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UJI AKTIVITASANTIBAKTERI SECARA IN VIVO FRAKSI
SEMIPOLAR EKSTRAK ETANOL BATANG INGGU (Ruta
angustifolia[L.] Pers) TERHADAP MENCIT YANG DIINFEK S|
Staphylococcus aureus DAN Streptococcus mutans

ANTIBACTERIAL ACTIVITY INVIVO SEMIPOLAR FRACTION OF
ETHANOL EXTRACT OF INGGU STEM (Ruta angustifolia [L.] Pers) IN
MICE INFECTED BY Staphylococcusaureus AND Streptococcus mutans

Mia Indria Permatasari, Haryoto, Andi Suhendi
Fakultas Farmasi Universitas Muhammadiyah Surakarta

ABSTRAK

Inggu (Ruta angustifolia [L.] Pers) merupakan tanaman yang berkhasiat
sebagai obat tradisional. Hasil penelitian in vitro menunjukkan bahwa ekstrak
etanol batang inggu memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus
aureus. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui aktivitas antibakteri
secarain vivo dari fraks semipolar ekstrak etanol batang inggu terhadap mencit
yang diinfeksi staphylococcus aureus dan streptococcus mutans, serta senyawa
aktif yang bertanggung jawab sebagai antibakteri berdasarkan KLT.

Ekstrak etanol batang inggu didapat dari proses maserasi. Proses fraksinasi
dilakukan dengan KCV  menggunakan fase gerak n-heksan:kloroform. Uji
aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode in vivo, yang merupakan metode
yang menggunakan keseluruhan organisme hidup. Fraksi semipolar ekstrak etanol
batang inggu dengan dosis 0,3;1,2 dan 2,14 g/kg diberikan pada mencit yang
diinfeksi Staphylococcus aureus dan Streptococcus mutans. Jumlah koloni yang
tumbuh dihitung setelah perlakuan selama 24 jam.

Aktivitas antibakteri pada Staphylococcus aureus yang diberikan fraks semi
polar ekstrak etanol batang inggu dengan dosis 0,3;1,2 dan 2,14 g/kg berturut-
turut adalah 80,27; 87,75 dan 97,39%. Sementara aktivitas antibakteri pada
Streptococcus mutans berturut-turut adalah 44,31; 84,56 dan 94,71%. Hasl
identifikasi senyawa ditemukan senyawa flavonoid, terpenoid, akaloid dan
kuersetin.

Kata kunci : Ruta angustifolia L., antibakteri, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans.



ABSTRACT

Inggu (Ruta angustifolia [L.] Pers) is a plant which is efficacious as a
traditional medicine. The results of in vitro studies showed that the ethanol
extract of inggu stem have antibacterial activity against Staphylococcus
aureus. The purpose of this study was to determine the in vivo antibacterial
activity of the semipolar fraction of ethanol extract of inggu stem against
staphylococcus aureus and streptococcus mutans, and the active compound
responsible for the antibacterial by TLC.

Ethanol extract of inggu stem obtained from the maceration process. KCV
fractionation process is done by using a mobile phase n-hexane
chloroform. Antibacterial activity test was conducted using in vivo, which is a
method that uses a whole living organism. Semipolar fraction of ethanol extract of
inggu stem with doses 0.3, 1.2 and 2.14 g/kg given to mice infected with
Staphylococcus aureus and Streptococcus mutans. Number of colonies that
formed counted after treatment for 24 hours.

Antibacterial activity on Staphylococcus aureus given semi-polar fraction of
ethanol extract of inggu stem with doses 0.3, 1.2 and 2.14 g / kg respectively were,
80.27; 87.75 and 97.39%. While the antibacterial activity of Streptococcus
mutans were 44.31; 84.56 and 94.71%. Identification of compounds results found
flavonoids, terpenoids, alkaloids and quercetin.

Keywords : Ruta angudtifolia [L.] Pers., antibacterial, Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans.



PENDAHULUAN

Saphylococcus aureus merupakan bakteri patogen oportunistik yang
berhubungan dengan kolonisasi asimtomatik pada kulit dan permukaan mukosa
manusia normal. Namun, juga merupakan penyebab infeks luka dan memiliki
potens untuk menginduksi osteomiditis, endokarditis dan bakteremia,
menyebabkan infeksi pada saah satu organ utama tubuh (WHO, 2013).

Streptococcus mutans termasuk famili Streptoccaceae dan merupakan
bakteri kariogenik yang merupakan penyebab utama terjadinya karies gigi.
Rongga mulut adalah habitat utama yang mampu menimbulkan kolonisasi bakteri
pada permukaan gigi. Streptococcus mutans mampu memetabolisme karbohidrat
sampai menjadi asam sehingga pH saliva dan pH plak mengalami penurunan
hingga dibawah titik kritis yang pada akhirnya dapat menyebabkan larutnya
enamel. Selain itu juga mampu mensintesis glukan dari sukrosa dan glukan yang
terbentuk merupakan massa lengket, pekat dan tidak mudah larut serta berperan

dalam perlekatan pada permukaan gigi (L ehner,1995).

Penyakit infeksi masih merupakan suatu masalah yang cukup serius bagi
negara berkembang. Penemuan antibiotik baru masih dianggap lambat bila
dibandingkan dengan masalah resistensi bakteri karena penggunaan antibiotik.
Akhir-akhir ini ada kecenderungan untuk mengubah pengobatan dari penggunaan
antibiotik dengan menggunakan tanaman yang berkhasiat sebagai obat antibakteri.
Hal ini mungkin disebabkan karena daya beli yang relatif rendah, sehingga pada
umumnya masyarakat pedessan menggunakan obat tradisional (Kumaa &
Indriani, 2008).

Ruta angustifolia [L.] Pers. (syn. Ruta Chalepensis L.) adalah nama latin dari
tanaman Inggu. Tanaman yang termasuk bagian dari famili Rutaceae ini
merupakan salah satu tanaman yang bermanfaat sebagai obat tradisional.
Seringkali digunakan dalam terapi herba dan biasa digunakan sebagai promotor
mengtruasi, pengobatan untuk hipertensi, pengobatan topikal untuk sakit telinga



dan sakit kepala, serta pengobatan eksternal berupa antiseptik kulit dan obat
nyamuk (Emam, 2010). Hasil penelitian yang dilakukan oleh Hadouchi, F., et.al.
(2013), menyebutkan bahwa tanaman dari spesies ruta memiliki aktivitas
antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus. Menurut  Bouzidi,
et.al.(2012), Ruta Chalepensis L. memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Staphylococcus aureus. Menurut Pandey, et al.(2011) ekstrak etanol batang inggu
memiliki  aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus. Inggu
mengandung minyak atsiri, rutin, rhamo glukosida, kuersetin flavonol, serta zat
penyamak (Anonim, 1989). Penelitian antibakteri yang dilakukan Taleb-Contini
(2003), mengatakan bahwa senyawa flavonoid memilki aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus, dan Streptococcus mutans. Kuersetin merupakan
flavonoid utama yang termasuk dalam kelas flavonol (Lakhanpal & Rai, 2007).
Kuersetin memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus (Sonar,
et al., 2011) dan Streptococcus mutans (Shu, et al., 2011).

Berdasarkan uraian diatas maka untuk menambah kajian tanaman obat Inggu,
penditian ini memfokuskan pada pengujian aktivitas antibakteri pada fraksi

semipolar dari ekstrak etanol batang tanaman Inggu.

METODE PENELITIAN

Alat dan Bahan

Alat. Alat yang dibutuhkan dalam penelitian ini aat ekstraksi (tabung maserasi,
seperangkat alat gelas, vakum, corong buchner, waterbath, rotary evaporator),
ala uji fraksinasi (kolom, vakum, penampung); alat uji KLT (bgana
kromatografi, UV 254 nm dan UV 366 nm).

Bahan. Bahan yang dibutuhkan adalah batang inggu yang diambil dari Balai Besar
Pengembangan dan Penelitian Tanaman Obat dan Obat Tradisiona (BBPPTOQOT)
Tawangmangu, bakteri Staphylococcus aureus dan Streptococcus mutans yang
didapat dari laboratorium biologi farmasi fakultas farmas Universitas
Muhammadiyah Surakarta, aquadest, CM C-Na, gentamisin, etanol 96%, silika gel



GF2s4, Slika kolom, silika impreg, n-heksan PA, dan kloroform PA, amonia-

sitroborat, dragendorf, dan anisaldehid, quercetin hydrate (Aldaich).

Jalannya Penelitian

Ekstraksi. Ekstrak etanol batang inggu ini dibuat dengan menggunakan metode
maserasi dilanjutkan dengan remaserasi sebanyak 2 kali. Filtrat yang didapat
dipekatkan dan diuapkan hingga menjadi ekstrak kental.

Fraksinasi. Fraksinasi ini dilakukan untuk mendapatkan fraksi semipolar ekstrak
etanol batang inggu. Pemisahan menggunakan kromatografi vakum cair. Elus
diawali dengan n-heksana, dilanjutkan elusi dengan berbagai perbandingan fase
gerak n-heksan : kloroform. Fraksinas dilakukan 3 kali. Dari satu kali KCV
didapatkan 14 fraksi. Setelah proses KCV, untuk dapat mengetahui bagian mana
yang polar, semipolar, dan non polar, digunakan KLT. Fraks yang mempunyai
bercak kromatogram yang sama digabungkan dan dievaporas kemudian
dipekatkan diatas waterbath hingga diperoleh fraksi kental semipolar.

Identifikasi Bakteri. Bakteri yang digunakan dalam pendlitian ini adalah

Saphylococcus aureus dan Streptococcus mutans. Dilakukan uji manitol untuk
mengidentifikas bakteri Staphylococcus aureus dan uji katalase untuk identifikasi
bakteri S eptococcus mutans.

Uji_Aktivitas Antibakteri. Prosedur kerja berdasar pada penelitian yang telah
dilakukan oleh Hosseinzadeh (2007) dengan beberapa modifikasi dikarenakan
adanya keterbatasan aat, dana, waktu, dan tempat. Modifikas dilakukan di bagian

pengambilan suspensi bakteri secara intraperitoneal dan pengenceran suspens
bakteri.

Pada penelitian ini digunakan bakteri Saphylococcus aureus dan
Sreptococcus mutans. Kedua jenis bakteri tersebut dibuat suspensi dengan
kekeruhan 10° CFU/mL. Setelah itu suspensi bakteri diinjeksi pada mencit.
Digunakan 30 ekor mencit pada penelitian ini. Sebanyak 15 mencit digunakan
untuk uji antibakteri terhadap Staphylococcus aureus dan sisanya terhadap

Streptococcus mutans. 24 jam setelah diinjeks masing-masing  kelompok



mendapat perlakuan berbeda, mencit pertama diinjeksi dengan NaCl 0,9% sebagai
kontrol negatif, mencit kedua diinjeksi dengan menggunakan gentamisin dengan
dosis 33 mg/kg sebagai kontrol positif, mencit ke 3, 4 dan 5 diinjeks dengan
fraksi semipolar batang inggu dengan variasi konsentrasi sebesar 0,3; 1,3; dan
2,14 g/kg. Pada penélitian ini dilakukan replikasi sebanyak 3 kali.

Prosedur pengambilan cairan intraperitoneal berdasarkan penelitian yang
dilakukan oleh Alvianti, dkk. (2012) dengan modifikas di bagian cara mencit
dikorbankan dan cairan yang dimasukkan ke dalam rongga perut mencit. Setelah
diinkubasi selama 24 jam, mencit dikorbankan dengan dimasukkan kedalam
toples yang berisi eter. Kemudian dibedah dan disuntikkan cairan NaCl 0,9%
sebanyak 1 mL secara intraperitoneal. Setelah itu diambil kembali cairan
intraperitoneal tersebut kemudian dari 75uL caran tersebut diencerkan pada
NaCl 10 mL sebanyak 4 kali kemudian dikultur pada media MH dengan metode
pour plate diinkubasi semalam pada suhu 35°C dan jumlah koloni yang terbentuk
dihitung dengan menggunakan colony counter. Kemudian dihitung total populasi

dengan rumus:

Jumlah koloni platx Fp

Total populas = (Saraswati, dkk, 2007).

mL cairan '.Z‘TIE:"E.[JEZ"'.EDZ‘TIEE.l

Setelah itu dihitung persen aktivitas antibakteri dari total populasinya dengan

rumus :

Rato—rato KN —jumlah Loloni

x 100% = % aktivitas antibakteri

Roto—rotn KN

Analisis Statistik. Koloni yang dihasilkan dihitung, kemudian dilakukan

perhitungan aktivitas antibakteri. Persen aktivitas antibakterinya antar perlakuan
dibandingkan dan diuji dengan uji one way anova.

Uji Identifikas Senyawa. ldentifikasi senyawa kimia dilakukan dengan

menggunakan kromatografi lapis tipis. Fase gerak yang digunakan adalah n-
heksan dan kloroform masing-masing sebanyak 5 mL hingga didapatkan
perbandingan 2:8. Ditimbang 10 mg fraksi semipolar ekstrak etanol batang inggu



dilarutkan dalam aseton, kemudian ditotolkan dan dielusikan. Bercak dilihat pada
UV 254 nm dan 366 nm. Kemudian plat disemprot dengan menggunakan 4
macam pereaks semprot, yakni ammonia-sitoborat untuk mengidentifikas
flavonoid, anisaldehid-H,SO, untuk senyawa terpenoid, dragendorf-NaNO,untuk
senyawa alkaloid. Dan juga digunakan pembanding kuersetin 0,1% dalam
methanol dengan fase gerak toluen: etil asetat : asam formiat (4,5:3:0,25)v/v
dengan pereaksi sitoborat (Badan Pom RI, 2010). Semua hasil KLT dilihat di UV
366 nm, kecuali Dragendorf-NaNO, hanya dilihat menggunakan sinar tampak.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Identifikasi tanaman dan ekstraksi. Identifikasi tanaman dilakukan dengan

mencocokkan  morfologi tumbuhan untuk memastikan kebenaran identitas
tumbuhan. Hasil identifikasi tanaman yang dilakukan di Laboratorium Biologi
Farmasi, Fakultas Farmasi, Universitas Muhammadiyah Surakarta menunjukkan
bahwa tanaman yang diteliti benar-benar Ruta angustifolia [L.] Pers (inggu).
Ekstraksi dengan metode maserasi 3 kali menggunakan etanol 96% didapatkan

rendemen 25,37%.

Aktivitas Antibakteri Fraksi Semipolar Ekstrak Etanol Batang Ingqu terhadap

Bakteri Staphylococcus aureus dan  Streptococcus mutans. Penelitian ini

dilakukan untuk mengetahui aktivitas antibakteri fraksi semipolar ekstrak etanol
batang inggu terhadap mencit yang diinokulasi bakteri Staphylococcus aureus dan
Sreptococcus mutans. Uji antibakteri fraksi semipolar ekstrak etanol batang inggu
menggunakan suspensi bakteri 10° CFU untuk 3 seri konsentrasi meliputi 0,3; 1,2
dan 2,14 g/kg. Kontrol positif yang digunakan dalam penelitian ini adaah
gentamisin. Sedangkan kontrol negatifnya adalah NaCl. Penghitungan koloni
bakteri dilakukan 24 jam setelah perlakuan dengan menggunakan fraksi semipolar
ekstrak etanol batang inggu dengan menggunakan colony counter. Penghitungan
ini dilakukan untuk mengetahui jumlah bakteri yang hidup setelah diberi
perlakuan dengan fraksi semipolar ekstrak etanol batang inggu setelah 24 jam.



Tabel 1. Pengaruh perlakuan fraks semipolar ekstrak etanol batang inggu
(Ruta angustifolia L.[Pers]) dengan variasi beberapa kelompok perlakuan
terhadap % aktivitas penghambatan bakteri Streptococcus mutans pada
pengamatan setelah 24 jam

% aktivitas
Kelompok perlakuan —

I I Il X SD
Kontrol positif 100 100 100 100 0
(Gentamisin) 8,38 0 0 2,79 4,838
Kontrol negatif (NaCl) 46,31 27,56 59,09 44,31 15,84
P1 (Konsentrasi 0,3 g/kg) 81,80 80,82 91,05 84,56 5,64
P2 (Konsentrasi 1,2 g/kg) 97,44 94,80 91,90 94,71 2,77
P3 (Konsentrasi 2,14
g/kg)

Pada tabel 1 dapat dilihat bahwa kelompok kontrol postif yang
menggunakan antibiotik gentamisin dapat 100% membunuh bakteri Streptococcus
mutans. Dan pada kelompok kontrol negatif, NaCl tidak terlalu berpengaruh
terhadap penghambatan bakteri Streptococcus mutans. Persentase aktivitas
antibakteri dari kelompok perlakuan fraksi semipolar ekstrak etanol batang inggu
pada konsentrasi 0,3; 1,2 dan 2,14 g/kg secara berturut-turut adalah 44,31; 84,56
dan 94,71%. Dari persen aktivitas penghambatan bakteri terhadap Streptococcus
mutans dagpat dilihat bahwa semakin besar konsentras fraksi, semakin besar pula

aktivitas hambatannya.

Hasil uji antibakteri pada Saphylococcus aureus dapat dilihat pada tabel 2.
Persentase aktivitas antibakteri dari kelompok perlakuan fraksi semipolar ekstrak
etanol batang inggu pada konsentrasi 0,3; 1,2 dan 2,14 g/kg secara berturut-turut
adalah 80,27; 87,75 dan 97,39%. Artinya semakin besar konsentrasi fraksi semi
polar batang inggu semakin besar pula aktivitas penghambatan bakteri

Staphylococcus aureus.

Tabel 2. Pengaruh perlakuan fraks semipolar ekstrak etanol batang inggu
(Ruta angustifolia [L.] Pers.) dengan variasi beberapa kelompok perlakuan
terhadap % aktivitas penghambatan bakteri Staphylococcus aureus pada
pengamatan setelah 24 jam



% aktivitas

Kelompok perlakuan —
I I Il X SD
Kontrol positif 100 100 100 100 0
(Gentamisin) 0 0 78 2,6 45
Kontrol negatif (NaCl) 79,19 80,29 81,34 80,27 1,08
Konsentrasi 0,3 g/kg 88,71 8529 89,24 87,75 2,14
Konsentrasi 1,2 g/kg 95,77 97,49 98,90 97,39 1,57

Konsentrasi 2,14 g/kg

Dan dari hasil uji LSD didapatkan bahwa fraksi semipolar ekstrak etanol
batang inggu lebih poten terhadap bakteri Streptococcus mutans dibandingkan

dengan Staphylococcus aureus.

Analisis Kandungan Kimia pada Fraksi Semipolar Ekstrak Etanol Batang Ingqgu.

Identifikasi senyawa fraks semipolar ekstrak etanol batang inggu dilakukan
dengan kromatografi lapis tipis (KLT). Analisis ini dilakukan untuk mengetahui
kandungan kimia yang terdapat dalam fraksi semipolar ekstrak etanol batang

inggu.

Pada sampel yang disemprot dengan uap amonia-sitoborat tampak perubahan
warna bercak kromatogram menjadi kuning pada Rf 0,16 yang menandakan
adanya senyawa flavonoid pada fraks semi polar ekstrak etanol batang inggu.
Penelitian antibakteri yang dilakukan Taleb-Contini (2003), mengatakan bahwa
senyawa flavonoid memilki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus,
dan Streptococcus mutans.

Pada sampel yang disemprot dengan pereaks anisaldehid-H2SO..
Menghasilkan bercak kromatogram berwarna biru pada Rf 0,24, yang
menandakan terdapat senyawa terpenoid (Wagner and Bladt, 1996). Menurut
Gupta, et al. (2011), terpenoid memiliki aktivitas antibakteri terhadap
Saphylococcus aureus. Kemudian sampel yang disemprot dragendorf
menunjukkan perubahan warna menjadi jingga-kecolatan (Wagner and Bladt,

1996) pada Rf 0,56 yang menandakan terdapatnya senyawa alkaloid. Penelitian



yang dilakukan oleh Nurhaya (2009), mengatakan bahwa senyawa alkaloid
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus. Dan pada analisis
kuersetin dengan menggunakan peresks sitoborat tampak perubahan bercak
warna kuning kehijauan (Badan POM RI, 2010) yang sama dengan warna
pembanding kuersetin, namun tidak terdapat pada Rf yang sama yang
menandakan terdapatnya senyawa kuersetin pada fraks semi polar ekstrak etanol
batang inggu.

Tabel 3. Hasll identifikasi senyawa dengan pereaks sempr ot

Per eaksi Rf Hasll Interpretas
Pengamatan
Amonia-sitoborat (UV 366nm) 0,16 Kuning Mengandung
flavonoid
Anisaldehid-H,SO, (UV 366nm) 0,24 Biru Mengandung
terpenoid
Dragendorf 0,56 Jingga Mengandung
kecoklatan  alkaloid
AnalisisKuersetin (UV 366nm) 0,40 Hijau Mengandung
Kiri: sampel. Kanan: kuersetin. kuersetin

Berdasarkan uraian diatas, maka fraksi semipolar ekstrak etanol batang inggu
poten terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Streptococcus mutans
dikarenakan terdapat senyawa flavonoid, akaloid, kuersetin dan terpenoid sebagai
antibakteri. Perlu penelitian lebih lanjut untuk menentukan senyawa yang paling
berperan aktif sebagai antibakteri dalam fraks semipolar ekstrak etanol batang

inggu.

KESIMPULAN
Berdasarkan penelitian dapat diambil kesimpulan bahwa fraks semipolar
ekstrak etanol batang Inggu memiliki aktivitas antibakteri terhadap

Saphylococcus aureus dan Streptococcus mutans. Kandungan kimia yang



terkandung dalam fraksi semipolar ekstrak etanol batang inggu adalah flavonoid,
terpenoid, akaloid dan kuersetin.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut aktivitas antibakteri dari fraksi
semipolar ekstrak etanol batang inggu terhadap jenis bakteri gram negatif. Dan
dilanjutkan penelitian kandungan senyawa kimia yang paling aktif sebagai
antibakteri dalam fraksi semipolar ekstrak etanol batang Inggu. Untuk
mendapatkan hasil hitung sel bakteri yang lebih teliti disarankan untuk

menggunakan metode kerapatan optik.
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