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ABSTRACT

Background: Hibiscus sabdariffa known as roselle, which belongs to the family Malvaceae, grows in sub-tropical
and tropical region including Indonesia. Several studies have reported the benefits of roselle for health. Roselle
extract has been shown to have antibacterial effect as a support for antibacterial therapy, especially for case of
antibiotic resistance, and antioxidant effect which can neutralize free radicals. Purpose: The aim of this study was
obtaining the minimum inhibitory concentration (MIC) and inhibition concentration (IC50) of roselle extract.
Methods: Antibacterial effect of roselle extract against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) was
tested in nutrient agar media using diffusion method. Antioxidant activity of roselle extract was performed by
DPPH. The violet color of DPPH solutions that was reduced by roselle extract were measured using visible
spectrophotometer at the wavelength of 516 nm. Result: The result of this study obtained the (MIC) and IC50 of
roselle extract were 2,5% and 1251+202,32 ppm, respectively. Conclusion: It can be concluded that roselle extract
have antibacterial effect against MRSA and antioxidant effect.

Keywords : roselle extract , antibacterial, good health and well-being, antioxidant, Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus

ABSTRAK

Latar Belakang: Hibiscus sabdariffa atau lebih dikenal dengan sebutan rosela, termasuk famili Malvaceae, banyak
ditemukan di daerah sub-tropis hingga tropis termasuk Indonesia. Beberapa penelitian telah melaporkan manfaat
yang dimiliki rosela untuk kesehatan. Ekstrak rosela terbukti memiliki efek antibakteri yang dimanfaatkan sebagai
terapi pendukung untuk terapi antibakteri khususnya pada kasus resistensi dan efek antioksidan yang bermanfaat
untuk menetralisir radikal bebas. Tujuan: Penelitian ini bertujuan menentukan nilai konsentrasi hambat minimal
(KHM) dan IC50 ekstrak bunga rosela. Metode: Uji efek antibakteri ekstrak bunga rosela terhadap Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) dilakukan dalam media nutrient agar menggunakan metode difusi-
sumuran. Uji efek antioksidan ekstrak bunga rosela dilakukan menggunakan metode uji DPPH. Warna violet DPPH
yang tereduksi oleh ekstrak diukur menggunakan Spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 516 nm.
Hasil: Nilai KHM dan 1C50 ekstrak adalah 2,5% dan 1251+202,32 ppm. Kesimpulan: berdasarkan hasil tersebut,
dapat disimpulkan bahwa ekstrak bunga rosela memiliki efek antibakteri terhadap MRSA dan efek antioksidan.

Kata kunci: ekstrak bunga rosela, antibakteri, kesehatan dan kesejahteraan, antioksidan, Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA)
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Pendahuluan

Indonesia adalah negara yang dikenal dengan
kekayaan floranya yang sangat beragam.
Keanekaragaman ini tidak hanya dimanfaatkan
untuk kebutuhan pangan namun juga sebagai
obat tradisional. Menurut pernyataan WHO,
sebanyak 65% penduduk di negara maju dan 80
% penduduk di negara berkembang telah
menggunakan obat herbal. Hal inilah yang
menjadikan penelitian terkait tanaman obat,
perkembangan obat tradisional baru serta isolasi
senyawa aktif dalam tanaman obat terus
berkembang. Di Indonesia terdapat lebih dari
puluhan ribu jenis tanaman dengan berbagai
spesies yang tersebar di berbagai daerah dan
7000 diantaranya merupakan tanaman yang
memiliki khasiat obat (Jumiarni and Komalasari,
2017). Salah satu dari berbagai tanaman
berkhasiat obat tersebut adalah Hibiscus
sabdariffa atau Rosela, yang merupakan salah
satu tanaman dari keluarga kapas-kapasan atau
Malvaceae (Masnadi, 2019). Tanaman Rosela
dapat ditemukan di berbagai daerah tropis atau
sub-tropis seperti Indonesia, Malaysia, India, dan
lain-lain (Dhar et al., 2015). Habitat asli tanaman
ini berasal dari Nigeria, tetapi tumbuh
berkembang di seluruh dunia, terutama daerah
tropis. Sejak 2013, terdapat empat varietas
unggul rosela yang telah disetujui oleh Balai
Penelitian Tanaman Pemanis dan Serat
(BALITTAS) antara lain Roselindo 1 (Rosela
Merah), Roselindo 2 (Jamaika/ Rosela Ungu
Cumi), Roselindo 3 (Rosela Hijau), Roselindo 4
(Rosela Ungu biasa) (Murianingrum, 2013).
Perbedaan warna pada tiap varietas dipengaruhi
oleh kandungan senyawa antosianin. Merah
gelap atau ungu memiliki kadar antosianin
tertinggi diikuti oleh warna merah, sedangkan
warna hijau memiliki kadar antosianin yang
sangat rendah (Hussein et al., 2010). Roselindo 2
dinilai sebagai varietas rosela yang memiliki
kadar antosianin tertinggi dibandingkan varietas
lain (Budi et al., 2018).

Seluruh bagian tanaman rosela mulai dari daun,
buah, biji, batang, akar, dan utamanya kelopak
bunga telah diketahui memiliki banyak manfaat
(Nurnasari and Khulug, 2018). Salah satu yang
paling dikenal adalah aktivitas antibakteri.
Rosela telah terbukti memiliki aktivitas
antibakteri terhadap beberapa bakteri uji, salah
satunya adalah Methicillin-Resistant Staphylo-
coccus aureus (MRSA). MRSA adalah kelompok
S. aureus yang resisten terhadap antibiotik
methicillin dan antibiotik golongan p-laktam
(Darna, Turnip and Rahmawati, 2018). Kejadian
infeksi MRSA terus meningkat. Prevalensi kasus
infeksi MRSA di Indonesia mencapai 23,5%

pada tahun 2006 (Sulistiyaningsih, 2010).
Ekstrak air rosela telah terbukti memiliki
aktivitas antibakteri yang efektif terhadap MRSA
dengan nilai konsentrasi hambat minimal (KHM)
sebesar 2,5% (Ramadiansyah, 2016).

Beberapa golongan senyawa yang berperan
dalam aktivitas biologi ekstrak bunga rosela
adalah alkaloid, flavonoid, saponin, dan tanin
(Pacéme et al., 2014). Senyawa alkaloid yang
mengandung gugus-gugus basa dapat bereaksi
dengan asam-asam amino penyusun dinding sel
bakteri serta DNA bakteri sehingga dapat
merubah struktur dan susunan asam amino serta
DNA tersebut yang akan mengakibatkan
perubahan keseimbangan genetik (Darsana,
Besung and Mahatmi, 2012). Kandungan
flavonoid memiliki aktivitas antibakteri dengan
mekanisme yang dibagi menjadi 3 yaitu
menghambat sintesis asam nukleat, menghambat
fungsi  membran sel, dan menghambat
metabolisme energi. Saponin dapat menurunkan
tegangan permukaan dinding sel bakteri dan
merusak  permeabilitas  membran  serta
menyebabkan kebocoran protein dan enzim dari
dalam sel (Madduluri, Rao and B.Sitaram, 2013).
Sedangkan tanin mampu menghambat proliferasi
sel bakteri dengan menghambat enzim yang
digunakan untuk metabolisme oleh sel bakteri.
Tanin juga mengganggu polipeptida dinding sel
sehingga pembentukan dinding sel bakteri
menjadi kurang sempurna.

Selain berfungsi sebagai antibakteri, rosela juga
memiliki beberapa aktivitas biologi lainnya,
salah satunya adalah antioksidan. Antioksidan
adalah suatu senyawa baik sintetik maupun alami
yang dapat mencegah atau menunda beberapa
jenis  kerusakan sel melalui mekanisme
pencegahan terjadinya oksidasi (Sayuti and
Yenrina, 2015). Antioksidan membantu
mengatasi atau mencegah terjadinya stress
oksidatif akibat adanya radikal bebas berlebih di
dalam tubuh. Adanya zat antioksidan dalam
rosela dapat menetralisir radikal bebas. Senyawa
yang sering dikaitkan dengan aktivitas
antioksidan rosela adalah antosianin dan vitamin
C. Sumber vitamin C dapat ditemui pada buah
dan sayur serta beberapa tanaman lain termasuk
rosela. Dalam 100 g kelopak bunga rosela segar
terdapat 6,7 mg asam askorbat (Mahadevan and
Kamboj, 2009). Salah satu penelitian yang
dilakukan oleh Simanjuntak (2019)
menunjukkan bahwa ekstrak air kelopak rosela
memiliki aktivitas antioksidan dengan nilai 1C50
terhadap radikal bebas DPPH sebesar 476 ppm
(Simanjuntak, 2019).

Penelitian ini bertujuan menentukan nilai
konsentrasi hambat minimal (KHM) ekstrak
bunga rosela, menggunakan bakteri uji MRSA
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dan Uji efek antioksidan ekstrak bunga rosela
menggunakan metode uji DPPH.

Bahan dan Metode

Bahan

Ekstrak etanol-air (kering) bunga rosela,
didapatkan dari salah satu industri farmasi.
Vankomisin, metanol p. a. (Merck), nutrient
agar (Oxoid), NaCl p.a. (Merck), DPPH p. a., air
suling, MRSA 113749 diperoleh dalam bentuk
isolate stock dari Institute of Tropical Disease
Universitas Airlangga.

Cara kerja

Pemeriksaan kualitatif ekstrak bunga rosela

Pemeriksaan kualitatif ekstrak bunga rosela
meliputi uji organoleptis secara visual mengenai
bentuk, warna, bau; dan pemeriksaan nilai pH
menggunakan pH-meter.

Pengamatan efek antibakteri ekstrak bunga
rosela

Penetapan KHM ekstrak bunga rosela dilakukan
menggunakan metode difusi-sumuran
menggunakan media nutrient agar.

Pembuatan media nutrient agar

Ditimbang serbuk agar nutrient sebanyak 28 g
dan dilarutkan dalam 1 L air suling sambil
dipanaskan hingga serbuk agar nutrient melarut
sempurna. Media kemudian diisikan ke dalam
beberapa tabung reaksi dengan sebagian volume
+15 ml untuk base layer, sebagian volume +10
ml untuk seed layer, dan agar miring untuk
peremajaan bakteri. Media disterilkan dengan
otoklaf pada suhu 121 °C selama 15 menit
(Bridson, 2006).

Pembuatan inokulum MRSA

MRSA diambil dari isolate stock dan dibiakkan
dalam media NA selama 24 jam pada suhu 37°C.
Hasil biakan dibuat suspensi dengan larutan
NaCl 0,9% steril. Transmitan suspensi diukur
menggunakan spektro-fotometer UV-Vis pada
panjang gelombang 580 nm menggunakan
blanko larutan NaCl 0,9% (dilakukan
pengenceran bila diperlukan) hingga diperoleh
transmitan sebesar 25%.

Pembuatan dan pengenceran larutan uji
antibakteri

Ditimbang ekstrak bunga rosela sebanyak 1 gram
dan dilarutkan dalam air suling hingga mencapai
volume 10 ml (konsentrasi larutan 10%). Lalu
larutan ekstrak 10% dipipet 5 ml dan
ditambahkan air suling hingga mencapai volume
10 ml (konsentrasi 5%). Lalu larutan ekstrak 5%
dipipet 5 ml dan ditambahkan air suling hingga

mencapai volume 10 ml (konsentrasi 2,5%). Lalu
larutan ekstrak 2,5% dipipet 5 ml dan
ditambahkan air suling hingga mencapai volume
10 ml (konsentrasi 1,25%). Lalu larutan ekstrak
1,25% dipipet 5 ml dan ditambahkan air suling
hingga mencapai volume 10 ml (konsentrasi
0,625%).

Penetapan KHM ekstrak bunga rosela

Media NA sebanyak +15 ml (45 — 50 °C) dituang
ke dalam cawan petri (@ 20 cm) secara aseptik
lalu diamkan hingga memadat (base layer).
Kemudian diambil 8 ul inokulum MRSA dan
dimasukkan dalam +10 ml media agar nutrien
(45 — 50 °C), di vorteks, lalu dituang ke dalam
base layer dan diamkan hingga memadat (seed
layer). Media vyang terbentuk dilubangi
menggunakan pencetak lubang steril sebanyak
18 lubang (3 untuk kontrol positif dan 15 untuk
sampel). Kontrol positif yang digunakan adalah
vankomisin. Sampel dan kontrol positif
kemudian dimasukkan ke dalam masing-masing
lubang lalu diinkubasi pada suhu 37°C selama
+24 jam. Dilakukan pengamatan terhadap
diameter zona hambat yang terbentuk
menggunakan jangka sorong. Konsentrasi
terkecil yang masih dapat menghambat
pertumbuhan bakteri uji ditetapkan sebagai
KHM (lIsnaeni, Hendradi and Zettira, 2020).

Pengamatan efek antioksidan ekstrak bunga
rosela

Pengamatan terhadap efek antioksidan dilakukan
menggunakan metode peredaman radikal bebas
DPPH dan dilakukan pengukuran absorbansi
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada A=
516 nm (Simanjuntak, 2019).

Pembuatan larutan DPPH

Ditimbang DPPH sebanyak 5 mg lalu dilarutkan
dalam metanol hingga volume mencapai 25,0 ml
(konsentrasi larutan induk DPPH 200 ppm).
Kemudian dipipet 5 ml dan ditambahkan metanol
hingga volume mencapai 25,0 ml (konsentrasi
larutan DPPH 40 ppm).

Pembuatan dan pengenceran larutan uji
antioksidan

Ditimbang ekstrak bunga rosela sebanyak 1 gram
dan dilarutkan dalam air suling hingga mencapai
volume 100 ml (konsentrasi larutan 10000 ppm).
Lalu larutan dipipet 0,5 ml; 1,0 ml; 1,5 ml; 2 ml;
dan 2,5 ml kemudian ditambahkan air suling
hingga volume mencapai 25 ml sehingga
didapatkan  pengenceran terhadap larutan
tersebut dengan seri konsentrasi 200, 400, 600,
800, dan 1000 ppm.
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Uji DPPH dan penentuan nilai I1Cso
Pengamatan efek antioksidan diawali dengan
pengujian larutan DPPH sebagai kontrol negatif.
Dipipet 4 ml larutan DPPH, disimpan selama
+30 menit pada ruangan gelap lalu diamati
absorbansinya. Selanjutnya adalah uji efek
antioksidan ekstrak bunga rosela dalam berbagai
konsentrasi. Dipipet 0,5 ml larutan ekstrak bunga
rosela (200, 400, 600, 800, 1000 ppm),
ditambahkan 3,5 ml larutan DPPH lalu dikocok.
Campuran larutan disimpan selama 30 menit
pada ruangan gelap lalu diamati absorbansinya.
Hasil pengamatan dinyatakan dalam persentase
inhibisi menggunakan rumus:

Yeinihibisi = Abs kontrol — Abs uji

oUDLSL = Abs kontrol

X 100%

Keterangan: Abs = absorbansi
Setelah  perhitungan  %inhibisi, dilakukan
penentuan persamaan regresi linier dengan x
adalah konsentrasi dan y adalah %inhibisi.
Setelah  didapatkan ~ persamaan  regresi,
dimasukkan nilai y = 50 yang menunjukkan
kondisi inhibisi terhadap 50% DPPH. Nilai x
yang didapatkan adalah konsentrasi larutan
ekstrak bunga rosela yang dapat meredamt 50%
dari total DPPH (ICsp).

Hasil dan Pembahasan

Dari hasil pemeriksaan kualitatif ekstrak bunga
rosela didapatkan bentuk serbuk dengan warna
coklat kemerahan dan tidak berbau (Tabel I) serta
nilai pH rata-rata ekstrak sebesar 2,43+0,02
(Tabel 11). Hasil ini mendekati pustaka yang
merupakan  penelitian  sebelumnya, yakni
2,537+0,004 (Isnaeni, Hendradi and Zettira,
2020). Nilai pH yang rendah ini menunjukkan
ekstrak air rosela memiliki tingkat keasaman
yang cukup tinggi karena diketahui terdapat
banyak kandungan asam organik di dalamnya.
Kandungan asam-asam organik ini juga memiliki
peran terhadap aktivitas antibakteri rosela (Da-
Costa-Rocha et al., 2014).

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

No Pengamatan Hasil

1 Bentuk Serhk

2 Wama Coklat kemerahan

3 Ba Tidak berban

Tabel I1. Hasil pemeriksaan pH
No Penimbangan Konsentrasi pH terukur
(mg) (mg/ml)

1 500.,8 10,01 2.44
2 501.7 10,03 2.41
3 501.0 10,02 2.43

Rata-rata (pH rata-ratat+5D) 2434002

Pada uji antibakteri ekstrak bunga rosela
terhadap MRSA dan vankomisin, ditemukan
adanya zona hambat pada konsentrasi ekstrak
10%; 5%; 2,5% (Tablet I11). Nilai KHM ekstrak
rosela adalah 2,5% yang berarti penggunaan
ekstrak rosela pada konsentrasi tersebut sudah
dapat menghambat pertumbuhan bakteri MRSA.
Nilai KHM yang sama juga ditemukan pada
penelitian ~ tahun 2016  oleh Errory
(Ramadiansyah, 2016).

Konsentrasi Zona Hawbat (mm)

eksfrak.,  Replikasi Replikasi Replikasi Rata-rata

1 2 3

10% 16,03 16,23 1640 1622+0.18
5% 1420 15,57 1510 14,95+0.70
2.5% 10,10 10,10 10,03 10,08+0,04
1.25% - - - -
0.625% - - - -
Vankomisin, 16,73 16,50 1563 16294047
50 ppm

Klasifikasi keefektifan aktivitas antibakteri
berdasarkan zona hambat yang terbentuk
dikemukakan oleh Davis dan Stout (1971)
dimana klasifikasi respon hambatan
pertumbuhan bakteri berdasarkan diameter zona
bening dibagi menjadi 4 kelompok yaitu respon
lemah (diameter 5 mm), sedang (diameter 5-10
mm), kuat (10-20 mm), dan sangat kuat
(diameter 20 mm). sehingga berdasarkan
klasifikasi tersebut respon hambatan
pertumbuhan bakteri MRSA pada nilai KHM
2,5% tergolong kuat.

Pengamatan  efek  antioksidan dilakukan
menggunakan metode uji DPPH. Efek
antioksidan ekstrak ditunjukkan oleh persentase
inhibisi ekstrak terhadap DPPH (Tabel 1V).

Konsentrasi Rl R2 R3 R1 R2 R3
ekistrak

Kontrol 085463 087767 087679 0 0 0

(DPPH)

200 ppm 083412 084978 084085 240 318 410

400 ppm 082495 081599 081064 347 703 754

600 ppm 076048 075938 075923 1102 1345 1341

800 ppm 069398 071642 068558 18,80 1837 2181

1000 ppm 052884 030992 049750 3812 6469 4326

ICsp (ppm) 1425 1029 1299

ICs, rata-rata (ppm) 1251420232
|

Sebelum mendapatkan data persen inhibisi,
absorbansi sampel diukur pada panjang
gelombang maksimal (516 nm) terlebih dahulu
untuk mengetahui jumlah DPPH yang masih ada
atau tidak teredam. Perolehan absorbansi sampel
kemudian dikonversi ke nilai %inhibisi lalu
dilakukan perhitungan 1Cso. Nilai 1Cso dalam uji
DPPH menunjukkan konsentrasi saat sampel
berhasil meredam 50% DPPH dan merupakan
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konsentrasi efektif aktivitas antioksidan suatu
sampel (Tristantini et al., 2016). Semakin kecil
nilai 1Csp maka semakin tinggi efek antioksidan
yang dimiliki oleh sampel. Nilai 1Cso didapatkan
dengan cara menentukan persamaan regresi
(konsentrasi vs %inhibisi) lalu mencari nilai x
dengan memasukkan nilai y=50. Pada hasil uji
antioksidan replikasi 1 didapatkan persamaan
regresi y= 0,043x — 11,269 (r= 0,9377) sehingga
didapatkan nilai 1Cso sebesar 1425 ppm. Pada
replikasi 2 didapatkan persamaan regresi y=
0,067x — 18,964 (r= 0,8524) dan menghasilkan
nilai 1Csp sebesar 1029 ppm. Sedangkan pada
replikasi 3 didapatkan persamaan regresi y=
0,046x — 9,753 (r=0,9371) dan nilai ICsq sebesar
1299 ppm. Berdasarkan nilai 1Cso ketiga replikasi
didapatkan ICso rata-rata yakni 1251+202,32
ppm. Pada konsentrasi 1251 ppm terdapat
ekstrak sebanyak 1251 mcg tiap ml, sehingga
pada 3,5 ml sampel yang ditambahkan terdapat
sebanyak 4478,5 mcg. Nilai 1Csp Yyang
didapatkan dalam penelitian ini berbeda dengan
penelitian yang pernah dilakukan oleh (Liuging
et al., 2012), yaitu ekstrak air rosela memiliki
nilai 1Cso sebesar 486,52 ppm. Penelitian lain
oleh Simanjuntak (2019) mendapatkan nilai 1Cso
ekstrak air kelopak rosela sebesar 476 ppm. Pada
penelitian ini didapatkan hasil uji antioksidan
yang cukup variatif dan kurang rendah dalam
linearitas berdasarkan nilai korelasi (r) yang
didapatkan pada persamaan regresi tiap replikasi.
Hal ini dapat disebabkan oleh faktor-faktor
tertentu. Beberapa diantaranya adalah bentuk
sampel uji yang merupakan serbuk sehingga
didalamnya terkandung bahan eksipien yang
dapat memengaruhi hasil uji. Selain itu
penggunaan pelarut air dan metanol dalam
prosedur dapat menyebabkan reaksi tertentu
yang tidak teramati secara visual namun
memengaruhi hasil analisis. Faktor lain yang
dapat memengaruhi hasil uji adalah pelaksanaan
prosedur penelitian yang dapat berupa kesalahan
pelaksanaan prosedur Kerja atau prosedur kerja
yang dilakukan memiliki tingkat ketidaktelitian
yang cukup tinggi sehingga sangat memengaruhi
hasil penelitian kuantitatif seperti penentuan nilai
ICso dan KHM. Solusi agar hal ini dapat
terhindari adalah dengan melakukan prosedur
preparasi sampel yang dapat meminimalkan
kontaminan yang terlibat seperti dengan
melakukan sentrifugasi dan penyaringan. Selain
itu perlu memerhatikan ketelitian alat yang
digunakan dan memastikan untuk menyusun
prosedur Kkerja yang dapat meminimalkan
kesalahan hasil uji seperti mengganti pemipetan
2 kali dengan pemipetan sekali menggunakan
alat dengan ketidaktelitian yang lebih rendah.

Kesimpulan

Ekstrak bunga rosela memiliki efek antibakteri
terhadap MRSA dengan nilai KHM sebesar 2,5%
serta efek antioksidan dengan nilai I1Cs terhadap
radikal bebas DPPH sebesar 1251+202,32 ppm.

Saran

Berdasarkan hasil penelitian, disarankan agar
pada penelitian efek antibakteri terhadap MRSA
dilakukan uji rasio potensi antara ekstrak bunga
rosela dengan vankomisin, serta pada uji
antioksidan ekstrak bunga rosela menggunakan
metode uji DPPH dilakukan optimasi prosedur
kerja agar dapat menghasilkan hasil yang
optimal.
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