkurangnya jumlah 

kolagen secara bermakna 
46

. Kolagen merupakan bagian terbesar 

dari lapisan dermis, berkontribusi sekitar 70% dari massa kering 

kulit, sehingga kerusakannya merupakan penyebab utama 

manifestasi penuaan kulit berupa kerutan (wrinkle), hilangnya 

elastisitas, kekenduran (sagging) dan pigmentasi. Pigmentasi kulit 
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disebabkan karena meningkatnya kadar melanin yang sugnifikan 

akibat paparan dari luar.  

Dua regulator utama pada proses pembentukan kolagen oleh 

sel fibroblas adalah transforming growth factor (TGF-β) dan 

activator protein (AP-1). TGF-β merupakan sitokin yang 

merangsang produksi kolagen, sedangkan AP-1 merupakan faktor 

transkripsi yang menghambat produksi kolagen serta merangsang 

pemecahan kolagen. Penuaan ekstrinsik yang terutama disebabkan 

oleh radiasi sinar UVB (photoaging) akan menyebabkan 

peningkatan produksi ROS pada lapisan dermis. ROS tersebut akan 

memicu serangkaian reaksi molekuler berantai sehingga 

meningkatkan pembentukan AP-1 yang akan menstimulasi proses 

transkripsi enzim MMP yang berperan dalam proses degradasi 

kolagen. ROS bersama dengan AP-1 juga memiliki peranan dalam 

menghambat sintesis kolagen dengan cara menghambat reseptor tipe 

2 dari TGF-β. Serangkaian proses tersebut pada intinya akan 

menyebabkan peningkatan pemecahan kolagen serta penurunan 

produksi kolagen yang merupakan dasar patofisiologi dari penuaan 

kulit 
47–50

 Skema patofisiologi penuaan kulit baik ekstrinsik dapat 

diringkas pada gambar 2.6. berikut ini. 
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Gambar 2.3. Skema degradasi kolagen akibat paparan sinar UVB 

 

2.5. Efek Ekstrak Beras Hitam Terhadap Ekspresi Gen SOD dan Jumlah 

Melanin 

Senyawa metabolit sekunder ekstrak beras hitam memiliki aktivitas 

antioksidan dengan menekan kadar ROS.
6,7

 Penelitian sebelumnya 

melaporkan bahwa ekstrak beras hitam menekan aktivitas melanin melalui 

penurunan aktivitas tyrosinase intraseluler. Proses melanogenesis yang 

terhambat akibat inhibisi microphthalmia-associated transcription factor 

melalui jalur ERK, p38, dan fosforilasi Akt.
51

 Enzim SOD diketahui 

memiliki kemampuan dalam mendegradasi ROS menjadi senyawa non 

radikal bagi tubuh sehingga tidak menyebabkan induksi inflamasi dan 

kerusakan oksidatif yang memicu sintesis melanin 
52

. Pengunaan sennyawa 

antioksidan dapat mencegah aktivasi jalur MITF yang menyebabkan 

tyrosinase tidak aktif dan berdampak pada pencegahan produksi melanin 

berlebihan.
53

  

Beberapa penelitian ilmiah telah menunjukkan potensi senyawa 

antioksidan dalam menghambat produksi melanin melalui aktivitas 
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antioksidan dan menghambat enzim tyrosinase 
54

. Penghambatan aktivitas 

tyrosinase oleh antioksidan dapat membantu mengontrol produksi melanin 

dan mencegah terjadinya hiperpigmentasi. Selain itu, antioksidan juga dapat 

memberikan perlindungan terhadap kerusakan DNA oleh sinar UVB
54

. 

Paparan sinar matahari yang berlebihan dapat merusak DNA kulit, yang 

dapat menyebabkan munculnya hiperpigmentasi. Dalam hal ini, potensi 

antioksidan ekstrak beras hitam dapat memberikan perlindungan tambahan 

melalui penangkapan radikal bebas, sehingga mengurangi risiko 

hiperpigmentasi yang disebabkan oleh sinar UV.
7,17,51,55

 

Meskipun terdapat beberapa bukti tentang potensi antioksidan ekstrak 

beras hitam untuk mengurangi hiperpigmentasi melalui aktivitas 

antioksidan, masih diperlukan lebih banyak penelitian ilmiah yang 

mendalam. Hal ini termasuk penelitian terhadap mekanisme aksi yang lebih 

rinci, efektivitas, dan keamanan penggunaannya dalam produk perawatan 

kulit yang ditujukan untuk mengurangi hiperpigmentasi. 
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BAB III   

KERANGKA TEORI, KERANGKA KONSEP, HIPOTESIS 

 

3.1. Kerangka Teori 

Paparan terhadap radiasi UVB akut atau kronis dapat menginduksi 

penuaan kulit dini (hiperpigmentasi), menyebabkan perubahan kolagen 

dermal, hiperpigmentasi, peradangan kulit dan kanker kulit
56,57

. Mekanisme 

molekuler yang terlibat dalam hiperpigmentasi yang diinduksi UVB 

termasuk kerusakan DNA dan produksi ROS sehingga menginduksi jalur 

ATM yang dapat mengaktifkan NF-kB dan p53. Jalur pensinyalan seperti 

p38 MAPK dan Akt peran penting dalam respons terhadap ROS pathway 

yang diinduksi UVB, yang mengarah ke proses melanogenesis melalui jalur 

P53
56

. Protein P53 menginduksi respon sinyal faktor transkripsi MITF yang 

berujung pada ekspresi tirosinase dan TRP-1. Ekspresi kedua molekul 

tersebut memicu akumulasi jumlah melanin pada kulit
58

. Translokasi NF-kB 

akibat stress oksidatif dapat menginduksi transkripsi faktor-faktor inflamasi 

seperti IL-1, IL-6, dan TNF-a yang dapat menginduksi produksi melanin, 

sehingga terjadi hiperpigmentasi.  

Sifat antioksidan ekstrak beras hitam menghambat produksi ROS 

yang diinduksi UVB dan melindungi sel kulit dari stres oksidatif. Ekstrak 

beras hitam diketahui memiliki peran sebagai antioksidan dan antiinflammasi 

dengan menginduksi ekspresi MAPK dan phospoinositide 3-kinase (PI3K). 

PI3K yang teraktivasi akan menginduksi ekspresi AKT dan mengaktifkan 

nuclear factor erythroid 2–related factor 2 (Nrf2).
23,24

 Aktivasi Nrf2 akan 
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bertranslokasi ke nucleus sehingga dapat menginduksi pelepasan enzim-

enzim antioksidan dan menekan produksi ROS. Senyawa ekstrak beras hitam 

juga dapat mengaktifasi STAT3 sehingga dapat menghambat inflamasi. 

Kompleks Nrf2 yang terikat bersama di dalam sitoplasma, ketika teraktivasi 

maka akan melepaskan diri melalui ubiquitinasi dan mentranslokasi ke dalam 

nukleus; kemudian Nrf2 mengaktifkan gen antioksidan (transkripsi gen 

antioksidan) yaitu SOD
59

. Respon antioksidan tersebut berupa mengurangi 

kadar ROS. Penurunan kadar ROS berdampak pada penghambatan aktivasi 

P53 yang kemudian akan mengurangi aktivasi MITF. Penurunan MITF akan 

berdampak pada penghambatan aktivitas tirosinase yang berdampak pada 

penurunan kadar melanin dalam kulit
41,60,61

. 
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Gambar 3.1. Kerangka Teori  
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3.2. Kerangka Konsep 

 

Gambar 3.2. Kerangka Konsep 

 

3.3. Hipotesis 

Terdapat pengaruh pemberian krim ekstrak beras hitam terhadap 

ekspresi gen superoxide dismutase  dan jumlah melanin pada mencit jantan 

galur C57BL/6J model hiperpigmentasi yang diinduksi sinar UVB antar 

kelompok perlakuan dibanding kontrol. 
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BAB IV  

METODE PENELITIAN 

 

4.1. Jenis Penelitian dan Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental in vivo dengan 

menggunakan rancangan penelitian Post Test Only Control Group Design. 

Penelitian ini menggunakan 4 kelompok dengan rincian sebagai berikut: 2 

kelompok perlakuan dan intervensi, 1 kelompok perlakuan yang tidak 

mendapatkan intervensi (kontrol) dan 1 kelompok mencit sehat. Pengukuran 

data dilakukan sesudah intervensi. 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.1. Skema Rancangan Penelitian 

 

Keterangan : 

S : Sampel Penelitian (Mencit) Sehat 

A : Adaptasi 

V : Validasi 

R : Randomisasi 

Perlakuan : K1 : Mencit Sehat 

Perlakuan : K2: Kontrol Negatif (Mencit model hiperpigmentasi 

dengan induksi sinar UVB tanpa permberian terapi) 

S R 

O2 K2 K2 

K1 O1 K1 

O3 K3 

O4 K4 

K3 

K4 

A 
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Perlakuan : K3: Mencit model hiperpigmentasi jaringan dengan induksi 

sinar UVB dengan pemberian krim ekstrak beras hitam 

dosis 7,5%. 

 Perlakuan : K4: Mencit model hiperpigmentasi jaringan dengan induksi 

sinar UVB dengan pemberian krim ekstrak beras hitam 

dosis 15%. 

O : Observasi 

 

4.2. Variabel Penelitian dan Definisi Operasional 

4.2.1. Variabel Penelitian 

4.2.1.1. Variabel Bebas 

Krim ekstrak beras hitam yang diberikan secara topikal 

4.2.1.2. Variabel Terikat  

Ekspresi gen SOD dan jumlah melanin 

4.2.1.3. Variabel Prekondisi 

Paparan sinar UVB  

 

4.2.2. Defenisi Operasional 

4.2.2.1. Ekstrak beras hitam 

Ekstrak beras hitamadalah ekstrak kental etanol dari 

beras hitam kering yang diproduksi dengan metode 

maserasi selama 72 jam dan di evaporasi dengan 

menggunakan rotary vacuum evaporator. Ekstrak beras 

hitam diberikan secara topikal dalam bentuk sediaan krim 

dengan dosis 7,5% dan 10%. 

Satuan: gram 
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Skala: rasio 

4.2.2.2. Ekspresi gen Superoxide Dismutase  

Ekspresi gen Superoxide Dismutase adalah ekspresi 

gen yang memiliki peran dalam mencegah pembentukan 

melanin sebagai penyeimbang akibat tingginya kadar ROS 

iradiasi UVB. Ekspresi SOD diperoleh dari sampel jaringan 

kulit di area penyinaran, diambil dan dilakukan ekstraksi 

RNA untuk di analisis dengan teknik reverse transcriptase-

polymerase chain reaction (RT-PCR) yang dinyatakan 

dalam satuan rasio terhadap housekeeping gen GAPDH. 

Satuan: Rasio mRNA level SOD /GAPDH 

Skala: rasio 

4.2.2.3. Jumlah melanin 

Jumlah melanin adalah jumlah fraksi area melanin yang 

diekspresikan oleh jaringan kulit pada sampel penelitian. 

Jumlah melanin dianalisis menggunakan metode spesifik 

staining Masson Fontana. Hasil positif melanin jika terdapat 

warna kehitaman pada sampel slide jaringan dengan 

pewarna Masson Fontana. Jumlah melanin di sajikan dalam 

bentuk persentase fraksi area/seluruh luas area yang 

diperoleh dengan analisis mengunakan software ImageJ.  

Satuan : persen fraksi area (%) 

Skala: rasio 
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4.2.2.4. Hewan coba hiperpigmentasi 

Hewan model hiperpigmentasi adalah hewan model 

yang mengalami hiperpigmentasi akibat induksi sinar UVB 

dengan panjang gelombang sebesar 302 nm dan MED 390 

mJ/cm
2 

yang dipapar sekitar 15 menit/hari selama 3 kali 

seminggu, hingga 2 minggu dengan jarak lampu 15 cm. 

Hewan model hiperpigmentasi dilakukan validasi 

pembentukan melanin pada hari ke-15 dengan pewarnaan 

Masson Fontana.  

 

4.3. Subjek Penelitian dan Sampel Penelitian 

4.3.1. Subjek Penelitian 

Subjek pada penelitian ini adalah mencit jantan galur 

C57BL/6J  berusia 2-3 bulan dengan bobot badan 200-250 gram 

yang dinyatakan sehat dan layak digunakan untuk penelitian yang 

dipapar sinar UVB sebesar 302 nm dan MED 390 mJ/cm
2
 yang 

dipapar sekitar 15 menit/hari selama 3 kali seminggu, hingga 2 

minggu dengan jarak lampu 20 cm.  

 

4.3.2. Sampel Penelitian 

4.3.2.1. Kriteria Inklusi 

Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah sebagai 

berikut  

1. Kondisi sehat.  
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2. Mencit belum pernah digunakan untuk penelitian 

sebelumnya. 

4.3.2.2. Kriteria Eksklusi 

Mencit putih jantan galur C57BL/6J dengan kriteria: 

1. Mencit sakit selama penelitian yang terlihat dengan 

aktivitas mencit melemah 

4.3.2.3.  Kriteria Drop Out 

Mencit mati atau infeksi selama penelitian 

4.3.3. Cara Penentuan Sampel Penelitian 

Pengambilan sampel pada penelitian ini dengan menggunakan 

cara Randomized Sampling. Mencit putih jantan galur C57BL/6J  

dibagi menjadi 4 kelompok yaitu kelompok Sehat (mencit sehat 

tanpa penuaan dini akibat paparan UVB), Kontrol negatif (mencit 

model yang dipapar UVB dan tidak diberi perlakuan), Perlakuan 1 

(mencit model dipapar UVB dan diberi krim ekstrak beras hitam 

secara topikal dosis 7,5%) dan Perlakuan 2 (mencit model dipapar 

UVB dan diberi krim ekstrak beras hitam secara topikal dosis 15%).  

 

4.3.4. Besar Sampel  

Besar sampel dilakukan dengan rumus sampel eksperimental 

dari Federer yaitu (t-1)(n-1) ≥ 15 sehingga didapat hasil 15. 

Keterangan untuk nilai t adalah banyaknya perlakuan dan n adalah 

banyaknya sampel setiap perlakuan. 
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Rumus Federer  : (t-1)(n-1) ≥ 15 

Sampel tiap Kelompok : (4-1)(n-1) ≥ 15 

3n-3 ≥ 15 

3n ≥ 15+3 

 n ≥ 6 

Perhitungan dengan menggunakan rumus federer didapatkan 

jumlah mencit 6 ekor perkelompok. Jumlah sampel yang digunakan 

peneliti yaitu minimal 6 ekor mencit perkelompok.  

 

4.4. Alat dan Bahan 

4.4.1. Alat  

Pelitian ini menggunakan beberapa peralatan untuk membuat 

hewan model antara lain berupa UV light (broadband dengan puncak 

emisi 302 nm) dengan energi 390 mJ/cm2, pisau cukur, kandang 

paparan, kandang pemeliharan, tempat air minum mencit dan 

pemotong rambut. Alat yang digunakan untuk pengumpulan data 

adalah vacutainer, tabung hematokrit, pot 5 mL, 6 mm biopsy punch, 

sentrifus, mikropipet, 1000 uL micropipet tip, dan vial tube 1,5 mL.  

Alat yang digunakan untuk analisis data antara lain microplate 

reader, mikroskop, staining jar, coated desk glass, cover glass, dan 

laptop. 
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4.4.2. Bahan 

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari bahan 

untuk perlakuan seperti ekstrak beras hitam, water base krim, 

ketamin, xylazine, etanol, akuades, pakan mencit, dan chloroform. 

 

4.5. Cara Penelitian 

4.5.1. Perolehan Ethical Clearance 

Ethical clearence penelitian diajukan Fakultas Kedokteran 

Universitas Islam Sultan Agung Semarang. 

 

4.5.2. Pembuatan Krim ekstrak beras hitam  

Ekstrak berat hitam ditimbang 1,5 gram dan dicampur secara 

homogen dengan basis krim sebanyak 10 gram. Pembuatan 

dilakukan dalam kondisi aseptis hingga membentuk campuran 

homogen dari karaketristik pengamatan dibawah mikroskop. 

 

4.5.3. Model Hiperpigmentasi dengan Paparan UVB 

1. Mencit yang sudah diadaptasi selama lima hari dibius dengan 

dengan campuran ketamine (60mg/kgbb) dan xylasine 

(20mg/kgbb). 

2. Rambut pada bagian dorsal mencit potong hingga bersih dengan 

ukuran 5x5 cm 

3. Punggung mencit dipapar dengan UV light (broadband dengan 

peakemission 302 nm) dengan dosis minimal erythema 390 

mJ/cm2/hari yang dipapar sekitar 15 menit/hari selama 3 kali 
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seminggu dengan jarak lampu 15 cm selama 2 minggu. 

Pemberian krim ekstrak beras hitam  dilakukan pada jam yang 

sama setiap hari yaitu jam 9 pagi dimulai pada hari ke-nol. 

4. Mencit Perlakuan 1 dan Perlakuan 2 kemudian diberi perlakuan 

secara topikal menggunakan krim ekstrak beras hitam dengan 

dosis 7,5% dan 15% sebanyak 100mg tiap mencit yang 

diberikan satu kali sehari selama 15 hari selama penyinaran UV-

B. 

 

4.5.4. Pembuatan Blok Parafin 

1. Dehidrasi  

Masukan potongan jaringan dalam alcohol bertingkat 

dari30%, 40%, 60%, 50%, 70%, 80%, 90%, 96% (bertingkat) 

untuk mengeluarkan cairan dari dalam jaringan. Masukan 

jaringan ke dalam larutan alcohol-xylol selama 1 jam kemudian 

masukan jaringan pada larutan xylol murni selama 2 x 2 jam.  

2. Parafinisasi dan Embedding 

Masukan jaringan dalam parafin cair selama 2 x 2 jam. 

Tunggu hingga parafin memadat, potong jaringan dalam parafin 

setebal 4 mikron dengan mikrotom. Hasil dari potongan jaringan 

ditempelkan pada object glass yang sebelumnya telah diolesi 

polilisin sebagai perekat. Masukan jaringan pada kaca obyek 

deparafinasi dalam inkubator dan dipanaskan dengan suhu 56-

58°C hingga parafin mencair. 
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4.5.5. Validasi dan Analisis Peningkatan Jumlah Melanin 

Menggunakan Pengecatan Melanin 

Jaringan kulit di potong secara membujur untuk pengamatan 

histologis secara lengkap. Pembuatan preparat jaringan dilakukan di 

Laboratorium Kesehatan Hewan Jawa Tengah. Pengecatan melanin 

dilakukan dengan menggunakan protokol pengecatan Fontana-

Masson dengan tahapan pertama deparafinisasi slide jaringan dengan 

pemanasan cairan bouin ke 54-64ºC. Inkubasi slide dalam Bouin's 

Fluid yang dipanaskan selama 60 menit dan dinginkan selama 10 

menit, dilanjutkan dengan inkubasi slide di hematigoksin besi 

weigert selama 5 menit. Inkubasi slide dalam larutan Biebrich 

Scarlet / Acid Fuchsin selama 15 menit dan inkubasi dalam larutan 

asam fosfomolibdat / fosfotungstat selama 10-15 menit, dilanjutkan 

dengan inkubasi slide dalam larutan Aniline Blue selama 5-10 menit. 

Inkubasi slide dalam larutan asam asetat selama 3-5 menit dan 

diamati di bawah mikroskop. Apabila terdapat peningkatan jumlah 

melanin secara signifkan di bandingkan kelompok sehat yang di 

tandai dengan munculnya warna kehitaman pada bagian epidermis.
21 

 

4.5.6. Pengambilan Sampel Jaringan 

Pengambilan jaringan kulit dilakukan pada hari ke 15 setelah 

hari pertama pemberian perlakuan. Seluruh mencit dimatikan 

terlebih dahulu dengan cara servikal dislokasi sebelum jaringan 

diambil. Jaringan diambil menggunakan biopsi punch 6 mm di 
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bagian kulit yang terpapar UVB. Sampel jaringan dibagi menjadi 

dua dan dilakukan pemotongan dengan arah pemotongan jaringan 

vertikal, sehingga bisa didapatkan semua lapisan jaringan kemudian 

difiksasi dengan direndam dalam formalin 10% selama 24 jam. Dan 

dimasukkan didalam RNA later. Jaringan yang dimasukkan ke dalam 

formalin selama 24 jam kemudian disimpan pada tabung yang berisi 

alkohol 70% dan disimpan di suhu ruang sampai proses pembuatan 

preparat parafin. Sampel yang dimasukkan ke dalam RNA later 

kemudian dimasukkan ke dalam freezer hingga proses analisis data.  

 

4.5.7. Analisis Kuantitatif Ekspresi gen SOD menggunakan RT-PCR 

1. Ekstraksi RNA dan sintesis cDNA
62 

Isolasi RNA jaringan kulit 

dilakukan dengan menggunakan reagen TRIzol®, (Invitrogen 

Life Technologies) dan pembuatan cDNA menggunakan iScript 

cDNA Syntesis Kit (Bio-Rad iScript gDNA Clear cDNA 

synthesis Kit Catalog) menggunakan Reverse Transcriptase PCR 

(RT-PCR) thermal cycler C1000 (Bio-Rad).  

2. Penentuan ekspresi gen SOD diamplifikasi dengan menggunakan 

Teknik PCR-RFLP, menggunakan PCR 2x PCR Master mix 

solution (iNtRON®, nomer katalog 25027) di dalam tabung vial 

0,2 mL dengan volume total 50 uL untuk 1 sampel. PCR 

dilakukan menggunakan siklus termal DNA: Terapan Biosistem 

Veriti. 
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3. Perhitungan ekspresi gen
 
Ekspresi gen SOD dihitung dalam nilai 

rasio dibandingkan dengan ekpresi house keeping gen GAPDH 

sehingga satuan perhitungan adalah rasio mRNA level ekpresi 

gen terhadap ekspresi gen house keeping. 
 

 

4.6. Tempat dan Waktu Penelitian 

Penelitian dilakukan di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research, 

Semarang, Jawa Tengah. Penelitian dilakukan pada April – Juni 2024. 

 

4.7. Analisa Data 

Data yang diperoleh dari penelitian ini selanjutnya dilakukan uji 

deskriptif menggunakan skala data rasio. Analisis normalitas dan variasi  

data kemudian dilakukan menggunakan uji Shapiro Wilk dan Levene’s Test. 

Pada penelitian ini didapatkan sebaran dan varian data normal (p>0,05) dan 

homogen  (p>0,05), maka dilakukan uji beda One Way Anova. Jika terdapat 

perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah uji 

One Way Anova, maka dilanjutkan dengan uji Post Hoc LSD untuk 

mengetahui signifikansi perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai 

signifikansi p<0,05 menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar 

kelompok penelitian. Jika didapatkan sebaran dan varian data normal 

(p>0,05) dan tidak homogen (p<0,05), maka dilakukan uji beda One Way 

Anova. Jika terdapat perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok 

penelitian setelah uji One Way Anova, maka dilanjutkan dengan uji Post 

Hoc Tamhane. Nilai signifikansi p<0,05 menunjukkan terdapat perbedaan 
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yang signifikan antar kelompok penelitian. Jika didapatkan sebaran data 

tidak normal (p<0,05), maka dilakukan uji Kruskal Wallis. Jika terdapat 

perbedaan signifikan (p<0,05) pada semua kelompok penelitian setelah uji 

Kruskal Wallis, maka dilanjutkan dengan uji Mann Whitney untuk 

mengetahui signifikansi perbedaan antar kelompok penelitian. Nilai 

signifikansi p<0,05 menunjukkan terdapat perbedaan yang signifikan antar 

kelompok penelitian. Pengolahan analisis data pada penelitian ini 

menggunakan aplikasi dekstop SPSS 26.0 for Windows. 
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4.8. Alur Penelitian 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 4.2. Alur Penelitian 

Randomisasi 

Kelompok K4  

 

Hari ke 15 pengambilan sampel jaringan kulit setelah penyinaran 

Mencit sehat 

dan pakan 

standart  

24 mencit C57BL/6J sehat diadaptasi selama 7 hari 

Kelompok K1 Kelompok K2 Kelompok K3 

Kontrol negatif 

mencit diberi 

paparan UVB 

Kelompok perlakuan 

I, Mencit diberi 

paparan sinar UVB 

Pengecekan ekspresi gen SOD dan jumlah melanin  

Analisis Data 

Mencit Penyinaran UVB 390mj/cm2 3x seminggu selama 15menit 

dengan jarak 20cm, pada minggu ke 1 dan ke 2 

Base krim 
Krim ekstrak beras 

hitam 7,5% 

Kelompok perlakuan 

I, Mencit diberi 

paparan sinar UVB 

Krim ekstrak beras 

hitam 15% 

Pengamatan eritema dan hiperpigmentasi  
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BAB V 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji pengaruh krim ekstrak beras hitam 

terhadap ekspresi gen superoxide dismutase dan jumlah melanin pada kulit mencit 

hiperpigmentasi akibat paparan sinar UVB. Penelitian ini menggunakan metode 

penelitian eksperimental yang dilakukan dari bulan Juni 2024 hingga Agustus 

2024 di Laboratorium Stem Cell and Cancer Research Indonesia. Subjek 

penelitian ini adalah mencit jantan galur B6J dengan berat 200 – 250 gram dan 

berumur 2 – 2,5 bulan yang diberi paparan UVB light 302 nm dengan intensitas 

energi 390 mJ/cm
2
 selama 15 menit 3x seminggu selama 2 minggu dan 

dilanjutkan dengan pemberian krim ekstrak ektrak beras hitam 7,5% dan 15% 

selama 15 hari berturut-turut sebelum paparan sinar UVB. Penelitian ini 

menggunakan mencit jantan galur B6J yang merupakan salah satu hewan coba 

yang paling sering digunakan sebagai model dalam penelitian karena memiliki 

struktur kulit mirip kulit manusia.
 
Pengunaan hewan model jantan bertujuan untuk 

mencegah faktor perancu hormonal yang dapat mempengaruhi pelepesan enzim 

antioksidan seperti SOD dan proses produksi melanin. Penelitian ini 

menggunakan sampel sebanyak 24 ekor mencit jantan galur B6J dan tidak ada 

drop out selama penelitian selama berlangsung. Penelitian terdiri dari 4 kelompok 

yang terdiri dari 1 kelompok sehat, 1 kelompok mencit kontrol negatif, 2 

kelompok perlakuan. Kelompok mencit sehat merupakan mencit sehat tanpa 

perlakuan dan tanpa intervensi. Kelompok kontrol negatif mendapatkan krim 

basis tanpa ekstrak beras hitam. Kelompok perlakuan pertama (K1) mendapatkan 
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krim ekstrak beras hitam 7,5% dan kelompok perlakuan kedua (K2) mendapatkan 

krim ekstrak beras hitam 15% selama 15 hari berturut-turut. Pemberian krim 

ekstrak beras hitam dilakukan secara topikal di area kulit yang dipapar UVB 

secara merata. 

5.1. Hasil Penelitian 

5.1.1. Ekstraksi Beras Hitam dan Uji Kualitatif Skrining Fitokimia  

Ekstrak beras hitam pada penelitian ini diperoleh melalui 

metode maserasi dengan pelarut etanol, menghasilkan rendemen 

sebesar 8,70%. Ekstrak tersebut memiliki karakteristik kental, 

beraroma batang, dan berwarna coklat kehitaman. Selanjutnya, 

dilakukan analisis skrining fitokimia kualitatif pada ekstrak kental 

tersebut. Hasil skrining menggunakan reagen spesifik menunjukkan 

bahwa ekstrak beras hitam positif mengandung senyawa flavonoid, 

alkaloid, steroid, dan tanin. Penelitian ini juga menentukan total 

flavonoid dalam ekstrak menggunakan metode spektrofotometri. 

Pada konsentrasi 1000 ppm, ekstrak mengandung flavonoid sebesar 

90,304,02 mg/100g. Ekstrak beras hitam ini juga mengandung total 

fenolik 14,640,40mg/100g yang terbukti memiliki aktivitas 

antioksidan kuat dengan nilai IC50 sebesar 67,988,16 ppm. Hasil 

ini menunjukkan bahwa senyawa flavonoid yang terkandunng dalam 

ekstrak beras hitam mengandung flavonoid dengan kadar tinggi.  
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Tabel 5.1. Uji skrining fitokimia ekstrak beras hitam 

Parameter Uji Hasil Uji (Kualitatif) Metode 

Alkaloid Positif Wagner 

Saponin Negatif Forth 

Tanin Positif FeCl3 1% 

Flavonoid Positif Wilstater  

Steroid Positif 
Liebermann-

Burchard 

 

Tabel 5.2. Uji analisis kuantitaif kandungan ekstrak beras hitam 

Parameter Uji Hasil Uji (Kualitatif) 

Uji flavonoid total - 

spektrofotometri 
90,30±4,02mg/100g 

Uji fenolik total - 

spektrofotometri 

14,64±0,40 mg/100g 

Uji antioksidan – DPPH 

(IC50) 

67,98±8,16 ppm 

 

Pada penelitian ini hewan model hiperpigmentasi yang di 

papar irradiasi UVB 390 mJ/cm
2
 terlihat perbedaan visual warna 

kulit mencit setelah hari ke 14 penyinaran sinar UVB. Hasil kulit 

pada kelompok perlakuan UVB menunjukan terbentuk warna hitam 

pada bagian kulit (Gambar 5.1). Kondisi patogenesis 

hiperpigmentasi terkait paparan sinar UVB, salah satu indikator 

terpenting adalah melanogenesis. Melanin, dapat menyerap radiasi 

UVB dan memberikan fotoproteksi serta berinteraksi dengan 

keratinosit dalam proses sintesis melanin. Sintesis melanin 

berlebihan menginduksi kerusakan kulit dan hiperpigmentasi.  
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Gambar 5.1. Morfologi kulit hewan model diamati secara visual sebelum 

dan sesudah paparan UVB. 

 

5.1.2. Efek Pemberian Krim Ekstrak Beras Hitam Terhadap Ekspresi 

Gen SOD Pada Mencit Galur B6J Model Hiperpigmentasi Yang 

Dipapar UVB 

Pada penelitian ini dilakukan analisis ekspresi gen SOD pada 

kulit mencit dengan metode qRT-PCR pada hari ke-15 penelitian. 

Ekspresi gen SOD dianalisis pada ke 24 hewan model mencit pada 

setiap kelompok dan dilakukan analisis statistika uji normalitas 

saphiro wilk dan uji homogenitas levene test (Tabel 5.3). 
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Tabel 5.3. Data hasil Penelitian Ekspresi Gen SOD dan Jumlah 

Melanin 

Variabel   Kelompok  pvalue 

 Kontrol 

sehat=6 

Mean±SD 

Kontrol 

negatif n=6 

Mean±SD 

Krim Ekstrak 

Beras Hitam 7,5% 

n=6 Mean±SD 

Krim Ekstrak 

Beras Hitam 15% 

n=6 Mean±SD 

Ekspresi gen SOD 1,03±0,02 0,70±0,21 1,39±0,14 1,46±0,11 

Saphiro wilk 0,122* 0,139* 0,769* 0,231* 

Levene test    0,001 

One way ANOVA    0,003*** 

Jumlah Melanin 5,98±0,26 14,38±0,70 10,16±0,94 8,72±0,95 

Shapiro wilk 0,717* 0,366* 0,188* 0,846* 

Levene test    0,328** 

One way ANOVA    0,001*** 

Keterangan :  

*Uji Saphiro Wilk (p > 0,05 = normal) 

** Levene’s Test (p > 0,05 = homogen) 

*** one way ANOVA (p < 0,05 = ada beda makna)  

  

Berdasarkan hasil penelitian yang ditunjukkan pada tabel 5.3. 

Rerata ekspresi gen SOD di kelompok krim ekstrak beras hitam 

(KEBH) dosis 15% yang tertinggi pada kelompok perlakuan yaitu 

1,46±0,11, kemudian diikuti oleh rerata ekspresi gen SOD di 

kelompok KEBH 7,5% (1,39±0,14). Ekspresi gen SOD pada 

kelompok sehat (1,03±0,02) dan kelompok kontrol negatif  

(0,70±0,21) memiliki nilai lebih rendah dari kelompok sehat yang 

membuktikan bahwa paparan sinar UVB menurunkan ekspresi gen 

SOD. Data ekspresi gen SOD pada semua kelompok penelitian 

terdistribusi normal yang ditunjukan dengan hasil Shapiro Wilk 

diperoleh nilai p>0,05. Data penelitian ekspresi gen SOD memiliki 

varian data yang tidak homogen ditunjukkan dengan hasil Levene’s 

Test dengan nilai p=0,001 (p<0,05).  Distribusi dan varian data 

ekspresi gen SOD adalah normal dan tidak homogen, maka 
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dilakukan analisis statistik parametrik dengan uji one way ANOVA 

menghasilkan nilai p=0,003 (p<0,05) sehingga dinyatakan terdapat 

perbedaan rerata ekspresi gen SOD yang signifikan di antara 

keempat kelompok (Gambar 5.1).  Berdasarkan hasil uji one way 

ANOVA menunjukkan bahwa pemberian KEBH dapat menurunkan 

ekspresi gen SOD secara efektif pada dosis 15% pada mencit B6J 

model hiperpgimentasi yang diinduksi UVB.  

 
Gambar 5.2. Grafik ekspresi gen SOD pada seluruh kelompok 

penelitian. Rata-rata  SD, * (p<0,05): berbeda signifikan. 

 

Tabel 5.4. Uji post hoc Tamhane ekspresi gen SOD pada masing-

masing Kelompok 

Kelompok Kelompok Perbandingan Sig 

Kontrol sehat Kontrol negatif 0,695 

 Krim ekstrak beras hitam 7,5% 0,270 

 Krim ekstrak beras hitam 15% 0,063 

Kontrol negatif Krim ekstrak beras hitam 7,5% 0,042* 

 Krim ekstrak beras hitam 15% 0,036* 

Krim ekstrak beras 

hitam 7,5% 

Krim ekstrak beras hitam 15% 1,000 

Tanda * menunjukkan kelompok yang berbeda signifikan. 
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Berdasarkan data di atas didapatkan perbandingan rerata 

kontrol sehat dengan kontrol negatif memiliki nilai signifikan 

p=0,695 (p>0,05) yang berarti tidak terdapat perbedaan yang 

signifikan. Kelompok kontrol negatif menunjukkan kecenderungan 

penurunan ekspresi SOD. Namun, hasil ini tidak menunjukkan 

perbedaan yang signifikan dibandingkan dengan kelompok kontrol 

sehat. Hal ini disebabkan oleh adanya tumpang tindih nilai ekspresi 

antara kedua kelompok, yang ditandai dengan rentang kesalahan 

(error bar) yang besar, sehingga menghasilkan perbedaan yang tidak 

signifikan secara statistik. Perbandingan kelompok kontrol negatif 

terhadap krim ekstrak beras hitam 7,5% memiliki nilai signifikan 

p=0,042 (p>0,05) dan terhadap krim ekstrak beras hitam (0,042) 

yang berarti terdapat perbedaan yang signifikan. Kelompok krim 

ekstrak beras hitam 7,5% terhadap krim ekstrak beras hitam 15% 

memiliki nilai p=1,000 (p>0,05) yang berarti tidak ada perbedaan 

yang bermakna. Secara keseluruhan pemberian krim ekstrak beras 

hitam dapat meningkatkan ekspresi gen SOD secara efektif dosis 

15% pada mencit B6J model hiperpigmentasi yang diinduksi UVB.  
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5.1.3. Efek Pemberian Krim Ekstrak Beras Hitam Terhadap Jumlah 

Melanin Pada Mencit Galur B6J Model Hiperpigmentasi Yang 

Dipapar UVB 

Berdasarkan hasil penelitian yang ditunjukkan pada tabel 5.2. 

Rerata jumlah melanin di kelompok sehat yang terendah 

(5,98±0,26). Pada kelompok kontrol negatif terjadi peningkatan 

jumlah melanin tertinggi hingga 14,38±0,70. Pemberian krim ekstrak 

beras hitam 7,5% dan 15% memiliki trend yang berbeda yaitu 

menurunkan jumlah melanin. Pada krim ekstrak beras hitam 7,5% 

mengalami penurunan jumlah melanin menjadi 10,16±0,94 dan pada 

kelompok krim ekstrak beras hitam 15% menurunkan jumlah 

melanin hingga 8,72±0,95. Hasil uji normalitas dengan Shapiro-wilk 

diperoleh data pada semua kelompok penelitian terdistribusi normal 

dengan nilai p>0,05. Data penelitian jumlah melanin memiliki varian 

data yang homogen ditunjukkan dengan hasil Levene’s Test dengan 

nilai p=0,328 (p>0,05). Distribusi dan varian data jumlah melanin 

adalah terdistribusi normal dan homogen, maka dilakukan analisis 

statistik parametrik dengan uji one way ANOVA menghasilkan nilai 

p=0,001 (p<0,05) sehingga dinyatakan terdapat perbedaan rerata 

jumlah melanin yang signifikan di antara keempat kelompok 

(Gambar 5.2). Hasil uji one way ANOVA yang signifikan dilanjutkan 

dengan uji post hoc LSD untuk melihat kelompok mana yang paling 

berpengaruh.  
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Gambar 5.3. (A) Gambaran mikrsokopis pewarnaan melanin pada sampel 

kulit mencit dan (B) Grafik jumlah melanin pada Seluruh kelompok 

Penelitian. Rata-rata  SD, * (p<0,05): berbeda signifikan. 

 

  

A 

B 
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Tabel 5.5. Uji post hoc LSD jumlah melanin pada masing-masing 

Kelompok 

Kelompok Kelompok Perbandingan Sig 

Kontrol sehat Kontrol negatif 0,001* 

 Krim ekstrak beras hitam 

7,5% 

0,001* 

 Krim ekstrak beras hitam 15% 0,021* 

Kontrol negatif Krim ekstrak beras hitam 

7,5% 

0,001* 

 Krim ekstrak beras hitam 15% 0,001* 

Krim ekstrak beras 

hitam 7,5% 

Krim ekstrak beras hitam 15% 0,201 

Tanda * menunjukkan kelompok yang berbeda signifikan. 

 

Berdasarkan data di atas didapatkan perbandingan rerata 

kontrol normal dengan kontrol negatif memiliki nilai signifikan 

p=0,001 (p<0,05) yang berarti terdapat perbedaan yang signifikan. 

Perbandingan kelompok kontrol negatif terhadap krim ekstrak beras 

hitam 7,5% memiliki nilai signifikan p=0,001 (p<0,05) dan terhadap 

kelompok krim ekstrak beras hitam 15% juga memiliki nilai p<0,05 

(0,001), hal ini menunjukan antara kelompok tersebut terdapat 

perbedaan yang signifikan. Kelompok krim ekstrak beras hitam 

7,5% dan 15% memiliki nilai p=0,201 (p>0,05) yang berarti tidak 

ada perbedaan yang signifikan. Secara keseluruhan pemberian krim 

ekstrak beras hitam 15% dapat menurunkan jumlah melanin secara 

signifikan jika di bandingkan dengan kelompok kontrol negatif pada 

pada mencit B6J model hiperpigmentasi yang diinduksi UVB.  
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5.2. Pembahasan Hasil Penelitian 

Sinar UVB menyebabkan kerusakan oksidatif DNA akibat 

peningkatan radikal bebas (ROS) yang ditandai dengan penurunan berbagai 

enzim antioksidan
63

. Peningkatan kadar ROS menginduksi ekspresi sirtuins 

1 (Sirtl1) yang akan mengaktifkan protein PPARγ coactivator 1α (PGC-1a). 

Aktifasi PGC-1a menginduksi ubiquitinasi kelch-like ECH-associated 

protein 1 (Kaep1), jika Kaep1 terikat dengan Nrf2 maka akan mengaktifkan 

ekspresi enzim antioksidan SOD.
64

 SOD1 telah terbukti memiliki efek 

penghambatan pada melanogenesis yang diinduksi oleh UVB, yaitu proses 

produksi melanin di kulit.
65

 Dalam sebuah studi yang melibatkan mencit 

hairless HRM-2 yang memiliki melanin, teramati bahwa paparan UVB 

meningkatkan kandungan melanin, yang mengarah pada hiperpigmentasi.
66

 

Pemberian suatu senyawa antioksidan terbukti menigkatkan SOD1 secara 

signifikan sehingga menghambat peningkatan produksi melanin, 

menunjukkan bahwa SOD1 dapat melawan hiperpigmentasi yang diinduksi 

oleh UVB dengan mengurangi kandungan melanin.
21,66

 Hasil penelitian 

tersebut linier dengan penelitian ini, dimana krim ekstrak beras hitam yang 

terbukti mengandung berbagai senyawa metabolit sekunder seperti 

flavonoid, alkaloid, steroid, dan tannin secara signifikan meningkatkan 

ekspresi gen SOD pada dosis 7,5% dan 15%, serta menurunkan jumlah 

melanin secara siginifkan pada dosis 7,5% dan 15%. Peningkatan aktivitas 

lebih optimal pada dosis yang lebih besar yaitu dosis 15%.  
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Penelitian-penelitian sebelumnya telah mengkonfirmasi bahwa ektrak 

yang mengandung flavonoid mampu menurunkan dan menjaga 

keseimbangan kadar ROS dengan cara meningkatkan pembentukan 

antioksidan.
67,68

 Regulasi keseimbangan antara level ROS dan antioksidan 

sangat penting dalam beberapa jalur transduksi sinyal seluler diantaranya 

pengaturan diferensiasi, proliferasi, migrasi, kelangsungan hidup, dan 

apoptosis
69

. SOD atau adalah enzim yang secara bergantian mengkatalisis 

dismutasi superoksida (O−2) radikal menjadi molekul oksigen (O2) dan 

hidrogen peroksida (H2O2). Superoksida diproduksi sebagai produk 

sampingan dari metabolisme oksigen dan, jika tidak diatur, menyebabkan 

banyak jenis kerusakan sel. Dengan demikian, SOD merupakan pertahanan 

antioksidan penting di semua sel hidup yang terpapar oksigen radikal
25,70

. 

Telah dilaporkan bahwa superoxidative dismutase (SOD) adalah salah satu 

faktor kunci yang mengurangi produksi melanin yang disebabkan oleh 

iradiasi UV. Penelitian sebelumnya membuktikan bahwa iradiasi UVB 

mampu menekan SOD1 secara signifikan, sedangkan diinduksi oleh paparan 

UVB yang terus menerus dapat mengakibatkan stres fotooksidatif 

kronis
71,72

. Penelitian lain juga menunjukkan bahwa peningkatan SOD dapat 

menekan proses melanogenesis melalui jalur Tyrosinase
71

. Pemberian 

senyawa antioksidan dapat menurunkan stress oksidatif sehingga 

menunjukkan efek protektif yang baik pada kulit. Penurunan stres oksidatif 

akibat paparan sinar UVB akut dapat dicegah dengan berbagai senyawa 

yang mampu menyeimbangkan radikal seperti senyawa flavonoid, alkaloid, 
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dan tanin
 73

. Pada penelitian ini senyawa antioksidan tersebut terbukti positif 

pada ekstrak beras hitam, dengan konsentrasi flavonoid total 497,95 

mg/100g. Adanya kandungan senyawa flavonoid tersebut terbukti dapat 

meningkatkan ekspresi gen SOD dan menurunkan jumlah melanin pada 

kulit mencit model hiperpigmentasi yang terpapar sinar UVB. 

Pada penelitian ini pemberian krim ekstrak beras hitam secara 

signifikan meningkatkan ekspresi gen SOD dan menurunkan jumlah 

melanin secara signifikan pada kedua dosis yaitu dosis 7,5% dan 15%. 

Pemberian krim ekstrak beras hitam 7,5% dan 15% meningkatkan ekspresi 

gen SOD sebesar rasio 1,39 dan 1,46 pada kulit mencit model 

hiperpigmentasi yang induksi sinar UVB. Peningkatan ekspresi gen SOD ini 

sejalan dengan penurunan jumlah melanin, dimana pada krim ekstrak beras 

hitam dosis 15% terefektif meningkatkan ekspresi gen SOD dan 

menurunkan jumlah melanin. Hal ini membuktikan bahwa konsentrasi 

efektif krim ekstrak beras hitam dalam meningkatkan ekspresi gen SOD dan 

menurunkan jumlah melanin pada kulit mencit hiperpigmentasi yang 

diinduksi sinar UVB adalah pada konsentrasi 15%. Penelitian sebelumnya 

telah mengkonfirmasi bahwa senyawa antioksidan seperti flavonoid mampu 

menurunkan dan menjaga keseimbangan kadar ROS dengan cara 

meningkatkan pembentukan enzim antioksidan seperti SOD
74–77

. Regulasi 

keseimbangan antara level ROS dan antioksidan sangat penting dalam 

beberapa jalur transduksi sinyal seluler diantaranya pengaturan penekanan 
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inflamasi
69

. SOD adalah enzim yang secara bergantian menngubah H2O2 

menjadi H2O dan O2
78

.  

Senyawa metabolit sekunder dari ekstrak tanaman terbukti 

menghambat pelepasan stress oksidatif, mencegah berberbagai aktifasi 

faktor transkripsi seperti NF-kB, meningkatkan ekspresi enzim antioksidan 

dengan meningkatkan ekspresi NF-E2-related factor 2 (Nrf2)-Kelch-like 

ECH-associated protein 1 (Keap1) (Nrf-Kaep1 pathway) 
79–82

. inhibisi NF-

kB juga dapat menginduksi jalur IL-10 STAT3 
83

. Protein STAT3 akan 

masuk ke nucleus dan mencegah mengaktivasi sekuens mRNA SOSC3 yang 

kemudian akan diekspresikan secara intraseluler dan dapat menekan jalur 

pensinyalan proinflamasi, yaitu NF-κB. Penekanan pada jalur NF-κB akan 

menyebabkan penurunan ekspresi MITF sehingga akan menekan enzim 

tyrosinase untuk merubah L-DOPA menjadi melanin
84,85

. Penghambatan 

ekspresi NF-kB dengan senyawa antioksidan seperti flavonoid pada krim 

ekstrak kulit beras hitam dapat menekan stress oksidatif sehingga 

menghambat produksi melanin.
67,86

 Penelitian sebelumnya melaporkan 

bahwa flavonoid meningkatkan ekspresi Nrf2 yang menginduksi produksi 

berbagai enzim antioksidan superoxide dismutase, katalase, dan glutation 

peroksidase 
87,88

. Kondisi tersebut menekan ROS dan menghambat aktivasi 

NF-kB untuk mengaktifkan jalur sintesis melanin
89,90

. struktur C-6 pada 

flavonoid menghambat ekspresi NF-kB signaling pathway 
91

.  Secara 

keseluruhan penelitian ini sudah berhasil membuktikan bahwa krim ekstrak 

beras hitam memiliki fungsi sebagai antioksidan yang dapat melindungi 
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kulit akibat radikal bebas dari UVB akut. Perlu dilakukan penelitian lebih 

lanjut untuk pengembangan penggunaan krim ekstrak beras hitam dosis 

15% dalam menulusuri mekanisme molekuler terfokus pada jalur produksi 

melanin.  

Keterbatasan pada penelitian ini yaitu tidak mengeksplorasi efek 

pemberian krim ekstrak beras hitam terhadap kadar ROS intraseluler yang 

diduga secara kuat sebagai salah satu faktor penyebab kerusakan jaringan 

akibat paparan sinar UVB. Penelitian ini juga tidak menganalisis ekspresi 

MITF sebagai jalur utama produksi melanin. Disisi lain penelitian ini juga 

tidak menganalisa densitas kolagen sebagai parameter regenerasi jaringan 

dan perbaikan hiperpigmentasi. Penelitian ini juga belum dilanjutkan ke fase 

klinis dengan subjek kulit manusia untuk mengetahui pengaruh krim ekstrak 

beras secara lebih lanjut terhadap kulit manusia. 
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BAB VI 

KESIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1. Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian diatas, maka dapat disimpulkan : 

1. Terdapat pengaruh secara signifikan pemberian krim ekstrak beras 

hitam dosis 7,5% dan 15% secara topikal terhadap ekspresi gen SOD 

pada kulit mencit model hiperpigemntasi yang diinduksi UVB.  

2. Terdapat pengaruh secara signifikan pemberian krim ekstrak beras 

hitam dosis 7,5% dan 15% secara topikal terhadap jumlah melanin 

pada kulit mencit model hiperpigemntasi yang diinduksi UVB.  

 

5.2. Saran 

Saran untuk penelitian ini adalah : 

1. Perlu dilakukan analisis mekanisme molekuler aksi krim ekstrak 

beras hitam pada jalur produksi melanin seperti jalur NF-kB dan 

MITF. 

2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut untuk menganalisis efek dari 

kadar ROS dan efek dari pemberian krim ekstrak beras hitam pada 

model hiperpigmentasi.  
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