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RINGKASAN

Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanolik Tembakau Kasturi Terenkapsulasi Pati
Singkong Terhadap Streptococcus mutans Dan Candida albicans”: Wahyu Krisna
Pambudi, 161710101051; 2020: 53 halaman; Progam Studi Teknologi Hasil
Pertanian, Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Jember.

Daun tembakau kasturi afkir diketahui memiliki kandungan senyawa
biokatif berupa flavonoid, steroid, alkaloid dan terpenoid yang merupakan
senyawa antibakteri. Senyawa bioaktif khususnya polifenol mudah mengalami
kerusakan akibat kondisi lingkungan seperti suhu dan pH. Upaya untuk
melindungi kerusakan senyawa tersebut dapat dilakukan dengan menggunakan
metode enkapsulasi menggunakan bahan penyalut pati singkong. Tujuan
penelitian ini untuk mengetahui karakteristik ekstrak daun tembakau kasturi
terenkapsulasi pati singkong dan kemampuannya sebagai antibakteri melawan
Streptococcus mutans dan Candida albicans.

Penelitian ini dirancang dengan perlakuan perbedaan konsentrasi pati
singkong sebagai perlakuan pada proses enkapsulasi ekstrak daun tembakau
kasturi. Level perlakuan konsentrasi nanopartikel pati singkong adalah 5; 7,5; dan
10%. Masing-masing perlakuan diulang sebanyak dua kali ulangan. Penelitian ini
dilakukan dalam tiga tahapan, yaitu pembuatan ekstrak tembakau kasturi,
pembuatan nanopartikel pati singkong, dan enkapsulasi ekstrak tembakau kasturi.
Pengujian karakteristik mikrokapsul ekstrak daun tembakau kasturi meliputi
rendemen, total polifenol, aktivitas antioksidan serta kemampuan antibakterinya
melawan Streptococcus mutans dan Candida albicans.

Hasil penelitian menunjukkan bahwa konsentrasi pati singkong
berpengaruh terhadap karakteristik ekstrak daun tembakau kasturi terenkapsulasi
dan kemampuannya sebagai antibakteri. Pengukuran nilai rendemen ekstrak daun
tembakau kasturi terenkapsulasi pati singkong menghasilkan nilai tertinggi yaitu
2,2% dari perlakuan penambahan pati singkong sebesar 10%. Nilai total polifenol
ekstrak daun tembakau kasturi terenkapsulasi pati singkong tertinggi yaitu 58,52
mg GAE/g yang dihasilkan dari perlakuan penambahan pati singkong sebesar 5%,
dan nilai aktivitas antioksidan tertinggi yaitu 34,04% dihasilkan dari perlakuan
penambahan pati singkong sebesar 5%. Enkapsulasi ekstrak daun tembakau
kasturi oleh nanopartikel pati singkong terbukti memiliki aktivitas antibakteri
terhadap Streptococcus mutan dan Candida albican. Ekstrak daun tembakau
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kasturi menghasilkan aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan Streptococcus
mutan sebesar 64 mm® dan 86 mm?’ terhadap pertumbuhan Candida albican,
sedangkan enkapsulat ekstrak daun tembakau kasturi menghasilkan aktivitas
antibakteri terhadap pertumbuhan Streptococcus mutan sebesar 85 mm? dan 152
mm? terhadap pertumbuhan Candida albican.
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SUMMARY

Antibacterial Activity of Ethanolic Kasturi Tobacco Extract Encapsulated in
Cassava Starch against to Streptococcus mutans and Candida albicans: Wahyu
Krisna Pambudi, 161710101051; 2020: 53 pages; Department of Agricultural
Product Technology, Faculty of Agricultural Technology, University of Jember.

Kasturi tobacco leaves are known to contain biocative compounds of
flavonoids, steroids, alkaloids and terpenoids which are antibacterial compounds.
Bioactive compounds, especially polyphenols, are prone to damage to
environmental conditions such as temperature and pH. Efforts to protect the
damage to these compounds can be done by using the encapsulation with cassava
starch coating material. The aim of this study was to see the facts as an
encapsulated tobacco leaf extract and antibacterials on Streptococcus mutans and
Candida albicans.

This study was designed by treating differences amount of cassava starch
in the encapsulation process of musk tobacco leaf extract. The concentration
levels of cassava starch nanoparticels was 5; 7.5; and 10%. Each treatment was
repeated two times. This research was conducted in three stages, namely the
manufacture of musk tobacco extract, the manufacture of cassava starch
nanoparticles, and the encapsulation of musk tobacco extract. Testing the
microcapsule characteristics of musk tobacco leaf extract was carried out on the
yield value, total polyphenol, encapsulation efficiency, antioxidant and
antibacterial activity against the Streptococcus mutans and Candida albicans.

The results showed that the concentration of cassava starch gave different
characteristics to the extract of musk tobacco leaf encapsulated by cassava starch
nanoparticles. yield measurement of musk tobacco leaf extract encapsulated by
cassava starch resulted the highest score was 2.2% from the addition of cassava
starch 10%. The highest total value of polyphenols in the extract of musk tobacco
leaves encapsulated by cassava starch nanoparticles was 58.52 mg GAE/g from
the addition of cassava starch 5%, and the highest value of the antioxidant activity
was 34.04% from the addition of cassava starch 5%. The encapsulation of cassava
starch nanoparticles in the extract of musk tobacco leaves was proven to have
antibacterial activity against to Streptococcus mutant and Candida albican.
Kasturi tobacco leaf extract has antibacterial activity on Streptococcus mutans of
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64 mm? and 86 mm? on Candida albicans, while the encapsulate of musk tobacco
leaf extract has antibacterial activity on Streptococcus mutans of 85 mm?, on
Candida albicans of 152 mmZ.

xi
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tanaman tembakau memiliki peran penting dalam meningkatkan
perekonomian di Indonesia. Hal ini dikarenakan jumlah ekspor tembakau
Indonesia cenderung mengalami kenaikan akibat harga tembakau internasional
yang terus naik dan dikarenakan semakin naiknya produktifitas perkebunan
tembakau (Kurniawati, 2016). Tanaman ini tersebar di seluruh provinsi di
Indonesia. Kabupaten Jember merupakan salah satu daerah di Provinsi Jawa
Timur yang diakui sebagai pusat produksi tembakau Indonesia.

Penggunaan daun tembakau sebagai bahan pembuatan cerutu dan rokok
meninggalkan limbah daun tembakau yang jumlahnya cukup banyak sehingga
perlu dimanfaatkan. Limbah padat yang dihasilkan oleh agroindustri tembakau
cukup banyak. Banyaknya limbah yang tidak termanfaatkan sangat erat kaitannya
dengan potensi pencemaran lingkungan sehingga perlu dicari solusi dalam
penanganan limbah tersebut. Tembakau memiliki sejumlah senyawa bioaktif yang
berpotensi untuk dimanfaatkan sebagai senyawa antimikroba alami. Menurut
Tirtosastro dan Murdiyati (2010), Kandungan kimia tembakau yang sudah
teridentifikasi jumlahnya mencapai 2.500 komponen, komponen bioaktif dalam
tembakau antara lain senyawa-senyawa polifenol solanesol, asam klorogenat,
asam kriptoklorogenat, asam kafeat, rutin, cembranoid, nikotin, terpenoid, dan
flavonoid. Dari senyawa-senyawa tersebut daun tembakau diketahui mengandung
senyawa antibakteri.

Adanya senyawa aktif antibakteri memberikan dampak positif untuk
mencegah maupun menanggulangi suatu penyakit yang disebabkan oleh mikroba
(Dwijendra et al., 2014). Mikroba patogen merupakan salah satu penyebab
penyakit pada manusia dan makhluk hidup lainnya (Juariah et al., 2014), contoh
mikroba patogen yang seringkali menyebabkan penyakit pada manusia yaitu
Streptococcus mutans dan Candida albicans. Namun pemanfaatan antibakteri
alami masih kurang maksimal dikarenakan senyawa bioaktif seperti polifenol

memiliki sifat sangat sensitif, tidak stabil dan mudah mengalami degradasi akibat
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oksigen, cahaya dan suhu (Novitasari et al., 2010). Sehingga perlu dilakukan
perlindungan terhadap senyawa tersebut dengan menggunakan metode
enkapsulasi.

Enkapsulasi dalam bidang pangan umumnya digunakan untuk melindungi
suatu material khususnya komponen bioaktif berbentuk padat. Bahan inti yang
berada di dalam kapsul akan terlindungi dan terhindar dari pengaruh lingkungan
sehingga akan terjaga dalam keadaan baik. Enkapsulasi juga dapat memperbaiki
karakter senyawa yang ada di dalam kapsul (Krasaekoopt et al., 2003). Stabilitas,
efektivitas dan karakteristik dipengaruhi oleh jenis bahan penyalut yang
digunakan. Bahan organik seperti karbohidrat sangat sesuai untuk bahan penyalut
karena bahan tersebut memiliki sifat aman untuk bahan pangan dan biodegradable
atau dapat didaur ulang kembali sehingga ketersediaanya cukup melimpah salah
satu bahan yang memiliki karakteristik tersebut adalah pati.

Sumber pati di Indonesia sangat melimpah salah satunya yaitu pati singkong
atau tapioka. Selain jumlahnya yang melimpah pati juga sesuai dengan Kriteria
enkapsulan yaitu sifat aman untuk bahan pangan dan biodegradable atau dapat
didaur ulang kembali. Meskipun demikian, pati alami (native starch) memiliki
beberapa karakteristik yang kurang baik sebagai bahan penyalut seperti tidak larut
dalam air dingin, sifat terlalu lengket, daya pengikatnya rendah dan viskositas
tinggi pada konsentrasi tinggi sehingga perlu adanya modifikasi pati (Koswara,
2009). Salah satu metode modifikasi pati yaitu mengubah ukuran partikelnya
menjadi ukuran nano atau biasa disebut nanopartikel. Teknologi nanopartikel ini
banyak digunakan dalam teknik enkapsulasi karena nanopartikel pati memiliki
viskositas suspensi rendah pada konsentrasi tinggi dan ukuran partikel yang
sangat kecil sehingga akan memperluas permukaan yang aktif serta kemampuan
mengikat minyak dan air sangat baik. Selain itu, pembuatan pati menjadi
nanopartikel sangat memungkinkan dikarenakan struktur pati yang bisa
membentuk nanopartikel secara spontan (Winarti, 2011). Oleh karena itu,
penelitian ini dilakukan untuk mengetahui efektifitas ektraks tembakau kasturi
terenkapsulasi dengan nanopartikel pati singkong sebagai antimikroba

Streptococcus mutans dan Candida albicans.
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1.2 Rumusan Masalah

Daun tembakau memiliki senyawa bioaktif salah satunya polifenol yang
dapat dimanfaatkan sebagai antioksidan dan antimikroba, senyawa tersebut tidak
stabil dan mudah mengalami kerusakan akibat faktor lingkungan seperti oksigen,
cahaya dan suhu. Salah satu upaya untuk mencegah kerusakan senyawa tersebut
perlu dilakukan metode enkapsulasi. Enkapsulasi dapat mempertahankan
komposisi kimia seperti antioksidan dan polifenol. Enkapsulasi membutuhkan
bahan yang berfungsi sebagai enkapsulan. Salah satu bahan enkapsulan yang bisa
digunakan adalah pati singkong, pati singkong mememiliki sifat tidak larut dalam
air, lengket dan daya pengikatnya rendah, sehingga perlu dilakukan modifikasi
pati dengan cara mengubah ukuran partikelnya menjadi ukuran nanopartikel.
Namun belum diketahui lebih lanjut jumlah penambahan pati singkong yang
efektif untuk enkapsulasi ekstrak daun tembakau sebagai antioksidan dan

antimikroba terhadap Streptococcus mutans dan Candida albicans

1.3 Tujuan Penelitian
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh nanoenkapsulasi pati
singkong terhadap karakteristik dan aktivitas antimikroba enkapsulat ekstrak daun

tembakau kasturi.

1.4 Manfaat Penelitian
Meningkatkan dan menjaga kualitas ekstrak tembakau sehingga efektif

sebagai antimikroba dan dapat diaplikasikan ke industri pangan fungsional.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Karakteristik Tembakau Kasturi

Tembakau merupakan produk pertanian semusim yang bukan termasuk
komoditas pangan, tetapi termasuk dalam tanaman perkebunan. Senyawa yang
terkandung dalam tembakau adalah Alkoloid, Soponin, Kumorin, Flauonoid dan
Polifarol (Syamsuhidayat dan Hutapea, 1991). Tembakau merupakan tanaman
semusim, sehingga untuk mendapatkan metabolit sekundernya akan tergantung
pada musim yang sedang berlangsung. Menurut Cahyono (1998) taksonomi

tanaman tembakau dapat diklasifikasikan sebagai berikut:

Kingdom : Plantae

Divisi : Spermatophyta
Sub-divisi : Angiospermae

Classis : Dicotyledoneae

Order : Solanales

Family : Solanaceae

Genus : Nicotiana

Spesies : Nicotiana tabaccum L.

Daun tembakau memiliki senyawa yang bersifat sebagai antibakteri yang
mampu menghambat pertumbuhan bakteri. Senyawa metabolit sekunder yang
bersifat sebagai antibakteri yaitu seperti flavonoid, alkaloid dan terpenoid,
saponin dan steroid. Alkaloid mempunyai sifat antibakteri dengan bekerja
merusak komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan
dinding sel bakteri mengalami lisis dan terjadi kematian sel, sedangkan flavonoid
bekerja dengan mendenaturasikan protein dan merusak permeabilitas sel bakteri,
mikrosom serta lisosom sebagai hasil dari proses interaksi antara flavonoid
dengan dinding bakteri. Selain itu, flavonoid dapat berperan sebagai antijamur
dengan bekerja mendenaturasikan protein yang mengakibatkan pembentukan sel
terganggu sehingga komposisi protein berubah dan akhirnya fungsi membran sel

juga terganggu (Putri, 2014).
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Tembakau kasturi merupakan salah satu jenis tembakau lokal yang diolah
dengan cara krosok (zand blad) dan dibudidayakan pada musim kemarau atau
dikenal dengan istilah voor oogst. Cara pengeringan yang dilakukan pada
tembakau kasturi termasuk dalam tipe Burley, karena proses pengeringannya
menggunakan sinar matahari langsung. Tanaman tembakau kasturi banyak
dibudidayakan diwilayah Jember dan Bondowoso (Susilowati, 2006). Tembakau
menjadi bahan baku pembuatan cerutu maupun rokok. Salah satu senyawa dalam
tembakau yang terkenal adalah nikotin. Nikotin (f-pyridil-a-N-methyl pyrrolidine)
adalah senyawa kimia organik yang termasuk dalam golongan alkaloid, senyawa
ini dihasilkan secara alami pada berbagai macam tumbuhan. Nikotin dapat
menimbulkan rangsangan psikologis bagi perokok dan akan membuat ketagihan.
Nikotin tidak hanya terdapat dalam tembakau tapi juga pada tanaman jenis terong-
terongan seperti terong, kentang, dan tomat. Nikotin merupakan senyawa
pirrolidin yang terdapat dalam Nicotiana tabacum, Nicotiana rustica dan spesies
lainnya atau sintesisnya yang bersifat adiktif dan dapat mengakibatkan

ketergantungan (Alegantina, 2017).

2.2 Pati Singkong

Pati singkong atau biasa dikenal dengan tepung tapioka merupakan pati
yang diekstrak dari umbi singkong. Pati singkong berupa butiran-butiran kecil,
halus dan berwarna putih, diperoleh dari hasil penggilingan ubi kayu yang
dibuang ampasnya. Pati diekstrak dengan air dari umbi singkong (ketela pohon),
kemudian disaring, cairan hasil saringan kemudian diendapkan. Bagian yang
mengendap tersebut selanjutnya dikeringkan dan digiling hingga diperoleh
butiran-butiran pati halus berwarna putih. Singkong (ketela pohon) tergolong
polisakarida yang mengandung pati dengan kandungan amilopektin yang tinggi
tetapi lebih rendah daripada ketan yaitu amilopektin 83% dan amilosa 17%
(Poedjiadji, 2014). Pati singkong banyak digunakan di Industri makanan sebagai
bahan pengikat, bahan pengental, ataupun sebagai bahan pengisi (Winarno, 2004).
Menurut Juliana (2007) rendemen pati singkong adalah 11,79% dengan kadar air

6,15% dari berat kering. Nilai pati pada singkong dipengaruhi oleh usia atau
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kematangan dari tanaman singkong. Komposisi kimia tepung tapioka atau pati
singkong dapat dilihat pada tabel 2.1.
Tabel 2.1 Komposisi kimia pati singkong

No Komposisi Jumlah
1. Serat (%) 0,5
2. Air (%) 15
3. Karbohidrat (%) 85
4. Protein (%) 0,5-0,7
5. Lemak (%) 0,2
6 Energi (Kalori/100 gram) 307

Sumb.er : Grace (1977)

Kadar pati singkong tidak dipersyaratkan dalam SNI. Menurut Rahman
(2007) kadar pati pada tepung tapioka berkisar antara 72-81% bb dan kadar abu
pada tapioka berkisar antara 0.01 — 0.04% bb. Menurut Moorthy (2004), kadar
amilosa tapioka berada pada kisaran 20-17% dari kadar patinya dan kadar lipid
pada tapioka sangat rendah (<0.1%). The Tapioca Institute of America (TIA)
menetapkan standart pH tepung tapioka adalah 4.5-6.5 (Radley, 1976), sedangkan
nilai keasaman tapioka berdasarkan SNI 01-3451-1994 ditetapkan dalam bentuk
derajat asam, yaitu maksimal sebesar 3 NaOH 1N/100g. Menurut Moorthy
(2004), ukuran granula tapioka menunjukan variasi yang besar yaitu sekitar 5-40
pm dengan bentuk bulat dan oval. Variasi tersebut dipengaruhi varietas tanaman
singkong dan periode pertumbuhan pada musim yang berbeda. Sedangkan
Charley (1982) menyebutkan bahwa diameter granula tapioka berkisar antara 12-
25 pm. Granula tapioka berbentuk mangkuk dan sangat kompak, tetapi selama
pengolahan granula tersebut akan pecah menjadi komponen-komponen yang tidak
teratur bentuknya. Pati singkong atau tapioka memiliki suhu gelatinisasi yang
sangat rendah, lebih rendah dari pati umbi-umbian yang lain maupun pati sereal.
Menurut Grosch dan Belitz (1987), pati dari akar dan umbi lebih mudah dan cepat
mengembang dibandingkan dengan pati serealia karena pati serealia strukturnya
lebih kompak. Suhu gelatinisasi tepung tapioka berada pada kisaran 52-64°C.
Sedangkan menurut Wurzburg (1989) melaporkan bahwa suhu gelatinisasi tepung
tapioka berkisar antara 58.5-70°C. Tepung tapioka memiliki daya pengembangan

yang sangat besar (Balagopalan et al., 1988).
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2.3 Amilosa

Amilosa merupakan polisakarida berantai lurus bagian dari butir-butir pati
yang terdiri atas molekul-molekul glukosa yang terikat satu sama lain melalui
ikatan a-1,4-glikosidik. Amilosa merupakan bagian dari pati yang larut dalam air
dengan berat molekul antara 50.000-200.000 (Indriyanti, 2010). Amilosa
ditambahkan dengan iodium akan memberikan warna khas, warna tersebut
bermacam macam tergantung pada panjang ikatan glikosida yang terdapat pada
pati. Pati bila berikatan dengan iodium akan menghasilkan warna biru karena
struktur molekul pati yang berbentuk spiral, sehingga akan mengikat molekul
iodium dan membentuk warna biru. Pati akan merefleksikan warna biru bila
polimer glukosanya lebih besar dari 20 (seperti amilosa). Bila polimer glukosanya
kurang dari 20, seperti amilopektin, akan menghasilkan warna merah atau ungu-
coklat. Sedangkan polimer yang lebih kecil dari lima, tidak member warna dengan
iodium (Koswara, 2009).

Rantai polimer yang terdapat pada amilosa berbentuk pilinan atau heliks.
Fraksi amilosa dalam pati memberikan kontribusi dalam karakteristik gel pada
pemasakan atau pendinginan campuran pati. Amilosa dapat dipisahkan dari
dispersi pati dalam air dengan gelatinisasi dan pencampuran larutan pati panas
dengan butanol sebagai bahan pengompleks. Dalam fraksi rantai lurus, monomer
glukosa disambungkan dengan ikatan glikosida a-1,4. Jumlah monomer glukosa
yang disambungkan sangat beragam tergantung pada jenis pati. Struktur amilosa
dapat dilihat pada Gambar 2.1.

CH:OH CH.OH CH-0H CH.CH
: 0 . 0 j— L— 8]
| OH N M on N oH N Vo |
o 2% 010N . P G 7 N
oH \ oH OH 04

0-1,4-glycosidic bonds

Gambar 2.1 Struktur Amilosa
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Amilosa dapat dilarutkan dalam air dengan penambahan basa kuat,
formaldehid, atau dengan pemanasan dalam air pada suhu 150-160°C pada
tekanan lebih daripada satu amosfer. Pada saat pendinginan atau netralisasi,
dispersi amilosa dengan konsentrasi lebih besar daripada 2% akan membentuk gel
dan pada konsentrasi kurang dari 2% amilosa akan mengendap. Fraksi amilosa
tidak dapat benar-benar terlarut dalam air dan pada waktu tertentu akan
membentuk kumpulan kristal dengan ikatan hidrogen. Proses ini dikenal dengan
nama retrogradation atau set back.

2.4 Amilopektin

Amilopektin merupakan polisakarida bercabang bagian dari pati, terdiri dari
molekul-molekul glukosa yang terikat satu sama lain melalui ikatan 1,4-glikosidik
dengan percabangan melalui ikatan 1,6-glikosidik pada setiap 20-25 unit molekul
glukosa. Amilopektin merupakan bagian dari pati yang tidak larut dalam air dan
mempunyai berat molekul antara 70.000-1.000.000. Tingkat percabangan pada
amilopektin sangat tinggi, yaitu 4-6% ikatan a-1,4-glikosidik, serta memiliki
panjang rantai 20-25 unit molekul (Indriyanti, 2010). Struktur amilopektin dapat
dilihat seperti pada Gambar 2.2.

CH.0H CH.0H CH,0H

Ql}[— v] kj— 0 o]
:L OH :L
5 ! 0OH
s > - A/ct-l_.ﬁ-g]:rmsidic
|

1 CH:0H v
CH.0H H.0H o

| = . |
. :DH 0:./]_ 4 . 2 ]:’ 2 9-]\
. iy 0 > s
OH ”\ OH o
N

0-1,4-glycosidic bonds

Gambar 2.2 Struktur Amilopektin

Rantai cabang amilopektin mempunyai sifat seperti amilosa yaitu dapat
membentuk struktur heliks diperkirakan 4-6% ikatan dalam setiap molekul

amilopektin adalah ikatan a-1,6. Nilai tersebut walaupun kecil tetapi memiliki
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dampak sekitar lebih dari 20.000 percabangan untuk tiap molekul amilopektin.
Sifat amilopektin berbeda dengan amilosa karena banyak percabangan seperti
retrogradasi lambat dan pasta yang terbentuk tidak dapat membentuk gel tetapi
bersifat lengket (kohesif) dan elastis (gummy textrure) (Estiasih, 2006). Dalam
produk makanan amilopektin bersifat merangsang terjadinya proses mekar
(puffing) dimana produk makan yang berasal dari pati yang kandungan
amilopektinnya tinggi akan bersifat ringan, garing, dan renyah. Kebalikannya pati
dengan kandungan amilosa tinggi cenderung menghasilkan produk yang keras,
pejal, karena proses mekarnya terjadi secara terbatas (Koswara, 2009).

2.5 Metode Ekstraksi

Ekstraksi merupakan peristiwa perpindahan masa zat aktif yang semula
berada didalam sel tanaman ditarik oleh pelarut atau cairan hayati. Metode
ekstraksi dipilin berdasarkan beberapa faktor, seperti sifat dari bahan mentah
tanaman dan daya penyesuaian dengan tiap macam metode ekstraksi dan
kepentingan dalam memperoleh ekstrak dari tanaman. Sifat dari bahan mentah
tanaman merupakan faktor utama yang harus dipertimbangkan dalam memperoleh
metode ekstraksi (Harbone, 1999).

Metode ekstraksi tergantung pada polaritas senyawa yang akan diekstrak.
Mutu ekstrak dipengaruhi oleh teknik ekstraksi, kehalusan bahan, jenis pelarut,
lama ekstraksi, konsentrasi pelarut, proses penguapan pelarut, pemurnian, dan
pengeringan (Vijesekera, 1991). Pemilihan metode ekstraksi yang tepat
tergantung pada tekstur dan kandungan air dalam bahan yang diekstraksi dan jenis
senyawa Yyang diisolasi (Harborne, 1996). Menurut Harborne (1996), ekstraksi
terbagi atas dua vyaitu ekstraksi sederhana dan ekstraksi khusus. Ekstraksi
sederhana terdiri dari maserasi, perkolasi, reperkolasi, dan dialokasi. Sedangkan
ekstraksi khusus terdiri atas sokhletasi, arus balik, dan ultrasonik. Masih
terdapat beberapa cara lagi untuk ekstraksi yaitu dengan gas karbondioksida
superkritik, refluks, dan lainnya. Metode yang umum digunakan untuk ekstraksi

yaitu sokhletasi, refluks, maserasi, dan perkolasi.
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Maserasi merupakan cara ekstraksi yang sederhana dan dapat digunakan
dalam kapasitas besar. Maserasi dilakukan dengan cara merendam bubuk
simplisia dalam cairan pelarut. Cairan pelarut akan menembus dinding sel yang
mengandung zat aktif, zat aktif akan larut karena adanya perbedaan konsentrasi
antara larutan yang terpekat didesak keluar. Peristiwa tersebut berulang sehingga
terjadi keseimbangan konsentrasi antara larutan di luar dan di dalam sel.
Keuntungan cara ekstraksi dengan maserasi adalah cara pengerjaan dan peralatan
yang digunakan sederhana dan mudah diusahakan. Selain itu, maserasi mungkin
akan memberi hasil yang lebih baik karena akan mengurangi terjadinya
dekomposisi atau degradasi komponen karena pengaruh suhu (Sidik, 1992).
Kelemahannya adalah pengerjaannya lama dan kurang sempurna

Pemilihan pelarut merupakan faktor yang menentukan dalam ekstraksi.
Pelarut yang digunakan dalam ekstraksi harus dapat menarik komponen aktif dari
campuran. Hal-hal penting yang harus diperhatikan dalam pemilihan pelarut
adalah selektivitas, sifat pelarut, kemampuan untuk mengektraksi, tidak bersifat
racun, mudah diuapkan, dan harganya relatif lebih murah (Gamse, 2002).

Tabel 2.2 Jenis pelarut dan kelarutannya dalam proses ekstraksi

Pelarut Td (°C) Kelarutan Indeks Viskositas
dalam air(%)  Polaritas

Etanol 78 100 5,2 1,2
Aseton 56,29 100 51 0,32
Asam asetat 118,1 100 6,2 1,26

Sumber : Sadek (2002)

2.6 Teknik Enkapsulasi

Enkapsulasi adalah proses atau teknik untuk menyalut inti yang berupa
suatu senyawa aktif dengan suatu bahan pelindung tertentu sehingga dapat
mengurangi  kerusakan senyawa aktif tersebut. Enkapsulasi membantu
memisahkan material inti dengan lingkungannya hingga material tersebut terlepas
ke lingkungan. Material inti yang dilindungi disebut core dan struktur yang

dibentuk oleh bahan pelindung yang menyelimuti inti disebut sebagai dinding,
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membran, atau kapsul (Krasaekoopt et al., 2003). Kapsul merupakan bahan
semipermeabel, tipis, berbentuk bulat dan kuat dengan diameter bervariasi dari
beberapa mikrometer hingga millimeter (Anal dan Singh, 2007). Enkapsulasi
dapat melindungi senyawa atau bahan inti dari pengaruh lingkungan, mencegah
degradasi karena radiasi cahaya atau oksigen dan juga dapat memperlambat
terjadinya evaporasi (Risch, 1995). Enkapsulasi dapat dilakukan dengan metode
atau teknik spray drying yaitu salah satu metode enkapsulasi yang awalnya
digunakan untuk mengenkapasulasi fragrance atau bahan perasa dan komponen
bioaktif. Metode ini tidak memerlukan biaya yang banyak dan efektif digunakan
karena hanya dibutuhkan energi yang sedikit. Mekanisme teknik ini yaitu bahan
inti yang sudah terdispersi dalam larutan polimer akan dilewatkan dalam nozzle.
Cairan yang keluar dari nozzle akan membentuk tetesan dan mengalami proses
solidifikasi akibat udara panas yang dilewatkan (Hasan, 2012).

Teknik ini memerlukan atomisasi emulsi atau suspensi bahan inti dan
pembawa dengan gas kering yang dihasilkan oleh penguapan air yang cepat. Hasil
pengeringan dengan spray drying akan berupa serbuk kering. Proses ini
dikendalikan oleh aliran gas, suhu dan produk itu sendiri (O’riordan et al., 2001).
Keuntungan menggunakan metode ini yaitu pengoperasiannya cukup mudah dan
efektif. Kekuranganya yaitu bahan inti akan mudah rusak karena dalam metode
membutuhkan suhu tinggi sehingga proses ini memerlukan ketepatan saat
penambahan dan pengendalian kondisi seperti suhu inlet dan outlet (Kailasapathy,
2002). Metode ini dapat dilakukan melalui beberapa tahapan, yaitu produk yang
berupa cairan didispersikan dalam penyemprot (sprayer), selanjutnya kontak
antara semprotan dengan udara panas, pengeringan semprotan, dan pemisahan
antara produk kering (aliran serbuk bebas) dan udara.

Keuntungan nanoenkapsulasi dengan metode pengeringan semprot ini
diantaranya adalah meningkatnya stabilitas serbuk, teknik yang dapat dipercaya,
biaya yang murah, menghasilkan serbuk berupa partikel enkapsulan yang kecil
(mikrokapsul), teknik yang ramah, terhindar dari penggunaan pelarut organik,

dilakukan satu tahap, atau berkelanjutan (continuous), metode yang fleksibel,
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dapat digunakan untuk enkapsulasi polimer-polimer yang berbeda dan suhu yang
berbeda (Yundhana, 2008).

Bahan inti enkapsulasi merupakan bahan spesifik yang akan disalut dan
dapat berupa padatan maupun cairan. Konsentrasi senyawa bioaktif bervariasi
biasanya mengandung 10%-95% berat inti. Tingkat pelepasan bahan inti, terutama
ditentukan oleh struktur kimia, ketebalan film kapsul dan ukuran kapsul.
Kecepatan pelepasan isi kapsul dapat dikontrol dengan mengontrol konsentrasi
bahan penyalut yang digunakan (Marzuki, 2012).

Bahan penyalut yang digunakan untuk enkapsulasi harus memiliki ketebalan
film yang tipis dan kohesif dengan bahan inti dan dapat bercampur dengan bahan
kimia namun tidak bereaksi dengan bahan inti. Karakteristik yang dapat diketahui
dari bahan penyalut yaitu kekuatan, fleksibilitas, impermeabilitas, sifat-sifat optik
dan stabilitas. Ketebalan penyalut bervariasi, tergantung perbandingan konsentrasi
bahan penyalut dengan bahan inti dan ukuran partikel dari bahan inti (Benita,
1996). Bahan penyalut yang umum digunakan seperti gum arab, alginate, kitosan,
CMC (Carboxymethyl Cellulose), siklodekstrin dan maltodekstrin. Bahan
penyalut lain seperti modifikasi pati (nanopartikel tapioka, nanokristalin sagu dan

nanopartikel pati jagung).

2.7 Total Polifenol

Polifenol secara kimiawi dapat didefinisikan oleh adanya satu cincin
aromatik yang membawa satu (fenol) atau lebih (polifenol) subtitusi hidroksil,
termasuk derifat fungsionalnya. Polifenol adalah kelompok zat kimia yang
ditemukan pada tumbuhan. Zat ini memiliki tanda khas yakni memiliki banyak
gugus fenol dalam molekulnya. Polifenol memiliki spektrum luas dengan sifat
kelarutan pada suatu pelarut yang berbeda-beda. Hal ini disebabkan oleh gugus
hidroksil pada senyawa tersebut yang dimiliki berbeda jumlah dan posisinya.
Degradasi polifenol dapat dihindari dengan penggunaan sampel yang kering atau
beku, hal ini dikarenakan sampel yang memiliki kelembaban atau kadar air dapat
membantu aktivasi enzim (Tsao, 2010). Polifenol terbukti memiliki aktifitas

antimikroba terhadap sebagian besar bakteri patogen dan spesies jamur.
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Turunan polifenol sebagai antioksidan dapat menstabilkan radikal bebas
dengan melengkapi kekurangan elektron yang dimiliki radikal bebas, dan
menghambat terjadinya reaksi berantai dari pembentukan radikal bebas. Polifenol
merupakan komponen yang bertanggung jawab terhadap aktivitas antioksidan
dalam buah dan sayuran (Hattenschwiler dan Vitousek, 2000). Menurut Daglia
(2012), polifenol adalah metabolit sekunder yang dihasilkan oleh tanaman yang
memiliki peran penting dalam fisiologi tanaman serta memiliki sifat sehat yang
potensial untuk manusia. Polifenol dapat berperan sebagai agen antioksidan, anti
alergi, anti inflamasi, antikanker, anti hipertensi, dan anti mikroba. Beberapa jenis
polifenol yang banyak diteliti sebagai antimikroba adalah flavonoid, tannin,
alkaloid dan steroid.

2.8 Aktivitas Antioksidan

Secara kimia senyawa antioksidan adalah senyawa pemberi electron
(elektron donor). Secara biologis, pengertian antioksidan adalah senyawa yang
dapat menangkal atau meredam dampak negatif oksidan. Antioksidan bekerja
dengan cara mendonorkan satu elektronnya kepada senyawa yang bersifat oksidan
sehingga aktivitas senyawa oksidan tersebut dapat dihambat (Winarti, 2010).
Antioksidan dibutuhkan tubuh untuk melindungi dari serangan radikal bebas.
Antioksidan adalah suatu senyawa dalam kadar atau jumlah tertentu mampu
menghambat atau memperlambat kerusakan akibat proses oksidasi. Produksi
antioksidan di dalam tubuh manusia terjadi secara alami untuk mengimbangi
produksi radikal bebas. Antioksidan tersebut kemudian berfungsi sebagai sistem
pertahanan terhadap radikal bebas, namun peningkatan produksi radikal bebas
yang terbentuk akibat faktor stress, radiasi UV, polusi udara dan lingkungan
mengakibatkan sistem pertahanan tersebut kurang memadai, sehingga diperlukan
tambahan antioksidan dari luar (Muchtadi, 2013). Antioksidan di luar tubuh dapat
diperoleh dalam bentuk sintesis dan alami. Antioksidan sintetis seperti
buthylatedhydroxytoluene (BHT), buthylated hidroksianisol (BHA) dan ters-
butylhydroquinone (TBHQ) secara efektif dapat menghambat oksidasi. Namun,

penggunaan antioksidan sintetik dibatasi oleh aturan pemerintah karena, jika
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penggunaannya melebihi batas justru dapat menyebabkan racun dalam tubuh dan
bersifat karsiogenik, sehingga dibutuhkan antioksidan alami yang aman. Salah
satu sumber potensial antioksidan alami adalah tanaman karena mengandung
senyawa flavonoid, klorofil dan tannin (Lie, 2012). Mekanisme dalam antioksidan
merangkap radikal bebas digolongkan menjadi dua yaitu mekanisme Hidrogen
Atom Transfer (HAT) dan Electron Transfer (ET) (Okawa et al., 2001).

Pengujian aktivitas antioksidan pada umumnya menggunakan metode
DPPH, vyaitu dengan mereaksikan senyawa 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl
(DPPH) dengan antioksidan. Adanya aktivitas perangkapan radikal bebas dapat
ditandai dengan perubahan warna DPPH (ungu) menjadi warna kuning (Amic et
al., 2003).Prinsip dari metode ini adalah adanya perubahan intensitas warnaungu
DPPH yang sebanding dengan konsentrasi larutan DPPH tersebut. Radikal bebas
DPPH yang memiliki elektron tidak berpasangan akan memberikan warna ungu.
Warna akan berubah menjadi kuning saat elektronnya berpasangan. Perubahan
intensitas warna ungu ini terjadi karena adanya peredaman radikal bebas yang
dihasilkan oleh bereaksinya molekul DPPH dengan atom hidrogen yang
dilepaskan oleh molekul senyawa sampel sehingga terbentuk senyawa 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazine dan menyebabkan terjadinya peluruhan warna DPPH
dari ungu ke kuning (Molyneux, 2004).

2.9 Aktivitas Antimikroba

Antimikorba adalah zat-zat kimia yang dihasilkan oleh fungi dan bakteri,
zat tersebut memiliki khasiat atau kemampuan untuk mematikan/menghambat
pertumbuhan kuman sedangkan toksisitas terhadap manusia relative Kecil.
Pernyataan tentang definisi antimikroba menurut Waluyo (2004) antimikroba
merupakan suatu zat-zat kimia yang diperoleh/dibentuk dan dihasilkan oleh
mikroorganisme, zat tersebut mempunyai daya penghambat aktifitas
mikororganisme lain meskipun dalam jumlah sedikit.

Antimikroba adalah senyawa biologis atau kimia yang dapat mengganggu
pertumbuhan dan aktivitas mikroba, khususnya mikroba perusak atau pembusuk

makanan. Zat antimikroba dapat bersifat bakterisidal (membunuh bakteri),
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bakteristatik (menghambat pertumbuhan bakteri), fungisidal (membunuh kapang),
fungistatik (menghambat pertumbuhan kapang) ataupun germisidal (menghambat
germinasi spora bakteri). Keefektitifan penghambat merupakan salah satu kriteria
pemilihan suatu senyawa antimikroba untuk diaplikasikan sebagai bahan
antibacterial seperti obat kumur dan hand sanitizer. Semakin kuat
penghabatannya semakin efektif digunakan. Kerusakan yang ditimbulkan
komponen antimikroba dapat bersifat mikrosidal (kerusakan tetap) atau
mikrostatik (kerusakan sementara yang dapat kembali). Suatu komponen akan
bersifat mikrosidal atau mikrostatik tergantung pada konsentrasi dan kultur yang
digunakan. Mekanisme penghambatan mikroorganisme pada senyawa
antimikroba dapat disebabkan oleh beberapa faktor diantaranya gangguan pada
senyawa penyusun dinding sel, peningkatan permeabilitas membrane sel yang
dapat menyebabkan kehilangan komponen penyusun sel, menginaktivasi enzim
dan destruksi atau kerusakan fungsi material genetik (Akhanggit, 2010).

Metode difusi meruapakan salah satu metode yang sering digunakan untuk
menguji aktivitas antimikroba, metode difusi dapat dilakukan dengan 3 cara yaitu
metode silinder, lubang (sumur) dan cakram kertas. Metode cakram kertas yaitu
meletakan beberapa cakram kertas dengan ukuran diameter 6 mm di atas media
agar yang telah diinokulasi dengan bakteri dan kapang. tiap cakram Kkertas
ditempatkan sedemikian rupa diatas media agar, sebelumnya cakram kertas di
rendam pada larutan uji selama 30 menit. Setelah dilakukan inkubasi,
pertumbuhan bakteri dan kapang diamati untuk melihat ada tidaknya daerah

hambatan di sekeliling silinder (Dwidjoseputro, 2003).

2.10 Karakteristik Streptococcus Mutans

Streptococcus merupakan bakteri gram positif (+), bersifat nonmotil,
diameter 1-2 pum, bakteri anaerob fakultatif, berbentuk bulat yang secara khas
membentuk pasangan atau rantai selama masa pertumbuhannya, beberapa
diantaranya merupakan flora normal pada manusia (Samaranayake, 2006).
Streptococcus merupakan bakteri gram-positif. Akan tetapi, pada biakan yang tua

dan bakteri yang mati ini menjadi gram-negatif. Streptococcus memperoleh
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asupan energi dari gula. Streptococcus dapat diklasifikasikan menjadi
Streptococcus a-hemolitik dan B-hemolitik. Streptococcus mutans sendiri masuk
kedalam a-hemolitik golongan Streptococcus viridans (Jawetz et al., 2005), tetapi
terkadang  Streptococcus mutans juga memiliki sifat  non-hemolitik
(Samaranayake, 2006). Menurut Philip dan Michael (2009) taksonomi

Streptococcus mutans adalah sebagai berikut:

Kingdom  : Procaryotae

Divisi . Firmicutes

Sub-divisi  : low G+C content of DNA
Order ;-

Family : Streptococcaceae

Genus : Streptococcus

Spesies : Streptococcus mutans

Kelompok mutans dari streptococci merupakan penyebab utama karies gigi
tetapi dengan disertai faktor predisposisi (Samaranayake, 2006). Keempat faktor
tersebut yaitu mikroorganisme, gigi, substrat dan waktu digambarkan sebagai
empat lingkaran yang saling berhubungan (Kidd dan Bechal, 1992). Beberapa
kelompok streptokokus merupakan flora normal manusia, kelompok lainnya
berhubungan dengan penyakit-penyakit penting yang sebagian disebabkan oleh
infeksi streptokokus dan sebagian lagi karena proses sensitisasi terhadap bakteri
ini (Jawetz et al., 2008).

2.11 Karakteristik Candida albicans

Genus Candida terdiri dari lebih dari 200 spesies dan merupakan spesies
ragi yang sangat beragam yang ikatannya sama dengan tidak adanya siklus
seksual. Tidak semua genus Candida dapat menyebabkan infeksi pada manusia,
hanya beberapa spesies yang dapat menyebabkan penyakit pada manusia. Spesies
Candida yang dapat menyebabkan infeksi pada manusia yaitu: Candida albicans,
Candida (Torulopsis) glabrata, Candida parapsilosis, Candida tropicalis,

Candida krusei, Candida kefyr, Candida guilliermondii, Candida lusitaniae,
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Candida stellatoidea, dan Candida dubliniensis (Dismukes et al., 2003).
Taksonomi Candida albicans yaitu sebagai berikut (Maharani, 2012):

Kingdom  : Fungi

Phylum : Ascomycota

Subphylum : Saccharomycotina

Class : Saccharomycetes

Ordo : Saccharomycetales

Family : Saccharomycetaceae

Genus : Candida

Spesies : Candida albicans

Sinonim : Candida stellatoidea dan Oidium albicans

Candida albicans adalah sel ragi bertulang tipis, gram positif, tidak
memiliki kapsul, berbentuk oval hingga bulat dengan ukuran 3 — 4 um. Candida
albicans juga membentuk pseudohifa ketika tunas-tunasnya terus bertumbuh,
tetapi gagal melepaskan diri sehingga menghasilkan rantai-rantai sel panjang yang
bertakik atau menyempit pada lokasi penyekatan di antara sel. Candida albicans
bersifat dimorfik, selain ragi dan pseudohifa Candida albicans juga dapat
menghasilkan hifa sejati (Brooks et al., 2013). Candida albicans berkembang biak
dengan cara memperbanyak diri dengan spora yang tumbuh dari tunas yang
disebut dengan blastospora (Siregar, 2004).

Organisme Candida tumbuh dengan mudah dalam botol kultur darah dan
pada plate agar. Pada kultur media, spesies Candida terbentuk halus, berwarna
putih krem, dengan koloni berkilau. Banyak spesies Candida mudah diidentifikasi
berdasarkan karakteristik pertumbuhan dan kit komersial yang mengevaluasi
asimilasi karbohidrat dan reaksi fermentasi serta memberikan identifikasi spesies

dari isolat Candida selama 2-4 hari (Dismukes et al., 2003).
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BAB 3. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di Center for Development of Advanced Sciences and
Technology (CDAST), Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan Hasil pertanian
Fakultas Teknologi Pertanian, Universitas Jember pada bulan Oktober 2019
sampai September 2020.

3.2 Alat dan Bahan Penelitian
3.2.1 Alat Penelitian

Peralatan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi peralatan untuk
pembuatan ekstrak tembakau, pembuatan nanopartikel, pembuatan kapsul dan
peralatan pengujian. Alat yang digunakan untuk pembuatan ekstrak tembakau
antara lain neraca analitik (MATRIX type Esj 210-4B), shaker waterbath
(Menmert D-91126, Jerman), kertas saring kasar whatman no 42, rotary
evaporator (Butchi, Jerman). Alat yang digunakan pada pembuatan enkapsulasi
nanopartikel pati singkong yaitu alat fotooksidasi, spray drying (Lablant Spray
Dryer SD-06, UK). Peralatan untuk pengujian meliputi Particle Size Analyzer
(Malvern, USA), drying oven (Menmert B-30), spektrofotometer (Thermo
Scientific Genesys 10S UV-VIS, China) dan homogenizer (Ultra Turax).
3.2.2 Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini yaitu tembakau kasturi sebagai
bahan utama, etanol 70%, pati singkong komersial (Pak Tani, Indonesia), H,O,
30% (KgaA, Jerman), aquades, media SDA (Sabouraud Dexttrose Agar) (Oxoid,
UK) dan media NA (Nutrien Agar) (Merck KGaA, Jerman), larutan NaCl 0,85%,
reagen follin ciocalteau, Bakteri uji yang digunakan yaitu kultur murni bakteri
Streptococcus mutans dan Candida albicans yang diperoleh dari koleksi
Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan Hasil Pertanian, Fakultas Teknologi

Pertanian, Universitas Jember.
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3.3 Pelaksanaan Penelitian
3.3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dirancang melalui tahapan ekstraksi daun tembakau,
pembuatan nanopartikel pati singkong dan enkapsulasi ekstrak daun tembakau
oleh nanopartikel pati singkong. Diagram alir rancangan penelitian dapat dilihat

pada Gambar 3.1.

Ekstraksi daun tembakau kasturi Pembuatan nanopartikel pati singkong

!

Enkapsulasi ekstrak tembakau kasturi oleh
nanopartikel pati singkong

Gambar 3.1. Proses pembuatan enkapsulat ekstrak tembakau kasturi

Rancangan percobaan dalam penelitian ini menggunakan perbedaan
konsentrasi pati singkong sebagai perlakuan. Level perlakuan konsentrasi
nanopartikel pati singkong adalah 5; 7,5; dan 10%. Masing-masing perlakuan
diulang sebanyak dua kali ulangan. Pengujian yang dilakukan meliputi ukuran
pati singkong termodifikasi, analisa rendemen, analisa total polifenol, analisa
aktivitas antioksidan dan aktivitas antimikroba. Perlakuan penelitian dapat dilihat
pada Tabel 3.1.

Tabel 3.1. Perlakuan penelitian enkapsulasi tembakau kasturi

Komposisi
Perlakuan Ekstrak Daun Tembakau Pati Singkong (% b/b)
(% b/b)
PS50 14,538 5
P§75 14,538 7,5
PS100 14,538 10

3.3.2 Tahapan Penelitian
a. Pembuatan Ekstrak Tembakau Kasturi
Penelitian ini diawali dengan mengeringkan daun tembakau kasturi afkir
pada suhu ruang selama 7 hari. Daun tembakau yang sudah kering kemudian
dikecilkan ukurannya dengan menggunakan blender. Daun tembakau yang telah

halus sebanyak 25 gram, dimasukkan ke dalam erlenmeyer ukuran 500 ml dan
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ditambahkan etanol 70% sebanyak 250 ml. Ekstraksi dilakukan dalam shaker
waterbath selama 3 jam pada suhu 60°C. Cairan disaring menggunakan kertas
saring whatman no 42. Filtrat yang diperoleh kemudian dipekatkan menggunakan
rotary evaporator pada suhu 60°C. Ekstrak pekat yang didapat diukur total
polifenol dan aktivitas antioksidannya. Diagram alir pembuatan ekstrak daun

tembakau kasturi dapat dilihat pada Gambar 3.2.

Daun tembakau kasturi afkir

v

Pengeringan suhu ruang 7 hari

v

Pengecilan ukuran menggunakan
blender 250 ml etanol
25 gram serbuk daun

v

Ekstraksi suhu 60°C selama 3 jam

v

penyaringan —> AMmnas

Penguapan menggunakan rotary

—

evaporator suhu 60°C

Ekstrak pekat daun tembakau

Analisis:
1. Uji total polifenol
2. Uji antioksidan

Gambar 3.2. Pembuatan ekstrak daun tembakau kasturi
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b. Pembuatan nanopartikel pati singkong

Pembuatan nanopartikel pati singkong dilakukan melalui proses
fotooksidasi berupa pemaparan sinar UV-C (panjang gelombang 254 nm) dan
oksidator kuat hidrogen peroksida (H20,). Pati singkong yang digunakan adalah
2,5% (b/v) dan H,0, 5% (v/v). Pembuatan slurry 4000 ml dari pencampuran 100
g pati singkong atau 2,5% (b/v), (H202) 5% (v/v) atau 666,67 ml dan penambahan
aquades 3333 ml. Slurry yang terbentuk dimasukkan ke alat fotooksidasi,
kemudian dilewatkan ke sinar UV-C secara sirkulasi selama 2 jam sambil diaduk
rata. Slurry pati diendapkan dalam dirigen selama 24 jam, Slurry pati kemudian
dilakukan pencucian dengan aquades dan didiamkan lagi selama 24 jam. Setelah
itu, endapan slurry pati dilakukan pengeringan menggunakan sun drying selama
24 jam. Hasil pati yang terbentuk dilakukan pengecilan ukuran dengan blender
selama 2-3 menit dan dilakukan pengayakan dengan ayakan 100 mesh. Diagram
alir pembuatan nanopartikel pati singkong ditunjukkan pada Gambar 3.3.

c. Enkapsulasi Ekstrak tembakau

Enkapsulasi ekstrak tembakau dilakukan melalui proses spray drying.
Ekstrak tembakau dengan konsentrasi 14,538% (b/b) dilakukan pencampuran
dengan nanopartikel pati singkong (5; 7,5; dan 10% (b/b)) dan dilakukan
penambahan aquades hingga 200 ml. Suspensi yang terbentuk dilakukan
homogenisasi menggunakan homogenizer selama 30 menit dengan kecepatan
6500 rpm. Kemudian suspensi dimasukkan dalam spray dryer pada suhu inlet
(suhu pengeringan) + 101 °C. Diagram alir pembuatan enkapsulan ekstrak

tembakau dapat dilihat pada Gambar 3.4.

3.4 Parameter Pengamatan

Parameter yang diuji dalam penelitian ini meliputi pengujian ukuran pati
singkong termodifikasi menggunakan Dynamic Light Scattering (DLYS)
berdasarkan metode Burgess et al. (2004), rendemen berdasarkan metode
Khamanga et al. (2009), total polifenol berdasarkan metode Windarwati (2011),

antioksidan berdasarkan metode Khalaf et al. (2008) dan aktivitas antimikroba
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terhadap Streptococcus mutans dan Candida albican menggunakan metode difusi

cakram berdasarkan metode Ortez (2005).

Pati singkong 100 g

v
—> Pencampuran

Slurry 4000 ml

Fotooksidasi UV-C, A =254 nm, t = 2 jam

666,67 ml
H,0,: 3333 ml
aquades

Suspensi pati hasil
fotooksidasi

Pengendapan dalam dirigen, t = 24 jam
v
Pencucian dengan aquades
v
Pengendapan 24 jam
v
Pengeringan dengan panas matahari, t = 24

Nanopartikel pati

Pengecilan ukuran dengan blender, t = 3’

v
Pengayakan 100 mesh

v
Penimbangan

Gambar 3.3 Pembuatan Nanopartikel Pati Singkong
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Ekstrak tembakau 14,538%, nanopartikel pati
singkong 5%,7,5%,10%

v
Pencampuran
v
Peneraan dengan aquades hingga 200 ml

v
Homogenisasi selama 30 menit, 6500 rpm

v
Spray drying
v

Gambar 3.4. Pembuatan bubuk ekstrak tembakau

3.5 Prosedur Pengamatan
3.5.1 Ukuran Partikel Pati Singkong Terfotooksidasi

Ukuran partikel pati singkong diukur menggunakan prinsip dynamic light
scattering menggunakan alat Malvern Zetasier Nano (Malvern Instrumen Ltd,
UK). Pengujian dilakukan pada suhu 25°C dengan waktu pembacaan 20
menit/sampel. Sampel dilarutkan dengan aquades dengan konsentrasi 1% (g
nanopartikel pati kering/ml aquades) dan dimasukkan ke dalam kuvet sebanyak
1,5 ml atau setinggi 15 mm. Kuvet dimasukkan pada alat zetasier nano dan hasil
pengujian akan muncul pada layar komputer (Burgess et al., 2004)
3.5.2 Rendemen Ekstrak Daun Tembakau Kasturi Terenkapsulasi Nanopartikel

Pati Singkong

Analisis rendemen dilakukan dengan cara menghitung berdasarkan berat
ekstrak daun tembakau kasturi terenkapsulasi nanopartikel pati singkong per berat
awal bahan sebelum dilakukan spray drying. Seluruh bahan meliputi pati
singkong, ekstrak pekat daun tembakau dan aquades menjadi berat bahan awal.
Kemudian, hasil pembagian dikalikan 100% sehingga didapatkan data berupa
persen (Khamanga et al., 2009).
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Berat ekstrak daun tembakau terenkapsulasi

Rendemen (%) : x 100%

Berat awal bahan

3.5.3 Total Polifenol Ekstrak Tembakau Kasturi dan Ekstrak Tembakau Kasturi
Terenkapsulasi Nanopartikel Pati Singkong

Analisis total polifenol pada ekstrak tembakau kasturi dan serbuk
nanopartikel tembakau kasturi dilakukan berdasarkan metode follin-ciocalteu.
Sebanyak 0,02 ml sampel yaitu serbuk enkapsulat tembakau kasturi yang telah
dijadikan larutan induk dan ekstrak tembakau kasturi dimasukkan ke dalam
tabung reaksi dan ditambahkan akuades hingga volume 5 ml. Selanjutnya
ditambahkan 0,5 ml reagen follin-ciocalteu pada larutan sampel dan dilanjutkan
homogenasi menggunakan vortex dan didiamkan selama 5 menit. Sebanyak 1 ml
larutan Na,CO; 7% ditambahkan ke dalam larutan sampel dan dilanjutkan
homogenasi menggunakan vortex. Suspensi didiamkan pada ruang gelap selama
60 menit, kemudian diukur nilai absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-
Vis pada panjang gelombang maksimal 765 nm yang akan memberikan warna
kompleks biru. Analisa kandungan total polifenol diukur dengan menggunakan
kurva standar yang dibuat dari asam galat pada beberapa konsentrasi. Kandungan
total polifenol dinyatakan dalam mg asam galat per ml (mg GAE/mL) (GAE =
galic acid equivalent) (Windarwati, 2011).
3.5.4 Aktivitas Antioksidan Ekstrak Tembakau Kasturi dan Ekstrak Tembakau

Kasturi Terenkapsulasi Nanopartikel Pati Singkong

Analisis aktivitas antioksidan pada ekstrak tembakau kasturi dan serbuk
nanopartikel tembakau kasturi mengacu pada metode DPPH (Khalaf et al., 2008).
Langkah pertama yaitu sampel sebanyak 1 g serbuk enkapsulat ekstrak tembakau
kasturi dan 1 ml ekstrak tembakau masing-masing ditera dengan aquades hingga
5 ml, diambil 1 ml lalu ditera dengan aquades hingga volume 10 ml dan
dilanjutkan dengan vortex. Sebanyak 0,1 ml sampel yang telah diencerkan
dimasukkan ke dalam tabung reaksi, ditambah 3,9 ml etanol dan 1 ml DPPH.
Selanjutnya divortex dan didiamkan selama 30 menit dengan ditutup
menggunakan alumunium foil dan ditempatkan di tempat gelap. Setelah
didiamkan selama 30 menit, diukur nilai absorbansinya pada panjang gelombang

517 nm. Blanko (kontrol) dibuat dengan cara mengganti sampel dengan etanol
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dan dilakukan dengan tahapan yang sama seperti pengukuran sampel. Perhitungan
persen aktivitas antioksidan dapat dihitung berdasarkan rumus berikut:

.. . . bs.kontrol—abs. l
Aktivitas antioksidan (%) = == ——"==F=x 100%

3.5.5 Aktivitas Antimikroba Ekstrak Tembakau Kasturi dan Ekstrak Temabakau
Kasturi Terenkapsulasi Nanopartikel Pati Singkong Menggunakan Metode Difusi
Cakram

Analisa aktivitas antimikroba daun tembakau kasturi mengacu pada
metode difusi agar (disc diffusion Kirby and Bauer) (Ortez, 2005). Prinsip
pengujian yaitu mengukur luas zona bening pada agar yang telah diberi sampel.
Sebelum dilakukan uji antibakteri, alat dan bahan (kecuali serbuk dan ekstrak
tembakau kasturi) disterilkan terlebih dahulu didalam autoklaf suhu 121°C selama
15 menit. Preparasi pembuatan biakan bakteri, diawali dengan sebanyak 1 ose
kultur murni bakteri (Streptococcus mutan dan Candida albican) ditempelkan
pada media miring agar NA dan SDA dengan pola zig-zag, dimana setiap
perlakuannya dilakukan dalam keadaan steril didekat nyala api bunsen.
Selanjutnya, biakan diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam. Pembuatan larutan
uji dilakukan pembuatan stok larutan uji serbuk enkapsulat ekstrak tembakau
kasturi dengan cara melarutkan 1,5 g serbuk nanopartikel ekstrak daun tembakau
kasturi ke dalam 1,5 ml aquades steril serta pembuatan stok larutan uji ekstrak
tembakau kasturi dengan cara penambahan 1 ml ekstrak tembakau kasturi ke
dalam 1 ml aquades steril. Kemudian dilakukan pengenceran untuk beberapa stok
larutan dengan konsentrasi 0%, 20%, 40%, 60%, 80% dan 100%. Formula
pengujian antimikroba dengan berbagai konsentrasi larutan uji ekstrak tembakau
kasturi dan larutan uji serbuk enkapsulat tembakau kasturi dapat dilihat pada
Tabel 3.2
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Tabel 3.2. Penelitian pengujian antimikroba

Komposisi

Sampel serbuk enkapsulat

Sampel ekstrak tembakau tembakau kasturi

Konsentrasi

Aquades Laer;;tz? glf I Aquades LaSr:rtSSkup
(mi) tembakau (ml) (mi) enkapsulat (ml)
0% 0,5 0,0 0,5 0,0
20% 0,4 0,1 0,4 0,1
40% 0,3 0,2 0,3 0,2
60% 0,2 0,3 0,2 0,3
80% 0,1 0,4 0,1 0,4
100% 0,0 0,5 0,0 0,5

Pada pengujian aktivitas antimikroba ini, cakram (paper disc) yang
digunakan berukuran 6 mm dengan daya serap 0,05 ml tiap cakram dengan
sampel yang diuji telah ditentukan sesuai dengan formulasi pada Tabel 3.2.
Setelah itu, cakram dimasukkan ke setiap sampel selama 30 menit agar sampel
bisa meresap ke dalam cakram. Untuk media agar yang sudah diautoklaf pada
suhu 121 °C selama 15 menit, kemudian dinginkan sampai suhu 40 °C. Ambil
sebanyak 0,1 ml bakteri yang telah di kultur dalam tabung reaksi, dipipet dan
diinokulasi pada media agar lalu tuangkan media agar yang telah diinokulasi
bakteri ke cawan petri, dan tunggu sampai media agar mengeras. Masing-masing
cawan petri diberi label dan nomor sampel yang sesuai. Letakkan kertas cakram
yang telah direndam sampel uji serbuk nanopartikel ekstrak tembakau kasturi dan
ekstrak tembakau kasturi dengan pinset kedalam cawan petri lalu diinkubasi
selama 24 jam. Setelah 24 jam kemudian diamati ada tidaknya zona bening
disekitar kertas cakram. Zona bening yang terbentuk diukur diameternya
menggunakan penggaris. Adanya daerah bening di sekeliling kertas cakram
menunjukkan adanya aktivitas antibakteri. Perhitungan luas zona hambat dapat
diketahui menggunakan rumus berikut :

Luas Zona Hambat = Luas Zona Bening-Luas Kertas Cakram (Dewi, 2010)
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3.5 Analisis Data

Analisis data hasil penelitian akan diolah dengan menggunakan metode
deskriptif. Data hasil penelitian diolah menggunakan Microsoft exel 2010,
kemudian disusun dan dimuat dalam bentuk table atau grafik.
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, dapat disimpulkan
bahwa enkapsulasi berpengaruh terhadap karakteristik dan aktivitas antibakteri
ekstrak daun tembakau kasturi terenkapsulasi pati singkong. Semakin tinggi
konsentrasi bahan penyalut yang digunakan menyebabkan hasil pengukuran
rendemen semakin tinggi, namun nilai total polifenol, aktivitas antioksidan dan
aktivitas antibakterinya akan semakin menurun. Nilai rendemen tertinggi ekstrak
daun tembakau kasturi terenkapsulasi pati singkong yaitu 2,2% yang didapatkan
dari perlakuan penambahan pati singkong sebesar 10%. Nilai total polifenol
ekstrak daun tembakau kasturi terenkapsulasi pati singkong tertinggi yaitu 58,52
mg GAE/g yang dihasilkan dari perlakuan penambahan pati singkong sebesar 5%,
begitu pula dengan nilai aktivitas antioksidan tertinggi yaitu 34,04% dihasilkan
dari perlakuan penambahan pati singkong sebesar 5%. Penurunan total polifenol
enkapsulat ekstrak daun tembakau kasturi berdampak pada penurunan
kemampuan antibakterinya terhadap pertumbuhan Streptococcus mutans dan
Candida albicans. Ekstrak daun tembakau kasturi menghasilkan aktivitas
antibakteri terhadap pertumbuhan Streptococcus mutans sebesar 64 mm? dan 86
mm?’ terhadap pertumbuhan Candida albicans, sedangkan enkapsulat ekstrak daun
tembakau kasturi menghasilkan aktivitas antibakterial terhadap pertumbuhan
Streptococcus mutans sebesar 85 mm? dan 152 mm? terhadap pertumbuhan

Candida albicans.

5.2 Saran

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, saran yang dapat
diberikan yaitu perlu adanya penelitian lebih lanjut terkait pengaplikasian serbuk
ekstrak daun tembakau kasturi terenkapsulasi pati singkong modifikasi sehingga

dapat meningkatkan nilai jual dari produk yang dihasilkan.
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LAMPIRAN

4.1 Rendemen Serbuk Ekstrak Tembakau Kasturi Terenkapsulasi Pati
Singkong Modifikasi

Konsentrasi Hasil Spray
(%) Ulangan Drying Rendemen  Rata-rata STDEV
1 1,91 0,955 0,148
> 2 1,49 0,745 0.85
1 2,98 1,490 0,187
73 2 2,45 1,225 .
1 4,87 2,435 0,332
10 2 3,93 1,965 &’
4.2 Total Polifenol
4.2.1 Ekstrak Daun Tembakau Kasturi
Total Rata-Rata Rata-Rata
SETZELT Polifenol Duplo Ulangan - M RS
1 61,067
1 2 68,879 63,005 5,185 8,229
3 59,068
1 63,792 oL3d8
2 2 61,612 60,885 3,330 5,470
3 57,251

4.2.2 Serbuk Ekstrak Tembakau Kasturi Terenkapsulasi Pati Singkong Modifikasi

TS Uargen ol Pt FemiR s7oey pso
57,433
1 55,979 56,706 0,727 1,282
56,706
5 68,879 58,523
2 55,253 60,340 7,441 12,331
56,888
31,814
1 34,358 30,966 3,886 12,548
26,727
7,5 20717 36,841
2 38,900 42,716 5117 11,978

48,530
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20,004
1 23,456 20,852 2,301 11,033
19,096
10 32,541 25,092
2 27,090 29,331 2,852 9,722

28,362

4.3 Aktivitas Antioksidan
4.3.1 Ekstrak Daun Tembakau Kasturi

Absorb  Absorb Total Rata-Rata
Blanko Sampel Antioksidan Ulangan
3 1,525 0,765 49,836

Ulangan STDEV  RSD

1 2 w2 0,782 54,849 52,355 2,507 4,788
3 1,661 0,791 52,378
. 1,525 0,740 51,475

2 2 1,738 0,715 58,718 55,796 3,818 6,844
3 1,661 0,711 57,194

4.3.2 Serbuk Ekstrak Tembakau Kasturi Terenkapsulasi Pati Singkong Modifikasi

Konsen Ulangan Tota_l Rata_—Rata Rata-Rata
(%) Antioksidan Triplo Ulangan
31,016
1 26,492 29,049
29,639
5 20,193 34,035 7,051 20,718
2 39,286 39,021
37,585
26,098
i 24,852 258788
26,229
7,5 34,184 29,993 6,033 20,116
2 34,524 34,259
34,070
20,262
1 21,180 19,978
10 18,492 25,219 7,412 29,392
31,576
2 30,215 30,461

29,592

STDEV RSD
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4.4 Aktivitas Antimikroba
4.4.1 Ekstrak Daun Tembakau Kasturi

51

. . Diameter Luas Luas Zona
Media Ulangan Konsentrasi Rata- Zona cakram Bening
Rata

0% 6,000 28,260 28,260 0,000

20% 6,667 34,892 28,260 6,632

1 40% 7,333 42,212 28,260 13,952

60% 8,333 54,509 28,260 26,249

80% 9,667 73,359 28,260 45,099

NA 100% 10,000 78,500 28,260 50,240
0% 6,000 28,260 28,260 0,000

20% 8,000 50,240 28,260 21,980

) 40% 9,333 68,377 28,260 40,117

60% 9,667 73,359 28,260 45,099

80% 10,667 89,321 28,260 61,061

100% 11,667 106,853 28,260 78,593

0% 6,000 28,260 28,260 0,000

20% 8,333 54,509 28,260 26,249

1 40% 9,000 63,585 28,260 35,325

60% 11,333 100,823 28,260 72,563

80% 11,333 100,823 28,260 72,563

SDA 100% 13,000 132,665 28,260 104,405
0% 6,000 28,260 28,260 0,000

20% 8,000 50,240 28,260 21,980

) 40% 8.667 58,967 28,260 30,707

60% 9,000 63,585 28,260 35,325

80% 9.667 73,359 28,260 45,099

100% 11,000 94,985 28,260 66,725

Keterangan:

Penggunaan media NA = Streptococcus mutans

Penggunaan media SDA = Candida albicans

4.4.2 Serbuk Ekstrak Tembakau Kasturi Terenkapsulasi Pati Singkong Modifikasi

Diameter Luas Luas Zona
Media Ulangan Konsentrasi Rata- .
Rata Zona Cakram  Bening
0% 6,000 28,260 28,260 0,000
NA 1 20% 9,333 68,377 28,260 40,117
40% 10,000 78,500 28,260 50,240
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60% 10,333 83,815 28,260 55,555
80% 10,667 89,321 28,260 61,061
100% 11,333 100,823 28,260 72,563
0% 6,000 28,260 28,260 0,000
20% 8,667 58,967 28,260 30,707
5 40% 8,000 50,240 28,260 21,980
60% 8,667 58,967 28,260 30,707
80% 9,667 73,359 28,260 45,099
100% 12,667 125,955 28,260 97,695
0% 6,000 28,260 28,260 0,000
20% 6,667 34,892 28,260 6,632
1 40% 7,000 38,465 28,260 10,205
60% 8,333 54,509 28,260 26,249
80% 11,333 100,823 28,260 72,563
SDA 100% 15,000 176,625 28,260 148,365
0% 6,000 28,260 28,260 0,000
20% 9,333 68,377 28,260 40,117
) 40% 9,667 73,359 28,260 45,099
60% 10,333 83,815 28,260 55,555
80% 12,333 119,401 28,260 91,141
100% 15,333 184,554 28,260 156,294
Keterangan:

Penggunaan media NA = Streptococcus mutans
Penggunaan media SDA = Candida albicans

4.5 Ukuran Partikel Pati Singkong Termodifikasi

Ulangan Ukuran Partikel (Nm) Indeks Polidispersitas
1 7,005 0,630
2 8,677 0,413
3 6,034 0,348

4.5.1 Hasil Pengukuran Partikel Pati Singkong Ulangan 1

Ukuran STDEV Intercept

7,005 1,412 0,935
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Size Distribution by Mumbar
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01 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
4.5.2 Hasil Pengukuran Partikel Pati Singkong Ulangan 2
Ukuran STDEV Intercept
8,677 d,52 0,905
Size Distribution by Numbear
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4.5.3 Hasil Pengukuran Partikel Pati Singkong Ulangan 3
Ukuran STDEV Intercept
6,034 1,266 0,900
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3.3 Dokumentasi Pelaksanaan Penelitian
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1.0
#

AR

o e Al

Pengujian aktivitas polifenol

Pengujian total polifenol
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Homogenisasi nanopartikel pati singkong
r Pengaturan suhu spray drying
dan ekstrak tembakau kasturi

Pengujian antimikroba ulangan 1 Pengujian antimikroba ulangan 2
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Penimbangan 1 ml ekstrak daun

tembakau
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Alat Malvern Zetasizer Nano
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