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ABSTRACT: The research aimed to investigate the free radical scaveng-
ing activity of ethyl acetate fraction of roselle calyces infusion fermented by
Lactobacillus casei strain Shirota against free radical agent, DPPH (2,2-di-
phenyl-2-picrylhydrazyl). In sequence, the roselle calyces were extracted by
infusion method with concentration at 5% w/v. The infusion was fermented
using Lactobacillus casei strain Shirota during 3 x 24 hours at 37°C. As re-
gard the fermentation process, the result of that was extracted using ethyl
acetate. Free radical scavenging activity was measured using DPPH method
with unfermented-ethyl acetate fraction as control negative. As the result,
both fermented and unfermented-ethyl acetate fraction exhibited free radical
scavenging activity at 370.68 ppm and 685.49 ppm, respectively. These results
suggest that antioxidant activity of fermented-ethyl acetate fraction could be
1.85 greater than unfermented-ethyl acetate fraction of roselle calyces infu-
sion.
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ABSTRAK: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas penangka-
pan radikal bebas dari fraksi etil asetat infus kelopak bunga rosella (Hibis-
cus sabdariffa L.) yang difermentasi dengan Lactobacillus casei strain Shi-
rota terhadap radikal bebas DPPH (2,2-diphenyl-2-picrylhydrazyl). Kelopak
bunga rosella diekstraksi dengan cara infudasi dengan konsentrasi 5 % b/v.
Infus yang diperoleh difermentasi menggunakan kultur Lactobacillus casei
strain Shirota dengan lama inkubasi 3 x 24 jam suhu 37°C. Hasil fermentasi
diekstraksi dengan etil asetat. Pengujian aktivitas anti radikal bebas dilaku-
kan dengan metode DPPH dan sebagai pembanding digunakan fraksi etil
asetat infus rosella tanpa fermentasi. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
fraksi etil asetat tanpa fermentasi dan hasil fermentasi memiliki aktivi-
tas penangkapan radikal bebas dengan nilai konsentrasi penghambatan
50% (IC,,) berturut-turut, yaitu 685,49 bpj dan 370,68 bpj. Ini menunjuk-
kan bahwa aktivitas antioksidan dari fraksi etil asetat dari hasil fermentasi
kelopak bunga rosella 1,87 kali lebih tinggi dibandingkan dengan fraksi etil
asetat dari infus bunga rosella tanpa fermentasi.

Kata kunci : Hibiscus sabdariffa L., Lactobacillus casei strain Shirota, antira-
dikal bebas, DPPH
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PENDAHULUAN

Negara Indonesia berada di daerah tropis
yang memiliki keanekaragaman tanaman yang
bahan aktif obat
dan atau kosmetika, salah satunya yaitu tanaman

dapat dimanfaatkan sebagai

rosella (Hibiscus sabdariffa L.), familia Malvaceae.
Kelopak bunga rosella mengandung komponen
polifenol, antara lain: flavonoid gossipetin dan
antosianin (sianidin-diglukosida dan sianidin-
glukosil-rutinosida) yang merupakan pemberi
pigmen pada kelopak bunga (1,2).

Komponen polifenol tanaman rosella diper-
timbangkan memiliki aktivitas antioksidan, an-
tibakteri, hipokolesterolemik, dan antihipertensi
(3,4). Ekstrak etanol kelopak bunga rosella me-
miliki aktivitas penangkapan radikal bebas ter-
hadap DPPH (5).

Antosianin dalam kelopak bunga rosella me-
rupakan flavonoid bentuk glukosida yang mudah
larut dalam air panas. Glukosida memiliki ke-
mampuan absorpsi yang lebih rendah, sementara
bentuk aglikon (antosianidin atau sianidin) lebih
cepat diabsorpsi karena memiliki sifat hidrofobik
yang lebih besar dan bobot molekul yang lebih
kecil (6,7), sebagai contoh aglikon dari isoflavon
merupakan bahan yang digunakan pada obat-
obatan dan sediaan kulit karena memberikan
aktivitas biologis yang baik dibandingkan bentuk
glukosidanya (7). Untuk memisahkan senyawa
gula pada antosianin dengan aglikonnya, maka
dapat dilakukan secara enzimatik dengan penam-
bahan enzim (3-glukosidase.

B-glukosidase merupakan enzim yang dipro-
duksi oleh mikroorganisme selama proses fer-
mentasi dan berperan penting dalam biokonversi
glukosida menjadi bentuk aglikonnya (8). Telah
dilakukan penelitian tentang aktivitas enzim
B-glukosidase dari beberapa bakteri probio-
tik dan diperoleh hasil bahwa Lactobacillus ca-
sei menunjukkan aktivitas enzim (-glukosidase
tertinggi jika dibandingkan bakteri lainnya (9).
Penelitian sebelumnya juga memperoleh bahwa
aktivitas antioksidan dari kacang kedelai yang
difermentasi meningkat selama proses fermen-

tasi dan terdapat hubungan antara peningkatan
kandungan bentuk aglikon isoflavonnya terhadap
aktivitas antioksidan yang dihasilkan (10,11).
Permasalahan yang timbul apakah fraksi etil
asetat dari infus kelopak bunga rosella yang di-
fermentasi dengan Lactobacillus casei memiliki
kemampuan penangkapan radikal bebas DPPH
lebih besar dibanding yang tidak difermentasi.
Tujuan penelitian ini adalah untuk menge-
tahui pengaruh fermentasi terhadap aktivitas
penangkapan DPPH dari kelopak bunga rosella.
Untuk itu telah dilakukan uji penangkapan radi-
kal bebas DPPH dari fraksi etilasetat dari infus
kelopak bunga rosella yang difermentasi dengan
L.casei strain Shirota dan tanpa fermentasi secara

in vitro.

METODE PENELITIAN

Bahan

Kelopak bunga rosella dipetik dari salah satu
lokasi di Makassar, DPPH (Sigma), Media Mann
Rogosa Agar (MRS agar), metanol dan etilasetat
(Merck), aquadest.

Alat

Panci infus, fruit dehydrator, inkubator, oven
(Memmert), Spektrofotometer UV-Vis (Agilent
8453), alat-alat gelas, dll.

Metode
Penyiapan Infus Rosela 5 % b/v.

Kelopak bunga rosella dikeringkan dalam
fruit dehydrator selama 4 jam. Sampel kering
5 g dibasahi dengan air suling 20 ml, kemudian
dimasukkan ke dalam panci infus, ditambahkan
air suling 100 ml. Campuran tersebut kemudian
dipanaskan di atas penangas air selama 15 menit
terhitung mulai suhu mencapai 90°C sambil sese-
kali diaduk. Infus diserkai selagi panas melalui
kain flanel, dan ditambahkan air suling secu-
kupnya melalui ampas hingga diperoleh volume
infus 100 ml. Diukur nilai pHnya menggunakan
kertas pH universal .
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Fermentasi infus kelopak bunga rosella

1. Peremajaan L.casei strain Shirota
Medium MRS Agar sebanyak 5 ml dituangkan
ke dalam tabung reaksi yang telah disterilkan
terlebih dahulu, dimiringkan dan dibiarkan
hingga memadat. Bakteri Lactobacillus casei
digoreskan pada medium dan diinkubasi se-
lama 3x24 jam pada suhu 37°C.

2. Pembuatan Starter
Medium MRS Broth sebanyak 5 ml dituangkan
ke dalam tabung reaksi yang telah disteril-
kan terlebih dahulu, ditambahkan inokulum
Lactobacillus casei dari medium MRS Agar,
kemudian ditambahkan infus Rosella 1% */,
diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37°C.

3. Proses Fermentasi Larutan Infus
Larutan infus rosella sebanyak 50 ml dima-
sukkan ke dalam gelas Erlenmeyer, dipanas-
kan suhu 90°C selama 15 menit untuk me-
matikan mikroba kontaminan, kemudian di-
tambahkan kultur L. casei sebanyak 10% ¥/,
dan diinkubasi selama 3x24 jam pada suhu
37°C yang merupakan suhu optimum untuk
L. casei strain Shirota (12).

Penyiapan Fraksi etil asetat

Hasil fermentasi sebanyak 50 ml dipindahkan
ke dalam corong pisah dan ditambahkan 50 ml
etil asetat kemudian dikocok selama 15 menit.
Diambil lapisan atas (etil asetat) dan diuapkan
hingga diperoleh ekstrak kental dari hasil fermen-
tasi. Sebagai pembanding, Infus kelopak bunga
rosella tanpa fermentasi diekstraksi dengan cara
yang sama. Selanjutnya ekstrak fraksi etil asetat
ditimbang dan dihitung % rendemennya.

Analisis Kromatografi Lapis Tipis

Masing-masing ekstrak dilarutkan dengan
metanol absolut, kemudian ditotolkan pada lem-
peng KLT GF,.,. Dimasukkan ke dalam bejana
kromatografi yang telah dijenuhkan terlebih da-
hulu dengan eluen kloloform:heksan ( 4:1), dan
dibiarkan terelusi hingga batas atas lempeng,
dikeringkan dan diamati penampakan nodanya
pada lampu UV 366 nm.

Pengujian aktivitas penangkapan radikal be-
bas

Masing-masing fraksi etil asetat dilarutkan
dalam metanol konsentrasi 1000 bpj sebagai
larutan stok. Ekstrak etil asetat sebelum fermen-
tasi dibuat seri konsentrasi 100 bpj hingga 400
bpj. Masing-masing larutan uji 100 pl ditambah-
kan larutan DPPH sebanyak 900 pl dan dicukup-
kan volumenya hingga 5000 pl dengan metanol.
Campuran tersebut dikocok dan dibiarkan sela-
ma 30 menit pada suhu kamar dan pada ruangan
yang terlindung dari cahaya (13). Absorbansinya
diukur pada panjang gelombang 517nm. Selan-
jutnya dihitung persentase penangkapan radikal
bebas menggunakan persamaan :

% pengikatan radikal bebas =
Absorban DPPH - Absorban Sampel
Absorban DPPH

x100%

dan nilai IC, (50% Inhibitory Concentration) di-
tentukan dengan analisis probit. Makin kecil nilai
IC,, makin tinggi aktivitas penangkapan radikal
bebasnya. Sebagai pembanding digunakan vita-
min C dengan seri konsentrasi 20, 30, 40 dan 50

bpj.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil ekstraksi diperoleh rendemen dari fraksi
etil asetat dari infus kelopak bunga rosella tanpa
fermentasi (26,32 %) dan fermentasi (21,12 %)
dapat dilihat pada tabel 1. Cukup tingginya ren-
demen yang dihasilkan karena fraksi etil ase-
tat yang diperoleh ternyata masih mengandung
komponen asam organik, hal ini dibuktikan de-
ngan diperolehnya pH larutan dari fraksi etil ase-
tat antara 4 -5.

Dari tabel 1 terlihat rendemen fraksi etil asetat
tanpa fermentasi lebih besar dibandingkan de-
ngan hasil fermentasi, hal ini diduga bahwa anto-
sianin yang terdapat dalam fraksi etil asetat telah
mengalami hidrolisis secara enzimatik memben-
tuk aglikonnya yang bobot molekulnya lebih kecil
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karenamelepaskan gulanyaolehadanyaenzim
-glukosidase yang dihasilkan oleh L. casei selama
fermentasi sedangkan fraksi yang tanpa fermen-
tasi masih dalam bentuk glikosida (6,7). Hal ini
ditunjang oleh adanya perbedaan jarak dan jum-

lah noda pada kromatogram hasil kromatografi
lapis tipis (KLT), dimana pada totolan pertama
(tanpa fermentasi) terdapat satu noda sementara
pada totolan kedua (dengan fermentasi) terdapat
dua noda, Hasil KLT dapat dilihat pada Gambar 1.

Tabel 1. Persentase Rendeman Dari Fraksi Etil Asetat Infus Kelopak Bunga Rosella

Sampel Bobot simplisia (g) Bobot ekstrak (g) Rendemen (%)
Tanpa fermentasi 2,5 0,658 26,32
Fermentasi 2,5 0,528 21,12

Gambar 1. Kromatogram Hasil KLT Ekstrak Etil Asetat Kelopak Bunga Rosella Menggunakan Lempeng
KLT GF254 Eluen Kloroform : Heksan (4 : 1) Dibawah Sinar UV 366, a. sebelum fermentasi

b. fermentasi
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Gambar 2. Prosentase Penangkapan Radikal Bebas DPPH Dari Vitamin C, Fraksi Etil Asetat Kelopak
Bunga Rosella Fermentasi Dan Non Fermentasi.
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Hasil uji aktivitas penangkapan radikal be-
bas terhadap DPPH menunjukkan kemampuan
dari kedua fraksi etil asetat menangkap radikal
bebas DPPH, Hal ini dapat dilihat pada Gambar
2. Fraksi etil asetat dari infus rosella yang difer-
mentasi memperlihatkan persentase penangka-
pan radikal bebas lebih besar dibanding tanpa
fermentasi. Hasil perhitungan IC  diperoleh frak-
si etil asetat dari infus rosella yang difermentasi
memperlihatkan nilai IC,, penangkapan radikal
bebas lebih kecil dibanding tanpa fermentasi,
yaitu masing-masing sebesar 370,68 bpj dan
685,49 bpj . Hal ini menunjukkan bahwa fraksi
etil asetat setelah fermentasi menunjukkan pe-
ningkatan aktivitas antioksidan sebesar 1,87 kali
dibandingkan fraksi etil asetat sebelum fermen-
tasi, Vitamin C yang digunakan sebagai kontrol
positif menunjukkan aktivitas antiradikal bebas
yang lebih tinggi dibandingkan ekstrak etil ase-
tat setelah fementasi, yaitu IC,, vitamin C 35,40
bpj, hal ini dapat disebabkan karena ekstrak yang
digunakan belum senyawa murni, sedangkan vi-
tamin C merupakan senyawa murni.

Hasil penelitian sebelumnya oleh Yang et al
diperoleh IC_, ekstrak air kelopak bunga rose-
la 486,52 + 10,56 dan IC,, ekstrak etanol 30%
289.01 + 16, 68 (13).
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