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AKTIVITAS ANTIBAKTERI DARI PLASMA TIKUS (Rattus
norvegicus) TERHADAP Staphylococcus aureus SETELAH
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ABSTRAK

Epigallocatechin gallate (EGCG) merupakan senyawa polifenol utama dalam teh hijau, selain epigallocatechin
(EGC), epicatechin gallate (ECG) dan epicatechin (EC). Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa EGCG
memiliki aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus aureus, tetapi memiliki bioavailabilitas per oral rendah.
Tujuan penelitian ini untuk mengetahui korelasi kadar EGCG dalam plasma dan aktivitas antibakterinya
setelah pemberian fraksi etanol teh hijau dosis tunggal 100 mg/kg bb tikus. Teh hijau diekstraksi dengan
heksana 1 : 10 menggunakan metode Ultrasonic-Assisted Extraction (UAE) selama 2 x 15 menit. Fraksi tidak
larut heksana diekstraksi kembali dengan metode yang sama menggunakan etanol 50 % (1:10). Fraksi etanol
teh hijau yang diperoleh ditetapkan kadar total EGCG dengan metode Ultra-Fast Liquid Chromatography.
Fraksi etanol teh hijau dosis 100 mg/kg bb diberikan secara per oral terhadap 3 ekor tikus jantan dan sebagai
pembanding adalah diberikan larutan kolloidal CMC 1 %. Kadar EGCG dalam plasma dianalisis setelah
pemberian per oral berturut-turut 15, 30, 60, dan 120 menit dan ditentukan aktivitas antibakterinya dengan
metode difusi agar. Hasil penelitian menunjukkan kadar EGCG dalam plasma pada menit pengambilan ke-15,
30, 60, dan 120 berturut-turut adalah 12,674 bpj, 13,277 bpj, 13,035 bpj, dan 12,298 bpj serta memiliki
aktivitas antibakteri terhadap S.aureus dengan diameter daerah hambatan rerata berturut-turut 10,93 mm,
11,39 mm, 10,81 mm, dan 9,93 mm. Hasil analisis korelasi Pearson menunjukkan nilai signifikansi kadar EGCG
dan aktivitas antibakteri plasma setelah pemberian fraksi etanol teh hijau pada menit ke-15, 30, 60, dan 120
yaitu 0,037 (p<0,05). Kesimpulan: ada korelasi antara kadar EGCG fraksi etanol teh hijau dalam plasma dengan

aktivitas antibakterinya.

PENDAHULUAN

Resistensi antibiotika terhadap bakteri-bakteri
patogen semakin meningkat akibat penggunaan
antibiotika yang tidak tepat. Salah satu bakteri
yang ditemukan telah resisten terhadap beberapa
antibiotika yang beredar saat ini adalah
Staphylococcus aureus. Methicillin Resistance
Staphylococcus aureus (MRSA) merupakan bakteri
gram positif yang telah resisten terhadap
antibiotika  Methicillin. Bakteri ini dapat
menyebabkan penyakit menular yang parah,
antara lain: keracunan makanan, endokarditis
piogenik, pneumonia supuratif, otitis media,
infeksi pada kulit dan jaringan lunak (1). Beberapa
penelitian menunjukkan bahwa senyawa bioaktif
tanaman memiliki prospek sebagai antimikroba,
antara lain: flavonoid, flavon, tannin, terpenoid,
alkaloid, peptide (2).

Salah satu produk tanaman teh (Camellia sinensis
L) yang memiliki aktivitas antibakteri adalah
polifenol katekin dalam teh hijau. Katekin dalam
teh hijau, antara lain: Epigallocatechin gallate
(EGCG), epigallocatechin (EGC), epicatechin
gallate (ECG), epicatechin (EC), gallocatechin (GC).
EGCG sekitar 65 % dari total katekin dalam teh
hijau (3,4). Penelitian-penelitian sebelumnya
menunjukkan bahwa ekstrak teh hijau dan EGCG
memiliki aktivitas antibakteri terhadap beberapa
bakteri patogen, antara lain: Staphylococcus
aureus (5-6), Streptococcus mutans (7, 8),
Escherichia coli (9). Secara in vitro ekstrak the
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hijau yang kaya EGCG memiliki kadar hambat
minimal 300 bpj (5). EGCG menghambat
pertumbuhan bakteri dengan jalan merusak
membran sel S. aureus (10).

EGCG termasuk senyawa polar dan memiliki
bioavailabilitas relatif rendah (13, 14), hal ini
dibatasi karena absorpsi di usus rendah, dan
kestabilan di lingkungan usus juga rendah (15).
Secara ex vivo melalui pemberian ekstrak teh hijau
kaya polifenol dengan dosis 50 mg/kg bb tikus
setelah pemberian 1 jam hanya menunjukkan
diameter zona hambat hanya 7,1 mm (5).

Berdasarkan latar belakang di atas dilakukan
penelitian untuk mengetahui adanya korelasi
kadar EGCG teh hijau dalam plasma hewan uji
tikus dengan aktivitas antibakteri secara ex vivo
dari fraksi etanol teh hijau melalui variasi waktu
pengambilan darah.

METODE PENELITIAN

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini
yaitu UFLC (Ultra-Fast Liquid Chromatography)
(Shimadzu), vortex (type VM-300), sentrifuge
(Gemmy), mikropipet (Dragon Med), dan
timbangan analitik (Ohaus), rotavapor (Heidolph),
ultrasonic cleaner (VWR Symphony 97043-936).
Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini



yaitu: salah satu produk teh hijau dari Indonesia, EGCG p.a.
(Sigma-Aldrich), n-heksana (technical grade), etanol 50%
(technical grade), tikus jantan (Rattus norvegicus) strain
Sprague Dawley, Staphylococcus aureus ATCC 25923, media
Muller Hinton Agar (Merck), Larutan McFarland 0,5 (Hi-
Media), metanol p.a (Merck), Asam asetat p.a. (Merck),
akuades.

Teh hijau diserbuk kasar dan diayak menggunakan nomor
ayakan mesh 18 kemudian ditimbang sebanyak 100 gram,
selanjutnya diekstraksi menggunakan n-heksan 1000 ml
dengan bantuan ultrasonikator selama 2x15 menit dan
disaring. Bagian tidak larut heksana diekstraksi kembali
dengan bantuan ultrasonikator menggunakan etanol 50%
dengan perbandingan (1:10), disaring dan diuapkan
pelarutnya dengan rotavapor dengan suhu * 600C dan
kelebihan pelarut dikeringkan dengan freeze dryer.

Penentuan kadar EGCG dilakukan menggunakan UFLC
dengan kolom Shim-pack Vp-Ods, fase gerak
metanol:H20:asam asetat = 25 : 70 : 5 (pH 2), flow rate = 1
ml/min, detektor: PDA, suhu kolom: RT 300C, panjang
gelombang 280 nm, volume sampel 20 pL. Sebagai baku
standar EGCG (Sigma-Aldrich).

Tikus jantan sehat sebanyak 3 ekor yang sudah diadaptasi
selama 2 minggu dengan bobot rata-rata 200 g diberi
konsumsi fraksi etanol teh hijau dengan dosis tunggal per oral
100 mg/kg bb. Setelah pemberian per oral, masing-masing
hewan uji diambil darahnya pada menit ke-15, 30, 60, dan
120. Sampel darah dipisahkan plasmanya menggunakan
sentrifugator dengan kecepatan 2500 rpm, selanjutnya
diukur kadar EGCG plasma dan aktivitas antibakterinya
terhadap S. aureus.

Senyawa EGCG yang diperoleh dari proses fraksinasi teh
hijau, selanjutnya dilakukan penentuan kadar EGCG dalam
plasma dengan metode yang sama dengan penentuan kadar
EGCG dalam fraksi etanol teh hijau.

Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode
difusi agar menurut penelitian sebelumnya (5) dengan sedikit
modifikasi. Ringkasnya, 10 pL  suspensi bakteri
Staphylococcus aureus yang setara dengan larutan McFarland
0,5 disebar di atas permukaan media MHA steril dalam
petridish. Masing-masing blank disc ditetesi dengan 20 pL
sampel plasma dan diletakkan di atas permukaan media MHA
yang sudah disebar dengan bakteri uji. Kemudian dilakukan
pra inkubasi pada suhu kamar selama 30 menit dan
dilanjutkan dengan inkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.
Dilakukan pengamatan dan pengukuran diameter zona
hambat yang terbentuk.

Hasil pengukuran kadar EGCG dan diameter zona hambat dari
plasma darah dengan variasi waktu sampling sebagai variabel
bebas diuji korelasinya menggunakan analisis korelasi
Pearson dengan bantuan program SPSS.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Ekstraksi teh dilakukan pertama-tama menggunakan
heksana, tujuannya untuk menghilangkan senyawa-senyawa
non polar yang tidak diinginkan, sehingga pada saat ekstraksi
dengan etanol 50%, kadar senyawa katekinnya diharapkan
akan lebih banyak terekstraksi. Dalam penelitian ini ekstraksi
dilakukan dengan bantuan ultrasonikasi sehingga waktu
ekstraksi dan volume pelarut yang digunakan lebih sedikit
dibanding metode konvensional seperti maserasi (16). Hal ini
didukung oleh penelitian sebelumnya yang menunjukkan
bahwa senyawa katekin teh hijau paling banyak terekstraksi
dengan bantuan ultrasonikasi menggunakan pelarut etanol
50% (17). Hasil penentuan kadar EGCG dari fraksi etanol teh
hijau yang diperoleh dapat dilihat pada gambar 1 dan tabel 1.

Tabel 1. Hasil pengukuran kadar EGCG dalam fraksi etanol teh hijau
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Gambar 1. Kromatogram hasil pengukuran Kadar EGCG dalam fraksi
etanol teh hijau dengan metode Ultra-Fast Liquid Chromatography
dengan kolom Shim- pack Vp-Ods, fase gerak = metanol : H20 : asam
asetat=25:70:5 (pH 2), flow rate = 1 ml/min.

Dari gambar 1 terlihat peak dengan waktu retensi 10.287
menunjukkan bahwa fraksi etanol teh hijau mengandung
EGCG dominan dengan luas area 82,324%. Setelah dilakukan
perhitungan diperoleh kadar EGCG dalam ekstrak 60,945%
atau 609 mg ekivalen asam gallat/g fraksi etanol teh hijau. Hal
ini didukung penelitian-penelitian sebelumnya yang
menunjukkan katekin dominan dalam teh hijau adalah EGCG,
setelah itu EGC dan ECG (3, 18).

Tabel 2. Hasil pengukuran dari EGCG standar konsentrasi 12,5 ppm
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Gambar 2. Kromatogram EGCG standar konsentrasi 12,5 ppm
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Tabel 3. Hasil Pemeriksaan Organoleptik Sediaan Serum Wajah
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Gambar 3. Kromatogram EGCG standar konsentrasi 200 ppm

Hasil pengukuran kadar EGCG dalam plasma setelah lama
pemberian 15, 30, 60, dan 120 menit dari fraksi etanol teh
hijau dosis 100 mg/kg bb tikus diperoleh hasil seperti pada
gambar 4, 5, dan tabel 4, 5, 7. Dari gambar 4, 5, dan tabel 4, 5,
7 terlihat bahwa dimenit 15 setelah pemberian fraksi etanol
teh hijau dosis 100 mg/kg bobot badan sudah dapat dideteksi
adanya EGCG dalam plasma dengan konsentrasi 12,674 bpj
dan sampai menit ke-120 masih menunjukkan kadar yang
tidak berbeda nyata dengan menit ke-15 yaitu 12,298 bpj.
Hasil kromatogram dari fraksi teh hijau dibandingkan sampel
plasma terlihat pada sampel plasma ada tambahan metabolit
baru dan jika dilihat dari kromatogram menit ke-15 dan 120
terlihat jumlah metabolit lain yang terbentuk juga ada sedikit
perbedaan. Ini menunjukkan bahwa EGCG terabsorpsi dalam
cairan tubuh kecil. Menurut penelitian sebelumnya bahwa
metabolisme EGCG pertama berubah menjadi EGC
selanjutnya menjadi metabolit-metabolit lainnya dan hal ini
sangat dipengaruhi oleh flora normal yang ada di usus
(15,18,20). Hasil penelitian sebelumnya (21) diperoleh profil
plasma EGCG pada tikus yang diberi ekstrak teh hijau yang
setara dengan EGCG 50 mg/kg bobot badan tikus
menunjukkan peningkatan konsentrasi antara 60 menit dan
180 menit dengan konsentrasi puncak 57 ng/ml pada menit
ke-120. Pada menit ke-300 kadar plasma turun menjadi 7
ng/ml. Namun, EGCG masih terdeteksi dalam plasma selama
12 jam antara kadar 4-9 ng/ml.

Tabel 4. Hasil pengukuran dari plasma setelah pemberian menit ke-
15
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Gambar 4. Kromatogram dari plasma setelah pemberian menit ke-
15

Hasil pengamatan aktivitas antibakteri sampel plasma
terhadap Staphylococcus aureus, kelompok fraksi etanol teh
pada menit ke-15 sampai dengan ke-120 terlihat setelah
inkubasi 1 x 24 jam pada sekitar disc yang berisi sampel
plasma ada zona bening terbentuk, hal ini menunjukkan
bahwa plasma mengandung metabolit-metabolit katekin
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termasuk EGCG yang mampu menghambat pertumbuhan S.
aureus (Gambar 7). Hasil pengukuran diameter zona hambat
dari sampel plasma menunjukkan hasil yang dapat dilihat
pada tabel 7. Dari tabel tersebut terlihat diameter zona
hambat rata-rata tertinggi ada pada menit ke-30, sedangkan
menit ke-60 sampai menit ke-120 sudah terlihat penurunan
aktivitas antibakteri. Mekanisme katekin teh hijau termasuk
EGCG menghambat bakteri pathogen, antara lain:
mengganggu sintesis membran dan dinding sel, menghambat
enzim-enzim intraselular, menghambat faktor-faktor
virulensi, stres oksidatif, kerusakan DNA, dan pengkelat besi
(22). Hal ini ditunjang penelitian sebelumnya, hasil analisis
microarray menunjukkan bahwa pemberian EGCG terhadap
S. aureus menghasilkan berturut-turut peningkatan dan
penurunan transkripsi gen 75 dan 72. Penurunan transkripsi
diamati pada gen yang terlibat dalam produksi toksin dan
respons stres. EGCG merusak membran sel S. aureus pada
konsentrasi 500 ppm (23). EGCG mengikat dan mengganggu
bagian lipid dari membran bakteri gram positif dan membran
sitoplasma gram negatif, menyebabkan penghambatan
pertumbuhan dan kematian. Kerusakan membran S. aureus
menurunkan fungsi protektif dari membran, termasuk
perlindungan dari tekanan eksternal. EGCG juga dapat
mempengaruhi sistem pompa efflux multidrug dan sistem ini
penting untuk memulihkan kerusakan membran (23).
Penelitian (4) mendapatkan bahwa ekstrak katekin teh hijau
mampu menghambat Methicilllin Resistance Staphylococcus
aureus dengan nilai kadar hambat minimal 100 bpj. Ekstrak
teh hijau mampu menghambat pembentukan biofilm
tergantung dari dosis yang diberikan. Ekstrak katekin teh juga
menekan ekspresi protein pengikat fibronektin A dan B (fnbA
dan fnbB).

Tabel 5. Hasil pengukuran dari plasma setelah pemberian menit ke-
120

Gambar 5. Kromatogram dari plasma setelah pemberian menit ke-
120

Tabel 6. Hasil pengukuran dari plasma setelah pemberian menit ke-
120

Nama Sampel Konsentrasi (bpj) Luas Area (n.jam/ml)

EGCG 1 12,5 29760
EGCG 2 25,0 68386
EGCG 3 50,0 133561
EGCG 4 100,0 411177
EGCG 5 200,0 838119

Hasil analisis korelasi Pearson antara kadar EGCG plasma dan
aktivitas antibakteri terhadap S. aureus secara ex vivo selama
waktu pengambilan sampel plasma dari menit ke-15 sampai
menit ke-120 menunjukkan adanya korelasi (p<0,05). Hal ini
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dibuktikan dengan hasil uji korelasi Pearson diperoleh nilai
signifikansi 0,037. Berdasarkan hasil uji korelasi Pearson
menunjukkan ada korelasi positif kadar EGCG plasma dan
aktivitas antibakteri plasma setelah pemberian fraksi etanol
teh hijau dosis tunggal. tetapi masih dibutuhkan formulasi
dalam bentuk sediaan tertentu untuk meningkatkan
bioavailabilitas EGCG sehingga dosis yang dibutuhkan sebagai
antibakteri dapat lebih rendah dari 100 mg/kgbb, antara lain:
mikrokapsul (24).

Kurva Baku EGCG Standar
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Gambar 6. Grafik hubungan luas area dengan konsentrasi EGCG
standar

Tabel 7. Hasil pengukuran rata-rata kadar EGCG dalam cairan plasma
dan diameter zona hambat kelompok perlakuan pada menit ke-15,
30, 60, dan 120

Menit Menit Menit Menit .
Kelompok Rata-Rata ke-15 ke-30 ke-60 Kke-120 Korelasi
Kadar EGCG
dalam cairan 12,674° 13,277° 13,035° 12,298
plasma (bpj) + + + +
+ 0,660 0,367 0,120 0,778
Fraksi Sb 0,037
etanol (p<0,05)
100
mg/kg bb X
Diameter 10,93° 11,39° 10,81° 9,93
zona hambat Y Y A N
(mm) £ o - a °
D 0,56 0,55 0.91 0,05
Keterangan:

P<0,05 : ada korelasi
P>0,05 : tidak ada korelasi

Gambar 7. Hasil pengujian aktivitas antibakteri sampel plasma
setelah inkubasi 24 jam pada suhu 370C.
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KESIMPULAN

Ada korelasi kadar EGCG dan aktivitas antibakteri dalam
plasma pada menit ke-15 sampai menit ke-120 setelah
pemberian fraksi etanol teh hijau dosis tunggal. Pemberian
100 mg/bb tikus sudah dapat menghambat
pertumbuhan bakteri S. aureus tetapi belum optimal. Fraksi
ekstrak teh hijau berpotensi untuk pemberian per oral
sebagai salah satu alternatif untuk infeksi Staphylococcus
aureus melalui formulasi dalam bentuk sediaan per oral yang
dimodifikasi misalnya dalam bentuk mikrokapsul.
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