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RINGKASAN 
 

Zona Hambat Resinoid Daun Tembakau Kasturi Terhadap  Bakteri 

Streptococcus mutans  dan Staphylococcus aureus; Karelina Amarta; 

161610101035: 2020: 85 halaman; Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. 

 Karies merupakan salah satu penyakit pada struktur gigi yang ditandai 

dengan rusaknya jaringan enamel, dentin, dan sementum yang disebabkan oleh 

bakteri penyebab karies. S. mutans dan S. aureus merupakan bakteri penyebab 

karies. Upaya pencegahan dan pengobatan karies dilakukan, akan tetapi 

pemberian terapi antibakteri yang digunakan memiliki efek samping yang 

merugikan. Sehingga, perlu adanya pemanfaatan bahan alami dengan efek 

samping minimal, salah satunya tanaman tembakau. Tanaman tembakau 

merupakan tanaman komoditas perkebunan terbesar di kabupaten Jember yang 

memiliki produk aromatik dengan berbagai senyawa aktif didalamnya, yaitu 

resinoid tembakau. Resinoid tembakau merupakan massa berwarna coklat tua 

yang diperoleh melalui proses ekstraksi menggunakan pelarut polar. Salah satu 

senyawa aktif yang terkandung dalam resinoid tembakau adalah terpenoid. 

Terpenoid memiliki aktivitas biologis salah satunya antibakteri. Tujuan dari 

penelitian ini adalah mengetahui zona hambat resinoid daun tembakau Kasturi 

terhadap bakteri S. mutans dan S. aureus. Hasil penelitian ini diharapkan dapat 

dimanfaatkan dan dikembangkan sebagai acuan dalam pembuatan bahan 

antibakteri terhadap karies. 

 Ekstraksi resinoid daun tembakau Kasturi dilakukan dengan metode 

maserasi menggunakan pelarut methanol, kemudian ditambahkan pelarut n-

heksan. Ekstrak resinoid diberikan HCL 10% untuk menghilangkan kadar nikotin 

dan kemudian diuji Dragendorff . Ekstrak yang telah bebas nikotin dievaporasi 

menggunakan rotary evaporator dan dilakukan fraksinasi. Hasil fraksinasi 

dilakukan uji GC-MS. Uji antibakteri dilakukan pada bakteri S. mutans dan S. 

aureus dengan metode Kirby-Bauer Disc Diffusion. Pengukuran diameter zona 

hambat resinoid daun tembakau Kasturi menggunakan jangka sorong dan 

selanjutnya dilakukan analisis data. 
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Hasil penelitian menunjukkan resinoid daun tembakau Kasturi memiliki 

kemampuan antibakteri terhadap bakteri S. mutans pada konsentrasi 12 mg/ml 

waktu inkubasi 6 jam. Resinoid daun tembakau Kasturi memiliki kemampuan 

antibakteri terhadap bakteri S. aureus pada konsentrasi 8 mg/ml waktu inkubasi 

12 jam.  
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BAB 1. PENDAHULUAN 

 

1.1 Latar Belakang 

Berdasarkan data RISKESDAS tahun 2018 terdapat 57,6% masyarakat di 

Indonesia memiliki masalah kesehatan gigi dan mulut, salah satunya karies 

(RISKESDAS, 2018; Widayati, 2014). Karies adalah penyakit pada struktur gigi 

ditandai dengan rusaknya jaringan enamel, dentin, dan sementum yang 

disebabkan oleh aktivitas metabolisme bakteri penyebab karies (Bebe et al, 2018). 

Bakteri penyebab karies diantaranya ialah S. mutans dan S. aureus (Veiga et al, 

2016; Yadav et al, 2017). Berbagai macam pencegahan dan pengobatan karies 

dilakukan, tetapi terapi yang digunakan memiliki efek samping yang merugikan. 

Sehingga, diperlukan adanya pemanfaatan bahan alami dengan efek samping 

minimal. Salah satunya adalah tanaman tembakau yang telah diketahui memiliki 

kandungan bahan alami yang bermanfaat.  

Tembakau merupakan komoditas tanaman perkebunan yang banyak 

dibudidayakan di Kabupaten Jember, salah satunya Tembakau Kasturi (Statistik 

Perkebunan Indonesia, 2017). Pemanenan tembakau Kasturi hanya mengambil 

daun dengan kualitas baik sebagai bahan baku rokok kretek, sedangkan daun yang 

kualitasnya buruk tidak digunakan dan menjadi limbah (Nurnasari et al, 2018). 

Hal ini menyebabkan potensi limbah daun tembakau semakin meningkat seiring 

dengan tingginya jumlah produksi dan panen tembakau (Nurnasari et al, 2018). 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak daun tembakau memiliki senyawa 

aktif seperti terpenoid, flavonoid, alkaloid, isoprenoid, solanesol, dan minyak 

atsiri yang bermanfaat bagi manusia (Putri et al, 2014; Nurnasari et al, 2018; 

Banozic et al, 2020). Resinoid tembakau merupakan salah satu produk aromatik 

dalam tanaman tembakau (Popova et al, 2019).  

Resinoid didapatkan dari hasil ektraksi daun tembakau menggunakan 

pelarut polar, seperti methanol atau ethanol (Popova et al, 2020). Resinoid berupa 

massa semi solid berwarna kecoklatan dan memiliki bau tembakau yang sangat 

khas serta memiliki kemampuan sebagai antibakteri (Popova et al, 2019). Hasil 

penelitian oleh Popova et al (2019) didapatkan bahwa resinoid tembakau memiliki 
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kemampuan antibakteri yang lebih efektif terhadap bakteri Gram positif dan jamur 

dibandingkan dengan bakteri Gram negatif. Hal ini dikarenakan resinoid daun 

tembakau Kasturi karena memiliki kandungan senyawa aktif didalamnya salah 

satunya adalah senyawa terpenoid yang diketahui memiliki kemampuan sebagai 

antibakteri (Prijatmoko et al, 2018). Menurut hasil penelitian terpenoid sebagai 

antibakteri bekerja dengan cara bereaksi dengan porin (protein transmembran) dan  

membentuk ikatan polimer yang kuat mengakibatkan rusaknya porin. Rusaknya 

porin yang merupakan pintu keluar masuknya senyawa akan mengurangi 

permeabilitas dinding sel bakteri yang mengakibatkan sel bakteri akan 

kekurangan nutrisi sehingga pertumbuhan bakteri terhambat atau mati 

(Wahdaningsih et al, 2014). 

Uji kemampuan antibakteri suatu bahan dapat dilakukan menggunakan 

beberapa metode, yaitu metode difusi cakram dan metode pengenceran atau dilusi 

(Khusuma et al, 2019). Uji antibakteri dengan metode difusi cakram merupakan 

metode yang banyak digunakan karena secara teknis lebih mudah dilakukan dan 

tidak memerlukan peralatan khusus daripada metode pengenceran (Khusuma et al, 

2019). Sehingga, pada penelitian ini uji antibakteri resinoid daun tembakau 

Kasturi menggunakan metode difusi cakram dimana kemampuan antibakteri 

resinoid telihat dengan adanya zona hambat atau daerah jernih di sekeliling kertas 

cakram yang dihasilkan (Soleha, 2015). Zona hambat pada penelitian ini 

digunakan untuk mengetahui kemampuan antibakteri resinoid daun tembakau 

Kasturi dalam menghambat pertumbuhan bakteri S. mutans dan S. aureus. Hal ini 

berdasarkan klasifikasi Popova et al (2019) tentang resinoid sebagai antibakteri, 

bahwa resinoid memiliki kemampuan antibakteri yang kuat (sensitif) apabila 

diameter zona hambat yang dihasilkan lebih dari 18 mm, cukup sensitif apabila 

diameter zona hambat yang dihasilkan berkisar 12- 18 mm, dan resisten apabila 

diameter zona hambat yang dihasilkan kurang dari 12 mm. Sehingga, kemampuan 

antibakteri resinoid dapat diketahui dengan cara mengukur diameter zona hambat 

yang dihasilkan (Popova et al, 2019).  
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Berdasarkan uraian diatas, maka peneliti ingin mengetahui bagaimana 

zona hambat resinoid daun tembakau Kasturi terhadap bakteri S. mutans dan S. 

aureus. 

 

1.2 Rumusan Masalah 

Berdasarkan latar belakang diatas, maka rumusan masalah yang dapat 

diambil, yaitu: 

1. Bagaimana zona hambat resinoid daun tembakau Kasturi terhadap 

pertumbuhan bakteri S. mutans? 

2. Bagaimana zona hambat resinoid daun tembakau Kasturi terhadap 

pertumbuhan bakteri S. aureus? 

1.3 Tujuan 

Penelitian ini bertujuan untuk: 

1. Mengetahui zona hambat resinoid daun tembakau Kasturi terhadap 

pertumbuhan bakteri S. mutans. 

2. Mengetahui zona hambat resinoid daun tembakau Kasturi terhadap 

pertumbuhan bakteri S. aureus. 

1.4 Manfaat 

Dari hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai 

berikut: 

1. Dapat memberikan dan melengkapi informasi mengenai pemanfaatan resinoid 

daun tembakau Kasturi dalam bidang kedokteran gigi, khususnya sebagai 

pengembangan obat terhadap karies dengan efek samping minimal. 

2. Dapat digunakan sebagai dasar penelitian lebih lanjut tentang pengaruh 

resinoid daun tembakau Kasturi terhadap mikroorganisme khususnya bakteri 

didalam rongga mulut. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1 Karies 

2.1.1 Definisi Karies 

Karies adalah kerusakan pada struktur gigi disebabkan oleh hasil 

metabolisme bakteri penyebab karies berupa produk sampingan yang bersifat 

asam (Yadav et al, 2016; Ramayanti et al, 2013). Karies merupakan penyakit 

yang merusak struktur gigi ditandai adanya demineralisasi jaringan keras gigi 

(Rahman et al, 2018). Karies merupakan penyakit progresif dan bila tidak dirawat 

menyebabkan kerusakan struktur gigi dan jaringan di sekitarnya (Rapp et al, 

2019). Jaringan keras gigi terus mengalami proses demineralisasi dan 

remineralisasi (Joshi et al, 2018). Penurunan pH di dalam rongga mulut 

menyebabkan demineralisasi struktur gigi yang apabila dibiarkan dalam waktu 

lama mengakibatkan terjadinya karies (Joshi et al, 2018). Enamel gigi 

terdemineralisasi pada pH 5,5, dentin terdemineralisasi pada pH 6,5, dan 

sementum terdemineralisasi pada pH 6,7 (Rapp et al, 2019).  

 

Gambar  2.1 Karies gigi (Sumber: Yadav et al, 2016; Yadav et al, 2017) 

Karies ditandai dengan rasa sakit pada gigi, diawali sakit ringan karena 

minuman dingin atau panas, kemudian berkembang menjadi sakit spontan bila 

kerusakan struktur gigi terus berlanjut (Nakano, 2014). Apabila karies telah 

mencapai pulpa dan tidak dilakukan perawatan akan terbentuk abses pada ujung 

akar gigi dan berkembang menjadi kista radikular (Nakano, 2014). Karies primer 

dapat mengenai bagian aproksimal yaitu area kontak diantara gigi dan bagian

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


7 

 

 
 

oklusal yaitu pit dan fisur (Yadav et al, 2017). Karies sekunder merupakan karies 

pada tepi restorasi akibat adanya mikroleakage (Yadav et al, 2017).  

Gambar  2.2 Tahapan karies gigi (Sumber: British Journal of General Practice, 2016) 

2.1.2 Etiologi Karies 

Karies merupakan penyakit yang berkembang melalui interaksi banyak 

faktor, yaitu bakteri penyebab karies, karbohidrat yang terfermentasi, faktor host 

yaitu gigi dan saliva, dan waktu (Yadav et al, 2016; Veiga et al, 2016). Bakteri 

penyebab karies diantaranya bakteri S. mutans dan S. aureus. S. mutans disebut 

„bakteri asidogenik‟ dan dianggap sebagai bakteri utama penyebab karies karena 

kemampuannya bertahan dalam plak gigi, menghasilkan produk asam dari proses 

metabolisme karbohidrat sehingga  pH rongga mulut rendah, mengakibatkan 

mineral – mineral gigi terlepas dan larut dalam rongga mulut, dan membentuk 

karies (Yon et al, 2019; Quock, 2015).  

Asupan karbohidrat mempengaruhi kolonisasi bakteri penyebab karies dan 

pembentukan plak dalam rongga mulut (Yon et al, 2019). Frekuensi asupan 

karbohirat yang tinggi, terutama sukrosa mampu mempercepat terjadinya karies 

(Yon et al, 2019). Hasil penelitian yang telah dilakukan oleh Diaz-Garrido et al 

(2016) bahwa peningkatan frekuensi asupan sukrosa setiap hari meningkatkan 

kariogenisitas biofilm S. mutans. Sukrosa dapat meningkatkan aktivitas 

metabolisme koloni bakteri serta sintesis protein dan enzim untuk membentuk 

plak menjadi mature (Diazz-Garrido et al, 2016).  
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Faktor host yaitu gigi dan saliva meliputi morfologi gigi, letak gigi dalam 

rongga mulut, kedalaman pit dan fisur, jumlah aliran saliva, serta kualitas dan 

kuantitas saliva (Yon et al, 2019). Penelitian yang telah dilakukan oleh Sanchez-

Perez et al (2019) didapatkan bahwa terdapat hubungan antara kedalaman pit dan 

fisur dengan terjadinya karies. Aliran saliva yang rendah dapat meningkatkan 

faktor terjadinya karies. Berdasarkan penelitian oleh Shetty et al (2013) bahwa 

aliran saliva memiliki peran penting dalam mencegah karies. Aliran saliva yang 

normal mampu melakukan self-cleansing di dalam rongga mulut sehingga resiko 

terjadinya karies dapat berkurang (Shetty et al, 2013).  

Faktor resiko karies meliputi faktor klinis (riwayat karies, morfologi dan 

letak gigi, dan penggunaan denture), tingkat kebersihan rongga mulut dan plak, 

faktor biokimia (kuantitas dan kualitas saliva, protein saliva, laju aliran saliva), 

status sosial-ekonomi (tingkat pendidikan, latar belakang keluarga, strata sosial, 

pendapatan), dan faktor gaya hidup (diet, kebiasaan dan perilaku) (Yon et al, 

2019; Veiga et al, 2016). 

2.1.3 Mekanisme terjadinya karies 

Permukaan gigi akan dilapisi oleh acquired pellicle salivary yang 

mengandung glikoprotein, acidic proline-rich protein, musin, albumin, bacterial 

cell debris, dan sialic acid setelah dibersihkan. Bakteri penyebab karies terutama 

S. mutans akan menempel pada acquired pellicle salivary di permukaan gigi. 

Tahap ini disebut tahap adhesi karena bakteri S. mutans  mengeluarkan protein 

bakteri disebut „adhesin‟ yang akan berikatan dengan „proline‟ kaya protein yang 

terkandung pada acquired pellicle, sehingga terjadi suatu ikatan antara keduanya 

(Yadav et al, 2017).  

Di dalam rongga mulut terdapat karbohidrat yang berasal dari makanan 

ataupun minuman yang dikonsumsi. Bakteri Streptococcus mutans akan 

memetabolisme glukosa atau sukrosa menjadi glukan oleh enzim 

glukosiltransferase dan fruktosa menjadi fruktan oleh enzim fruktosiltransferase, 

sehingga menghasilkan suatu polisakarida ekstraseluler (EPS). Polisakarida 

ekstraseluler akan memperkuat perlekatan bakteri ke permukaan gigi, pH rongga 
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mulut semakin menurun dan ketebalan plak bertambah (Forssten et al, 2010; 

Yadav et al, 2017).  

Hasil metabolisme karbohidrat oleh bakteri penyebab karies menyebabkan 

pH rongga mulut menurun dan kondisi menjadi asam. Kondisi rongga mulut yang 

asam akan melarutkan struktur kristal hidroksiapatit pada enamel gigi. Lesi awal 

terjadinya karies ditandai dengan adanya „white spot lesion’ yaitu pada permukaan 

gigi berwarna ‘chalky-white’ dan tidak terasa sakit. Jika demineralisasi terus 

terjadi akan terbentuk suatu kavitas atau lubang pada gigi (Yadav et al, 2017; 

Yadav et al, 2016; Ramayanti et al, 2013). 

2.2 Tembakau 

Tembakau digunakan sebagai bahan baku dalam pembuatan rokok, cerutu, 

pestisida organik, dan obat – obatan. Berdasarkan iklim, tanaman tembakau di 

Indonesia digolongkan menjadi dua jenis, yaitu tembakau Na – Oogst dan 

tembakau Voor – Oogst (Tirtosastro et al, 2016). Tembakau Na – Oogst adalah 

tembakau yang ditanam saat musim kemarau dan dipanen pada musim hujan. 

Tembakau Na – Oogst sebagai bahan baku cerutu dan di ekspor ke Eropa, 

Amerika, dan Afrika. Contoh tembakau Na – Oogst adalah besuki no, 

vorstenlanden, dan deli (Tirtosastro et al, 2016). Tembakau Voor – Oogst 

merupakan tembakau yang ditanam pada musim hujan dan dipanen saat musim 

kemarau. Pada saat panen daun tembakau tidak boleh terkena air oleh karena air 

akan melarutkan lapisan – lapisan lilin serta rambut – rambut pada permukaan 

daunnya (thrichome) yang menciptakan aroma khas tembakau. Tembakau Voor – 

Oogst digunakan sebagai bahan baku rokok dan kebutuhan pasar dalam negeri 

dan yang termasuk jenis tembakau vo adalah tembakau Virginia, tembakau Jawa, 

tembakau Burley, tembakau Madura, tembakau Paiton, dan tembakau Kasturi 

(Tirtosastro et al, 2016). 

Berdasarkan bentuk fisik, tembakau di Indonesia dipasarkan dalam dua 

bentuk, yaitu: 

1. Rajangan (Slicing type) 

Tembakau rajangan hanya ada di Indonesia. Sebelum dipasarkan, tembakau 

terlebih dahulu dirajang sedemikian rupa kemudian dikeringkan menggunakan 
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sinar matahari. Berdasarkan tipe ukuran rajang, dibagi menjadi dua yaitu: 

rajangan kasar dan sedang (broad cut) serta rajangan halus (fine cut). Berdasarkan 

warnanya,dibagi menjadi rajangan kuning dan rajangan hitam (Menteri Pertanian, 

2012). 

2. Krosok (Leaf type) 

Tembakau kerosok dipasarkan berupa lembaran – lembaran daun tembakau 

setelah melalui proses pengeringan daun (Menteri Pertanian, 2012). 

2.2.1 Klasifikasi Tanaman Tembakau  

Klasifikasi tanaman tembakau sebagai berikut (Matnawi, 1997) : 

 Kelas  : Dicotyledoneae 

 Ordo  : Personatae 

 Familia  : Solanaceae 

 Sub familia : Nicotianae 

 Genus  : Nicotiana  

 Spesies  : Nicotiana tabaccum L. dan Nicotiana rustica  

Tembakau termasuk dalam famili Solanaceae dengan genus Nicotiana 

terdiri dari spesies Nicotiana rustica L. dan Nicotiana tabacum L. Nicotiana 

rustica L. memiliki kandungan nikotin yang tinggi (max n = 16%) biasanya 

digunakan untuk membuat abstrak alkaloid (bahan baku pembuatan obat dan 

insektisida), jenis ini banyak ditemukan di Rusia dan India. Tembakau dengan 

spesies Nicotiana tabacum L. memiliki kadar nikotin yang rendah (min n = 0,6%), 

tembakau jenis ini biasanya memiliki ketinggian lebih kurang 1,8 meter dan besar 

daunnya melebar dan meruncing dapat mencapai hingga 30 sentimeter.
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2.2.2 Tembakau Kasturi 

  Tembakau Kasturi merupakan salah satu tanaman tembakau lokal voor 

oogst (VO) yang diolah secara  krosok (leaf type) berupa lembaran – lembaran 

daun dan digunakan sebagai bahan campuran untuk rokok kretek. Tembakau 

Kasturi banyak dibudidayakan di Jember dan Bondowoso (Susilowati, 2006). Dari 

seluruh hasil produksi nasional tembakau Kasturi, sebanyak 11,36% diekspor 

dengan label Besuki VO dan sebanyak 88,64% dikonsumsi dalam negeri sebagai 

bahan baku rokok kretek. Sejak tahun 1997, dilakukan pemuliaan untuk 

memperbaiki varietas lokal yang ada. Seleksi terhadap varietas lokal 

menghasilkan dua varietas yang diputihkan/dilepas pada tahun 2006 berdasarkan 

SK Mentan No: 132/Kpts/SR.120/2/2007 dan No: 133/Kpts/SR.120/2/2007 yaitu 

Kasturi 1 dan Kasturi 2. Luas areal penanaman tembakau Kasturi pada dua daerah 

pengembangan yaitu Jember dan Bondowoso mencapai 3,197 hektar dengan rata 

– rata produktivitas petani mencapai 985 kilogram krosok/hektar atau senilai Rp. 

12.805.000,00 (Ballitas, 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar  2.3  (A) Gambar Tembakau Kasturi 1; (B) Gambar Tembakau Kasturi 2 

(Sumber: Balittas, 2014). 

 

 

A B
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Tabel 2.1 Karakteristik Tembakau Kasturi 1 dan Kasturi 2 di Kabupaten Jember 

 

2.2.3 Daun Tembakau 

  Tanaman tembakau memiliki daun tunggal, bertangkai, berwarna hijau. 

Bentuk daun tanaman tembakau ialah bulat lonjong (oval) atau bulat, tergantung 

pada setiap varietas. Daun yang berbentuk bulat lonjong ujungnya meruncing, 

sedangkan pada daun yang berbentuk bulat ujung daunnya tumpul. Tulang – 

tulang daun tembakau menyirip, bagian tepi daun sedikit bergelombang dan 

berurat. Lapisan daun tembakau terdiri dari lapisan palisade parenchyma pada 

bagian atas daun dan lapisan spongy parenchima di bagian bawah daun 

(Orokondu et al, 2015; Siregar, 2016).  

 Daun tembakau diklasifikasikan berdasarkan letak daun pada batang dengan 

urutan dari bawah keatas, yaitu: daun pasir (zand blad/lugs), daun kaki (voet 

blad/cutters), daun tengah (midden blade/leaf), dan daun atas (topblade/tips) 

(Susilowati, 2006). Daun tembakau bagian atas dan tengah mengandung alkaloid, 

terpenoid, dan steroid. Sedangkan, daun tembakau bagian bawah mengandung 

alkaloid, dan terpenoid (Rusli et al, 2011). Daun tembakau dapat berperan sebagai 

tanaman obat yang dimanfaatkan sebagai antibakteri dan antijamur (Putri et al, 

2014).  
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Gambar 2.4 Tanaman tembakau dan klasifikasi daun tembakau berdasarkan letak daun 

pada batang (Sumber: dokumen pribadi) 

 Hasil penelitian oleh Anumudu et al (2019) bahwa ekstrak daun tembakau 

konsentrasi 200 mg/ml memiliki aktivitas antibakteri terhadap bakteri S. pyogenes 

dengan diameter zona hambat sebesar 15 mm. Penelitian yang dilakukan oleh 

Orokondu et al (2015) bahwa ekstrak daun tembakau konsentrasi 1 mg/ml 

memiliki kemampuan antibakteri terhadap bakteri S.  aureus dengan diameter 

zona hambat 2,3 cm.  Penelitian oleh Putri et al (2014) menunjukkan bahwa 

ekstrak etanol daun tembakau memiliki daya antibakteri terhadap S. mutans dan 

P. gingivalis serta memiliki daya antijamur terhadap C. albicans.  

 Selain itu,  daun tembakau mengandung senyawa aktif seperti terpenoid, 

alkaloid, fenolik, isoprenoid, dan minyak atsiri (Popova et al, 2019; Jassbi et al, 

2017; Putri et al, 2014). Terpenoid sebagai antibakteri bekerja dengan cara 

bereaksi dengan porin (protein transmembran) pada membran luar dinding sel 

bakteri, membentuk ikatan polimer yang kuat mengakibatkan rusaknya porin. 

Rusaknya porin yang merupakan pintu keluar masuknya senyawa akan 

mengurangi permeabilitas dinding sel bakteri yang mengakibatkan sel bakteri 

Daun atas (Leaf) 

Daun tengah dan 

bawah (Cutters) 

Daun pasir (Lugs) 
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akan kekurangan nutrisi sehingga pertumbuhan bakteri terhambat atau mati 

(Wahdaningsih et al, 2014). Alkaloid sebagai antibakteri akan merusak komponen 

penyusun peptidoglikan sel bakteri sehingga dinding sel bakteri lisis dan 

menyebabkan kematian sel (Putri et al, 2014). Minyak atsiri memberikan aroma 

khas tanaman tembakau (Yan et al, 2019). Flavonoid sebagai antibakteri akan 

berinteraksi dengan dinding sel bakteri, merusak permeabilitas dinding sel bakteri, 

lisosom, serta mikrosom, dan mendenaturasi protein sel bakteri (Putri et al, 2014). 

Flavonoid berperan sebagai antijamur dengan cara mendenaturasi protein sel 

bakteri, mengakibatkan perubahan komposisi sel bakteri, dan fungsi membran sel 

bakteri terganggu (Putri et al, 2014).  

 

2.3 Resinoid 

Resinoid merupakan produk aromatik tembakau yang didapatkan melalui 

proses ekstraksi menggunakan pelarut polar yaitu methanol, etanol, atau aseton 

(Popova et al, 2020). Resinoid berupa massa semi solid berwarna kecoklatan dan 

memiliki bau khas tembakau (Popova et al, 2019). Produk aromatik ini biasa 

digunakan sebagai bahan parfum dan pemberi rasa pada rokok dan produk 

tembakau lainnya (Popova et al, 2019).  

Resinoid merupakan suatu massa yang memiliki senyawa bioaktif 

didalamnya, yaitu terpenoid (diterpenoid dan triterpenoid), alkaloid, aliphatic 

hydrocarbon, dan oxygenated aliphatic (Popova et al, 2015). Senyawa aliphatic 

hydrocarbon mempengaruhi tampilan dan warna resinoid (massa semi solid 

berwana kecoklatan), sedangkan senyawa oxygenated aliphatic dan diterpenoid 

mempengaruhi aroma resinoid (Popova et al, 2019). Perbedaan komposisi kualitas 

dan jumlah resinoid dipengaruhi oleh beberapa faktor, yaitu jenis dan varietas 

tembakau, kondisi iklim wilayah penanaman tembakau, serta proses pengolahan 

dan ekstraksi tembakau (Popova et al, 2019). 

Penelitian oleh Popova et al (2015) mengenai kandungan resinoid pada tiga 

jenis tanaman tembakau yang berbeda, yaitu tembakau Virginia, tembakau 

Burley, dan tembakau Oriental dan diketahui bahwa resinoid pada tembakau 

Burley terkandung lebih sedikit (14,87%) dibandingkan dengan tembakau 
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Virginia (29,77%)  dan tembakau Oriental (25,65%). Selain itu, penelitian yang 

telah dilakukan oleh Popova et al (2019) diketahui bahwa senyawa aktif yang 

paling banyak terkandung dalam resinoid tembakau adalah aliphatic hydrocarbon, 

oxygenated aliphatic, terpenoid, dan alkaloid. Dari ketiga jenis tembakau, 

tembakau burley mengandung lebih banyak terpenoid (dieterpenoid 18,63% dan 

triterpenoid 4,55%) dibandingkan dengan tembakau Virginia (diterpenoid 11,11% 

dan triterpenoid 6,92%) dan tembakau Oriental (diterpenoid 10,02% dan 

triterpenoid 6,23%) (Popova et al, 2019).  Kemudian, hasil penelitian yang telah 

dilakukan oleh Popova et al (2019) didapatkan bahwa kemampuan antibakteri 

resinoid tembakau lebih efektif terhadap bakteri Gram positif dan jamur 

dibandingkan dengan bakteri Gram negatif. Kemampuan antibakteri resinoid 

dikarenakan adanya senyawa terpenoid yang terkandung didalamya. Senyawa 

terpenoid ini telah diketahui memiliki kemampuan sebagai antibakteri dengan 

target pada membran sel bakteri (Prijatmoko et al, 2018). 

 

2.4 Streptococcus mutans 

S. mutans merupakan bakteri Gram-positif anaerob fakultatif (Farkash et al, 

2019). Bakteri S. mutans berbentuk kokus dan membentuk koloni berpasangan 

atau berantai (Sandi et al, 2015). Hasil uji katalase bakteri S. mutans adalah 

negatif karena bakteri ini tidak memiliki enzim katalase (Susanti et al, 2018). Uji 

katalase digunakan untuk membedakan bakteri Gram positif antara Genus 

Streptococcus dengan Genus Staphylococcus (Susanti et al, 2018). Bakteri S. 

mutans bersifat non motil berdasarkan hasil uji motilitas karena bakteri ini tidak 

memiliki flagela (Susanti et al, 2018). Hasil uji pewarnaan Gram bakteri S. 

mutans berwarna ungu (Susanti et al, 2018). S. mutans dapat tumbuh secara 

optimal pada suhu sekitar 18
o
C – 40

o
C dan pada pH saliva 4,5-5,5 (Sandi et al, 

2015).  
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Klasifikasi bakteri Streptococcus mutans adalah sebagai berikut 

(Fatmawati, 2011) :  

Kingdom  : Monera 

Divisio  : Firmicutes 

Class   : Bacili 

Order  : Lactobacilalles 

Family   : Streptococcaceae 

Genus   : Streptococcus 

Species   : Streptococcus mutans 

 

 

Gambar  2.5 (A) Koloni bakteri Streptococcus mutans secara mikroskopik; (B) Koloni 

bakteri Streptococcus mutans dengan Scanning Electron Microscope 

(SEM) (Sumber: Daboor et al, 2015; Melok et al, 2018). 

S. mutans memiliki tiga potensi kariogenik utama, yaitu: (i) mampu 

menyintesis polimer ekstraselular glukan dari hasil metabolisme sukrosa sehingga 

meningkatkan perlekatan, kolonisasi, dan akumulasi biofilm pada permukaan gigi; 

(ii) mampu memetabolisme karbohidrat menjadi asam organik (acidogenicity); 

dan (iii) mampu berkembang dan bertahan dalam rongga mulut pada pH rendah 

A 

B 
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(aciduricity) (Lemos et al, 2019). S. mutans berperan penting dalam pembentukan 

karies gigi (Rahman et al, 2018). S. mutans memiliki surface protein antigen 

peptide (SpaP) yang akan berikatan dengan reseptor pelikel di permukaan gigi 

(Rahman et al, 2018). Perlekatan S. mutans pada permukaan gigi dipengaruhi pula 

oleh enzim glucosyltransferase (GTF) yang mampu mengubah sukrosa menjadi 

glukan. Glukan memainkan peran penting dalam memfasilitasi perlekatan bakteri 

pada permukaan gigi sehingga akumulasi plak meningkat dan menginisiasi 

terjadinya karies (Rahman et al, 2018). 

S. mutans bersifat asidogenik karena mampu menghasilkan polisakarida 

ekstraselular (EPS) dengan cara metabolisme fruktosa menjadi fruktans oleh 

enzim fruktosiltransferase (FTF) dan metabolisme glukosa dan sukrosa menjadi 

glukan oleh enzim glukosiltransferase (GTF) (Farkash et al, 2019). Adanya EPS 

akan meningkatkan perlekatan bakteri pada permukaan gigi, plak yang terbentuk 

semakin bertambah, serta pH dalam rongga mulut semakin menurun (Daboor et 

al, 2015; Yadav et al, 2017; Farkash et al, 2019).  

S. mutans merupakan bakteri Gram positif (Rahman et al, 2017). Dinding 

sel bakteri Gram positif tersusun oleh 40-80% peptidoglikan (Rahman et al, 

2017). Pada bakteri Gram positif terdapat asam teikoid yang dihubungkan dengan 

peptidoglikan melalui ikatan kovalen. Asam teikoid bersifat hidrofilik (larut 

dalam air) dan berfungsi sebagai media transport ion bermuatan positif untuk 

keluar masuk ke dinding sel. Sifat larut air menyebabkan dinding sel bakteri Gram 

positif bersifat lebih polar sehingga senyawa antibakteri akan lebih mudah 

menembus dinding sel bakteri Gram positif (Rahman et al, 2017). 

2.4 Staphylococcus aureus 

S. aureus merupakan bakteri gram-positif, anaerob fakultatif, dan 

berbentuk kokus (Arbi et al, 2019). S. aureus dapat tumbuh pada suhu 6
o
C - 48

o
C 

dengan suhu optimal 37
o
C (Arbi et al, 2019). Koloni bakteri S. aureus 

berdiameter 0,6 µm – 1 µm, berwarna kuning keemasan dan berkilauan pada 

media biakan padat setelah diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37
o
C (Missiakas 

et al, 2013; Vitko et al, 2013). Media biakan S. aureus meliputi Mueller Hinton 
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Agar (MHA), Brain Heart Infusion (BHI) Agar, Tryptic Soy Agar (TSA), Todd 

Hewitt Agar (THA), Luria-Bertani Agar (LBA), dan Blood Agar (Vitko et al, 

2013). Hasil uji pewarnaan Gram bakteri S. aureus berwarna ungu (Arbi et al, 

2019). S. aureus bersifat katalase positif ditandai dengan terbentuknya gelembung 

– gelembung udara berdasarkan hasil uji katalase (Arbi et al, 2019). Bakteri S. 

aureus menghasilkan enzim katalase yang dapat menguraikan H2O2 menjadi H2O 

dan O2 sehingga menghasilkan gelembung (Susanti et al, 2018). Uji katalase 

digunakan untuk membedakan bakteri S. aureus dengan bakteri Gram positif 

lainnya seperti S. mutans (Missiakas et al, 2013).   

Klasifikasi bakteri S. aureus adalah sebagai berikut (Foster et al, 2015):  

Kingdom : Bacteria 

Filum : Firmicutes 

Kelas : Bacilli 

Ordo  : Bacillales 

Famili : Staphylococcaceae 

Genus : Staphylococcus 

Spesies : Staphylococcus aureus 

 

Gambar  2.6 (A) Koloni bakteri S. aureus secara mikroskopik (Jahan et al, 2015); (B) dan 

(C) Koloni bakteri S. aureus dengan Scanning Electron Microscope (SEM) 

(Sumber: Jahan et al, 2015; Greenwood et al, 1972; Kong et al, 2017) 

A B 

C 
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Penelitian oleh Yadav et al (2015) bahwa bakteri S. aureus merupakan 

bakteri terbanyak kedua sebesar 28,92% yang ditemukan pada lesi karies setelah 

bakteri S. mutans (40%) (Yadav et al, 2015). Penelitian oleh Endriani et al  (2020)  

bahwa pada plak gigi yang karies penderita diabetes mellitus ditemukan bakteri 

S.aureus sebesar 5,3%. Bakteri S.aureus dapat menyebabkan manifestasi klinis 

meliputi osteomyelitis, endokarditis, angular cheilitis, mukositis, facial space 

infection, infeksi implan gigi, infeksi kulit dan jaringan lunak, septikemia, dan 

merupakan bakteri penyebab karies (Patil et al, 2013; Wang et al, 2017; Garbacz 

et al, 2018). S. aureus mampu berkolonisasi dan membentuk biofilm. Biofilm 

bakteri ini dilapisi oleh polisakarida ekstraseluler yang tebal dan fibrin pada 

permukaan selnya sehingga tahan terhadap antibiotik dan lebih resisten 

dibandingkan bakteri S. mutans (Pambayun et al, 2008). S. aureus merupakan 

bakteri Gram positif yang memiliki struktur dinding terdiri atas lapisan 

peptidoglikan yang tebal (90%), lapisan lipid (1-4%), tanpa adanya outer 

membrane. lapisan peptidoglikan yang tebal menyebabkan agen antibakteri 

menjadi sulit masuk kedalam sel bakteri (Prijatmoko et al, 2018).  

Penelitian oleh Putri et al (2014) bahwa ekstrak etanol daun tembakau 

memiliki kemampuan antibakteri terhadap bakteri S. mutans  pada konsentrasi 

80% dan P. gingivalis pada konsentrasi 100%, serta memiliki kemampuan sebagai 

antijamur terhadap C. albicans pada konsentrasi 100%. Selain itu, penelitian yang 

telah dilakukan oleh Duangsri et al (2012) bahwa esktrak daun tembakau 

konsentrasi 50%, 80%, dan 100% mampu menghambat pertumbuhan S. aureus 

dan E. coli. Selain itu, penelitian yang telah dilakukan oleh Popova et al (2015) 

bahwa kemampuan antibakteri resinoid daun tembakau jenis Burley, Virginia, dan 

Oriental lebih efektif terhadap bakteri Gram positif dan jamur dibandingkan 

dengan bakteri Gram negatif yaitu pada konsentrasi minimum bactericidal 

concentration (MBC) sebesar 0,2% pada bakteri S. aureus. 
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2.5 Kerangka Konsep 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keterangan: 

Sensitif: Diameter zona hambat > 18 mm 

Resisten: Diameter zona hambat ˂ 12 mm 

(Popova et al, 2019) 

 

 

Daun Tembakau Kasturi 

Resinoid 

Hidrokarbon 

Antibakteri  

Ester Terpenoid 

Merusak protein membran 

sel bakteri, menghambat 

respirasi sel bakteri, dan 

mengubah permeabilitas 

membran sel bakteri 

Uji Antibakteri (Metode Difusi Cakram) 

S. mutans S. aureus 

Terdapat 

zona hambat 

Tidak terdapat 

zona hambat 

Terdapat 

zona hambat 

Tidak terdapat 

zona hambat 

Sensitif Resisten Sensitif Resisten 
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2.6 Hipotesa 

Hipotesis dari penelitian ini, yaitu: 

Resinoid daun tembakau Kasturi memiliki kemampuan antibakteri 

terhadap bakteri S. mutans dan S. aureus terlihat adanya zona hambat.  
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN 

 

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris. Rancangan 

penelitian yang digunakan adalah post test control group design. 

 

3.2 Tempat Penelitian 

a. Pengeringan daun tembakau Kasturi dan pembuatan resinoid daun Tembakau 

Kasturi dilakukan di Laboratorium Kimia dan laboratorium Drug Utilization 

and Discovery Research Group (DUDRG) Fakultas Farmasi Universitas 

Jember. 

b. Uji aktivitas antibakteri di Laboratorium Bioscience Rumah Sakit Gigi dan 

Mulut Universitas Jember dan Laboratorium CDAST Universitas Jember. 

 

3.3 Waktu Penelitian 

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan November 2019 – Juli 2020. 

 

3.3.1 Variabel Penelitian 

a. Variabel Bebas 

Variabel bebas pada penelitian ini adalah resinoid daun tembakau Kasturi 

konsentrasi 6 mg/ml, 8 mg/ml, 10 mg/ml, 12 mg/ml dan waktu inkubasi yaitu 3 

jam, 6 jam, 12 jam, dan 24 jam. 

b. Variabel Terikat 

Variabel terikat pada penelitian ini adalah diameter zona hambat bakteri S. 

mutans dan S. aureus. 

c. Variabel Terkendali 

Variabel terkendali pada penelitian ini adalah diameter kertas cakram (6 mm), 

suhu inkubasi (37
0
C), limbah daun tembakau Kasturi berasal dari Kecamatan 

Ledokombo Kabupaten Jember dan sterilisasi alat bahan. 

22 
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3.4 Definisi Operasional 

a. Resinoid daun tembakau Kasturi merupakan produk aromatik daun tembakau 

Kasturi berasal dari Kecamatan Ledokombo, Kabupaten Jember, Jawa Timur 

yang diekstrak dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol dan 

fraksinasi menggunakan pelarut metanol, n-heksan, dan etil asetat. 

Konsentrasi resinoid yang digunakan adalah 6 mg/ml, 8 mg/ml, 10 mg/ml, 12 

mg/ml. 

b. Diameter zona hambat adalah daerah jernih yang tampak di sekeliling kertas 

cakram dan diukur menggunakan jangka sorong dalam skala milimeter untuk 

mengetahui kekuatan daya hambat resinoid daun tembakau Kasturi terhadap 

pertumbuhan S. mutans dan S. aureus. Diameter zona hambat ditandai dengan 

terbentuknya daerah bening di sekeliling kertas cakram pada waktu 

pengamatan 3 jam, 6 jam, 12 jam, dan 24 jam. 

c. S. mutans merupakan bakteri Gram positif, anaerob fakultatif , berbentuk 

kokus, koloni berantai, dan teridentifikasi pada pewarnaan Gram berwarna 

ungu.  

d. S. aureus merupakan bakteri Gram positif, anaerob fakultatif , berbentuk 

kokus, koloni bergerombol „seperti buah anggur‟, dan teridentifikasi pada 

pewarnaan Gram berwarna ungu.  

 

3.5 Sampel Penelitian 

3.5.1 Pengelompokan Sampel 

Terdapat dua jenis bakteri sebagai subjek penelitian, yaitu S. mutans dan S. 

aureus. Sampel dibagi menjadi 8 kelompok yaitu 4 kelompok kontrol negatif dan 

4 kelompok perlakuan. Tiap kelompok berjumlah empat kertas cakram, yaitu: 

a. Kelompok Kontrol pelarut 1 : dimetil sulfoksida (DMSO) 0,8% 

b. Kelompok Kontrol pelarut 2 : dimetil sulfoksida (DMSO) 1,6% 

c. Kelompok Kontrol pelarut 3 : dimetil sulfoksida (DMSO) 3,2% 

d. Kelompok Kontrol pelarut 4 : dimetil sulfoksida (DMSO) 6,4% 

e. Kelompok M1 dan A1  : Resinoid konsentrasi 6 mg/mL  

f. Kelompok M2 dan A2  : Resinoid konsentrasi 8 mg/mL  
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g. Kelompok M3 dan A3  : Resinoid konsentrasi 10 mg/mL  

h. Kelompok M4 dan A4  : Resinoid konsentrasi 12 mg/mL  

Sehingga jumlah sampel kertas cakram yang akan digunakan pada 

penelitian adalah 64 kertas cakram dan dilakukan penghitungan oleh 3 pengamat. 

 

3.5.2 Jumlah Sampel 

Jumlah sampel pada penelitian ini dihitung menggunakan penghitungan 

jumlah sampel dengan rumus Federer, sebagai berikut: 

t(r-1)>15 

Keterangan: 

t: Jumlah kelompok perlakuan dan kelompok kontrol 

r: Jumlah ulangan 

t(r-1)>15 

8(r-1) >15 

8r-8>15 

8r>15+8 

6r>23 

r>
  

 
 

r>3,8  

Berdasarkan hasil penghitungan menggunakan rumus, jumlah 

pengulangan sampel minimal yang dapat digunakan yaitu diatas 3. Sehingga, pada 

penelitian ini penulis menggunakan 4 kali pengulangan sampel untuk setiap 

kelompok. Kelompok yang digunakan sebanyak 8 kelompok.  

 

3.5.2 Kriteria Sampel 

Sampel daun tembakau Kasturi yang digunakan pada penelitian ini adalah 

keseluruhan bagian daun tembakau koseran, berwarna kuning kecoklatan, daun 

berlubang atau rusak, dan terletak di bagian paling bawah dari tanaman tembakau. 

Limbah daun tembakau Kasturi dipanen dari ladang sawah milik petani di Desa 

Ledokombo, Kabupaten Jember.  
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3.6 Alat dan Bahan Penelitian 

3.6.1 Alat Penelitian 

Alat untuk membuat resinoid daun tembakau Kasturi, yaitu: 

a. Blender 

b. Labu erlenmeyer 

c. Beaker glass 

d. Corong pisah dan kertas saring 

e. Magnetic stir 

f. Rotary evaporator 

g. Pipet 

h. Timbangan 

i. Gelas ukur 

Alat untuk uji anti bakteri, yaitu: 

a. Tabung Erlenmeyer 

b. Petridish tidak bersekat 

c. Ose 

d. Bunsen  

e. Tabung reaksi 

f. Jangka sorong 

g. Mikropipet 

h. Blue mikrotipe 

i. Yellow mikrotipe 

j. Kompor listrik 

k. Laminar flow 

l. Inkubator 

m. Autoclave 

n. Sterilisator panas kering (Oven), 

o. Pinset 

p. Spreader 

q. Vortex 
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3.6.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan dalam penelitian, yaitu: 

a. Daun tembakau Kasturi diperoleh dari Kecamatan Ledokombo, Kabupaten 

Jember, Jawa Timur 

b. Bakteri S. mutans 

c. Bakteri S. aureus 

d. Media Mueller-Hinton Agar 

e. DMSO 0,8%, 1,6%, 3,2%, dan 6,4% 

f. HCl 10% 

g. Metanol 

h. Etil asetat 

i. N-hexane 

j. Aquadest 

k. Reagen uji dragendorff 

l. Blank disc 6 milimeter 

m. spirtus 

n. Spidol dan kertas label 

o. Masker dan sarung tangan 

 

3.7 Prosedur Penelitian 

a. Tahap persiapan 

Persiapan penelitian dimulai dengan menyiapkan ethical clearence dan 

surat ijin penelitian. 

b. Ekstraksi resinoid daun tembakau Kasturi 

Daun tembakau dicuci bersih dan dikeringkan dengan cara kering angin 

pada suhu kamar. Daun tembakau yang sudah kering dihaluskan dengan 

menggunakan blender. Serbuk daun tembakau Kasturi sebanyak 100 gram 

dimaserasi dengan menggunakan pelarut metanol perbandingan 1 (sampel): 6 

(pelarut) untuk menarik senyawa polar dan non polar, kemudian stir overnight dan 

didiamkan selama 10 menit. Ektrak metanol disaring menggunakan corong 

Buchner hingga larutan berwarna jernih. Ekstrak methanol hasil saring 
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ditambahkan n-heksan untuk menarik senyawa non polar dan di stirrer selama 20 

menit. Hasilnya terdapat dua fase yaitu lapisan bawah (metanol) dan lapisan atas 

(n-heksan) yang memiliki massa jenis lebih rendah dari metanol. Ekstrak n-

heksan ditambahkan HCL 10% untuk menghilangkan nikotin dan di stirrer 

selama 30 menit. Kemudian, dilakukan uji dragendorff untuk mengetahui ada atau 

tidaknya kandungan nikotin dalam larutan. Setelah larutan free nikotin, larutan 

dievaporasi menggunakan rotary evaporator. 

Ekstrak hasil evaporasi kemudian dimasukkan kedalam kolom 

kromatografi yang sudah diisi dengan silika gel. Selanjutnya, diberi pelarut n-

heksan 100%; n-heksan 50% : DCM (Dichloromethan) 50%; DCM 100%; DCM 

50% : ethyl asetat 50%, dan ethyl asetat 100% secara bertahap. Fraksinasi dengan 

kromatografi kolom gravitasi bertujuan untuk mendapatkan fraksinasi resinoid. 

Kromatografi kolom gravitasi memiliki prinsip yang sama dengan kromatografi 

kolom cair vakum yaitu sampel dielusi eluen yang memiliki tingkatan kepolaran 

tinggi. Fase diam berupa silika G60 merek. Proses elusi dengan metode bergradien, 

sehingga elusi diawali dengan eluen tunggal n-heksan yang bersifat non polar. 

Kemudian, divariasi eluen yang bersifat lebih polar. Fase gerak dibiarkan 

mengalir melalui kolom yang disebabkan oleh gaya dorong gravitasi dengan pita 

senyawa terlarut akan bergerak dengan laju yang berbeda, memisah dan 

dikumpulkan berupa fraksi ketika keluar dari kolom. Selanjutnya, 5 fraksi 

dievaporasi untuk dilakukan uji GC-MS (Zhou et al, 2016). 

c. Pengenceran resinoid daun tembakau Kasturi 

Penelitian ini menggunakan resinoid daun tembakau kasturi yang 

diencerkan menggunakan DMSO. Pengenceran dilakukan dengan menggunakan 

rumus: 

V1.M1 = V2.M2 

Ket: 

V1: Volume awal resinoid daun tembakau 

M2: Konsentrasi awal resinoid daun tembakau 

V2: Volume akhir resinoid daun tembakau 

M2: Konsentrasi akhir resinoid daun tembakau 
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d. Pembuatan Media Kultur 

1. Media Kultur Bakteri S. mutans  

Pada penelitian ini digunakan media kultur Mueller-Hinton Agar yang 

telah dikemas dalam petridish. Media kultur Mueller-Hinton Agar digunakan 

untuk pertumbuhan bakteri S. mutans. 

2. Media Kultur Bakteri S. aureus 

Pada penelitian ini digunakan media kultur Mueller-Hinton Agar yang 

telah dikemas dalam petridish. Media kultur Mueller-Hinton Agar digunakan 

untuk pertumbuhan bakteri S. aureus. 

e. Pembuatan suspensi bakteri 

1. Suspensi S. mutans 

Tahap pembuatan suspensi S. mutans dilakukan dalam laminar flow 

agar steril. Suspensi dibuat dengan mengambil 1 ose S. mutans dari sediaan 

biakan serta dilarutkan dalam brain heart infusion broth (BHIB) cair pada 

tabung reaksi hingga mencapai 0,5 Mc-Farland atau sebanding dengan 

jumlah bakteri 1,5x10
8
 CFU/mL.  

2. Suspensi S. aureus 

Tahap pembuatan suspensi S. aureus dilakukan dalam laminar flow 

agar steril. Suspensi dibuat dengan mengambil 1 ose bakteri S. aureus dari 

sediaan biakan dan dilarutkan dalam brain heart infusion broth (BHIB) cair 

pada tabung reaksi hingga mencapai 0,5 Mc-Farland atau sebanding dengan 

jumlah bakteri 1,5x10
8
 CFU/mL. 

f. Inokulasi bakteri 

Inokulasi bakteri S. mutans dan bakteri S. aureus dilakukan menggunakan 

teknik spread plate pada media kultur Mueller-Hinton Agar. Suspensi bakteri 

sebanyak 100 µl diambil menggunakan mikropipet (Bereksi et al., 2018). 

Kemudian, diteteskan di atas permukaan media kultur dan diratakan 

menggunakan spreader (Wassel and Khattab, 2017). Tahapan inokulasi dilakukan 

di dalam laminar flow. 
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g. Uji daya hambat antibakteri 

Uji daya hambat antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode disc-

diffusion pada media kultur Mueller-Hinton Agar. Kertas cakram steril diteteskan 

resinoid daun tembakau Kasturi konsentrasi 6 mg/ml, 8 mg/ml, 10 mg/ml, 12 

mg/ml sebanyak 20µL tiap cakram (Radji et al., 2013). Kertas cakram steril 

ditetesi dengan DMSO konsentrasi 0,8%, 1,6%, 3,2%, 6,4% sebagai kontrol 

pelarut. Kertas cakram didiamkan selama satu menit hingga menyerap. Kemudian, 

kertas cakram ditempelkan pada masing - masing permukaan media kultur yang 

telah diinokulasi dengan biakan bakteri menggunakan pinset steril dan ditekan 

secara perlahan agar menempel dengan baik. Tahapan uji antibakteri dilakukan di 

dalam laminar flow. Media kultur dibalik supaya uap pada permukaan tutup 

media kultur tidak jatuh mengenai permukaan media kultur. Kemudian, dilakukan 

inkubasi selama 3 jam, 6 jam, 12 jam, dan 48 jam pada suhu 37° C. 

h. Pengukuran Zona Hambat 

Pengukuran diameter zona hambat pertumbuhan bakteri S. mutans dan S. 

aureus dilakukan menggunakan jangka sorong sebanyak 3 kali oleh 3 orang 

pengamat yang berbeda. Pengukuran dilakukan setelah inkubasi bakteri selama 3 

jam, 6 jam, 12 jam, dan 24 jam. Zona hambat adalah daerah atau wilayah jernih 

yang tampak di sekeliling kertas cakram.   

Pengukuran zona hambat menggunakan jangka sorong (caliper). 

Pengukuran dilakukan dengan mengukur diameter dari zona hambat (dari tepi ke 

tepi zona hambat), termasuk diameter kertas cakram (Hudzicki, 2016). Jika tidak 

ada zona hambat atau zona hambat yang terbentuk diameternya sama dengan 

diameter kertas cakram maka dianggap sebagai 0 mm. 

 

A 
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Gambar  3.1 (A) Pengukuran zona hambat dengan cara menghitung diameter zona 

hambat, (B) Pengukuran diameter zona hambat menggunakan penggaris 

atau jangka sorong (caliper), (C) Hasil pengukuran diameter zona hambat 

(Sumber: Hudzicki, 2016). 

 

Apabila zona hambat saling bertumpuk (overlap), pengukuran diameter 

zona hambat dilakukan dengan mengukur radius zona hambat. Caranya adalah 

pengukuran dilakukan dari tengah kertas caram ke tepi zona hambat yang terlihat 

jelas. Hasil pengukuran ini kemudian dikalikan 2 untuk mengetahui diameter zona 

hambat yang sebenarnya (Hudzicki, 2016). Contoh: apabila diketahui radius zona 

hambat adalah 16 mm maka dikalikan 2 sehingga diameter zona hambatnya 

adalah 32 mm.  

B 

C 
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Gambar  3.2 Zona hambat tampak saling bertumpuk (overlap). Pengukuran dilakukan 

dengan menghitung radius zona hambat kemudian dikalian 2 untuk 

mengetahui diameter zona hambat yang sebenarnya (Sumber: Hudzicki, 

2016). 

 

Apabila zona hambat berbentuk lonjong, maka pengukuran dilakukan pada 

diameter zona hambat yang panjang (misal a mm) dan diameter zona hambat yang 

pendek (misal b mm) kemudian keduanya dijumlah dan dibagi dua. Rumus 

perhitungan diameter zona hambatnya = 
   

 
 (Majidah, 2014). 

      

      

      

    

 

 

Gambar  3.3 a. diameter terpendek, b. diameter terpanjang, warna putih menunjukkan 

kertas cakram ukuran 6 mm, warna kuning menunjukkan zona hambat, 

warna merah menunjukkan media Mueller – Hinton Agar. 

Hasil pengukuran diameter zona hambat resinoid daun tembakau Kasturi 

dikelompokkan dalam klasifikasi oleh Popova et al (2019), yaitu bakteri S. 

mutans dan S. aureus dikatakan sensitif terhadap resinoid daun tembakau Kasturi 

apabila diameter zona hambat lebih dari 18 mm, cukup sensitif apabila diameter 

zona hambat 12 – 18 mm, dan resisten apabila diameter zona hambat yang 

dihasilkan kurang dari 12 mm (Popova et al, 2019).  
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3.8 Analisis Data 

Pada penelitian ini, data yang didapat dianalisis menggunakan uji normalitas 

Kolmogorov Smirnov (p>0,05) dan uji homogenitas Levene. Apabila didapatkan 

data berdistribusi normal maka dilakukan uji parametrik menggunakan One Way 

ANOVA (p˂0,05) untuk mengetahui perbedaan antar seluruh kelompok sampel. 

Namun, bila didapatkan data tidak berdistribusi normal maka menggunakan uji 

non – parametrik Kruskal-Wallis (p˂0,05). 
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 3.9 Bagan Alur Penelitian  

 

 

 

  

Daun Tembakau Kasturi 

Ekstraksi dengan metode 

maserasi menggunakan pelarut 

methanol lalu saring 

menggunakan Buchner 

Penambahan pelarut 

n-heksan lalu saring 

dengan Buchner 

Diberi HCL 10% untuk 

menghilangkan nikotin 

Uji Dragendorff  

Free nikotin dilakukan 

Rotary Evaporation 

Ekstrak resinoid kental 

Fraksinasi Ekstrak 

resinoid kental 

Uji GC-MS 

Uji Antibakteri 

Kontrol pelarut 1 = DMSO 0,8% 

Kontrol pelarut 2 = DMSO 1,6% 

Kontrol pelarut 3 = DMSO 3,2% 

Kontrol pelarut 4 = DMSO 6,4% 

M1/A1 = Resinoid 6 mg/ml 

M2/A2 = Resinoid 8 mg/ml 

M3/A43= Resinoid 10 mg/ml 

M4/A4 = Resinoid 12 mg/ml 

Zona Hambat bakteri S. 

mutans dan S. aureus 

 

Pengukuran diameter zona 

Hambat pada waktu inkubasi 

3 jam, 6 jam, 12 jam, 24 jam 

Analisa data 
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BAB 5. PENUTUP 

 

5.1 Kesimpulan 

Resinoid daun tembakau Kasturi memiliki zona hambat terhadap bakteri S. 

mutans pada konsentrasi 12 mg/ml dengan waktu inkubasi 6 jam. Sedangkan, 

zona hambat terhadap bakteri S. aureus terjadi pada resinoid konsentrasi 8 mg/ml 

dengan waktu inkubasi 12 jam.   

 

5.2 Saran  

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, maka saran yang dapat 

diberikan adalah sebagai berikut: 

1. Perlu adanya penelitian lanjutan untuk dapat menentukan fase – fase 

pertumbuhan  bakteri S.mutans dan S. aureus yang leih akurat sehingga 

resinoid daun tembakau Kasturi mampu  memiliki kemampuan sebagai 

antibakteri yang baik. 

2. Perlu dilakukan uji untuk menghilangkan senyawa non aktif seperti 

hidrokarbon sehingga resinoid daun tembakau Kasturi lebih efektif sebagai 

antibakteri. 

3. Perlu adanya penelitian lanjutan berupa penambahan uji MIC (Minimum 

Inhibitory Concentration) untuk mengetahui konsentrasi minimum 

resinoid daun tembakau Kasturi yang masih mampu menghambat 

pertumbuhan bakteri S. mutans dan S. aureus  dan uji MBC (Minimum 

Bactericidal Concentration) untuk mengetahui konsentrasi daya bunuh 

minimal terhadap bakteri S. mutans dan S. aureus. 
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B. Surat Keterangan Ethical Clearance 
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C. Surat Izin Penelitian 
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D. Penghitungan Pengenceran  

i)  Pembuatan stok resinoid daun tembakau Kasturi 

Setelah proses ekstraksi dan fraksinasi didapatkan resinoid sebanyak 100 mg. 

resinoid yang didapat dilarutkan menggunakan 800µl DMSO 100% sehingga 

diperoleh konsentrasi stok 125.000 µg/ml. 

ii) Pembuatan DMSO konsentrasi 6,4% untuk resinoid konsentrasi 12000 

µg/ml 

    V1 . N1  = V2 . N2 

   100 µl . 12000 µg/ml = V2 . 125000 µg/ml 

    6,4 µl  = V2 

   Konsentrasi DMSO = 
    

      
 x 100% = 6,4% 

 Pengenceran DMSO menggunakan serial dilution digunakan untuk 

mendapat DMSO konsentrasi 3,2%, 1,6%, dan 0,8%.  

iii) Pembuatan resinoid konsentrasi 12.000 µg/ml  

    V1 . N1  = V2 . N2 

   700 µl . 12000 µg/ml = V2 . 125000 µg/ml 

    67,2 µl  = V2 

  Sehingga untuk mendapatkan resinoid daun tembakau Kasturi 

konsentrasi 12.000 µg/ml dibutuhkan 67,2 µl resinoid daun tembakau 

Kasturi dengan ditambah 632,8 µl aquadest. 

iv) Pembuatan resinoid konsentrasi 10.000 µg/ml  

    V1 . N1  = V2 . N2 

   700 µl . 10000 µg/ml = V2 . 125000 µg/ml 

    56 µl  = V2 

  Sehingga untuk mendapatkan resinoid daun tembakau Kasturi 

konsentrasi 12.000 µg/ml dibutuhkan 56 µl resinoid daun tembakau 

Kasturi dengan ditambah 644 µl aquadest. 

v) Pembuatan resinoid konsentrasi 8.000 µg/ml  

    V1 . N1  = V2 . N2 

   700 µl . 8000 µg/ml = V2 . 125000 µg/ml 

    44,8 µl  = V2 
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  Sehingga untuk mendapatkan resinoid daun tembakau Kasturi 

konsentrasi 12.000 µg/ml dibutuhkan 44,8 µl resinoid daun tembakau 

Kasturi dengan ditambah 655,2 µl aquadest. 

vi) Pembuatan resinoid konsentrasi 6.000 µg/ml 

    V1 . N1  = V2 . N2 

   700 µl . 6000 µg/ml = V2 . 125000 µg/ml 

    33,6 µl  = V2 

  Sehingga untuk mendapatkan resinoid daun tembakau Kasturi 

konsentrasi 12.000 µg/ml dibutuhkan 33,6 µl resinoid daun tembakau 

Kasturi dengan ditambah 666,4 µl aquadest. 
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E. Gambar Alat dan Bahan Penelitian 

No Gambar Keterangan 

1. 

 

Blender 

2. 

 

Timbangan 

3. 

 

Destilator 

4. 

 

Corong pisah 
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5. 

 

Magnetic Stirrer 

6. 

 

Rotary Evaporator 

7. 

 

Kolom Kromatografi 

8. 

 

Daun Tembakau Kasturi Kering 

9. 

 

Serbuk daun Tembakau Kasturi 
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10. 

 

Metanol 

11. 

 

Etil Asetat 

12. 

 

N-heksan 

13. 

 

DCM 

11. 

 

DMSO 0,8%, 1,6%, 3,2%, 6,4% 
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12. 

 

Resinoid 6 mg/ml, 8 mg/ml, 10 

mg/ml, 12 mg/ml 

13. 

 

HCl 10% 

14. 

 

Reagen Dragendorff 

15. 

  

Silica Gel 

16. 

 

Media Agar MHA 

17. 

 

Beaker Glass dan Erlenmeyer 

Glass 
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18. 

 

Pipet Tetes 

19. 

        

Ose dan spreader 

20. 

 

Mikropipet 

21. 

 

Bunsen 

22. 

 

Tabung reaksi dan stand 

23. 

 

Kertas cakram 
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24. 

 

Inkubator 

25. 

 

Pinset 

26. 

 

Jangka Sorong 

27. 

 

Autoklaf 

28. 

 

Vortex 
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F.  Dokumentasi Prosedur Penelitian 

A) Pembuatan Resinoid Limbah Daun Tembakau Kasturi 

 
Gambar 3.1 Pengambilan limbah daun Tembakau Kasturi 

 

 
Gambar 3.2 Pengeringan (kering angin) limbah daun Tembakau Kasturi 

 

 
Gambar 3.3 Penghalusan limbah daun Tembakau Kasturi 
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Gambar 3.4 Penimbangan serbuk limbah daun Tembakau Kasturi 

 

 
Gambar 3.5 Penambahan methanol dan maserasi dengan magnetic stirrer 

selama 24 jam 

 

 
Gambar 3.6 Penyaringan ekstrak dengan Buchner 

 

 
Gambar 3.7 Penambahan larutan n – Heksan dan diaduk menggunakan 

magnetic stirrer  selama 30 menit 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


73 
 

 
 

 
Gambar 3.8 Pemisahan ekstrak n - Heksan dengan corong pisah 

 

    
 

Gambar 3.9 Penambahan HCL 10%  dan di stir dengan magnetic stirrer  

selama 30 menit serta pemisahan HCL 10% dengan corong 

pisah 

 

 
Gambar 3.10 Uji dragendorff untuk melihat ada atau tidaknya nikotin 

 

 
Gambar 3.11 Ekstrak telah  free nikotin 
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Gambar 3.12 Dilakukan Rotary Evaporation untuk mendapatkan ekstrak 

kental 

 

 
Gambar 3.13 Fraksinasi ekstrak menggunakan kolom kromatografi 

 
Gambar 3.14 Hasil fraksinasi 5 pelarut 

 

 
Gambar 3.15 Uji GC-MS 
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B) Uji Antibakteri Resinoid Daun Tembakau Kasturi 

 

 
Gambar 3.16 Sterilisasi alat dan bahan 

 

   
Gambar 3.17 Pembuatan media agar MHA 

 

 
Gambar 3.18 Regenerasi bakteri 

 

    
Gambar 3.19 Dilakukan pengecatan Gram pada hasil regenerasi dan 

pengamatan menggunakan mikroskop 
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Gambar 3.20 Hasil Identifikasi Pewarnaan Gram adalah bakteri S. aureus yaitu 

koloni berbentuk kokus atau bulat, bergerombol, dan berwarna 

ungu 

 

 

Gambar 3.21 Hasil Identifikasi Pewarnaan Gram adalah bakteri S. mutans yaitu 

koloni berbentuk kokus atau bulat, berantai, dan berwarna ungu 
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Gambar 3.22 Pembuatan Konsentrasi DMSO 0,8%, 1,6%, 3,2%, 6,4% dan 

konsentrasi Resinoid 6 mg/ml, 8 mg/ml, 10 mg/ml, 12 mg/ml 

 

 
Gambar 3.23 Penetesan masing-masing konsentrasi DMSO dan Resinoid 

sebanyak 20ul keatas cakram menggunakan mikropipet 

 

   
Gambar 3.24 Pembuatan suspensi bakteri disesuaikan dengan standard 0,5 

McFarland 
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Gambar 3.25 Suspensi bakteri sebanyak 100µl diteteskan keatas media MHA 

menggunakan mikropipet 

 

 
Gambar 3.26 Suspensi bakteri diratakan menggunakan Spreader 

 

 
Gambar 3.27 Peletakan kertas cakram pada media MHA  
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G. Hasil Diameter Zona Hambat Resinoid Daun Tembakau Kasturi 

 

   

 

Gambar 4.1 Hasil diameter zona hambat bakteri S. mutans pada waktu inkubasi 3 jam 

yang diberi perlakuan resinoid 6 mg/ml (A), resinoid 8 mg/ml (B), resinoid 

10 mg/ml (C), resinoid 12 mg/ml (D), DMSO 0,8% (E), DMSO 1,6% (F), 

DMSO 3,2% (G), DMSO 6.4% (H) 

  

A B C 

D E F 

G H 
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Gambar 4.2 Hasil diameter zona hambat bakteri S. mutans pada waktu inkubasi 6 jam 

yang diberi perlakuan resinoid 6 mg/ml (A), resinoid 8 mg/ml (B), resinoid 

10 mg/ml (C), resinoid 12 mg/ml (D), DMSO 0,8% (E), DMSO 1,6% (F), 

DMSO 3,2% (G), DMSO 6.4% (H) 

  

A B C 

D E 
F 

G H 
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Gambar 4.3 Hasil diameter zona hambat bakteri S. mutans pada waktu inkubasi 12 jam 

yang diberi perlakuan resinoid 6 mg/ml (A), resinoid 8 mg/ml (B), resinoid 

10 mg/ml (C), resinoid 12 mg/ml (D), DMSO 0,8% (E), DMSO 1,6% (F), 

DMSO 3,2% (G), DMSO 6.4% (H) 

  

A B C 

D E F 

G H 
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Gambar 4.4 Hasil diameter zona hambat bakteri S. mutans pada waktu inkubasi 24 jam 

yang diberi perlakuan resinoid 6 mg/ml (A), resinoid 8 mg/ml (B), resinoid 

10 mg/ml (C), resinoid 12 mg/ml (D), DMSO 0,8% (E), DMSO 1,6% (F), 

DMSO 3,2% (G), DMSO 6.4% (H) 

  

A B C 

D E F 

G H 
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Gambar 4.5 Hasil diameter zona hambat bakteri S. aureus pada waktu inkubasi 3 jam 

yang diberi perlakuan resinoid 6 mg/ml (A), resinoid 8 mg/ml (B), resinoid 

10 mg/ml (C), resinoid 12 mg/ml (D), DMSO 0,8% (E), DMSO 1,6% (F), 

DMSO 3,2% (G), DMSO 6.4% (H) 

  

A B C 

D 
E F 

G 
H 
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Gambar 4.6 Hasil diameter zona hambat bakteri S. aureus pada waktu inkubasi 6 jam 

yang diberi perlakuan resinoid 6 mg/ml (A), resinoid 8 mg/ml (B), resinoid 

10 mg/ml (C), resinoid 12 mg/ml (D), DMSO 0,8% (E), DMSO 1,6% (F), 

DMSO 3,2% (G), DMSO 6.4% (H)  

A 
B C 

D E F 

G H 
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Gambar 4.7 Hasil diameter zona hambat bakteri S. aureus pada waktu inkubasi 12 jam 

yang diberi perlakuan resinoid 6 mg/ml (A), resinoid 8 mg/ml (B), resinoid 

10 mg/ml (C), resinoid 12 mg/ml (D), DMSO 0,8% (E), DMSO 1,6% (F), 

DMSO 3,2% (G), DMSO 6.4% (H) 

  

A B C 

D 
E 

F 

G 
H 
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Gambar 4.8 Hasil diameter zona hambat bakteri S. aureus pada waktu inkubasi 24 jam 

yang diberi perlakuan resinoid 6 mg/ml (A), resinoid 8 mg/ml (B), resinoid 

10 mg/ml (C), resinoid 12 mg/ml (D), DMSO 0,8% (E), DMSO 1,6% (F), 

DMSO 3,2% (G), DMSO 6.4% (H) 

  

A B C 

D E F 

G H 
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H. Analisis Data 

H.1 Hasil Uji Normalitas menggunakan Kolmogorov-Smirnov 

Pada Bakteri S. mutans 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 ZonaHambat 

N 32 

Normal Parameters
a,b

 
Mean 6.3972 

Std. Deviation .95364 

Most Extreme Differences 

Absolute .443 

Positive .443 

Negative -.339 

Kolmogorov-Smirnov Z 2.504 

Asymp. Sig. (2-tailed) .000 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

Pada Bakteri S. aureus 

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test 

 ZonaHambat 

N 32 

Normal Parameters
a,b

 
Mean 6.0525 

Std. Deviation .17463 

Most Extreme Differences 

Absolute .493 

Positive .493 

Negative -.382 

Kolmogorov-Smirnov Z 2.790 

Asymp. Sig. (2-tailed) .000 

a. Test distribution is Normal. 

b. Calculated from data. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


88 
 

 
 

H.2 Hasil Uji Non-parametrik Kruskal-Wallis Bakteri S. mutans  

Ranks 

 Perlakuan N Mean Rank 

ZonaHambat 

R1 4 20.38 

R2 4 21.00 

R3 4 17.50 

R4 4 21.13 

K-1 4 13.00 

K-2 4 13.00 

K-3 4 13.00 

K-4 4 13.00 

Total 32  

 

Test Statistics
a,b

 

 ZonaHambat 

Chi-Square 9.265 

df 7 

Asymp. Sig. .234 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: 

Perlakuan 

 

Ranks 

 Waktu N Mean Rank 

ZonaHambat 

3 jam 8 13.00 

6 jam 8 21.75 

12 jam 8 18.25 

24 jam 8 13.00 

Total 32  

 

Test Statistics
a,b

 

 ZonaHambat 

Chi-Square 9.577 

df 3 

Asymp. Sig. .023 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: Waktu 
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H.3 Hasil Uji Non-parametrik Kruskal-Wallis Bakteri S. aureus 

Ranks 

 Perlakuan N Mean Rank 

ZonaHambat 

R1 4 22.25 

R2 4 22.75 

R3 4 14.50 

R4 4 14.50 

K-1 4 14.50 

K-2 4 14.50 

K-3 4 14.50 

K-4 4 14.50 

Total 32  

 

Test Statistics
a,b

 

 ZonaHambat 

Chi-Square 13.229 

df 7 

Asymp. Sig. .067 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: 

Perlakuan 

 

Ranks 

 Waktu N Mean Rank 

ZonaHambat 

3 jam 8 14.50 

6 jam 8 14.50 

12 jam 8 18.75 

24 jam 8 18.25 

Total 32  

 

Test Statistics
a,b

 

 ZonaHambat 

Chi-Square 4.438 

df 3 

Asymp. Sig. .218 

a. Kruskal Wallis Test 

b. Grouping Variable: Waktu 
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