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SUMMARY

Utilization of Na-Oogst Tobacco Leaf as an Antimicrobial Source for
Streptococcus mutans and Candida albicans; Nurul Nofiyanti; 151710101077,
2015; 67 pages; Departemen of Agricultural Product Technology, Faculty of
Agricultural Technology, University of Jember.

Tooth and mouth disease is still a significant health problem in Indonesia,
which is mostly caused by pathogenic microbial infections. Dental and oral
problems according to the RISKESDAS in 2018, the Indonesian population
experienced dental and oral problems of 57.6%. The most common pathogenic
microbial causes of oral cavity disease are Streptococcus mutans and Candida
albicans. To reduce microbial pathogens in the oral cavity can be suppressed by
natural antimicrobials. The use of plants is a good solution to reduce pathogenic
infections and is not carcinogenic, such as the negative effects caused by chemical
drugs. Sources of natural antimicrobial compounds can be obtained from rejected
tobacco leaves resulting from cigar tobacco processing (do not pass sorting).
Waste tobacco leaves still contain antibacterial and antifungal ingredients, namely
flavanoids, alkaloid groups in the form of nicotine, saponin groups in the form of
steroids and essential oils in the form of terponoid. In this study, the type of
solvent being the most important factor in the extraction process to obtain
bioactive compounds can be extracted optimally.

This research method uses two types of solvents namely 80% ethanol and
90°C water temperature. The use of various concentrations of tobacco leaf extract
Is expected to be able to extract active compounds contained in tobacco leaves and
can inhibit the growth of pathogenic microbes such as Streptococcus mutans and
Candida albicans. This study uses 4 stages, namely extraction of tobacco leaves,
analysis of total polyphenols (Folin-Ciocalteau), analysis of antioxidant activity
(DPPH scavenging activity), and antimicrobial analysis of tobacco leaf extract

using solid dilution method to determine Minimum Inhibitory Concentration

viii
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(MIC) and ICso. The results showed that tobacco leaf extract which had the
appropriate criteria was 80% ethanol as a solvent with a total polyphenol of 95.06
mgGAE / ml and antioxidant activity of 83.76%. Testing of antimicrobial activity
of 80% ethanol solvent tobacco leaf extract by solid dilution method on
Streptococcus mutans bacteria showed MIC value of 1471.23 pg / ml and ICso of
330.56 pg / ml while fungi of Candida albicans showed MIC values of 1248.29
pg / ml and 1Cso value of 293.31 pg / ml.
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RINGKASAN

Pemanfaatan Daun Tembakau Jenis Na-Oogst sebagai Sumber Antimikroba
terhadap Streptococcus mutans dan Candida albicans; Nurul Nofiyanti; 2015;
151710101077; 67 halaman; Jurusan Teknologi Hasil pertanian, Fakultas
Teknologi Pertanian, Universitas Jember.

Penyakit gigi dan mulut masih menjadi permasalahan kesehatan yang
cukup besar di Indonesia yang sebagian besar ditimbulkan oleh infeksi mikroba
patogen. Mikroba patogen penyebab penyakit rongga mulut yang paling sering
ditemukan yaitu Streptococcus mutans dan Candida albicans. Untuk mengurangi
mikroba patogen dalam rongga mulut dapat ditekan dengan antimikroba alami.
Pemanfaatan tumbuhan menjadi solusi yang baik untuk mengurangi infeksi
patogen dan tidak bersifat karsinogenik seperti dampak negatif yang diakibatkan
oleh obat kimia. Sumber senyawa antimikroba alami dapat diperoleh dari daun
tembakau afkir hasil pengolahan tembakau cerutu (tidak lolos sortir). Daun
tembakau afkir masih mengandung bahan yang bersifat antibakteri dan antijamur
yaitu flavanoid, golongan alkaloid berupa nikotin, golongan saponin berupa
steroid dan juga minyak atsiri berupa terpenoid. Pada penelitian ini, jenis pelarut
menjadi faktor terpenting dalam proses ekstraksi untuk mendapatkan senyawa
bioaktif secara optimal.

Metode penelitian ini menggunakan dua jenis pelarut yaitu etanol 80% dan
air suhu 90°C. Penggunaan berbagai konsentrasi ekstrak daun tembakau
diharapkan mampu mengekstrak senyawa aktif yang terdapat dalam daun
tembakau dan dapat menghambat pertumbuhan mikroba patogen seperti
Streptococcus mutans dan Candida albicans. Penelitian ini menggunakan 4
tahapan yaitu ekstraksi daun tembakau, analisis total polifenol (Folin-Ciocalteau),
analisis aktivitas antioksidan (DPPH scavenging activity), dan analisis
antimikroba ekstrak daun tembakau menggunakan metode dilusi padat untuk
penentuan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan ICso. Hasil penelitian

menunjukkan ekstrak daun tembakau yang memiliki Kkriteria yang sesuai adalah
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pada penggunaan etanol 80% sebagai pelarut dengan total polifenol sebesar 95,06
mgGAE/ml dan aktivitas antioksidan sebesar 83,76%. Pengujian aktivitas
antimikroba ekstrak daun tembakau pelarut etanol 80% metode dilusi padat pada
bakteri Streptococcus mutans menunjukkan nilai KHM sebesar 1471,23 pg/ml
dan 1Csq sebesar 330,56 pg/ml sedangkan fungi Candida albicans menunjukkan
nilai KHM sebesar 1248,29 pg/ml dan nilai 1Cso sebesar 293,31 pg/ml.

Xi
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Penyakit gigi dan mulut masih menjadi permasalahan kesehatan yang cukup
besar di Indonesia. Menurut RISKESDAS tahun 2018, penduduk Indonesia
mengalami masalah gigi dan mulut sebanyak 152.640.000 dihitung dari 57,6%
jumlah penduduk Indonesi. Penyakit gigi dan mulut tersebut sebagian besar
ditimbulkan oleh infeksi mikroba patogen. Mikroba patogen penyebab penyakit
rongga mulut yang paling sering ditemukan yaitu Streptococcus mutans dan
Candida albicans. Mikroba tersebut penyebab penyakit karies gigi dan oral
candidiasis (Nur’aeny, 2017). Untuk mengurangi mikroba patogen rongga mulut
dapat ditekan dengan antimikroba alami. Penggunaan senyawa antimikroba alami
lebih disarankan dibandingkan dengan penggunaan senyawa antimikroba sintetis.
Sumber senyawa antimikroba alami dapat diperoleh dari daun tembakau afkir
hasil pengolahan tembakau cerutu.

Menurut hasil data Badan Pusat Statistik Jember (2018) pada tahun 2017
produksi tembakau Na-Oogst atau disebut Besuki Na-Oogst sebanyak 32.593,00
kuintal. Berdasarkan hasil observasi dan diskusi dengan petani tembakau Jember,
bahwa daun tembakau inferior atau daun afkir yang dihasilkan sekitar 10% hingga
20% dari produksi daun tembakau utuh. Daun tembakau afkir menurut Eurika dan
Hapsari (2017) yaitu daun yang memiliki nilai mutu rendah seperti robek atau
terserang hama. Daun tembakau afkir (limbah) masih mengandung bahan yang
bersifat antibakteri dan antijamur yaitu golongan fenol berupa flavanoid, golongan
alkaloid berupa nikotin, golongan saponin berupa steroid dan juga minyak atsiri
berupa terponoid (Duangsri, 2010). Oleh karena itu perlu dilakukan ekstraksi
komponen bioaktif dengan maksimal.

Pemilihan pelarut ekstraksi merupakan faktor penting dalam proses
ekstraksi karena ekstraksi dengan pelarut didasarkan pada sifat kepolaran zat
dalam pelarut yang digunakan. Menurut Gritter dkk (1991), ekstraksi dengan

pelarut didasarkan pada sifat kepolaran zat yaitu senyawa yang bersifat polar
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hanya akan larut pada pelarut polar (etanol, butanol, metanol dan air), sedangkan
senyawa yang bersifat non-polar juga hanya larut pada senyawa non-polar (eter,
kloroform dan n-heksana).

Etanol dan air digunakan sebagai pelarut karena memiliki sifat polar,
universal, dan mudah didapat. Senyawa metabolit sekunder yang yang akan
diambil pada ekstrak daun tembakau bersifat polar sehingga proses ekstraksi
menggunakan pelarut polar. Maka dari itu penelitian ini menggunakan variasi
perbandingan pelarut antara etanol 80% dan air panas dengan suhu 90°C sehingga
dapat diketahui konsentrasi jenis pelarut yang paling optimal dalam ekstraksi
komponen flavanoid dalam daun tembakau. Senyawa polifenol dari hasil ekstraksi
daun tembakau akan dianalisis dengan total polifenol, aktivitas antioksidan dan
antimikroba sehingga dapat diketahui besar total polifenol, aktivitas antioksidan
dan besar penghambatan terhadap mikroba bakteri Gram-positif yaitu
Streptococcus mutans dan jamur yaitu Candida albicans.

1.2 Rumusan Masalah

Daun temabakau tidak lolos sortiran atau disebut daun afkir masih
memiliki senyawa bioaktif yang mampu bekerja sebagai antimikroba, sehingga
perlu dilakukan penanganan khsusus dengan cara memanfaatkan daun temabakau
afkir menjadi eksrak. Daun tembakau memiliki senyawa antibakteri dan antijamur
diantaranya flavanoid, alkaloid, steroid, dan terpenoid (Putri dkk., 2014). Untuk
mendapatkan senyawa aktif tersebut memerlukan pelarut yang efektif dalam
mengekstrak senyawa yang diinginkan.

Flavanoid merupakan senyawa mengandung dua cincin aromatik dengan
gugus hidroksil leih dari satu. Senyawa fenol dengan gugus hidroksil yang
semakin banyak akan memiliki tingkat kelarutan dalam air yang semakin tinggi
atau bersifat polar (Robinson, 1995). Alkaloid merupakan senyawa yang
mengandung nitrogen sebagai bagian dari sistem sikliknya serta mengandung
substituen yang bervariasi seperti gugus amina, amida, fenol, dan metoksi
sehingga alkaloid bersifat semipolar (Dewi et al., 2013). Saponin merupakan

senyawa Yyang memiliki gugus nonpolar berupa gugus steroid dan gugus
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triterpenoid, akan tetapi senyawa ini lebih cenderung bersifat polar karena ikatan
glikosidanya (Harbone (2006) dan Sangi et al. (2008) 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.

Hasil ekstraksi yang optimal diperlukan pelarut yang memiliki polaritas
yang sama dengan senyawa yang akan diekstrak karena senyawa polar hanya larut
dengan baik dalam pelarut yang polar seperti etanol, butanol, methanol, dan air,
begitu pula senyawa non polar dapat larut dengan baik pada pelarut non polar
seperti eter, klorofom dan n-heksana (Sirwutubun dkk., 2015), sehingga
penentuan pelarut sangat penting untuk dalam proses ekstraksi. Pada penelitian ini
menggunakan dua jenis pelarut yaitu etanol 80% dan air suhu 90°C. penggunaan
pelarut tersebut diharapkan mampu mengekstrak senyawa flavanoid, alkaloid,
steroid, dan terpenoid. Hasil ekstraksi daun tembakau akan diuji total polifenol,
aktivitas antioksidan dan antimikroba terhadap bakteri Streptococcus mutans dan
fungi yaitu Candida albicans untuk mengetahui daya hambat ekstrak daun

tembakau terhadap pertumbuhan mikroba patogen rongga mulut.

1.3 Tujuan Penelitian
Tujuan penelitian ini adalah :

a. mengetahui jenis pelarut yang tepat dan total polifenol daun tembakau Na-
Oogst,

b. mengetahui aktivitas antimikroba ekstrak daun tembakau Na-Oogst terhadap

Streptococcus mutans dan Candida albicans.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian adalah sebagai berikut :
a. memanfaatkan limbah daun tembakau yang tidak lolos penilaian mutu cerutu
b. memberikan sumber informasi bahwa senyawa dalam ekstrak daun tembakau

Na-Oogst dampat digunakan sebagai antimikroba alami.
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BAB 2. TINJUAN PUSTAKA

2.1 Tanaman Tembakau

Tembakau merupakan jenis tanaman komoditi ekspor yang sudah dikenal
sejak dulu oleh masyarakat Indonesia. Tanaman semusim ini bukan tergolong
komoditas pangan melainkan komoditas perkebunan. Tanaman ini tersebar di
seluruh Nusantara dan memiliki banyak kegunaan yaitu sebagai bahan baku rokok
dan cerutu. Selain itu tembakau juga dapat dikomsumsi dengan cara dikunyah,
dan juga dapat digunakan sebagai peptisida, parfum serta bahan baku obat
(Parwati dkk., 2017). Secara umum varietas tembakau yang banyak diketahui
adalah Nicotiana bigelovii, Nicotiana galuca, Nicotiana plumbagifolia dan

Nicotiana tabacum (Paramartha dan Yuda, 2013). Tanaman tembakau jenis Na-
Oogst dapat dilihat pada Gambar 2.1.

FRTAREE o o

Gambar 2.1 Tanaman tembakau jenis Besuki Na-Oogst (Eurika dan Hapsari, 2017)

Berdasarkan berbagai macam jenis tembakau, terdapat klasifikasi tanaman
tembakau secara umum dari spesies Nicotiana tabacum menurut Siregar (2016)

adalah sebagai berikut :

Devisio : Plantae

Kelas : Dicotyledonae
Ordo : Personatae
Family : Solanaceae

Sub family  : Nicotianae

Genus : Nicotianae
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Spesies : Nicotiana tabacum L.
Varietas : Na-Oogst

Tembakau memiliki kandungan zat-zat seperti abu, gula, fenol, nitrat dan
nikotin dengan rincian persentase dalam Tabel 2.1 dan Tabel 2.2.

Tabel 2.1 Susunan kimia daun tembakau

Uraian Jumlah (%)

Abu 20
Gula 04-25
Fenol 0,0-0,5
Nitrat 1,0-2,0
Nikotin

1. Daun bawah 0,16 — 2,89

2. Daun tengah 0,3-3,75

3. Daun atas 0,5-4,0
Kandungan N total 2,18 — 3,58

Sumber : Cahyono (1998)

Tabel 2.2 Kandungan daun tembakau

Konponen Komposisi (% bk)

Total Nitrogen 2,20
Protein Nitrogen (nitrogen) 1,58
Nikotin 0,67
Nitrogen dari asam a-amino 0,30
Air terlarut karbohidrat 25,9
Selulosa 12,3
Pektin 13,4
Polypentose 4,90
Minyak atsiri 0,13
Resin yang diekstrak menggunakan benzena 7,42
Resin yang diekstrak menggunakan petroleum eter 6,20
Polyphenol 4,39
Asetaldehid 0,26
Asam organik 9,12

a. Asam oksalat 2,18

b. Asam sitrat 1,27

c. Asam hidroksi 4,57

d. Asam volatil 1,12
pH dan air yang terekstrak 5,54
Abu 15,4

Sumber : Podlejski dan Olejniczak (1983)
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2.2 Tembakau Na-Oogst

Tembakau jenis Na-Oogst merupakan tembakau cerutu yang biasanya
ditanam pada akhir musim kemarau dan dipetik atau dipanen pada musim
penghujan dengan teknik budidaya menggunakan naungan (Eurika dan Hapsari,
2017). Tembakau cerutu ini banyak dibudidayakan di Kabupaten Jember,
terutama wilayah Jember bagian selatan. Jember merupakan salah satu penghasil
terbesar di Indonesia sehingga dijuluki kota Bako yang artinya kota tembakau
(Sari, 2014). Selain tembakau Na-Oogst, ada jenis tembakau yang berbeda yang
sering ditanam oleh masyarakat Jember yaitu tembakau jenis Voor-Oogst.
Tembakau ini merupakan salah satu tipe tembakau yang diolah secara krosok (leaf
type) dan biasanya dimanfaatkan sebagai tembakau rajangan dan bahan baku
sigaret. Tembakau rajangan ini biyasanya ditanam pada akhir musim hujan dan
dipanen pada musim kemarau (Susilowati, 2006). Menurut Sudaryono (2004),
kandungan nikotin pada tembakau salah satunya dipengaruhi oleh waktu tanam.
Temabakau yang ditanam pada musim penghujan kandungan nikotinnya lebih
rendah dibandingkan dengan tembakau yang ditanam pada musim kemarau.
Menurut penelitian Sholeh dkk (2000), kadar nikotin tembakau Voor-Oogst dan
Na-Oogst yaitu mencapai 3,21% dan 1,75%. Hal ini menunjukkan bahwa
kandungan nikotin yang dimiliki tembakau Voor-Oogst lebih tinggi dibandingkan
tembakau Na-Oogst. Selain nikotin golongan alkaloid, ada kandungan bahan aktif
lain yaitu fenol berupa flavanoid, golongan saponin berupa steroid dan juga
minyak atsiri berupa terponoid (Putri dkk., 2014).

Bahan baku yang baik maka akan menghasilkan produk yang baik. Salah
satu syarat bahan baku cerutu yang baik yaitu memenuhi syarat masak petik.
Pemetikan dilakukan secara bertahap. Kriteria tanaman siap dipanen yaitu
tanaman yang telah berumur 50 hari, warna daun menongo bener (hijau seperti
bunga kenanga), tanaman dalam keadaan segar dan sudut daun melebar serta
daunnya merunduk dan mudah dipetik. Adapun banyaknya daun tembakau, jenis
daun yang dipetik terdiridari : 2 lembar daun tanah/pasir (DT), 6 lembar daun
koseran pertama (DKP) 10 lembar daunkoseran atas (DKA), 4 lembar daun
madya pertama (DMP) 6 lembar daun madya tengah (DMT) dan 4 lembar daun
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madya atas (DMA). Pemetikan dilakukan pada pukul 06.00 — 08.00 pagi secara
manual karena pemetikan pada pagi hari akan menghasilkan warna lebih cerah
dibandingkan pemetikan disore hari (Bina UKM, 2010). Menurut observasi dan
diskusi dengan petani tembakau Jember, daun tembakau yang tergolong afkir
adalah daun bawah yang menempel pada tanah, daun yang kondisinya rusak,
robek atau berlubang, dan warna serta ukuran yang tidak seragam.

2.3 Senyawa Bioaktif dari Tembakau

Daun tembakau memiliki senyawa aktif yang bersifat sebagai antimikroba
yang mampu menghambat pertumbuhan mikroba (Taiga dan Friday, 2009; Bakh
et al., 2012). Bahan bioaktif tersebut antara lain golongan fenol berupa flavanoid,
golongan saponin berupa steroid, golongan alkaloid berupa nikotin dan
jugamengandung golongan minyak atsiri berupa terpenoid (Fathiazad, 2005;
Susilowati, 2006; Rusli dkk., 2011). Berikut merupakan mekanisme senyawa
metabolit dau tembakau sebangai antimikroba :
a. Flavanoid

Flavanoid merupakan golongan terbesar dari fenol yang mampu
mendenaturasi protein dan berfungsi sebagai antibakteri dan antijamur (Taiga dan
Friday, 2009; Bakh et al., 2012). Mekanisme kerja flavanoid sebagai antibakteri
yaitu dengan merusak permeabilitas sel bakteri, mikrosom dan lisosom sebagali
hasil dari proses interaksi dinding bakteri dengan anti flavanoid. Flavanoid juga
mampu melepas energi transduksi terhadap membran sitoplasma bakteri sehingga
mengakibatkan penghambatan motilitas bakteri (Sabir, 2005). Sebagai anti
bakteri, flavanoid juga memiliki gugus hidroksil yang mampu merubah
komponen organik dan transport nutrisi sehingga menimbulkan efek toksik
terhadap bakteri itu sendiri (Markham, 1988).

Mekanisme flavanoid sebagai anti jamur yaitu dengan mengganggu
permeabilitas membran sel jamur dan merubah komponen organik serta transport
nutrisi sehingga menyebabkan efek toksik pada jamur (Jupriadi, 2011). Membran
yang diganggu fungsi kerjanya akan menyebakan peningkatan permeabilitas sel

sehingga akhirnya jamur mengalami kematian (Jawetz, 2007).
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b. Alkaloid

Alkaloid bersifat antimikroba karena mampu merusak keseimbangan
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel
bakteri mengalami lisis dan terjadi kematian sel (Juliantina, 2008). Alkaloid
utama yang terdapat dalam daun tembakau adalah nikotin. Konsentrasi nikotin
dalam daun tembakau diperkirakan sekitar 6-8%. Nikotin merupakan metabolit
sekunder dari senyawa ornitin yang berfungsi menghambat pertumbuhan jamur
yang berkaitan dengan fungsi nikotin dalam menghambat kerja enzim
(Ardwiantoro, 2010; Garatfini, 1990).
c. Terpenoid

Terpenoid bersifat antimikroba yang mampu menghambat pertumbuhan
mikroba dengan cara mengganggu proses terbntuknya membran atau dinding sel,
sehingga dinding sel bakteri tidak dapat terbentuk secara sempurna yang
menyebabkan sel bakteri mengalami kematian(Ajizah, 2004).
d. Saponin

Saponin bersifat antibakeri yang dapat dapat menyebabkan kebocoran protein
dan enzim dari dalam sel. Saponin berdifusi melalui membran luar dan dinding
sel yang rentan kemudian mengikat membran sitoplasma sehingga menganggu
dan mengurangi kestabilan membran sel. Hal ini menyababkan sitoplasma bocor
keluar dari sel yang mengakibatkan kematian sel (Cavalieri et al., 2005).
e. Steroid

Mekanisme kerja steroid dalam menghambat pertumbuhan bakteri adalah
adanya membran lipid yang memiliki sensitivitas terhadap komponen steroid
sehingga mampu menyebabkan kebocoran pada lisosom (Madduri et al., 2013)
Steroid dapat berinteraksi dengan membran fosfolipid sel yang bersifat permeabel
terhadap senyawa-senyawa lipofilik sehingga menyebabkan integritas membran
menurun serta morfologi membran sel berubah yang menyebabkan sel rapuh dan
lisi (Ahmad et al., 2007).
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2.4 Faktor-Faktor yang Mempengaruhi Efektivitas Ekstraksi
Ekstraksi merupakan proses pengambilan senyawa kimia yang dapat larut
sehingga terpisah dari bahan tak larut dengan suatu pelarut cair. Berbagai
simplisia mengandung senyawa aktif yang digolongkan kedalam golongan
minyak atsiri, alkaloid, flavanoid, dan lain-lain. Secara umum pelarut etanol
merupakan pelarut yang sering digunakan dalam proses ekstraksi bahan alam
karena dapat melarutkan seluruh golongan metabolit sekunder (Tambun, 2016).
Adanya senyawa aktif yang terkandung dalam simplisia akan mempermudah
pemilihan pelarut dan cara ekstraksi yang tepat (Depkes, 2000). Ada beberapa
metode ekstraksi yaitu maserasi, soxhlet extraction, ekstraksi berlawanan arah,dan
ekstraksi ultrasionik dan superkritik. Adapun faktor-faktor yang mempengaruhi
ekstraksi yaitu meliputi :
1. Persiapan sampel
Persiapan sampel ini meliputi pengecilan ukuran dan pengeringan bahan.

Pengecilan ukuran bertujuan untuk memperluas bidang kontak antara sampel
dengan pelarut. Semakin kecil ukuran partikel, maka semakin luas bidang kontak
antara sampel dengan pelarut, sehingga proses ekstraksi menjadi cepat dan efisien.
Pengeringan bertujuan untuk mengurangi kadar air, dengan pengeringan yang
sempurna akan menghasilkan ekstrak dengan kemurnian yang baik. Pengeringan
juga dapat memperpanjang masa simpan sebelum dilakukan proses ekstraksi.
2. Waktu ekstraksi

Semakin lama waktu ekstraksi maka semakin tinggi yield yang yang diperoleh,
namun penambahan waktu tidak berpengaruh jika ekstraksi telah mencapai batas
maksimum.
3. Suhu

Ekstraksi  kelarutan bahan dan difusivitas akan meningkat dengan
meningkatnya suhu, sehingga diperoleh laju ekstraksi yang tinggi. Suhu untuk
proses ekstraksi memiliki batas suhu yang ditentukan oleh beberapa faktor, salah

satunya adalah perlunya menghindari reaksi samping yang tidak diinginkan.
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4. Jenis pelarut

Pada proses ekstaksi memiliki banyak pilihan untuk pelarut yang digunakan.
Adapun beberapa hal yang harus diketahui untuk pemilihan pelarut yaitu sebagai
berikut :

a. Selektivitas, pelarut hanya melarutkan ekstrak yang dikehendaki dan
ekstrak yang dihasilkan perlu dilakukan pembersihan dengan mengekstrak
hasil larutan tersebut dengan pelarut kedua

b. Kelarutan, pelarut harus mampu melarutkan solut secara sempurna.
Kelarutan solut terhadap pelarut yang tinggi akan mengurangi jumlah
pengguna pelarut, sehingga menghindarkan terlalu besarnya perbandingan
antara pelarut dan padatan.

c. Kerapatan, jika kerapatan antara pelarut dan solut perbedaannya besar
maka akan memudahkan proses pemisahan keduanya

d. Aktivitas kimia pelarut, didalam sistem pelarut harus dari bahan kimia yang
stabil dan inert terhadap komponen agar proses ekstraksi berjalan dengan
baik.

e. Titik didih, pada proses ekstraksi biasanya pelarut dan solut akan
dipisahkan dengan cara penguapan, destilasi atau rektifikasi. Maka dari itu
titik didih keduanya tidak boleh dekat. Lebih baik titik didih pelarut tidak
terlalu tinggi.

f. Viskositas pelarut, pelarut harus mampu berdifusi kedalam maupun keluar
dari padatan agar mempermudah kontak dengan seluruh solut. Maka dari
itu viskositas pelarut harus rendah agar dapat keluar masuk dengan mudah
terhadap padatan.

g. Rasio pelarut, perbandingan solut dan pelarut yang tepat akan mampu

menghasilkan ekstraksi yang diharapkan.

2.5 Aktivitas Senyawa Antioksidan

Antioksidan merupakan senyawa kimia yang mampu menghambat proses
reaksi oksidasi dan melawan radikal bebas dalam tubuh. Antioksidan berfungsi
untuk mentralisir radikal bebas yang terdapat dalam tubuh (Winarsi, 2007).
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Radikal bebas merupakan suatu molekul kimia yang kekurangan elektron
sehingga bersifat sangat reaktif untuk mencari pasangan elektron agar
konfigurasinya stabil. Radikal bebas terdiri dari bermacam-macam spesies
oksigen reaktif yang mampu menyerang membran lipid, asam nukleat, protein dan
enzim. Hal ini dapat mengakibatkan kerusakan sel-sel yang menimbulkan dampak
merugikan bagi kesehatan manusia (Shivaprasad, 2005). Oleh karena itu
dibutuhkan senyawa antoksidan untuk menstabilkan senyawa radikal bebas pada
proses reaksi oksidasi. Menurut sifatnya antioksidan dibedakan menjadi
antioksidan endogenus dan antioksidan eksogenus. Antioksidan endogenus
merupakan antioksidan primer yang sifatnya enzimatis. Antimikroba yang
tergolong kelompok ini yaitu SOD, glutation peroksidasedan katalase. Sedangkan
antioksidan eksogenus merupakan antioksidan sekunder yang sifatnya non-
enzimatis. Antioksidan yang tergolong kelompok ini meliputi flavaloid, fenol,
tannin dan karatenoid serta beberapa vitamin A,C dan E (Lingga, 2012).

Menurut Widowati dkk (2005) berdasarkan jenisnya antioksidan dibagi
menjadi dua yaitu antioksidan alami dan antioksidan sintetik. Antioksidan alami
merupakan antioksidan yang berasal dari tanaman dan berguna untuk mencegah
polimerasi asam lemak tak jenuh dan oksidasi. Antioksidan sintetik merupakan
antioksidan buatan manusia dan dimanfaatkan untuk lemak, lipidan dan minyak
yang terdapat dalam makanan seperti, BHT, BHA, TBHQ dan propel galat. Saat
ini penggunaan antiksidan sintetik mulai dibatasi karena hasil penelitian
menunjukkan bahwa antioksidan sintetik BHT dan BHA pada binatang percobaan
dapat meracuni dan meningkatkan resiko karsinogenesis.

Menurut Winarsi (2007) mekanisme kerja antioksidan yaitu dengan
memperkecil kerusakan oksidatif yang disebabkan pembentukan radikal bebas
yang umumnya melalui inisiasi, propagasi dan terminasi. Antioksidan primer atau
disebut endogenus berperan untuk menangkap radikal bebas untuk memecah
rantai inisiasi dan rantai propagasi dengan menambahkan elektron sehingga
menjadikan produk yang lebih stabil. Sedangkan antibiotik sekunder atau disebut
eksogenus berperan memotong reaksi oksidasi yang berantai sehingga

memberikan efek penghambatan pada pembentukan senyawa oksigen reaktif.
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2.6 Mekanisme Penghambatan Senyawa Antimikroba
Senyawa antimikroba merupakan suatu senyawa yang dihasilkan oleh

mikroorganisme yang mana zat tersebut memiliki kemampuan untuk menghambat
atau membasmi aktivitas mikroorganisme yang merugikan tubuh manusia
(Waluyo, 2004). Berdasarkan sifat toksisitas selektif antimikroba dibagi menjadi 2
yaitu antimikroba yang bersifat menghambat pertumbuhan mikroba yang disebut
aktivitas bakteriostatik, dan yang bersifat membunuh mikroba yang disebut
aktivitas bakterisid (Farter, 2009). Menurut Farter (2009) mekanisme kerja
antimikroba dalam menghambat pertumbuhan atau membunuh mikroba dibagi
menjadi 5 yaitu :
1. Antimikroba yang menghambat metabolisme sel mikroba

Antimikroba yang tergolong kelompok ini yaitu trimetopim, sulfonamid, sulfon,
dan asam p-aminosalisilat (PAS), dengan mekanisme kerjanya menghasilkan efek
bakteriostatik. Dalam kelangsungan hidupnya mikroba membutuhkan asam folat.
Mikroba patogen tidak memperoleh asam folat dari luar tubuh, sehingga mikroba
harus mampu mensistesis asam folat sendiri. Peranan zat antimikroba ini yaitu
mengganggu proses pembentukkan asam folat, sehingga asam folat yang
dihasilkan nonfungsional dan metabolisme dalam mikroba akan terganggu juga.
2. Antimikroba yang menghambat sintesis dinding sel mikroba

Antimikroba yang tergolong dalam kelompok ini yaitu sefalosporin, penisilin,
basitrasin, vankomisin, dan sikloserin. Antimikroba tersebut dapat menghambat
proses sintesis dinding sel yang paling awal hingga paling akhir. Maka akan
terjadi lisis yang disebabkan tekanan osmotik dalam sel kuman lebih tinggi
dibanding diluar sel, dengan mekanisme kerjanya menghasilkan efek bakterisidal
pada kuman yang peka.
3. Antimikroba yang mengganggu keutuhan membran sel mikroba

Membran sel berperan sebagai penghalang permeabilitas selektif, selaian itu
membrane sel mampu melakukan pengangkutan aktif dan mengendalikan susunan
dalam sel. Konsentrasi metabolit, bahan gizi dalam sel dan tempat berlangsungnya

pernafasan sel serta aktivitas biosintesis dipengaruhi oleh membran sel sehingga
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jika antimikoba merusak salah satu fungsi tersebut dari membran sel maka dapat
mengakibatkan gangguan dalam perkembangan sel.
4. Antimikroba yang menghambat sintesis protein sel mikroba

Antimikroba yang tergolong dalam kelompok ini yaitu golongan obat makrolid,
aminoglikosid, linkomisin, kloramfenikol dan tetrasiklin. Zat kimia tersebut dapat
menghabat dan menghalangi proses sintesis protein. Akibatnya akan membentuk
protein yang abnormal dan nonfungsional sel mikroba. Sel mikroba tidak akan
hidup jika molekul-molekul protein dan asam nukleat dalam sel tidak dalam
kondisi alamiahnya.
5. Antimikroba yang menghambat sistesis asam nukleat sel mikroba

Antimikroba yang tergolong dalam kelompok ini yaitu golongan kuinolon dan
rifampisin. Rifampisin salah satu produk derivat rifampisin yang berikatan dengan
enzim polimerase-RNA (pada sub unit) sehingga dapat menghambat sintesis RNA
dan DNA pada kuman. RNA, DNA dan protein memegang peranan penting
didalam proses kehidupan sel. Sehingga jika terdapat gangguan pada
pembentukan atau fungsi zat-zat tersebut akan mengakibatkan kerusakan secara

menyeluruh pada sel.

2.7 Karakteristik Mikroba Rongga Mulut
2.7.1 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans merupakan mikroorganisme gram positif berbentuk
bulat (cocci) tunggal, ovoid dan tidak mudah lepas sehingga cenderung tumbuh
dalam formasi rantai serta merupakan bakteri anaerob fakultatif (Sumawinata,
2004). Bakteri ini tumbuh optimal pada suhu sekitar 18°C - 40 °C (Nugraha, 2008).
Pada umumnya warna yang dimiliki bakteri Streptococcus mutans yaitu abu-abu,
kuning, dan putih. Untuk diameternya berukuran sekitar 0,5-0,2 mm (Dworin et
al., 2006).
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Gambar 2.2 Streptococcus mutans (Kunkel, 2006)

Populasi utama Streptococcus mutans yaitu pada permukaan gigi. Namun
bakteri ini tidak tumbuh secara menyeluruh pada permukaan gigi, tetapi sering
tumbuh pada area tertentu. Jumlah populasi Streptococcus mutans dipengaruhi
oleh berbagai faktor yaitu sukrosa, penggunaan antibiotik, topikal aplikasi fluor,
obat kumur dengan antiseptic dan oral hygiene. Streptococcus mutans biyasanya
ditemukan pada area proksimal gigi, pit, permukaan oklusal, fisur, gingival atau
pada lesi karies gigi. Didalam mulut kuman ini ditemukan pada plak gigi, karena
bakteri tersebut memerlukan permukaan yang deskuamatik (Nugraha, 2008).

Streptococcus mutans merupakan penyebab utama karies gigi, namun
tanpa adanya faktor tertentu seperti sukrosa, bakteri ini tidak mampu
menyebabkan karies (Samaranayake, 2002). Bakteri ini dapat menghasilkan
beberapa enzim yaitu glikosiltransferase dan fruktosiltransferase. Enzim-enzim
bersifat spesifik untuk substrat sukrosa yang digunakan untuk mensinstesis
glukan dan fruktan. Karies gigi merupakan kerusakan gigi yang bermula dari
permukaan gigi lalu menjalar ke arah dalam gigi. Hal ini terjadi karena adanya
pengaruh asam hasil peragian bakteri. Bakteri rongga mulut mampu mengubah
karbohidrat menjadi asam sehingga melarutkan kalsium fosfat pada email
sehingga menghasilkan lesi karies (Marsh, 1999).

Bakteri Streptococcus mutans bersifat asidogenik dan asidodurik.
Asidogenik yaitu mampu menghasilkan asam sedangkan asidodurik mampu
tinggal pada lingkungan asam dan menghasilkan polisakarida yang lengket yang
disebut dextran. Hal ini yang menyebabkan lengket dan mendukung email gigi
dituju oleh bakteri-bakteri lain (Nugraha, 2008).
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2.7.2 Candida albicans

Candida albicans atau C. albicans merupakan salah satu fungi yang
berada pada golongan khamir yang bersifat dimorfik dikarenakan kemampuannya
untuk tumbuh dalam dua bentuk yang berbeda yaitu sel ragi dan hifa yang semu.
Perbedaan bentuk ini tergantung dengan faktor eksternal yang mempengaruhi. Sel
ragi (blastospora) berbentuk bulat, lonjong atau bulat lonjong dengan ukuran 2-5
pu X 3-6 p hingga 2-5.5 p x 528 u, berdinding tipis, gram positif (Komariyah,
2012). Candida albicans merupakan mikroba flora normal yang mudah
beradaptasi dengan baik untuk hidup pada organ manusia seperti yang ada
disaluran pencernaan, selaput mukosa saluran pencernaan, vagina, uretra, kulit

dibawabh jari-jari kuku tangan dan kaki (Mutiawati, 2016).

Gambar 2.3 Bentuk mikroskopis C. albicans (Mutiawati, 2016)

C. albicans termasuk dalam salah satu jenis spesies jamur patogen dari
golongan ascomycota. Pada orang yang memiliki daya tahan tubuh yang baik
jamur ini bersifat apatogen, namun jika daya tahan tubuh menurun maka jamur ini
dapat berubah sifat menjadi patogen dengan menimbulkan berbagai kelulah (Elya
dan Soemiati, 2002). C. albicans penyebab penyakit kandidiasis yang merupakan
infeksi jamur dengan insiden tertinggi disebabkan oleh infeksi oportunistik.
Gejala kandidiasis berupa bercak berwarna putih yang konfluen dan melekat pada
faring serta mukosa oral. Kandida kulit menyerang daerah intertriginosa yang
mengalami maserasi serta berubah menjadi warna merah, paranikia, balanitis,
ataupun pruritis ani, di daerah skrotum dan perineum dan juga disertai dengan lesi

pustule yang disikrit dibagian permukaan paha. Untuk kandidiasis vulvovagina
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biasanya muncul keluhan gatal, keputihan, kemerahan divagina, bahkan terkadang
terasa nyeri (Mutiawati, 2016).

C. albicans mampu tumbuh pada media agar saboroud, namun dapat juga
tumbuh pada media kultur biasa. 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 dkk., 1986). 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 lebih pada media. Selain itu, mikroba jenis
khamir ini dapat tumbuh pada temperatur dibawah 33°C dengan pH mendekati
netral antara 4,5 — 6,5. Maka dari itu mikroba jenis khamir ini menyebabkan 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). Hal ini menjadi permasalahan yang cukup besar bagi
wanita dikarenakan 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).
Berdasarkan dari segi banyak penyakit yang muncul disebabkan Candida albicans
diperlukan adanya pengobatan dengan senyawa alternatif yang lebih aman dan
tidak berbahaya jika dikomsumsi terus menerus seperti flavanoid, tannin, dan
polifenol yang terdapat dalam buah anggur merah (Tilong, 2012). Selain itu,
dalam beberapa studi penelitian menunjukkan bahwa kandungan ekstrak daun
tembakau dapat bersifat antimikroba (Duangsri dkk., 2012).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Pangan Hasil
Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas Jember dan Laboratorium
Kimia dan Biokimia Hasil Pertanian Fakultas Teknologi Pertanian Universitas

Jember. Waktu penelitian dimulai pada bulan Oktober 2018 sampai Juni 2019.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu, shaker waterbath (Menmert
D-91126, Jerman), rotary evaporator (Butchi, Jerman), blender (Miyako,
Indonesia), spektofotometer (Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS, China),
alat LC-MS (Shimadzu LC-MS 2020), pipet mikro (Biohit 12636255, Jerman),
laminar air flow (Crumair, Spanyol), autoklaf (Hirayama HL 36, Jepang),
inkubator (Haraeus Inst B6200, Jerman), colony counter (Stuart Scientific) dan
neraca analitik (MATRIX type Esj 210-4B), gelas ukur 500 ml (pyrex, Jerman),
cawan petri (Pyrex, Jerman), tabung reaksi (Pyrex, Jerman), spatula, lemari

pendingin (Toshiba)

3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan yaitu daun tembakau Na-Oogst afkir yang diperoleh
dari perkebunan PTPN X Ajong Gayasan Jember, Na?CO?3, media TSA (Tryptone
Soya Agar), media SDA (Sabouraud Dextrose Agar), aquades, etanol 96%, etanol
pro analysis, DPPH (1,1 diphenyl-1-2-Picrylhidrazil), DMSO (Dimethyl
Sulfoxide) 2%, larutan garam fisiologis 0,85% reagen Follin-Ciocalteau. Bakteri
yang digunakan yaitu kultur murni bakteri Streptococcus mutans yang diperoleh
dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember
dan kultur fungi Candida albicans ATCC-10231 yang diperoleh dari koleksi
Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan Hasil Pertanian , Fakultas Teknologi

Pertanian Universitas Jember.
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3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental yang dilakukan dengan
menggunakan 1 sampel dengan 2 faktor yaitu perbedaan jenis pelarut ekstraksi
(air dan etanol) dan konsentrasi ekstrak daun tembakau (0, 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 ml).
Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini disajikan pada Tabel
3.1 dan Tabel 3.2.
Tabel 3.1 Rancangan percobaan ekstrak daun tembakau

Jenis pelarut Perlakuan
P1 (Air 90°C) 450 ml
P2 (Etanol 80%) 450 ml

3.2 Rancangan pengujian antimikroba ekstrak daun tembakau

Perlakuan Jenis Mikroba
Streptococcus mutans Candida albicans

0 0
0,2 0,2
Konsentrasi Ekstrak 0,4 0,4
Tembakau (ml) 0,6 0,6
0,8 0,8

1 1

DMSO 2% (ul) 20 0

3.4 Tahap Prosedur Penelitian

Langkah awal dalam penelitian ini adalah memisahkan kotoran yang
melekat pada daun tembakau Na-Oogst afkir lalu dikering anginkan selama 21
hari pada suhu kamar dan selanjutnya pengecilan ukuran menjadi serbuk
menggunakan blender. Tahap selanjutnya yaitu serbuk daun tembakau ditimbang
50 gram lalu dimasukkan kedalam Erlenmeyer 500 ml dan ditambahkan etanol
80% sebanyak 450 ml dengan rasio 1: 9 (b/v) atau ditambahkan air panas (90°C)
sebanyak 450 ml, perlakuan ini dilakukan sebanyak tiga kali. Tahapan selanjutnya
dilakukan pengekstrakan menggunakan shaker waterbath dengan suhu 60°C
selama 3 jam. Setelah diekstrak dilakukan penyaringan dengan kertas dan kain
saring untuk memisahkan supernatan dengan filtratnya. Filtrat yang diperoleh

kemudian di rotary evaporator dengan suhu 60°C hingga diperoleh ekstrak pekat.
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Ekstrak pekat yang didapatkan diuji total polifenol dan aktivitas antioksidannya,
lalu hasil pengujian terbaik akan diuji lebih lanjut aktivitas antimikrobanya

terhadap Streptococcus mutans dan Candida albicans. Diagram alir pembuatan

ekstrak daun tembakau dapat dilihat pada Gambar 3.1

@bakau Na—Oo@

(+)Etanol 80%
atau air suhu
90°C
serbuk : pelarut
1: 9 (b/v)

vV
Pengecilan ukuran

v

Penimbangan 50 gram

v

Maserasi (3 jam, 60°C)

v

Penyaringan dengan —> Ampas
kertas saring

v

Evaporasi (3 jam, 60°C)

%

Filtrat (bebas pelarut)

v v v
Uji total Aktivitas Uji Antimikroba
polifenol Antioksidan

Gambar 3.1 Diagram alir pembuatan ekstrak daun tembakau Na-Oogst (Shekins et
al., 2016) yang telah dimodifikasi
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3.5 Prosedur Pengamatan
3.5.1 Uji Total Polifenol (Metode Follin-ciocalteau) (Othman et al., 2007)

5,4 mg galic acid/5 ml
metanol

Stirer selama 5-10 menit

!

Tera hingga 10 ml

Oul

Voo Wal "<«
S50pl 100pl 150l 200 pl 250 ul 300wl 350 Wl 400 ul

Penambahan aquadest hingga 400 pl

\4

penambahan 0,8 ml Follin 10%

\4

Penambahan Aquadest 5 ml

A 4
Homogenisasi

\4
Pendiaman 5 menit

A\ 4

Penambahan 0,8 ml Na2CO3 7% lalu pendiaman ditempat gelap 60 menit

\ 4

Absorbansi 765 nm

Gambar 3.2 Diagram alir pembuatan kurva standard (Singelton dan Rossi, 2007)
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Perhitungan kandungan total polifenol dalam ekstrak daun tembakau
ditentukan dengan cara spektrofotometri yang menggunakan metode Follin-
ciocalteau (Singelton dan Rossi, 2007). Pembuatan kurva standar untuk
perhitungan polifenol dibuat dengan cara menggunakan larutan asam galat dalam
metanol (5,4 mg galid acid/ 5 ml). Kemudian larutan asam galat di stirrer selama
5-10 menit dan ditera sampai mencapai 10 ml. Selanjutnya persiapan 9 tabung
reaksi masing-masing diisi dengan asam galat dengan jumlah pengambilan (0, 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350 dan 400 ul) dan penambahan aquades sampai 400 pl.
Hasil larutan asam galat tersebut ditambahkan 0,8 ml reagen Follin-Ciocalteu
10% dan 5 ml aquadest pada masing-masing tabung reaksi lalu dilakukan
pengocokan menggunakan vortex setelah itu didiamkan selama 5 menit. Tahapan
selanjutnya ditambahkan 0,8 ml larutan Na>COs 7% dan setelah itu dibungkus
atau ditutup rapat dengan aluminium foil lalu didiamkan ditempat gelap selama 60
menit, setelah itu dilakukan pengukuran absorbansi pada panjang gelombang 765

nm.

0,4 ml ekstrak

(+) 0,8 Follin
10% dan
Aquadest 5 ml

— Pencampuran

Homogenisasi, diamkan 5 menit

Penambahan 0,8 Na,CO3 7%

A 4
Homogenisasi, pendiaman ditempat
gelap 60 menit

A 4

Absorbansi 765 nm

Gambar 3.3 Diagram alir uji total polifenol ekstrak daun tembakau Na-Oogst
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Pengujian analisa total polifenol ini terdapat sampel yang diuji berupa
ekstrak pekat. Sebanyak 0,4 ml sampel ekstrak tembakau (sudah diencerkan
1/200 ; 1/300 ; 1/400 ; 1/500 ), lalu ditambahkan 0,8 ml reagen Follinciocalteau
10% dan 5 ml aquadest, kemudian dilakukan pengocokan menggunakan vortex
dan didiamkan selama 5 menit. Selanjutnya tambahkan 0,8 ml larutan Na,COs 7%
lalu divortex dan diamkan selama 60 menit dengan cara ditutup semua lapisan
tabung reaksi menggunakan aluminium foil. Selanjutnya dilakukan pengukuran
absorbansi pada panjang gelombang 765 nm.

Analisa kandungan total polifenol pada sampel dihitung berdasarkan kurva
standar asam galat yang diperoleh. Nilai absorbansi (y) dimasukkan pada
persamaan kurva standar asam galat, sehingga diperoleh nilai (x) yang kemudian
dikali faktor pengenceran, lalu hasil perhitungan dibagi dengan berat sampel yang

digunakan untuk analisa.

Total Polifenol (mg GAE/m) = Xxfaktor pengenceran . 4 gy

berat sampel

3.5.2 Uji Antioksidan Metode DPPH

0,1 ml ekstrak

A 4

Penambahan etanol
3,9 ml dan DPPH 1 ml

A 4
Pendiaman selama 30 menit (pada tempat gelap)

\ 4

Absorbansi 517 nm

Gambar 3.4 Diagram alir uji aktivitas antioksidan ekstrak daun tembakau Na-
Oogst

Pengujian aktivitas antioksidan pada penelitian ini dilakukan dengan

menggunakan  metode DPPH  (1,1-diphenyl-1-2-Picrylhidroksil)  secara

spektrofotometri. Langkah awal yang dilakukan yaitu persiapan bahan uji dengan
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cara ekstrak daun tembakau sebanyak 0,1 ml diencerkan menjadi 1 ml
menggunakan aquades. Tahap selanjutnya yaitu pembuatan larutan pereaksi yang
diawali dengan penimbangan serbuk DPPH sebanyak 0,0039432 gram, kemudian
dimasukkan kedalam labu ukur 25 ml dan ditambahkan etanol p.a sampai tanda
batas, sehingga akan diperoleh larutan DPPH dengan konsentrasi 0,4 mM. Tahap
penentuan aktivitas antioksidan dilakukan dengan cara sebanyak 0,1 ml ekstrak
daun tembakau yang telah diencerkan dimasukkan kedalam tabung reaksi, lalu
ditambahkan 1 ml DPPH 0,4 mM dan 3,9 ml etanol. Larutan ini kemudian
divortex dan didiamkan selama 30 menit dengan ditutup menggunakan
alummunium foil dan ditempatkan pada tempat gelap. Setelah didiamkan selama
30 menit, kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang 517 nm.
Blanko yang digunakan dibuat dengan cara mengganti sampel dengan aquades.

Aktivitas antioksidan dapat dihitung menggunakan rumus:

- . . Absorbansi blanko—absorbansi 1
Aktivitas antioksidan (%) = = 2ET0— DDA FIPE x 100%
Absorbansi blanko

3.5.3 Uji Aktivitas Antimikroba Ekstrak Daun Tembakau

Pengujian antimikroba pada ekstrak daun tembakau jenis Na-Oogst
terhadap Streptococcus mutans dan Candida albicans menggunakan pengukuran
nilai KHM (Konsentrasi Hambat Minimum) yang dapat ditentukan dengan
metode dilusi padat dan penentuan nilai ICso (Inhibition Concentration) dengan
cara menghitung jumlah koloni dengan menggunakan satuan CFU/ml. KHM
merupakan konsentrasi terkecil yang dapat menghambat pertumbuhan bakteri
secara optimal (lebih dari 90%) (Ratna et al., 2016).
a. Sterilisasi alat dan bahan

Semua alat yang terbuat dari kaca atau gelas seperti gelas ukur, tabung
reaksi dan lain lain disterilkan menggunakan autoklaf dengan suhu temperature
121°C selama 15 menit. Untuk semua alat yang terbuat dari plastik dicuci bersih
dan dikeringkan kemudian diulas menggunakan alkohol 70% (Cappucino dan
Sherman, 2005). Hal ini dilakukan untuk mencegah terjadinya kontaminasi

mikroba yang tidak diinginkan yang terdapat pada alat.
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b. Pembuatan larutan uji

Mula-mula yaitu membuat larutan stok dengan konsentrasi 20%, dengan
cara mengambil ekstrak pekat daun tembakau sebanyak 2 ml lalu dimasukkan
kedalam labu ukur dan ditambahkan aquades steril hingga batas. Larutan stok
yang telah dibuat kemudian diambil secara berurut-urut sebanyak 0, 200, 400, 600,
800, dan 1000 pl. setelah itu, ditambahkan DMSO (Dimethyl Sulfoxide) masing-
masing sebanyak 20 pl untuk perlakuan Streptococcus mutans, sedangkan
Candida albicans tanpa penambahan DMSO.
c. Pembuatan media TSA

Media yang digunakan untuk pertumbuhan Streptococcus mutans yaitu
media kultur TSA (Tryptone Soya Agar) dengan cara 4 gram bubuk TSA
dilarutkan dalam 100 ml aquades yang telah dihangatkan kedalam erlenmeyer
selanjutnya dilakukan pengadukan. Media yang dibuat disterilkan dengan autoklaf
pada suhu 121°C, tekanan 1 atm selama 15 menit setelah selesai diautoklaf
didiamkan hingga memadat. Selanjutnya disimpan dalam lemari pendingin.
d. Pembuatan media SDA

Membuat media kultur SDA (Sabouround’s Dextrose Agar) untuk media
pertumbuhan jamur Candida albicans dengan cara mencampurkan 6,5 gram
bubuk SDA dan 100 ml aquades yang telah dipanaskan didalam erlemeyer.
Campuran tersebut lalu diaduk hingga homogen kemudian disterilkan dengan
autoklaf 121°C selama 15 menit setelah selesai diautoklaf didiamkan hingga
memadat. Selanjutnya disimpan dalam lemari pendingin.
e. Pembuatan isolat bakteri

Preparasi biakan bakteri, diawali dengan sebanyak 1 ose kultur murni
bakteri Streptococcus mutans digoreskan pada media miring agar TSA sebanyak 5
ml dengan pola zig-zag yang dilakukan dengan teknik aseptis. Selanjutnya, biakan
diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam.
f. Pembuatan isolat kapang

Preparasi biakan bakteri, diawali dengan sebanyak satu ose kultur murni

bakteri Candida albicans ditempelkan pada media miring agar SDA sebanyak 5
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ml dengan pola zig-zag yang dilakukan dengan teknik aseptis. Selanjutnya, biakan
diinkubasi pada suhu 31°C selama 24 jam.
g. Pembuatan suspensi mikroba (WHO, 2009 dalam Yanti dkk, 2016)

Pembuatan suspensi bakteri Streptococcus mutans atau suspense Candida
albicans dilakukan pengambilan satu ose steril bakteri Streptococcus mutans atau
Candida albicans dari sediaan biakan, kemudian dimasukkan kedalam ependorf
yang berisi 1 ml aquadest steril. Selanjutnya campuran suspensi di vorteks skitar
15 detik. Selanjutnya dilakukan pengambilan 0,1 ml dan dimasukkan pada
ependorf yg berisi 0,9 ml aquadest steril. Kegiatan tersebut dilakukan hingga
pengenceran 107°.

h. Uji Aktivitas antimikroba metode dilusi padat agar

Uji aktivitas antimikroba daun tembakau dilakukan untuk menentukan
KHM (Kadar Hambat Minimum) dan nilai ICsp pada bakteri Streptococcus
mutans dan Candida albicans menggunakan metode dilusi agar dengan
menghitung jumlah koloni. Mula-mula sebanyak 100 pl suspensi bakteri yang
telah dibuat (pengenceran 107°) dimasukkan ke masing-masing cawan petri.
Penambahan DMSO 20 ul untuk pengujian bakteri Streptococcus mutans.
Larutan uji yang telah dibuat dengan berbagai konsentrasi ditambahkan kedalam
cawan petri tersebut, lalu ditambahkan media SDA dan TSA sebanyak 5 ml pada
masing-masing cawan petri. Kemudian diratakan dan didiamkan hingga memadat
lalu diinkubasi selama 24 jam suhu 37°C. Pengamatan dilakukan dengan cara

menghitung jumlah koloni pada cawan petri menggunakan colony counter.
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Suspensi mikroba (Streptococcus
mutans dan Candida albicans) 100 ul

Penambahan DMSO 2% +
media

Penambahan ekstrak
tembakau

. . : v v .
=,y w1, e sl 3

0 ml 0,2ml 0,4 ml 0,6 ml 0,8 ml 1ml

A 4

Pencampuran

.

Pendiaman hingga padat

'

Inkubasi 24 jam suhu

BOE®: SEE

Gambar 3.5 Diagram alir uji antimikroba ekstrak daun tembakau Na-Oogst

3.6 Parameter Pengamatan
Pengujian ekstrak tembakau digambarkan dengan beberapa parameter
pengamatan yaitu :
a. Total polifenol (Metode Follin Ciocalteu)
b. Aktivitas antioksidan
c. KHM (Kadar Hambat Minimum) dan ICso (Inhibition Concentration )

pada bakteri Streptococcus mutans dan Candida albicans
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3.7 Analisa Data
Data yang diperoleh nantinya akan dianalisis secara deskriptif disusun
dalam tabel dan dimuat dalam bentuk grafik kemudian diinterpretasikan sesuai

dengan pengamatan yang ada.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan bahwa :

1. Jenis pelarut yang efektif untuk mengekstrak daun tembakau Na-Oogst
adalah pelarut etanol 80%, karena memiliki tingkat polaritas yang lebih
rendah dibandingkan dengan pelarut air panas. Total polifenol yang
dihasilkan menggunakan pelarut etanol 80% mencapai 95,06 mg GAE/ml
sedangkan pelarut menggunakan air panas 90°C menunjukkan hasil
terendah yaitu 55,15 mg GAE/ml.

2. Pengujian antioksidan ekstrak daun tembakau Na-Oogst dengan pelarut
etanol 80% sebesar 83,76%, sedangkan pelarut menggunakan air panas
90°C menunjukkan sebesar 59,24% yang disebabkan oleh kandungan total
polifenol.

3. Ekstrak daun tembakau Na-Oogst memiliki daya antijamur terhadap
Candida albicans dan antibakteri terhadap Streptococcus mutans. Pelarut
menggunakan etanol 80% memiliki daya antimikroba paling efektif
dibandingkan dengan pelarut air suhu 90°C.

5.2 Saran
Saran yang dapat diberikan pada penelitian ini yaitu sebaiknya lebih
diperhatikan kembali terkait faktor-faktor yang mempengaruhi hasil eksraksi.
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Lampiran 4.1 Perhitungan Total Polifenol Ekstrak Daun Tembakau
1. Kurva Standart Asam Galat

1,600 -
1,400

m
=
N
o
o

bsorbansi 765 n

0,000 -

0,0

y = 2,664x
R2=0,981

® Seriesl

00 0,100 0,200 0,300 0,400 0,500 0,600
Asam Galat (mg/ml)

Asam Galat (mg/ml) Absorbansi
0,000 0,0735
0,067 0,2505
0,135 0,4365
0,202 0,5940
0,270 0,7705
0,337 0,9200
0,405 1,0865
0,472 1,2320
0,540 1,3665
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2. Total Polifenol Ekstrak Daun Tembakau

Pengenceran Asam Konsentrasi Rerata
Jenis Pelarut g . Ulangan | Absorbansi Galat Asam Galat Rerata SD
(kali) ekstrak
(mg/ml) (mg/ml)
U1 0,563 0,21134 105,6682
0,564 0,21171 105,8559 105,7620
0,475 0,17830 89,1517
0 i) H i)
Etanol 80% 500x U2 0476 0.17868 89,3393 89,2455 95,0638 | 9,276786
U3 0,481 0,18056 90,2778
0,480 0,18018 90,0901 90,1839
0,273 0,10248 51,2387
. 0,274 0,10285 51,4264 21,3326
Air panas 0,332 0,12462 62,3123
2 2,4062 14 287771
90°C &0x s 0,333 0,12500 62,5000 62,406 551489 1 6.28
0,275 0,10323 51,6141
v 0,276 0,10360 51,8018 oL
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Lampiran 4.2 Perhitungan Aktivitas Antioksidan

Jenis pelarut konsentrasi Ulangan | Blanko Absorbansi Pengh;/r(;]batan Rata-rata ?ZEZ' SD
o | oy | St [ o
Etanol 80% 50x U2 8;22 812? ggigiggié 83,3333333 | 83,76599 | 0,6512
R SDrwe
1 722 252 291
L e AT
Aiggoaé‘as 50x Uz 8322 gggg :gg;g:gg;g 59,7560976 | 59,24839 | 5911031
U3 0,871 0,407 53,27210103
0,871 0,41 52,92766935 23,0958852
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4.3 Perhitungan Konsentrasi Daun Tembakau Uji Antimikroba

1. Formulasi Uji Antimikroba Pada Streptococcus mutans

Ekstrak (ul) DMSO 2% (ul) | Suspensi m.o (ul) | Media SDA (ul)
0 0 100 4800
200 0 100 4600
400 0 100 4400
600 0 100 4200
800 0 100 4000
1000 0 100 3800

2. Formulasi Uji Antimikroba Pada Candida albicans

Ekstrak (ul) DMSO 2% (pl) | Suspensi m.o (ul) | Media TSA (ul)
0 20 100 4780
200 20 100 4580
400 20 100 4380
600 20 100 4180
800 20 100 3980
1000 20 100 3780

Pengujian aktivitas antimikroba menggunakan ekstrak daun tembakau
dengan pelarut etanol 80%, yang diketahui memiliki total polifenol tertinggi yaitu
sebesar 95,0638 mg/ml dan total polifenol ekstrak daun tembakau pelarut air pana
90°C sebesar 55,1489 mg/mi

Total Polifenol Ekstrak Etanol Daun Tembakau (Stok ekstrak 20%)

V1 X M1

2 ml x 95,0638 mg/ml

M;
M;

=V2Xx M2

=10 ml x M2
= (2 ml x 95,0638 mg/ml) / 10 ml

=19,01276 mg/ml

Total Polifenol Ekstrak Air Daun Tembakau (Stok ekstrak 20%)

V1 X M1

2 ml x 31,2813 mg/ml

M;
M;

=V2Xx M

=10 ml x M2
= (2 ml x 55,1489 mg/ml) / 10 ml

= 11,0297 mg/ml
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3. Konsentrasi Ekstrak (mg/ml)

Ekstrak

kons. Ekstak etanol

kons. Eksrak air

Konsentrasi polifenol dim capet

vol. total (ml (V1.M1=V2.M2)
(mi) (mg/mi) (mg/mi) ) etanol (mg/ml) air (mg/mil)
0 19,01276 11,0297 5 0,0 0,0
0.2 19,01276 11,0297 5 0,8 0,4
0.4 19,01276 11,0297 5 1,5 0,9
0.6 19,01276 11,0297 3 2,3 1,3
0.8 19,01276 11,0297 3) 3,0 1,8
1 19,01276 11,0297 5 3,8 2,2
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Lampiran 4.4 Perhitungan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan 1Cso menggunakan kurva probit
Streptococcus mutans

1. Jumlah Koloni Streptococcus mutans (Perlakuan Menggunakan Pelarut Etanol)

ekstrak (ml) Konsentrasi (mg/ml) WPaNErolegl / 10638 Rata- SD
Ul u2 rata
0 0,0 132 101 116,5 21,92
0,2 0,8 28 34 31 4.24
0,4 1,5 12 23 17,5 7,78
0,6 2,3 8 17 12,5 6,36
0,8 3,0 3 9 6 4,24
1 3.8 1 4 2,5 2,12
Jumlah Koloni Streptococcus mutans (Perlakuan Menggunakan Pelarut Air)
. Jumlah koloni / 100 pl Rata-
ekstrak (ml) Konsentrasi (mg/ml) Ul U2 rata SD
0 0,0 130 189 159,5 41,72
0,2 0,4 65 136 100,5 50,20
0,4 0,9 41 95 68 38,18
0,6 1,3 24 78 51 38,18
0,8 1,8 10 43 26,5 23,33
1 2,2 6 27 16,5 14,85
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2. Jumlah Koloni Pelarut Etanol Streptococcus mutans dalam CFU/ml (10°)

Konsentrasi Jumlah Koloni (CFU/mI % Lo
ekstrak (ml) (mg/ml) Ul ( U2 ) Rata-ratg SD penghambatan Kologni
0 0,0 132000000 101000000 | 116500000 | 21920310,22 0 8,1
0,2 0,8 28000000 34000000 31000000 | 4242640.,687 73,4 7,5
0,4 15 12000000 23000000 17500000 | 7778174,593 85,0 7,2
0,6 2,3 8000000 17000000 12500000 | 6363961,031 89,3 7,1
0,8 3,0 3000000 9000000 6000000 4242640,687 94,8 6,8
1 3,8 1000000 4000000 2500000 2121320,344 97,9 6,4
Jumlah Koloni Pelarut Air Streptococcus mutans dalam CFU/mI (10°)
Konsentrasi Jumlah Koloni (CFU/mI % Lo
ekstrak (ml) (mg/ml) Ul ( U2 ! pata-rata SD penghambatan Kologni
0 0,0 130000000 189000000 159500000 | 41719300,09 0 8,2
0,2 0,4 65000000 136000000 100500000 | 50204581,46 37,0 8,0
0,4 0,9 41000000 95000000 68000000 | 38183766,18 57,4 7,8
0,6 1.3 24000000 78000000 51000000 | 38183766,18 68,0 7,7
0,8 1,8 10000000 43000000 26500000 | 23334523,78 83,4 7,4
1 2,2 6000000 27000000 16500000 14849242 4 89,7 7,2
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3. Kurva Probit Penghambatan Pertumbuhan Streptococcus mutans (Etanol)

Konsentrasi | Jumlah Koloni/100 yl | Rata- SD % Log % Log C | Probit
(mg/ml) U1 U2 rata penghambatan | Koloni | pertumbuhan
0,0 132000000 | 101000000 | 1,17E+08 | 21920310 0 0,0 100 0 0
0,8 28000000 | 34000000 | 3,10E+07 | 4242640,7 73,4 7,5 56,4516129 | 2,30103 | 5,61
15 12000000 | 23000000 | 1,75E+Q7 | 7778174,6 85,0 7,2 71,42857143 | 2,60206 | 6,04
2,3 8000000 | 17000000 | 1,25E+07 | 6363961 89,0 7,1 48 2,778151 | 6,23
3,0 3000000 9000000 | 6,00E+06 | 4242640,7 94,0 6,8 41,66666667 | 2,90309 | 6,55
3,8 1000000 4000000 | 2,50E+06 | 2121320,3 97,0 6,4 0 3 6,88
Kurva Probit Penghambatan Pertumbuhan Streptococcus mutans (Air)
Konsentrasi | Jumlah Koloni/100 pl % Log | % _
(mg/ml) Ul U2 - a2 £ penghambatan Kolt?ni pertumbuhan Log C Probit
0,0 130000000 | 189000000 | 159500000 | 41719300 0 8,2 100 0 0
0,4 65000000 | 136000000 | 100500000 | 50204581 37,0 8,0 67,66169154 | 2,30103 | 4,67
0,9 41000000 | 95000000 | 68000000 | 38183766 57,0 7,8 75 2,60206 | 5,18
1,3 24000000 | 78000000 | 51000000 | 38183766 68,0 7,7 51,96078431 | 2,778151 | 5,47
1,8 10000000 | 43000000 | 26500000 | 23334524 83,4 7,4 62,26415094 | 2,90309 | 5,92
2,2 6000000 | 27000000 | 16500000 | 14849242 89,7 7,2 0 3 6,28
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Table 3.2 Transformation of percentages to probits

o
/0 0

l 2 3 4 6

6

7 8

9

0 —
10 3.72
20 410
30 448
40 4.76
60 5.00
60 5.26
70 6,62
80 5.84
90 06.28

- 0.0°
99 17.33

267 295 3.2 3.26 3.30
3.77 3.82 3.87 3.92 3.00
4.10 423 420 4.20 4.33
4.00 4.03 4.60 4.569 4.01

477 480 482 4.85 4.87

6.03 5.05 5.08 610 613
6.28 631 633 6.36 05.30
5.66 5.68 G6.01 6.64 5.07
6.88 65.82 6.95 65.99 6,04
6.3¢ 041 0.48 0.66 0.04

0.1 02 03 04 05
737 741 740 7.61 7.68

3.46
4.01
4,30

4,64

4.90
6.16
6.41
6.71
0.08
6.76

0.6
7.06

3.62 3.69
4056 4.08
430 442
4.07 4.09
4.92 405
5.18 5.20
b.44 5.47
6.7¢ 6577
6.13 0.18
6.88 17.05

07 08
7.76 7.88

3.60
4.12
4.46
4.72
4.97
5.23
5,60
6.81
0.23
7.33

0.9
8.00

p_—— . ———————

Nilai probit
O R N WA OO N

Ekstrak etanol daun tembakau

y =2,2771x + 0,0628
R? =0,9958

Log konsentrasi

¢ Probit

y =2.277x + 0,062
5=2,277x + 0,062
5-0,062 =2,277x
4,938 = 2,277x

X = Log Cso =4,938/2,277 = 2,16864

LOG Cso = 2,16864
IC 50 = 147.45 pg/ml

y =2,277x + 0,062
6,28 = 2,277x + 0,062
6,28 — 0,062 = 2,277x
6,218 = 2,277x

X = Log Cgo = 6,218/2
Log Co0=2,730786

= 0,147 mg/ml

277 =2,730786

IC 90 =538 pg/ml = 0,538 mg/ml
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Ekstrak air daun tembakau

Nilai probit

O P, N W b 01 OO N

y = 2,0354x - 0,0217
R2=0,9972

¢ Probit

1
[N

Log konsentrasi

Y =2,035x — 0,021

5=2,035x — 0,021

5+ 0,021 = 2,035x

5,021 = 2,035x

x =Log Cso = 5,021/2,035 = 2,467322
Log Cso = 2,467322

ICs0=293,31 pg/ml = 0,293 mg/ml

Y =2,035x - 0,021

6,28=2,035x — 0,021

6,28 + 0,021 = 2,035x

6,301 = 2,035x

X = Log Cgo = 6,301/2,035 = 3,0963145
Log Cgo = 3,0963145

ICo0= 1248,29 pg/ml =1,248 mg/ml
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Candida albicans

1. Jumlah Koloni Candida albicans (Perlakuan Menggunakan Pelarut Etanol)

ekstrak (ml) Konsentrasi (pg/ml) Julltlah koloTEagQo Wl Rata- SD
U1 U2 rata
0 0,0 156 109 132,5 33,23
0,2 0,8 54 45 49,5 6,36
0,4 1,5 43 30 36,5 9,19
0,6 2,3 20 16 18 2,83
0,8 3,0 7 7 7 0,00
1 3,8 2 1 1,5 0,71
Jumlah Koloni Candida albicans (Perlakuan Menggunakan Pelarut Air)
) Jumlah koloni / 100 pl Rata-
ekstrak (ml) Konsentrasi (mg/ml) U1 HUZ rata SD
0 0,0 i3t 160 148,5 16,26
0,2 0,4 67 108 87,5 28,99
0,4 0,9 68 87 70 24,04
0,6 1.3 44 53 48,5 6,36
0,8 1,8 26 44 35 12,73
1 2,2 19 28 16,5 14,85
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2. Jumlah Koloni Pelarut Etanol Candida albicans dalam CFU/ml (10°)

Konsentrasi Jumlah Koloni (CFU/mI % Lo
ekstrak (ml) (ug/ml) Ul : U2 ) Rata-ratg SD penghambatan Kologni
0 0,0 156000000 109000000 | 132500000 33234019 0 8,1
0,2 0,8 54000000 45000000 49500000 6363961 62,6 7,7
0,4 15 43000000 30000000 36500000 9192388 72,5 7,6
0,6 2,3 20000000 16000000 18000000 2828427 86,4 7,3
0,8 3,0 7000000 7000000 7000000 0 94,7 6,8
1 3,8 2000000 1000000 1500000 707106,8 98,9 6,2
Jumlah Koloni Pelarut Air Candida albicans dalam CFU/ml (10°)
Konsentrasi Jumlah Koloni (CFU/mI % Lo
ekstrak (ml) (mg/ml) UL ( Uz ) Rata-rata SD penghambatan Kologni
0 0,0 137000000 160000000 148500000 16263456 0 8,2
0,2 0,4 67000000 108000000 87500000 28991378 41,1 79
0,4 0,9 53000000 87000000 70000000 24041631 52,9 7,8
0,6 1,3 44000000 53000000 48500000 6363961 67,3 7,7
0,8 1,8 26000000 44000000 35000000 12727922 76,4 7,5
1 2,2 19000000 28000000 23500000 6363961 84,2 7,4
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3. Kurva Probit Penghambatan Pertumbuhan Candida albicans (Etanol)

Konsentr Jumlah Koloni/100 pl % Log % _
asi Rata-rata SD . Log C | Probit
(ug/m) Ul U2 penghambatan | Koloni | pertumbuhan
0,0 222000000 | 109000000 | 165500000 | 79903066 0 8,2 100 0 0
0,8 56000000 45000000 50500000 | 7778175 62,6 7,7 76,23762376 | 2,30103 5,33
15 47000000 30000000 38500000 | 12020815 72,5 7,6 71,42857143 | 2,60206 5,61
2,3 39000000 16000000 27500000 | 16263456 86,4 7,4 25,45454545 | 2,778151 | 6,08
3,0 7000000 7000000 7000000 0 94,7 6,8 28,57142857 | 2,90309 6,64
3,8 3000000 1000000 2000000 1414214 98,9 6,3 0 3 7,33
Kurva Probit Penghambatan Pertumbuhan Candida albicans (Air)
Konsentrasi | Jumlah Koloni/100 pl Rata- % Lo % .
(mg/ml) Ul U2 - rata o penghambatan Kolc?ni pertumbuhan LogC | Probit
0,0 137000000 | 160000000 | 1.49E+08 | 16263456 0 8,2 100 0 0
0,4 67000000 | 108000000 | 87500000 | 28991378 41,1 7,9 80 2,30103 | 4,77
0,9 53000000 | 87000000 | 70000000 | 24041631 52,9 7,8 69,28571429 | 2,60206 | 5,08
1,3 44000000 | 53000000 | 48500000 | 6363961 67,3 7,7 72,16494845 | 2,778151 | 5,44
1,8 26000000 | 44000000 | 35000000 | 12727922 76,4 7,5 67,14285714 | 2,90309 | 5,71
2,2 19000000 | 28000000 | 23500000 | 6363961 84,2 7,4 0 3 5,99
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Table 3.2 Transformation of percentages to probits

o
/0 0

1

2

3

4

6

6

7

8 0

0 —
10 3.72
20 410
30 448
40 4.76
60 5.00
60 5.26
70 6,62
80 5.84
90 06.28

- 0.0°
99 17.33

2.67
3.1
4.10
4.50

4.7

5.03
6.28
6.65
6.88
06.34

0.1
7.37

2.05
3.82
4.23
4.63
4.80
6.05
6.31
5.68
6.92
0.41

0.2
7.41

3.12
3.87
4.20
4.60
4.82
5.08
6.33
6.61
6.95
0.48

0.3
7.40

3.26
3.02
4.20
4.59
4.86
6.10
6.36
6.04
5.99
0.66

0.4
7.61

3.30
3.90
4.33
4.01
4.87
6.13
5.30
6.07
6.04
0.04

0.5
7.68

3.46
4.01
4,30

4,64

4.90
6.16
6.41
6.71
0.08
6.76

0.6
7.06

3.62
4.06
4.30
4.07
4.92
5.18
5.44
6.74
6.13
0.88

0.7
1.76

3.60 3.60
408 4.12
442 445
4.00 472
405 497
520 65.23
6.47 5.60
677 6.81
6.18 0.23
7.05 7.33

08 0.0
7.88 8.0

p_—— . ———————

Ekstrak etanol daun tembakau

Nilai probit

y =2,3013x - 0,0452

P OFPDNWPMSOIUIO N

Log konsentrasi

R2=0,9881

¢ Probit

y =2,301x — 0,045
5=2,301x - 0,045
5+ 0,045 = 2,301x
5,045 = 2,301x

X = Log Cso =5,045/2,301= 2,192524989

Log Cso = 2,192524989
ICs0 = 155,78 pg/mi= 0,155 mg/mi

y = 2,301x — 0,045
6,28 = 2,301x — 0,045
6,28 + 0,045 = 2,301x
6,325 = 2,301x

x = Log C90 =6,325/2,301 = 2,748805

Log C90 = 2,748805

1C90 = 560,80 pg/ml = 0,560 mg/ml
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Ekstrak air daun tembakau

7 -

6
=5 y =1,9745x + 0,0279
lg R2=0,9977
= 4
T 3 .
=) # Probit(air)

1

0 .

4
Log konsentrasi

y =1,974x + 0,027

5=1,974x + 0,027

5-0,027 = 1,974x

4,973 = 1,974x

X = Log Cso = 4,973/ 1,974= 2,51925
Log Cso = 2.51925

Log 50 = 330.56 pg/ml= 0,330 mg/ml

y =1,974x + 0,027

6,28 = 1,974x + 0,027

6,28 — 0,027 = 1,974X

6,253 = 1,974x

X =Log Ceo = 6,253/1,974 = 3,167679838
Log Coo = 3,167679838

Log 90 = 1471,23 pg/ml= 1,471 mg/ml
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65

Lampiran 4.5 Perhitungan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan 1Cso
menggunakan kurva linier

Streptococcus mutans

ekstrak etanol
(ml) 80% air panas
0 8.1 8.2
0.2 7.5 8
0.4 7.2 7.8
0.6 7.1 7.7
0.8 6.8 7.4
1 6.4 7.2
9 y =-0,9857x + 8,2095
8 Rz =0,9881
7 .
E g | y = -1,5286x + 7,9476
L 4 R?=0,9574 @ etanol 80%
(@]
33 Wair panas
2 _
1 .
O T T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
ekstrak (ml)
Air panas
Kons. Polifenol (mg/ml)
5 3.258 1.015
4 4.273
5 3.258 2.030
3 5.288
5 3.258 2.030
3 5.288
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I1C 50 Polifenol (mg/ml)
Y1=1x108 LogYl= 8000 | X1 =| 0,212
Y2=50% (Y1) =5x10" | LogY2= 7,699 | X2 = | 0,518
IC s0 0,306
IC 9 Polifenol (mg/ml)
Y1=1x108 LogYl= 8000 | X1 = 1,227
Y2=90% (Y1) =9x 10" | LogY2= 6000 | X2 = | 2,243
IC % 1,015
Etanol 80%
Kons. Polifenol (mg/ml)
5 1,929 0,654
4 2,583
5 1,929 1,309
3 3,238
5 1,929 1,309
3 3,238
I1C 50 Polifenol (mg/ml)
Y1=1x108 LogYl1= 8,000 X1l = -0,035
Y2=50% (Y1)=5x10" | LogY2= 7,699 | X2 = | 0,162
IC 50 0,197
I1C 90 Polifenol (mg/ml)
Y1=1x108 LogYl= 8,000 | X1 = 0,620
Y2=90% (Y1)=9x10" | LogY2= 6000 | X2 = | 1274
IC 9% 0,654
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Candida albicans

ekstrak (ml) etanol 80% air panas
0 8.1 8.2
0.2 7.7 7.9
0.4 7.6 7.8
0.6 7.3 7.7
0.8 6.8 7.5
1 6.2 7.4
9 y =-0,7571x + 8,1286
8 R2 = 0,967
§ ]
g 57 y = -1,7857x + 8,1762
2 97 R2 = 0,9505 # etanol 80%
- 4 ]
3 M air panas
2 4
1 _
0 . . .
0 0,5 1 15
ekstrak (ml)
Air panas
Kons. Polifenol (mg/ml)
5 4,132 1,321
4 5,453
5 4,132 2,642
3 6,774
5 4,132 2,642
3 6,774
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IC 50 Polifenol (mg/ml)
Y1=1x108 LogYl= 8,000 X1 = 0,169
Y2=50% (Y1) =5x107 | LogY2= 7,699 | X2 = 0,567
1C 50 0,398
IC 9 Polifenol (mg/ml)
X1
Y1=1x108 Log Y1= 8,000 = 1,490
X2
Y2=90% (Y1)=9x 10" | LogY2= 6,000 = 2,811
IC 90 1,321

Etanol 80%

Kons. Polifenol (mg/ml)
5 1,779 0,560
4 2,339
5 1,779 1,120
3 2900
5 1,779 1,120
3 2900
I1C 50 Polifenol (mg/ml)
Y1=1x108 LogYl= 8,000 | X1 = 0,099
Y2=50% (Y1) =5x107 | LogY2= 7,699 | X2 = 0,267
IC 50 0,169
I1C 9 Polifenol (mg/ml)
X1
Y1=1x10®8 Log Y1= 8,000 = 0,659
X2
Y2=90% (Y1)=9x 10" | LogY2= 6,000 = 1,219
IC 9 0,560
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Lampiran 4.6 Perhitungan Konsentrasi Hambat Minimum (KHM) dan 1Cso

menggunakan kurva polynomial

Streptococcus mutans

ekstrak (ml) etanol 80% air panas
0 0 0
0.2 73.4 37
0.4 85 57.4
0.6 89.3 68
0.8 94.8 83.4
1 97.9 89.7
120 - y =-167,81x2 + 247,53x + 11,168
s R =0,8971
s 100 - s
©
-g 80 -
© 60 - # etanol 80%
-h:D M air panas
qc, 401 y =-77,455x2 + 162,93x + 2,8536
Q. o - R*=0,9896
N
0 . T T 1
0 0,5 1 1,5
Ekstrak(ml)

etanol 80%

69

y =-167,8x? + 247,5x + 11,16
50% = -167,8x> + 247,5x + 11,16
0,5 =-167,8x? + 247,5x + 11,16
0 =x2+1,47x-0,06

0=(x-0,042) (x +1,48)
x1=0,042 mg/ml

x2=-1,48 mg/ml

y = -167,8x? + 247,5x + 11,16
90% = -167,8x? + 247,5x + 11,16
0,9 = -167,8x? + 247,5x + 11,16
0 =x2+1,47x-0,06

0 =(x-0,040) (x +1,515)
x1=-0,040 mg/ml

x2=1,515 mg/ml

Air panas

y = -77,45x% + 162,9x + 2,853
50% = -77,45x% + 162,9x + 2,853
0,5 =-77,45x? + 162,9x + 2,853
0 =x2+2,1x-0,03

0 = (x -0,014) (x +2,118)

x1= 0,014 mg/ml
x2=-2,118mg/ml

y = -77,45x% + 162,9x + 2,853
90% = -77,45x* + 162,9x + 2,853
0,9 = -77,45x? + 162,9x + 2,853
0=x2+2,1x- 0,025

0 =(x +0,012) (x - 2,115)
x1=-0,012 mg/ml

x2=2,115 mg/ml
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Candida albicans

ekstrak (ml) etanol 80% air panas

0 0.0 0.0

0.2 62.6 41.1

0.4 72.5 52.9

0.6 86.4 67.3

0.8 94.7 76.4
1 98.9 84.2

120 - y =-133,21x2 + 219,6x + 8,2286

R2=0,9419
S 100 - .

Jd
©

0 80 -

g
60 -

-0:0 @ etanol 80%
5 400 y =-79,152x2 + 156,48x + 4,4321 W air panas
Q R?=0,9757
3 20 -

O . , : i .
0 0,2 0,4 0,8 1 1,2
Ekstrak (ml)

etanol 80%

70

y =-133,2x? + 219,6x + 8,228
50% = -133,2x? + 219,6x + 8,228
0,5 =-133,2x° + 219,6x + 8,228
0 = x2+1,65x-0,058

0 =(x-0,034) (x +1,683)

x1= 0,034 mg/mi

x2=-1,683 mg/ml

y = -133,2x% + 219,6x + 8,228
90% = -133,2x? + 219,6x + 8,228
0,9 =-133,2x? + 219,6x + 8,228
0=x2+1,65x - 0,055
0=(x+0,033) (x—1,681)
x1=-0,033 mg/ml

x2=1,681 mg/ml

Air panas

y =-79,15%° + 156,4X + 4,432
50% = -79,15x% + 156,4x + 4,432
0,5 =-79,15x2 + 156,4x + 4,432
0 =x2+ 1,97x-0,049

0 =(x-0,025) (x +2)

x1= 0,025 mg/mi

x2=-2 mg/ml

y = -79,15x% + 156,4x + 4,432
90% = -79,15x? + 156,4x + 4,432
0,9 = -79,15x? + 156,4x + 4,432
0=x2+1,97x-0,044
0=(x+0,022) (x—1,998)
x1=-0.22 mg/ml

x2=1,998 mg/ml
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Lampiran 4.7 Dokumentasi Foto Penelitian

Pengecilan ukuran daun tembakau

.

(2

Proses pembuatan media

Uji aktivitas antiosidan
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Proses inkubasi mikroba selama

24 jam

72

Uji aktivitas antijamur
(Candida albicans)
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