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ABSTRAK 

 
Bintaro (Cerbera odollam Gaertn.) merupakan tanaman penaung yang 

sering ditemukan di pinggir-pinggir jalan. Tanaman ini memiliki aktivitas sebagai 
analgesik, antikonvulsan, kardiotonik, aktivitas hipotensi, antikanker, antioksidan, 
antifungi, antilarva dan antibakteri. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui 
Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) ekstrak etanol daun bintaro terhadap bakteri 
Shigella sonnei dan Staphylococcus saprophyticus serta mengetahui senyawa 
kimia dalam ekstrak etanol daun bintaro yang mempunyai aktivitas antibakteri. 
 Daun bintaro dimaserasi dengan pelarut etanol 70% sehingga diperoleh 
ekstrak kental. Ekstrak disuspensikan dengan CMC Na 0,25% dan diujikan 
terhadap bakteri Shigella sonnei dan Staphylococcus saprophyticus dengan 
metode dilusi padat. Uji kualitatif kandungan senyawa kimia dalam ekstrak 
menggunakan fase diam Silica gel GF254nm dan fase gerak toluen:etil asetat 
(85:15) v/v. Penelitian dilanjutkan dengan bioautografi dengan cara metode 
bioautografi kontak. 
 Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun bintaro belum 
memberikan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) terhadap Shigella sonnei 
sampai konsentrasi 4%, sedangkan terhadap Staphylococcus saprophyticus 
memiliki KBM 4%. 
Kata kunci: Cerbera odollam Gaertn., antibakteri, Shigella sonnei, 

Staphylococcus saprophyticus, Bioautografi 
 

ABSTRACT 
 

Bintaro (Cerbera odollam Gaertn.) are plants that are often found on 
roadsides. This plant has activity as an analgesic, anticonvulsant, cardiotonic, 
hypotensive activity, anticancer, antioxidant, antifungal, and antibacterial 
antilarva. The purpose of this study was to determine Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) bintaro leaf ethanolic extract against the bacteria Shigella 
sonnei and Staphylococcus saprophyticus and to know the chemical compounds in 
the bintaro leaves ethanolic extract which has antibacterial activity.   

Bintaro leaves macerated with 70% ethanol to obtain a viscous extract. 
Extract 0.25% CMC Na was suspended and tested against bacteria Shigella 
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sonnei and Staphylococcus saprophyticus with solid dilution method. Qualitative 
test chemical in the extract content using Silica gel GF254nm stationary phase and 
mobile phase toluene : ethyl acetate (85:15) v/v. Research continued with 
bioautography way bioautography contact method.  

The results showed that the bintaro leaves ethanolic extract has not 
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) against Shigella sonnei to 
concentration of 4%, while against Staphylococcus saprophyticus has MIC 4%.  
Keywords: Cerbera odollam Gaertn., Antibacterial, Shigella sonnei, 

Staphylococcus saprophyticus, Bioautography    
 
PENDAHULUAN 

Salah satu penyakit yang dialami oleh masyarakat yang paling umum adalah 

infeksi. Infeksi merupakan penyakit yang disebabkan oleh bakteri. Adapun bakteri 

penyebab bermacam infeksi diantaranya Shigella sonnei dan Staphylococcus 

saprophyticus. Bakteri Shigella sonnei merupakan bakteri penyebab disentri 

ringan sedangkan Staphylococcus saprophyticus merupakan bakteri yang dapat 

menyebabkan infeksi saluran kencing pada wanita yang masih muda (Brooks et 

al., 2001). Untuk menghambat atau membunuh bakteri-bakteri penyebab infeksi 

umumnya digunakan obat-obatan antibiotik sintesis. Alternatif untuk mengurangi 

konsumsi antibiotik sintesis adalah dengan mengkonsumsi antibakteri alami yang 

bersumber dari tumbuhan untuk menghambat atau membunuh bakteri. 

Bintaro (Cerbera odollam Gaertn.) termasuk famili apocynaceae merupakan 

tanaman penaung. Biji bintaro beracun dan dapat menyebabkan sesak nafas. 

Ekstrak bintaro memiliki aktivitas sebagai analgesik, antikonvulsan, kardiotonik, 

aktivitas hipotensi (Chang et al., 2000), antikanker, antioksidan, antifungi, 

antilarva, dan antibakteri. Penelitian Rahman et al., (2011) menunjukkan bahwa 

ekstrak akar bintaro memiliki daya hambat terhadap beberapa bakteri Gram positif 

dan Gram negatif. Ekstrak metanol akar bintaro memiliki daya hambat 16,34 mm 

terhadap bakteri Shigella sonnei. Biji bintaro memiliki aktivitas antibakteri 

terhadap beberapa bakteri seperti Salmonella typhi, Streptococcus saprophyticus, 

dan Streptococcus pyogenes dengan daya hambat masing-masing 15 mm, 11 mm, 

dan 16 mm (Ahmed et al., 2008). 

 Penelitian ini dilakukan untuk mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak 

etanol daun bintaro terhadap Shigella sonnei dan Staphylococcus saprophyticus 
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dengan metode dilusi padat serta untuk mengetahui senyawa kimia yang memiliki 

aktivitas antibakteri terhadap kedua bakteri tersebut dengan metode bioautografi. 

Penelitian tentang aktivitas antibakteri masih terbatas pada biji dan akar. 

Penelitian yang dilakukan Rahman et al., (2011) terhadap akar bintaro yang 

diekstrak dengan pelarut yang bersifat polar dapat menyari senyawa aktif seperti 

flavonoid, saponin, gum, dan tanin. Pada penelitian ini ekstraksi dilakukan dengan 

etanol 70% yang bersifat polar. 

 

METODE PENELITIAN 

Alat dan Bahan 

Bahan : Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah bakteri 

Shigella sonnie dan Staphylococcus saprophyticus yang diperoleh dari Universitas 

Muhammadiyah Surakarta, daun bintaro, etanol 70% teknis, media MH (Muller 

Hinton), media BHI cair (Brain Heart Infusion) (Oxoid), aquadest, CMC Na 

0,25% steril, KIA (Oxoid), LIA (Oxoid), MIO (Oxoid), MSA (Oxoid), fase gerak 

toluen p.a:etil asetat p.a (85:15), cat Gram A, cat Gram B, cat Gram C, cat Gram 

D, dan Pereaksi semprot: LB (Liebermann-Burchard), FeCl3, SbCl3, sitroborat, 

dan Dragendorff. 

Alat : Alat yang digunakan yaitu: blender, corong Buchner (Stuart), vacuum 
rotary evaporator (Heidolph), alat-alat gelas (Pyrex), timbangan ohaus, shaker 
incubator  (New Brunswick), dan kompor listrik, autoclave (My Life), oven 
(Memmert), mikropipet (Socorex), inkubator (Memmert), Laminar Air Flow 
(Astari Niagara), dan seperangkat alat KLT. 
Jalannnya Penelitian 

Determinasi Tanaman 

Determinasi bertujuan untuk menetapkan kebenaran yang berkaitan dengan 

ciri-ciri morfologi secara makroskopi daun bintaro terhadap kepustakaan. 

 

 

Penyiapan Bahan 
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Daun yang digunakan dalam penelitian ini diambil dari daerah Sukoharjo, 

Jawa Tengah. Setelah dicuci dan dirajang, daun dikeringkan dengan cara diangin-

anginkan hingga kering. Kemudian diserbuk dengan menggunakan blender. 

Pembuatan Ekstrak 

Serbuk daun bintaro sebanyak 500 g dimaserasi dengan etanol 3,75 liter 

selama 3 hari ditempat yang terlindung dari sinar matahari secara langsung. 

Setelah proses maserasi dilanjutkan dengan proses remaserasi sebanyak 3 kali 

dengan cara yang sama seperti proses maserasi. Hasil dari maserasi dan 

remaserasi disaring dengan kain flannel dan kertas saring untuk dipisahkan dari 

maseratnya. Setelah itu ekstrak dipekatkan dengan menggunakan vacuum rotary 

evaporator sampai etanol habis menguap dan tersisa ekstrak berair. Kandungan 

air dihilangkan dengan memanaskan di atas penangas air atau di atas kompor 

listrik sampai diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental ditimbang dan dihitung 

rendemennya. 

Uji Aktivitas Antibakteri 

Preparasi media 

Media yang digunakan untuk uji aktivitas  antibakteri (Shigella sonnei dan 

Staphylococcus saprophyticus) adalah media MH. Pembuatan media dilakukan 

dengan melarutkan media dalam akuades sesuai dengan petunjuk dari tiap 

kemasan. Banyaknya media yang ditimbang untuk tiap liternya untuk media MH 

adalah  38  g, sedangkan untuk media BHI 37 g. Jumlah media yang ditimbang 

disesuaikan dengan jumlah yang dibutuhkan. Kemudian media disterilkan pada 

suhu 121ºC dengan tekanan 2 atm selama 15 menit. 

Pemeliharaan Bakteri 

Bakteri induk dikembangbiakan dengan cara disuspensikan dalam media 

BHI cair, diinkubasi pada suhu 37ºC selama 18-24 jam. 

Pembuatan Suspensi Bakteri 

Diambil 200 µL bakteri disuspensikan dalam 2 mL BHI cair yang steril, 

kemudian dimasukan dalam shaker incubator selama 2-3 jam dengan kecepatan 

200 rpm pada suhu 37˚C, selanjutnya konsentrasinya disesuaikan dengan standard 
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Mc Farland 1,5x108 CFU/mL dengan cara menambahkan larutan salin steril 

sehingga diperoleh kekeruhan dengan standart Mc Farland. 

Pembuatan Stok 20% dan Seri Konsentrasi Ekstrak Etanol Daun Bintaro 

Ditimbang ekstrak daun bintaro sejumlah 1 gram dan ditambah suspending 

agent (CMC Na 0,25%) hingga volume total 5 mL. Larutan stok 20% diambil 375 

µL, 500 µL, 625 µL, 750 µL, 875 µL, 1000 µL (untuk bakteri Staphylococcus 

saprophyticus), dan diambil 500 µL, 625 µL, 750 µL, 875 µL, 1000 µL (untuk 

bakteri Shigella sonnei) kemudian masing-masing ditambahkan CMC Na 0,25% 

hingga 1 mL 

Uji Aktivitas Antibakteri  

 Media MH yang sudah disterilkan ditambahkan sebanyak 4 mL dalam 

masing-masing konsentrasi ekstrak etanol daun bintaro, sehingga diperoleh 

konsentrasi akhir 1,5%; 2%; 2,5%; 3%; 3,5% dan 4% untuk bakteri 

Staphylococcus saprophyticus, dan konsentrasi akhir  2%; 2,5%; 3%; 3,5% dan 

4% untuk bakteri Shigella sonnei dengan volume total 5 mL, kemudian dikocok 

hingga homogen dan diposisikan dalam keadaan miring. Selanjutnya media yang 

sudah padat ditetesi dengan suspensi bakteri sebanyak 15 µL yang telah dibuat 

setara dengan 1,5x108 CFU/mL dan diratakan dengan ose steril, kemudian 

diinkubasi pada suhu 37ºC selama 18-24 jam. 

Kontrol yang digunakan dalam uji aktivitas ekstrak etanol daun bintaro 

terhadap bakteri Shigella sonnei dan Staphylococcus saprophyticus terdiri dari: 

Media MH sebagai kontrol media, media MH + suspensi bakteri + suspending 

agent sebagai kontrol suspending agent, media MH + suspensi bakteri sebagai 

kontrol bakteri. 

Setelah diperoleh KHM maka dilanjutkan dengan uji KBM, dengan cara 

hasil uji KHM yang tidak ditumbuhi bakteri digoreskan pada media MH yang 

sudah diposisikan miring, kemudian diinkubasi 24 jam pada suhu  37˚C. 

 Hasil diinkubasi pada suhu 37°C selama 18-24 jam diamati pertumbuhan 

bakterinya, ada tidaknya pertumbuhan bakteri pada masing-masing tabung 

dibandingkan dengan kontrol. Hasil uji dikatakan positif (+) jika ada pertumbuhan 

bakteri dan negatif (-) jika tidak ada pertumbuhan bakteri. Konsentrasi minimum 
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atau terkecil ekstrak yang tidak terdapat pertumbuhan dan dapat membunuh 

bakteri Shigella sonnei dan Staphylococcus saprophyticus disebut Kadar Bunuh 

Minimal (KBM).  

Kromatografi Lapis Tipis 

Silica gel GF254nm ditotolkan sebanyak 2 µL larutan uji dan dielusi dengan 

fase gerak toluen : etil asesat (85:15) v/v. Penampakan bercak pada fase diam atau 

kromatogram dapat diamati di bawah sinar UV dengan panjang gelombang 254 

nm dan 366 nm. Selanjutnya disemprot dengan beberapa pereaksi semprot seperti 

Dragendorff, sitroborat, Liebermann-Burchard, FeCl3, dan SbCl3.  

Bioautografi 

Setelah dilakukan elusi KLT selanjutnya plate diletakkan di permukaan 

media MH dalam petri yang masing-masing telah diinokulasi dengan suspensi 

bakteri yang dibuat setara 1,5x108 CFU/mL sebanyak 200 µL selama 20 menit, 

selanjutnya plate diambil dari cawan petri dan pada bagian bawahnya diberi 

tanda, kemudian diinkubasi selama 18-24 jam pada suhu 37°C. 

Hasil analisis bioautografi bahwa senyawa kimia yang terdapat dalam 

ekstrak etanol daun bintaro yang memiliki aktivitas antibakteri ditunjukkan 

dengan zona bening pada media MH (Mueller Hinton) yang telah diinokulasi 

bakteri uji dan dihitung harga Rf-nya. 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

Metode penyarian maserasi dengan menggunakan cairan penyari etanol 

70%. Maserasi dipilih karena proses pengerjaannya yang mudah dan alat-alat 

yang digunakan sederhana, tetapi metode ini memiliki kelemahan waktu 

pengerjaan yang cukup lama dan memerlukan cairan penyari dalam jumlah 

banyak. Penyari etanol dipilih karena tidak beracun, netral, sulit ditumbuhi kapang 

dan tidak membutuhkan panas terlalu banyak dalam proses pemekatannya. 

Uji Aktivitas Antibakteri 

 Uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun bintaro dilakukan dengan 

menggunakan metode dilusi padat. Ekstrak daun bintaro terhadap bakteri Shigella 

sonnei mulai konsentrasi 3,5% sudah tidak ditemukan adanya pertumbuhan 

kemudian dilanjutkan uji KBM dengan menggoreskan hasil KHM ke media MH 
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dan diinkubasi selama 24 jam. Hasil KBM menunjukan bahwa ekstrak daun 

bintaro sampai konsentrasi 4% tidak memiliki daya bunuh terhadap bakteri 

Shigella sonnei. Hasil KHM ekstrak daun bintaro terhadap bakteri Staphylococcus 

saprophyticus menunjukan konsentrasi 2,5% sudah tidak ditemukan adanya 

pertumbuhan bakteri, sedangkan hasil uji KBM ekstrak daun bintaro tidak 

ditemukan pertumbuhan bakteri pada konsentrasi 4%. Perbedaan hasil KHM dan 

KBM tersebut bisa terjadi karena adanya kemungkinan perbedaan antara struktur 

dinding sel bakteri gram negatif dan positif.   

Sel bakteri Gram negatif tersusun dari lapisan peptidoglikan dan membran 
yang membungkus peptidoglikan pada dinding selnya. Komponen yang menyusun 
membran yaitu lipoprotein, fosfolipida, dan lipopolisakarida. Membran ini 
berfungsi sebagai penghalang masuknya antibakteri ke dalam sel bakteri Gram 
negatif (Radji, 2010). Hal tersebut yang memungkinkan penyebab perbedaan hasil 
KHM dan KBM terhadap bakteri Shigella sonnei dan Staphylococcus 
saprophyticus.   
Tabel 1. Hasil pengamatan uji KHM dan KBM ekstrak etanol daun bintaro dengan metode 

dilusi padat 
Bakteri KHM (%) KBM (%) 

Shigella sonnei 3,5 - 
Staphylococcus saprophyticus  2,5 4 

 

Uji Kromatografi Lapis Tipis  

 Uji KLT yang dilakukan merupakan langkah untuk mengetahui senyawa 

apa saja yang terdapat di dalam ekstrak daun bintaro. Uji didahului dengan 

pemilihan fase gerak yang cocok untuk mendapatkan hasil pemisahan yang baik. 

Hasil pemisahan terbaik terdapat pada fase gerak toluen:etil asetat (85:15) v/v 

dengan fase diam silica gel GF254nm dan jarak pengembangannya 6 cm yang 

sebelumya diaktifkan dulu dalam oven selama 1 jam pada suhu 110˚C. 

 Plat KLT sudah aktif ditotol dengan sampel ekstrak daun bintaro 3 µL dan 

dielusi kemudian disemprot menggunakan pereaksi semprot untuk mendeteksi 

jenis senyawa aktif yang terdapat dalam ekstrak daun bintaro. Pereaksi semprot 

yang digunakan adalah sitroborat, Dragendorff, FeCl3, LB dan SbCl3. 

 Hasil deteksi bercak dengan reagent semprot sitroborat dan diamati pada 

UV 366nm terlihat warna hijau kekuningan yang menunjukan bahwa di dalam 
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ekstrak mengandung flavonoid. Bercak yang disemprot dengan Dragendorff yang 

diamati secara visual terdapat bercak warna kuning kecoklatan yang menunjukan 

adanya senyawa alkaloid. Deteksi dengan FeCl3 menghasilkan warna hijau 

kebiruan yang menunjukan adanya senyawa tanin. Hasil deteksi dengan LB 

menghasilkan warna coklat dan pereaksi semprot  SbCl3 menghasilkan warna 

ungu menunjukkan adanya senyawa cardenolid (Wagner et al., 1984), cardenolid 

merupakan senyawa toksik yang terletak pada tanaman bintaro (Kuddus et al., 

2011). 
Tabel 2. Hasil Kromatografi Lapis Tipis ekstrak etanol daun bintaro dengan jarak 

pengembangan 6 cm 
 

No. Rf 

Deteksi Pereaksi Semprot 
Perkiraan 
Senyawa sitroborat 

UV 366 

LB 
Sinar 

Tampak 

FeCl3 
Sinar 

Tampak 

Dragendorff 
Sinar Tampak 

SbCl3 
Sinar 

Tampak 

 
 
 
1 

Tempat 
penotolan 

 
0.05 

 
 
 
- 

coklat  
 
 
- 

 
 
 

Biru tua 

Kuning 
kecoklatan 

 
 
- 

 
 
 
- 

alkaloid 
 
 

tanin 

2 0.10 - - - - - - 
3 0.13 - - - - violet cardenolid 
4 0.20 - - - - - - 

5 0.30 - - -  Kuning 
kecoklatan - alkaloid 

6 0.43 - - Biru tua - - tanin 

7 0.48 Hijau 
kekuningan - - - -  flavonid 

8 0.58 - - - - - - 
9 0.70 - Coklat - - - - 

 

Uji Bioautografi   

 Bioautografi merupakan cara spesifik untuk mengetahui senyawa apa yang 

terkandung dalam ekstrak daun bintaro yang dapat memberikan aktivitas 

antibakteri terhadap bakteri Shigella sonnei dan Staphylococcus saprophyticus 

dengan adanya bercak bening setelah diletakkan plat KLT uji dan kontrol pada 

media MH yang ditumbuhi bakteri. Kontrol yang digunakan adalah plat yang 

dielusi fase gerak tanpa penotolan sampel ekstrak.  

Hasil yang diperoleh setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37˚C 

terdapat zona bening pada kedua uji. Hasil pada bakteri Shigella sonnei terdapat 2 

zona hambatan dengan Rf 0,05 (iradikal) dan Rf 0,13 (radikal), sedangkan bakteri 
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Staphylococcus saprophytricus terdapat hambatan pada Rf 0,05 (iradikal); Rf 0,13 

(iradikal). Ditemukan juga pada tempat totolan terdapat zona hambat. 

   
 

Gambar 1. Hasil Bioautografi Bakteri Shigella sonnei (A) dan Staphylococcus saprophyticus 
(B), terdapat Hambatan pada Rf = 0,05; Rf = 0,13. 

Keterangan gambar : 
K : Kontrol 
U : Uji 
 
  Hasil bioautografi dibandingkan dengan hasil KLT, zona jernih berturut-

turut terdapat pada Rf 0,05 dan 0,13 diduga merupakan senyawa tanin dan 

cardenolid. Berdasarkan hasil zona jernih dan Rf pada bioautografi, zat aktif yang 

diduga memberikan aktivitas antibakteri adalah senyawa tanin dan cardenolid, 

sedangkan pada totolan yang terdapat zona hambat terdeteksi senyawa alkaloid.

 Daun bintaro mengandung seyawa fenolik tanin merupakan senyawa golongan 

polifenol yang dapat merusak membran sel akibat denaturasi protein. Alkaloid 

memiliki kemampuan membentuk kelat dengan DNA bakteri (Cowan, 1999). 

Cardenolid merupakan senyawa yang memiliki efek antikanker dan pada uji 

bioautografi ditemukan zona jernih pada Rf 0,13 merupakan senyawa golongan 

cardenolid yang dibandingkan harga Rf uji KLT. Senyawa cardenolid yang 

berhasil diisolasi dari daun bintaro adalah neriifolin dan deacetiltanghinin (Yoder, 

2005). Cardenolid termasuk senyawa golongan steroid yang dapat menghambat 

sintesis protein pada sel bakteri, hal tersebut mengakibatkan perubahan komponen 

penyusun dalam sel bakteri (Rosyidah et al., 2010). 

 

1 1 

3 
3 
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KESIMPULAN 

1. Bakteri Shigella sonnei tidak memiliki Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM) 

sampai konsentrasi 4%, sedangkan bakteri Staphylococcus saprophyticus 

memiliki KBM 4% dengan menggunakan metode dilusi padat. 

2. Senyawa dalam ekstrak daun bintaro yang bekerja sebagai antibakteri dengan 

metode bioautografi adalah alkaloid, tanin dan cardenolid. 

SARAN  

 Perlu dilakukan optimasi fase gerak yang lebih maksimal terhadap 

ekstrak etanol daun bintaro. 
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