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Abstrak
Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji keberadaan peptida bioaktif dan memisahkan peptida bioaktif yang berpotensi sebagai antioksidan serta antikolestrol dari rusip.  Penelitian ini menggunakan metode eksperimental laboratorium yang meliputi beberapa tahapan yaitu ektraksi rusip, pengukuran rendemen ekstrak rusip, fraksinasi ekstrak rusip, pengukuran rendemen hasil fraksinasi ekstrak rusip, analisis kadar peptida,  analisis antioksidan dengan metode ABTS dan analisis antikolesterol dengan metode Inhibisi HMG Ko-A. Semua  tahapan perlakuan diulang sebanyak 3 kali dengan menggunakan pelarut aquabides. Rusip yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 2 jenis yaitu rusip Tiga Bintang yang memiliki aktivitas antioksidan terbaik dan rusip SM yang memiliki aktivitas antikolesterol yang terbaik didasarkan pada hasil penelitian sebelumnya. Data yang diperoleh di sajikan dalam bentuk tabel dan diagram kemudian dianalisa secara deskriptif.  Fraksinasi ekstrak rusip dilakukan berdasarkan perbedaan berat molekul yaitu E (metabolit utuh tanpa fraksinasi); F1 (BM >10 kDa); F2 (BM 1-10 kDa) dan F3 (BM <1 kDa). Nilai rendemen hasil fraksinasi ekstrak rusip tertinggi untuk kedua merek jenis rusip dihasilkan oleh F1 rusip Tiga Bintang dengan nilai 16,61% dan rusip SM 14,14%. Kadar peptida rusip Tiga Bintang dan rusip SM nilai tertinggi terdapat pada E yaitu masing-masing 1,22 dan 1,25%. Aktivitas antioksidan tertinggi dicapai oleh F3 dengan nilai 62,90% Aktivitas antikolesterol ekstrak rusip pada F2 memiliki daya inhibisi HMG-KoA reduktase yang lebih tinggi yaitu sebesar 50% dibandingkan sampel yang lainnya, namun daya inhibisi ini masih jauh lebih kecil dibandingkan dengan kontrol (Pravastatin).
Kata kunci : Antikolesterol, Antioksidan, Rusip

Abstract
The purpose of this research was to study of bioactive peptides and their potency as antioxidants and anticholestrol of rusip. This study used an experimental laboratory which includes several stages of the extraction rusip, yield of rusip extract, fractionation rusip extract,  peptides assay, antioxidant assay with ABTS method and anticholesterol assay with inhibition of HMG Co-A method, all treatment phases was repeated three times. Rusip used in this study consisted of 2 types of Tiga Bintang rusip that has the best antioxidant activity and rusip SM which has the best anticholesterol activity based on the results of previous studies. The data of the research were provided using table and diagram, then it was analyzed descriptively. Rusip extract fractionation was based on differences in molecular weight, i.e: E (metabolites intact without fractionation); F1 (BM >10 kDa); F2 (BM 1-10 kDa) and F3 (BM <1 kDa). Yield value of the highest rusip fractionation extract results for both rusip brands types generated by F1 Tiga Bintang rusip to the value of 16,61% followed by rusip SM 14,14%. Tiga Bintang and SM rusip peptide levels highest value contained in E i.e 1,22 and 1,25%, respectively. The highest antioxidant activity is achieved by 87,48% (F3) with a value equivalent. Rusip anticholesterol activities of F2 extract with HMG-CoA reductase inhibition were higher at 50% compared to other samples, but the power of inhibition is much smaller compared to the control (Pravastatin).
Keywords: Anticholesterol, Antioxidant, Rusip
1. Pendahuluan

Fermentasi merupakan proses perubahan substrat organik yang kompleks menjadi komponen yang lebih sederhana dengan adanya bantuan aktivitas enzim dan mikroba dalam keadaan yang terkontrol (Chadong et al., 2015). Selama proses fermentasi dihasilkan komponen bioaktif berupa peptide bioaktif dan komponen organik lainnya yang memiliki sifat fungsional. Peptida bioaktif adalah peptida yang berasal atau diturunkan dari makanan, yang memiliki fungsi baik pada manusia. Peptida aktif dapat ditemukan pada telur, susu, daging dan ikan. Peran peptida bioaktif kemungkinan dipengaruhi oleh banyaknya urutan peptida yang diketahui menunjukan aktifitas sebagai antimikroba, antitrombotik, antihipertensif, antioksidan dan antikolesterol (Kitts et al., 2003).


Produk fermentasi yang mengandung peptida bioaktif dan memiliki sifat fungsional yaitu susu, beras merah (angkak) dan bekasam. Susu terfermentasi merupakan sumber nutrisi dan juga sebagai sumber senyawa bioaktif dalam bentuk protein alamiahnya maupun peptida yang memiliki sifat fungsional sebagai antihipertensi, antimikroba, antioksidan, antitrombotik dan imunomodulator (Kusumaningtyas et al., 2015).  Beras merah (angkak) terfermentasi  berfungsi sebagai antikolesterol.  Senyawa antikolesterol yang terdapat pada angkak adalah lovastatin (Kasim et al., 2006). Bekasam juga memiliki sifat fungsional sebagai antioksidan dan antikolesterol. Peneliti sebelumnya menyebutkan bahwa bekasam memiliki sifat fungsional sebagai antikolesterol (Rinto et al., 2017a). Oleh karena itu perlu dilakukan pengkajian terhadap produk fermnetasi lainnya, diantaranya rusip. 


Rusip merupakan salah satu produk fermentasi berbentuk cairan. Proses pengolahan rusip menggunakan bahan yang berasal dari berbagai jenis ikan yang tidak memiliki nilai ekonomis tinggi. Rusip merupakan produk fermentasi hasil perikanan yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat  yang berpotensi mengandung senyawa bioaktif berupa peptida dan komponen organik lainnya yang memiliki sifat fungsional sebagai antioksidan dan antikolesterol (Rinto & Subarka, 2017). Oleh karena itu, ekstraksi menggunakan aquabides dan fraksinasi diperlukan untuk mengkaji peptida bioaktif dari rusip yang berfungsi sebagai antioksidan maupun antikolesterol. Penelitian ini dilaksanakan dengan tujuan untuk mengkaji rendemen ekstrak, rendemen fraksinasi, penentuan kadar peptida, aktivitas antioksidan dan antikolesterol pada fraksi ekstrak rusip.
2. Bahan dan Metode 
2.1. Bahan 

Bahan utama yang digunakan dalam penelitian adalah rusip yang diperoleh dari Pangkal Pinang, Bangka Belitung. Bahan kimia yang digunakan dalam analisa adalah aquabidest (Pharmaceutical Laboraotories), KIT HMG-KoA reduktase (Sigma Aldrich), indikator PP/fenolftalein (Sigma Aldrich) , NaOH (Sigma Aldrich) , formaldehid (Sigma Aldrich), tablet ABTS (Sigma Aldrich), potassium persulfat (Sigma Aldrich) dan bahan kimia lain yang mendukung penelitian. Semua bahan kimia yang digunakan merupakan bahan kimia pro-analisis.  
2.2. Metode
Penelitian ini menggunakan metode experimental laboratorium dan analisa data yang dilakukan secara deskriptif. Penelitian dilakukan secara bertahap yaitu ekstraksi rusip, pengukuran rendemen ekstrak rusip, fraksinasi ekstrak rusip, pengukuran rendemen hasil fraksinasi ekstrak rusip, analisis kadar peptida, analisis antioksidan dengan metode ABTS, analisis antikolesterol dengan metode Inhibisi HMG Ko-A reduktase. Semua tahap perlakuan diulang sebanyak 3 kali dengan menggunakan pelarut akuabides. Rusip yang digunakan dalam penelitian ini terdiri dari 2 merek jenis yaitu rusip Tiga Bintang yang memiliki aktivitas antioksidan terbaik dan rusip SM yang memiliki aktivitas antikolesterol yang terbaik didasarkan pada hasil penelitian sebelumnya (Rinto & Subarka, 2017).   
2.2.1. Ekstraksi Sampel 

Ekstraksi rusip dilakukan dengan tahapan sebagai berikut: Sebanyak 10 g  rusip dihomogenisasi dengan 40 mL akuabides dan diaduk selama 30 menit pada suhu ruang. Ekstrak disaring dengan kertas saring Whatman 01 menghasilkan filtrat (1) dan residu. Kemudian residu dihomogenisasi kembali dengan menambahkan 50 mL akuabides dan diaduk selama 30 menit pada suhu ruang. Ekstrak disaring dengan kertas saring Whatman 01 menghasilkan filtrat (2). Filtrat 1 dan 2 dicampur kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm, pada suhu 4 oC selama 15 menit menghasilkan supernatan dan presipitat. 6. 
Kemudian ekstrak rusip dievaporasi menggunakan alat waterbath dengan suhu 70 oC dan ± 7 sampai 8 jam untuk menguapkan pelarut yang ada di fitrat (Itou & Akahene, 2009; 2010)
2.2.2.  Perhitungan Rendemen Ekstrak Rusip 

Rendemen ekstrak adalah perbandingan antara bobot ekstrak yang dihasilkan dengan bobot sampel awal sebelum diekstraksi. Perhitungan rendemen ekstrak kasar menurut  Hustiany (2005) menggunakan rumus sebagai berikut:

Persentase rendemen ekstrak  =  
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2.2.3.  Fraksinasi Ekstrak Rusip 


Tujuan fraksinasi adalah untuk memisahkan komponen bioaktif (peptida) serta menguji daya inhibisinya terhadap HMG-KoA reduktase. Fraksinasi dilakukan berdasarkan perbedaan berat molekul dengan metode Rinto (2015) yang telah dimodifikasi, perbedaan berat molekul tersebut yaitu E (hasil metabolit utuh), F1 (BM > 10 kDa) ; F2 (BM 1-10 kDa) dan F3 (BM  <1 kDa). Hasil dari ekstrak rusip (evaporasi) diperoleh E (hasil metabolit utuh) diambil 1 mL dan ditambahkan 9 mL akuabides. Ekstrak hasil evaporasi (E) yang telah dihomogenkan difraksinasi dengan penyaringan concentrator tube spesifkasi MWCO 10 kDa yang disentrifugasi pada 9.000 rpm pada 4 oC selama 3 menit. Sedangkan bagian bawah tube  akan disentrifugasi kembali dengan membran ultrafiltrasi 0,02  μm dan disentrifugasi pada 9.000 rpm dengan suhu 4 oC selama 3 menit. Supernatan (pada tube bagian atas) yang dihasilkan merupakan fraksi F1 dengan berat molekul >10 kDa. Bagian atas tube merupakan Fraksi F2 dengan berat molekul 1-10 kDa dan bagian bawah tube merupakan fraksi F3 dengan berat molekul <1 kDa. Ekstrak hasil evaporasi (E) dan hasil fraksinasi (F1, F2 dan F3) akan dihitung rendemennya dan digunakan untuk pengujian inhibisi HMG-KoA dan antioksidan. Masing-masing fraksi digunakan untuk pengujian inhibisi terhadap HMG-KoA reduktase menggunakan KIT HMG-KoA reduktase dan antioksidan.
2.2.4.  Perhitungan Rendemen Hasil Fraksinasi Ekstrak Rusip 


Rendemen fraksinasi adalah perbandingan antara bobot hasil fraksinasi yang dihasilkan dengan bobot sampel awal sebelum difraksinasi. Perhitungan rendemen fraksi rusip menggunakan rumus sebagai berikut:

        Persentase rendemen fraksinasi  = 
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2.2.5. Kadar Peptida 

Penentuan kadar peptida dilakukan dengan menggunakan titrasi formol sebagai berikut: Sebanyak 0,25 mL ekstrak sampel dilarutkan dengan 4,75 akuabides dan dimasukan kedalam erlenmeyer 250 mL. Kemudian sampel yang sudah dilarutkan ditambah 10 mL akuabides dan + 0,5 mL indikator PP. Lalu sampel ditritasi dengan NaOH 0,1 N sampai bewarna merah muda. Sampel ditambah 1 mL larutan formaldehid 40% dan dititrasi kembali dengan NaOH (Wikandari et al., 2016). Kadar peptida ditentukan melalui persamaan:
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Keterangan:

a   = Volume Titrasi Formol

b   = Berat Sampel

fp  = Faktor Pengenceran
2.2.6.  Analisis Antioksidan dengan Metode ABTS

Analisis aktivitas antioksidan menggunakan metode ABTS dilakukan dengan tahapan sebagai berikut: Pengukuran akuabides sebagai (A blangko), sebanyak  34,142 mg larutan stok ABTS dibuat dengan melarutkan ABTS dalam pelarut akuabides. Larutan stok potassium persulfat dibuat sebanyak 203,019  mg kedalam pelarut akuabides. Larutan ABTS  dan larutan potassium persulfat dicampurkan dengan perbandingan 1:1. Larutan yang telah dicampurkan didiamkan di selama 16-18 jam dalam kondisi yang gelap. Larutan diambil 2 mL untuk uji antioksidan (A blangko). Masing-masing larutan tersebut dicampur dengan antioksidan BHT sebanyak 1 mL. Standar BHT yang dibuat dengan konsentrasi 10, 20, 30, 40, 50 dan 60 ppm. Larutan ABTS dan potassium persulfat yang telah dicampurkan dan diamkan selama 16-18 jam kemudian ditambahkan dengan hasil ekstraksi rusip sebanyak  1 mL (A sampel). Pengukuran absorbansi dilakukan dengan menggunakan spektrofotometri VIS pada panjang gelombang  405 nM (Kusumaningtyas et al., 2015). Aktivitas antioksidan pada uji ABTS dapat dihitung dengan persamaan:   
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Keterangan :

*A blangko
=  Absorbansi hasil reaksi larutan ABTS dan akuabides

*A sampel   = Selisih absobansi antara sampel (hasil reaksi ABTS )

2.2.7. Analisis Antikolesterol dengan Inhibisi HMG-KoA Reduktase


Hasil fraksinasi rusip digunakan untuk analisis penghambatan aktivitas enzim HMG-KoA reduktase menggunakan KIT HMG-KoA reduktase CS1090 (Sigma-Aldrich). Prosedur uji dilakukan sesuai tahapan pada Kit HMG-KoA reduktase CS1090 (Sigma-Aldrich) sebagai berikut : Semua reagen yang digunakan (Enzim HMG-KoA reduktase, buffer, NADPH, subtrat HMG-KoA, dan pravastatin dicairkan dalam refrigerator ataupun dalam es untuk menjaga suhu tetap dingin). Sebelum dimulai, spektrofotometer diatur pada panjang gelombang 340 nm dan reagen ditambahkan sesuai dengan prosedur seperti yang terlihat pada Tabel 1. Pravastatin digunakan sebagai inhibitor kontrol terhadap HMG-KoA reduktase (Lachenmeir et al., (2012).

Tabel 1. Volume reagen uji inhibitor HMG-KoA reduktase

	Sampel
	Buffer
	Inhibitor
	NADPH
	Subtrat HMG-KoA
	Enzim

HMG-KoA
	Aquabides

	Blanko
	920 µL
	-
	20 µL
	60 µL
	-
	1500

	Aktivitas
	915 µL
	-
	20 µL
	60 µL
	5 µL
	1500

	Inhibisi Pravastatin/ sampel
	910 µL
	5 µL
	20 µL
	60 µL
	5 µL
	1500


Aktivitas enzim dihitung dengan persamaan: 
[image: image7.png]UnitimgP = (AA140/mincarnpal = A3 minglens) x TV
1244xVx06xLP




Keterangan:

12,44
=  2 kebutuhan NADPH selama reaksi (Koefisien untuk NADPH pada
340 nm adalah 6,22/mM.cm). 

TV
=   Volume total reaksi (1 mL)

V
=   Volume enzim yang digunakan

0,6
=   Konsentrasi enzim dalam mg-protein (mgP)/mL

LP

=   Light path (1 untuk cuvettes)
3. Hasil dan Pembahasan  
3.1. Rendemen Ekstraksi Rusip

Rendemen ekstrak merupakan perbandingan antara ekstrak yang dihasilkan dengan jumlah sampel awal yang diekstrak dan dinyatakan dalam bentuk persen. Perhitungan rendemen ekstrak dilakukan untuk mengukur efektivitas pelarut yang digunakan untuk mengekstrak komponen bioaktif yang terkandung didalam sampel. Rendemen ekstrak rusip Tiga Bintang dan SM dapat dilihat pada Tabel 2. 
Tabel  2. Rendemen ekstrak rusip Tiga Bintang dan SM
Table 2. Rendement of Tiga Bintang Rusip and SM Rusip
	No./No.
	Ekstrak Rusip /Rusip Extract 
	Rendemen/Rendement (%)

	
	
	Tiga Bintang
	SM

	1
	Ulangan / Reiterant 1
	17.50
	19.00

	2
	Ulangan / Reiterant 2
	20.00
	25.00

	3
	Ulangan / Reiterant 3
	25.00
	20.00

	Rerata / Average
	20.83
	21.33


Pelarut yang digunakan untuk mengekstrak rusip yaitu pelarut akuabides. Menurut  Hustiany (2015) akuabides memiliki keunggulan dari segi keamanannya. Akuabides tidak bersifat toksik dan terbebas dari kontaminan serta garam-garam anorganik sehingga dapat memperkecil peluang ekstrak kasar terkontaminasi bahan lain. Rusip merupakan produk olahan fermentasi  berbentuk cair yang menghasilkan peptida yang bersifat polar, oleh karena itu akuabides baik digunakan untuk mengekstrak peptida dari rusip.

 Hasil evaporasi pada filtrat rusip dengan pelarut akuabides menghasilkan ekstrak kasar dan berwarna coklat pekat yang berbentuk pasta. Pada penelitian Rinto et al., (2017a) menyatakan bahwa hasil rendemen ekstrak dengan pelarut akuabides menunjukan bahwa komponen bioaktif (peptida) yang paling banyak terkandung pada bekasam merupakan komponen bioaktif yang memiliki kepolaran yang tinggi. Hasil tersebut menunjukan bahwa pelarut akuabides memiliki kemampuan yang baik untuk mengektraksi sejumlah bahan simplisia. 
3.2. Rendemen Hasil Fraksinasi Ekstrak Rusip

Fraksinasi bertujuan untuk memisahkan komponen bioaktif (peptida) serta menguji daya inhibisinya terhadap HMG-KoA reduktase. Fraksinasi ekstrak rusip ini dilakukan dengan penyaringan menggunakan MWCO 10 kDa dan syringe filter [image: image9.png]0,02 um



. yang dibagi dalam 3 fraksi meliputi ; F1 (BM >10 kDa); F2 (BM 1-10 KDa); F3 (BM <1 KDa). Rendemen  hasil fraksinasi ekstrak rusip Tiga Bintang dan SM dapat dilihat pada Tabel 3.

Tabel  3. Rendemen hasil fraksinasi ekstrak rusip 
Table 3. Rendement of rusip extract fractions

	No / No.
	Fraksi Ekstrak Rusip /
Rusip extract fractions
	Rendemen/Rendement (%)*

	
	
	Tiga Bintang
	SM

	1
	F1 (BM >10 KDa)
	16.61
	14.14

	2
	F2 (BM 1-10 KDa)
	1.55
	2.56

	3
	F3 (BM <1 KDa)
	2.06
	2.33


* %  rendemen merupakan nilai rata-rata diperoleh dari 3 kali ulangan. 
Rendemen terbesar terdapat pada fraksi F1 (BM >10 kDa) dengan rerata rendemen rusip Tiga Bintang 16,61% dan rusip SM 14,14%. Hal ini menunjukkan fraksi F1 (BM >10 kDa) dari kedua jenis rusip memiliki komposisi peptida yang besar dengan BM (berat molekul) yang sama, karena bahan baku yang digunakan dari jenis yang sama yang ditunjukkan pada label dari kedua jenis rusip. Sedangkan pada fraksi  F2 dan F3 antara keduanya hasil rendemen fraksinasinya lebih sedikit. Hal ini disebabkan karena pada saat proses fraksinasi terjadi hilang (loss) hasil rendemnnya karena masih terdapat sisa yang terdapat pada suntikan, syringe filter dan tabung MWCO 10 kDa. Hilang (loss) pada rerata redemen rusip Tiga Bintang 0,61% dan pada rusip SM 2,29%.  
3.3. Kadar Peptida Ekstrak Rusip

Peptida merupakan molekul yang terbentuk dari dua atau lebih asam amino. Jika jumlah asam amino masih di bawah 50 molekul disebut peptida, namun jika lebih dari 50 molekul disebut dengan protein. Penentuan kadar peptida ini dilakukan dengan titrasi formol.  Titik akhir titrasi jika perubahan warna menjadi merah muda. Nilai rata-rata kandungan peptida yang terdapat pada rusip Tiga Bintang dan rusip SM dapat dilihat pada Gambar 1 dan Gambar 2
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Gambar 1. Kadar peptida ekstrak rusip Tiga Bintang
Figure 1. Peptide contents of Tiga Bintang rusip
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Gambar 2. Kadar peptida ekstrak rusip SM
Figure 2. Peptide contents of SM rusip.
Berdasarkan hasil penelitian penentuan kadar peptida, rata-rata kadar peptida rusip Tiga Bintang yang dihasilkan berkisar  1,22-0,36% sedangkan  rusip SM 1,25-0,38% dapat disimpulkan bahwa kadar peptida yang terdapat pada fraksi F2 (rusip Tiga Bintang) dan pada fraksi F3 (rusip SM) berbanding dengan rendemen hasil fraksinasi yang dilihat berdasarkan pada masing-masing rendemen yang terendah. 

Penentuan kadar peptida ini dilakukan dengan titrasi formol. Titik akhir titrasi jika perubahan warna menjadi merah muda.  Secara umum peptida bioaktif pada produk fermentasi akan menyebabkan produk akan memiliki fungsi sebagai pangan fungsional. Peptida yang terdapat pada rusip tidak mengandung peptida semua, karena masih terkandung mineral dan lemak.  Beberapa peptida dari produk fermentasi ikan yang telah terbukti memiliki sifat fungsional yaitu peptida dari beberapa bakteri asam laktat dan dari bekasam (Rinto et al., 2015). Beberapa peptida terbukti dapat memiliki sifat fungsional sebagai antihipertensi (Wikandari et al., 2014), antikolesterol (Rinto et al., 2017b), dan antioksidan (Kusumaningtyas, et al., 2015). Pada proses fraksinasi berhasil memisahkan peptida berdasarkan berat molekulnya.
3.4. Aktivitas Antioksidan Ekstrak Rusip
Antioksidan merupakan senyawa kimia yang dapat menyumbangkan satu atau lebih elektron kepada radikal bebas, sehingga radikal bebas tersebut dapat diredam didalam tubuh. Tubuh manusia tidak mempunyai cadangan antioksidan dalam jumlah berlebih, sehingga jika terjadi paparan radikal berlebihan maka tubuh membutuhkan antioksidan (Zulfahmi et al., 2014). Untuk mengetahui senyawa antioksidan dalam suatu bahan dapat diketahui dengan melakukan uji aktivitas antioksidan.  Uji aktivitas antioksidan pada penelitian ini menggunakan metode ABTS [(2, 2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid)] (Damgaard et al., 2014). 

Intensitas perubahan warna yang terjadi pada ABTS dapat diukur absorbansinya dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang gelombang 405 nm. Setelah itu, perhitungan % uji aktivitas antioksidan dari ekstrak rusip dan BHT dapat dilakukan. Antioksidan pembanding (kontrol) yang digunakan pada penelitian ini adalah antioksidan sintetik BHT dapat dilihat Tabel 4.
Tabel 4. Hasil uji antioksidan dari  BHT sebagai standar
Table 4. Result of antioxidant assay by BHT as standar

	No/No.
	Konsentrasi BHT / BHT concentration (ppm)
	Penghambat / inhibition (%)

	1
	10
	16.94

	2
	20
	21.75

	3
	30
	25.73

	4
	40
	28.87

	5
	50
	34.93

	6
	60
	37.44


Tabel 4. menunjukkan bahwa aktivitas antioksidan BHT tertinggi terdapat pada standar (ppm) 60 yaitu sebesar 37,44 %. Hasil dari uji aktivitas antioksidan dapat dilihat dari nilai inhibisi yang dihasilkan. Semakin tinggi nilai inhibisi yang dihasilkan akan semakin tinggi aktivitas antioksidan. Nilai rata-rata inhibisi ekstrak rusip dengan metode ABTS dapat dilihat pada Gambar 3
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Gambar 3. Aktivitas antioksidan ekstrak rusip 
Figure 3. Antioxidant activity of rusip extract fractions.
Berdasarkan Gambar 4. dapat diketahui bahwa aktivitas antioksidan rata-rata 10,11-62,90%. Inhibisi aktivitas antioksidan yang tertinggi terdapat pada F3 (BM <1 kDa) dengan rata-rata inhibisi 62,90% sedangkan inhibisi yang terendah terdapat pada  E (metabolit utuh tanpa fraksinasi) dengan rata-rata 10,11%. Hal ini menunjukan bahwa fraksinasi bisa meningkatkan nilai antioksidan, terbukti dapat meningkatkan dari F1 (BM >10 kDa) – F3 (BM <1 kDa).

Menurut Rusdah (2016) Produk fermentasi pada tempe  fraksi peptida terbanyak yang terekstrak berasal dari berat molekul ≤1 kDa dan >8 kDa, yang mana fraksi ini juga menunjukkan aktivitas terbaik pada uji antioksidan. Hal tersebut menunjukan bahwa uji aktivitas antioksidan atau penghambat radikal bebas menggunakan metode ABTS menunjukan bahwa ekstrak rusip menggunakan pelarut akuabides memiliki aktivitas antioksidan yang lebih rendah dari 75%.  

Menurut Andriyanti (2009), bahwa penghambat aktivitas antioksidan yang baik yaitu diatas 75%.  Meskipun demikian nilai aktivitas fraksi rusip menunjukan peningkatan sejalan dengan kemurnian ekstrak, sehingga fraksi F3 (BM <1 kDa) memiliki aktifitas antioksidan yang lebih baik. 
3.5. Analisis Antikolesterol Inhibisi HMG-KoA Reduktase Ekstrak Rusip

Analisa terhadap kemampuan inhibisi dari ektrak rusip terhadap aktivitas enzim HMG-KoA reduktase  menunjukan daya inhibisi HMG-KoA reduktase berkisar rata-rata 16,67-50%. dapat dilihat pada Gambar 4.
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Gambar 4. Inhibisi ekstrak rusip terhadap enzim HMG-KoA reduktase. 
Figure 4. Inhibition of rusip extract to HGM-CoA reductase enzyme.

Gambar 4. Menunjukan bahwa adanya inhibisi ekstrak rusip terhadap HMG-KoA reduktase dimana keberadaan komponen bioaktif pada ektrak rusip berfungsi sebagai inhibitor HMG-KoA reduktase. Menurut Oktaviani (2016), analisa kemampuan inhibisi dari ekstrak bekasam ikan seluang terhadap aktivitas enzim HMG-KoA reduktase menunjukan daya inhibisi HMG-KoA reduktase berkisar antara 66,67-93 %. Menurut Rinto (2015) fraksinasi terhadap metabolit inhibitor HMG-KoA reduktase menghasilkan fraksi F4 dan F5 dengan BM kurang dari 3000 Dalton memiliki daya inhibisi tertinggi (93,94%) dan fraksi F3 (87,88%) dengan berat molekul 3000–10.000 Dalton.

Analisa terhadap kemampuan inhibisi dari ekstrak rusip terhadap aktivitas enzim HMG-KoA reduktase tergolong rendah dibandingkan dengan ekstrak bekasam ikan seluang yang memiliki kemampuan inhibisi yang tinggi terhadap HMG-KoA reduktase hal ini diduga bahwa peptida yang dihasilkan dari ekstrak rusip tergolong rendah terhadap HMG-KoA reduktase. F2 pada ekstrak rusip memiliki daya inhibisi HMG-KoA reduktase yang tinggi yaitu sebesar 50% dibandingkan sampel yang lainnya, namun daya inhibisi ini sangat kecil dibandingkan dengan kontrol (Pravastatin). Hal ini dikarenakan pravastatin yang digunakan merupakan pravastatin komersil (Sigma Aldrich). 
4. Kesimpulan  
Rendemen terbanyak hasil fraksinasi ekstrak dari kedua jenis rusip terdapat pada F1 (BM >10 kDa). Kadar peptida rusip Tiga Bintang yang dihasilkan berkisar  1,22-0,36 % sedangkan  rusip SM 1,25-0,38%. Aktivitas antioksidan tertinggi pada F3 (BM <1 kDa). Aktivitas antikolesterol ekstrak rusip F2 (BM 1-10 kDa) memiliki daya inhibisi HMG-KoA reduktase yang tertinggi yaitu sebesar 50% dibandingkan sampel yang lainnya, namun daya inhibisi ini sangat kecil dibandingkan dengan kontrol (Pravastatin).
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Pravastatin: kontrol
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