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MOTTO 
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“Penghalang terbesar untuk meraih kesuksesan adalah ketakutan untuk 

menghadapi kegagalan” 

- Merry Riana - 

“ Allah tidak membebani seseorang melainkan sesuai dengan kesanggupannya ” 

- Al- Baqarah : 286- 
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SUMMARY 

 

Antibacterial Activity of Kasturi Tobacco Leaf Extract Againts 

Staphylococcus aureus and Salmonella thypi; Fatmawati Wilujeng; 

151710101062; 2015; 39 pages; Departement of Agricultural Product 

Technology, Faculty of Agricultural Technology, University of Jember. 

 

Tobacco is a plant that is widely cultivated the city of Jember as a 

plantation other cocoa and coffee. Kasturi type of tobacco including is widwly 

cultivated, especially in Kalisat of Jember which reached 43.016,21 quintals at 

2017, but tthere are parts of leaves that to dry on the tree until underutilized, one 

of them is a part of the leaves koseran (daun tanah). The portion according to 

tobacco farmer almost 10-20% of total harvest.  

The leaf is belived to still be able to be utilized by extracting inferior  

castor tobacco leaves to be taken of its active compounds. Extractions is carried 

out on the leaf sheet by removing the portion of tobacco leaf bone, the extraction 

result are expected to be able used as a barrier to the growth of pathogenic 

bacteria which often unsettles community. Example of pathogenic bacteria are 

Staphylococcus aureus cause of food poisoning and Salmonella thypi as cause of 

thypoid. 

This study used 80% water and ethanol solvents with variations in the 

addition of different extracts. The addition of variation extracts is expected to be 

able to inhibit bacterial growth optimally but with a minimal amount of extract. 

The study was conducted in several stages, those were extraction of tobacco 

leaves, analysis of total polyphenols (Follin-ciocalteau), analysis of antioxidant 

activity, (DPPH scavenging activity), and analysis of the antibacterial activity of 

tobacco leaf extracts by dilution method in order to determine IC50 and Minimum 

Inhibitory Concentration (MIC). 

The results showed that the kasturi tobacco leaf extract which had the 

appropriate criteria is the use of 80% ethanol solvent with a total polyphenol of 

50.60 mgGAE/ml and antioxidant activity of 64.05%. The test in the antibacterial 
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activity of the dilution method in Staphyococcus aureus showed a MIC of 0.611 

mg/ml and IC50 of 0.003 mg/ml, while Salmonella thypi showed a MIC of 2.072 

mg/ml and IC50 of 0.342 mg/ml. 
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RINGKASAN 

 

Aktivitas Antibakteri Ekstrak Daun Tembakau Inferior Jenis Kasturi 

terhadap Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi ; Fatmawati Wilujeng; 

2015; 151710101062; 39 halaman; Jurusan Teknologi Hasil Pertanian, Fakultas 

Teknologi Pertanian, Universitas Jember. 

 

 Tembakau merupakan tanaman yang banyak dibudidayakan di kota 

Jember sebagai tanaman perkebunan selain kopi dan kakao. Tembakau jenis 

kasturi termasuk dalam tembakau yang banyak dibudidayakan terutama di 

wilayah Kalisat Kabupaten Jember yang mencapai 43.016,21 kwintal pada tahun 

2017, namun terdapat bagian daun yang dibiarkan mengering dipohon sehingga 

kurang dimanfaatkan, salah satunya yakni bagian daun koseran (pasir). Bagian 

tersebut menurut petani tembakau jumlahnya mencapai 10-20% dari jumlah hasil 

panen. Daun tersebut diyakini masih dapat dimanfaatkan keberadaannya dengan 

cara mengekstrak bagian daun tembakau kasturi inferior tersebut untuk diambil 

senyawa aktifnya. Ekstraksi dilakukan pada bagian lembaran daun dengan 

menghilangkan bagian tulang daun tembakau, hasil ekstraksi diharapkan mampu 

digunakan sebagai penghambat tumbuhnya bakteri patogen yang kerapkali 

meresahkan masyarakat. Contoh bakteri patogen yaitu Staphylococus aureus 

sebagai penyebab keracunan pada makanan dan Salmonella thypi sebagai 

penyebab penyakit tipus. 

Penelitian ini dilakukan dengan pelarut air 90
o
C dan etanol 80% dengan 

variasi penambahan ekstrak yang berbeda. Penambahan jumlah ekstrak yang 

bervariasi diharapkan mampu menghambat pertumbuhan bakteri secara maksimal 

namun dengan jumlah ekstrak yang minimal. Penelitian dilakukan dalam beberapa 

tahapan, yakni ekstrasi daun tembakau, analisa total polifenol (Follin-ciocalteau), 

analisa aktivitas antioksidan, (DPPH scavenging activity), dan analisa aktivitas 

antibakteri ekstrak daun tembakau dengan metode dilusi agar untuk penentuan 

IC50 dan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM). 
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Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun tembakau kasturi 

inferior saat dilakukan ekstraksi menggunakan pelarut etanol 80% didapatkan 

kadar total polifenol sebesar 50,60 mgGAE/ml dan aktivitas antioksidannya 

sebesar 64,05%. Pengujian aktivitas antibakteri ekstrak daun tembakau kasturi 

menggunakan metode dilusi agar terhadap bakteri Staphyococcus aureus 

menunjukan bahwa nilai KHM sebesar 0,611 mg/ml dan IC50 sebesar 0,003 

mg/ml. Pengujian pada Salmonella thypi menunjukkan bahwa nilai KHM sebesar 

2,072 mg/ml dan IC50 sebesar 0,342 mg/ml. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Bahan pangan merupakan salah satu kebutuhan pokok masyarakat yang 

harus terpenuhi setiap hari bahkan setiap waktu. Bahan pangan diharapkan 

mampu memenuhi kebutuhan harian gizi yang sesuai dengan anjuran para ahli. 

Beberapa bahan pangan yang dikonsumsi harus memiliki kualitas yang baik agar 

tidak menimbulkan dampak buruk dari pangan tersebut. Menurunnya kualitas 

pangan dapat terjadi karena beberapa hal, salah satunya yakni adanya kontaminasi 

bakteri patogen. Maraknya polusi lingkungan menjadi sebab bahan pangan 

menjadi suatu tempat yang baik untuk rusaknya bahan pangan dan menyebabkan 

penyakit seperti keracunan makanan. 

Keracunan makanan biasanya disebabkan oleh adanya kontaminasi 

mikroba patogen yang ada pada bahan pangan tersebut. Salah satu contoh bakteri 

patogen yakni Staphylococcus aureus, yang dapat menyebabkan keracunan 

makanan dan sindroma syok toksik (Ansari et al., 2016). Staphylococcus aureus 

merupakan bakteri patogen yang terdistribusi di seluruh dunia dan menjadi 

masalah yang semakin meningkat baik di rumah sakit maupun masyarakat. Hal ini 

dikarenakan adanya infeksi akibat Staphylococcus aureus dan biasanya hanya 

diatasi dengan pemberian antibiotik (Nismawati dkk., 2018). Menurut BBPOM 

Surabaya (2018), menyatakan bahwa data kasus keracunan di Jawa Timur terjadi 

sebanyak 2.115 kasus keracunan dari 76 rumah sakit di Jawa Timur. 

Kontaminasi bakteri patogen menimbulkan beberapa penyakit berbahaya 

seperti keracunan makanan, rusaknya kandungan zat gizi, hingga menyebabkan 

penyakit bagi manusia. Contoh mikroba patogen yang menyebabkan penyakit  

organ pencernaan yakni Staphylococcus aureus, sedangkan bakteri patogen yang 

menyebabkan penyakit diare pada manusia yakni Salmonella thypi. Demam tifoid 

adalah penyakit infeksi akut usus halus yang disebabkan oleh bakteri Salmonella 

typhi atau Salmonella paratyphi. Penularan demam tifoid melalui fecal dan oral 

yang masuk ke dalam tubuh manusia melalui makanan dan minuman yang 

terkontaminasi (Widoyono, 2011). 
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Keberadaan bakteri patogen tersebut cukup meresahkan masyarakat, 

sehingga perlu dilakukan tindakan pencegahan. Pencegahan mikroba tersebut 

dapat menggunakan senyawa aktif yang merupakan zat biokatif dan memiliki 

aktifitas biologis sebagai antibiotik serta antitumor dari bahan-bahan alami. Bahan 

yang memiliki senyawa aktif contohnya dedaunan yang terdapat pada tanaman 

tembakau. Jember dikenal akan penghasil tembakau berkualitas ekspor, tanaman 

tembakau yang umum ditanam oleh rakyat yakni jenis kasturi, dengan biaya 

perawatan yang lebih mudah daripada jenis tembakau yang lainnya dan kondisi 

lingkungan yang cocok bagi wilayah Jember, sehingga mampu menghasilkan 

kualitas yang melimpah. Badan Pusat Statistik Kabupaten Jember (2018), 

menyebutkan bahwa produksi tanaman tembakau jenis Voor-Oogst (VO) Kasturi 

pada tahun 2017 mencapai 43.016 kw dan tembakau Na-Oogst (NO) sebanyak 

32.593 kw. Kecamatan Kalisat salah satu kecamatan di Jember yang memiliki 

produksi tembakau kasturi terbesar dibandingkan kecamatan lain dengan hasil 

produksi 9.956 kw 

Daun tembakau kasturi sebagian besar dimanfaatkan sebagai bahan baku 

rokok, namun tidak semua daun kasturi digunakan. Daun bagian koseran/pasir 

mencapai 10-20% dari total panen masih kurang dimanfaatkan, hal tersebut 

dikarenakan kualitasnya tidak memenuhi kriteria yang dibutuhkan pasar seperti 

daun yang terlalu tua dan elastisitas daun menurun. Kandungan yang terdapat 

dalam daun tembakau kasturi inferior masih dapat dimanfaatkan, misalnya 

senyawa flavonoid. Menurut Miranda et al., (2010) menyatakan bahwa senyawa 

antibakteri yang terdapat dalam tembakau yang diketahui misalnya flavonoid. 

Penelitian oleh Savira (2018), menyatakan bahwa konsentrasi 215,45 μg/ml 

senyawa aktif dari ekstrak daun tembakau kasturi mampu menghambat bakteri 

Bacillus subtilis dan Escherichia coli. Zat yang terkandung pada daun tembakau 

inferior dinilai dapat meningkatkan daya gunanya, sehingga dapat menjadi 

alternatif dalam pemanfaatan daun tembakau kasturi inferior, misalnya 

pemanfaatan kandungan polifenol sebagai anti mikroba. Berdasarkan bahan yang 

bersifat antibakteri tersebut, perlu adanya penelitian untuk mengetahui aktivitas 

antibakteri dari daun tembakau Jember. 
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1.2 Rumusan Masalah 

Daun tembakau umumnya hanya digunakan sebagai komposisi dari cerutu 

dan rokok, senyawa flavonoid dalam daun tembakau memiliki potensi yang baik 

untuk menghambat pertumbuhan mikroba patogen. Kemampuan antimikroba dari 

daun tembakau diharapkan mampu untuk menghambat dan mencegah terjadinya 

kontaminasi mikroba patogen. Daun tembakau inferior (low quality) dari para 

petani diketahui tidak dilakukan pengolahan lanjutan, sehingga akan terbuang atau 

dibiarkan membusuk disekitar lumbung penyimpanan. Dengan adanya limbah 

tersebut, untuk mensiasatinya dapat dilakukan ekstraksi daun tembakau inferior 

dengan cara pengambilan ekstrak dengan metode maserasi. Diketahui bahwa 

ekstrak dari daun tembakau masih mengandung senyawa antimikroba yang 

mampu mengurangi eksistensi dari mikroba patogen. 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini yaitu : 

a. Untuk mengetahui hasil ekstraksi daun tembakau Kasturi inferior 

menggunakan pelarut yang berbeda. 

b. Untuk mengetahui daya hambat ekstrak daun tembakau kasturi Kalisat 

inferior terhadap pertumbuhan bakteri Staphylococcus aureus dan Salmonella 

thypi. 

1.4 Manfaat Penelitian 

Penelitian ini dapat memberikan informasi mengenai pengaruh 

penambahan zat antibakteri dari daun tembakau Kasturi inferior, sehingga 

diketahui aktivitas antibakteri dan kecepatan tumbuh dari bakteri patogen.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Tembakau Kasturi 

Tembakau kasturi adalah daun tanaman tembakau (Nicotiana tabacum 

Linn) tipe kasturi yang umumnya ditanam di daerah Jember dan sekitarnya, 

ditanam tepat waktu, dipanen pada musim kemarau dan dikeringkan dengan sinar 

matahari (sun cured) dalam bentuk lembaran serta difermentasi (SNI, 1996). 

Tembakau kasturi merupakan salah satu jenis tembakau lokal yang diolah dengan 

cara krosok (zand blad) dan dibudidayakan pada musim kemarau atau dikenal 

dengan istilah voor oogst. Cara pengeringan yang dilakukan pada tembakau 

kasturi termasuk dalam tipe Burley, karena pengeringannya menggunakan sinar 

matahari langsung. Tanaman tembakau kasturi banyak dibudidayakan diwilayah 

Jember dan Bondowoso (Susilowati, 2006). Menurut Badan Pusat Statistik 

Kabupaten Jember (2018), menyatakan bahwa luas panen, rata-rata, dan total 

produksi tembakau Voor Oogst Kasturi di Kabupaten Jember 2017 wilayah 

Kecamatan Kalisat menempati peringkat pertama produksi tembakau kasturi 

dengan total produksi 9.956 kwintal dan luas panen 950 Ha. Sehingga Kecamatan 

Kalisat memiliki produksi tembakau kasturi terbanyak. 

Daun tembakau kasturi banyak digunakan sebagai bahan pembuat cerutu, 

seperti pada bagian pembalut dan isian cerutu. Bagian dari tanaman tembakau 

yang banyak digunakan yakni pada daun tembakau, hal tersebut dikarenakan daun 

tembakau memiliki kandungan yang tidak dimiliki oleh semua tanaman, 

komponen kimia salah satunya yakni nikotin. Komposisi kimia daun tembakau 

menurut Tirtosastro (2010), dapat dilihat pada Tabel 2.1. 
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Tabel 2.1. Komposisi Kimia Daun Tembakau 

Bahan Persentase (%) 

Selulosa 7-16 

Trigliserida 1 

Protein 3,5-20 

Nikotin 0,6-5,5 

Pati 2-7 

Abu (Ca, K) 9-25 

Bahan Organik 7-25 

Lilin 2,5-8 

Pektinat, polifenol, flavon, 

karotenoid, minyak atsiri, 

parafin, sterin 

7-12 

 

2.2 Ekstrak Daun Tembakau sebagai Antibakteri 

 Antibakteri diketahui sebagai bahan alami organik yang memiliki berat 

molekul rendah dibentuk oleh mikroorganisme dan tumbuhan yang mapu aktif 

dalam melawan mikroorganisme lain pada konsentrasi yang terbilang rendah. 

Pengembangan aktivitas ini melewati jumlah terbatas dari mekanisme antibakteri 

yang mampu berpengaruh pada dinding sel bakteri, metabolisme sel, sintesa 

protein, dan metabolit intermediet (Pramono et al., 2017). Beberapa zat 

antibakteri bersifat bakteriostatik pada konsentrasi rendah dan memiliki sifat 

bakterisidal jika pada konsentrasi cukup tinggi. 

Optimalisasi komponen senyawa antimikroba dalam ekstrak daun 

tembakau masih diminati bagi Indonesia. Penghambatan antimikroba disebabkan 

oleh senyawa kimia metabolit sekunder, seperti alkaloid, flavonoid, terpenoid dan 

steroid yang merupakan senyawa bioaktif yang bertindak sebagai antibakteri 

(Pramono et al., 2017). Menurut Tarigan et al., (2017) menyatakan bahwa, 

ekstrak daun tembakau dapat membantu mengobati infeksi yang diakibatkan oleh 

bakteri A. hydrophila, sehingga membantu kelulushidupan ikan  nila yang 

mengalami infeksi bakteri tersebut. Hal tersebut dikarenakan pada ekstrak daun 

tembakau mengandung senyawa antibakteri berupa alkaloid, flavonoid, dan tanin 

yang dapat membunuh pertumbuhan A. hydrophyla. Flavonoid dan alkaloid 

mampu meningkatkan imun bawaan ikan nila, sehingga membunuh toksin yang 

masuk. 
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 Ekstrak daun tembakau tidak hanya mampu membunuh mikroba yang 

berkembang pada hewan, melainkan pada rongga mulut manusia. Ekstrak daun 

tembakau mampu menghambat bakteri patogen yang terdapat pada rongga mulut 

seperti Streptococcus mutans dan Candida albicans. Daun tembakau yang 

diekstrak menggunakan pelarut etanol memiliki daya antibakteri terhadap S. 

mutans dan Candida albicans. Konsentrasi terbaik dalam membunuh bakteri 

patogen yakni pada konsentrasi 80%. Diameter hambat terbesar dihasilkan pada 

konsentrasi ekstrak 80%, hal tersebut dikarenakan hasil diameter daya hambat 

ekstrak mencapai 6 mm hingga 11 mm (Putri, 2014).  

2.3 Ekstraksi Daun Tembakau 

 Ekstraksi daun tembakau menghasilkan ekstrak daun tembakau yang 

berupa senyawa volatil dan semi volatil yang menjadi penentu standar kualitas 

tembakau dengan kekhasan aroma yang dimilikinya. Jenis senyawa pada ekstrak 

tersebut beragam komposisinya di setiap hasil ekstrak, tergantung karakteristik 

perlakuan pendahuluan bahan yang dikenakan sebelumnya. Menurut Peng et al. 

(2004), adanya proses fermentasi daun tembakau berpengaruh terhadap hasil 

ekstrak yang dihasilkan. Senyawa volatil dan semi volatil pada tembakau dapat 

diperoleh melalui metode ekstraksi pelarut (solvent extraction) dan distilasi 

(distillation). Umumnya, digunakan pelarut etanol untuk mnghasilkan komponen 

bioaktif dari daun tembakau pada metode ekstraksi pelarut. 

 Prinsp maserasi adalah ekstraksi zat aktif yang dilakukan dengan cara 

merendam serbuk dalam pelarut yang sesuai selama beberapa hari pada 

temperatur kamar, terlindung dari cahaya, pelarut akan masuk kedalam sel-sel 

tanaman melewati dinding sel. Isi sel akan larut karena adanya perbedaan 

konsentrasi antara konsentrasi larutan didalam se degan diluar sel. Larutan yang 

konentrasinya tinggi akan terdesak keluar dan diganti oleh pelarut dengan 

konsentrasi rendah (Puspitasari, 2016).  

 Ekstraksi daun tembakau dengan metode maserasi memiliki kelebihan 

yaitu peralatan yang digunakan sederhana dan bahan aktif dalam simplisia akan 

lebih banyak terlarut. Berdasarkan rendemen ekstrak daun kersen yang diperoleh, 
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metode sokletasi juga lebih banyak dibandingkan dengan metode maserasi. hal 

inilah yang mendasari mengapa kadar flavonoid total metode sokletasi lebih besar 

dibandingkan metode maserasi. selain itu kemungkinan flavonoid total yang 

terdapat pada daun kersen lebih mudah tersari dengan metode sokletasi 

dibandingkan metode maserasi (Wijayanti, 2015). 

2.4 Mikroba Patogen 

Mikroba patogen adalah organisme atau mikroorganisme yang 

menyebabkan penyakit pada organisme lain, dan kemampuan untuk menyebabkan 

penyakit disebut dengan patogenesis. Menurut Pratiwi (2017) mengatakan bahwa 

bakteri dikatakan bersifat patogen apabila memiliki kemampuan untuk melakukan 

transmisi, menempel pada sel inang dan multiplikasi, menggunakan nutrient dari 

sel inang, invasi dan timbulnya kerusakan sel, serta toksigenisitas membangkitkan 

sistem imun tubuh. Bakteri yang merugikan contohnya yakni Staphylococcus 

aureus dan Salmonella thypi. Menurut Yasir (2015) bakteri menginfeksi manusia 

melalui beberapa tahapan, yaitu : 

1. Melekatnya bakteri pada sel epitel. 

2. Terjadinya multipikasi bakteri, bakteri membentuk mikrokoloni dan 

mengeluarkan enzim yang dapat menembus epitel. 

3. Penyebaran dalam sel tubuh dengan mengeluarkan enzim hyaluronidase 

yang merusak asam hialuronat dan memecah kolagen. 

a. Staphylococcus aureus 

Staphylococcus aureus merupakan bakteri gram positif berbentuk bulat 

dan memiliki diameter 0,7 – 1,2 µm. Staphylococcus aureus dapat hidup pada 

suhu 37
o
C namun terdapat pigmen paling baik jika disimpan pada suhu kamar 

yakni 20 – 25
o
C. Bakteri tersebut membentuk koloni berwarna abu-abu, memiliki 

bentuk bulat, dan berkilau (Jawetz et al., 2008). Tampilan Staphylococcus aureus 

dibawah mikroskop akan mudah terdeteksi dengan bantuan pewarnaan gram, 

pewarnaan tersebut guna mengetahui jenis dan ciri fisik dari bakteri tersebut. 

Contoh bakteri Staphylococcus aureus dapat dilihat pada Gambar 2.1 
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Gambar 2.1 Staphylococcus aureus (Toelle, 2014) 

 Infeksi yang ditimbulkan oleh bakteri tersebut yakni ditandai dengan 

rusaknya jaringan. Beberapa jenis penyakit infeksi yang ditimbulkan adanya 

Staphylococcus aureus yaitu bisul, jerawat, impetigo, dan pneunomia. Hal  

tersebut karena  Staphylococcus aureus mampu menghasilkan  enterotoksin ketika 

bakteri  ini  tumbuh pada makanan yang mengandung karbohidrat dan protein. 

Keracunan makanan  oleh  Staphylococcus  aureus  dapat  terjadi  jika menelan 

makanan  yang tercemar enterotoksin. Bakteri tersebut juga menjadi penyebab 

keracunan makanan yang kerap kali ditemukan (Kusuma, 2009). Penelitian yang 

telah dilakukan oleh Dewi dkk (2018) menyatakan bahwa Konsentrasi Hambat 

Minimum (KHM) jahe merah menunjukan tidak adanya pertumbuhan bakteri 

Staphylococcus aureus pada konsentrasi ekstrak 1000 µg/ml, sehingga Konentrasi 

Hambat Minimumnya (KHM) yang diketahui yakni 10001000 µg/ml. Aktivitas 

antimikroba dari ekstrak tanaman sangat dipengaruhi oleh jenis dan dosis yang 

digunakan. 

b.  Salmonella thypi 

Salmonella thypi ialah bakteri gram negatif, anaerob fakultatif, dan 

memiliki sifat motil/bergerak. Bentuk yang dimiliki bakteri tersebut seperti rantai 

batang pendek. Salmonella typhi dapat dibiakkan dengan baik pada suhu optimal 

35-37
o
C, biasanya akan membentuk koloni yang tidak berwarna. Tampilan 

Salmonella thypi dibawah mikroskop akan mudah terdeteksi dengan bantuan 

pewarnaan gram, pewarnaan tersebut guna mengetahui jenis dan ciri fisik dari 

bakteri tersebut. Contoh bakteri Salmonella thypi dapat dilihat pada Gambar 2.2 
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Gambar 2.2 Salmonella thypi (Amiruddin, 2017) 

 Infeksi yang disebabkan oleh Salmonella thypi disebut dengan 

salmonellosis, yang dapat menyebabkan penyakit tipus, bahkan dengan jumlah 

sedikit bakteri ini dapat menyebabkan suatu infeksi. Salmonella thypi sangat 

berbahaya, jika infeksi yang disebabkan oleh bakteri ini tidak tertangani dengan 

baik maka dapat mengakibatkan kematian. 

2.5 Mekanisme Kerja Flavonoid sebagai Antimikroba 

Daun tembakau Kasturi diketahui memiliki kandungan polifenol yang 

terdiri dari flavonoid dan alkaloid. Keduanya memiliki peran yang sama dalam 

membunuh mikroba patogen dan mampu mencegah kembalinya bakteri tersebut. 

Flavonoid merupakan senyawa antibakteri yang memiliki kemampuan merusak 

beberapa membran sel dan mampu untuk mendenaturasi protein sel bakteri. 

Flavonoid dapat membentuk senyawa kompleks dengan protein dengan adanya 

ikatan hidrogen sehingga struktur tersier akan terganggu dan protein tidak mampu 

berfungsi lagi. Sehingga terjadilah kerusakan asam nukleat dan protein. 

Kerusakan tersebut mengakibatkan terjadinya koagulasi protein serta 

terganggunya proses metabolisme dan fungsi fisiologis dari bakteri. Cara 

penghambatan yang dilakukan oleh senyawa flavonoid yakni dengan merusak 

dinding sel yang tersusun dari lipid dan asam amino yang selanjutnya akan 

bereaksi dengan gugus alcohol pada senyawa flavonoid (Heni dkk., 2015). 

Alkaloid mempunyai mekanisme menghambat dengan cara merusak 

komponen penyusun peptidoglikan yang terdapat pada sel bakteri, sehingga 

lapisan dinding sel tidak berbentuk utuh dan mengakibatkan sel tersebut mati. 

Adanya senyawa fenol memiliki kemampuan membentuk kompleks dengan 

protein dan polisakarida sehingga dapat menghentikan kerja enzim yang berperan 
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pada reaksi enzimatik sel bakteri (Heni et al., 2015). Reaksi penguraian 

fosfolipida menurut Prajitno (2007), pada perusakan membran sitoplasma, 

terdapat ion H
+
 dari fenol dan turunannya seperti flavonoid, akan masuk pada 

gugus polar/fosfat sehingga molekul fosfolipida terurau menjadi gliserol, asam 

fosfat, dan karboksilat. Hal tersebut akan berakibat tidak mampunya fosfolipida 

untuk mempertahankan bentuk membrannya dan terjadi kebocoran kemudian 

terjadi kebocoran dan terhambatnya pertumbuhan. Fosfolipida dan flavon akan 

bereaksi dibantu dengan 3H2O akan menghasilkan gliserol dan asam fosfat. 

Reaksi penguraian dapat dilihat pada Gambar 2.3 

 

Gambar 2.3 Reaksi penguraian fosfolipida oleh flavon (Prajitno, 2007). 
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BAB 3 METODE PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu 

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Kimia dan Biokimia Hasil 

Pertanian, dan Laboratorium Mikrobiologi Pangan Hasil Pertanian Jurusan 

Teknologi Hasil Pertanian Universitas Jember. Waktu Pelaksanaan mulai bulan 

September 2018 hingga bulan Juli 2019. 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat Penelitian 

 Peralatan yang digunakan dalam penelitian meliputi shaker waterbath 

(Menmert D-91126, Jerman), rotary evaporator (Butchi, Jerman), blender 

(Miyako, Indonesia), spektrofotometer (Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS, 

China), pipet mikro (Biohit 12636255, Jerman), laminar air flow (Crumair, 

Spanyol), autoklaf (Hirayama HL 36, Jepang), inkubator (Haraeus Inst B6200, 

Jerman), colony counter (Stuart Scientific), neraca analitik (MATRIX type Esj 

210-4B), gelas ukur 500 ml (pyrex, Jerman), cawan petri (Pyrex, Jerman), tabung 

reaksi (Pyrex, Jerman), spatula, jarum osse, bunsen, eppendorf 2 ml, blue tip, 

yellow tip, kertas saring, corong 50 ml, dan lemari pendingin (Toshiba). 

3.2.2 Bahan Penelitian 

 Bahan utama yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun tembakau 

Kasturi inferior kering dari petani rakyat Kalisat Jember, aquades, metanol, bubuk 

asam galat murni, media NB (Nutrient Broth), media NA (Nutrient Agar), bakteri 

Staphylococcus aureus dan bakteri Salmonella typhi diperoleh dari Pusat Studi 

Pangan Universitas Gajah Mada. 

 Bahan kimia yang digunakan meliputi etanol 96%, etanol pro analysis, 

larutan DPPH, DMSO (Dimethyl Sulfoxide) 2%, reagen Follin-ciocalteau, 

Na2CO3 7%, dan spirtus. 
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3.3 Rancangan Penelitian 

 Penelitian ini adalah RAL (Rancangan Acak Lengkap) yang dilakukan 

dengan menggunakan satu sampel dengan dua faktor yakni perbedaan jenis 

pelarut ekstraksi (etanol 80% dan air) dan konsentrasi ekstrak daun tembakau 

Kasturi inferior 20% (0, 0,03, 0,06, 0,12, 0,24, dan 0,48 ml). Pembuatan 

Konsentrasi pelarut yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel 3.1 

dan 3.2. 

Tabel 3.1 Pembuatan pelarut 

Perlakuan 
Penambahan Pelarut 

Air Etanol (80%) 

Air 90
o
C 450 ml 0 ml 

Etanol 80% 75 ml 375 ml 

 

Tabel 3.2 Rancangan pengujian antimikroba ekstrak daun tembakau 

Perlakuan 
Jenis Mikroba 

Salmonella thypi Staphylococcus aureus 

Konsentrasi Ekstrak 

Tembakau Kasturi 

Inferior 20% (ml) 

0 0 

0,03 0,03 

0,06 0,06 

0,12 0,12 

0,24 0,24 

0,480 0,480 

DMSO 2% (μl) 20 20 

3.4 Tahapan Penelitian 

Sampel yang digunakan yaitu daun tembakau kasturi inferior kering yang 

berasal dari desa Kalisat Arjasa Kabupaten Jember. Daun tembakau inferior 

Kasturi yang telah dikumpulkan dilakukan penjemuran tanpa terpapar sinar 

matahari langsung selama satu minggu. Daun tembakau inferior yang telah kering 

kemudian dilakukan pengecilan ukuran dengan menggunakan blender. Hal 

tersebut dilakukan agar luas permukaan lebih besar dan mempermudah proses 

ekstraksi. Daun yang telah halus kemudian ditimbang sebanyak 50 gram, lalu 

dimasukkan kedalam erlenmeyer 500 ml dan ditambahkan etanol 80% atau air 

panas suhu 90
o
C sebanyak 450 ml. Setelah tercampur, tahap selanjutnya digojok 

dengan menggunakan shaker waterbath pada suhu 60
o
C selama tiga jam. Tahap 
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berikutnya yakni dilakukan proses penyaringan menggunakan corong dan kertas 

saring bersih guna memisahkan antara filtrat dan ampas. Filtrat yang diperoleh 

masuk ke tahap evaporasi dengan menggunakan alat rotary evaporator pada suhu 

60
o
C. Tahap akhir yakni pengujian total polifenol dan antioksidan. Hasil terbaik 

akan digunakan pada tahap uji antimikroba, dengan menggunakan Staphylococcus 

aureus dan Salmonella thypi. Diagram alir pembuatan ekstrak daun tembakau 

dapat dilihat pada Gambar 3.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.1. Diagram alir pembuatan ekstrak daun tembakau kasturi inferior 

(Shekins et al., 2017 dengan modifikasi) 

3.5 Prosedur Pengamatan 

3.5.1 Uji Total Polifenol 

 Pada perhitungan kandungan total polifenol ekstrak daun tembakau kasturi 

digunakan alat spektrofotometer, metode yang digunakan yakni Follin-ciocalteau. 

Daun tembakau kasturi kering 

kering 

Pengecilan ukuran hingga 1 mm 

Penimbangan 50 gram 

Ekstraksi (3 jam, 60
o
C) 

+ pelarut etanol 

80% / air panas 

(1:10) 

Penyaringan dengan 

kertas saring 
Ampas 

Filtrat 

Evaporasi ±3 jam 60
o
C 

Ekstrat Pekat 

Uji Total 

Polifenol 

Uji aktivitas 

antioksidan 
Uji 

antimikroba 
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Analisa total polifenol ditentukan secara spektrofotometri menggunakan metode 

Follin-ciocalteau (Singelton dan Rossi dalam Othman et al., 2007).  

Pembuatan kurva standar untuk perhitungan kadar polifenol dibuat dengan 

cara menggunakan larutan asam galat dalam metanol (5,4 mg galid acid / 5 ml). 

Mula-mula bubuk asam galat ditimbang sebanyak 5,4 mg dan dimasukkan ke 

dalam metanol sebanyak 5 ml, digojok hingga homogen. Larutan asam galat 

tersebut ditera dalam labu ukur 10 ml dan ditera hingga tanda batas menggunakan 

pelarut metanol. Cuplik larutan tersebut sebanyak 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 

175, dan 200 μl pada masing-masing tabung reaksi dan ditambahkan dengan 

aquades sesuai hingga larutan berjumlah 400 μl. Tambahkan 0,8 ml Follin 10% 

dan aquades sebanyak 5 ml, vorteks agar larutan homogen. Diamkan larutan 

tersebut selama 5 menit dan tambahkan dengan 0,8 ml Na2CO3 7%, kemudian 

tutup tabung reaksi menggunakan alumunium foil dan diamkan selama 60 menit 

ditempat gelap. Perhitungan absorbansi kurva standart menggunakan 

spektrofotometer dengan panjang gelombang 765 nm.  

 Pada penelitian ini sampel yang diuji berbentuk cairan. Sebanyak 0,4 ml 

sampel ekstrak tembakau (sudah diencerkan 10/200 ; 10/300 ; 10/400 ; 10/500), 

ditambahkan 0,8 ml reagen Follin-ciocalteau 10%, gojok hingga homogen 

menggunakan vorteks dan diamkan selama 5 menit. Selanjutnya tambahkan 0,8 

ml larutan Na2CO3 7% lalu divortex dan diamkan selama 60 menit dengan cara 

ditutup semua lapisan tabung reaksi menggunakan aluminium foil. Lakukan 

pengukuran absorbansi dengan panjang gelombang 765 nm. Analisa kandungan 

total polifenol pada sampel dihitung berdasarkan kurva standar asam galat yang 

diperoleh. Nilai absorbansi (y) dimasukkan pada persamaan kurva standar asam 

galat, sehingga diperoleh nilai (x) dan dikali faktor pengenceran. 

3.5.2 Uji Antioksidan Metode DPPH 

 Pada pengujian antioksidan, metode yang digunakan merupakan metode 

DPPH (1,1-diphenyl-1-2-Picrylhidroksil) dengan menggunakan bantuan alat 

spektrofotometer. Alat tersebut bekerja dengan prinsip cahaya monokromatik 

melalui larutan yang diuji dalam sebuah kuvet kaca/plastik bening. Sebagian 

cahaya tersebut diserap (I), sebagian dipantulkan (Ir), dan sebagian lagi diteruskan 
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(It). Penentuan secara kuantitatif berdasarkan nilai absorbansi yang dihasilkan dari 

spektrum dengan senyawa kompleks sesuai dengan unsur yang akan dilakukan 

analisis ( Fatimah dan Yanlinastuti, 2016). 

 Cara membuat larutan yang akan diuji antioksidannya yakni membuat 

larutan DPPH dengan menyiapkan serbuk DPPH 0,0039432 gram dan dilarutkan 

dengan etanol pro analysis pada labu ukur 25 ml, dan ditera hingga tanda batas 

hingga didapatkan larutan DPPH dengan konsentrasi 0,4 mM. Tahap selanjutnya 

yakni membuat bahan uji dengan ekstrak tembakau 0,1 ml diencerkan 

menggunakan aquades hingga 1 ml dalam ependorf. Cuplik larutan ekstrak  

tersebut sebanyak 0,1 ml dan masukkan kedalam tabung reaksi, ditambah dengan 

3,9 ml etanol dan 1 ml DPPH. Larutan tersebut dihomogenkan menggunakan 

vorteks dan bungkus tabung reaksi menggunakan alumunium foil, simpan dalam 

kondisi gelap selama 30 menit. Tahap berikuutnya yaitu mengukur absorbansinya 

pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 517 nm. Blanko yang diuji 

dapat menggunakan aquades. 

Rumus perhitungan antioksidan : 

Aktivitas antioksidan (%) =  

3.5.3 Penentuan KHM 

 Cara dilusi agar yang digunakan untuk menentukan konsentrasi hambat 

minimal dengan membuat mikroba uji dalam media NA yang telah ditambahkan 

ekstrak tembakau Kasturi. Sebelumnya ampul biakan murni mikroba dipecahkan 

menggunakan tang besi, ampul tersebut berisi biakan  bakteri murni yang 

disimpan dalam kondisi kering sehingga mampu menjamin kemurnian bakteri 

yang digunakan. Ampul diisi dengan media NB yang berfungsi sebagai pelarut 

bakteri agar mudah dipindahkan pada media padat. NB pada ampul diambil dan 

dipindahkan pada tabung reaksi sebagai stok kultur murni sehingga dapat 

digunakan pada tahap berikutnya. 

 Peremajaan bakteri dari media NB dengan cara memijarkan jarum ose dan 

diamkan hingga sedikit mendingin. Celupkan jarum ose pada NB berisi biakan 
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mikroba dan gores jarum ose pada NA miring. Inkubasi selama 24 jam pada 

inkubator menggunakan suhu 37
o
C hingga bakteri tumbuh.  

 Proses pembuatan suspensi mikroba dengan tahap pengenceran terlebih 

dahulu biakan kultur mikroba pada eppendorf 1 ml dengan pengenceran 10
-1

 –  

10
-7

, hingga didapatkan berkisar 30-300 koloni/ml. Ambil sebanyak 200 μl  kultur 

bakteri, dimasukkan ke dalam cawan petri dan ditambah media NA sesuai dengan 

konsentrasi ekstrak daun tembakau kasturi. Inkubasi selama 24 jam pada suhu 

37
o
C. Pengamatan dilakukan dengan cara menghitung koloni yang tumbuh pada 

media dengan bantuan colony counter (Mubarak et al., 2016). 

 Pada penentuan KHM terdapat beberapa tahap yang dilakukan, meliputi : 

- sterilisasi alat dan bahan 

- pembuatan larutan uji 

- pembuatan media NA 

- pembuatan media NB 

- peremajaan bakteri uji 

- pembuatan suspensi media. 

a. sterilisasi alat dan bahan 

 Alat yang akan digunakan seperti tabung reaksi, eppendorf, yellow tip dan 

blue tip harus melalui proses sterilisasi terlebih dahulu. Berbagai alat tersebut 

disterilkan dalam autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121
o
C (Deby dkk., 

2012). Hal tersebut guna mencegah timbulnya kontaminasi saat sebelum 

pemakaian. Namun, untuk jarum ose yang akan digunakan dibakar terlebih dahulu 

dengan bunsen hingga pijar, setelah mendingin dapat digunakan. Hal tersebut 

dilakukan untuk memperkecil kemungkinan adanya kontaminasi bakteri dari 

berbagai alat dan agar mikroba tidak mati saat dilakukan penggoresan. 

b. pembuatan larutan uji 

 Mula-mula yakni dengan membuat larutan stok dengan konsentrasi 20%, 

dengan cara mengambil ekstrak pekat daun tembakau sebanyak 2 ml lalu 

dimasukkan kedalam labu ukur 10 ml dan tambahkan aquades steril hingga tanda 

batas. Larutan stok yang telah dibuat kemudian diambil secara berurutan sebanyak 

0, 30, 60, 120, 240, dan 480 μl.  
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c. pembuatan media NA (Jauhari, 2010) 

 Media NA bubuk sebanyak 4 gram dilarutkan menggunakan 200 ml 

aquadest dalam beaker glass 250 ml. Media tersebut dipanaskan menggunakan 

magnetik stirer untuk mempercepat larutnya bubuk NA. Larutan media perlu 

dilakukan sterilisasi dalam autoklaf dalam kurun waktu 15 menit pada suhu 

121
o
C. Untuk mencegah rusaknya media saat penyimpanan, media NA disimpan 

dalam lemari es. 

 Media NA miring dapat dibuat dengan cara mengambil stok larutan NA 

yang belum disterilisasi dituang kedalam tabung reaksi masing-masing 5 ml. 

Kemudian disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121
o
C selama 15 menit. 

Tabung reaksi berisi larutan NA yang telah steril diposisikan pada sudut 

kemiringan 15
o
 dan biarkan media memadat (Rustanti, 2007). 

d. pembuatan media NB (Jauhari, 2010) 

 Media NB bubuk sebanyak 6,5 gram dimasukkan ke dalam beaker glass 

1000 ml, kemudian tambahkan dengan aquadest sebanyak 500 ml. Campur dan 

panaskan larutan tersebut menggunakan magnetic stirer guna menghomogenkan 

larutan media. Tahap selanjutnya media dilakukan sterilisasi dalam autoklaf 

dalam kurun waktu 15 menit pada suhu 121
o
C. Untuk mencegah rusaknya media 

saat proses penyimpanan, media dapat disimpan dalam lemari pendingin. 

e. peremajaan bakteri uji (Jauhari, 2010) 

 Mikroba murni yang akan digunakan perlu dilakukan peremajaan, hal 

tersebut guna mendapatkan kualitas mikroba yang baik. Bakteri tersebut 

diinokulasikan kedalam media NA miring sebanyak satu ose dan dilanjutkan 

dengan proses inkubasi selama 24 jam pada suhu 37
o
C. Peremajaan bakteri uji 

harus dilakukan dalam laminar air flow untuk meminimalisir adanya kontaminasi 

dengan mikroba yang tidak diharapkan. 

 Langkah preparasi isolat bakteri dibutuhkan satu ose kultur murni bakteri 

Staphylococcus aureus dan Salmonella thypi. Ose tersebut dioleskan pada media 

miring NA dan gores secara zig-zag, setelah dilakukan penggoresan inkubasi 

media dalam inkubator pada suhu 37
o
C selama 24 jam. Proses inkubasi dilakukan 
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secara aseptis didalam laminer untuk meminimalisir kontaminasi yang 

diakibatkan oleh kapang maupun jamur. 

f. pembuatan suspensi 

 Sebanyak satu ose bakteri (Staphylococcus aureus dan Salmonella typhi) 

dari stok kultur agar miring NA dicuplik menggunakan ose steril, dan dimasukkan 

ke dalam eppendorf berisi 1 ml aquades steril. Suspensi tersebut dihomogenkan 

menggunakan vorteks lalu dicuplik sebanyak 0,1 ml disuspensikan kedalam 

eppendorf yang berisi aquades steril 0,9 ml. Selanjutnya, dilakukan pengenceran 

hingga 10
-5

 yang akan digunakan dalam pengujian antibakteri. 

Penentuan uji aktivitas antibakteri daun tembakau Kasturi dilakukan untuk 

menentukan KHM dan nilai IC50 pada bakteri Staphylococcus aureus dan 

Salmonella thypi menggunakan metode dilusi agar. Mula-mula disiapkan 200 µl 

suspensi bakteri yang telah diencerkan hingga 10
-5

 dan larutan uji dengan 

berbagai konsentrasi (b.) dimasukkan kedalam cawan petri lalu ditambahkan 

media NA yang masih hangat (cair) berurut-urut ke masing-masing cawan petri 

sebanyak 4,780; 4,750; 4,720; 4,660; 4,540; dan 4,300 ml, kemudian diratakan 

dan diamkan hingga memadat lalu diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
o
C. 

Pengamatan dilakukan dengan cara menghitung jumlah koloni pada cawan petri 

menggunakan colony counter. Diagram alir penentuan respon penghambat 

(KHM) dan IC50 dapat lihat pada Gambar 3.2. 
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Gambar 3.2. Penentuan Respon Penghambatan (KHM) dan IC50 

3.6 Analisa Data 

 Data asam galat, kadar polifenol, kadar antioksidan, dan aktivitas 

antibakteri dianalisis menggunakan Microsoft Excel 2007 kemudian disajikan 

dalam bentuk tabel dan grafik. Data penelitian hasil identifikasi bakteri disajikan 

dalam bentuk tabel dan grafik kemudian dianalisis secara deskriptif.  

Suspensi 

mikroba 200 μl 

Larutan uji 

(0; 30; 60; 120; 240; 480 μl) 

+ DMSO 20 μl 

Media NA Pencampuran 

Inkubasi selama 24 jam suhu 37
o
C 

Penghitungan jumlah koloni 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

a.   Senyawa pada ekstrak daun tembakau kasturi inferior yakni senyawa 

fenolik berupa polifenol. Kandungan total polifenol yang terkandung dalam 

ekstrak daun tembakau dengan pelarut etanol 80% lebih besar dengan nilai 

50,603 mgGAE/ml dan ekstrak daun tembakau pelarut air 90
o
C dengan nilai 

49,287 mgGAE/ml. Aktivitas antioksidan yang dihasilkan ekstrak dun 

tembakau kasturi dengan pelarut etanol 80% mendapatkan nilai lebih besar 

dibandingkan dengan pelarut air 90
o
C dengan nilai yaitu 64,05 mg/ml dan 

48,90 mg/ml. 

b.   Ekstrak daun tembakau kasturi inferior terbukti memiliki sifat antibakteri 

dengan menghambat pertumbuhan Salmonella thypi dan Staphylococcus 

aureus, nilai KHM dengan pelarut etanol 80% yang diperoleh sebesar 2,072 

mg/ml dan 0,611 mg/ml, nilai IC50 yang diperoleh sebesar 0,342 mg/ml dan 

0,003 mg/ml, sedangkan ekstrak dengan pelarut air 90
o
C nilai KHM yang 

diperoleh sebesar 2,158 mg/ml dan 0,712 mg/ml, nilai IC50 yang diperoleh 

sebesar 0,351 mg/ml dan 0,147 mg/ml. 

5.2 Saran 

Berdasarkan penelitian, perlu dilakukan tentang efek antibakteri ekstrak 

terhadap bakteri Bacillus anthracis dan mengaplikasikan kedalam produk hand 

sanitizer. Efek antibakteri dapat diujikan pula pada produk abate guna 

memberantas penyebab Aeds Aegypty. 
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Lampiran 4.1. perhitungan total polifenol ekstrak daun tembakau 

Kurva standart Asam Galat 

 

Asam Galat (mg/ml) Absorbansi 

0,0000 0,0735 

0,0675 0,2505 

0,1350 0,4365 

0,2024 0,5940 

0,2699 0,7705 

0,3374 0,9200 

0,4049 1,0865 

0,4724 1,2320 

0,5398 1,3665 
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Total Polifenol Ekstrak Daun Tembakau (Etanol) 

Pengenceran 

(kali) 
Ulangan Absorbansi 

Asam 

Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/ml) 

KONSENTRAT 

Rerata 

Asam 

Galat 

(mg/ml) 

Rerata 

200x 

U1 
0,462 0,17342 34,6847 34,7598   

0,464 0,17417 34,8348     

U2 
0,588 0,22072 44,1441 44,1817 41,6917 

0,589 0,22110 44,2192     

U3 
0,614 0,23048 46,0961 46,1336   

0,615 0,23086 46,1712     

300x 

U1 
0,367 0,13776 41,3288 41,3851   

0,368 0,13814 41,4414     

U2 
0,469 0,17605 52,8153 52,8716 49,0240 

0,470 0,17643 52,9279     

U3 
0,469 0,17605 52,8153 52,8153   

0,469 0,17605 52,8153     

400x 

U1 
0,336 0,12613 50,4505 50,6006   

0,338 0,12688 50,7508     

U2 
0,377 0,14152 56,6066 56,6066 55,6557 

0,377 0,14152 56,6066     

U3 
0,397 0,14902 59,6096 59,7598   

0,399 0,14977 59,9099     

500x 

U1 
0,322 0,12087 60,4354 60,0601   

0,318 0,11937 59,6847     

U2 
0,332 0,12462 62,3123 62,4062 64,1579 

0,333 0,12500 62,5000     

U3 
0,373 0,14002 70,0075 70,0075   

0,373 0,14002 70,0075     
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Total Polifenol Kasturi (Air panas) 

    

Pengenceran 

(kali) 
Ulangan Absorbansi 

Asam 

Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/ml) 

KONSENTRAT 

Rerata 

Asam 

Galat 

(mg/ml) 

Rerata 

200x 

U1 
0,580 0,21772 43,5435 43,5060   

0,579 0,21734 43,4685     

U2 
0,654 0,24550 49,0991 49,8874 43,7312 

0,675 0,25338 50,6757     

U3 
0,504 0,18919 37,8378 37,8003   

0,503 0,18881 37,7628     

300x 

U1 
0,482 0,18093 54,2793 54,3919   

0,484 0,18168 54,5045     

U2 
0,503 0,18881 56,6441 56,8131 51,6892 

0,506 0,18994 56,9820     

U3 
0,389 0,14602 43,8063 43,8626   

0,390 0,14640 43,9189     

400x 

U1 
0,413 0,15503 62,0120 61,5616   

0,407 0,15278 61,1111     

U2 
0,435 0,16329 65,3153 65,0901 58,8338 

0,432 0,16216 64,8649     

U3 
0,331 0,12425 49,6997 49,8498   

0,333 0,12500 50,0000     

500x 

U1 
0,347 0,13026 65,1276 65,3153   

0,349 0,13101 65,5030     

U2 
0,375 0,14077 70,3829 70,7583 62,9692 

0,379 0,14227 71,1336     

U3 
0,282 0,10586 52,9279 52,8341   

0,281 0,10548 52,7402     
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Diagram Total polifenol  

Konsentrasi Ekstrak Asam Galat Rata-rata Rata-rata SD 

46,48215102 0,0930 
46,0666 

50,6033 5,756824652 

45,65099946 0,0913 

48,56002992 0,0971 
48,6639 

48,76781781 0,0975 

57,07933342 0,1142 
57,0793 

57,07933342 0,1142 

51,67684827 0,1034 
51,8846 

49,2873 10,17365244 

52,09242405 0,1042 

57,4949092 0,1150 
57,9105 

58,32606076 0,1167 

38,17063542 0,0763 
38,0667 

37,96284753 0,0759 
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Lampiran 4.2 Aktivitas Antioksidan 

Aktivitas antioksidan ekstrak tembakau (etanol) 

konsentrasi Ulangan Blanko Absorbansi % Penghambatan 
Rata-

rata 

Rata-

rata 

50x 

U1 
0,782 0,221 71,739 

71,803 

71,47 

0,782 0,22 71,867 

U2 
0,773 0,229 70,375 

70,440 
0,773 0,228 70,505 

U3 
0,785 0,218 72,229 

72,166 
0,785 0,219 72,102 

100x 

U1 
0,782 0,458 41,432 

41,752 

45,902 

0,782 0,453 42,072 

U2 
0,773 0,434 43,855 

43,661 
0,773 0,437 43,467 

U3 
0,785 0,375 52,229 

52,293 
0,785 0,374 52,357 

150x 

U1 
0,782 0,523 33,120 

33,248 

33,526 

0,782 0,521 33,376 

U2 
0,773 0,545 29,495 

29,495 
0,773 0,545 29,495 

U3 
0,785 0,488 37,834 

37,834 
0,785 0,488 37,834 
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Aktivitas antioksidan tembakau (air) 

 

konsentrasi Ulangan Blanko Absorbansi % Penghambatan 
Rata-

rata 

Rata-

rata 

50x 

U1 
0,818 0,386 52,812 

52,567 

54,06 

0,818 0,39 52,323 

U2 
0,83 0,359 56,747 

56,566 
0,83 0,362 56,386 

U3 
0,789 0,37 53,105 

53,042 
0,789 0,371 52,978 

100x 

U1 
0,818 0,534 34,719 

34,780 

36,798 

0,818 0,533 34,841 

U2 
0,83 0,488 41,205 

41,205 
0,83 0,488 41,205 

U3 
0,789 0,518 34,347 

34,411 
0,789 0,517 34,474 

150x 

U1 
0,818 0,598 26,895 

26,711 

28,878 

0,818 0,601 26,528 

U2 
0,83 0,553 33,373 

33,434 
0,83 0,552 33,494 

U3 
0,789 0,58 26,489 

26,489 
0,789 0,58 26,489 

 

Jenis 

pelarut 
konsentrasi Ulangan Blanko Absorbansi 

% 

Penghambatan 

Rata-

rata 

Rata-

rata 

Etanol 

80% 
50x 

U1 0,782 0,221 71,7391 
71,8031 

64,0507 

  0,782 0,22 71,8670 

U2 0,773 0,434 43,8551 
43,6611 

  0,773 0,437 43,4670 

U3 0,785 0,183 76,6879 
76,6879 

  0,785 0,183 76,6879 

Air 50x 

U1 0,818 0,386 52,8117 
52,5672 

48,9042 

  0,818 0,39 52,3227 

U2 0,83 0,359 56,7470 
56,5663 

  0,83 0,362 56,3855 

U3 0,789 0,494 37,3891 
37,5792 

  0,789 0,491 37,7693 
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4.3 Perhitungan Konsentrasi Ekstrak Daun Tembakau Untuk Uji KHM 

Formulasi uji KHM 

Ekstrak (ml) 
kons. Ekstak etanol 

(mg/ml) 

kons. Eksrak air 

(mg/ml) 
vol. total (ml) 

Konsentrasi polifenol dlm capet 

(V1.M1= V2.M2) 

etanol (mg/ml) air (mg/ml) 

0 10,1207 9,857457507 5 0,0000 0,0000 

0,03 10,1207 9,857457507 5 0,0607 0,0591 

0,06 10,1207 9,857457507 5 0,1214 0,1183 

0,12 10,1207 9,857457507 5 0,2429 0,2366 

0,24 10,1207 9,857457507 5 0,4858 0,4732 

0,48 10,1207 9,857457507 5 0,9716 0,9463 

 

Data Total Polifenol  

Etanol M1 50,6033 mg GAE/ml 

Air M1 49,2873 mg GAE/ml 
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Tabel volume total dalam capet         

S.thypi 

Ekstrak (µl) DMSO 2% (µl) m.o (µl) MEDIA (µl) Total Dalam Capet 

0 20 200 4780 5000 

30 20 200 4750 5000 

60 20 200 4720 5000 

120 20 200 4660 5000 

240 20 200 4540 5000 

480 20 200 4300 5000 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

S. aureus 

Ekstrak (µl) DMSO 2% (µl) m.o (µl) MEDIA (µl) Total dalam Capet 

0 20 200 4780 5000 

30 20 200 4750 5000 

60 20 200 4720 5000 

120 20 200 4660 5000 

240 20 200 4540 5000 

480 20 200 4300 5000 
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Larutan stok etanol 20%  

V1 x M1 = V2 x M2  

2 ml x 50,6033 mg/ml = 10 ml x M2  

M2 = (2 ml x 50,6033  mg/ml) 10 ml  

M2 = 10,1207  mg/ml 

Larutan stok air 20%  

V1 x M1 = V2 x M2  

2 ml x 49,2873 mg/ml = 10 ml x M2  

M2 = (2 ml x 49,2873 mg/ml) 10  ml  

M2 = 9,8574 mg/ml 
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Lampiran 4.4 Perhitungan  aktivitas antibakteri 

Tabel jumlah koloni Salmonella thypi (etanol) 

ekstrak (ml) Konsentrasi (mg/ml) 
Jumlah koloni 10^5 Rata-

rata  
SD 

U1 U2 

0 0,000 20 13 16,5 4,95 

0,03 0,061 17 13 15 2,83 

0,06 0,121 13 11 12 1,41 

0,12 0,243 12 6 9 4,24 

0,24 0,486 9 6 7,5 2,12 

0,48 0,972 2 5 3,5 2,12 

 

Tabel jumlah %hambat dan koloni Salmonella thypi (etanol) 

Data MIC S.thypi pelarut etanol dalam CFU/ml (10^5) 

ekstrak (ml) Konsentrasi (mg/ml) 
Jumlah Koloni/200 µl  

Rata-rata SD % penghambatan Log Koloni 
U1 U2 

0 0,00 10000000 6500000 8250000 2474873,734 0 6,92 

0,03 0,06 8500000 6500000 7500000 1414213,562 9,1 6,88 

0,06 0,12 6500000 5500000 6000000 707106,7812 27,3 6,78 

0,12 0,24 6000000 3000000 4500000 2121320,344 45,5 6,65 

0,24 0,49 4500000 3000000 3750000 1060660,172 54,5 6,57 

0,48 0,97 1000000 2500000 1750000 1060660,172 78,8 6,14 
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Tabel jumlah koloni Salmonella thypi (air) 

ekstrak (ml) Konsentrasi (mg/ml) 
Jumlah koloni 10^5 Rata-

rata  
SD 

U1 U2 

0 0,000 28 36 32 5,66 

0,03 0,059 25 26 25,5 0,71 

0,06 0,118 23 24 23,5 0,71 

0,12 0,237 19 21 20 1,41 

0,24 0,473 18 15 16,5 2,12 

0,48 0,946 5 7 6 1,41 

 

Tabel jumlah %hambat dan koloni Salmonella thypi 

Data MIC S.thypi pelarut air dalam CFU/ml (10^5) 

ekstrak (ml) Konsentrasi (mg/ml) 
Jumlah Koloni/200 µl  

Rata-rata SD % penghambatan Log Koloni 
U1 U2 

0 0,00 14000000 18000000 16000000 2828427,125 0 7,20 

0,03 0,06 12500000 13000000 12750000 353553,3906 20,3 7,11 

0,06 0,12 11500000 12000000 11750000 353553,3906 26,6 7,07 

0,12 0,24 9500000 10500000 10000000 707106,7812 37,5 7,00 

0,24 0,47 9000000 7500000 8250000 1060660,172 48,4 6,92 

0,48 0,95 2500000 3500000 3000000 707106,7812 81,3 6,48 
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Lampiran 4.5 Kurva logaritmik Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus 

a. Salmonella thypi (Etanol) 

Polifenol Log Koloni 

0,00 6,92 

0,06 6,88 

0,12 6,78 

0,24 6,65 

0,49 6,57 

0,97 6,14 

 

 

Kons. Polifenol (mg/ml) 

  1 log 5 2,452 1,290 
  

 

4 3,742   
  

  

  

   2 log 5 2,452 2,581 
  

 

3 5,032   
  

  

  

   3 log 5 2,452 2,581 
  

 

3 5,032   
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IC 50       Polifenol (mg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 8,000 X1   = -1,419 

Y2 = 50% (Y1) = 5 x 

10
7
 Log Y2 = 7,699 X2   = -1,031 

        IC 50 0,388 

      IC 90       Polifenol (mg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 7,000 X1   = -0,129 

Y2 = 90% (Y1) = 5 x 

10
7
 Log Y2 = 6,000 X2   = 1,161 

        IC 90 1,290 

 

b. Salmonella thypi Air 

Polifenol Log Koloni 

0,00 7,20 

0,06 7,11 

0,12 7,07 

0,24 7,00 

0,47 6,92 

0,95 6,48 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/


51 
 

 
 

 

Kons. Polifenol (mg/ml) 

  1 log 5 3,060 1,404 
  

 

4 4,465   
  

  

  

   2 log 5 3,060 2,809 
  

 

3 5,869   
  

  

  

   3 log 5 3,060 2,809 
  

 

3 5,869   
  

      IC 50       Polifenol (mg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 8,000 X1   = -1,153 

Y2 = 50% (Y1) = 5 x 

10
7
 Log Y2 = 7,699 X2   = -0,730 

        IC 50 0,423 

      IC 90       Polifenol (mg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 7,000 X1   = 0,251 

Y2 = 90% (Y1) = 5 x 

10
7
 Log Y2 = 6,000 X2   = 1,656 

        IC 90 1,404 
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c. Staphylococcus aureus (etanol) 

Polifenol (mg/ml) Log Koloni 

0,000 6,86 

0,061 6,62 

0,121 6,45 

0,243 6,31 

0,486 6,16 

0,972 5,70 

 

 

 

 

 

Kons. Polifenol (mg/ml) 

  1 log 5 1,592 0,948 
  

 

4 2,540   
  

  

  

   2 log 5 1,592 1,896 
  

 

3 3,488   
  

  

  

   3 log 5 1,592 1,896 
  

 

3 3,488   
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IC 50       Polifenol (mg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 8,000 X1   = -1,251 

Y2 = 50% (Y1) = 5 x 10
7
   Log Y2 = 7,699 X2   = -0,966 

        IC 50 0,285 

      IC 90       Polifenol (mg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 7,000 X1   = -0,303 

Y2 = 90% (Y1) = 5 x 10
7
   Log Y2 = 6,000 X2   = 0,645 

        IC 90 0,948 

 

d. air 

Polifenol (mg/ml) Log Koloni 

0,000 6,91 

0,059 6,81 

0,118 6,30 

0,237 6,24 

0,473 6,12 

0,946 6,11 
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Kons. Polifenol (µg/ml) 

  1 log 5 2,236 1,364 
  

 

4 3,600   
  

  

  

   2 log 5 2,236 2,729 
  

 

3 4,965   
  

  

  

   3 log 5 2,236 2,729 
  

 

3 4,965   
  

      IC 50       Polifenol (µg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 8,000 X1   = -1,857 

Y2 = 50% (Y1) = 5 x 10
7
   Log Y2 = 7,699 X2   = -1,446 

        IC 50 0,411 

      IC 90       Polifenol (µg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 7,000 X1   = -0,492 

Y2 = 90% (Y1) = 5 x 10
7
   Log Y2 = 6,000 X2   = 0,872 

        IC 90 1,364 
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Lampiran 4.6. Kurva probit Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus 

a. Salmonella thypi (etanol) 

Ekstrak 
(µl) 

Konsentrasi 
Ekstrak (µg/ml) 

Jumlah Koloni/200 µl  Rata-
rata 

SD 
% 

penghambatan 
Log jumlah 

koloni 
% 

pertumbuhan  
Log C Probit 

U1 U2 

0 0,00 10000000 6500000 8250000 1750000,00 0,00 6,92 100,00 0,00 0 

30 60,72 8500000 6500000 7500000 1000000,00 9,09 6,88 80,00 1,78 3,66 

60 121,45 6500000 5500000 6000000 500000,00 27,27 6,78 75,00 2,08 4,39 

120 242,90 6000000 3000000 4500000 1500000,00 45,45 6,65 83,33 2,39 4,87 

240 485,79 4500000 3000000 3750000 750000,00 54,55 6,57 46,67 2,69 5,1 

480 971,58 1000000 2500000 1750000 750000,00 78,79 6,24 0,00 2,99 5,77 

 

Log C Probit Etanol 80% 

1,78 3,66 

2,08 4,39 

2,39 4,87 

2,69 5,1 

2,99 5,77 
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y = 1,637 + 0,851   

5 = 1,637x + 0,851   

5 - 0,851 = 1,637 x   

4,149 = 1,637 x     

X = Log C50 = 4,149 / 1,637 = 2,534   

LOG C50 = 2,534 341,9794 

IC50 = 341,9794  (µg/ml)   

      

341,9794 2,534   

 

b. Salmonella thypi (Air) 

Ekstrak 
(µl) 

Konsentrasi 
Ekstrak 
(µg/ml) 

Jumlah Koloni/200 µl  
Rata-rata SD 

% 
penghambatan 

Log 
jumlah 
koloni 

% 
pertumbuhan  

Log C Probit 
U1 U2 

0 0,0 14000000 18000000 16000000 2000000,00 0,00 7,20 100,00 0,00 0 

30 59,1 12500000 13000000 12750000 250000,00 20,31 7,11 92,16 1,77 3,72 

60 118,3 11500000 12000000 11750000 250000,00 26,56 7,07 85,11 2,07 4,36 

120 236,6 9500000 10500000 10000000 500000,00 37,50 7,00 82,50 2,37 4,67 

240 473,2 9000000 7500000 8250000 750000,00 48,44 6,92 36,36 2,68 4,95 

480 946,3 2500000 3500000 3000000 500000,00 81,25 6,48 0,00 2,98 5,88 

 

 

 

y = 1,637 + 0,851   

6.28 = 1,637 + 0,851   

6.28 - 0,851 = 1,637 x   

5,429= 1,637 x     

X = Log C90 = 5,429 / 1,637 = 3,3164   

LOG C90 = 3,3164 2072,0489 

IC90 = 2072,0489 (µg/ml)   

      

2072,0489 3,3164   
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Log C Probit air 

1,77 3,72 

2,07 4,36 

2,37 4,67 

2,68 4,95 

2,98 5,88 

 

 

 

 

y = 1,631x + 0,843     

5 = 1,631x + 0,843     

5 - 0,843 = 1,631 x     

4,157 = 1,631 x     

X = Log C50 = 3,019 / 1,205 = 2,548   

LOG C50 = 2,5248   350,5904 

IC50 = 350,5904  

(µg/ml)     

      

350,5904 2,5448   

 

 

y = 1,631x + 0,843     

6.28 = 1,631x + 0,843     

6.28 - 0,843 = 1,631 x     

5,437 = 1,631x     

X = Log C90 = 5,437 / 1,631 = 3,334   

LOG C90 = 3,334   2157,7444 

IC90 = 2157,74 (µg/ml)     

      

2157,7444 3,334   
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c. Staphylococcus aureus (Etanol) 

Ekstrak 

(ml) 

Konsentrasi 

Ekstrak (µg/ml) 

Jumlah Koloni/200 µl  
Rata-

rata 
SD 

% 

penghambatan 

Log 

jumlah 

koloni 

% 

pertumbuhan  
Log C Probit 

U1 U2 

0 0,000 1400000 13000000 7200000 5800000,00 0,00 6,86 100,0000 0,00 0 

0,03 60,724 1250000 7000000 4125000 2875000,00 42,71 6,62 57,2917 1,78 5,05 

0,06 121,448 1150000 4500000 2825000 1675000,00 60,76 6,45 68,4848 2,08 5,74 

0,12 242,896 600000 3500000 2050000 1450000,00 71,53 6,31 72,5664 2,39 5,84 

0,24 485,791 400000 2500000 1450000 1050000,00 79,86 6,16 70,7317 2,69 6,23 

0,48 971,583 0 1000000 500000 500000,00 93,06 5,70 34,4828 2,99 6,41 

 

Log C Probit etanol 

1,78 5,05 

2,08 5,74 

2,39 5,84 

2,69 6,23 

2,99 6,41 
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y = 1,066x + 3,310   

5 = 1,066x + 3,310   

5 - 3,310 = 1,066 x    

1,69 = 2,231 x     

X = Log C50 = 1,69/3,310 = 0,5121   

LOG C50 = 0,5121 3,2516 

IC50 = 3,2516  (µg/ml)   

      

3,2516 0,5121   

 

 

d. Staphylococcus aureus (Air) 

Ekstrak 

(ml) 

Konsentrasi 

Ekstrak 

(µg/ml) 

Jumlah Koloni/200 µl  
Rata-rata SD 

% 

penghambatan 

Log 

jumlah 

koloni 

% 

pertumbuhan  
Log C Probit 

U1 U2 

0 0,0 2350000 14000000 8175000 5825000,00 0,00 6,91 100,00 0,00 0 

0,03 59,1 550000 12500000 6525000 5975000,00 20,18 6,81 30,65 1,77 4,39 

0,06 118,3 500000 3500000 2000000 1500000,00 75,54 6,30 86,25 2,07 4,76 

0,12 236,6 450000 3000000 1725000 1275000,00 78,90 6,24 76,81 2,37 5,36 

0,24 473,2 150000 2500000 1325000 1175000,00 83,79 6,12 96,23 2,68 5,67 

0,48 946,3 50000 2500000 1275000 1225000,00 84,40 6,11 0,00 2,98 6,75 

 

 

 

y =  1,066x + 3,310   

6.28 = 1,066x + 3,310   

6.28 - 3,310 = 1,066 x    

2,97 = 1,066 x     

X = Log C90 = 2,97/1,066 = 2,7861   

LOG C90 = 2,7861 611,0827 

IC90 = 611,0827 (µg/ml)   

      

611,0827 2,7861   
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Log C Probit 

1,77 4,39 

2,07 4,76 

2,37 5,36 

2,68 5,67 

2,98 6,75 

 

 

 

 

 

y = 1,870x + 0,946     

5 = 1,870x + 0,946     

5 - 0,946 = 1,870 x      

4,054 = 1,870 x     

X = Log C50 = 4,054/1,870 = 

2,1679   

LOG C50 = 2,1679 147,1974   

IC50 = 147,19 (µg/ml)     

        

147,1974 2,1679     

 

y = 1,870x + 0,946     

6.28 = 1,870x + 0,946     

6.28 - 0,946 = 1,870 x      

5,334 = 1,870 x     

X = Log C90 = 5,334/1,870 = 

2,8524   

LOG C90 = 2.8524 711,8689   

IC90 = 711,8689 

(µg/ml)     

        

711,8689 2,8524     
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Lampiran 4.7 Dokumentasi Penelitian 

a. Pengujian Polifenol dan Antioksidan 

   

Gambar uji aktifitas polifenol ekstrak daun tembakau kasturi 

  

Gambar uji antioksidan ekstrak daun tembakau 

b. Proses ekstraksi daun tembakau 
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Gambar ekstrak daun tembakau kasturi 

  

Gambar proses evaporasi ekstrak daun tembakau kasturi 

c. Proses peremajaan bakteri Salmonella thypi dan Staphylococcus aureus 

  

Gambar proses peremajaan bakteri 
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Gambar media Nutrient Agar miring dan Nutrient Broth 

d. Proses uji antibakteri 

  
Gambar uji antibakteri ekstrak daun tembakau 

  

Gambar pertumbuhan Salmonella thypi (kiri) dan Staphylococcus aureus (kanan) 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

