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Abstrak

Uji aktivitas antibakteri fraksi non polar ekstrak etanol batang inggu (Rufa angustifolia
(L.) Pers) telah dilakukan terhadap bakteri Staphylococcus aureus dan Streptococcus
mutans secara in vivo. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh pemberian
fraksi non polar ekstrak etanol batang inggu pada hewan uji yang diinfeksi bakteri
Staphylococcus aureus dan Streptococcus mutans. Serbuk batang inggu dimaserasi
dengan etanol 96% dan difraksinasi dengan kromatografi cair vakum menggunakan eluen
bertingkat heksana : kloroform 6:4, 5:5, 4:6, 3:7. Uji aktivitas antibakteri secara in vivo
terhadap fraksi pekat batang inggu pada hewan uji mencit dengan variasi dosis 0,3; 1,2
dan 2,14 g/kg. Cairan intraperitoneal dari mencit yang telah diberi perlakuan di kultur
pada media agar dan di hitung koloni bakteri yang terbentuk. Aktivitas antibakteri pada
bakteri Staphylococcus aureus memiliki rata-rata persen penghambatan koloni berturut-
turut sebesar 73, 94 dan 99%, sedangkan pada bakteri Streptfococcus mutans sebesar 41,
81 dan 97%. Identifikasi kromatografi lapis tipis senyawa dalam fraksi non polar ekstrak
etanol batang inggu menunjukkan adanya senyawa flavonoid, terpenoid, dan alkaloid.

Kata kunci: antibakteri, Ruta angustifolia L., S. aureus, S. mutans

Abstract

Antibacterial activity in vivo study of ethanol extract nonpolar fraction of inggu stem
(Ruta angustifolia [L.] Pers) was conducted on Staphylococcus aureus and Streptococcus
mutans. It had a purpose to determine the effect of non polar fraction of ethanol extract
of inggu stem on animals that had been infected by bacteria Staphylococcus aureus and
Streptococcus mutans. Inggu stem powder was macerated with ethanol 96% and
fractionated by vacuum liquid chromatography using hexane : chloroform 6:4, 5:5, 4:6,
3:7. Inggu stem was tested with in vivo antibacterial activity on mice with various doses
of 0.3, 1.2 and 2.14 g/kg. Intraperitoneal fluid of mice had been treated was cultured on
agar media and colonies of formed bacteria were counted. Antibacterial activity on
Staphylococcus aureus bacteria has an average percentage of inhibition for colony are
respectively 73, 81 and 97 %., whereas that of the Streptococcus mutans bacteria are 41,
81 and 97% respectively. Identification of thin layer chromatography fraction in non-
polar compounds of ethanol extract of inggu stem is indicated by flavonoids, terpenoids,

and alkaloids.
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PENDAHULUAN meningkat. Resistensi terhadap beberapa
Resistensi antibakteri menjadi ancam- obat pertama kali ditemukan pada Esche-
an kesehatan masyarakat global yang terus richia coli di awal tahun 1960 (Levy dan
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Marshall, 2004). Selain itu ditemukan juga
kasus resistensi Escherichia coli terhadap
sefalosporin generasi ketiga dan resistensi
Staphylococcus aureus terhadap vankomisin
(Tenover, 2006).

Staphylococcus aureus adalah bakteri
yang kebal terhadap pemanasan dan dapat
memproduksi racun enterotoksin yang dapat
mencemari makanan. Racun tersebut dapat
merusak dinding usus halus dan menimbul-
kan sekresi jaringan usus. Salah satu
anggota tubuh yang memiliki banyak koloni
mikroorganisme adalah rongga mulut.
Penyakit umum yang sering terjadi pada
rongga mulut adalah karies gigi yang
disebabkan oleh Streptococcus mutans
(Pratiwi, 2011).

Inggu merupakan salah satu tanaman
herbal yang sering digunakan untuk pengo-
batan. Tanaman inggu (Ruta angustifolia L.)
diketahui banyak memiliki khasiat dalam
mengobati berbagai penyakit. Kandungan
kimia yang terdapat dalam tanaman inggu
antara lain metil-noniketon, keton pinena, I-
limonena, ceneol, asam rutinat, kokusaginin,
edulinin, rhamno glikosid, kuersetin, xanto-
toksin, serta sedikit tannin (Agoes, 2010).
Dalam ekstrak etanol tanaman inggu
mengandung psoralen, bergapten dan iso-
pimpinellin (Gunaydin dan Savci, 2005).
Selain itu inggu juga mengandung kumarin

(rutamarin), furanokuinolin alkaloid (koku-
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sagin, fagarin) dan glikosida flavonol rutin
(Wagner dan Bladt, 1995).

Ruta graveolens (Pandey, et al.,
2011) dan Ruta chalapensis diketahui dapat
menghambat beberapa strain bakteri (Priya,
et al., 2009). Kandungan rutin dan kuersetin
pada Ruta graveolens telah terbukti memiliki
antibakteri

aktivitas

Khoskham, 2012). Menurut Sabir (2005)

(Asgarpanah  dan

flavonoid mampu menghambat pertumbuh-
an bakteri Streptococcus mutans.
Berdasarkan uraian tersebut, kandung-
an senyawa yang terdapat dalam tanaman
inggu diduga memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Staphylococcus aureus dan Strep-
tococcus mutans. Kuersetin flavonol meru-
pakan aglikon yang kurang polar. Maka
penelitian ini memfokuskan untuk men-
dapatkan senyawa yang mempunyai
aktivitas antibakteri secara in vivo pada
fraksi non polar dari ekstrak etanol batang

inggu (Ruta angustifolia L.).

METODE PENELITIAN

Alat yang digunakan pada penelitian
ini adalah timbangan, pompa vakum, corong
buchner, rotary evaporator, waterbath,
kertas saring, seperangkat alat KVC, laminar
air flow, incubator, shaker incubator, tabung
reaksi, erlenmeyer, cawan petri, coloni
counter, yellow tip dan blue tip, ependorf,

spuit injeksi dan alat bedah.



Bahan yang dibutuhkan adalah batang
inggu yang diperoleh dari Balai Besar
Pengembangan dan Penelitian Tanaman
Obat dan Obat Tradisional (BBPPTOOT)
Tawangmangu, Karanganyar, Jawa Tengah;
mencit putih jantan dari galur BALB/c yang
didapat dari Universitas Gadjah Mada,
Yogyakarta; bakteri Staphylococcus aureus
dan Streptococcus mutans, media Mueller
hinton (MH) dan Brain heart infusion (BHI),
akuades, alkohol 96 %, alkohol 70 %, n-
heksana, kloroform, silika impreg, silika gel
GFs4,

anisaldehid, standar kuersetin, NaCl dan

ammonia sitroborat, dragendorf,
gentamisin.

Identifikasi tanaman dilakukan di
Laboratorium Biologi Fakultas Keguruan dan
Ilmu Pendidikan Universitas Muhammadiyah
Surakarta.

Ekstrak etanol batang inggu dibuat
dengan metode maserasi menggunakan
pelarut etanol 96%. Bagian batang tumbuhan
tersebut dibersihkan dari kotoran, dicacah
dan dikeringkan, selanjutnya digiling lalu di
haluskan dengan blender dan ditimbang.
Serbuk kering sebanyak 730 g kemudian
direndam dengan 7,5 bagian etanol selama
24 jam. Maserat selanjutnya disaring meng-
gunakan corong buchner. Hal ini diulang
sampai filtrat yang tertampung menjadi
jernih. Filtrat dipekatkan dengan rotary

evaporator menjadi ekstrak.

Uji Aktivitas Antibakteri (Frida Rosenova dkk)

Fraksinasi dilakukan untuk men-
dapatkan fraksi non polar dari ekstrak etanol
batang inggu. Pemisahan dilakukan dengan
menggunakan kromatografi vakum cair.
Sebanyak 25 g ekstrak ditambahkan dengan
50 g silika impreg kemudian di campur
hingga homogen. Sebelum digunakan, ter-
lebih dahulu kolom dijenuhkan dengan
memasukkan serbuk silika kolom sebanyak
190 g ke dalam kolom dan dipadatkan.
Kemudian dimasukkan 150 mL n-heksana,
ditunggu sampai elusi bergerak ke bawah.
Selanjutnya dimasukkan silika yang sudah
diimpreg dengan sampel. Fraksinasi dilaku-
kan sebanyak tiga kali. Pada fraksinasi per-
tama dan kedua elusi dilakukan dengan
heksana : kloroform dengan perbandingan
6:4, 5:5, 4:6, 3:7 dan pada fraksinasi kedua
dengan perbandingan 6:4, 5:5, 4:6, 3.7, 2:8
dan 1:9 lalu dengan etanol sebanyak 2 kali.
Uji KLT dilakukan untuk melihat spot
pemisahannya. Kemudian fraksi yang mem-
punyai bercak kromatogram yang sama
digabungkan dan dievaporasi sehingga
didapat fraksi kental heksan.

Uji aktivitas antibakteri pada pene-
litian in1 menggunakan 30 mencit yang terdiri
dari 10 kelompok, masing-masing kelompok
terdiri dari 3 mencit. Setiap kelompok mencit
diinfeksi dengan 0,1 mL (10° cfu/mL)

suspensi S. aureus atau S. mutans secara

intraperitoneal. 24 jam kemudian, masing-
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masing kelompok menerima perlakuan
berbeda.

Kontrol negatif : kelompok 1 menda-
patkan 0,4 mL normal salin terhadap S.
aureus dan kelompok 2 mendapatkan 0,4
mL normal salin terhadap S. mutans. Kontrol
positif : kelompok 3 mendapatkan 33 mg/kg
gentamisin terhadap S. aureus dan kelompok
4 mendapatkan 33 mg/kg gentamisin terhadap
S. mutans.

Fraksi non polar : kelompok 5-7 men-
dapatkan 0,3; 1,2 dan 2,14 g/kg fraksi non
polar terhadap S. aureus dan kelompok 8-10
mendapatkan 0,3; 1,2 dan 2,14 g/kg fraksi
non polar terhadap S. mutans.

Setelah 24 jam, 0,1 mL spesimen
diambil dari cairan intraperitoneal (Hossein-
zadeh, 2007). Selanjutnya cairan dikultur
pada media Mueller hinton menggunakan
metode pour plate dan diinkubasi pada 37°
C selama 24 jam. Koloni yang terbentuk
dihitung dengan alat coloni counter.

Persen penghambatan koloni pada
sampel dibandingkan dengan kelompok
kontrol negatif dan diuji dengan uji T-test,
P-value kurang dari 0,05 dianggap sig-
nifikan secara statistik.

Uji kromatografi lapis tipis bertujuan
untuk mengidentifikasi jenis senyawa kimia
yang terkandung dalam fraksi non polar
ekstrak etanol batang inggu (Ruta angustifo-
lia (L.) Pers). Fase gerak yang digunakan
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adalah heksana dan kloroform 5 mL dengan
perbandingan 2:8; 3:7, 4:6, 5:5, 6:4, dan 7:3.
Hasil optimasi menunjukkan bahwa pada
perbandingan 3:7 didapatkan hasil pemisah-
an yang paling baik. Selanjutnya dilakukan
elusi pada masing-masing plat KLT lalu
dideteksi dengan UV,s4, UV3e6, dan pereaksi
semprot. Pereaksi semprot yang digunakan
adalah sitroborat, Dragendorff dan anisal-

dehid.

HASIL DAN PEMBAHASAN
Identifikasi Tanaman dan Ekstraksi
Determinasi tanaman dilakukan di
Laboratorium Biologi Fakultas Keguruan dan
[Imu Pendidikan Universitas Muhammadiyah
Surakarta. Identifikasi tanaman dilakukan
untuk memastikan bahwa tanaman yang di-
gunakan benar. Dari hasil maserasi didapat
ekstrak etanol batang inggu sebanyak

185,23 g dengan rendemen sebesar 25,37%.

Uji Aktivitas Antibakteri

Uji ini menggunakan bakteri Staphy-
lococcus aureus dan Streptococcus mutans.
Kelompok perlakuan menggunakan fraksi non
polar ekstrak etanol batang inggu dengan
dosis 0,3; 1,2 dan 2,14 g/kg, sedangkan untuk
kontrol positif menggunakan gentamisin dan
kontrol negatif menggunakan NaCl. Hasil
uji aktivitas terdapat pada Tabel 1 dan 2.



Uji Aktivitas Antibakteri (Frida Rosenova dkk)

Tabel 1. Pengaruh Perlakuan Fraksi Non Polar Ekstrak Etanol Batang Inggu (Ruta
Angustifolia L..) dengan Variasi beberapa Kelompok Perlakuan terhadap Persen
Penghambatan Koloni Bakteri Streptococcus Mutans

Persen penghambatan koloni

Kelompok perlakuan I I T X
Dosis 0,3 g/kg 39,15 43,40 41,28 41,27
Dosis 1,2 g/kg 75,32 89,36 80,85 81,84
Dosis 2,14 g/kg 97,44 97,44 96,17 97,02
Kontrol positif (Gentamisin) 100 100 100 100
Kontrol negatif (NaCl) 8,5 0 0 2,83

Tabel 2. Pengaruh Perlakuan Fraksi Non Polar Ekstrak Etanol Batang Inggu (Ruta
Angustifolia L.) dengan Variasi beberapa Kelompok Perlakuan terhadap Persen
Penghambatan Koloni Bakteri Staphylococcus Aureus

Persen penghambatan koloni

Kelompok perlakuan

I il 111 X
Dosis 0,3 g/kg 75,45 72,20 72,92 73,52
Dosis 1,2 g/kg 94,58 94,22 94,22 94,34
Dosis 2,14 g/kg 99,64 98,92 99,64 99,4
Kontrol positif (Gentamisin) 100 100 100 100
Kontrol negatif (NaCl) 0 0 7,2 2,4

Persen penghambatan dari kelompok
perlakuan fraksi non polar ekstrak etanol
batang inggu pada bakteri Streptococcus
mutans dengan dosis 0,3; 1,2 dan 2,14 g/kg
berturut-turut adalah 41,27; 81,84 dan 97,02
% (Tabel 1).

Persen penghambatan bakteri Sta-
phylococcus aureus terhadap kelompok per-
lakuan fraksi non polar ekstrak etanol batang
inggu dengan dosis 0,3; 1,2 dan 2,14 g/kg
adalah 73,52; 94,34 dan 99,4 % (Tabel 2).

Data persen penghambatan selanjut-
nya dianalisis menggunakan uji T-test. Hasil
analisis bakteri Streptococcus mutans antara

kontrol negatif dan perlakuan pertama

adalah 0.01 (P < 0,05), sedangkan antara
kontrol negatif dengan perlakuan kedua dan
ketiga adalah 0,00 (P < 0,05). Demikian
juga dengan bakteri Staphylococcus aureus
juga dianalisis dengan metode T-test. Hasil
analisis antara kontrol negatif dengan
perlakuan pertama sampai ketiga adalah
0,00 (P < 0,05) yang menunjukkan bahwa
pemberian fraksi non polar ekstrak etanol
batang inggu dengan berbagai dosis
mempengaruhi penghambatan pada mencit
yang diinfeksi bakteri Staphylococcus aureus
dan Streptococcus mutans secara signifikan.

Hasil penelitian menunjukkan adanya

penghambatan bakteri pada mencit yang
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diberi fraksi non polar ekstrak etanol batang
inggu. Kandungan alkaloid yang terdapat
pada Ruta angustifolia terbukti memiliki
aktifitas antibakteri terhadap Staphylococcus
aureus (Nurhaya, et al., 2009). Ekstrak
etanol dari Ruta graveolens terbukti poten
dalam menghambat Staphylococcus aureus
dengan zona hambat 22 mm (Pandey et al.,
2011). Penelitian yang dilakukan oleh Sabir
(2005) dan Artika, ef al, (2011) menunjuk-
kan bahwa flavonoid mampu menghambat

pertumbuhan Streptococcus mutans.

Hasil Identifikasi Kandungan Senyawa
pada Fraksi Non Polar Ekstrak Etanol
Batang Inggu

Identifikasi ini bertujuan untuk me-
ngetahui kandungan senyawa yang terdapat
dalam fraksi non polar ekstrak etanol batang
inggu. Hasil identifikasi menunjukkan adanya
bercak dengan warna yang berbeda.

Plat yang telah disemprot dengan
sitoborat terlihat adanya bercak berwarna
kuning pada Rf 0,3, hasil tersebut menun-
jukkan fraksi non polar ekstrak etanol

batang inggu mengandung flavonoid, tetapi

plat yang menggunakan pembanding kuersetin
tidak terlihat adanya warna kuning. Plat
yang disemprot dengan anisaldehid pada Rf
0,24 menunjukkan adanya warna biru berarti
fraksi positif mengandung terpenoid. Plat
KLT pada Rf 0,34 yang telah disemprot
dengan dragendorf terlihat adanya warna
jingga yang menunjukkan fraksi tersebut
juga mengandung alkaloid (Wagner dan
Bladt, 1995).

Hasil tersebut sesuai dengan peneliti-
an sebelumnya, yaitu Ruta graveolens salah
satu famili Ruta mengandung alkaloid dan
flavonoid (Benazir, 2011). Penelitian yang
dilakukan oleh Mancebo et al., (2000) me-
nyatakan bahwa ekstrak Ruta chalapensis
mengandung alkaloid dan terpenoid. Kan-
dungan flavonoid utama yang terdapat pada
Ruta graveolens adalah rutin dan kuersetin
(Pirouzpanah et al., 2005). Kandungan ter-
penoid pada tanaman inggu adalah ses-
kuiterpen geijeren (Kuzovkina et al., 2009).
Kandungan alkaloid pada tanaman ini antara
lain akridon dan furokuinolon (Baumert et

al., 1992).

Tabel 3. Hasil Analisis KL T Fraksi Non Polar Ekstrak Etanol Batang Inggu

. . Warna pada KLT
Identifikasi — RY UV254  UV366  Visibel Ket.
Flavonoid 0,3 - Kuning - +
Terpenoid 0,24 - Biru - +
Alkaloid 0,34 - - Jingga +
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KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian yang
telah dilakukan maka dapat disimpulkan
bahwa fraksi non polar ekstrak etanol batang
inggu (Ruta angustifolia [L]. Pers) memiliki
aktivitas antibakteri yang poten dalam meng-
hambat bakteri Staphylococcus aureus dan
Steptococcus mutans dengan nilai rata-rata
persen penghambatan berturut-turut sebesar
99,4 dan 97,02 %. Analisis secara kroma-
tografi menunjukkan fraksi ini mengandung

senyawa flavonoid, terpenoid, dan alkaloid.
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