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RINGKASAN 

Variasi Suhu dan Jenis Pelarut pada Ekstraksi Daun Tembakau Kasturi 

Inferior sebagai Senyawa Antibakteri; Nala Ummi Husainah; 2015; 

151710101020; 76 halaman; Program Studi Hasil Pertanian, Fakultas Teknologi 

Pertanian, Universitas Jember.                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                               

 Tanaman tembakau Kasturi banyak dibudidayakan di daerah Jember dan 

Bondowoso. Daun tembakau Kasturi digunakan sebagai bahan baku rokok kretek, 

namun tidak semua bagian daun Kasturi dapat dijadikan rokok kretek. Keterbatasan 

pemanfaatan daun tembakau Kasturi bagian pasir/koseran berpotensi diolah menjadi 

produk bernilai ekonomis. Daun tembakau diketahui memiliki kandungan senyawa 

aktif flavonoid yang dapat berfungsi sebagai antibakteri. Kandungan flavonoid daun 

tembakau dapat diperoleh dengan proses ekstraksi menggunakan pelarut yang bersifat 

polar agar hasil lebih maksimal. 

Penelitian dilakukan dengan mengekstraksi daun tembakau Kasturi inferior 

menggunakan suhu dan jenis pelarut yang berbeda yaitu pelarut metanol dan etanol 

dengan suhu maserasi 30 
°
C, 60 

°
C dan 75 

°
C. Percobaan dilakukan pengulangan 

sebnayak tiga kali. Penggunaan jenis pelarut dan suhu yang berbeda diharapkan 

mampu meningkatkan jumlah ekstrak senyawa flavonoid dalam daun tembakau 

Kasturi inferior. Penelitian dilakukan dengan beberapa tahap, tahap pertama yaitu 

ekstraksi senyawa aktif dari daun inferior Kasturi, analisis total polifenol, analisis 

senyawa aktif dan uji aktivitas antibakteri. Data total polifenol yang diperoleh diuji 

statistik analisis keragaman (ANOVA), apabila ada perbedaan yang signifikan maka 

dilanjutkan dengan uji Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) dengan tingkat 

signifikan  α ≤ 5 % untuk mengetahui tingkat perbedaan antar perlakuan. Pengolahan 

data menggunakan software SPSS versi 24. Data antibakteri dianalisis menggunakan 

Microsoft excel 2013. Data yang telah didapatkan diinterpretasikan sesuai hasil yang 

diperoleh dan dibandingkan dengan literatur yang ada. 
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Berdasarkan hasil penelitian ekstraksi daun tembakau Kasturi inferior 

menggunakan variasi jenis pelarut dan suhu maserasi diperoleh, hasil peningkatan 

total polifenol seiring dengan semakin tinggi polaritas pelarut dan meningkatnya suhu 

maserasi. Hasil penelitian menunjukkan perbedaan perlakuan pelarut metanol dan 

etanol meningkat tetapi tidak berpengaruh nyata terhadap total polifenol pada setiap 

suhu perlakuan sedangkan suhu perlakuan 30 
°
C, 60 

°
C dan 75 

°
C berpengaruh nyata 

terhadap total polifenol. Total polifenol pelarut metanol dan etanol pada masing-

masing suhu perlakuan yaitu 13,71 ; 18,87 19,24 mg GAE/g dan 13,86 19,46 20,45 

mg GAE/g. 

 Hasil analisis LC-MS ekstrak daun tembakau Kasturi inferior memiliki 

kandungan senyawa aktif golongan senyawa saponin, steroid, flavonoid, terpenoid 

dan aminoglikosida. Ekstrak daun tembakau Kasturi inferior berpotensi sebagai 

antibakteri. Pada ekstrak metanol memiliki nilai KHM pada bakteri B. cereus sebesar 

0,711 mg/ml dan IC50 sebesar 0,183 mg/ml dan pada bakteri S. dysenteriae 

menunjukkan nilai KHM sebesar 1,033 mg/ml dan IC50 sebesar 0,249 mg/ml. Pada 

ekstrak etanol memiliki nilai KHM pada bakteri B. cereus sebesar 0,859 mg/ml dan 

IC50 sebesar 0,210 mg/ml dan pada bakteri S. dysenteriae menunjukkan nilai KHM 

sebesar 2,089 mg/ml dan IC50 sebesar 0,439 mg/ml. 
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SUMMARY 

Extraction of Inferior Kasturi Tobacco Leafe at Different Temperature and 

Type of Solvents as Antibacterial Compounds; Nala Ummi Husainah; 2015; 

151710101020; 76 page; Department of Agricultural Product Technology, Faculty of 

Agricultural Technology, University of Jember. 

 Kasturi tobacco is widely cultivated in Jember and Bondowoso and as use to 

fufill the need of raw material for making clove cigarettes, but not all parts of kasturi 

leaves can be used as clove cigarettes. Limitations of the use tobacco leaves the sand / 

koseran need special handling by making it extract. Tobacco leaves contain active 

compounds such as alkaloids, flavonoids, and polyphenols. These compounds can be 

used as antibacterial. The flavonoids in tobacco leaf can be obtained by extraction 

process using polar solvent and maceration temperature that produces more 

maximum extract. 

 The study was conducted by extracting of Kasturi inferior leaf using different 

temperatures and types of solvents, namely methanol and ethanol solvents with 

maceration temperatures 30 °C, 60 °C and 75 °C. The use of solvent types and 

temperature variations are expected to increase flavonoids in Kasturi inferior leaves 

that produces more maximum extract. The research consist of four steps, the first step 

were extraction of active compounds from Kasturi inferior leaf, analysis total 

polyfenol, analysis active compound and antibacterial activity. 

 The research result showed that types of ethanol and methanol solvents did 

not significantly affect the total polyphenols at each different temperature and 

temperature maceration influent significantly in total polyphenols produced. Total 

polyphenols produced from methanol solvents at temperatures of 30 °C, 60 °C, and 

75 °C respectively were 13.86 mg GAE/g; 19.46 mg GAE/g; 20.45 mg GAE/ g, while 

in ethanol the solvent produced a total polyphenol 13.71 mg GAE/g; 18.87 mg 

GAE/g; 19.24 mg GAE/g. The analysis chemical compound of extracted Kasturi 
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inferior leaf extract contain active compounds such as senyawa saponin, steroid, 

flavonoid, terpenoid and aminoglikosida. The result of antibacterial activity of 

extracted Kasturi inferior leaf extract that have methanol solvent treatment with B. 

cereus was  MIC 0.711 mg/g and IC50 was 0.183 mg/ml and S. dysenteriae showed a 

MIC value of 1.033 mg/ml and IC50 of 0.249 mg/ ml meanwhile ethanol solvent B. 

cereus was  MIC 0.859 mg/g and IC50 was 0.210 mg/ml and S. dysenteriae showed a 

MIC value of 2,089 mg/ml and IC50 of 0.439 mg/ml. 
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BAB 1. PENDAHULUAN 

1.1 Latar Belakang 

 Tanaman tembakau jenis Kasturi banyak dibudidayakan di daerah Jember dan 

Bondowoso Jawa Timur. Badan Pusat Statistik Kabupaten Jember (2018), 

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

pada tahun 2017 mencapai 43.016,21 kw dan tembakau Na-Oogst (NO) sebanyak 

32.593,00 kw. Kecamatan Kalisat salah satu kecamatan di Kabupaten Jember yang 

memiliki produksi tembakau Kasturi terbesar dibandingkan kecamatan lain dengan 

hasil produksi 9.956 kw. Daun tembakau Kasturi banyak digunakan sebagai bahan 

rokok kretek, akan tetapi tidak semua daun tembakau Kasturi dapat diproses menjadi 

rokok kretek. Daun pucuk, daun tengah dan daun kaki yang dapat dimanfaatkan 

sebagai bahan rokok kretek. Daun pasir/koseran (inferior) seringkali dibiarkan 

mengering dipohon sehingga kurang termanfaatkan. Berdasarkan informasi dari 

petani Kalisat, rata-rata jumlah daun tembakau pasir/koseran mencapai 10-20% dari 

jumlah hasil panen. Bagian daun limbah tersebut masih dapat dimanfaatkan lebih 

dengan menjadikan ekstrak daun tembakau.  

 Daun tembakau diketahui mengandung senyawa aktif seperti alkaloid, tanin, 

saponin, flavonoid, glikosidik sianogenik, terpenoid dan steroid (Okorondu et al., 

2015). Senyawa aktif kelompok fenolik yang telah diisolasi dari berbagai tumbuhan 

diketahui mempunyai sifat toksik. Sifat tersebut dapat berpotensi sebagai anti jamur 

dan anti bakteri (Ergina et al., 2014). Total polifenol ekstrak daun tembakau yaitu 

44,77 mg GA/ml (Savira, 2018). Senyawa aktif daun tembakau terdapat dalam 

jaringan, sehingga perlu dilakukan ekstrasi untuk mendapatkan senyawa tersebut.  

 Ekstraksi merupakan suatu proses penarikan komponen senyawa yang 

diinginkan dari suatu bahan dengan cara pemisahan satu atau lebih komponen dari 

suatu bahan yang mengandung komponen tersebut (Ahmad, 2006). Tujuan dari 

ekstraksi yaitu untuk mendapatkan senyawa yang diinginkan dari bahan yang akan 
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diekstrak menggunakan pelarut selektif selama ekstraksi (Ncube et al., 2008). Faktor 

yang mempengaruhi hasil ekstraksi antara lain jenis pelarut, konsentrasi pelarut, 

ukuran partikel, suhu, pH dan lama ekstraksi (Chew et al., 2011). Jumlah senyawa 

aktif yang dihasilkan melalui ekstraksi dapat dipengaruhi oleh jenis pelarut dan suhu 

ekstraksi yang digunakan. Ketepatan jenis pelarut dan suhu ekstraksi senyawa 

polifenol yang digunakan harus tepat dan sesuai dengan sifat bahan.  

 Pemilihan pelarut harus sesuai dengan kandungan senyawa yang akan 

diekstraksi. Senyawa aktif pada ekstrak yang bersifat polar maka akan lebih baik dan 

efektif digunakan pelarut yang bersifat polar. Demikian pula suhu ekstraksi juga 

berpengaruh pada kandungan ekstrak yang dihasilkan. Menurut Wazir et al. (2011), 

penggunaan suhu tinggi dalam ekstraksi dapat meningkatkan kelarutan fenol. 

Penggunaan suhu tinggi juga berpengaruh pada jenis pelarut yang digunakan. Suhu 

ekstraksi yang digunakan sebaiknya tidak jauh berbeda dengan titik didih pelarut.  

 Jenis pelarut dan suhu maserasi yang digunakan pada ekstraksi senyawa aktif 

dapat mempengaruhi kandungan fenolik yang dihasilkan (Wazir et al., 2011). 

Penelitian Savira (2017), ekstrak tembakau dengan pelarut aquadest dengan suhu 60 

C menghasilkan total polifenol 44,77 mg GAE/ml. Pemilihan pelarut dan suhu 

ekstraksi daun tembakau Kasturi inferior diharapkan dapat menghasilkan senyawa 

aktif pada tembakau yang berpotensi sebagai antibakteri. Oleh karena itu, penelitian 

mengenai variasi suhu dan jenis pelarut pada ekstraksi daun tembakau Kasturi 

inferior untuk menghasilkan senyawa aktif dan mengetahui apakah perlakuan suhu 

dan jenis pelarut memiliki sifat antibakteri terhadap bakteri patogen, seperti Bacillus 

cereus dan Shigella dysenteriae. 

1.2 Rumusan Masalah  

Daun tembakau Kasturi banyak digunakan sebagai bahan rokok kretek, akan 

tetapi tidak semua daun tembakau Kasturi dapat diproses menjadi rokok kretek. Daun 

pucuk, daun tengah dan daun kaki yang dapat dimanfaatkan sebagai bahan rokok 

kretek. Daun pasir/koseran (inferior) seringkali dibiarkan mengering di pohon 
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sehingga kurang termanfaatkan. Keterbatasan pemanfaatan daun tembakau kasturi 

pasir/koseran (inferior) perlu penanganan khusus. Salah satu teknologi pengolahan 

daun tembakau inferior adalah mengubahnya menjadi ekstrak.  

Teknik ekstraksi senyawa aktif daun tembakau dapat menggunakan cara maserasi. 

Ekstraksi metode maserasi dipengaruhi jenis pelarut (sifat polaritas) dan suhu 

maserasi. Sifat polaritas/kepolaran pelarut dapat meningkatkan senyawa aktif yang 

dihasilkan. Kondisi yang sama pada maserasi juga dapat dipengaruhi oleh suhu 

maserasi. Peningkatan suhu maserasi dapat menaikkan kelarutan senyawa fenol yang 

dihasilkan (Wazir et al., 2011). Oleh karena itu, dilakukan penelitian mengenai 

variasi suhu dan jenis pelarut pada ekstraksi maserasi daun tembakau kasturi inferior 

untuk mengetahui apakah perlakuan suhu dan jenis pelarut memiliki kandungan total 

berbeda dan memiliki sifat antibakteri terhadap bakteri B. cereus dan S. dysenteriae. 

1.3 Tujuan Penelitian 

Tujuan penelitian ini adalah:  

1. Mengetahui pengaruh jenis pelarut dan suhu ekstraksi terhadap total polifenol 

ekstrak daun tembakau Kasturi inferior 

2. Mengetahui komponen polifenol ekstrak daun tembakau Kasturi inferior 

3. Mengetahui daya hambat ekstrak daun tembakau Kasturi inferior terhadap 

pertumbuahan bakteri B. cereus dan S. dysenteriae. 

 

1.4 Manfaat Penelitian 

Manfaat penelitian ini adalah:  

1. Meningkatkan nilai ekonomi daun tembakau Kasturi inferior dalam bentuk 

ekstrak 

2. Mengurangi limbah daun tembakau Katsuri inferior yang terbuang tanpa 

dimanfaatkan lebih lanjut. 
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA 

2.1 Daun Tembakau Kasturi dan Komposisi Kimia Daun Tembakau  

Tanaman tembakau yang paling banyak dibudidayakan di Kabupaten Jember dan 

Bondowoso yaitu jenis Nicotiana tabaccum L. dan  Nicotiana rustica (Hartanti et al., 

2012). Tembakau  Nicotiana tabaccum L. yang dibudidayakan pada musim kemarau 

atau dikenal dengan tembakau Voor Oogst (VO) dan diolah secara krosok (leaf type) 

atau lembaran-lembaran. Salah satu jenis Voor Oogst yaitu tembakau Kasturi. Ciri-

ciri spesies Nicotiana tabacum L. yaitu memiliki mahkota bunga berwarna merah 

muda hingga kemerahan, mahkota bunga berbentuk lonceng, daun lonjong dengan 

ujung yang runcing, kedudukan daun pada batang tegak, dan tingginya sekitar 120 cm 

(Usmadi et al., 2007).  

Daun tembakau Kasturi menurut klasifikasi berdasarkan letak daun dapat dibagi 

menjadi empat bagian yaitu daun pucuk, daun tengah, daun kaki dan daun 

pasir/koseran. Bagian daun pucuk, tengah dan kaki banyak digunakan sebagai bahan 

rokok kretek. Daun pasir/koseran (inferior) seringkali dibiarkan mengering dipohon 

sehingga kurang termanfaatkan.  

Produktivitas tembakau kasturi di Kabupaten Jember menurut Badan Pusat 

Statistik Kabupaten Jember (2018), menyebutkan bahwa produksi tanaman tembakau 

jenis Voor-Oogst (VO) Kasturi pada tahun 2017 mencapai 43.016, 21 kw dan 

tembakau Na-Oogst (NO) sebanyak 32.593, 00 kw. Kecamatan Kalisat merupakan 

kecamatan di Kabupaten Jember yang memiliki produksi tembakau Kasturi terbesar 

dibandingkan kecamatan lain dengan hasil produksi 9.956 kw. Menurut petani Kalisat 

rata-rata jumlah daun tembakau pasir/koseran mencapai 10-20% dari jumlah hasil 

panen atau sebanyak 995,6 – 1991,2 kw namun belum termanfaatkan. 

Komponen kimia yang terdapat pada tembakau Nicotiana tabaccum L. secara 

umum yaitu abu 20%, gula 0,5-2,5%, fenol 0,0-0,5%, nitrat 1,0-2,0%, nikotin 0,5-

4,0% dan kandungan N total 2,18-3,58% (Cahyono, 1998). Senyawa kimia yang 
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terdeteksi pada daun tembakau jenis Plovdiv 7 yaitu nikotin 2,3%, gula reduksi 8,4 

%, total nitrogen 1,9%, mineral 14,7 %. Ciri lain yang dapat membedakan tembakau 

Kasturi dengan tembakau lain yaitu kandungan nikotin yang tinggi daripada 

tembakau Na Oogst. Menurut Sholeh et al., (2000) kandungan nikotin pada tembakau 

kasturi mencapai 3,21% sedangkan nikotin pada tembakau jenis Na Oogst hanya 

mencapai 1,75%.  

2.2 Metabolit Sekunder Tembakau  

Tanaman memiliki dua jenis senyawa metabolit, yaitu metabolit primer dan 

sekunder. Metabolit primer digunakan tanaman untuk pertumbuhan pada proses 

metabolisme sel dan keseluruhan proses sintesis dan perombakan zat-zat yang 

dilakukan oleh organisme untuk kelangsungan hidupnya, sedangkan metabolit 

sekunder tidak berperan secara langsung untuk pertumbuhan tanaman (Almatsier, 

2009). Metabolit sekunder pada umumnya berfungsi untuk mempertahankan diri 

tumbuhan dari lingkungan dan dapat dimanfaatkan dalam bidang farmakalogi. 

Tembakau menghasilkan beberapa metabolit sekunder antara lain berupa alkaloid, 

tanin, saponin, flavonoid, terpenoid, glikosidik sianogenik (Okorondu et al., 2015). 

Senyawa-senyawa tersebut memiliki sifat antibakteri yang dapat mengahambat 

pertumbuhan bakteri patogen.  

Senyawa flavonoid yang telah berhasil diisolasi dari berbagai tumbuhan 

diketahui mempunyai aktivitas biologi seperti bersifat toksik  terhadap sel kanker, 

anti jamur dan anti bakteri (Ergina et al., 2014). Senyawa terpenoid dapat dijadikan 

sebagai agen antimikroba  (Saxena dan Kalra, 2011) dan tanin sebagai agen 

antibakteri (Min et al., 2008). Penelitian sebelumnya pada etanol 80% daun tembakau 

mampu menghambat bakteri E.coli, B. subtillis dan S. aureus dengan zona hambat 

20,32 mm, 12,89 mm, dan 17,66 mm (Wang et al., 2008). 

Penelitian yang dilakukan Popova et al. (2015), pada tiga jenis tembakau yang 

ditanam di Bulgaria menghasilkan beberapa kandungan senyawa aktif yang berbeda 
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setiap jenisnya. Kandungan fenolik pada masing-masing jenis tembakau dusajikan 

pada Tabel 2.1. 

Tabel 2.1 Kandungan fenolik dalam daun tembakau (mg/g) 

Kandungan Fenolik Burley  Virginia  Oriental  

Galic >0.01 0,12 0,15 

Proto - catechuic - - 1.73 

Salicylic 1.73 0.89 1.07 

Chlorogenic 1.21 13.11 10.54 

Vanillic 0.11 0.22 0.15 

Caffeic 0.30 0.14 0.27 

Syringic 0.10 0.13 0.46 

p-Coumaric 0.06 0.11 0.67 

Ferulic 0.30 0.10 0.24 

Sinapic 0.44 0.65 0.04 

Cinnamic 0.04 0.04 0.48 

Total 4.29 15.51 15.80 

Sumber: Popova et al., (2015). 

2.3 Komponen Senyawa Antibakteri dan Mekanismenya 

  Senyawa antibakteri daun tembakau mampu menghambat pertumbuhan bakteri 

dengan berbagai macam cara. Senyawa yang bersifat sebagai antibakteri yaitu seperti 

flavonoid, alkaloid, tannin, saponin. Berikut merupakan mekanisme senyawa 

metabolit daun tembakau sebagai antibakteri:  

2.3.1 Flavonoid  

Golongan terbesar senyawa fenol yang terdapat pada tumbuhan yaitu flavonoid. 

Flavonoid dapat menghambat pertumbuhan virus, bakteri dan jamur yang 

mengakibatkan kerusakan membran sitoplasma dengan mengurangi fluiditas dari 

membran dan menhambat sintesis asam nukleat (Gradisar et al., 2007). Mekanisme 

kerja dari senyawa flavonoid yaitu mampu mendenaturasi protein dengan 

menghambat fungsi membran sel dan menghambat metabolisme energi, 

menyebabkan terjadinya kerusakan permeabilitas dinding sel bakteri, mikrosom, dan 

lisosom sebagai hasil interaksi antara flavonoid dengan DNA bakteri (Taiga dan 

Friday, 2009). Selain itu, flavonoid mengakibatkan kerusakan membran sitoplasma 
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dengan mengurangi fluiditas dari membran (Tsuchiyah, 2000). Penelitian sebelumnya 

pada ekstrak etanol daun tembakau kasturi dengan kadar polifenol 44,77 mg GAE/ml 

memiliki nilai KHM dan IC50 pada bakteri B. subtilis yaitu 627,80 μg/ml dan 204,61 

μg/ml (Savira, 2018). 

2.3.2 Steroid 

Steroid termasuk dalam senyawa yang penting dengan struktur sterana jenuh 

(saturated tetracylic hydrocarbon: 1,2-cyclopentano-perhydrophenanthrene) dengan 

17 atom karbon dan 4 cincin (Dwilistiani, 2013). Mekanisme kerja steroid dalam 

menghambat pertumbuhan bakteri adalah adanya membran lipid yang memiliki 

sensitivitas terhadap komponen steroid sehingga menyebabkan kebocoran pada 

lisosom (Madduluri 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 (Ahmed dan Bahar, 2007). Ekstrak etanol teh 

konsentrasi 13% memiliki daya hambat pada Bacillus cereus 12, 75 mm dengan total 

pertumbuhan bakteri 1,1×10
4
 CFU/ml (Widyasanti et al., 2016). 

2.3.4 Saponin  

Saponin memberikan efek antibakteri yang dapat menyebabkan kebocoran 

protein dan enzim dari dalam sel yang dapat merusak permeabilitas membran sel 

(Madduluri et al., 2013). Rusaknya membran sel menyebabkan sitoplasma bocor 

keluar dari sel yang mengakibatkan kematian sel (Cavalieri et al, 2005). Hal ini 

sangat mengganggu kelangsungan hidup bakteri sehingga lama kelamaan bakteri 

akan mati (Harborne, 2006). Hasil penelitian ekstrak daun Abutilon indicum 

konsentrasi saponin 1,11 mg/ml mampu menghambat S. aureus 17 mm (Ravi et al., 

2016). 

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


8 
 

 

2.4 Faktor yang Mempengaruhi Ekstraksi Maserasi 

Ekstraksi maserasi digunakan untuk mengambil atau mengekstraksi senyawa dari 

suatu larutan atau padatan dengan teknik perendaman terhadap bahan atau sampel 

yang diekstraksi (Ibrahim dan Marham, 2013). Perendaman sampel akan 

menyebabkan pemecahan dinding sel dan membran sel. Kerusakan tersebut sebagai 

akibat dari perbedaan tekanan antara dalam luar sel yang dapat dipengaruhi oleh 

beberapa faktor.  

Beberapa faktor yang mempengaruhi hasil ekstraksi antara lain jenis pelarut, 

konsentrasi pelarut, ukuran partikel, suhu, pH dan lama ekstraksi (Chew et al., 2011). 

Pemilihan jenis pelarut harus mempertimbangkan beberapa faktor antara lain 

selektivitas (sifat polaritas), mempunyai daya larut tinggi, kemudahan untuk diuapkan 

dan harga pelarut (Harborne, 1987). Larutan pengekstraksi yang digunakan harus 

sesuai dengan sifat polaritas senyawa yang dinginkan. Menurut prinsip polarisasi, 

suatu pelarut akan cenderung melarutkan senyawa yang mempunyai tingkat 

kepolaran yang sama (Harborne, 1987). Jika senyawa pada ekstrak yang dikehendaki 

bersifat polar maka pelarut yang digunakan lebih baik dan efektif bersifat polar. 

Kepolaran suatu pelarut ditentukan oleh besar konstanta dielektik pada pelarut, 

semakin besar nilai konstanta dielektrik suatu pelarut maka polaritasnya semakin 

besar. Hal ini didukung penelitian Savitri et al. (2017), bahwa jenis pelarut metanol 

dan etanol yang memiliki konstanta dielektrik berbeda berpengaruh terhadap total 

fenolik Sargassum polycystum yang dihasilkan yaitu 4,43 dan 3,82 mgGAE/100g. 

Beberapa jenis pelarut organik dan sifat fisiknya disajikan pada Tabel 2.2 
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Tabel 2.2 Jenis pelarut organik dan sifat fisiknya 

Nama pelarut Konstanta 

dielektrik 

Titik didih Titik beku 

Aquadest  80,2 100 0 

Methanol 32,6 64 -98 

Etanol 24,3 78,4 -117 

Kloroform 4,8 61,2 -64 

Etil asetat  6,0 7,1 -84 

Dietil eter 4,3 35 -116 

Aseton  20,7 56 -95 

Sumber: Sudarmadji et al., (2007). 

Perbedaan suhu ekstraksi juga berpengaruh pada kandungan ekstrak yang 

dihasilkan. Menurut Wazir et al. (2011), penggunaan suhu tinggi dalam ekstraksi 

dapat meningkatkan kelarutan fenol. Suhu tinggi mampu melepaskan senyawa fenol 

sel dinding atau senyawa fenolik yang terikat disebabkan oleh rusaknya unsur-unsur 

sel, menyebabkan semakin banyak senyawa fenol yang terekstrak.  Margaretta et al. 

(2011), mengatakan bahwa semakin tinggi suhu ekstraksi kandungan fenol yang 

didapat semakin banyak. Hal ini dikarenakan suhu yang tinggi akan menyebabkan 

kelarutan senyawa fenol dalam pelarut semakin besar. Dengan meningkatkan suhu, 

difusi yang terjadi juga semakin besar sehingga proses ekstraksi akan berjalan lebih 

cepat. Akan tetapi peningkatan suhu ekstraksi juga perlu diperhatikan karena suhu 

yang terlalu tinggi dapat menyebabkan kerusakan pada bahan yang sedang di 

ekstraksi. Hasil penelitian Ibrahim et al. (2015), perlakuan terbaik minuman sari jahe 

diperoleh suhu 95 ᶿC total fenol 447,93 ppm. 

2.5 Karakteristik Bakteri Patogen 

Bakteri adalah organisme golongan prokariotik. Bakteri dapat diklasifikasikan 

berdasarkan hasil pewarnaan gram yaitu bakteri gram positif dan bakteri gram 

negatif. Menurut Poeloengan et al. (2007), bakteri gram positif memiliki sruktur 

dinding sel yang sederhana yaitu hanya tersusun dari peptidoglikan sehingga 

memudahkan senyawa aktif dalam ekstrak daun tembakau menembus dan merusak 

susunan sel. Hal tersebut mengakibatkan tekanan osmotik di dalam sel lebih besar 
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sehingga sel mengalami lisis atau mati, selain itu bakteri gram positif mengandung 

lipid yang rendah (1-4%) sehingga lebih mudah dirusak oleh senyawa aktif yang 

terdapat dalam ekstrak daun tembakau, sedangkan S. dysenteriae yang merupakan 

bakteri gram negatif memiliki dinding sel berlapis tiga (multilayer) yaitu lipoprotein, 

membran luar fosfolipid dan lipopolisakarida, dimana memban luar fosfolipid ini 

dapat menghalangi masuknya zat antibakeri ke dalam sel, sehingga penghambatan 

aktivitas antibakeri lebih sulit daripada gram positif. Bakteri gram negatif juga 

memiliki dinding sel dengan kandungan lipidnya lebih tinggi daripada bakteri gram 

positif yaitu sekitar 11-12% dan susunan dinding selnya lebih kompleks. 

2.5.1 Bacillus cereus 

Bacillus cereus merupakan bakteri berbentuk batang, termasuk kelompok 

pembentuk endospora yang menjadi penyebab terjadinya keracunan pangan. (Todar, 

2005). Jenis penyakit yang dapat ditimbulkan oleh bakteri ini adalah diare dan ametik 

(mutah). Penyakit terjadi seiring dengan termakannya sejumlah besar organisme 

(>10
6
-10

7
 sel) tumbuh di dalam usus halus, menghasilkan enterotoksin dan 

menyebabkan diare (Labbe, 1989; Brynestad dan Granum, 2002).  

 Suhu pertumbuhan B. cereus 7-49 
o
C dengan suhu minimum 4-5 

o
C dan suhu 

maksimum 48-50 
o
C. Suhu pertumbuhan spora 8-30 

o
C, dengan pH 4,9-9,3 dan 

toleransi garam <10% (Tajkarimi, 2007). Bakteri B. cereus tergolong gram positif 

yang memiliki kerentanan yang lemah dibanding bakteri gram negatif.  Penelitian 

sebelumnya tentang daya hambat B. cereus telah dilakukan oleh Indrawati dan Rizki 

(2017), ekstrak Buah Buni (Antidesma bunius) pada konsentrasi  1,25% dan 80% 

memiliki potensi antibakteri terhadap B. cereus dengan diameter hambat 6,4 mm dan 

18,4 mm sedangkan ekstrak etanol teh konsentrasi 13% memiliki daya hambat pada 

B. cereus 12, 75 mm dengan total pertumbuhan bakteri 1,1×10
4
 CFU/ml (Widyasanti 

et al., 2016). 
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2.5.2 Shigella dysenteriae  

Shigella dysenteriae termasuk bakteri gram negatif yang berukuran 0,5 – 0,7 

μm x 2 – 3 μm. Bentuknya batang pendek, tidak berspora, tidak berflagel sehingga 

tidak bergerak, memiliki kapsul. Koloni S. dysenteriae berbentuk cembung, bundar, 

transparan dengan diameter kira – kira 2 mm, suhu optimum 37 C dan pH 6,4-7,8 

(Jawetz, 2008). Hasil penelitian menunjukkan bahwa, ekstrak etanol 70% daun 

kersen dapat menghambat bakteri S. dysenteriae. Konsentrasi Hambat Minimum 

(KHM) ekstrak etanol 70% daun kersen (Muntingia calabura L.) terhadap bakteri S. 

dysenteriae sebesar 3,25% (Prasetyo dan Sasongko, 2014). Ekstrak etanol teh 

konsentrasi 13% memiliki daya hambat pada S. dysenteriae 10,6  mm dengan total 

pertumbuhan bakteri 4,6×10
6
 CFU/ml (Widyasanti et al., 2016). 

2.6 LC-MS (Liquid Chrimatograph-tandem Mass Spectrometry) 

LC-MS merupakan salah satu teknik analisis dengan resolusi tinggi yang dapat 

digunakan dalam analisis kuantitatif maupun analisis stuktural sehingga dapat 

memberikan pendekatan yang sangat berguna dalam menentukan profil suatu 

metabolit (Theoridis et al., 2008). Prinsip kerja LC-MS yaitu menggabungkan 

kemampuan pemisahan fisik dari kromatografi cair dengan kemampuan analisis 

spektrometer massa. Kelebihan dai teknologi LC-MS yaitu hasil analisis yang khas 

dan spesifik diperoleh dari penggunaan spektrometer massa sebagai detektor, aplikasi 

yang luas dengan sistem yang praktis karena penerapan LC-MS tidak terbatas untuk 

molekul volatil (biasanya dengan berat molekul di bawah 500 Da), mampu mengukur 

analit yang sangat polar, selain itu persiapan sampel cukup sederhana tanpa adanya 

teknik derivatisasi, pengujian yang berbeda dapat dikembangkan dengan tingkat 

fleksibilitas yang tinggi dan waktu yang singkat. Selain itu, sejumlah data kualitatif 

maupun kuantitatif dapat diperoleh. Hal ini disebabkan seleksi ion yang sangat cepat 

dengan banyak parameter (Michel dan Kaufman, 1973). 
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BAB 3. METODE PENELITIAN 

 

3.1 Tempat dan Waktu  

Penelitian dilaksanakan di Laboratorium Kimia dan Biokimia Pangan dan 

Hasil Pertanian dan Laboratorium Mikrobiologi Pangan Hasil Pertanian Fakultas 

Teknologi Pertanian Universitas Jember. Waktu pelaksanaan penelitian mulai bulan 

Maret 2019 sampai Juni 2019. 

3.2 Alat dan Bahan 

3.2.1 Alat penelitian 

Alat yang digunakan pada penelitian ini yaitu blender (Philips), gelas ukur 500 

ml (Pyrex, Germany), erlenmeyer 500 ml (Pyrex, Germany), neraca analitik (Ohaus, 

USA), shaker waterbath (Memmert D-91126, Jerman), rotary evaporator (Butchi, 

Jerman), spatula dan kertas saring. Alat yang digunakan untuk analisis yaitu pi-pump, 

cawan petri (Pyrex, Jerman), tabung reaksi (Pyrex, Jerman), gelas ukur 500 ml 

(Pyrex, Germany), spektofotometer (Thermo Scientific Genesys 10S UV-VIS, 

China), laminar air flow (Crumair, Spanyol),  colony counter (Stuart Scientific), 

bunsen (pyrex, Japan), pipet mikro (Biohit 12636255, Jerman), autoklaf (Hirayama 

HI, 36, Jepang), inkubator (Haraeus Inst B6200, Jerman). 

3.2.2 Bahan Penelitian 

Bahan yang digunakan untuk proses ekstraksi maserasi yaitu daun tembakau  

Kasturi inferior kering dari petani rakyat Kalisat - Jember, etanol 96%, metanol 96%.  

Bahan yang digunakan analisis yaitu akuades, asam galat, etanol PA, reagen Follin-

Ciocalteau 10%, Na2CO3 7%, media NA (Nutrient Agar), DMSO (Dimethyl 

Sulfoxide). Bakteri yang digunakan yaitu B. cereus dan S. dysenteriae yang diperoleh 

dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Jember. 
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3.3 Pelaksanaan Penelitian  

3.3.1 Rancangan Percobaan 

 Rancangan percobaan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Rancangan 

Acak Lengkap (RAL) dengan dua faktor yaitu perbedaan jenis pelarut (A) dan variasi 

suhu meserasi (B). Percobaan dilakukan sebanyak tiga kali ulangan. Rancangan 

percobaan penelitian disajikan pada Tabel 3.1:  

Tabel 3.1 Rancangan percobaan ekstrasi senyawa aktif daun tembakau kasturi dengan 

perbedaan suhu dan jenis pelarut 

A/B B1 B2 B3 

A1 A1B1 A1B2 A1B3 

A2 A2B1 A2B2 A2B3 

 

Keterangan: 

A1: etanol 80% 

A2: metanol 80% 

B1: suhu 30 
°
C 

B2: suhu 60 
º
C 

B3: suhu 75 
°
C 

3.3.2 Tahapan Penelitian 

Penelitian diawali dengan pembuatan ekstrak daun tembakau (Gambar 3.2). 

Daun tembakau  Kasturi pasir/koseran kering yang berasal dari petani wilayah Kalisat 

Jember dilakukan pengecilan ukuran menggunakan blender. Serbuk daun tembakau 

Kasturi inferior sebanyak 50 gram dilakukan ekstraksi menggunakan pelarut etanol 

80% dan metanol 80% dengan perbandingan 1:10 ml. Pembuatan larutan dari 

konsentrasi 96% ke konsentrasi 80% menggunakan rumus V1 x M1 = V2 x M2. 

Pengekstrakan dilakukan dalam shaker waterbath dengan suhu ekstraksi 30 
°
C, 60 

º
C, 

75 
°
C selama 3 jam. Setelah ekstraksi, dilakukan penyaringan fraksi supernatan 

menjadi filtrat dan residu menggunakan kain saring dan kertas saring. Filtrat yang 

diperoleh selanjutnya dipekatkan menggunakan evaporator pada suhu 60 
0
C hingga 
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larutan ekstrak pekat. Diagram alir ekstraksi daun tembakau disajikan pada Gambar 

3.2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gambar 3.2 Diagram alir pembuatan ekstrak daun tembakau Kasturi (Shekins et al., 

2016 modifikasi)      

     

 

Ekstrak Pekat  

+ metanol 80 % (1:10) ml 

Daun tembakau Kasturi 

inferior 

Pengecilan ukuran 

 

Maserasi dalam shaker waterbath 

 suhu 30, 60, 75 
º
C 

Penyaringan 

Evaporasi suhu 60 
0
C 

Filtrat 

Residu 

+ etanol 80 % (1:10) ml  

Penimbangan @50g 

 

Maserasi dalam shaker waterbath 

 suhu 30, 60, 75 
°
C 
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3.4 Prosedur Analisis 

3.4.1 Uji total polifenol  

Analisa total polifenol ditentukan secara spektrofotometri UV-Vis 

menggunakan metode Follin-ciocalteau (Singelton dan Rossi dalam Othman et al., 

2007). Pembuatan kurva standar untuk perhitungan polifenol dibuat dengan cara 

menggunakan larutan asam galat dalam etanol PA (5,4 mg asam galat/5 ml). Larutan 

asam galat di stirrer selama 5-10 menit dan ditera sampai mencapai 10 ml. Siapkan 9 

tabung reaksi yang masing-masing diisi dengan asam galat dengan jumlah 

pengambilan (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 175, dan 200μl) dan tambahkan aquades 

sampai 400 μl. Lalu ditambahkan 0,8 ml reagen Follin-Ciocalteu 10% pada masing-

masing tabung reaksi. Sampel yang telah ditambahkan folin dilakukan pengocokan 

menggunakan vorteks dan didiamkan selama 5 menit. Selanjutnya ditambahkan 0,8 

ml larutan Na2CO3 7%. Tabung reaksi yang berisi larutan kurva standar tersebut 

dibungkus atau ditutup dengan aluminium foil dan didiamkan ditempat gelap selama 

60 menit, kemudian dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan 

spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 765 nm.  

Preparasi ekstrak daun tembakau untuk pengujian total polifenol dilakukan 

pengenceran terlebih dulu. Ekstrak tembakau yang telah diencerkan sebanyak 0,2 ml 

ditambahkan 5 ml aquadest dan 0,8 ml reagen Follin ciocalteau 10%, kemudian 

dilakukan pengocokan menggunakan vorteks dan didiamkan selama 5 menit. Sampel 

ditambahkan 0,8 ml larutan Na2CO3 7% lalu divortex dan diamkan selama 60 menit 

dengan cara ditutup semua lapisan tabung reaksi menggunakan aluminium foil. 

Selanjutnya dilakukan pengukuran absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-

Vis 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 standart asam galat, sehingga diperoleh nilai (x) dan  dikalikan dengan volume 

ekstrak. Rumus yang digunakan yakni : 
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Total Polifenol (mg GAE/g)  

 

3.4.2 Analisis LC-MS 

Uji sampel dilakukan dengan peralatan LC-MS. Kolom yang digunakan dengan 

spesifikasi  Hypersil Gold (50mm x 2.1mm x 1.9µm). UHPLC merk ACCELLA type 

1250 buatan Thermo Scientific yang terdiri dari degasser vakum, pompa quartener, 

autosampler termostatik dikendalikan Personal computer melalui program x-calibur 

2.1.  Pelarut A terdiri dari 0,1% asam format dalam aquabidest, pelarut B terdiri dari 

0,1% asam format dalam Acetonitrile. Suatu gradien linier dengan kecepatan 300 

µl/menit dengan pengaturan fase gerak sebagai berikut :  a) 0-0.6 menit 95%A dan 

5%B; b) 7-7,5 menit 50%A dan 50%B; c) 7.6-9.0 menit 95%A dan 5%B. Volume 

injeksi pada LC adalah 2µL . Kolom dikontrol pada 30
◦
C, dan autosampler ditetapkan 

untuk 10
◦
C.  Penggunaan LC-MS Triple Q (quadrupole) spektrometer massa TSQ 

QUANTUM ACCESS MAX dari Thermo Finnigan dengan sumber ionisasi ESI 

(Electrospray Ionization) dikendalikan oleh software TSQ Tune yang dioperasikan 

dengan mode positive. 

3.4.3 Uji Antibakteri Ekstrak Daun Tembakau Metode KHM 

Uji antibakteri ekstrak daun tembakau kasturi terhadap bakteri B. cereus dan S. 

dysenteriae dilakukan menggunakan respon penghambatan Konsentrasi Hambat 

Minimum (KHM) dengan metode dilusi agar dan penentuan nilai IC50 (Inhibition 

Concentration) dengan menghitung jumlah koloni menggunakan satuan CFU/ml. 

Metode dilusi adalah salah satu metode yang digunakan untuk mengetahui potensi 

suatu senyawa terhadap aktivitas mikroba dengan menentukan Konsentrasi Hambat 

Minimal (KHM) (Lennette et al., 1991). Berikut beberapa tahap yang dilakuakan: 
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a. Sterilisasi Alat dan Bahan  

Sebelum dilakukan uji antibakteri, mula-mula alat dan bahan (kecuali ekstrak 

polifenol) yang digunakan untuk pengujian disterilkan terlebih dahulu didalam 

autoklaf dengan temperatur 121 ºC selama 15 menit  

b. Pembuatan Media Nutrient Agar (NA) 

Media NA sebanyak 4 g dilarutkan dalam 200 ml aquades kedalam tabung 

erlenmeyer. Campuran kemudian dipanaskan diatas hotplate magnetic sampai larutan 

berwarna kuning bening. Setelah larutan kuning bening, larutan NA dimasukkan 

kedalam masing-masing tabung reaksi. Tutup tabung reaksi menggunakan kapas, lalu 

sterilisasi pada suhu 121ᶿC selama 15 menit. 

c. Pembuatan Isolat Bakteri  

Preparasi biakan bakteri, sebanyak 1 ose kultur murni bakteri (B. cereus dan S. 

dysenteriae) digoreskan pada media miring agar NA dengan pola zig-zag, setiap 

perlakuannya dilakukan dalam keadaan steril didekat nyala api bunsen. Biakan 

diinkubasi pada suhu 37ᶿC selama 24 jam.  

d. Pembuatan suspensi bakteri 

Sebanyak 1 ose bakteri (B. cereus dan S. dysenteriae) dari stok kultur agar 

miring NA diambil 1 ose menggunakan ose steril, kemudian dimasukkan kedalam 

ependorf yang berisi 1 ml akuadest steril. Hasil kemudian dibuat seri pengenceran 

dengan cara mencampurkan 0,1 ml stok kedalam ependorf 0,9 ml aquadest steril 

sampai pengenceran 10
-4

 (Pratiwi, 2008). 

e. Pembuatan larutan uji  

Pembuatan larutan uji dilakukan dengan membuat larutan stok konsentrasi 20% 

dengan cara mengambil 2 ml ekstrak pekat daun tembakau dan ditambahkan aquades 

hingga mencamapai 20 ml. Larutan stok yang telah dibuat kemudian diambil secara 

berurutan sebanyak 0, 30, 60, 120, 240, dan 480 μl untuk dimasukkan ke dalam 

cawan petri.  
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f. Uji aktivitas antibakteri  

Uji aktivitas antibakteri daun tembakau dilakukan untuk menentukan KHM dan 

nilai IC50 pada bakteri B. cereus dan S. dysenteriae menggunakan metode dilusi agar. 

Sebanyak 200 µl suspensi bakteri yang telah dibuat (pengenceran 10
-4

) dimasukkan 

ke masing-masing cawan petri dan ditambahkan DMSO sebanyak 20µl. Larutan uji 

ditambahkan kedalam cawan petri masing masing sebanyak 0, 30, 60, 120, 240, dan 

480 μl, lalu ditambahkan media NA yang masih hangat (cair) berurut-urut ke masing-

masing cawan petri kemudian diratakan dan diamkan hingga memadat. Media NA 

yang telah berisi bakteri dan ekstrak diinkubasi suhu 37ᶿC selama 24 jam. 

Pengamatan dilakukan dengan cara menghitung jumlah koloni pada cawan petri 

menggunakan colony counter.  

3.5 Analisa Data 

Data yang didapatkan dari pengujian disusun dalam bentuk tabel. Data total 

polifenol diuji statistik dianalisis keragaman (ANOVA), apabila ada perbedaan yang 

signifikan maka dilanjutkan dengan uji Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 

dengan tingkat signifikan  α ≤ 5 % untuk mengetahui tingkat perbedaan antar 

perlakuan. Pengolahan data menggunakan software SPSS versi 24. Data antibakteri 

dianalisis menggunakan Microsoft excel 2013. Data yang telah didapatkan 

diinterpretasikan sesuai hasil yang diperoleh dan dibandingkan dengan literatur yang 

ada. 
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BAB 5. PENUTUP 

5.1 Kesimpulan 

Berdasarkan hasil penelitian didapatkan beberapa kesimpulan sebagai berikut: 

1. Penggunaan pelarut etanol dan metanol menghasilkan total polifenol pada setiap

suhu perlakuan. Total polifenol pelarut etanol metanol pada suhu 30 
º
C yaitu

13,86 mg dan 13,71 mg GAE/g.

2. Semakin tinggi suhu ekstraksi menghasilkan semakin tinggi polifenol yang

dihasilkan. Total polifenol yang dihasilkan dari pelarut metanol dan etanol

dengan suhu 30 
º
C dan 60 

º
C berturut adalah 13,86 mg GAE/g dan 19,46 mg

sedangkan pada pelarut etanol menghasilkan total polifenol berturut sebesar

13,71 mg GAE/g dan 18,87 mg GAE/g.

3. Hasil analisis LC-MS ekstrak daun tembakau Kasturi inferior memiliki

kandungan senyawa aktif golongan senyawa saponin, steroid, flavonoid,

terpenoid dan aminoglikosida dengan senyawa dugaan antara lain Benzyl β-D-

glucopyranoside, 4-Androstene-3, 17-dione, Campesterol, Linalyl β-

primeveroside, Erythromycin ethyl succinate.

4. Ekstrak daun tembakau Kasturi inferior berpotensi sebagai antibakteri yang

memiliki nilai KHM pada bakteri B. cereus sebesar 0,711 mg/ml dan IC50

sebesar 0,183 mg/ml dan pada bakteri S. dysenteriae menunjukkan nilai KHM

sebesar 1,033 mg/ml dan IC50 sebesar 0,249 mg/ml.

5. Ekstrak etanol memiliki nilai KHM pada bakteri B. cereus sebesar 0,859 mg/ml

dan IC50 sebesar 0,210 mg/ml dan pada bakteri S. dysenteriae menunjukkan nilai

KHM sebesar 2,089 mg/ml dan IC50 sebesar 0,439 mg/ml.

5.2 Saran 

Penelitian selanjutnya dapat dilakukan pengujian lebih lanjut terkait ekstrak 

daun tembakau Kasturi inferior terhadap aktivitas antijamur, sehingga dapat 
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dibandingkan dengan aktivitas antibakteri yang telah ada. Ekstrak yang didapat juga 

perlu dilakukan penelitian lebih lanjut terkait sifat antibakteri pada bakteri patogen 

lain. 
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LAMPIRAN-LAMPIRAN 

Lampiran 4.1. Perhitungan Total Polifenol Ekstrak Daun Tembakau 

Kurva standart Asam Galat 

As galat 

(µl) 

Asam 

Galat 

(mg/ml) Abs 1 Abs 2 

Rata-rata 

Abs 

0 0,000 0,073 0,074 0,074 

25 0,068 0,249 0,252 0,251 

50 0,135 0,435 0,438 0,437 

75 0,203 0,594 0,594 0,594 

100 0,270 0,770 0,771 0,771 

125 0,338 0,921 0,919 0,920 

150 0,405 1,088 1,085 1,087 

175 0,473 1,233 1,231 1,232 

200 0,540 1,368 1,365 1,367 
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Hasil Uji Polifenol Ekstrak Daun Tembakau Kasturi inferior 

Etanol 30 
º
C     Y= 2,4056X-0,0983 

Pengenceran 

(kali) 

Ulangan Absorbansi Asam Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/ml) 

KONSENTRAT 

Rerata Asam 

Galat (mg/ml) 

Rerata 

100 

U1 
0,693 0,652 65,214 65,264 

 
0,694 0,653 65,314 

  

U2 
0,625 0,584 58,414 58,414 61,364 

0,625 0,584 58,414 

  

U3 
0,645 0,604 60,414 60,414 

 
0,645 0,604 60,414 

  

150 

U1 
0,555 0,514 77,121 76,971 

 
0,553 0,512 76,821 

  

U2 
0,447 0,406 60,921 60,846 70,896 

0,446 0,405 60,771 

  

U3 
0,539 0,498 74,721 74,871 

 
0,541 0,500 75,021 

  

200 

U1 
0,460 0,419 83,827 83,927 

 
0,461 0,420 84,027 

  

U2 
0,373 0,332 66,427 66,427 77,627 

0,373 0,332 66,427 

  

U3 
0,454 0,413 82,627 82,527 

 
0,453 0,412 82,427 

  

300 

U1 
0,355 0,314 94,241 94,241 

 
0,355 0,314 94,241 

  

U2 
0,350 0,309 92,741 92,591 97,241 

0,349 0,308 92,441 

  

U3 
0,390 0,349 104,741 104,891 

 
0,391 0,350 105,041 
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Etanol 60 
°
C   Y= 2,4056X-0,0983 

Pengenceran 

(kali) 

Ulangan Absorbansi Asam Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat (mg/ml) 

KONSENTRAT 

Rerata Asam 

Galat (mg/ml) 

Rerata 

100 

U1 
0,786 0,745 74,514 74,614 

 
0,788 0,747 74,714 

  

U2 
0,635 0,594 59,414 59,514 66,964 

0,637 0,596 59,614 

  

U3 
0,709 0,668 66,814 66,764 

 
0,708 0,667 66,714 

  

150 

U1 
0,660 0,619 92,871 93,546 

 
0,669 0,628 94,221 

  

U2 
0,541 0,500 75,021 75,171 81,871 

0,543 0,502 75,321 

  

U3 
0,554 0,513 76,971 76,896 

 
0,553 0,512 76,821 

  

200 

U1 
0,576 0,535 107,027 107,027 

 
0,576 0,535 107,027 

  

U2 
0,446 0,405 81,027 81,127 89,527 

0,447 0,406 81,227 

  

U3 
0,493 0,452 90,427 80,427 

 
0,393 0,352 70,427 

  

300 

U1 
0,450 0,409 122,741 123,041 

 
0,452 0,411 123,341 

  

U2 
0,368 0,327 98,141 97,991 110,19 

0,367 0,326 97,841 

  

U3 
0,405 0,364 109,241 109,541 

 
0,407 0,366 109,841 
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Etanol 75 
°
C   Y= 2,4056X-0,0983 

Pengenceran 

(kali) 

Ulangan Absorbansi Asam Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/ml) 

KONSENTRAT 

Rerata Asam Galat 

(mg/ml) 

Rerata 

100 

U1 
0,688 0,647 64,714 64,714 

 
0,688 0,647 64,714 

  

U2 
0,732 0,691 69,114 69,214 67,114 

0,734 0,693 69,314 

  

U3 
0,715 0,674 67,414 67,414 

 
0,715 0,674 67,414 

  

150 

U1 
0,584 0,543 81,471 81,546 

 
0,585 0,544 81,621 

  

U2 
0,642 0,601 90,171 90,171 86,046 

0,642 0,601 90,171 
  

U3 
0,617 0,576 86,421 86,421 

 
0,617 0,576 86,421 

  

200 

U1 
0,491 0,450 90,027 90,427 

 
0,495 0,454 90,827 

  

U2 
0,444 0,403 80,627 80,627 92,527 

0,444 0,403 80,627 
  

U3 
0,573 0,532 106,427 106,527 

 
0,574 0,533 106,627 

  

300 

U1 
0,388 0,347 104,141 104,291 

 
0,389 0,348 104,441 

  

U2 
0,343 0,302 90,641 90,941 105,241 

0,345 0,304 91,241 
  

U3 
0,442 0,401 120,341 120,491 

 
0,443 0,402 120,641 
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Metanol 30 
º
C   Y= 2,4056X-0,0983 

 

 

 

 

 

 

Pengenceran 

(kali) 

Ulangan Absorbansi Asam Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/ml) 

KONSENTRAT 

Rerata Asam 

Galat (mg/ml) 

Rerata 

100 

U1 
0,894 0,853 85,314 84,864 

 
0,885 0,844 84,414 

  

U2 
0,612 0,571 57,114 57,164 74,464 

0,613 0,572 57,214 

  

U3 
0,855 0,814 81,414 81,364 

 
0,854 0,813 81,314 

  

150 

U1 
0,701 0,660 99,021 99,021 

 
0,701 0,660 99,021 

  

U2 
0,488 0,447 67,071 67,221 84,871 

0,490 0,449 67,371 

  

U3 
0,627 0,586 87,921 88,371 

 
0,633 0,592 88,821 

  

200 

U1 
0,548 0,507 101,427 101,327 

 
0,547 0,506 101,227 

  

U2 
0,403 0,362 72,427 72,627 91,361 

0,405 0,364 72,827 

  

U3 
0,542 0,501 100,227 100,127 

 
0,541 0,500 100,027 

  

300 

U1 
0,375 0,334 100,241 100,391 

 
0,376 0,335 100,541 

  

U2 
0,329 0,288 86,441 86,441 101,291 

0,329 0,288 86,441 

  

U3 
0,438 0,397 119,141 117,041 

 
0,424 0,383 114,941 
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Metanol 60 
°
C   Y= 2,4056X-0,0983 

Pengenceran 

(kali) 

Ulangan Absorbansi Asam Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/ml) 

KONSENTRAT 

Rerata Asam 

Galat 

(mg/ml) 

Rerata 

100 

U1 
0,851 0,810 81,014 81,114 

 
0,853 0,812 81,214 

  

U2 
0,707 0,666 66,614 66,614 72,280 

0,707 0,666 66,614 

  

U3 
0,730 0,689 68,914 69,114 

 
0,734 0,693 69,314 

  

150 

U1 
0,650 0,609 91,371 91,446 

 
0,651 0,610 91,521 

  

U2 
0,590 0,549 82,371 82,446 86,321 

0,591 0,550 82,521 

  

U3 
0,608 0,567 85,071 85,071 

 
0,608 0,567 85,071 

  

200 

U1 
0,532 0,491 98,227 98,327 

 
0,533 0,492 98,427 

  

U2 
0,510 0,469 93,827 93,827 95,494 

0,510 0,469 93,827 

  

U3 
0,512 0,471 94,227 94,327 

 
0,513 0,472 94,427 

  

300 

U1 
0,426 0,385 115,541 115,541 

 
0,426 0,385 115,541 

  

U2 
0,398 0,357 107,141 106,991 111,941 

0,397 0,356 106,841 

  

U3 
0,417 0,376 112,841 113,291 

 
0,420 0,379 113,741 
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Metanol 75 
°
C   Y= 2,4056X-0,0983 

Pengenceran 

(kali) 

Ulangan Absorbansi Asam Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/ml) 

KONSENTRAT 

Rerata Asam 

Galat 

(mg/ml) 

Rerata 

100 

U1 
0,725 0,684 68,414 68,714 

 
0,731 0,690 69,014 

  

U2 
0,848 0,807 80,714 80,814 72,330 

0,850 0,809 80,914 

  

U3 
0,715 0,674 67,414 67,464 

 
0,716 0,675 67,514 

  

150 

U1 
0,581 0,540 81,021 81,246 

 
0,584 0,543 81,471 

  

U2 
0,707 0,666 99,921 100,071 88,396 

0,709 0,668 100,221 
  

U3 
0,599 0,558 83,721 83,871 

 
0,601 0,560 84,021 

  

200 

U1 
0,505 0,464 92,827 92,927 

 
0,506 0,465 93,027 

  

U2 
0,581 0,540 108,027 108,227 97,694 

0,583 0,542 108,427 
  

U3 
0,501 0,460 92,027 91,927 

 
0,500 0,459 91,827 

  

300 

U1 
0,399 0,358 107,441 107,291 

 
0,398 0,357 107,141 

  

U2 
0,465 0,424 127,241 127,691 114,191 

0,468 0,427 128,141 
  

U3 
0,398 0,357 107,141 107,591 

 
0,401 0,360 108,041 
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Hasil Total Uji Polifenol Ekstrak Daun Tembakau 

Tabel Total Uji Polifenol (Metanol) Y= 2,4056X-0,0983 

Sampel Pengenceran Ulangan Absorbansi 
Asam Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/ml) 

KONSENTRAT 

Rerata 

Asam 

Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/g) 

KONSENTRAT 

Rerata 

Asam 

Galat 

(mg/g) 

Rerata STDEV 

Metanol 

30 
°
C 

 

 

 

 

 

300 

 

 

 

 

 

U1 

 

0,256 0,215 64,541 64,991 14,199 14,298 13,857 0,6 

0,259 0,218 65,441 

 

14,397 

   
U2 

 

0,248 0,207 62,141 61,841 13,050 13,171 

  0,246 0,205 61,541 

 

13,293  

  U3 

 

0,259 0,218 65,441 65,291 14,135 14,103 

  0,258 0,217 65,141 

 

14,070  

  

Metanol 

60 
°
C 

 

 

 

 

 

300 

 

 

 

 

 

U1 

 

0,346 0,305 91,541 91,541 18,674 18,674 19,462 0,4 

0,346 0,305 91,541 

 

18,674  

  
U2 

 

0,348 0,307 92,141 91,991 19,902 19,870 

  0,347 0,306 91,841 

 

19,838  

  
U3 

 

0,343 0,302 90,641 90,191 19,941 19,842 

  0,340 0,299 89,741 

 

19,743  

  

Metanol 

75 
°
C 

 

 

 

 

300 

 

 

 

 

 

U1 

 

0,366 0,325 97,541 97,691 19,118 19,147 20,455 1,4 

0,367 0,326 97,841 

 

19,177  

  
U2 

 

0,370 0,329 98,741 99,491 20,143 20,296 

  0,375 0,334 100,241 

 

20,449  

  
U3 

 

0,372 0,331 99,341 99,641 21,855 21,921 

  0,374 0,333 99,941 

 

21,987  
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Tabel Total Uji Polifenol (Etanol) Y= 2,4056X-0,0983 

Sampel 
Pengen

ceran 
Ulangan Absorbansi  

Asam Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/ml) 

KONSENTRAT 

Rerata 

Asam Galat 

(mg/ml) 

Asam Galat 

(mg/g) 

KONSENTRAT 

Rerata 

Asam 

Galat 

(mg/g) 

Rerata  

ST

DE

V 

Etanol 

30 
°
C 

300 

U1 
0,240 0,199 59,741 61,091 13,263 13,564 13,713 0,5 

0,249 0,208 62,441 
 

13,862 
   

U2 
0,258 0,217 65,141 65,291 13,289 13,319   

0,259 0,218 65,441 
 

13,350 
   

U3 
0,248 0,207 62,141 61,991 14,292 14,258   

0,247 0,206 61,841 
 

14,223 
   

Etanol 

60 
°
C 

300 

U1 
0,327 0,286 85,841 85,541 18,542 18,477 18,868 0,8 

0,325 0,284 85,241 
 

18,412 
   

U2 
0,337 0,296 88,841 89,141 19,723 19,789   

0,339 0,298 89,441 
 

19,856 
   

U3 
0,328 0,287 86,141 85,691 18,434 18,338   

0,325 0,284 85,241 
 

18,242 
   

Etanol 

75 
°
C 

300 

U1 
0,352 0,311 93,341 93,191 20,908 20,875 19,236 1,6 

0,351 0,31 93,041 
 

20,841 
   

U2 
0,343 0,302 90,641 90,941 19,035 19,098  

 

0,345 0,304 91,241 
 

19,161 
   

U3 0,342 0,301 90,341 90,491 17,707 17,736  
 

 
0,343 0,302 90,641 

 
17,766 
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Tabel Rata – Rata Total Uji Polifenol  

Pelarut dan 

suhu 

Total Polifenol mg 

GAE/g  STDEV 

Etanol 30°C 13,71 0,5 

Etanol 60°C 18,87 0,8 

Etanol 75°C 19,24 1,6 

Metanol 30°C 13,86 0,6 

Metanol 60°C 19,46 0,7 

Metanol 75°C 20,45 1,4 

 

13,71 ± 0,5
a
 

13,86 ± 0,6
a
 

18,87 ± 0,8
b
 
19,46 ± 0,7

b
 19,24 ± 1,6

b
 

19,24 ± 1,6
b
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Lampiran 4.2 Perhitungan Konsentrasi Ekstrak Daun Tembakau untuk Uji KHM 

Ekstrak 

(ml) 

kons. 

Ekstak 

etanol 

(mg/ml) 

kons. Eksrak 

metanol (mg/ml) 

vol. 

total 

(ml) 

Konsentrasi polifenol dalam cawan petri (V1.M1= V2.M2) 

etanol (mg/ml) metanol (mg/ml) 

0 18,505 19,538 5 0,000 0,000 

0,03 18,505 19,538 5 0,111 0,117 

0,06 18,505 19,538 5 0,222 0,234 

0,12 18,505 19,538 5 0,444 0,469 

0,24 18,505 19,538 5 0,888 0,938 

0,48 18,505 19,538 5 1,776 1,876 

 

Data Total Polifenol  

Metanol M1 97,694 mg GAE/ml 

Etanol M1 92,527 mg GAE/ml 

 

Larutan stok yang digunakan dalam uji antibakteri 

Larutan stok metanol 20% 

V1 x M1 = V2 X M2 

2 ml x 97,694 mg/ml = 10 ml x M2 

M2 = (2 ml x 97,694  mg/ml)/10 ml 

M2 = 19,538  mg/ml 

Larutan stok etanol 20% 

V1 x M1 = V2 X M2 

2 ml x 92,527 mg/ml = 10 ml x M2   

M2 = (2 ml x 92,527 mg/ml)/10 ml   

M2 = 18,505  mg/ml 
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Tabel Volume Total dalam Cawan Petri  

Shigella dysenteriae 

Ekstrak 

(µl) DMSO 2% (µl) m.o (µl) MEDIA (µl) 

Total dalam 

capet 

0 20 200 4780 5000 

30 20 200 4750 5000 

60 20 200 4720 5000 

120 20 200 4660 5000 

240 20 200 4540 5000 

480 20 200 4300 5000 

 

Bacillusss cereus 

Ekstrak 

(µl) DMSO 2% (µl) m.o (µl) MEDIA (µl) 

Total dalam 

capet 

0 20 200 4780 5000 

30 20 200 4750 5000 

60 20 200 4720 5000 

120 20 200 4660 5000 

240 20 200 4540 5000 

480 20 200 4300 5000 
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Lampiran 4.3 Perhitungan Aktivitas Antibakteri 

Tabel jumlah koloni Shigella dysenteriae (Metanol) 

ekstrak (ml) Konsentrasi (mg/ml) 
Jumlah koloni 10

4
 

Rata-rata 
U1 U2 

0 0 43 48 45,5 

0,03 0,116 28 33 30,5 

0,06 0,233 17 27 22 

0,12 0,465 15 24 19,5 

0,24 0,931 7 3 5 

0,48 1,862 2 0 1 

Tabel jumlah % hambat dan Shigella dysenteriae (Metanol) 

Data MIC Shigella Pelarut Metanol dalam CFU/ml (10
4
) 

ekstrak (ml) 
Konsentrasi 

(mg/ml) 

Jumlah populasi 

CFU/200 µl Rata-rata SD % penghambatan Log Koloni 

U1 U2 

0 0 2,15E+06 2,40E+06 2,28E+06 1,25E+05 0 6,357 

0,03 0,116 1,40E+06 1,65E+06 1,53E+06 1,25E+05 32,97 6,183 

0,06 0,233 8,50E+05 1,35E+06 1,10E+06 2,50E+05 51,65 6,041 

0,12 0,465 7,50E+05 1,20E+06 9,75E+05 2,25E+05 57,14 5,989 

0,24 0,931 3,50E+05 1,50E+05 2,50E+05 1,00E+05 83,61 5,398 

0,48 1,862 1,00E+05 0,00E+00 5,00E+04 0,00E+00 95,45 4,699 
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Tabel jumlah koloni Shigella dysenteriae (Etanol) 

Ekstrak (ml) Konsentrasi (mg/ml) 
Jumlah koloni 10

4
 

Rata-rata  
U1 U2 

0 0 90 77 83,5 

0,03 0,111 80 70 75 

0,06 0,222 47 57 52 

0,12 0,444 42 41 41,5 

0,24 0,888 22 23 22,5 

0,48 1,777 12 11 11,5 

Tabel jumlah % hambat dan Shigella dysenteriae (Etanol) 

Data MIC Shigella Pelarut Etanol dalam CFU/ml (10
4
) 

ekstrak (ml) 
Konsentrasi 

(mg/ml) 

Jumlah Populasi 

CFU/200 µl  Rata-rata SD % penghambatan Log Koloni 

U1 U2 

0 0 4,50E+06 3,85E+06 4,18E+06 3,25E+05 0,00 6,621 

0,03 0,111 4,00E+06 3,50E+06 3,75E+06 2,50E+05 10,18 6,574 

0,06 0,222 2,35E+06 2,85E+06 2,60E+06 2,50E+05 37,72 6,415 

0,12 0,444 2,10E+06 2,05E+06 2,08E+06 2,50E+04 50,30 6,317 

0,24 0,888 1,10E+06 1,15E+06 1,13E+06 2,50E+04 73,05 6,051 

0,48 1,777 6,00E+05 5,50E+05 5,75E+05 2,50E+04 86,23 5,760 
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Tabel jumlah koloni Bacilluss cereus (Metanol) 

ekstrak (ml) 
Konsentrasi 

(μg/ml) 

Jumlah koloni 10^4 
Rata-rata  

U1 U2 

0 0 43 48 45,5 

0,03 0,116 24 23 23,5 

0,06 0,233 17 20 18,5 

0,12 0,465 9 12 10,5 

0,24 0,931 5 4 4,5 

0,48 1,862 0 3 1,5 

 

Tabel jumlah % hambat dan Bacilluss cereus (Metanol) 

Data MIC Bacillusss cereus Pelarut Metanol dalam CFU/ml (10
4
) 

ekstrak (ml) 
Konsentrasi 

(mg/ml) 

Jumlah Koloni 

CFU/200 µl  Rata-rata SD % penghambatan Log Koloni 

U1 U2 

0 0 2,51E+06 2,40E+06 2,28E+06 1,25E+05 0 6,36 

0,03 0,116 1,20E+06 1,15E+06 1,18E+06 2,50E+04 48,35 6,07 

0,06 0,233 8,50E+05 1,00E+06 9,25E+05 7,50E+04 59,34 5,97 

0,12 0,465 4,50E+05 6,00E+05 5,25E+05 7,50E+04 76,92 5,72 

0,24 0,931 2,50E+05 2,25E+05 2,25E+05 2,50E+04 80,85 5,35 

0,48 1,862 0,00E+00 1,50E+04 7,50E+03 7,50E+03 99,19 3,88 
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Tabel jumlah koloni Bacilluss cereus (Etanol) 

ekstrak (ml) 
Konsentrasi 

(μg/ml) 

Jumlah koloni 10^4 
Rata-rata  

U1 U2 

0 0 66 48 57 

0,03 0,111 28 33 30,5 

0,06 0,222 19 28 23,5 

0,12 0,444 15 24 19,5 

0,24 0,888 7 3 5 

0,48 1,777 2 3 2,5 

 

Tabel jumlah % hambat dan Bacillus cereus (Etanol) 

Data MIC Bacillus cereus Pelarut Etanol dalam CFU/ml (10
4
) 

ekstrak 

(ml) 

Konsentrasi 

(μg/ml) 

Jumlah Koloni CFU/200 µl  
Rata-rata SD % penghambatan Log Koloni 

U1 U2 

0 0 3,30E+06 2,40E+06 2,85E+06 4,50E+05 0,00 6,45 

0,03 0,111 1,40E+06 1,65E+06 1,53E+06 1,25E+05 46,49 6,18 

0,06 0,222 9,50E+05 1,40E+06 1,18E+06 2,25E+05 58,77 6,07 

0,12 0,444 7,50E+05 1,20E+06 9,75E+05 2,25E+05 65,79 5,99 

0,24 0,888 3,50E+05 1,50E+05 2,50E+05 1,00E+05 91,23 5,40 

0,48 1,777 1,00E+05 0,00E+00 5,00E+04 5,00E+04 95,61 5,10 
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Lampiran 4.4 Kurva logaritmik Shigella dysenteriae dan Bacillus cereus 

a. Shigella dysenteriae (Metanol) 

Polifenol Log Koloni 

0 6,357 

0,116 6,18 

0,233 6,04 

0,465 5,99 

0,931 5,40 

1,862 4,70 
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Kons. Polifenol (µg/ml) 

1 log  

5 1,485 1,136 

  4 2,622 

        

2 log 

 2 log 

5 1,485 2,273 

  3 3,758 

        

3 log 

3 log  

5 1,485 2,273 

  3 3,758 

 

IC 50       Polifenol (µg/ml) 

Y1 = 1 x 

10
8
   Log Y1 = 8,000 X1   = -1,924 

Y2 = 50% (Y1) = 5 x 10
7
 Log Y2 = 7,699 X2   = -1,582 

        IC 50 0,342 

      IC 90       Polifenol (µg/ml) 

Y1 = 1 x 

10
8
   Log Y1 = 7,000 X1   = -0,788 

Y2 = 90% (Y1) = 5 x 10
7
 Log Y2 = 6,000 X2   = 0,349 

        IC 90 1,136 
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b. Shigella dysenteriae (Etanol) 

Polifenol Log Koloni 

0,00 6,62 

0,11 6,57 

0,22 6,41 

0,44 6,32 

0,89 6,05 

1,78 5,76 
 

    

 

 

 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


60 
 

 

  Kons. Polifenol (µg/ml) 

  1 log 5 3,375 2,155 
    4 5,530   
          
  2 log 5 3,375 4,310 
    3 7,685   
          
  3 log 5 3,375 4,310 
    3 7,685   
  

      IC 50       Polifenol (µg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 8,000 X1   = -3,091 

Y2 = 50% (Y1) = 5 x 

10
7
 Log Y2 = 7,699 X2   = -2,442 

        IC 50 0,649 

      IC 90       Polifenol (µg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 7,000 X1   = -0,935 

Y2 = 90% (Y1) = 5 x 

10
7
 Log Y2 = 6,000 X2   = 1,220 

        IC 90 2,155 
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c. Bacillusss cereus (Metanol) 

Polifenol Log Koloni 

0,00 6,36 

0,12 6,07 

0,23 5,97 

0,47 5,72 

0,93 5,35 

1,86 3,88 
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Kons. Polifenol (mg/ml) 

  1 log 5 1,042 0,794 
  

 

4 1,835   
  

  

  

   2 log 5 1,042 1,587 
  

 

3 2,629   
  

  

  

   3 log 5 1,042 1,587 
  

 

3 2,629   
  

      IC 50       Polifenol (mg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
 Log Y1 = 8,000 X1   = -1,339 

Y2 = 50% (Y1) = 5 x 

10
7
 Log Y2 = 7,699 X2   = -1,100 

        IC 50 0,239 

      IC 90       Polifenol (mg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 7,000 X1   = -0,546 

Y2 = 90% (Y1) = 5 x 

10
7
 Log Y2 = 6,000 X2   = 0,248 

        IC 90 0,794 
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d. Bacillus cereus (Etanol) 

Polifenol Log Koloni 

0,00 6,45 

0,11 6,18 

0,22 6,07 

0,44 5,99 

0,89 5,40 

1,78 5,10 
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Kons. Polifenol (mg/ml) 

  1 log 5 1,747 1,364 
  

 

4 3,111   
  

  

  

   2 log 5 1,747 2,728 
  

 

3 4,475   
  

  

  

   3 log 5 1,747 2,728 
  

 

3 4,475   
  

      IC 50       Polifenol (mg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
 Log Y1 = 8,000 X1   = -2,344 

Y2 = 50% (Y1) = 5 x 

10
7
 Log Y2 = 7,699 X2   = -1,934 

        IC 50 0,411 

      IC 90       Polifenol (mg/ml) 

Y1 = 1 x 10
8
   Log Y1 = 7,000 X1   = -0,980 

Y2 = 90% (Y1) = 5 x 

10
7
 Log Y2 = 6,000 X2   = 0,384 

        IC 90 1,364 
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Lampiran 4.5. Kurva probit Shigella dysentriae dan Bacillus cereus 

a. Shigella dysenteriae (Metanol) 

ekstra

k (ml) 

Konsentrasi 

(mg/ml) 

Jumlah Koloni/200 µl  
Rata-rata SD 

% 

penghambatan 

Log 

Koloni 
% pertumbuhan  

Log 

C 
Probit 

U1 U2 

0 0 2,15E+06 2,40E+06 2,28E+06 1,25E+05 0,00 6,357 100,0000 0,00 0 

0,03 116,352 1,40E+06 1,65E+06 1,53E+06 1,25E+05 32,97 6,183 67,0330 2,07 4,53 

0,06 232,704 8,50E+05 1,35E+06 1,10E+06 2,50E+05 51,65 6,041 48,3516 2,37 5,03 

0,12 465,408 7,50E+05 1,20E+06 9,75E+05 2,25E+05 57,14 5,989 42,8571 2,67 5,18 

0,24 930,816 3,50E+05 1,50E+05 2,50E+05 1,00E+05 89,01 5,398 10,9890 2,97 6,23 

0,48 1861,632 1,00E+05 0,00E+00 5,00E+04 5,00E+04 97,80 4,699 2,1978 3,27 6,88 

 

Log C Probit Metanol 80% 

0 0 

2,07 4,53 

2,37 5,03 

2,67 5,18 

2,97 6,23 

3,27 6,88 
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y = 2,0709x + 0,0377   

5 = 2,0709x + 0,0377   

5 - 0,0377 = 2,0709 x   

4,9623 = 2,0709 x   

X = Log C50 = 4,9623 / 2,0709 = 2,396 

LOG C50 = 2,396 248,8857 

IC50 = 248,8857  (µg/ml)   

      

248,8857 2,396   
 

y = 2,0709x + 0,0377   

6.28 = 2,0709x + 0,0377   

6.28 - 0,0377 = 2,0709 x   

6,2423= 2,0709x   

X = Log C90 = 6,2423 / 2,0709 = 3,014 

LOG C90 = 3,014 1032,7614 

IC90 = 2072,0489 (µg/ml)   

      

1032,7614 3,014   
 

 

b. Shigella dysenteriae (Etanol) 

ekstrak 

(ml) 

Konsentrasi 

(mg/ml) 

Jumlah Koloni/200 µl  
Rata-rata SD 

% 

penghambatan 

Log 

Koloni 

% 

pertumbuhan  
Log C Probit 

U1 U2 

0 0 4,50E+06 3,85E+06 4,18E+06 3,25E+05 0,00 6,621 100,0000 0,00 0 

0,03 111,036 4,00E+06 3,50E+06 3,75E+06 2,50E+05 10,18 6,574 89,8204 2,05 3,72 

0,06 222,072 2,35E+06 2,85E+06 2,60E+06 2,50E+05 37,72 6,415 62,2754 2,35 4,67 

0,12 444,144 2,10E+06 2,05E+06 2,08E+06 2,50E+04 50,30 6,317 49,7006 2,65 5 

0,24 888,288 1,10E+06 1,15E+06 1,13E+06 2,50E+04 73,05 6,051 26,9461 2,95 5,58 

0,48 1776,576 6,00E+05 5,50E+05 5,75E+05 2,50E+04 86,23 5,760 13,7725 3,25 86,23 
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Log C 

Probit Etanol 

80% 

0,00 0 

2,05 3,72 

2,35 4,67 

2,65 5 

2,95 5,58 

3,25 6,08 
 

 

 

y= 1,8894x + 0,0065   

5 = = 1,8894x + 0,0065   

5 - 0,0065 = 1,8894 x   

4,9935 = 1,8894 x   

X = Log C50 = 4,9935 / 1,8894 = 2,642 

y = 1,8894x + 0,0065   

6.28 = 1,8894x + 0,0065   

6.28 - 0,0065 = 1,8894 x   

6,2735= 1,8894x     

X = Log C90 = 6,2735/ 1,8894 = 3,320 
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LOG C50 = 2,642 438,5307 

IC50 = 438,5307 (µg/ml)   

      

438,5307 2,642   

 

LOG C90 = 3,320 2089,2961 

IC90 = 2089,29619 (µg/ml)   

      

2089,2961 3,32   

 

 

c. Bacillus cereus (Metanol) 

ekstrak 

(ml) 

Konsentrasi 

(mg/ml) 

Jumlah Koloni/200 µl  
Rata-rata SD 

% 

penghambata

n 

Log 

Koloni 

% 

pertumbuhan  
Log C Probit 

U1 U2 

0 0 2,15E+06 2,40E+06 2,28E+06 1,25E+05 0,00 6,357 100,0000 0,00 0 

0,03 116,352 1,20E+06 1,15E+06 1,18E+06 2,50E+04 48,35 6,070 51,6484 2,07 4,92 

0,06 232,704 8,50E+05 1,00E+06 9,25E+05 7,50E+04 59,34 5,966 40,6593 2,37 5,23 

0,12 465,408 4,50E+05 6,00E+05 5,25E+05 7,50E+04 76,92 5,720 23,0769 2,67 5,71 

0,24 930,816 2,50E+05 2,00E+05 2,25E+05 2,50E+04 90,11 5,352 9,8901 2,97 6,28 

0,48 1861,632 0,00E+00 1,50E+04 7,50E+03 7,50E+03 99,67 3,875 0,3297 3,27 7,33 
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Log C 

Probit Metanol 

80% 

0,00 0 

2,07 4,92 

2,37 5,23 

2,67 5,71 

2,97 6,28 

3,27 7,33 
 

 

 

y = 2,1749x + 0,0764   

5 = 2,1749x + 0,0764   

5 - 0,0764 = 2,1749 x   

4,923 = 2,1749 x   

X = Log C50 = 4,923 / 2,1749 = 

2,263 

LOG C50 = 2,263 183,231 

IC50 = 183,2314  

(µg/ml) 
  

  
 

  

183,231 2,263   
 

y = = 2,1749x + 0,0764   

6.28 = 2,1749x + 0,0764   

6.28 - 0,0764 = 2,1749 x   

6,2036= 2,1749x   

X = Log C90 = 6,2036 / 2,1749 = 

2,852 

LOG C90 = 2,852 711,214 

IC90 = 711,2135 (µg/ml)   

  
 

  

711,214 2,852   
 

Digital Repository Universitas JemberDigital Repository Universitas Jember

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


70 
 

 

d. Bacillus cereus (Etanol) 

ekstrak 

(ml) 

Konsentrasi 

(mg/ml) 

Jumlah Koloni/200 

µl  Rata-rata SD 
% 

penghambatan 
Log Koloni 

% 

pertumbuhan  
Log C Probit 

U1 U2 

0 0 3,30E+06 2,40E+06 2,85E+06 4,50E+05 0,00 6,455 100,0000 0,00 0 

0,03 111,036 1,40E+06 1,65E+06 1,53E+06 1,25E+05 46,49 6,183 53,5088 2,05 4,9 

0,06 222,072 9,50E+05 1,40E+06 1,18E+06 2,25E+05 58,77 6,070 41,2281 2,35 5,2 

0,12 444,144 7,50E+05 7,70E+05 7,60E+05 1,00E+04 73,33 5,881 26,6667 2,65 5,47 

0,24 888,288 3,50E+05 2,50E+05 3,00E+05 5,00E+04 89,47 5,477 10,5263 2,95 6,23 

0,48 1776,576 1,00E+05 1,25E+05 1,13E+05 1,25E+04 96,05 5,051 3,9474 3,25 6,75 
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Log C Probit Etanol 80% 

0,00 0 

2,05 4,9 

2,35 5,2 

2,65 5,47 

2,95 6,23 

3,25 6,75 

 

 

 
 

y= 2,0781x + 0,1735      y = 2,0781x + 0,1735     

6.28 = 2,0781x + 0,1735 
 

  

6.28 - 0,1735 = 2,081 x 
 

  

6,1065= 2,081x 
  

  

X = Log C90 = 6,1065/ 2,081 = 2,934 

LOG C90 = 2,934 
 

859,014 

IC90 = 859,014 (µg/ml) 
 

  

  
  

  

859,014 
  

 2,934   
 

5 = 2,0781x + 0,1735 
  

5 -0,1735 = 2,0781 x 
  

4,8265 = 2,0781 x 
  

X = Log C50 = 4,8265 / 2,0781 = 2,323 

LOG C50 = 2,323 
 

210,3778 

IC50 = 210,3778 (µg/ml) 
 

  

    
  

210,378   2,323   
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Lampiran 4.6 Hasil Identifikasi LC-MS Ekstrak Tembakau Kasturi Inferior Pelarut Metanol 
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Lampiran 4.7 Hasil Identifikasi LC-MS Ekstrak Tembakau Kasturi Inferior Pelarut Etanol 
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Lampiran 4.8 Dokumentasi Penelitian 

a. Tembakau kasturi kering dan proses penimbangan  

       
     

b. Proses ekstraksi dan penyaringan 

        
 

c. Proses pemekatan (evaporasi) 

         
 

d. Uji total polifenol 
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e. Pembuatan media NA  

         
 

f. Proses plating dan pengamatan hasil inkubasi 
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Lampiran 4.9 Dokumentasi Hasil Penelitian 

Konsentra

si (μl) 

S.disentryae  

(etanol) 

S.disentryae 

(metanol) 

B.cereus 

 (etanol) 

B.cereus 

(metanol) 

0 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

30 

 
 

  
60 

 
 

 

 

 

120 

    

240 

    
480 
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