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11.1 Pendahuluan

Demam tifoid adalah penyakirt yang disebabkan oleh
Salmonella typhi yang dapat menyebabkan infeksi akur pada usus
halus. Sel yang berperan dalam memepertahankan sistem imunitas
tubuh dalam mengeliminasi bakreri Salmonella thypi adalah sel T
CD4* dan sel T CD8 [1,2]. Abbas dan Lichman (2011) [3].
berpendapar bahwa sel T CD4* atau yang discbut dengan sel T
belper berperan dalam proses upaya peningkatkan fagositosis
terhadap mikroba yang berada di vesikula dengan cara mengakritkan
fagositosis makrofag, sedangkan sel T CD8* atau yang discbut
dengan sel Cytotoxic T Lymphocite (CTL) berperan dalam mem-
bunuh sel yang mengandung mikroba dalam sitoplasma schingga
reservoir infeksi bakreri akan hilang,

Sistem imunitas tubuh merupakan sistem yang berperan
sangat penting untuk menjaga tubuh dari serangan agen infeksius
vang menyerang tubuh. Setiap manusia dapar mengalami penuru-
nan system kekebalan tubuh yang disebabkan oleh bakreri patogen,
virus, parasite, radiasi dan polusi dilingkungan sekitar yang dapat

menyerang system imun énnate ataupun adaptive. Salmonella ryphi
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adalah bakteri intraseluler yang sering menyebabkan infeksi akut
gastroenteritis vang ditandai dengan diare sampai peradangan [4].
Melalui respon imun innate dan adaptive merupakan respon yang
digunakan untu mengeliminasi Salmonella typhi [5]. Sistem imun
non spesifik merupakan pertahanan tubuh yangf pertama kali
menghadapi serangan berbagai mikroorganisme, oleh karena iru
memberikan tanggapan secara langsung [6]. Dalam membunuh
bakteri intraseluler salah satu cara yang dilakukan, dengan
meningkatkan akrivasi 11':&1{1'1':11‘35T menstimulasi sel T dan sitokin-
sitokin yang dilepas oleh makrofag yang berkaitan dengan proses
fagositosis dan membunuh mikroba, dengan cara memacu fungsi
makrofag untuk menghancurkan dan mengeliminasi bakteri ter-
scbut  dengan menggunakan bahan imunostimulan. Fungsi
imunostimulan akan mengakibatkan terpicunya fungsi makrofag
untuk melakukan killing melalui respiratory burst. Makrofag yang
sudah teraktivasi akan melepaskan berbagai macam metabolit
seperti reactive oxygen species (ROS). Makrofag yang sudah
teraktivasi dikarakreeristikkan dengan adanya peningkatan ROS,
Substansi ini merupakan mediator kunci inflamasi, mikrobisidal,
dan tumorisidal. ROS berperan penting dalam proses killing serta
merupakan salah satu lethal chemical yang dapat membunuh dan
mengeliminasi bakreri. Akan tetapi, akibat semburan ROS ini dapat
menghambat kerja antioksidan yang bertanggung jawab untuk
menghambart produksi ROS yang berlebih, sechingga menyebabkan
stres oksidarif di hati [7]. Jika ROS berlebih akan bereaksi dengan
makromolekul biologi, protein, dan DNA dan dapat menimbulkan
kerusakan pada heparosit [8]. Adanya stres oksidarif terjadi akibar
ketidak seimbangan antara peningkatan produksi radikal bebas dan
penurunan jumlah antioksidan [9] ROS yang muncul akibat salah
satu lethal chemical yang dapat membunuh dan mengeliminasi
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bakreri pada sel fagosit. ROS penyebab urama terjadinya oksidartif
stres, termasuk diantaranya anion superoksida, radikal hidroksil,
dan hydrogen peroksida [10] ROS wyang berlebihan dapar
menyecbabkan  stress oksidadif di hati, dengan cara menckan
pembentukan jalur transkripsi antioksidan [11]. Nrf-2 adalah fakeor
transkripsi yang bertanggung jawab aras transkripsi pada sejumlah
antioksidan dan gen cyroprotective [12]. HO-1 efekdif berperan
dalam pencegahan berbagai cedera oksidatif. Sedangkan superoxide
dismutase 2 (50D-2) dikenal sebagai mangan-dependent
superoksida dismutase (Mn-S0OD), yang terlibat dalam mengartasi
terjadinya stres oksidatif [13]. SODs bertindak paling awal pada
pertahanan enzim antioksidan terhadap ROS dan terutama radikal
anion superoksida [14].

Fermentasi sebagai perubahan oleh enzim dari beberapa
bakteri, khamir, dan jamur di dalam media pertumbuhan. Hasil
fermentasi akibat perubahan kinia meliputi pengasaman susu,
dekomposisi pati, dan gula menjadi alkohol dan karbondioksida
[15]. Mikroba dalam melakukan fermentasi memerlukan energi
vang biasanya diperoleh dari glukosa. Dalam suasana aerob,
mikroba akan mengubah glukosa menjadi air, CO., dan energi yang
diperlukan untuk kegiatan pertumbuhan. Beberapa mikroba hanya
dapat melangsungkan mertabolisme dalam suasana anaerob dan
hasiln}ra adalah substrar s::tfng:-lh terurai [16]. Fermenrtasi ekstrak
daun kelor menghasilkan aroma harum yang dapar meningkarkan
kualitas dan palatabilitas [17]. Sejauh ini penelitian fermentasi daun
kelor dengan Lactobacillus plantarum sebaras mengkaji tentang
aktivitas antibakreri [18] dan fermentasi daun kelor mampu

meningkatkan antioksidan [19], zat besi, kalsium, serta penurunan
asam fitar [20].
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Rumusan Masalah
Apakah ekstrak fermentasi daun kelor merah (Moringa
oliefera) mempunyai efek sebagai immunomodulatori pada mencit

BALB/c setelah diinfeksi oleh S typhi melalui peningkaran Enzim
Nrf2, HO-1, SOD-2,

Tujuan
Menganalisis efek pemberian daun kelor (Moringa oleifera)
vang terfermentasi oleh Lactobacillus plantarum FNCC rerhadap
respon sistem imun melalui peningkaran Enzim Nri=2, HO-1,
SOD-2 serta menganalisis kandungan daun kelor hasil fermentasi

11.2 Fermentasi daun kelor merah dengan Lacrobacillus

plantarum (Gambar 28)
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11.3 Hasil Dan Pembahasan
11.3.1 Potensi Senyawa Bahan Alam Fermentasi Daun Kelor
Merah

Eksplorasi senyawa bahan alam dari rumbuhan sangat
{.lipv::rluka.n untuk menambah pt:ngt:tahuan ataupun penelitian
terkait untuk pembuatan obat herbal. Hampir semua, kandungan
senyawa bahan alam merupakan senyawa organik, dan sumber
utama yang digunakan pada senyawa karbon atau senyawa organik
ini adalah glukosa yang dibentuk melalui proses fotosintesis pada
tumbuhan autotropik atau diperoleh dari organisme heterotrof.

Fermetasi dengan menggunakan Lactobacillus plantarum
dan bakteri asam lakeat lainnya dapat untuk menambah konsentrasi
dari ]{umpuncn fenolik p:a_d:l bahan pangan yang difermentasi
menggunakan enzim B-glucosidase [21]. Kandungan Polifenol
komplek dihidrolisis menjadi lebih sederhana namun  aktivitas
biologi dari bahan tersebut lebih tinggi selama proses fermentasi,
adanya enzim B-glucosidase memecah gugus yang berikatan berupa
glikosida vang akan dihidrolisis menjadi fenol dalam bentuk aglikon
sehingga lebih mudah diserap [22,23]. Ng et al, (2011) [24]
terbukri m::|:a_pu-:r]{an bahwa bagian tumbuhan mcnga]a:rn[ kenaikan

total fenol setelah fermentasi.

Perubahan Kumpusisi kimia Pada daun kelor merah yang
difermentasi menggunakan Lactobacillus plantarum
Tabel 13: Perubahan kmnpnsiﬁi kimia Pada daun kelor merah

terfermentasi
Perlakuan
Komposisi Elesrralk Kelar
Kimia Eksrrak Fermenrasi Terfermentasi
Kering beku
Kadar Air BB 1078 + 0L45%a | 20054 + 0,.69h B.83 + 0.93c
() BK 12,09+ 0,56a | 25,85 £ 1,09 069+ 1.11c
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Toral Gula BB 207+ 0,27 a 4,74 +0,12b 5,01 & O,0%c
(%) BK |[7.89 + D.46a | 5.97 + 1.06b 5.66 + 0.61b
Toral Asam BB 0,02 + 0,00a | 0,10 + 0,03k 0,00 + 0,02h
(%) BK 0,02 + 0.001a 013 + 0,000 (.07 + 0.00c

Total Fenol BB
img GAE/g) | BK

124,57 £ 7,04a 145,83 = 10,93b
139,02 £ 0.659a| 183.66 + 2.00h

144,16 + 21,300
152.24 + 1.98¢c

Toral BB 39,560+ 1,408 | 77,41 £ 2,730 74,90 1+ 1,93c
Flavonoid BE

7 ) T
I,rmg'[-,lE-l'g\.l 44,15 % 1.05%a | 97.49 + 0.50b 8228 + 1.97c

Keterangan: Notasi yang berbeda menunjukkan beda nyata (P Vialue
< 0,05) pada baris yang sama. Ker : BB=Berar Basah,
BK=Berat Kering [25].

Setelah difermentasi, kandungan total asam daun kelor
merah mengalami peningkatan  dan terjadi penurunan terhadap
kadar air, total fenol, total gula dan toral flavonoid. Adanya
peningkaran toral flavonoid selama fermentasi diduga akibat adanya
aktivitas bakreri asam lakrar selama proses fermentasi, bakreri asam
laktat akan menghasilkan enzim yang dapat membebaskan senyawa
fenolik yang terdapat dalam daun kelor schingga akan menambah
gugus fenol pada senyawa flavonoid [26]. Sedangkan Lactobacillus
plantarum dapat menghasilkan peningkatan total fenol dengan
memproduksi enzim P-glukosidase yang berperanan penting dalam
proses biotransformasi seperti memodifikasi metabolit primer dan
sekunder sehingga akan menyebabkan bertambahnya komponen
bioakrif seperti polifenol [27]. Yang tak kalah penting yaitu peran
perlakuan freeze dry diketahui menjadi salah satu merode untuk
mtmpt]’pﬂnjang LITTRLLIT Eimpan ba}lﬂn ma]'{anan dtngﬂn mtl{anismf
mencegah  pertumbuhan  mikroorganisme dan  memperlambat
oksidasi lemak [28]. Dan salah satu cara vang banyak digunakan
dalam meningkatkan ketersediaan antioksidan dan mineral pada

tumbuhan adalah dengan cara fermentasi [19].

194 | Polensi Antioksidan Balian Alanr



Komponen bioaktif, seperti flavonoid banyak dimanfaatkan
scbagai agren anti-in flamasi yang mampu menghambat tl‘:&P]’t‘.‘ﬁi dan
menekan eksresi sitokin pro-inflamasi, serta meningkatkan sitokin
anti-inflamasi [29]. Sedangkan flavonoid untuk golongan fisetin,
kaempferol, myrisetin, kuersetin, dan rutin mempunyai efek
terhadap produksi sitokin pro-inflamasi dengan cara menghilangkan
Fungsi anti-inflamasi dtngan mtnghambat pruduksi sitokin

antiinflamasi seperti [L-1B, IL-6, IL-2, IFN-y, dan TNF-ac [30].

11.3.2 Perubahan Kandungan Senyawa Aktif Daun Kelor
Merah

Hasil skrinning didapatkan perbedaan hasil antara yang
hanya di ekstrak dan ckstrak yang terfermentasi, salah satu bahan
aktif yang tidak ditemukan di ckstrak tetapi ditemukan di ekstrak
vang terfermentasi adalah  golongan flavonoid dalam  bentuk
glikosida (daidzain). Daidzin termasuk dalam golongan senyawa
isoflavan, pada proses fermentasi isoflavon bentuk bebas (aglikon)
lebih banyak, sehingga ada di dalam hasil ekstrak yang terfermentasi
[31]. Bentuk glikosida isoflavon berubah menjadi senyawa aglikon
dalam bentuk bebas yang dihasilkan oleh pelepasan glukosa dari
glikosida oleh enzim B glukosidase yang terdapar di Lactobacillus
plantarum. Proses degradasi dikaralis oleh enzim glukosidase untuk
mengubah glikosida menjadi aglikon seperti genistein, daidzein dan
glisitein [32]. Senyawa bioakrtif isoflavon yang mengandung gugus
fenolik yang mampu sebagai antioksidan dan dapar menghalangi
terjadinya kerusakan akibar radikal bebas melalui dua cara, yaitu:
memberikan ion hidrogen [33]. dan bertindak sebagai scavenger
radikal bebas secara langsung [33,34]. Demikian juga dengan
senyawa hasil fermentasi yaitu, asam piruvat, asam fumarat akan
didapar]-:an pada ekstrak yang terfermentasi karena mc:rupakan hasil

metabolit sekunder yang dihasilkan melalui proses glikolisis.
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11.3.3 Potensi Senyawa Bahan Alam scbagai Anti Salmonellasis

Peran sistem imun tubuh memiliki peran vang sangart
penting untuk menjaga tubuh terhadap serangan agen infeksius
vang menyerang tubuh. Setiap manusia dapat mengalami penuru-
nan system kekebalan rubuh yang disebabkan oleh bakreri patogen,
virus, parasite, radiasi dan polusi dilingkungan sekitar yang dapat
menyerang system imun innate ataupun adaptive. Melalui respon
imun innate dan adaptive merupakan respon yang digunakan untuk
mcngr:]'lminasl Salmonella .f_:l.-'Ji'HgJ'I' [5]. Pertahanan sistem imun non
spesifik adalah pertahanan tubuh yang pertama kali dalam meng-
hadapi serangan bt:rbagai macam mikrﬂﬂrganismt:, oleh karena itu
dapat memberikan tanggapan secara langsung [35].

Salah samu cara untuk membunuh bakteri intraseluler,
{.l::ngan cara mf:ningkatkan akrtivasi makrufag, menstimulasi sel T
dan sitokin-sitokin yang sudah dilepas oleh makrotag yang berkaitan
dengan proses fagositosis dan proses membunuh mikroba. Makrofag
berperan  penting di dalam  sistem  pertahanan wbuh karena
kemampuan fagositosis untuk membunuh dan menghasilkan
berbagai mediator inflamasi. Sel-sel efektor yvang terlibar di dalam
proses inflamasi akan melepaskan berbagai jenis substansi. Kebera-
daan dari sel-sel efektor maupun substansi yang dilepaskannya dapar
dihambar ataupun dicegah oleh bahan-bahan imunomodulator,
vaitu  imunosupresor dan juga imunostimulator yang dapart
diperoleh dari dalam maupun dari luar cubuh. Imunosupresor dari
luar tubuh di antaranya dapat diperoleh dari cumbuhan herbal [36].
Infeksi vang terjadi di dalam tubuh akan berdampak munculnya
berbagai respons imun yang diawali oleh meningkatnya sel fagosit
vang menuju ke arah sumber infeksi. Neutrofil maupun makrofag

akan bergerak ke arah sumber infeksi, selanjutnya sel yang dianggap
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asing tersebur akan difagosit. Sedangkan proses fagositosis di dalam
rnﬂlcrurag yang dilakukan oleh bcrbagai cnzim, yang pa]i ng dominan
adalah enzim lisosim. Hasil fagositosis tersebut berbentuk fragmen
protein  vang sclanjutnya  disajikan ke sel T untuk proses
pembentukan antibodi. Berbagai sekresi makrofag saat proses
eliminasi anrigen berguna unruk akrivasi sel f‘ag-:-ﬂin sel B, dan sel T
[37]. Setelah proses eliminasi antigen selesai, sel B akan
menghasilkan antibodi.

Tanaman Moringa oleifera Lfam memiliki  sifat
imunostimulator karena memiliki kandungan fitokimia maupun zat
gizi yang komplek vaitu mempunyai kandungan asam fenolik dan
flavonoid [38-40]. Lactebacillus plantarum menghasilkan asam
laktat St]:lﬂgai p:ruduk akhir ptrumbﬂkan karbohidrar, bakteriosin
dan hidrogen peroksida sebagai zat antimikroba, yang berakibac

pertumbuhan bakteri patogen seperti Salmonella dan Fscherichia coli
akan dihambar [41].

11.3.4 pc:ningl-catan HO-1, SOD-2 dan Nri-2
Senyawa anti-oksidatif yang berasal dari ekstrak fermentasi
menghasilkan antioksidant yang kuar dengan akrivasi signaling jalur

Nri=2/HO-1, dan SOD-2.
a. Ekspresi hasil analisis HO-1 (Gambar 29)
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Dari masing-masing kelompok perlakuan rerata jumlah
persentase HO-1 menunjukkan hasil bahwa dosis 14 mg/kg BW ,
42mg mg/kg BW, dan 84 mg/kg BW dapat memberikan hasil yang
meningkat dibandingkan dengan kelompok control sakit yang tanpa

penambahan ekstrak fermentasi daun kelor merah.

b. Hasil ekspresi SOD-2
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Gambar 30
Dari masing-masing kelompok perlakuan rerata jumlah
persentase SOD-2 menunjukkan hasil bahwa dosis 14 mg/kg BW ,
42mg mg/kg BW, dan 84 mg/kg BW dapat memberikan hasil yang
meningkat dibandingkan dengan kelompok control sakit yang tanpa

penambahan ckstrak fermentasi daun kelor merah

c¢. Hasil ekspresi Nrf-2
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Gambar 31

Dari masing-masing kelompok perlakuan rerata jumlah
persentase HO-1 menunjukkan hasil bahwa dosis 14 mg/kg BW',
42mg mgfkg BYW, dan 84 rngf'lcg BW dapar memberikan hasil yang
meningkat dibandingkan dengan kelompok control sakit yang tanpa
penambahan ekstrak fermenrasi daun kelor merah

Hasil ekstrak fermentasi daun kelor merah oleh lactobacillus
plantarum salah satu diantaranya dapat memberikan efek mening-
katkan total protein dan bioavilabiltas zat besi [42]. Di mana zart besi
berperan sebagai sebagai kofaktor enzim-enzim pada proses respirasi
mitokondrial. Penurunan hasil rerata total gula pada ekstrak
fermnentasi daun kelor merah dikarenakan gula sukrosa, glukosa
dan frukrosa yang terdapat pada daun kelor [43] digunakan oleh
bakteri asam laktar dalam proses perrumbuhannya. Pada proses
fermentasi terjadi metabolisme bakreri yang mtnggun:alcan glulcusa
sebagai nutrisi perrumbuhannya, kemudian glukosa rersebur diubah
menjadi asam  laktat schingga total gula menjadi turun [44].
Keadaan glikolisis ini digunakan monosit dan makrofag sebagai
energy untuk meningkatkan komsumsi oksigennya selama
fagositosis [3]. Molekul oksigen akan di konversi oleh Makrofag dan
neutrofil ke dalam Reactive Oxygen Species (ROS), yang dibantu oleh
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enzim IFN-y dan TLRs untuk membunuh mikroba. Salah satu hasil
respon imun seluler berupa produksi Nitrit Oksida (NO) oleh
makrofag [45]. Makrofag yang diaktivasi oleh LPS (lipopolisakarida)
bakteri, sel tubuh yang rusak, maupun oleh IFN-y (interferon
gamma). Jika makrofag teraktivasi maka transkripsi gen yang
menginduksi iNOS akan meningkar, sehingga akan dihasilkan NO
dalam jumlah yang lebih banyak. NO dalam hal ini akan berperan
sebagai immunoregulator yang akan digunakan untuk membunuh
Salmonella [3].

Senyawa flavonoid vang meningkat berperan  sebagai
imunostimulan yang dapat memberikan rangsangan intraseluler
pada sel makrofag dan sel T agar bekerja lebih baik dan dapar
menghancurkan agen infeksi yang masuk [47]. Marofag yang
diaktifan TFN-y menyebabkan peningkatan aktivitas fagositosis.
Sehingga akan menyebabkan makrofag dapat membunuh bakreri
lebih cepat. Peran senyawa flavonoid memiliki mekanisme kerja
dengan cara mengaktivasi sel NK untuk memproduksi IFN-y. IFN-
y merupakan sitokin penting MAC (Macrophage Activating
Cytokine) yang akan mengaktifkan makrofag dan memacu pening-
katan aktivitas fagositosis [46]. Serta dapat sebagai imunostimulan
vang dapat memberikan rangsangan intraseluler seperti sel T dan
makrofag supaya bekerja lebih baik dalam menghancuran infeksi
yang masuk [47].

Selain itu hasil ekstrak fermentasi daun kelor merah olch
lactobacillus plantarum salah satu diantaranya dapat memberikan
efek meningkatkan total protein dan bioavilabiltas zar besi [42]. Di
mana zat besi penting sebagai kofaktor enzimeenzim pada respirasi
mitokondrial. Lactobacillus plantarum vang terdapar didalam
ckstrak daun Moringa oleifera meningkatkan sintesa I1-10 dan
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sekresi makrofag vang berasal dari kolon yang mengalami inflamasi
[48].

Makrofag dapat diaktivasi oleh LPS (lipopolisakarida)
bakteri, sel tubuh yang rusak, maupun oleh IFN-y (interferon
gammad). Jika makrofag terakrivasi maka transkripsi gen yang
menginduksi iNOS akan berrambah, sechingga akan menghasilkan
NO dalam jumlah yang lebih banyak. NO berperan sebagai
immunoregulator yvang digunakan untuk membunuh Safmonella
[3]. Makruﬁ\g bt:rp::ran penting di dalam sistem pt:rtahanan tubuh
dalam hal fagositosis bakreri dan menghasilkan berbagai mediaror
inflamasi. Sel efektor yang terlibat di dalam proses inflamasi akan
melepaskan berbagai jenis substansi. Fungsi sel-sel efektor maupun
substansi vang dilepaskannya dapar dihambar ataupun didorong
oleh bahan-bahan imunomodulator, yaitu imunosupresor dan juga
imunostimulator vang dapat diperoleh dari dalam maupun dari luar

tubuh. Imunu:-;upr:::_-;ur dari luar tubuh dapat dip::rul::h dari
tumbuhan herbal [36].

11.4 Ringkasan

Hasil penelitian menunjukkan bahwa senyawa anti-oksidarif
vang berasal dari ekstrak fermentasi menghasilkan antioksidan yang
kuar dan berkontribusi unruk akrivasi signaling jalur MNrf=2/HO-1,
dan SOD-2. SOD-2 bekerja dengan cara menangkap dan
menghambat produksi ROS dengan menunda arau mencegah
terjadinya reaksi antioksidasi radikal bebas arau menangkap senyawa
radical (radical scavenging) sebagai perlindungan awal terhadap
kerusakan oksidartif [49]. Sebagai pengatur stres anti-oksidarif, Nrf-
2 mengatur ckspresi gen antioksidan dan fase Il enzim-enzim
detoksifikasi seperti heme oxygenase-1 (HO-1), NAD (P) H quinon
oksidoreduktase 1 (NQO-1), dan glutamar sistein ligase katalitik
subunit (GCLC) vyang menangkal stres oksidatif dengan
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meningkatkan penghambaran ROS [50,51]. Peradangan kronis
vang tidak terkontrol dapat menyebabkan munculnya penyakit, dan
karena itu agen anti-inflamasi baik dari sumber alami atau sintetis
diperlukan sebagai agen terapi untuk mencegah penyakit tersebut.
Adanya peningkatan rotal flavonoid selama fermentasi diduga akibart
adanya aktivitas bakteri asam laktar selama proses fermentasi
berlangsung. Bakreri asam laktat akan memproduksi enzim yang
bisa membebaskan senyawa fenolik yvang terdapar dalam daun kelor
sehingga dapat menambah gugus fenol pada senyawa flavonoid [52].
Flavonoid merupakan imunostimulan yang dapat memberikan
rangsangan intraseluler terhadap sel makrofag dan sel T agar dapat
membunuh dan mengeliminasi infeksi yang masuk [47].
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