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SUMMARY

Antimicrobial Activity of Essential Oil of Tobacco Leaves (Nicotiana tabacum
L.) against Fungi Candida albicans; Dwi Tari Wulandari; 141710101107; 99
pages; Departmen of Agricultural Product Technology. Faculty of Agricultural
Technology, University of Jember

Tobacco leaf is one part of tobacco plants that are used as raw materials of
cigarettes. In addition to being used as raw materials of cigarettes, tobacco leaves
have alkaloid and terpenoid compounds that can be used as a raw material for the
manufacture of essential oils of tobacco leaf. In this study used tobacco leaves to
produce essential oils that will be tested as an antimicrobial compound. The
purpose of this research knows the capability of antimicrobial compound in
essential oil of Kasturi’s tobacco leaves in inhibiting the growth of Candida
albicans

Methods conducted in the research are classified into four stages: vapor
leaf-water steam distillation, physical testing of essential oil of tobacco Ileaf,
testing of essential oils component of tobacco leaf using GC-MS and testing of
antimicrobial activity by solid diffusion and dilution methods. The concentration
of antimicrobial assay used was 0; 2; 6; 18; 36; 72% for solid diffusion method
and 0; 0.24; 0.4; 0.8; 1.6; 2.4 and 3.0% for solid dilution methods. The results of
research have been done states that fresh water content of tobacco leaf of 79.67%.
In addition, the yield of essential oil of tobacco leaves is 0.026% with specific
gravity of 0.933 g/ml. The chemical components contained in the essential oils of
GC-MS vyielded 39 composite species with 16 major component compounds, for
example 13,19%and 17-neophytadeieneOctadecanoic acid, methyl ester (CAS)
18,67%. Tests of antimicrobial activity conducted in this study consist of 2 kinds
of inhibition zone and MIC (Minimum Inhibitory Concentration) determination.
The width of the inhibit zone on the testing of the tobacco leaves essential oil was
10.33 mm at a concentration of 72%. The second antimicrobial assay obtained by
MIC value of essential oil of tobacco leaf with probit curve Candida albicans
yielding MIC (IC50) of 3,67 mg / ml (24 hours) and 11,79 mg / ml (48 hours).
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RINGKASAN

Aktivitas Antimikroba Minyak Atsiri Daun Tembakau (Nicotiana tabacum
L.) terhadap Fungi Candida albicans; Dwi Tari Wulandari; 141710101107; 99
halaman; Jurusan Teknologi Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas
Jember.

Daun tembakau merupakan salah satu bagian dari tanaman tembakau yang
dimanfaatkan sebagai bahan baku rokok. Selain digunakan sebagai bahan baku
rokok, daun tembakau yang memiliki senyawa alkaloid dan terpenoid dapat
digunakan sebagai bahan baku pembuatan minyak atsiri daun tembakau. Pada
penelitian ini digunakan daun tembakau untuk menghasilkan minyak atsiri yang
akan diujikan sebagai senyawa antimikroba. Tujuan penelitian adalah untuk
mengetahui tingat kemampuan senyawa antimikroba dalam minyak atsiri daun
tembakau Kasturi dalam menghambat pertumbuhan Candida albicans

Metode yang dilakukan dalam penelitian tergolong dalam empat tahapan
yaitu destilasi uap-air daun tembakau, pengujian fisik minyak atsiri daun
tembakau, pengujian komponen kimia minyak atsiri daun tembakau menggunakan
GC-MS dan pengujian aktivitas antimikroba dengan metode difusi dan dilusi
padat. Konsentrasi pengujian antimikroba yang digunakan adalah 0; 2; 6; 18; 36;
72% metode difusi padat dan 0; 0,24; 0,4; 0,8; 1,6; 2,4 dan 3,0% metode dilusi
padat. Hasil penelitian yang telah dilakukan menyatakan bahwa kadar air daun
tembakau segar sebesar 79,67%. Selain itu, rendemen minyak atsiri daun
tembakau sebesar 0,026% dengan berat jenis 0,933 g/ml. Komponen kimia yang
terdapat dalam minyak atsiri dari hasii GC — MS diperoleh 39 jenis kompoen
dengan 16 senyawa komponen utama, contohnya adalah neofitadeiena 13,19%
dan 17-Octadecanoic acid, methyl ester (CAS) 18,67%. Pengujian aktivitas
antimikroba yang dilakukan pada penelitian ini terdiri dari 2 macam yaitu zona
hambat dan penentuan KHM. Luas zona hambat pada pengujian minyak atsiri
daun tembakau sebesar 10,33 mm pada konsentrasi 72%. Pengujian antimikroba

yang kedua didapatkan nilai KHM minyak atsiri daun tembakau dengan kurva
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probit Candida albicans menghasilkan nilai KHM (IC50) sebesar 3,67 mg/ml (24
jam) dan 11,79 mg/ml (48 jam).
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Potensi daun tembakau di Indonesia memiliki nilai yang tinggi dalam hal
perdagangan ekspor ke berbagai negara di dunia seperti Amerika Serikat, Senegal,
Jepang dan Ukraina (Paramartha dan Lazuardi, 2013). Daun tembakau di
Indonesia yang dijadikan sebagai barang ekspor merupakan salah satu jenis daun
tembakau dengan kualitas yang terbaik. Hal ini didukung dengan adanya jumlah
varietas tanaman tembakau di Indonesia yang jumlahnya kurang lebih 100
varietas antara lain yaitu tembakau Deli, tembakau Temanggung, tembakau
Vorstenlanden, tembakau Madura, tembakau Besuki, tembakau Garut dan
tembakau Lombok Timur (Chirst Hanspari, 2010 dalam Paramartha dan Lazuardi,
2013). Berbagai macam varietas tanaman tembakau tersebut dapat dilihat dari
produksi daun tembakau di Indonesia yang didapatkan dari Badan Pusat Statistik
bahwa pada tahun 2016 produksi tembakau pada perkebunan besar sebesar 0,6
ribu ton sedangkan pada perkebunan rakyat sebesar 195,6 ribu ton (Badan Pusat
Statistik, 2017). Selain itu, volume dan nilai ekspor komoditi tembakau di Jawa
Timur pada tahun 2015 dan 2016 sebesar 42.095.695 dan 40.991.842 ton (BPS
Jawa Timur, 2017).

Jumlah daun tembakau yang melimpah membuat sebagian daun tembakau
yang tidak lolos seleksi sortasi menjadi rokok akan dibuang atau bisa disebut
dengan daun tembakau afkir. Daun tembakau afkir yang dibuang masih terdapat
komponen kimia yang dapat dimanfaatkan menjadi produk selain rokok seperti
pestisida, bahan campuran pembuatan parfum badan dan bio—oil (Nurnasari dan
Subiyakto, 2011). Salah satu jenis daun tembakau afkir yang akan digunakan pada
penelitian ini adalah daun tembakau Kasturi Tanaman tembakau Kasturi
merupakan salah satu spesies dari tembakau Nicotiana tabacum. Pemilihan daun
tembakau jenis Kasturi didasarkan pada tingkat produksi yang melimpah daun
tembakau Kasturi Voor oogst (VO) di Jember pada tahun 2016 sebesar 35.985.65
kw/ha (Badan Pusat Statistik Jember, 2017) dapat dikembangkan menjadi produk

lain yang lebih bermanfaat selain rokok yaitu minyak atsiri. Salah satu penelitian
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menyebutkan bahwa pemanfaatan minyak atsiri dari daun tembakau Bondowoso
jenis Virginia didasarkan dari komponen Kkimia daun tembakau yang terdiri dari
39,89% neofitadiena, 4,88% solanone, dan 1,15% eugenol (Nurnasari dan
Subiyakto, 2011). Senyawa neofitadiena yang terbesar daun tembakau pada
beberapa penelitian memiliki aktivitas farmakologi seperti antipiretik, analgesik,
anti-inflamasi, antimikroba dan antioksidan (Dinas Komunikasi dan Informatika
Provinsi Jawa Timur, 2017).

Adanya sifat minyak atsiri daun tembakau sebagai antifungi maka pada
penelitian akan dilakukan pengujian aktivitas minyak atsiri daun tembakau
terhadap fungi jenis Candida albicans. Fungi jenis Candida albicans merupakan
mikroba jenis khamir yang bersifat patogen dan banyak ditemui di bagian tubuh
manusia Khususnya bagian oral dan mukosa genital. Mikroba jenis ini dapat
menyebabkan suatu penyakit infeksi jamur atau biasa disebut kandidiasis (Zorlc et
al., 2016). Bahaya yang ditimbulkan dari mikroba tersebut dapat merugikan
manusia jika tidak dilakukan pencegahan dengan cara mengurangi jumiah
populasi mikroba Candida albicans pada diri manusia. Hal ini menjadikan
minyak atsiri pada daun tembakau dapat digunakan sebagai senyawa antifungi
terhadap daya hambat pertumbuhan Candida albicans.

Oleh karena itu, untuk mengurangi pertumbuhan jamur jenis Candida
albicans dalam hal mencegah terjadinya dampak negatif terhadap kesehatan tubuh
manusia maka perlu adanya penggunaan minyak atsiri daun tembakau sebagai
antimikroba. Selain itu, keefektifan  minyak atsiri daun tembakau juga diteliti
melalui pengujian aktivitas antimikroba dengan memberikan berbagai macam
konsentrasi minyak atsiri daun tembakau dalam menghambat pertumbuhan

Candida albicans.

1.2 Rumusan Masalah

Pemanfaatan daun tembakau khususnya daun tembakau afkir masih belum
dilakukan secara maksimal sehingga perlu adanya penanganan lebih lanjut dalam
memanfaatkan daun tembakau afkir Kasturi VO. Daun tembakau afkir Kasturi VO

nantinya akan diekstrak kandungan minyak atsiri seperti kandungan alkaloid dan
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terpenoid untuk dijadikan sebagai senyawa antimikroba. Penggunaan minyak
atsiri daun tembakau sebagai senyawa antimikroba akan diuji pada salah satu jenis
fungi yaitu Candida albicans. Penggunaan fungi jenis Candida albicans dalam
pengujian aktivitas antimikroba didasarkan pada kenyataan bahwa fungi ini
banyak terdapat pada tubuh manusia sehingga jika dibiarkan tanpa adanya
tindakan pencegahan dan pengobatan maka dapat menyebabkan penyakit
berbahaya khususnya pada bagian oral dan gastrointestinal. Pencegahan
pertumbuhan Candida albicans dalam tubuh dapat dilakukan dengan pengujian
membuat berbagai macam variasi konsentrasi minyak atsiri daun tembakau guna
untuk mengetahui berbagai tingkat keefektifan minyak atsiri daun tembakau
terhadap daya hambat pertumbuhan Candida albicans. Oleh karena itu, dalam
penelitian ini perlu diuji pengarun berbagai macam konsentrasi minyak atsiri
dalam penghambatan pertumbuhan jamur Candida albicans.

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah :
1. Mengekstrak minyak atsiri daun tembakau dan menghitung rendemennya
2. Mengetahui senyawa aktif pada minyak atsiri daun tembakau
3. Mengetahui daya hambat minyak atsiri daun tembakau terhadap

pertumbuhan fungi (Candida albicans) pada berbagai macam konsentrasi

1.4 Manfaat Penelitian
Manfaat yang terdapat pada penelitian ini adalah
1. Memberikan alternatif pemanfaatan daun tembakau sebagai sumber
minyak atsiri
2. Memberikan informasi bahwa senyawa dalam minyak atsiri daun

tembakau dapat menghambat pertumbuhan Candida albicans


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

BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tembakau (Nicotiana tabacum)
2.1.1 Klasifikasi Tembakau

Tembakau merupakan suatu tanaman komersial dan juga salah satu tanaman
tropis asli Amerika untuk dimanfaatkan daunnya sebagai bahan baku rokok, pipa
atau tembakau kunyah (chewing) atau biasanya dihisap melalui hidung dan
disebut sebagai tembakau sedotan (snuff) (Siregar, 2016). Secara umum varietas
tembakau yang banyak diketahui adalah Nicotiana bigelovii, Nicotiana glauca,
Nicotiana plumbagifolia dan Nicotiana tabacum (Paramartha dan Yuda, 2013). Di
Indonesia juga terdapat daun tembakau yang telah dikembangkan berdasarkan
adaptasi lokasi tembakau seperti tembakau Virginia, Burley dan Turki. Ketiga
tembakau tersebut menjadi sumber komoditas perkebunan tembakau terbesar yang
ada di Indonesia (Siregar, 2016). Berdasarkan berbagai macam jenis tembakau,
terdapat klasifikasi tanaman tembakau secara umum dari jenis Nicotiana tabacum
(Matnawi, 1997) adalah sebagai berikut.

Kelas : Dycotyledoneae
Ordo : Personatae

Familia : Solanaceae

Genus : Nicotiana

Spesies : Nicotiana tabacum L.

2.1.2 Morfologi Tembakau
1. Akar
Akar tanaman tembakau merupakan akar tunggang yang memiliki panjang
antara 50 — 70 cm dan juga terdapat akar serabut yang berada di sekitar leher akar
dari tanaman tembakau (Soedarmanto dan Abdullah, 1970). Penggunaan akar dari
tanaman tembakau ini digunakan sebagai tempat sintesis nikotin sebelum
diangkut melewati pembuluh menuju daun sehingga jika bagian akar mengalami

pemangkasan dan kekeringan dalam pertumbuhannya maka akan terjadi
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peningkatan kadar nikotin dalam tanaman tembakau khususnya pada daun
(Hartana, 1978 dalam Tohari 1992).
2. Batang
Batang tembakau memiliki ciri berdiri tegak, berwarna hijau muda, berbulu
dan disetiap ketiak daun tumbuh cabang dalam keadaan dorman (Suwarso, 1991).
Cabang — cabang yang tumbuh disetiap ketiak daun jika mengalami pemangkasan
maka akan mengalami perkembangan menjadi cabang baru yang akan
menghambat pertumbuhan tanaman (Akehurst, 1981).
3. Daun
Bentuk daun tembakau bervariasi tergantung varietas dari tanaman
tembakau, namun pada umumnya memiliki ciri tunggal, bertangkai atau duduk di
batang, dan tersusun secara spiral. Bentuk daun tembakau yang berbeda tersebut
pada umumnya digunakan sebagai bahan baku rokok yang terbagi menjadi dua
yaitu blat dan oval (Basuki et al., 1999).
4. Bunga
Bunga pada tanaman tembakau memiliki bentuk terompet yang tersusun
atas kelopak (callyx) berwarna hijau dan berlekuk, mahkota bunga berwarna
merah muda dan berbentuk terompet dengan lekuk lima, benang sari bertangkali
panjang dengan kepala sari berwarna krem, memiliki putik yang juga bertangkai

panjang dengan kepala putik berwarna hijau (Ochse et al., 1961).

2.1.3 Jenis — Jenis Tanaman Tembakau

Tembakau merupakan salah satu komoditas perdagangan penting di dunia
termasuk Indonesia dan peranannya sangat penting dalam perekonomian nasional
(Peraturan Menteri Pertanian, 2012). Hal ini ditandai dengan adanya peningkatan
pertumbuhan produksi tembakau Indonesia sejak tahun 1980 sampai 2013 rata —
rata pertumbuhan sebesar 7,92%. Produktivitas tembakau di Indonesia cukup
fluktuatif namun cenderung mengalami peningkatan dan 96,64% tanaman
tembakau di Indonesia adalah milik rakyat yang dipelihara dengan baik sedangkan
yang lainnya milik Perkebunan Negara (PBN) sebesar 3,29% (Pusat Data dan

Sistem Informasi Pertanian, 2014).
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Peningkatan jumlah produktivitas tembakau terjadi karena budidaya
komoditi tembakau menyebar di sebagian provinsi di Indonesia khususnya 15
provinsi salah satunya adalah Jawa Timur, Nusa Tenggara Barat dan Jawa
Tengah. Ketiga daerah tersebut memiliki kontribusi kumulatif terhadap produksi
tembakau di Indonesia sebesar 90,76%. Pada ketiga daerah tersebut, memiliki
waktu pemanenan tembakau yang digolongkan menjadi 2 jenis tembakau yaitu
kelompok tembakau VO (voor-oogst) dan kelompok tembaau NO (na-oogst).
Menurut Tirtosastro (2004), kedua jenis tembakau tersebut memiliki ciri — ciri
sebagai berikut :

1. Kelompok tembakau VO dapat dilakukan penanaman pada akhir musim
hujan (Maret — Mei) dan dipanen pada musim kemarau (Agustus —
Oktober). Pada jenis tembakau VO terbentuk lapisan lilin pada
permukaan daun yang tidak larut karena selama menjelang panen
sampai selesai pengolahan diharapkan tidak ada hujan dan matahari
bersinar terang (Davis dan Nielsen, 1999). Selain itu pada tembakau VO
juga terdapat bulu — bulu daun (trychome) yang dipertahankan karena
dapat mempengaruhi aroma tembakau VO (Johnson et al., 1985).
Tembakau jenis VO digolongkan sebagai tembakau rakyat yang
digunakan sebagai bahan baku industri rokok kretek dan rokok putih.

2. Kelompok Tembakau NO merupakan tembakau yang ditanam pada
akhir musim kemarau (September — Oktober) dan dipanen pada awal
musim hujan (Desember — Januari). Tembakau jenis NO memiliki
permukaan daun yang bersih dari lilin dan bulu — bulu daun sehingga
setelah diolah menjadi krosok mempunyai karakteristik rasa dan aroma
berbeda dengan tembakau VO. Penggunaan tembakau NO biasanya

digunakan untuk kebutuhan ekspor dan digunakan sebagai bahan cerutu.

2.1.4 Pemanfaatan Tanaman Tembakau
Pemanenan tembakau dapat mempengauhi mutu tembakau selama proses
pengolahan. Pemanenan tanaman tembakau dilakukan ketika daun telah masak

artinya daun yang dalam pertumbuhannya telah mencapai kondisi yang optimal
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untuk menghasilkan krosok atau rajangan sesuai permintaan konsumen. Salah satu
tanda daun telah mencapai tingkat kemasakan yaitu ditandai dengan adanya
kandungan Klorofil yang rendah dan pati yang tinggi dengan munculnya warna
kuning pada daun. Warna Kkuning yang muncul pada daun dihasilkan dari
karotenoid atas xantofil dan karoten yang mengindikasikan terjadinya penurunan
kandungan Klorofil (Tirtosastro, 2000). Tembakau yang telah dipanen akan
mengalami proses pengolahan menjadi tembakau kering (krosok dan rajangan).
Pengolahan tembakau menjadi tembakau kering dapat melalui beberapa proses
pengeringan yaitu proses pengeringan dengan aplikasi udara panas matahari
(penjemuran) dan panas buatan maupun panas dari alam. Proses pengeringan ini
bertujuan untuk menguapkan kandungan air yang terdapat pada daun (Tirtosastro
dan Murdiyati, 2011).

Saat ini produksi industri tembakau kering sebagian besar digunakan untuk
pembuatan sigaret kretek, sigaret putih, cerutu, tembakau shag, sigaret kelembak
menyan, dan hasil pengolahan tembakau lainnya (Tirtosastro dan Murdiyati,
2011).. Jenis — jenis rokok atau sigaret yang diproduksi di Indonesia adalah rokok
kretek mesin (SKM), rokok kretek tangan (SKT) dan rokok kretek putih mesin
(SPM). Produksi rokok kretek atau sigaret mulai tahun 1995 sampai tahun 2000
dapat mencapai 225.671 juta batang dengan mengalami rata — rata kenaikan
sebesar 2,10% dengtan 87,42% merupakan produksi rokok nasional. Namun pada
produksi rokok putih mengalami penurunan produksi rokok nasional dengan
tingkat produksi sebesar 12,57%. Penurunan terjadi karena adanya perubahan
selera konsumen rokok yang lebih menyukai rokok kretek disbanding rokok putih
(Tirtosastro, 2004).

Selain pemanfaatan tembakau dalam hal produksi rokok atau sigaret,
tembakau Kkering juga dapat dimanfaatkan dalam industri cerutu yang cukup
banyak dan keberadaannya sudah sangat lama akan tetapi produksi cerutu lebih
kecil dibanding produksi rokok. Pemanfaatan tembakau lainnya yang masih
sangat Kkecil produksinya adalah tembakau shag dan tembakau pipa (Tirtosastro,

2004). Bahan baku tembakau yang berupa daun diolah untuk digunakan dengan
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cara dibakar, dihisap dan dihirup atau dikunyah (Pusat Data dan Sistem Informasi
Pertanian, 2014).

2.1.5 Komponen Kimia Tanaman Tembakau

Tanaman tembakau memiliki 2.500 komponen kimia yang dapat digunakan
sebagai bahan baku rokok (Tirtosastro dan Murdiyati, 2010). Namun, komponen
tersebut mengalami perubahan setelah dilakukan berbagai macam proses seperti
pengasapan turun sebesar 1.100 dan terjadi dekomposisi yang dapat bereaksi
dengan komponen lain sehingga terbentuk 4.800 komponen kimia yang baru di
dalam asap (Rodgman dan Perfetti 2006). Selain itu, 2.500 komponen kimia
dapat mempengatuhi mutu asap yang terjadi di daun tembakau (Tirtosastro dan
Murdiyati, 2010). Kandungan kimia yang berpengaruh terhadap mutu tembakau
dapat dilihat pada tabel 2.1.

Tabel 2.1. Kandungan kimia tembakau bahan rokok

Golongan Kandungan (%)
Selulose 7-16
Gula 0-22
Trigliserida 1
Protein 3,5-20
Nikotin 0,6-5,5
Pati 2-7
Abu (Ca, K) 9-25
Bahan Organik 7-25
Lilin 25-8
Pektinat, polifenol, flavon, 7-12

karotenoid, minyak atsiri,
parafin, sterin dll
Sumber : Tirtosastro dan Murdiyati (2010)

Berdasarkan Tabel 2.1 terdapat kandungan minyak atsiri daun tembakau
yang bercampur dengan senyawa aktif tembakau lainnya sebesar 7 — 12%. Dalam
hal Ini minyak atsiri daun tembakau dalam penelitian Nurnasari dan Subiyakto
(2011) menyebutkan bahwa minyak atsiri tembakau jenis Bondowoso berdasarkan
analisa GC — MS memiliki 67 senyawa dengan rincian 10 komponen kimia
merupakan komponen utama yaitu neofitadiena sebesar 39,89%, solanone 4,88%,

norsolanadione 3,32%, megastigmatrienon 3,15%, fanrnesylactone 2,82%, neril
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aseton 2,80%, heksahidrofarnesil aseton 2,69%, 2-buten-1-one,1-(2,6,6-trimetil-
1,3-sikloheksadien-1-i)  2,57%, etilbenzena 2,37% dan m-siena 2,32%.
Komponen kimia minyak atsiri tersebut berasal dari proses distiliasi uap daun
tembakau sebanyak 29,743 gram (0,8428%). Selain itu, dalam penelitian tersebut
juga ditemukan senyawa eugenol sebesar 1,15% yang dapat bersifat sebagai
antiserangga, antijamur dan antiseptik. Beberapa komponen kimia daun tembakau
dapat digolongkan dalam Tabel 2.2.

Tabel 2.2. Penggolongan kandungan Kimia minyak atsiri daun tembakau

Bondowoso
Golongan Kandungan
(%)
Monoterpena 0
Nonoterpena teroksigenasi 0
Seskiterpena 0,16
Seskiterpena teroksigenasi 0
Turunan Benzena 11,05
Asam organik 0,45
Ester alifatik 0,83
Ester aromatik 0
Hidrokarbon alifatik 6,02
Senyawa lain — lain 81,49

Sumber : Nurnasari dan Subiyakto (2011)

2.2 Minyak Atsiri

Minyak atsiri merupakan suatu senyawa aromatik yang didapatkan dari
beberapa bagian tanaman seperti daun, bunga, batang dan akar (Richards, 1944
dalam Feriyanto et al., 2013). Minyak atsiri memiliki karakteristik tertentu yang
berasal dari penyusun komponen volatiinya sesuai dengan tumbuhan yang akan
diambil minyak atsirinya (Muchtaridi, 2007). Minyak atsiri merupakan salah satu
jenis minyak nabati yang memiliki wujud cairan kental pada suhu ruang namun
mudah menguap sehingga memberikan aroma yang khas (Nurnasari dan
Subiyakto, 2011). Sumber bahan baku minyak atsiri dapat berasal dari salah satu
bagian dari tanaman seperti daun, bunga, biji, kulit biji, batang, akar atau rimpang
(Effendi dan Simon, 2014). Beberapa bagian dari tanaman yang menghasilkan

minyak atsiri pada umumnya tersusun atas campuran berbagai senyawa yang
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cukup rumit, namun sebagian besar termasuk golongan senyawa terpena dan
terpenoid yang bersifat larut dalam minyak (lipofil) (Nurnasari dan Subiyakto,
2011). Minyak atsiri dibagi menjadi dua kelompok menurut kemampuan
terururainya komponen minyak atsiri yaitu minyak atsiri yang mudah dipisahkan
menjadi komponen atau penyusun murninya (minyak serai, daun cengkeh, minyak
permen dan minyak terpentin) dan minyak atisiri yang sukar dipisahkan menjadi
komponen murninya seperti minyak nilam dan kenanga) (Sastrohamidjojo, 2004
dalam Dewi, 2015). Beberapa komponen dalam minyak atsiri tersebut dapat
diketahui dengan menggunakan analisa GC — MS untuk mengetahui komponen
atau senyawa yang berada pada minyak atsiri (Cai et al., 2002).

Minyak atsiri memiliki aroma yang khas dan dapat dimanfaatkan menjadi
beberapa produk seperti bahan pembuat kosmetik, parfum, antiseptik dan lain —
lain (Nurnasari dan Subiyakto, 2011). Selain itu, bau dan aroma dari inyak atsiri
tersebut merupakan hasil dari beberapa komponen volatil. Salah satu komponen
volatil yang terdapat pada minyak atsiri adalah eugenol dari daun kemangi yang
memiliki sifat sebagai antibakteri (Maryati et al., 2007). Komponen volatil
lainnya dari minyak atsiri yaitu senyawa fenol contohnya adalah flavonoid.
Berdasarkan penelitian sebelumnya menyatakan bahwa flavonoid pada daun
tembakau dapat digunakan sebagai senyawa antibakteri (Machado et al., 2010)
dan minyak atsiri juga dapat digunakan sebagai antijamur (Agusta, 2000; Palic et
al., 2002).

Pemanfaatan minyak atsiri lainnya dalam bidang pertanian yaitu sebagai
bahan penarik serangga yang pernah dilakukan dalam mengendalikan lalat buah
pada markisa (Mizu — Istianto, 2007). Fungsil lain dari minyak atsiri adalah
sebagai obat yang disebabkan adanya bahan aktif seperti bahan anti radang,
hepatoprotektor, analgetik, anestetik, antiseptik, psikoaktif (Agusta, 200).

Minyak atsiri dapat diperoleh dengan cara ekstraksi yang menggunakan
pelarut organik dan dapat dipres atau dikempa serta dapat diperoleh secara
enzimatik (Dewi, 2015). Pengambilan minyak atsiri dari suatu tanaman dapat
dilakukan dengan metode penyulingan (destilasi) (Ella et al., 2013). Prinsip

metode destilasi merupakan isolasi atau pemisahan dua atau lebih komponen zat


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

11

cair berdasarkan titik didin dan pada metode ini menggunakan air sebagai bahan
yag akan didestilasi secara langsung dengan menggunakan air mendidih (Dewi,
2015). Hasil dari metode destilasi akan menghasilkan minyak atsiri dengan tekstur
kasar yang mengandung air sehingga diperlukan proses penarikan air dari minyak
atsiri agar warna menjadi lebih jernin dan kualitas minyak atsiri meningkat (Dewi,
2015). Cara menjerninkan minyak atsiri dari proses destilasin adalah dengan cara
menggunakan Natrium Sulfat (Na2SO4) anhidrat yang telah dilakukan pada
penelitian  Arswendiyumna (2011) bahwa pada penelitian tersebut dihasilkan
minyak atsiri dengan kemurnian yang tinggi jika menggunakan Na2SOs anhidrat
(Dewi, 2015).

Metode destilasi minyak atsiri terdiri tign macam vyaitu destilasi air, uap —
air dan uap. Ketiga metode ini mengambil bahan mentah yang akan diambil
minyak atisirinya contoh batang dan daun yang selanjutnya ditambahkan dan
dilakukan pemanasan. Cara kerja dari tiga metode destilasi dapat dijelaskan secara
detail yaitu.

a. Metode Destilasi Air (Water Distillation)

Metode destilasi air memiliki sistem kerja yang menggunakan air mendidih
untuk dihubungkan langsung dengan bahan yang akan disuling. Air yang terdapat
pada ketel penyulingan akan kontak langsung dengan bahan baku dan membawa
minyak atsiri keluar, kemudian baru akan mengalami penguapan secara bersama —
sama dengan air setelah proses pemanasan dilakukan. Kandungan minyak atsiri
tersebut akan tertinggal dalam air yang mengakibatkan rendemen minyak atsiri
menjadi  tidak maksimal. Namun, metode destilasi air merupakan metode
sederhana dan membutunkan biaya yang lebih rendah dibandingkan metode
destilasi uap (Yuliarto et al., 2012).

b. Metode Destilasi Uap (Steam Distillation)

Metode destilasi uap merupakan suatu metode yang menggunakan tekanan
dan uap panas untuk mengekstraksi bahan. Metode destilasi uap berlangsung
cepat dan menggunakan suhu yang sangat tinggi (>100°C) (Mullvaney, 2012).

Cara kerja metode destilasi uap yaitu dengan menggunakan uap Yyang terjadi
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dengan cara mengalirkan uap panas pada bahan. Uap panas yang bersentuhan
secara langsung dengan bahan akan mengangkut minyak atsiri dalam bahan dan
dibawa bersama degan uap panas yang ditiupkan secara langsung. Prinsip metode
ini hampir sama dengan metode kukus namun air tidak diisikan pada ketel
penyulingan. Uap panas yang dihasilkan dari boiler akan dialirkan melalui pipa
berbentuk melingkar berpori yang berada di bawah bahan dan uap tersebut akan
bergerak ke atas tanki atau ketel penyulingan. Faktor — faktor yang mempengaruhi
jumiah minyak yang menguap dengan metode destilasi uap adalah besarnya
tekanan uap yang digunakan, berat molekul masing — masing komponen dalam
minyak dan kecepatan minyak untuk keluar dari bahan (Muyassaroh, 2016).

c. Metode Destilasi Uap—Air (Steam-Hydro Distillation)

Metode destilasi uap-air dalam proses kerjanya jika dilihat secara teoritis
memiliki hubungan erat dengan proses difusi khususnya pada peristiwa 0Smosis
(Jumiarti et al., 2011). Pada metode destilasi uap air bahan yang akan didestilasi
akan diletakkan di atas saringan berlubang dan ketel suling di isi dengan air
sampai permukaan air berada di bawah saringan. Ciri khas dari metode destilasi
uap — air adalah uap selalu dalam keadaan basah, jenuh dan tidak terlalu panas
serta bahan yang disuling hanya berhubungan dengan uap dan tidak dengan air
panas (Guenther, 1987). Keuntungan penggunaan metode destilasi uap-air adalah
akan menghasilkkan rendemen yang lebih banyak jika dibandingkan dengan
metode uap dan menghambat terjadinya kerusakan mutu minyak. Namun,
kelemahan dari metode ini adalah waktu yang dibutuhan cukup lama untuk
menghasilkan mutu minyak yang baik (Habibi et al., 2013).
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2.3 Candida albicans

Candida merupakan salah satu fungi yang berada pada golongan khamir
dengan membentuk sel ragi dan hifa yang semu. Genus Candida merupakan salah
satu jamur yang termasuk dalam kelas fungi imperfecti. Candida memiliki jumlah
spesies sebesar + 80 spesies yang hidup dalam berbagai unsur dan organisme yang
17 diantaranya ditemukan pada manusia seperti Candida albicans (Komariah dan
Sjam, 2012). Candida albicans merupakan salah satu bagian dari flora normal
yang ada di saluran pencernaan, selaput mukosa saluran pernafasan, vagina,
uretra, kulit dan dibawah jari — jari kuku tangan dan kaki (Kayser et al., 2005).
Secara morfologi, Candida albicans mempunyai bentuk elemen jamur vyaitu sel
ragi (blastospora/yeast). Sel ragi berbentuk lonjong atau bulat dengan ukuran 2-5
M X 3-6 | sampai 2-55 p x 5-28 n Candida albicans memiliki tunas yang
menghasilkan pseudomisellium dalam biakan, jaringan dan eksudat serta memiliki
ukuran sekitar 2 — 3 mm x 4 — 6 mm (Mozer, 2015). Ciri Candida albicans
terdapat pada gambar 2.1. Taksonomi Candida albicans menurut C.P. Robin
Berkhout 1923 (Komariah dan Sjam, 2012) yaitu.

Kingdom : Fungi
Phylum : Ascomycota
Subphylum : Saccharomycotina
Kelas : Saccharomycetes
Ordo : Saccharomycetales
Familia : Saccharomycetaceae
Genus : Candida
Spesies : Candida albicans
p &
0 s
RQ.

Gambar 2.1 Struktur Candida albicans
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Candida albicans termasuk dalam salah satu jenis spesies jamur patogen
dari golongan ascomycota. Spesies ini yang meyebabkan infeksi oportunistik atau
bisa disebut dengan kandidiasis pada kulit, mukosa dan organ dalam manusia.
Candida albicans juga dapat menyebabkan keadaan menjadi patogenik jika tubuh
mengalami penurunan daya tahan secara lokal maupun sistemik (Brooks et al.,
2007). Infeksi jamur Candida albicans dapat bersifat sebagai opertunistik bagi
tubuh manusia dengan beberapa faktor yang dapat mempengaruhi predisposisi
pertumbuhan jamur vyaitu pemakaian gigi tiruan, penggunaan antibiotik yang
spektrum luas dengan jangka waktu lama, diabetes militus tidak terkontrol,
defisiensi (zat besi, vitamin Bi» dan asam folat) dan kondisi imunosupresi
(Bimbaum dan Dunne, 2010). Penyakit yang disebabkan oleh Candida albicans
atau yang biasa disebut dengan penyakit kandidiasis khususnya pada bagian oral
di Indonesia memiliki prevalensi yang sangat tinggi yaitu sejumlah 7.098 kasus
dan 24.482 kasus penderita HIVV/AIDS (Kementerian Kesehatan RI, 2013 dalam
Permatasari et al., 2016).

Candida albicans dalam perannya sebagai mikroba yang meragikan
karbohidrat dikarenakan adanya sifat moloni dan morfologi koloni yang
membedakan Candida albicans dengan spesies Candida yang lain (Jawetz et al.,
1986 dalam Mozer, 2015). Hal ini menyebabkan spesies Candida albicans dapat
tumbuh dengan cepat pada media yang mengandung karbohidrat yang dapat
difermentasikan dan sedikit adanya penambahan suasana aerob dengan adanya
penambahan nitrogen dengan jumlah lebin pada media. Selain itu, mikroba jenis
khamir ini dapat tumbuh pada temperatur dibawah 33°C dengan pH mendekati
netral. Suhu pertumbuhan Candida albicans yang berada dibawah 33°C dapat
menjadikan mikroba ini dapat tumbuh dalam tubuh manusia khususnya pada
bagian rongga mulut. Hal ini yang menyebabkan lebih dari 50% atau 80% terjadi
infeksi jamur yang terdapat didalam rongga mulut. Selain itu, penyakit infeksi
kandidiasis ini juga terjadi pada bagian vagina yang telah diketahui data
penyebaran penyakit kandidiasis vaginalis di India mengalami peningkatan yang
signifikan dari tahun 2005 hingga 2010 sebesar 83,02% (Dinastutie et al., 2015).

Kejadian ini dapat menyebabkan permasalah penting bagi wanita dikarenakan
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penyakit kandidiasi vaginalis dapat mengganggu aktivitas dan jika pertumbuhan
jamur ini lebih besar lagi maka ditingkatkan pada tahap keputihan yang dapat
menyebbabkan kanker bahkan kemandulan pada organ reproduksi wanita
(Clayton, 1995 dalam Widyaningrum dan Try, 2015).

Berbagai macam kemunculan penyakit yang terjadi di daerah oral dan
bagian organ reproduksi wanita yang disebabkan oleh Candida albicansi
diperlukan adanya pengobatan yang dapat menurunkan prevalensi penyakit
infeksi jamur seperti nystatin dan ketokonazol (Dinastutie et al., 2015). Selain itu,
pada bidang kedokteran gigi, terdapat senyawa yang dapat mengobati kandidiasis
oral yang terdapat dalam obat kumur antiseptik yaitu chlorhexidine gluconate
sebesar 0,2%. Senyawa — senyawa tersebut jika dikonsumsi dalam jangka waktu
yang ;ama dapat menimbulkan efek samping (Permatasari et al., 2016). Hal ini
yang menyebabkan dibutuhkannya senyawa alternatif yang lebih aman dalam
menghambat pertumbuhan Candida albicans seperti flavonoid, tanin dan
polifenol yang terdapat dalam buah anggur merah (Tilong, 2012). Selain itu,
dalam beberapa studi penelitian melaporkan bahwa kandungan ekstrak minyak
zaitun seperti oleuropein dan hydroxytyrosol dapat bersifat sebagai antimikroba
dan antioksidan (Zorlc et al., 2016).

2.4 Antimikroba
2.4.1 Senyawa dan Mekanisme Kerja Antimikroba

Senyawa antimkroba yang terdapat dalam suatu bahan  memiliki
mekanisme kerja antimikroba terhadap mikroba yang dihambat pertumbuhannya.
Secara umum, mekanisme Kkerja antimikroba khususnya dalam menghambat
pertumbuhan fungi patogen dapat melalui beberapa cara yaitu menghambat
sintesis dinding sel fungi, mengganggu membran sel fungi, menginaktivasi enzim
— enzim metabolik dan menghambat sintesis asam (Lestari, 2013). Beberapa
senyawa antimikroba yang dapat berasal dari beberapa tanaman yang memiliki
senyawa aktif. Aktivitas antimikroba Kkhususnya antifungi suatu senyawa dapat
dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti kandungan senyawa antifungi, daya

difusi, jenis fungi yang dihambat dan konsentrasi ekstrak (Jawetz et al, 1996
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dalam Andayani et al, 2014). Beberapa senyawa aktif yang dapat dijadikan
sebagai antimikroba beserta mekanisme kerja senyawa tersebut dalam penelitian
Lestari (2013) adalah
1. Flavonoid
Senyawa ini dapat menghambat pertumbuhan mikroba dengan adanya
kemampuan flavonoid dalam berikatan dengan enzim ekstraseluler dan
protein terlarut (Al-bayati dan Al-Mola, 2008) dan mampu merusak
membran sel fungi. Rusaknya membran sel fungi dapat mempengaruhi
proses pertumbuhan fungi karena membran sel merupakan tempat
terjadinya reaksi enzimatis sel.
2. Alkaloid
Aktivitas alkaloid sebagai senyawa antimikroba khususnya antifungi
dengan cara menyisip di antara dinding sel atau DNA kemudian mencegah
terjadinya replikasi DNA fungi sehingga dapat mengganggu pertumbuhan
fungi (Lestari, 2013).
3. Terpenoid
Terpenoid merupakan suatu senyawa kimia yang terdiri dari beberapa unit
isopren yang hanya mengandung atom karbon dan hydrogen, atau karbon,
hydrogen dan oksigen yang bersifat aromatis. Terpenoid umumnya larut
dalam lemak dan terdapat dalam sitoplasma sel. Mekanisme kerja
terpenoid dalam menghambat pertumbuhan mikroba dapat disebabkan
oleh terpenoid sebagai pelarut yang mampu memasukkan metabolit
sekunder lainnya ke dalam membran dan mengakibatan perubahan
permeabilitas membran atau ganngguan permeabilitas (Haraguchi et al,
1999; Gershenzon dan Dudareva, 2007). Salah satu senyawa terpenoid
adalah neofitadiena, phytol da tetracosahexaene.
4. Asam lemak organik
Asam lemak organik memiliki kemampuan menghambat pertumbuhan
fungi dengan cara menyisip diantara membran sel fungi, meningkatkan
permeabilitas membran dan dapat merusak sitoplasma. Asam lemak organi

juga dapat menghambat morfogenesis fungi dan mencegah pembentukan
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hifa (Tyler dan B. Richard, 2001; Mclain et al, 2000). Salah satu contoh

asam lemak organic yaitu hexadecanoic acid.

2.4.2 Pengujian Antimikroba

Antimikroba merupakan suatu zat yang bersifat toksik bagi mikroba
sehingga dapat menghambat pertumbuhan mikroba lain (Farter, 2009). Pengujian
antimikroba merupakan suatu sistem atau cara pngobatan yang efektif dan efisien
(Mozer, 2015). Pengujian aktivitas antimikroba dapat dilakukan dengan tiga
macam metode yaitu.
a. Metode Difusi

Metode difusi adalah metode yang menggnakan pengujian dengan difusi
cakram dan banyak dipengaruhi oleh faktor fisik dan kimia seperti sifat medium
dan kemampuan difusi, ukuran molekuler dan stabilitas obat (Jawetz et al., 2007).
Menurut Ratnasari (2009) menyatakan bahwa metode difusi dibagi menjadi tiga
cara yaitu metode silinder gelas, metode kertas cakram disk diffusion, dan metode
cetak lubang (metode sumur). Ketiga metode tersebut yang sering digunakan
adalah metode difusi dengan uji cakram. Cara kerja uji cakram yaitu dengan
menggunakan kertas cakram filter yang berisi sejumlah senyawa antimikroba
tertentu untuk ditempatkan di atas medium padat yang telah diinokulasi pada
permukaan dengan organisme Yyang akan diujikan. Hasil dari inkubasi kertas
cakram tersebut akan dilihat diukur diameter zona jernih inhibisi disekitar cakram
sebagai ukuran kekuatan inhibisi senyawa antimikroba dalam menghambat
orgnisme uji tertentu (Nuraina, 2015). Selain itu, pada metode difusi padat juga
terdapat uji sumuran dengan menggunakan cawan petri yang ditanami dengan
organisme uji pada medium agar. Permukaan medium tersebut dibuat lubang
dengan bantuan silinder gelas. Lubang yang terbentuk pada medium agar akan
diisi dengan senyawa antimikroba untuk selanjutnya dilakukan inkubasi. Hasil
dari inkubasi adalah jika ada potensi antimikroba maka disekitar lubang pada
medium agar akan terlihat zona penghambatan pertumbuhan organisme Yyang
diuji. Diameter zona hambat di sekitar lubang diukur sebagai nilai dari potensi ada

atau tidaknya senyawa antimikroba (Rahayu dan Tuti, 2009). Selain itu, terdapat
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faktor yang dapat mempengaruhi metode difusi yaitu faktor fisik dan kimia
maupun faktor lain seperti sifat medium, kemampuan difusi, ukuran molekuler
dan stabilitas senyawa antimikroba/antibiotik (Jawetz et al., 2007 dalam Nuraina,
2015).
b. Metode Dilusi

Metode dilusi merupakan suatu metode yaang digunakan untuk mengetahui
potensi syatu senyawa terhadap aktifitas mikrobia dengan menentukan
Konsentrasi Hambat Minimu (KHM) dan Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)
(Lennette et al., 1991 dalam Fatisa, 2013). Metode ini menggunakan teknik
pengenceran untuk mendapatkan sejumlah zat antimikroba yang dimasukkan ke
dalam medium bakteriologi padat maupun cair (Nuraina, 2015). Keuntungan dari
metode ini adalah dapat menyajikan data yang hasilnya kuantitatif sehingga
menunjukkan jumlah zat antimikroba tertent yang diperlukan untuk menghambat
mikroorganisme yang diuji (Jawetz et al., 2007). Metode ini dibagi menjadi tiga
cara yaitu cara penapisan lempeng agar, cara pengenceran tabung, Turbidimetri
(Ratnasari, 2009). Cara mendapatkan data dari metode dilusi dapat ditentukan
dengan menghitung nilai absorbansi setelah perlakuan inkubasi dikurangi
absorbansi sebelum perlakuan inkubasi untuk menentukan nilai KHM. Apabila
terdapat konsentrasi terendah dalam menghambat pertumbuhan bakteri yang
ditunjukkan dengan tidak adanya kekeruhan (OD bakteri < 0) maka didapatkan
KHM atau MIC (Minimal Inhibitory Concentration). Berbeda dalam menentukan
nilai KBM, penentuan dilakukan dengan uji lanjutan yakni dengan cara
mengambil beberapa ml dari suspensi untuk ditambahkan dalam media baik padat
maupun cair dan kemudian diinkubasi selama 12 — 18 jam pada suhu 37°C dalam
inkubator. Hasil perhitungan dapat ditentukan menurut bentuk media uji yang
digunakan seperti pada media cair maka penghitungan nilai KBM dapat
ditentukan  dengan menggunakan  pengukuran absorbansi (OD) dengan
Spektrofotometer UV — Vis (A = 480 nm). Hasil pengukuran ditunjukkan dengan
adanya konsentrasi terendah ekstrak mempunyai OD = 0 (tidak ada kekeruhan)
maka didapatkan KBM atau MBC (Minimum Bacteridal Concentration) (Lennete
et al., 1991 dalam Fatisa, 2013).
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c. Metode Bioautografi

Metode bioautografi merupakan metode yang digunakan untuk mendeteksi
adanya suatu senyawa antimikroba yang belum teridentifikasi dengan cara
melokalisisr  aktivitas antimikroba pada suatu kromatogram (Nuraian, 2015).
Prosedur yang digunakan pada metode ini didasarkan pada teknik difusi agar yang
didalamnya terdapat senyawa antimikroba yang akan diuji untuk dipindahkan dari
lapisan KLT ke medium agar yang telah diinokulasikan secara merata pada
bakteri uji yang peka (Nuraina, 2015). Selain itu, bioautografi dibagi menjadi tiga

kelompok vyaitu bioautografi langsung, kontak dan pencelupan (Nuraina, 2015).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Tempat dan Waktu Penelitian

Penelitian  dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan Hasil
Pertanian dan Laboratorium Rekayasa Pangan dan Hasil Pertanian pada Fakultas
Teknologi Pertanian, Universitas Jember serta Laboratorium Biosains - Politeknik
Negeri Jember untuk mengetahui komponen kimia minyak atsiri daun tembakau
Kasturi. Waktu penelitian dimulai pada bulan Oktober 2017 sampai Maret 2018.

3.2 Alat dan BahanPenelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan untuk proses pembuatan minyak atsiri daun tembakau
adalah timbangan, pisau dan destilator. Alat yang digunakan dalam pengujian
antifungi minyak atsiri daun tembakau adalah inkubator (Haraeus Inst B6200),
autoklaf (Hirayama HL 36, Jepang), laminar air flow (Crumair, Spanyol), colony
counter (Stuart Scientific), pipet mikro (Biohit 12636255, Jerman), cawan petri
diameter 10 cm dan 5 cm, bunsen, penangas listrik, jarum ose, erlenmeyer, tabung
reaksi, beaker glass, spektrofotometer UV-Vis (A =530 nm) dan analisa GC-MS.
3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan utama penelitian yang digunakan adalah daun tembakau yang
didapatkan di sekitar area perkebunan tembakau daerah Jember khususnya daerah
Kalisat dengan jenis Nicotiana tabacum L. atau daun tembakau Kasturi dan kultur
fungi Candida albicans ATCC-10231 yang didapatkan dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember. Bahan lain yang
digunakan dalam penelitian ini adalah aquades untuk proses destilasi dan tween
20 pembentukan konsentrasi minyak atsiri daun tembakau, sedangkan untuk
proses pengujian antifungi minyak atsiri daun tembakau menggunakan media
SDA (Sabouround’s Dextrose Agar), larutan NaCl 0,9% sebagai larutan
fisiologis, aquades sebagai pelarut, ketokonazol 1 mg/ml sebagai kontrol positif,

BaCl. dan H2SO4 untuk pembuatan larutan Mc Farland 0,5.
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3.3 Pelaksanaan Penelitian
3.3.1 Rancangan Percobaan

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang dilakukan dengan
menggunakan satu sampel dengan satu faktor yaitu konsentrasi minyak atsiri daun
tembakau. Sampel dilakukan dua kali pengulangan dengan jumlah perlakuan
sebanyak tujun macam perlakuan konsentrasi dan menggunakan data RAL
(Rancangan Acak Lengkap). Perlakuan konsentrasi difusi padat yang digunakan
dapat dilihat pada Tabel 3.1 dengan menggunakan larutan minyak atsiri daun
tembakau Kasturi pada berbagai macam konsentrasi dan terdapat adanya
campuran aquades dan tween 20 sebesar 0,05% untuk mencampurkan minyak
atsiri daun tembakau dalam larutan tersebut.

Tabel 3.1 Rancangan pengujian minyak atsiri daun tembakau untuk pengujian
difusi padat metode disk

Perlakuan

Sampel Aquades (M)  Minyak Atsiri Tween 20 (%)
(L)

K- 1000 0

Al (2%) 980 20

A2 (6%) 940 60 0.05

A3 (18%) 820 180 '

A4 (36%) 640 360

A5 (72%) 280 720

Konsentrasi minyak atsiri daun tembakau yang digunakan pada pengujian
difusi padat berbeda dengan konsentrasi pada dilusi padat. Minyak atsiri yang
digunakan pada pengujian dilusi padat tidak dilakukan pengenceran terlebih
dahulu. Namun, minyak atsiri daun tembakau Kasturi tersebut akan kontak
langsung dengan campuran media, suspense mikroba dan tween 20 dengan tujuh
macam konsentrasi yang telah ditentukan. Konsentrasi minyak atsiri Kasturi yang

digunakan dapat dilihat pada Tabel 3.2.
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Tabel 3.2 Rancangan pengujian minyak atsiri daun tembakau untuk pengujian

dilusi padat
Perlakuan (T)

et (MA) 24 Jam 48 Jam
K- AoT1 AoT2
0,24% AiT1 AT
0,4% ATy AT
0,8% AsT1 AsT»
1,6% ATy AsT?
2,4% AsTy AsT?
3,0% AsT1 AsT2

3.3.2 Rancangan Tahapan Penelitian

Tahapan penelitian yang dilakukan dalam mengekstrak minyak atsiri daun
tembakau Kasturi dilakukan melalui 6 tahap penelitian. Tahapan pertama dalam
melaksanakan penelitian ini adalah dengan cara melakukan pengambilan daun
tembakau Kasturi afkir dalam kondisi segar sebesar 16 kg. selanjutnya dilakukan
pengeringan dengan menggunakan metode sun drying selama 7 hari untuk
menguapkan kandungan air yang terdapat di dalam daun tembakau segar. Setelah
7 hari pengeringan dengan berubahnya daun tembakau segar menjadi coklat maka
dilakukan penimbangan dan pengecilan ukuran untuk dapat memudahkan proses
destilasi. Jumlah daun tembakau Kasturi kering yang telah didapatkan sebesar
3950 gram akan di destilasi dengan metode uap-air selama 6 — 7 jam. Hasil dari
destilasi berupa minyak atsiri daun tembakau yang telah dipisahkan dengan air
destilat. Minyak atsiri daun tembakau Kasturi tersebut dapat diuji sifat fisik
(rendemen dan berat jenis), komponen kimia (GC-MS) dan antimikroba secara
kualitatif (difusi padat) dan kuantitatif (dilusi padat). Diagram alir tahapan
penelitian dapat dilihat pada Gambar 3.1.
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16 kg daun tembakau
segar Kasturi afkir

A 4
Pengeringan 7 hari

A 4
Pengecilan ukuran

Y
Penimbangan

3950 kg daun
tembakau kering
Kasturi afkir

Destilasi 6 — 7 jam

Minyak atsiri Daun
Tembakau Kasturi VO

A 4
Pengujian fisik, komponen
kimia dan uji antimikroba

Gambar 3.1 Diagram alir tahapan penelitian aktivitas antimikroba minyak atsiri

daun tembakau Kasturi terhadap Candida albicans
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3.3.3 Prosedur Penelitian

1. Pembuatan Minyak Atsii Daun Tembakau vyang telah dimofidikasi
(Nurnasari dan Subiyakto, 2011)

Pembuatan minyak atsiri daun tembakau menggunakan metode destilasi
uap—air. Metode destilasi uap-air dilakukan dengan menambahkan 3.950 gram
daun tembakau afikir yang telah dikeringkan selama 7 hari. Kemudian daun
tembakau afkir yang telah kering dilakukan pemotongan menjadi beberapa bagian
untuk memperkecil ukuran dan memudahkan proses destilasi. Hasil potongan
daun tembakau afkir selanjutnya dimasukkan kedalam tanki destilasi pada salah
satu rak yang sebelumnya di bagian bawah rak telah ditambahkan air sebesar 4
Liter untuk proses distilasi minyak atsiri daun tembakau. Setelah itu dilakukan
pemanasan untuk memulai proses destilasi uap selama 4 — 6 jam untuk
mendapatkan minyak atsiri daun tembakau. Hasil dari proses destilasi minyak
atsiri daun tembakau dilakukan pengukuran total volume minyak atsiri yang
didapatkan dan ditimbang dengan dimasukkan ke dalam botol timbang untuk
dilakukan penimbangan berat minyak atsiri dan diketahui rendemen minyak atsiri
daun tembakau. Selanjutnya botol timbang yang berisi minyak atsiri ditutup rapat
dan dilapisi dengan aluminium foil kemudian disimpan didalam lemari pendingin
agar tidak terjadi kerusakan.

2. Pembuatan Konsentrasi Minyak Atsiri Daun Tembakau

Konsentrasi minyak atsiri daun tembakau yang digunakan pada penelitian
terdiri dari dua macam yang digunakan dalam dua macam pegujian yaitu sebesar
2; 6; 18; 36 dan 72% untuk pengujian difusi padat dan 0,24; 0,4; 0,8; 1,6; 2,4 dan
3,0% untuk pegujian dilusi padat. Pembuatan konsentrasi pada pengujian difusi
padat dilakukan dengan cara pembuatan larutan stok minyak atsiri daun tembakau
pada konsentrasi tertinggi yaitu 72%. Pembuatan larutan stok dilakukan dengan
cara menambahkan pelarut aquades dan 0,05% tween 20 digunakan untuk
melarutkan  minyak atsiri daun tembakau konsentrasi 100%. Sedangkan
pembuatan konsentrasi pada pengujian KHM dan KBM metode dilusi padat
dilakukan dengan cara mengambil minyak atsiri daun tembakau 100% yang

disesuaikan dengan konsentrasi pengujian dan dicampurkan dengan tween 20
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konsentrasi 0,05% (Nabigol dan Hosein, 2011) pada media sebagai pelarut antara
minyak atsiri dengan campuran media pada cawan petri. Pembuatan konsentrasi
minyak atsiri daun tembakau pada dua macam pengujian digunakan rumus
pengenceran yaitu.

M1Vi=M>V;

Konsentrasi minyak atsiri daun tembakau pada pengujian difusi padat
metode cakram disk didapatkan pada penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh
Andayani et al (2014) bahwa konsentrasi minyak atsiri lengkuas putih pada
pengujian antimikroba terhadap Candida albicans menyatakan bahwa dengan
konsentrasi 100; 50; 25 dan 12,5% dapat menghambat pertumbuhan dan
konsentrasi 6,25% tidak dapat menghambat pertumbuhan Candida albicans.
Berdasarkan konsentasi tersebut dilakukan uji pendahuluan dengan dasar bahwa
jenis minyak atsiri yang digunakan berbeda. Oleh karena itu, digunakan tingkat
konsentrasi pengenceran sebesar 2; 6; 18; 36 dan 72% untuk mengetahui tingkat
minimum dan maksimum konsentrasi minyak atsiri daun tembakau yang dapat
menghambat  pertumbuhan  Candida albicans secara  kualitatif  melalui
pembentukan zona hambat disekitar disk. Hasil yang didapat pada konsentrasi
minyak atsiri daun tembakau untuk pengujian difusi padat metode cakram disk
yang terkecil berada pada konsentrasi 2% dan tertinggi pada konsentrasi 72%.

Pada pengujian yang kedua yaitu secara kuantitatif, konsentrasi yag
digunakan pada pengujian KHM dan KBM metode dilusi padat didapatkan dari
penelitian sebelumnya yang dilakukan oleh Griffin dan Julie (2000) bahwa
konsentrasi yang digunakan dalam media pada pengujian Candida albicans
sebesar 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 1,0; dan 2,0%. Hasil dari penelitian
tersebut diambil beberapa konsentrasi untuk dilakukan uji pendahuluan dengan
konsentrasi sebesar 0,4; 0,8 dan 1,6%. Berdasarkan uji pendahuluan tersebut, pada
konsentrasi 0,4% telah menghambat pertumbuhan Candida albicans sehingga
dilakukan konsentrasi minimum sebesar 0,24% dan 3,0% sebagai konsentrasi
maksimum yang dilakukan untuk pengujian KHM dan KBM metode dilusi padat.
Oleh karena itu pada pengujian KHM metode dilusi padat digunakan konsentrasi
0;0,24; 0,4;0,8; 1,6; 2,4 dan 3,0%.
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3. Pembuatan Kultur Media

Media yang digunakan untuk pertumbuhan Candida albicans maka
diperlukan media kultur Sabouround’s Dextrose Agar (SDA) dengan cara
memanaskan 100 ml aquades didalam erlenmeyer untuk 6,5 gram bubuk SDA.
Kemudian aquades yang telah panas ditambahkan bubuk SDA dan dilakukan
pengadukan. Media yang telah dibuat disterilkan dengan autoklaf pada suhu
121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit dan dibiarkan pada suhu 45°C.

4. Pembuatan Larutan Fisiologis NaCl 0,9% (Berlian, 2016)

Larutan fisiologis NaCl digunakan sebagai larutan untuk pengenceran
mikroba Candida albicans dalam pengujian aktivitas antimikroba minyak atsiri
daun tembakau. Konsentrasi larutan fisologis NaCl yang digunakan sebesar 0,9%.
Pembuatan larutan fisiologis dilakukan dengan cara penimbangan padatan NaCl
sebesar 2,25 gram. Padatan NaCl yang telah ditimbang, dilarutkan ke dalam 250
ml aquades sehingga didapatkan konsentrasi NaCl sebesar 0,9%. Setelah
didapatkan konsentrasi NaCl sebesar 0,9% maka larutan tersebut dilakukan
pengukuran volume sebesar 9 ml untuk digunakan sebagai larutan pengencer
dalam metode pengenceran mikroba dan 10 ml untuk suspense mikroba dan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi. Larutan NaCl yang telah berada pada tabung
reaksi dan akan digunakan untuk pengujian dilakukan sterilisasi dengan suhu
121°C selama 15 menit.

5. Pembuatan Larutan Mc Farland 0,5 (Biesher, 1983).

Larutan Mc Farland 0,5 digunakan sebagai standarisasi suspense mikroba
yang akan dibuat untuk diketahui jumlah mikroba dalam suspense mikroba. Nilai
Mc Farland 0,5 menyatakan bahwa jumlah mikroba sebanding dengan 3 x 108
atau 108. Pembuatan larutan Mc Farland 0,5 menggunakan dua jenis larutan yaitu
larutan BaCl> 1,175% dan H2SO4 1%. Larutan BaCl> 1,175% dibuat dari 0,118
gram padatan BaClk yang akan dilarutkan dalam 1 ml aquades steril sehingga
didapatkan BaCl> 1,175%. Larutan H2SO4 1% dibuat dari 0,01 H2SO4 pekat yang

ditera menggunakan labu ukur dengan menambahkan aquades steril sampai
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volume 10 ml. Selanjutnya kedua larutan tersebut dicampur dengan mengambil
0,05 ml BaClz 1,175% dan 9,95 ml H2SO4 1%. Kemudian dilakukan pengadukan
dengan menggunakan vortex agar kedua larutan tersebut tercampur. Hasil
pencampuran kedua jenis larutan yang telah dimasukkan ke dalam tabung reaksi,
tabung reaksi tersebut dilakukan penutupan dengan aluminium foil dan
penyimpanan di suhu ruang pada tempat gelap dengan tujuan untuk menghindari
kerusakan pada larutan Mc Farland 0,5 yang telah dibuat.

6. Pembuatan Suspensi Fungi Candida albicans (WHO, 2009 dalam Yanti et

al., 2016).

Kultur Candida albicans didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dan telah dibiakkan selama 24 jam
akan akan diambil 1 ose untuk dimasukkan ke dalam media larutan fisiologis
NaCl 0,9% dengan volume 10 mL. Inokulum Candida albicans yang telah
diencerkan dalam larutan fisiologis akan dilakukan pengecekan dengan tingkat
kekeruhan larutan menurut standar McFarland 0,5 sebesar 108CFU/ml dengan
nilai absorbansi sebesar 0,05 untuk dilakukan pengujian antifungi.

7. Pengujian Antimikroba Minyak Atsiri Daun Tembakau Metode Difusi Padat
(Cakram Disk) yang telah dimodifikasi (Alim et al., 2009).

Pengujian aktivitas antifungi minyak atsiri daun tembakau terhadap
Candida albicans dilakukan dengan metode cakram disk dengan cara pemberian
kertas cakram berdiameter 6 mm yang telah diberikan konsentrasi minyak atsiri
daun tembakau yaitu 0; 2; 6; 8; 16; 36; 72% dan diletakkan pada permukaan
media yang telah diberi suspensi Candida albicans dengan teknik agar sebar.
Setelah kertas cakram ditempel pada permukaan media maka dilakukan inkubasi
selama 24 jam untuk mengetahui adanya potensi antifungi pada minyak atsiri
daun tembakau. Jika potensi antifungi ada pada medium tersebut, maka di sekitar
area cakram disk terdapat zona penghambatan pertumbuhan fungi. Daya hambat
zona pertumbuhan tersebut dapat diketahui dengan cara mengukur zona hambat
yang berada disekitar kertas cakram.

8. Pengenceran Bertingkat Candida albicans yang telah dimodifikasi (Desmara,
2017)
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Metode pengenceran bertingkat pada mikroba Candida albicans dilakukan
untuk mengetahui jumlah mikroba yang terdapat pada masing — masing tingkat
pengenceran yaitu 10! sampai 10°7. Metode pengenceran menggunakan larutan
fisiologis NaCl konsentrasi 0,9% sebagai media pelarut pada masing — masing
tingkat pengenceran dan media SDA sebagai media pertumbuhan mikroba.
Mikroba yang akan digunakan dalam metode pengenceran bertingkat adalah
Candida albicans yang telah dibuat suspensinya dengan cara memasukkan 1 ose
mikroba ke dalam 10 ml larutan NaCl 0,9% dan sebanding dengan 3 x 108
CFU/ml. Suspensi mikroba Candida albicans diambil 1 ml untuk dimasukkan ke
dalam 9 ml larutan NaCl 0,9% dan dilakukan pencampuran dengan vortex
sehingga didapatkan tingkat pengenceran 107l. Pengambilan 1 ml untuk
dimasukkan ke dalam tingkat pengenceran selanjutnya berlaku hingga mencapai
tingkat pengenceran 107 dan selanjutnya dilakukan pencampuran pada masing —
masing tingkat pengenceran dengan menggunakan vortex. Kemudian masing —
masing dari tingkat pengenceran tersebut diambil 0,1 ml untuk dimasukkan ke
dalam cawan petri. Cawan petri yang telah berisi suspense mikroba dari masing —
masing tingkat pengenceran akan ditambahkan media SDA steril sebesar 4 ml dan
didiamkan hingga media memadat. Selanjutnya masing — masing cawan petri
yang telah berisi media dan mikroba dimasukkan kedalam inkubator suhu 37°C
untuk ditumbuhkan mikroba Candida albicans sehingga dapat diketahui total
mikroba yang terdapat pada masing — masing tingkat pengenceran. Jumlah total
mikroba yang dapat digunakan dalam pengujian antimikroba minyak atsiri daun
tembakau jika mikroba tersebut berada pada skala 30 — 300 koloni.

9. Pengujian Antimikroba Minyak Atsiri Daun Tembakau Metode Dilusi Padat
yang telah dimodifikasi (Desmara et al., 2017).

Penentuan nilai KHM dan KBM suatu mikroba dapat dihitung melalui
metode dilusi. Salah satu metode dilusi yang dilakukan pada penelitian ini adalah
metode dilusi padat. Pengujian antimikroba minyak atsiri daun tembakau dengan
metode dilusi padat dilakukan dengan membuat berbagai variasi konsentrasi
pengujian minyak atsiri daun tembakau. Konsentrasi pengujian minyak atsiri daun
tembakau yang dilakukan terdiri dari tujun konsentrasi yaitu 0; 0,24; 0,4; 0,8; 1,6;
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2.4 dan 3,0%. Selain itu, pada pengujian antimikroba dengan metode dilusi padat
digunakan ketokonazol sebagai kontrol positif dan merupakan salah satu
antibiotik terhadap penghambatan pertumbuhan Candida albicans. Penggunaan 7
perlakuan konsentrasi tersebut dilakukan dengan cara mencampurkan larutan
aquades dengan tween 20 0,05% sebagai kontrol negatif dimasukkan ke dalam
media SDA 4 ml yang telah disterilkan dengan cara sterilisasi suhu 121°C selama
15 menit. Metode ini juga dilakukan pada 6 perlakuan konsentrasi yang
menggunakan minyak atsiri daun tembakau 100% dengan tween 20 0,05%
dimasukkan ke dalam 4 ml media SDA steril yang masin dalam keadaan cair.
Setelah dimasukkan bahan uji ke dalam media, media yang berisi bahan uji
dilakukan homogenisasi dengan menggunakan vortex untuk melarutkan bahan uji
di dalam media SDA. Media SDA yang telah homogen dengan bahan uji
dimasukkan ke dalam cawan petri yang telah berisi 100 W suspensi mikroba
dengan tingkat pengenceran sebesar 103. Media dan bahan uji yang telah
dituangkan ke dalam cawan petri selanjutnya didiamkan untuk memadatkan media
yang berada pada cawan petri. Cawan petri yang telah berisi media, suspensi
mikroba dan bahan uji yang telah padat selanjutnya diinkubasi pada suhu 37°C
selama 24 dan 48 jam untuk mengetahui jumlah mikroba yang tumbuh dengan
perbedaan 2 waktu pertumbuhan. Setelah mencapai 2 perlakuan waktu yang diuji
kemudian dilakukan penghitungan total mikroba dengan colony counter. Total
mikroba yang telah diketahui, diolah dengan menggunakan grafik persentase
penghambatan dan jumlah log koloni untuk menentukan nilai KHM pada Candida

albicans.

3.4  Prosedur Analisis
3.4.1 Analisis Kadar Air Daun Tembakau (AOAC, 1995)

Kadar air daun tembakau dapat diketahui dengan cara menimbang sebanyak
2 gram bahan yang akan diuji dalam botol timbang yang telah dikeringkan
sebelumnya dan diketahui bobotnya. Botol timbang yang berisi bahan sebanyak 2
gram dilakukan pengeringan dalam oven dengan suhu 105 — 110°C selama tiga

jam. Setelah tiga jam, botol timbang dan bahan dimasukan ke dalam desikator
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untuk mengurangi sisa kandungan air yang berada pada permukaan botol selama
15 menit dan dilakukan penimbangan. Pengeringan dilanjutkan kembali dan setiap
setengah jam didinginkan dan ditimbang sampai diperoleh bobot yang konstan.
Penghitungan kadar air dapat dihitung melalui rumus.

~ bobot awal — bobot konstan
Kadar air = x100%
bobot awal

3.4.2 Analisis Rendemen Minyak Atsiri Daun Tembakau (Widiyanto dan

Mohamad, 2013)

Rendemen minyak atsiri didapatkan melalui proses destilasi atau
penyulingan yang dilakukan selama 5 — 7 jam. Rendemen dapat menunjukkan
banyaknya jumlah minyak yang dihasilkkan dari penyulingan daun tembakau
dalam jumlah besar dan dinyatakan dalam persentase (%). Penghitumgan
rendemen minyak atsiri dapat dihitung melalui rumus.

berat minyak atsiri daun tembakau (output)
Rendemen = - x100%
berat daun tembakau segar (input)

3.4.3 Analisis Berat Jenis Minyak Atsiri Daun Tembakau (SNI 06-2387-2006)

Berat jenis merupakan perbandingan antara berat minyak dengan berat air
pada volume dan suhu yang sama. Penghitungan berat jenis dapat dketahui
melalui rumus.

m2—m

Bobot jenis =
ml—m

dengan :
m adalah massa, tabung kosong (g)
ml adalah massa, tabung berisi air pada 20°C

m2 adalah massa, tabung berisi contoh pada 20 °C

3.4.4 Komponen Minyak Atsiri Daun Tembakau (Nurhaen, 2016)
Pengamatan komponen minyak atsiri daun tembakau perlu dilakukan untuk

mengetahui komponen — komponen yang terkandung dalam minyak atsiri daun
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tembakau. Komponen minyak atsiri daun tembakau dapat dilakukan dengan
menggunakan analisa GC-MS (Gas Chromatography Mass Spectrofotometer).
Analisis komponen kimia minyak atsiri daun tembakau menggunakan GC —
MS vyang dioperasikan pada suhu sebesar 60°C selama 4 menit dan dilakukan
kenaikan suhu menjadi 120°C dan terjadi kenaikan suhu 2°C setiap menitnya.
Selama 5 menit suhu 120°C dipertahankan kemudian dilanjutkan dengan
terjadinya kenaikan suhu sebesar 50°C per menit sampai suhu akhir sebesar 290°C
dan dipertahankan selama 10 menit. Kemudian laju aliran gas total yang
digunakan sebesar 50 ml/menit dengan plit ratio 1 : 30 dan suhu injektor 300°C
dengan jumlah sampel yang di ambil dengan cara penyuntikkan ke injektor
sebesar 0,1 W. Energi yang digunakan pada GC — MS merupakan energi elektron
sebesar 70 eV dengan accelerating voltage yaitu 1,30 kVV. Mass range yang
dideteksi pada analisis GC — MS berada pada nilai 40 — 400 pg/mol dengan

interval scanning sebesar 1 detik.

3.4.5 Pengukuran Zona Hambat

Zona hambat dari hasil pengujian antifungi minyak atsiri daun temmbakau
dapat diketahui melalui pengukuran daerah hambat dari pertumbuhan Candida
albicans di sekitar Ilubang pada permukaan medium agar. Pengukuran zona
hambat dilakukan sebanyak 3 kali pada sisi horizontal, vertikal dan diagonal
kemudian dilakukan penjumlahan dan dirata — rata (Hartono et al., 2012 dalam
Berlian et al., 2016). Diameter zona hambat dapat diperoleh dengan cara
mengurangi zona bening yang terbentuk disekitar kertas cakram dengan diameter
kertas cakram yang mengandung bahan uji (Berlian et al., 2016). Diameter yang
didapatkan merupakan luas zona hambat yang telah terbentuk. Luas zona hambat
yang telah diukur, dimasukkan ke dalam 4 tahap kriteria yang mengacu pada
ketentuan Davis dan Stout (1971) yaitu.

a. Diameter zona hambat 5 mm atau kurang dikategorikan lemah

b. Diameter zona hambat 5 — 10 mm dikategotikan sedang

c. Diameter zona hambat 10 — 20 mm dikategorikan kuat

d. Zona hambat 20 mm atau lebih dikategorikan sangat kuat
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3.4.6 Pengukuran Nilai KHM (Konsentrasi Hmbat Minimum) (Nabigol dan
Hosein, 2011).

Nilai KHM (konsentrasi hambat minimum) dapat ditentukan dengan metode
dilusi padat. Nilai KHM ditentukan melalui rata — rata pertumbuhan selama 24
jam dan 48 jam. Hasil yang diperolah akan digunakan untuk menentukan
konsentrasi hambatan minimum (KHM) atau MIC (minimum inhibitory
centration) dengan cara menghitung rata — rata jumlah koloni yang terdapat pada
tingkat pengenceran 102 dengan menggunakan satuan CFU/ml.  Kemudian
ditentukan persentase penghamabtan dari pertumbuhan koloni Candida albicans
agar dapat menentukan nilai probit yang disesuaikan dengan tabel probit pada
setiap persentase penghambatan yang telah diketahui. Nilai probit dari setiap
perlakuan konsentrasi akan dibuat kurva grafik linier yang menghubungkan antara
nilai probit dan log konsentrasi perlakuan untuk diketahui persamaan linier kurva
grafik pertumbuhan mikroba dalam menentukan nilai 1C50. Nilai 1C50 dihitung
dari data yang diperoleh melalui analisis probit. Nilai 1C50 akan menunjukkan
tingkat minimum konsentrasi yang dapat menghambat pertumbuhan mikroba

sebesar 50% pada pengujian dilusi padat.

3.5 Analisis Data

Data hasil pengujian difusi dan dilusi padat yang telah didapatkan akan
diolah secara ANOVA. Jika terdapat perbedaan, maka akan dilanjutkan dengan uji
Duncan’s Multiple Range Test (DNMRT) dengan menggunakan aplikasi SPSS
15.0 for windows evaluation untuk mengetahui tingkat perbedaan dari beberapa
perlakuan pada taraf uji < 5%. Penyajian data akan disusun dalam bentuk tabel
dan dimuat dalam bentuk grafik selanjutnya diinterpretasikan dalam kalimat

sesuai dengan pengamatan yang telah ada.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan analisa dan penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan

bahwa

1. Minyak atsiri daun tembakau Kasturi memiliki rendemen sebesar
0,026% yang berasal dari 3950 gram daun tembakau kering sedangkan
kadar air daun tembakau segar sebesar 79,67% dan berat jenis minyak
atsiri daun tembakau sebesar 0,933 g/ml

2. Minyak atsiri daun tembakau Kasturi memiliki 39 jenis komponen Kkimia
dengan 16 senyawa merupakan komponen utama salah satunya yaitu
neofitafiena sebesar 13,19% dan 17-Octadecanoic acid, methyl ester
(CAS) sebesar 18,67%.

3. Daya hambat minyak atsiri daun tembakau secara kualitatif terdapat
pada konsentrasi 72% dengan diameter hambatan sebesar 10,333 mm
dan nilai konsentrasi hambat minimum dengan menggunakan nilai 1C50
sebesar 3,67 mg/ml untuk waktu pertumbuhan 24 jam dan konsentrasi
11,79 mg/ml pada waktu pertumbuhan 48 jam.

5.2 Saran

Penggunaan minyak atsiri daun tembakau Kasturi sebagai senyawa
antimikroba masih diperlukan penelitian lanjutan mengenai aplikasi dari minyak
atsiri daun tembakau Kasturi. Selain itu, minyak atsiri juga perlu dilakukan uji
lebih lanjut mengenai sifat fisik dan kimia minyak atsiri daun tembakau Kasturi

agar dapat diketahui karakteristik dari minyak atsiri daun tembakau Kasturi.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Kadar Air Daun Tembakau

56

Berelggpesral Berat Botok+Bahan (g) Berat Kadar Rata2
Perlakuan Basah  Botol kering  air (%) KA (%)
(9 (9 0 1 2 3 4 5 6
T1 2 17,53 19,43 18,23 18,10 17,96 17,85 17,85 17,85 1,58 79,0
T2 2 17,22 19,11 17,96 17,84 17,70 1751 17,52 17,50 1,61 80,5
3 2 17,19 19,06 17,92 17,79 17,65 17,49 17,49 17,47 1,59 795 79,67
T4 2 17,64 19,50 18,27 18,27 18,02 17,97 17,97 17,96 1,54 77,0
T5 2 17,33 19,20 17,99 17,99 17,72 17,63 17,60 17,63 1,57 78,5
Lampiran 2. Rendemen Minyak Atsiri Daun Tembakau
Destilasi Lama_ destilasi lza er:ﬁ; Berat Berat L S o e Rendemen Rata2 Rendemen
(jam) © botol MAhotol (g) Berat MA () (mi) (%) (%)
1 6jam 25 menit 1075 18,03 18,36 0,33 0,40 0,031
2 6 jam 15 menit 1450 18,03 18,37 0,34 0,60 0,023 0,026
3 4 jam 40 menit 1425 12,48 12,81 0,33 0,50 0,023
Lampiran 3. Berat Jenis Minyak Atsiri Daun Tembakau
Berat eppendorf Berat eppendorf ~ Berat tempat +air  Berat Berat tempat + berat minyak Berat jenis Rata2 Berat jenis
kosong (minyak) (g) kosong (air) (9) (9) Air (g) minyak (g) (9) (g/ml) (g/ml)
1,2269 1,297 0,0701 0,739
0,6408 11571 1,2519 0,0948 0,7368 0,096 1,013 0.9339
0,9995 1,099 0,0995 1,049
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Lampiran 4. Komponen Kimia Minyak Atsiri Daun Tembakau

57

Rumus ) Berat
Peak Molekul serzgg/va Molekul Nama Senyawa Golongan
1 Ci13H220 0,45 194 (E) — Solanone Alkaloid
2 C13H180 0,29 190 Beta-Damascenone
9,19-Cyclolanostan-3-ol, acetate,
3 C32H5402 0,14 470 (3.beta)- (C
4 Ci18Hs4 0,28 250 1 — Octadecyne Hidrokarbon
. Retinoid
5 C22H3202 0,23 328 Retinol, acetate (CAS) (vitamin A)
6  Ca0Hs0010S 0,17 740 Eicosamethylcyclodecasiloxane Diterpenoid
Dibenzola[a,H]cyclotetradecene, i .
7 CsoHaa 0,13 404 23.11.12-tetra Triterpenoid
8 C18H240 0,21 256 Estra-1,3,5(10)-trien-17.beta-ol
9 C15H260 0,66 222 Epiglobulol Seskiterpena
10 C14H280 1,24 212 Tetradecanal (CAS)
11 C20Hss 13,19 277 Neophytadiene Diterpen
12| CuHn0 AUED 252 13-Heptadecyn-1-ol (CAS) Asg:g;ﬁ“ri‘ak
2-Pentadecanone, 6,10,14- Asam lemak
= C15H360 .26 258 trimethyl- (CAS) organik
14 C13H220 0,27 194 (E) — Solanone Alkaloid
1,3,2-Oxazaborinane, 2-butyl-
15 C7H16BNO 1,23 141 (CAS)
16 C17H3403 5,11 270 Hexadecanoic acid, methyl ester Asam Iemak
(CAS) organik
C21H22FEN? Iron, monocarbonyl-(1,3-
17 Os . -5 butadiene-1,4-dicar
3-
18 C29H420 0,64 406 Oxatricyclo[20.8.0.0(7,16)]triacont
a-1(22),
19 C16H3202 1,56 256 Hexadecanoic acid (CAS)
20 C1oHs505 18,67 206 17-Octadecenoic acid, methyl ester Ester
(CAS)
21 Czo Hizo 1051 3,15 740 Eicosamethylcyclodecasiloxan Diterpenoid
22 CsoHas 2,02 404 Dibenzo[A,H]cyclotetradecene, 2 Triterpenoid
23 Ci18H5409Sio 5,26 666 Cyclononasiloxane, octadecam Aromatik
24 Ci15H240 0,30 220 (-)-Caryophyllene oxide Seskiterpena
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25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

C18H3402
C12H10FNs
CioH23N

CasaHoo

C24H72012S1
12
C24H72012Si
12
C24H72012Si
12
C24H72012Si

12
C24H3504

C24H72012Si
12
C24H7201:Si
12
C24H72012Si
12
C24H72012Si
12
C21H22FEN2
Os

Cs7H10406

0,49
4,90
1,56
0,58
232
5,27
3,71
4,07
0,69
2,60
3,25
3,81
4,30
3,79

0,61

282

243

de5ill

619

888

888

888

888

390

888

888

888

888

438

884

9-Octadecenoic acid (2)- (CAS)
Oleic acid
1H-Purin-6-amine, [(2-
fluorophenyl)methyl]-
1-Hexanamine, 2-ethyl-N,N-
dimethyl- (CAS
Tetratetracontane (CAS) n-
Tetratetracontane

Tetracosamethylcyclododecasi

Tetracosamethy|-
cyclododecasiloxane
Tetracosamethy|-
cyclododecasiloxane
Tetracosamethyl-
cyclododecasiloxane
1,2-Benzenedicarboxylic acid,
bis(2-ethylhe
Tetracosamethy|-
cyclododecasiloxane
Tetracosamethyl-
cyclododecasiloxane
Tetracosamethy|-
cyclododecasiloxane
Tetracosamethy|-
cyclododecasiloxane
Iron, monocarbonyl-(1,3-
butadiene-1,4-dicar
9-Octadecenoic acid, 1,2,3-
propanetriyl ester

Monoterpena

Aromatik
Aromatik
Aromatik

Aromatik

Aromatik
Aromatik
Aromatik
Aromatik

Aromatik

Asam lemak
organik
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Lampiran 5. Penghitungan Konsentrasi Minyak Atsiri Daun Tembakau
a. Konsentrasi 72%
M1V1 = M2V2

100% X V1 = 72% X 60 p!
V1 =22x60 = 43,2 ul
100

b. Konsentrasi 36%
M1V1 = M2V2

72% x V1 = 36% x 60 ul
V1 =2x60= 30 ul
c. Konsentrasi 18%
M1V1 = M2V2
36% x V1 = 18% x 60 pl

V1=2x60=30ul
36
d. Konsentrasi 6%

M1V1 = M2V2
18% x V1 = 6% x 60 pl

V1 =2x60 = 20 ul
18

e. Konsentrasi 2%
M1V1 = M2V2

6% X V1 = 2% X 60 p!
V1 =§x60= 20 pl

59
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Lampiran 6. Penghitungan Konsentrasi MAT dalam pengujian KHM (ug/ml)

Konsentrasi  Berat Konsentrasi Vl\(jll'li\rfl_]e Total Konsentrasi  Konsentrasi
MAT jenis pengujian encuiian Capet pengujian pengujian
mumni (%) (g/ml) (%) P (ﬁﬂj) (ml) (o/mi) (mg/ml)
0,24 0,01 4,12 0,002 2,26
04 0,016 4,13 0,004 3,61
08 0,033 4,136 0,007 7,44
0D 0,933 16 0,066 4153 0015 14,83
24 0,196 4,186 0,044 43,69
3,0 0,246 4,316 0,053 53,18

Lampiran 7. Perhitungan Zona Hambat Candida albicans

1. Pendahuluan

Diameter zona bening Diameter
Perlakuan | " Fzg:ﬁ)z Rata2 (mm) bzeonri]r?g
(mm)
K- 0 0 0 0 -6
K+ 1,5 1,4 1,45 14,5 8,5
2% 0,8 0,7 0,75 75 1,5
4% 0,8 0,9 0,85 8,5 2,5
6% 1,1 1,0 1,05 10,5 4,5
8% 1,0 1,0 1,0 10,0 4,0
16% 1,1 1,0 1,05 10,5 4,5
2. Hasil uji
a. Ulangan 1
diameter zona bening Rata2 Rata2
Perlakuan

| I I (cm) (mm)

K- 0,8 0,8 0,8 0,80 8,00

K+ 1,5 1,5 1,5 1,50 15,00

2% 0,9 0,9 0,9 0,90 9,00

6% 1,2 1,0 1,0 1,067 10,67

18% 1,1 1,0 0,9 1,00 10,00

36% 1,0 0,9 1,1 1,00 10,00
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72% 1,1 1,2 0,9 1,067 10,667
b. Ulangan 2
diameter zona bening Rata2  Rata2
Perlakuan
I I 11 (cm) (mm)
K- 0,8 0,8 0 0,53 5,33
K+ 1,4 1,5 1,4 1,43 14,33
2% 0,8 0,7 0,8 0,767 7,67
6% 0,8 0,8 0,8 0,80 8,00
18% 0,9 0,8 1,0 0,90 9,00
36% 1,0 0,9 0,9 0,93 9,33
72% 1,0 1,0 1,0 1,00 10,00
c. Rata - rata diameter zona bening ulangan 1 dan 2
Perlakuan LLshzp iAot Keterangan
(mm)

K- 6,667 Sedang

2% 8,333 Sedang

6% 9,333 Sedang

18% 9,500 Sedang

36% 9,667 Sedang

72% 10,333 Kuat

K+ 14,667 Kuat
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Lampiran 8. Hasil Analisa ANOVA zona hambat 1 faktor

1. Descriptives

62

Perlakuan 95% Confidence Interval
for Mean

N Mean Std. Std. Lower Upper
Deviation Error Bound Bound
K- 2 6.6650 1.887/98 1.33500 -10.29/78 23.62/78
204 2 8.3350 .94045 .66500 -.1146 16.7846
6% 2 9.3350 1.88798  1.33500 -7.6278 26.2978
18% 2 9.5000 70711 .50000 3.1469 15.8531
36% 2 9.6650 47376 .33500 5.4084 13.9216
72% 2 10.3350 47376 .33500 6.0784 14.5916
K+ 2 14.6650 47376 .33500 10.4084 18.9216
Total 14 9.7857 2.50677 .66996 8.3383 11.2331

Minimum Mar>r<1|mu

K- 5.33 8.00

204 7.67 9.00

6% 8.00 10.67

18% 9.00 10.00

36% 9.33 10.00

72% 10.00 10.67

K+ 14.33 15.00

Total 5.33 15.00

2. Test of Homogenity of Variances
Levene ]
Statistic a o Sig.
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3. ANOVA

Sum of _
Squares df S%%?Q F Sig.
Between (2.504 b 12.064 9.208 .005
Groups
Within Groups 9.187 d 1312
Total 81.691 13
4. Uji Duncan
Subse for = .05
konsentrasi N t alpha
1 2 3
K- 2 6.6650
2% 2 8.3350 8.3350
6% 2 9.3350 9.3350
18% 2 9.5000 9.5000
36% 2 9.6650
72% 2 10.3350
K+ 2 14.6650
Sig. .052 146 1.000
Lampiran 9. Hasil Analisa ANOVA KHM 2 faktor
1. Descriptive Statistics
Konsentrasi  Waktu Pertumbuhan ~ Mean ~Std. N
Deviation
0% Z4 Jam 525000.00 35355.339 2
48 jam 1280000.0 28284.271 2
Total 902500.00 436682.570 4
0.24% 24 jam 460000.00 14142.136 2
48 jam 1090000.0 14142.136 2
Total 775000.00  363913.909 4
0.4% 24 jam 390000.00 14142.136 2
48 jam 965000.00 21213.203 2
Total 677500.00 332302.573 4
0.8% 24 jam 285000.00 49497.475 2
48 jam 840000.00 14142.136 2
Total 562500.00 321804.806 4
1.6% 24 jam 165000.00 21213.203 2
48 jam 690000.00 14142.136 2
Total 427500.00 303466.088 4
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2.4% 24 jam 90000.00 14142.136 2
48 jam 550000.00 70710.678 2
Total 320000.00 268824.602 4
3% 24 jam 50000.00 14142.136 2
48 jam 435000.00 21213.203 2
Total 242500.00  222766.694 4
Total 24 jam 280714.29 179420.618 14
48 jam 835714.29 289793.409 14
Total 558214.29 368501.003 28
2. Tests of Between-Subjects Effects
Type Il
Source Sum of df Mean Square F Sig
Squares .
Corrected Model 3.654E+012 13 2.811E+011 321.245 .000
a
Intercept 8.725E+012 1 8.725E+012 9971.302 .000
Konsentrasi 1.413E+012 6 2.355E+011 269.169 .000
Waktu 2.156E+012 1 2.156E+012  2464.200 .000
Konsentrasi * Waktu 84850000000 6 14141666667 16.162 .000
Error 12250000000 14 875000000.0
Total 1.239E+013 28
Corrected Total 3.666E+012 27
3. Uji Duncan
Subset
Konsentrasi N 1 2 3 4 5 6 7
3% 4 242500.00
2 4% 4 320000.00
1.6% 4 427500.00
0.8% 4 562500.00
0.4% 4 677500.00
0.24% 4 775000.00
0% 4 902500.00
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
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Lampiran 10. Perhitungan Nilai KHM Candida albicans

1. Total mikroba dalam beberapa pengenceran

Tingkat pengenceran Total mikroba /100

101 TBUD
102 450
103 65
104 5
10 2
106 0
10”7 2

2. Konsentrasi pengujian

Konser_lFraS| Volur_r_le Konsentrasi  Volume MAT
pengujian pengujian MA (%) () Tween 20 ()
(%) (H)
0 0
0,24 9,84
0,4 16,40
0,8 4100 100 32,80
1,6 65,60 20
2,4 98,40
3,0 123
Total volume MAT 346.04

Total Volume 2x pengujian 692.08
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3. Jumlah total mikroba

66

Jumlah koloni (10-3)/100l Rata-rata Standar deviasi
Per(l(%uan 24 jam 48 jam o4 i 48] o4 48 i
uL 1 uL 2 uL 1 uL 2 B & T R

0 50 55 124 161 52,5 1425 3,54 26,16

0,24 33 40 98 112 36,5 105 4,95 9,89

0,4 28 20 90 86 24 88 5,66 2,82

0,8 16 12 80 72 14 76 2,82 5,66

1,6 10 7 68 63 8,5 65,5 2,12 3,53

2,4 4 6 50 49 5 49,5 1,41 0,70

3,0 1 3 36 43 2 39,5 1,41 4,94

4. Data MIC Candida albican dalam CFU/ml
Konsentrasi '\/X?gﬁk g Tglf)n'/loo W Jumlah Koloni/100 p (U2) Rata2 Standar Deviasi
(%) () 24 jam 48 jam 24 jam 48 jam 24 jam 48 jam 24 jam 48 jam

0 0 5x10° 124 x10* 55 x 104 161 x 10* 525x10° 1425x10° 413561,76 537990,09
0,24 10 33x10*  98x 10 4 x10° 112 x10* 365x10° 105x10* 356791,26 381750,36
0,4 16 28 x 10* 9x10° 2x10° 86 x 10* 24 x 10* 88 x10*  383144,88 393107,28
0,8 33 16 x 10* 8 x 10° P2l 72 x 10% 14 x 10% 76 x 10*  381575,68 371662,93
1,6 66 1x10° 68 x 10* 7 x 10* 63 x 10* 85x10° 655x10° 343850,74 338673,88
2,4 98 4 x 10* BH104 6 x 10* 49 x 10* 5x 104 495 x 10* 260000 251197,13
3,0 123 1x 104 36 x 10* 3x 10 43 x 10* 0. xglifé 395x10* 196553,63 213619,60
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. Minyak Atsiri % penghambatan Log jumlah koloni
Konsentrasi (%) (1) 24 jam 48 jam 24 jam 48 jam
0 0 0 0 5,72 6,15
0,24 10 30,48 26,32 5,56 6,02
0,4 16 54,29 38,24 5,38 5,94
0,8 33 8,88 46,67 5,14 5,88
1,6 66 83,80 54,03 4,92 5,81
2,4 98 90,48 65,26 4,69 5,69
3,0 123 96,19 72,28 4,30 5,59
5. Persentase penghambatan
Konsentrasi % penghambatan
(/ml) 24 jam 48 jam
0 0,00 0,00
2,4 30,48 26,32
4 54,29 38,25
8 73,33 46,67
16 83,81 54,04
24 90,48 65,26
30 96,19 72,28
6. Grafik persentase penghambatan
140 y = -0.0814x2 + 5.5354x + 20.839
120 R2=0.8248
% 100
£ =0
S 60
<3 40 y = -0.0444x2 + 3.2873x + 16.481
=5 . R2 =0.8347
20 T
0
0 10 20 30 40 50 60

KonsentrasiMinyak Atsiri Daun Tembakau (ug/ml)

® 9% penghambatan 24 jam

% penghambatan 48 jam
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7. Jumlah log koloni

Konsentrasi Log jumlah koloni
(W/ml) 24 jam 48 jam

0 5,72 6,15

2,4 5,56 6,02

4 5,38 5,94

8 5,15 5,88

16 4,93 5,82

24 4,70 5,69

30 4,30 5,60

8. Grafik log jumiah koloni

y =-0.0159x + 6.0645

.
R2 = 0.9327
— 6
S
S 5
<
=4
S y = -0.0427 + 5.6206
E3 R2 =0.9691
E
o 2
=1
0

10 15 20 25 30
Minyak Atsiri Daun Tembakau (pg/ml)

o
(8]

® Log jumlah koloni 24 jam Log jumlah koloni 48 jam
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9. Data Probit Candida albicans
a. Waktu Pertumbuhan 24 jam

69

Jumlah Jumlah
MAT koloni koloni Rata - rata Log % % Log C Probit
(mg/ml) (CFU/ml) (CFU/ml) (CFU/mI) Pertumbuhan Penghambatan
(U1) (U2
0 580> 55x 168 525 0d104 M52 100,00 0.00 0,00 0,00
2,26 33x10* 4x10° 365x10° 556 69,52 30,48 0,35 4,48
3,61 28x10*  2x10° 24 x 10* 5,38 45,71 54,29 0,56 510
744 16 x 104 12x10* 14x 104 S5 26,67 73,33 0,87 561
1,83 1x10° 7x 104 85 x 103 493 16,19 83,81 1,17 595
43,69 4x 104 6 x 104 5x 104 4,70 9,52 90,48 1,64 6,28
53,18 1x104 3x 104 2 x 10* 4,30 381 96,19 1,73 6,75
b. Waktu Pertumbuhan 48 jam
Jumlah Jumlah
MAT koloni koloni Rata - rata % % .
(mg/ml)  (CFU/ml) (CFU/mI) (CFU/mI) Log Pertumbuhan Penghambatan Lol Probit
(U1) (U2
0 124 x 10* 161 x 104 1425x10% 6,15 100,00 0,00 0,00 0,00
2,26 98 x 104 112 x 10* 105 x 10* 6,02 73,68 26,32 0,35 4,36
3,61 9x10° 86 x 10* 88 x 104 5,94 61,75 38,25 0,56 4,69
744 8x 10° 72 x 104 76 x 104 5,88 53,33 46,67 0,87 4,90
1,.83 68 x 10* 63 x 10* 655 x 103 5,82 45,96 54,04 117 5,10
43,69 5x 10° 49 x 104 495 x 103 569 34,74 65,26 1,64 5,30
53,18 36 x 10* 43 x 10* 395 x 103 5,60 27,72 72,28 1,73 5,58
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c. Tabel Probit

Table 3.2 Transformation of percentages to probits

o/
/0

0

1

2

3

4

6

0

7

0

10. Grafik Probit Candida albicans

Probit Value
o [ N w SN ()] » ~ (o]

10
20
30
40
50
G0
70
80
20

09

0.00

3.72
4.10
4,48
4.756
5.00
5.26
6.62
5.84
6.28

0.0°
7.33

2.67
3.77
4.19
4,60

471

5.03
5.28
5.55
5.88
6.34

0.1
7.37

.o

......

2.95
3.82
4.23
4.63
4.80
5.056
6.31
5.68
5.92
0.41

0.2
7.41

0.50

3.12
3.87
4.20
4.60
4.82
5.08
5.33
5.61
5.96
0.48

003
7.40

3.26
3.92
4.20
4.69
4.8
5.10
6.30
6.04
6.99
0.66

0.4
7.61

3.30
3.06
4.33
4.01
4.87
5.13
5.30
5.67
6.04
G.04

0.6
7.68

1.00
Log C

3.46
4.01
4.30
4,04
4.90
5.15
6.41
5.71
6.08
6.76

0.6
7.656

3.62
4.06
4.30
4.07
4.92
5.18
5.44
6.74
6.13
0.88

0.7
7.70

3.69
4.08
4.42
4.00
4.956
5.20
G.47
6.77
6.18
7.06

0.8
7.88

1.50

3.60
4,12
4.46
4.72
4.97
6.23
5.60
5.81
6.23
7.33

0.9
8.00

2.00

® 24 jam ® 48 jam
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a. Nilai Probit 24 jam
e IC50
Persamaan : Y =1,4218x + 4,1969
Y =nilai hambatan dan x = nilai konsentrasi MAT
Jika nilai Y =50% maka nilai 1C50 : (Probit 50% sebesar 5,00)
Y =1,4218x + 4,1969
5,00 = 1,4218x% + 4,1969
5,00 — 4,1969 = 1,4218x
0,8031 =1,4218x

0,8031
1,4218

x =Log C50 = = 0,5648

Log C50 =0,5648
IC50 = 3,67 mg/ml
e [C90
Persamaan : Y = 1,4218x + 4,1969
Y =nilai hambatan dan x = nilai konsentrasi MAT
Jika nilai Y =90% maka nilai 1C90 : (Probit 90% sebesar 6,28)
Y =1,4218x + 4,1969
6,28 = 1,4218% + 4,1969
6,28 — 4,1969 = 1,4218x
2,0831 = 1,4218x

2,0831
1,4218

x =Log C50 = = 1,465
Log C50 = 1,465

IC50 = 29,18 mg/ml
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b. Nilai Probit 48 jam
Persamaan : Y = 0,759% + 4,1866
Y =nilai hambatan dan x = nilai konsentrasi MAT
Jika nilai Y =50% maka nilai 1C50 : (Probit 50% sebesar 5,00)
Y =0,759x + 4,1866
5,00 = 0,759x% + 4,1866
5,00 — 4,1866 = 0,759x
0,8134=0,759x

x = Log C50 = 222 = 1,0718

0,759
Log C50=1,0718
IC50 = 11,79 mg/ml
e IC90
Persamaan : Y = 0,759% + 4,1866

Y =nilai hambatan dan x = nilai konsentrasi MAT

Jika nilai Y =90% maka nilai 1C90 : (Probit 90% sebesar 6,28)
Y =0,759% + 4,1866

6,28 = 0,759x + 4,1866

6,28 — 4,1866 = 0,759%

2,0934 = 0,759x

x = Log C50 = 2222 = 2,758

0,759

Log C50 = 2,758
IC50 = 572,93 mg/ml
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Lampiran 11. Foto Kegiatan Penelitian

No Foto Kegiatan Keterangan

1 Sortasi Daun Tembakau

2 Penimbangan Daun Tembakau
3 Pengeringan Daun Tembakau selama 5-7 hari
T o b N
7'}1‘0 '.\s"‘: = —
) S PER
.‘.A ' = . :
4 Pengecilan ukuran Daun Tembakau Kering

5 Destilasi Daun Tembakau
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Minyak Atsiri Daun Tembakau

Pengujian difusi padat

Pengujian dilusi padat
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