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(Anonim) ™

Ilmu pengetahuan tanpa agama adalah pincang.
(Einstein) ™

") Departemen Agama Republik Indonesia. 2005. 4] Qur’an dan Terjemahannya
Special for Women. Jakarta: Yayasan Penyelenggara Penterjemah/Pentafsir Al-
Qur’an.

) http://amirulrosid.blogspot.com/2011/11/kumpulan-motto-hidup.html
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RINGKASAN

Daya Hambat Ekstrak Etanol Daun Tembakau (Nicotiana tabacum) terhadap
Pertumbuhan Mikroba Rongga Mulut: Riria Hendarto Putri; 111610101006;
2015; 97 halaman; FakultasKedokteran Gigi Universitas Jember.

Mikroba rongga mulut yang paling banyak terlibat dalam terjadinya penyakit-
penyakit rongga mulut diantaranya adalah bakteri Streptococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis dan jamur Candida albicans. Bakteri Streptococcus
mutans merupakan bakteri Gram-positif penyebab awal terjadinya karies gigi.
Porphyromonas gingivalis merupakan bakteri Gram-negatif yang berpengaruh pada
perkembangan penyakit periodontal. Jamur Candida albicans merupakan flora
normal rongga mulut yang mengakibatkan oral candidiasis apabila pertumbuhannya
berlebihan. Salah satu cara mencegah permasalahan di atas adalah dengan
penggunaan obat kumur chlorexidine gluconate, namun penggunaannya dalam jangka
panjang dapat menyebabkan beberapa efek samping sehingga perlu penelitian lebih
lanjut untuk mencari bahan alternatif sebagai bahan dasar pembuatan obat kumur
yang lebih aman.

Daun tembakau mengandung bahan aktif yang bermanfaat sebagai antibakteri
dan antijamur (Bakht dkk., 2012; Taiga dan Friday, 2009). Bahan aktif tersebut
antara lain golongan fenol berupa flavonoid, golongan alkaloid berupa nikotin,
golongan saponin berupa steroid dan golongan minyak atsiri berupa terpenoid
(Fathiazad, 2005; Susilowati, 2006; Rusli dkk., 2011). Alkaloid sebagai antibakteri
bekerja dengan cara merusak komponen penyusun peptidoglikan pada dinding sel
bakteri sehingga terjadi lisis, sedangkan flavonoid akan mendenaturasikan protein
dan merusak permeabilitas dinding sel bakteri. Flavonoid sebagai antijamur bekerja
dengan mengganggu permeabilitas membran sel jamur dan merubah komponen
organik serta transport nutrisi yang akhirnya mengakibatkan efek toksik pada jamur.

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental laboratoris dengan

rancangan penelitian the post test only control group design yang bertujuan untuk
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mengetahui daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta terhadap jamur Candida
albicans. Ekstrak etanol daun tembakau diambil menggunakan metode maserasi
dengan pelarut etanol 96% kemudian diencerkan dengan kontrol negatif berupa
larutan dimetil sulfoksida (DMSO) 1% hingga menjadi konsentrasi 20%, 40%, 60%,
80% dan 100%. Kontrol positif menggunakan chlorexidine gluconate 0,2% dan
semua kelompok dilakukan pengulangan sebanyak 4 kali. Uji aktivitas antibakteri dan
antijamur menggunakan metode difusi cakram (disc-diffusion methode). Setiap
sampel dari masing-masing kelompok diteteskan satu persatu pada kertas cakram
berdiameter 5 mm menggunakan mikropipet sebanyak 13 p L dan ditunggu sampai
ekstrak etanol daun tembakau terserap, kemudian diletakkan menggunakan pinset
steril dan dipastikan benar-benar menempel pada media kultur TSA dengan 5% sheep
blood yang telah diinokulasi bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas
gingivalis serta pada media kultur sabaroud dextrose agar (SDA) yang telah
diinokulasi jamur Candida albicans. Setelah itu dilakukan inkubasi pada suhu 37° C
selama 24 dan 48 jam. Pengamatan dilakukan dengan mengukur diameter zona
hambat setiap 24 jam dan 48 jam menggunkan jangka sorong digital.

Daya antibakteri dan antijamur ditunjukkan dengan adanya zona hambat di
sekitar kertas cakram. Hasil penelitian menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun
tembakau mempunyai daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus
mutans dan Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida albicanspada hari ke-1,
sedangkan pada hari ke-2 ekstrak etanol daun tembakau sudah tidak efektif lagi.
Kesimpulan dari hasil penelitian ini adalah ekstrak etanol daun tembakau mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas
gingivalis serta pertumbuhan jamur Candida albicans. Ekstrak etanol daun tembakau
dengan konsentrasi 80% adalah konsentrasi yang paling efektif dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans. Ekstrak etanol daun tembakau dengan
konsentrasi 100% adalah konsentrasi yang paling efektif dalam menghambat

pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis dan jamur Candida albicans.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Tumbuhan merupakan bahan alam yang berperan terhadap kesehatan
manusia karena memiliki berbagai kandungan bermanfaat yang dapat digunakan
sebagai obat (Chandrashekar, 2012; Yildirim dkk., 2000; Odugbemi, 2006). World
Health Organization (WHQO) memperkirakan 80% populasi dari Negara Asia masih
menggunakan obat tradisional untuk memelihara kesehatannya (Chandrashekar,
2012). Obat tradisional salah satunya dapat terbuat dari daun tembakau (Nicotiana
tabacum) (Suresh dkk., 2008).

Daun tembakau secara umum hanya dimanfaatkan sebagai bahan baku
pembuatan rokok dan telah lama menjadi kontroversi karena dikenal dapat
menyebabkan dampak negatif seperti gangguan pada jantung, terjadinya penyakit
kanker paru-paru, sesak nafas, perubahan warna gigi menjadi lebih kuning, kerusakan
jaringan, penurunan kemampuan indra pengecap, leukoplakia dan resiko kanker
mulut (Asmino dan Soedoko, 1987; DerMarderosian, 2001). Disisi lain, daun
tembakau juga dapat dimanfaatkan sebagai bahan baku produk berbasis nonrokok
yang berdampak positif bagi kesehatan (Witarto, 2008).

Dr. Arief Budi Witarto, M.Eng dari Pusat Penelitian Bioteknologi Lembaga
IImu Pengetahuan Indonesia (LIP1) menyatakan bahwa tembakau dapat menghasilkan
protein anti kanker yang berguna bagi penderita kanker. Tembakau juga dapat
menghasilkan protein Growth Colony Stimulating Factor (GSCF) yang dapat
digunakan untuk menstimulasi produksi darah dan memperbanyak stemcell yang
kemudian dikembangkan untuk memulihkan jaringan tubuh yang rusak, selain itu
tembakau juga dapat menghasilkan produk farmasi berbentuk protein yang berguna
sebagai bahan baku antibodi, obat dan juga anti virus, hal tersebut menunjukkan
bahwa daun tembakau juga memiliki berbagai kandungan yang bermanfaat dalam
bidang kesehatan (Witarto, 2008).
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Daun tembakau diantaranya mengandung bahan aktif yang bermanfaat
sebagai antibakteri dan antijamur (Bakht dkk., 2012; Taiga dan Friday, 2009). Bahan
aktif tersebut antara lain golongan fenol berupa flavonoid, golongan alkaloid berupa
nikotin, golongan saponin berupa steroid dan juga mengandung golongan minyak
atsiri berupa terpenoid (Fathiazad, 2005; Susilowati, 2006; Rusli dkk., 2011).

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
(Pepeljnjak dkk., 1985). Flavonoid juga melepaskan energi transduksi terhadap
membran sitoplasma bakteri dan menghambat motilitas bakteri (Mirzoeva dkk.,
1997). Selain itu, flavonoid dapat berperan sebagai antijamur dengan bekerja
mengganggu permeabilitas membran sel jamur dan merubah komponen organik serta
transport nutrisi yang akhirnya mengakibatkan adanya efek toksik pada jamur
(Jupriadi, 2011). Fungsi membran sel yang terganggu juga  menyebabkan
peningkatan permeabilitas sel hingga akhirnya jamur mati (Jawetz, 1986).

Kematian jenis mikroba yang tidak menguntungkan dapat mencegah
terjadinya suatu penyakit seperti penyakit-penyakit pada rongga mulut. Mikroba
rongga mulut yang paling banyak terlibat dalam terjadinya penyakit-penyakit rongga
mulut diantaranya adalah bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas
gingivalis serta jamur Candida albicans (Lamont dan Jenkinson, 2010). Bakteri
Streptococcus mutans merupakan bakteri Gram-positif penyebab awal terjadinya
karies gigi (Simon, 2007; Roeslan, 1992). Bakteri Porphyromonas gingivalis
merupakan bakteri Gram-negatif yang berpengaruh terhadap perkembangan suatu
penyakit periodontal (Noril dkk., 1997; Culter dkk, 1995). Jamur Candida albicans
merupakan jamur flora normal rongga mulut yang dapat mengakibatkan terjadinya

oral candidiasis apabila pertumbuhannya berlebihan (Silverman dkk., 2001).
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Bahan antimikroba sintetis yang efektif sebagai antibakteri terhadap bakteri
Gram-positif, Gram-negatif serta antijamur adalah chlorexidine gluconate (Gupta,
2012). Penggunaan clorhexidine gluconate dalam jangka panjang dapat menyebabkan
beberapa efek samping seperti gangguan pengecapan, adanya sensasi rasa terbakar,
perubahan warna pada gigi, restorasi, dan membran mukosa serta terjadinya
peningkatan deposit kalkulus (Farah dkk., 2009). Oleh karena itu, perlu dilakukan
penelitian dalam usaha mencari bahan alternatif yang aman digunakan sebagai
bahan antibakteri terhadap bakteri Gram-positif dan Gram-negatif serta antijamur.

Daun tembakau diketahui dapat menghambat pertumbuhan bakteri Gram-
positif yaitu Staphlococcus aureus, bakteri Gram-negatif yaitu Erwinia carotovora
dan jamur (Bakht dkk., 2012; Taiga dan Friday, 2009). Hal tersebut dibuktikan
dengan penelitian yang dilakukan Taiga dan Friday (2009), yang menunjukkan bahwa
ekstrak daun tembakau dengan konsentrasi 10% sampai 40% efektif menghambat
pertumbuhan Fusarium sp., Asperegilus sp., dan Rhizopus sp. Efektifitas ini
diakibatkan kandungan flavonoid dalam daun tembakau yang diketahui bersifat
fungistatik dan fungisidal. Selanjutnya, penelitian yang dilakukan oleh Duangsri dkk.
(2012), menunjukkan bahwa ekstrak daun tembakau dengan konsentrasi 50%, 80%
dan 100% efektif menghambat pertumbuhan Escherichia coli dan Streptococcus
aureus.

Penelitian tentang daun tembakau sebagai antimikroba rongga mulut
khususnya antibakteri dan antijamur terhadap bakteri Streptococcus mutans dan
Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida albicans belum pernah dilakukan.
Berdasarkan latar belakang tersebut, penulis ingin meneliti daya hambat antibakteri
dan antijamur ekstrak etanol daun tembakau terhadap pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida albicans,
sehingga hasil penelitian ini diharapkan dapat dimanfaatkan dan dikembangkan
sebagai acuan bahan dasar pembuatan obat kumur antimikroba untuk pencegahan

penyakit karies gigi dan penyakit periodontal.
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1.2 Rumusan Masalah

Berdasarkan latar belakang di atas, maka rumusan masalah yang dapat

diambil adalah

1.

Apakah ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum) memiliki daya
hambat terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans ?

Apakah ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum) memiliki daya
hambat terhadap pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis?

Apakah ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum) memiliki daya

hambat terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans ?

1.3 Tujuan Penelitian

1.

Untuk mengetahui daya antibakteri ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana
tabacum) terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans.

Untuk mengetahui daya antibakteri ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana
tabacum) terhadap pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis.

Untuk mengetahui daya antijamur ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana

tabacum) terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans.

1.4 Manfaat Penelitian

1.
2.

Menambah pengetahuan mengenai khasiat bahan alam sebagai obat.

Memberikan pengetahuan mengenai daya antibakteri ekstrak etanol daun
tembakau (Nicotiana tabacum) terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus
mutans.

Memberikan pengetahuan mengenai daya antibakteri ekstrak etanol daun
tembakau (Nicotiana tabacum) terhadap pertumbuhan bakteri Porphyromonas

gingivalis.
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4.

Memberikan pengetahuan mengenai daya antijamur ekstrak etanol daun
tembakau (Nicotiana tabacum) terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans.

Mengetahui daya antibakteri dan antijamur ekstrak etanol daun tembakau
(Nicotiana tabacum) sehingga dapat dimanfaatkan dan dikembangkan sebagai
obat kumur antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dan
Porphyromonas gingivalis serta antijamur terhadap pertumbuhan jamur Candida

albicans sehingga dapat mencegah penyakit karies gigi dan penyakit periodontal.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tembakau (Nicotiana tabacum)
Tembakau merupakan tanaman perkebunan yang tidak termasuk dalam
kelompok tanaman pangan. Secara umum tembakau dimanfaatkan bagian daunnya

sebagai bahan utama dalam pembuatan rokok (Cahyono, 1998).

2.1.1 Klasifikasi Tembakau
Menurut Goodspread (1954), klasifikasi tanaman tembakau adalah sebagai
berikut :

Famili : Solanaceae
Sub Famili : Nicotianae
Genus : Nicotianae
Spesies : Nicotiana tabacum

2.1.2 Morfologi Tembakau

Tembakau terdiri dari beberapa bagian yaitu akar, batang, daun, bunga dan
buah. Daun tembakau berbentuk bulat lonjong, ujungnya meruncing, tulang
daunnya menyirip dan bagian tepinya agak bergelombang serta memiliki permukaan
yang licin. Daun tembakau memiliki tangkai yang melekat pada batang, kedudukan
daunnya mendatar atau tegak. Ukuran dan ketebalan daun tergantung jenis
varietas tembakau dan lingkungan tempat tumbuhnya. Jumlah daun dalam satu
tanaman  kurang lebih sekitar  18-32 helai dan tumbuh  berselang-seling

mengelilingi batang (Cahyono, 1998).
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Daun tembakau dapat berperan sebagai tanaman obat yang dimanfaatkan
sebagai antibakteri dan antijamur. Hasil uji fitokimia menunjukkan bahwa daun
tembakau bagian atas dan tengah mengandung alkaloid, flavonoid, terpenoid dan
steroid, sedangkan daun tembakau bagian bawah hanya mengandung alkaloid,
flavonoid dan terpenoid (Rusli dkk., 2011).

Gambar 2.1 Tanaman tembakau dan klasifikasi daun tembakau berdasarkan
letak daun pada batang (Sumber:
http://litbangjember.wordpress.com/2012/10/10/morfologi-
tanaman-tembakau/; Susilowati, 2006).

Daun tembakau secara umum diklasifikasikan berdasarkan letaknya pada
batang, yang dimulai dari urutan bawah ke atas, vyaitu: daun pasir (zand
blad/lugs), kaki (voet blad/cutters), tengah (midden blad/leaf), dan atas (top
blad/tips) (Susilowati, 2006).

2.1.3 Tembakau Kasturi
Tembakau Kasturi merupakan jenis tembakau yang diolah secara krosok (leaf

type) atau lembaran-lembaran daun dan dibudidayakan pada musim kemarau atau
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dikenal dengan istilah voor oogst (VO). Tembakau kasturi berdasarkan cara
pengeringannya termasuk dalam tipe Burley karena proses pengeringannya
menggunakan bantuan sinar matahari secara langsung (sun cured). Tanaman ini
banyak dibudidayakan di daerah Jember dan Bondowoso (Jawa Timur) (Susilowati,
2006).

Pt

Gambar 2.2 Tembakau Kasturi Sumber: http://kasturiradia.blogspot.com/).

Jenis tembakau lain yang sering di tanam di Jember yaitu tembakau jenis Na
oogst (Naus). Tembakau ini ditanam pada musim penghujan. Kandungan nikotin
pada tembakau yang ditanam pada musim penghujan lebih rendah dibanding dengan
tembakau yang ditanam pada musim kemarau (Sudaryono, 2004). Kandungan nikotin
pada tembakau kasturi mencapai 3,21%, sedangkan pada jenis Naus maksimal hanya
mencapai 1,75% (Sholeh dkk., 2000).

2.1.4 Ekstraksi Daun Tembakau

Ekstraksi daun tembakau menghasilkan ekstrak daun tembakau berupa
senyawa Vvolatil dan semi volatil yang menentukan standar kualitas tembakau
dengan kekhasan aromanya. Jenis senyawa pada ekstrak daun tembakau memiliki
komposisi  yang beragam pada setiap hasil ekstrak, tergantung karakteristik

perlakuan pendahuluan dan bahan yang digunakan sebelumnya. Proses
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fermentasi pada daun tembakau dapat mempengaruhi hasil ekstrak yang dihasilkan
(Pang dkk., 2004).

Senyawa volatil dan semi volatil pada daun tembakau dapat diperoleh
dengan metode ekstraksi pelarut (solvent extraction) dan distilasi (distillation)
(Podlejski dan Olejniczak, 1983). Menurut Xin dkk. (2006), secara umum untuk
menghasilkan komponen bioaktif dari daun tembakau pada metode ekstraksi
pelarut digunakan pelarut etanol, sedangkan metode distilasi menggunakan pelarut
air (Podlejski dan Olejniczak, 1983). Kombinasi antara kedua metode tersebut
adalah steam distillation and extraction (SDE) yang merupakan metode
terbaik dan paling umum digunakan. Efektivitas penggunaan SDE untuk
ekstraksi daun tembakau dibandingkan dengan metode steam distillation (SD) dapat
dilihat berdasarkan jumlah rendemen yang tinggi pada penggunaan metode SDE
yaitu 445,48 mL/100 g, 228,42 mL/ 100 g dan 315,72 mL/100 g (Pang dkk., 2004).

2.1.5 Kandungan Daun Tembakau

Daun tembakau mengandung bahan aktif yang bermanfaat sebagai antibakteri
dan antijamur (Bakht dkk., 2012; Taiga dan Friday, 2009). Bahan aktif tersebut
antara lain golongan fenol berupa flavonoid, golongan alkaloid berupa nikotin,
golongan saponin berupa steroid dan juga mengandung golongan minyak atsiri
berupa terpenoid (Fathiazad, 2005; Susilowati, 2006; Rusli dkk., 2011).

Tabel 2.1 Kandungan daun tembakau menurut Tso (1999)

Tipe Posisi daun Nikotin (%)
Flue-cured Bawah 1,87
Tengah 2,65
Atas 3,26
Burley Bawah 2,14
Tengah 3,00

Atas 3,65
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Tabel 2.2 Susunan kimia daun tembakau menurut Cahyono (1998)

Uraian Jumlah (%)

Abu 20
Gula 0,4-2,5
Fenol 0,0-0,5
Nitrat 1,0-2,0
Nikotin:

a. Pada daun bawah 0,16-2,89

b. Pada daun tengah 0,3-3,75

c. Padadaun atas 0,5-4,0

Kandungan N total 2,18-3,58

Tabel 2.3 Kandungan daun tembakau menurut Podlejski dan Olejniczak

(1983)
Komponen Komposisi (% bk)
Total Nitrogen 2,20
Protein nitrogen (nitrogen) 1,58
Nikotin 0,67
Nitrogen dari asam o -amino 0,30
Air terlarut karbohidrat 25,9
Selulosa 12,3
Pektin 13,4
Polypentose 4,90
Minyak atsiri 0,13
Resin yang diekstrak menggunakan benzena 7,42
Resin yang diekstrak menggunakan petrolum eter 6,20
Polyphenol 4,39
Asetaldehid 0,26
Asam organik 9,12
a. Asam oksalat 2,18
b. Asm sitrat 1,27
C. Asam hidroksi 4,57
d. Asam volatil 1,12
pH dari air yang terekstrak 5,54
Abu 15,4

2.1.6 Daya Antibakteri Ekstrak Daun Tembakau
Senyawa dalam daun tembakau dapat bersifat antibakteri yaitu mampu
menghambat pertumbuhan bakteri. Beberapa senyawa metabolit sekunder seperti
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fenol dan senyawa fenolik, alkaloid, dan minyak atsiri memiliki sifat antibakteri
(Pelczar dan Chan, 1998).

Antibakteri digambarkan sebagai produk alami organik yang memiliki
berat molekul rendah dan dibentuk oleh mikroorganisme serta tumbuhan yang aktif
melawan mikoroganisme lain pada konsentrasi rendah. Mekanisme antibakteri
dapat dengan cara mempengaruhi dan mengganggu sintesis dinding sel, integritas
membran sel, sintesis protein, perbaikan, replikasi dan transkripsi deoxyribonucleic
acid (DNA) serta mengganggu metabolisme intermediate (Wax dkk., 2008).

Antibakteri  berdasarkan cara kerjanya dibedakan menjadi dua yaitu
bakterisidal dan bakteriostatik. Bakteriostatik adalah zat yang dapat bekerja dengan
menghambat pertumbuhan bakteri sedangkan bakterisidal adalah zat yang dapat
bekerja dengan mematikan bakteri. Beberapa zat antibakteri bersifat bakteriostatik
pada konsentrasi rendah dan bersifat bakterisidal pada konsentrasi tinggi.
Mekanisme kerja antibakteri diantaranya adalah sebagai berikut (Chomnawang dkk.,
2005) :

1. Merusak dinding sel

Mekanisme ini disebabkan karena adanya akumulasi komponen lipofilat di
dinding atau membran sel sehingga menyebabkan  komposisi penyusun
dinding sel berubah. Akumulasi senyawa antibakteri dipengaruhi oleh
bentuknya yang tidak  terdisosiasi. Molekul-molekul fenol yang terdapat
pada minyak thyme kebanyakan tidak terdisosiasi, lebih hidrofobik, dapat
mengikat daerah hidrofobik membran protein, dan dapat melarut pada fase
lipid dari membran bakteri pada konsentrasi rendah.

2. Bereaksi dengan membran sel

Komponen bioaktif ~ dapat  mengganggu dan  mempengaruhi
integritas membran sitoplasma yang dapat menyebabkan kebocoran materi
intraseluler. Misalnya, senyawa fenol dapat mengakibatkan sel mengalami

lisis dan mendenaturasi protein, menghambat pembentukan protein sitoplasma
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dan asam nukleat, serta menghambat ikatan ATP-ase pada membran sel.

Menginaktivasi enzim

Kerja enzim akan terganggu dalam proses mempertahankan kelangsungan
aktivitas bakteri, sehingga untuk mempertahankan kelangsungan aktivitas
tersebut, enzim membutuhkan energi dalam jumlah besar. Karena hal tersebut,
energi  yang diperlukan untuk proses pertumbuhan menurun dan aktivitas
bakteri ~ terhambat. Apabila  kondisi  ini  berlangsung lama akan
menyebabkan pertumbuhan bakteri terhenti. Efek senyawa antibakteri dapat
menghambat kerja enzim apabila memiliki spesifitas yang sama antara ikatan
komplek penyusun struktur enzim dengan komponen senyawa antibakteri.

Metabolit sekunder akan memblokir biosintesis dinding sel dengan cara
menghambat kerja enzim dalam mensintesis komponen berbeda dari dinding
sel. Apabila metabolit ini dapat mempengaruhi integritas membran  sel,
maka strukturnya akan kacau dan fungsi dari membran bakteri
tersebut akan terhambat.  Antibakteri yang mempengaruhi proses sintesis
protein bertindak sebagai perusak unit ribosom, mengikat pada unit 50S
dan mencegah translasi serta mengikat unit 30S sehingga terjadi kesalahan
dalam translasi, memproduksi racun, dan mempengaruhi protein. Senyawa
antibakteri akan mempengaruhi fungsi  perbaikan dan replikasi DNA,
menghambat enzim girase, dan topoisomerase serta N-metiltransferase.
Beberapa senyawa antibakteri pada akhirnya dapat mengganggu
metabolisme intermediate dengan cara menghambat enzim dalam proses

biosintesis dari substansi yang berbeda.

Menginaktivasi fungsi material genetik

Komponen bioaktif dapat mengganggu pembentukan asam nukleat, yaitu
ribonucleic acid (RNA) dan DNA serta menyebabkan terganggunya transfer
informasi genetik yang selanjutnya akan merusak materi genetik sehingga

terjadi gangguan pada proses pembelahan sel untuk pembiakan.
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2.1.7 Daya Antijamur Ekstrak Etanol Daun Tembakau

Konsentrasi nikotin dalam daun tembakau diperkirakan dapat mencapai 6-8%.
Nikotin merupakan metabolit sekunder dari ornitin (Ardwiantoro, 2010). Nikotin
mempunyai peran dalam menghambat pertumbuhan jamur. Hal tersebut berkaitan
dengan fungsi nikotin dalam proses menghambat kerja enzim (Garatfini, 1990). Daun
tembakau juga mengandung osmotin yang memiliki efek fungisidal terhadap
beberapa jenis jamur patogen. Osmotin merupakan suatu protein dalam tumbuhan
yang berfungsi dalam suatu pertahanan atau lebih dikenal dengan nama protein
related (PR). Osmotin efektif membunuh Saccharomices cerevisiae hampir sebesar
50% dari populasi awalnya (Ibeas dkk., 1998).

Efek fungisidal dari osmotin tidak spesifik terhadap satu jenis jamur saja dan
merupakan suatu jenis protein tertentu pada daun tembakau yang berfungsi melawan
patogen dari luar serta mempertahankan tekanan osmotik tanaman itu sendiri (Yun
dkk., 1997). Osmotin berfungsi dalam menghambat pembentukan dan pertumbuhan
jamur pada tahap pembentukan spora. Osmotin memiliki fungsi dalam melemahkan
dinding sel jamur, dapat mengganggu sintesis dinding sel jamur dan secara umum
dapat menghambat pembentukan RNA pada saat sintesis protein pada jamur.
Kerusakan dinding sel jamur diakibatkan oleh adanya peningkatan permeabilitas
dinding sel yang diakibatkan oleh osmotin. Osmotin meningkatkan porusitas dinding
sel jamur sehingga mengakibatkan matriks intraselulernya keluar dan terjadi lisis
pada jamur tersebut (Abad dkk., 1996).

Flavonoid dalam daun tembakau berfungsi menghambat pembentukan spora
jamur patogen. Flavonoid juga efektif dalam menghambat proses pertumbuhan
Candida albicans. Flavonoid berperan dalam pengerusakan dinding sel jamur
(Obongoya dkk., 2010).

Flavonoid dapat berikatan dengan dinding sel jamur melalui sebuah kompleks
protein-fenol, yang melibatkan adanya ikatan hidrogen antara protein dan fenol.

Kompleks ini nantinya yang mengakibatkan kerusakan (denaturasi) ikatan hidrogen
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dalam protein pada dinding sel. Selanjutnya, kerusakan ini menyebabkan matriks
intraseluler jamur keluar dan terjadi kematian sel (Cushnie dan Lamb, 2005).

2.1.8 Manfaat Daun Tembakau di Bidang Kesehatan

Tanaman tembakau diketahui mengandung beberapa senyawa penting yaitu,
alkaloid (nikotin), flavonoid (fenol) dan minyak atsiri (Palic dkk., 2002; Machado
dkk., 2010).

a. Alkaloid

Alkaloid secara umum berfungsi dalam meningkatkan tekanan darah, memicu
sistem saraf yang baik, sebagai anti mikroba, analgesik dan obat penenang (Simbala,
2009). Alkaloid bersifat antibakteri karena dapat mengganggu komponen penyusun
peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel bakteri mengalami lisis
dan terjadi kematian sel (Pepeljnjak, 1985).

Alkaloid utama yang terdapat dalam daun tembakau adalah nikotin.
Konsentrasi nikotin dalam daun tembakau diperkirakan mencapai 6-8%. Nikotin
merupakan metabolit sekunder dari ornitin dan berfungsi menghambat pertumbuhan
jamur yang berkaitan dengan fungsi nikotin dalam menghambat kerja enzim
(Ardwiantoro, 2010; Garatfini, 1990).

b. Flavonoid

Flavonoid merupakan golongan terbesar dari fenol yang mampu
mendenaturasi protein dan berfungsi sebagai antibakteri dan antijamur (Bakh dkk.,
2012; Taiga dan Friday, 2009). Flavonoid mengakibatkan kerusakan permeabilitas sel
bakteri, mikrosom dan lisosom sebagai hasil dari proses interaksi anti flavonoid
dengan dinding bakteri. Flavonoid juga melepaskan energi transduksi terhadap
membran sitoplasma bakteri dan menghambat motilitas bakteri (Mirzoeva dkk.,
1997). Selain itu, sebagai anti bakteri flavonoid juga memiliki gugus hidroksil yang
menyebabkan perubahan komponen organik dan transport nutrisi sehingga
menimbulkan efek toksik terhadap bakteri (Markham, 1988). Flavonoid sebagai
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antijamur bekerja dengan mengganggu permeabilitas membran sel jamur dan
merubah komponen organik serta transport nutrisi yang akhirnya mengakibatkan
adanya efek toksik pada jamur (Jupriadi, 2011). Fungsi membran sel yang terganggu
juga menyebabkan peningkatan permeabilitas sel hingga akhirnya jamur mati
(Jawetz, 1986).
c.Minyak atsiri

Getah daun yang berada dalam bulu-bulu daun tembakau mengandung resin
dan minyak atsiri yang dapat berfungsi sebagai antibakteri dan antijamur
(Tirtosastro dan Murdiyati, 2010).

2.2 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans merupakan  kelompok Streptococcus viridans dan
termasuk anggota flora normal rongga mulut. Streptococcus mutans merupakan
bakteri yang bersifat o -hemolitik dan komensal oportunistik (Samaranayake, 2002;
Jawetz dkk., 2005; Regina, 2007; Arora, 2009).

2.2.1 Klasifikasi Streptococcus mutans
Kedudukan Streptococcus mutans dalam taksonomi menurut Bergey dan
Boone (2009) adalah sebagai berikut:

Kingdom : Monera

Divisio : Firmicutes

Class : Bacilli

Order : Lactobacilalles
Family . Streptococcaceae
Genus : Streptococcus

Species : Streptococcus mutans
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2.2.2 Morfologi Streptococcus mutans

Streptococcus mutans termasuk bakteri Gram-positif yang bersifat nonmotil
(tidak bergerak) dan merupakan bakteri anaerob fakultatif. Streptococcus mutans
berbentuk kokus, bulat atau bulat telur dan tersusun dalam suatu rantai.
Streptococcus mutans merupakan penyebab utama penyakit karies gigi karena
bersifat asidogenik atau penghasil asam, asidurik, mampu bertahan hidup di
lingkungan asam, dan menghasilkan suatu polisakarida lengket yang disebut

dextran dan levan (Stevens dan Kaplan, 2000).
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Gambar 2.3 Bakteri Streptococcus mutans (Sumber:
http://queenofsheeba.wordpress.com/2008/07/22/bakteri-streptococcus-
mutans/ )

Streptococcus mutans tumbuh optimal pada suhu sekitar 18°-40° C
(Stevens dan Kaplan, 2000). Pertumbuhan Streptococcus mutans cenderung menjadi
kurang subur pada perbenihan padat atau kaldu, kecuali diperkaya darah atau cairan
jaringan. Streptococcus mutans mayoritas tumbuh di media sebagai koloni discoid
dan biasanya berdiameter sekitar 1-2 mm (Jawetz dkk., 1991). Media lain yang dapat
digunakan untuk menumbuhkan Streptococcus mutans diantaranya adalah brain
heart infusion broth (BHIB), trypticase yeast-extract cystine (TYC), dan agar darah
(Sukanto dkk, 2002).
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2.3 Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis adalah jenis bakteri anaerob Gram-negatif, non-
motile dan merupakan bakteri patogen. Porphyromonas gingivalis merupakan koloni
bakteri berpigmen hitam. Porphyromonas gingivalis banyak ditemukan pada plak.
Porphyromonas gingivalis dapat menyebabkan perubahan yang bersifat patologik di
jaringan periodontal dengan mengaktifkan respons imun dan inflamatori pada
inang serta secara langsung mempengaruhi sel-sel periodonsium (Noril dkk., 1997).

Porphyromonas gingivalis merusak jaringan dengan cara berinteraksi secara
langsung dengan bakteri dan sel inang (Noril dkk., 1997). Pada saat berkontak
langsung dengan epitel di sulkus periodontal, Porphyromonas gingivalis
menghasilkan berbagai macam faktor virulensi patogenik, seperti lipopolisakarida
dan hidrogen sulfida yang dapat menginduksi inang untuk melepaskan mediator
inflamasi seperti IL-1, PGE2 dan TNF-a yang akhirnya dapat menyebabkan resorbsi
tulang. Selain itu, Porphyromonas gingivalis dapat memetabolisme asam amino dan
menghasilkan sejumlah metabolit atau produk akhir yang bersifat toksik terhadap
jaringan gingiva pada manusia dan berpengaruh terhadap perkembangan suatu
penyakit periodontal (Cutler dkk., 1995).

2.3.1 Klasifikasi Porphyromonas gingivalis
Menurut Leslie (1998), secara taksonomi Porphyromonas gingivalis
diklasifikasikan sebagai berikut :

Kingdom : Bacteria

Superphylum : Bacteroidetes/chlorobi group
Phylum : Bacteroidetes

Class : Bacteroides

Ordo : Bacteroidales

Family : Porphyromonadaceae
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Genus : Porphyromonas
Species : Porphyromonas gingivalis

2.3.2 Morfologi Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis tidak berspora (non-spore forming) dan
berbentuk coccobacilli dengan diameter 0,5-2 u m. Koloni Porphyromonas gingivalis
pada media kultur terlihat lembut, berkilauan dan cembung. Warna koloni bakteri
dapat berubah menjadi hitam karena produksi protoheme yang berlebihan.
Protoheme adalah suatu substansi yang bertanggung jawab terhadap warna khas

koloni Porphyromonas gingivalis (Leslie dkk., 1998).

Gambar 2.4 Porphyromonas gingivalis (Sumber: Kusumawardani, 2012).

Suhu maksimal untuk pertumbuhan Porphyromonas gingivalis yaitu 37° C.
Pertumbuhan Porphyromonas gingivalis yang signifikan dapat dipengaruhi oleh
adanya karbohidrat. Substrat nitrogenous seperti proteose peptone, trypticase dan
ekstrak yeast dapat meningkatkan pertumbuhan Porphyromonas gingivalis (Leslie
dkk., 1998).
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2.4 Candida albicans

Candida albicans merupakan jamur dimorfik karena mampu tumbuh dalam
dua bentuk yang berbeda vyaitu sebagai sel tunas yang akan berkembang
menjadi blastospora dan menghasilkan kecambah hingga akhirnya terbentuk hifa semu.
Blastospora berbentuk bulat, lonjong atau bulat lonjong dan berukuran 2-5 p x 3-6
u sampai 2-5,5 p x 5-28 p (Hendrawati, 2007).

2.4.1 Klasifikasi Candida albicans
Menurut Frobisher (1983), kedudukan Candida albicans sebagai berikut:

Kingdom : Fungi

Divisi : Eurocophyta

Kelas : Deuteromycetes
Ordo : Saccharomycetales
Famili : Saccharomycetaceae
Genus : Candida

Spesies : Candida albicans

2.4.2 Morfologi Candida albicans

Candida albicans memperbanyak diri dengan membentuk tunas yang akan
terus memanjang membentuk hifa semu. Hifa semu tersebut terbentuk dengan
banyak kelompok blastospora yang berbentuk bulat atau lonjong. Pada
beberapa strain, blastospora ada yang berukuran besar, berbentuk bulat atau
seperti botol dan dalam jumlah yang tidak banyak. Blastospora dapat berkembang

menjadi klamidospora yang memiliki dinding tebal dan berdiameter sekitar 8-12 p .
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Gambar 2.5 Jamur Candida albicans (Sumber:
http://www.optimalhealthnetwork.com/Candida-Albicans-s/202.htm)

Candida albicans pada medium padat sabouraud dekstrosa agar (SDA)
umumnya berbentuk bulat dan memiliki permukaan yang sedikit cembung, halus,
licin dan terkadang sedikit berlipat-lipat. Koloni Candida albicans berwarna putih
kekuningan dan aromanya asam seperti tape. Candida albicans tumbuh di dasar
tabung pada medium cair seperti glucose yeast dan extract pepton (Tjampakasari,
2006).

Candida albicans pada media SDA dengan pengeraman pada suhu 37° C
selama 24 jam menghasilkan koloni-koloni halus berwarna krem dan beraroma
seperti ragi. Pertumbuhan permukaannya terdiri dari sel-sel bertunas lonjong.
Pertumbuhan di bawah sel-sel bertunas lonjong terdiri dari pseudohifa yang
membentuk blastokonidia pada nodus-nodus dan terkadang di bagian ujungnya
terdapat klamidokonidia (Simatupang, 2009).

2.5 Hipotesis
Hipotesis dari penelitian ini adalah:
1. Ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum) memiliki daya hambat

terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans.
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2. Ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum) memiliki daya hambat

terhadap pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis.
3. Ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum) memiliki daya hambat

terhadap pertumbuhan jamur Candida albicans.

2.6 Kerangka Konseptual

Ekstrak Etanol Daun Streptococcus mutans ndida
Tembakau (Nicotiana dan Porphyromonas Alicans
tabacum) gingivalis
v
Mengandung zat-zat aktif:
golongan fenol, alkaloid, Membran sel terdiri dari
saponin dan minyak atsiri. polisakarida, protein dan enzim

/ Mengganggu struktur dan \
komponen membran sel bakteri
dan jamur, merusak dinding sel
bakteri dan jamur,
menginaktivasi enzim dan
fungsi material genetik. /

\.

\ 4

Terjadi hambatan pertumbuhan
Streptococcus mutans,
Porphyromonas gingivalis dan
Candida albicans

Gambar 2.6. Kerangka konsep penelitian
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah penelitian eksperimental laboratoris yaitu
penelitian yang dilakukan dengan mengadakan manipulasi terhadap objek penelitian
dan disertai adanya kontrol (Nazir, 2005). Rancangan penelitian yang digunakan
adalah the post test only control group design untuk mengetahui perbedaan yang

signifikan antara kelompok perlakuan dan kontrol (Santoso dkk., 1994).

3.2 Tempat Penelitian

a. ldentifikasi spesies tembakau dilakukan di Balai Penelitian Tanaman Pemanis dan
Serat (Balittas) Jalan Raya Karangploso 199 Km 4 Malang, Jawa Timur,

b. Pembuatan ekstrak etanol daun tembakau dilakukan di Laboratorium Biologi
Fakultas Farmasi, Universitas Jember,

c. Uji aktivitas antibakteri dan antijamur dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi,
Fakultas Kedokteran Gigi, Universitas Jember.

3.3 Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2014.

3.4 Variabel Penelitian
a. Variabel bebas

Ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum),
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b. Variabel terikat
Daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida
albicans,

c. Variabel terkendali
Diameter kertas cakram (5 mm), volume ekstrak etanol daun tembakau yang

diteteskan pada kertas cakram (13 p L) dan waktu pengamatan (24 dan 48 jam).

3.5 Definisi Operasional

a. Ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum) diambil dari daun tembakau
kasturi usia muda campuran dari bagian atas dan tengah yang kemudian
diekstraksi menggunakan etanol 96% dengan metode maserasi. Daun tembakau
yang digunakan berasal dari Desa Tanjung Rejo Kecamatan Wuluhan Kabupaten
Jember, Jawa Timur.

b. Daya hambat diketahui dengan mengukur zona hambat pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida
albicans. Zona hambat adalah daerah atau wilayah jernih yang tampak di
sekeliling kertas cakram yang diukur menggunakan jangka sorong dalam skala
millimeter untuk mengetahui kekuatan daya hambat ekstrak etanol daun tembakau
(Nicotiana tabacum) terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dan
Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida albicans.

c. Diameter zona hambat 5 mm berarti tidak terdapat daerah atau wilayah jernih yang

tampak di sekeliling kertas cakram.

3.6 Sampel Penelitian
Jumlah sampel pada penelitian ini dihitung dengan menggunakan rumus

perhitungan jumlah sampel menurut Federer (1991) yaitu sebagai berikut:
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(n-1)x(t-1)=15

Keterangan :
n : jumlah pengulangan

t : jumlah perlakuan

Pengulangan jumlah sampel pada penelitian ini adalah sebagai berikut :
(n-1)x(t-1)=>15
(n-1)x(7-1) =15
(n-1)x6=>15
6n-6=>15
n>35=4
Sampel yang akan digunakan pada penelitian dibagi menjadi 7 kelompok

perlakuan yaitu :

a. Kelompok I : kontrol negatif dimetil sulfoksida/DMSO 1%,

b. Kelompok 11 : kontrol positif (Chlorexidin gluconate 0,2%),

c. Kelompok 111 : ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%,
d. Kelompok 1V : ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40%,
e. Kelompok V . ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60%,
f. Kelompok VI . ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80%,
g. Kelompok VII . ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%.

Berdasarkan hasil perhitungan di atas, diperoleh jumlah sampel minimal adalah
4 untuk setiap kelompok perlakuan baik pada bakteri Streptococcus mutans dan
Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida albicans sehingga jumlah sampel

total pada penelitian ini adalah 84 kertas cakram.
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3.7 Kriteria Sampel

a. Daun tembakau segar usia 50-60 hari,

b. Ujung daun tembakau tidak menggulung,

c. Daun tembakau berwarna hijau dan tebal,

d. Daun tembakau bagian atas dan tengah petikan ke 5-10 dari atas ke bawah.

3.8 Alat dan Bahan Penelitian

Alat yang dipakai pada penelitian ini adalah :

1. Pembuatan ekstrak daun tembakau

e o o @

=h

g.
h

Toples kaca dilengkapi dengan tutupnya,
Evaporator,

Cawan porselin,

Spatula,

Blender (Sharp, Indonesia),

Gelas ukur,

Neraca (Cent-O-Cram, Ohaus, USA),
Waterbath,

Kertas saring kimia.

2. Pengenceran Konsentrasi Ekstrak

a.
b.

C.

Mikropipet (Eppendorf, Germany),
Tabung reaksi,

Thermolyne.

3. Uji antibakteri dan antijamur

a.
b.

o o

@

Tabung Erlenmeyer (Schott Duran, Germany),
Petridish tidak bersekat,

Ose (Nikrom, Indonesia),

Bunsen (Pyrex, Japan),

Tabung reaksi (Pyrex, Japan),

25
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Jangka sorong (Medesy, Italy) dengan derajat ketelitian 0,5 mm,
Mikropipet (Eppendorf,Germany),

> a -

Kompor listrik (Maspion, Indonesia),

i. Spektrofotometer (Milton Roy, Spectronic 20+, Germany),
j.  Laminar flow (tipe HF-100, Korea),

k. Incubator (Binder, tipe 175053099003100, Germany),

I. Autoclave (Memmert, Germany),

m. Sterilisator panas kering (Oven),

n. Pinset (Dentica, Stainless steel, France),

0. Stopwatch,
p. Pelubang kertas atau two hole punch,
g. Gigaskrin,
r. Desikator.

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah sebagai berikut ini:
Daun tembakau kasturi dari Desa Tanjung Rejo Kecamatan Wuluhan Kabupaten
Jember, Jawa Timur,
Suspensi bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta
jamur Candida albicans,
DMSO 1%,
Chlorexidin gluconate 0,2%,
Larutan Standar Mc Farland 0,5 dan 1,
Media kultur TSA dengan 5% sheep blood
Diperoleh dari Balai Laboratorium Kesehatan Yogyakarta dan dikemas dalam
petridish. Kandungan TSA dengan 5% sheep blood terdiri dari agar, kedelai,
kasein NaCl, dan mineral (Prodanisa, 2010),
Media SDA,
Etanol 96%,
Aquadest,
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J.  Kertas saring kimia,

k. Alkohol 70% (One med, Indonesia),

I.  Kertas cakram dari kertas saring Whatman No. 42,
m. Spidol dan kertas label,

n. Masker dan sarung tangan (One Med, Indonesia).

3.9 Prosedur Penelitian
3.9.1 Tahap Persiapan
a. ldentifikasi tanaman
Pada tahap awal penelitian, dilakukan identifikasi daun tembakau (Nicotiana
tabacum) yang akan diambil ekstraknya,
b. Sterilisasi alat
Semua alat yang terbuat dari gelas atau kaca seperti gelas ukur, petridish,
tabung reaksi dan lain lain disterilkan menggunakan sterilisator panas kering
atau oven dengan suhu 160° C selama 10 menit, sedangkan semua alat yang
terbuat dari plastik dicuci bersin dan dikeringkan kemudian diulas

menggunakan alkohol 70% (Cappucino dan Sherman, 2005).

3.9.2 Proses Ekstraksi Daun Tembakau Menggunakan Etanol dengan Metode

Maserasi

a. Proses mengekstrak diawali dengan menyediakan daun tembakau segar yang
telah dicuci bersih dan dikeringkan dengan cara kering angin selama satu
minggu pada suhu kamar,

b. Daun tembakau yang sudah dikeringkan tersebut kemudian dihaluskan
menggunakan blender,

c. Daun tembakau yang sudah dihaluskan tersebut kemudian dimasukkan ke

dalam toples kaca sebanyak 250 gr kemudian direndam dengan
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menggunakan  etanol 96% sebanyak 1.875 ml, setelah itu dilakukan
pengadukan menggunakan spatula, ditutup rapat menggunakan tutup toples,

d. Mendiamkan rendaman tersebut selama 3x24 jam, tetapi tetap dilakukan
pengadukan setiap harinya menggunakan spatula,

e. Memisahkan ampas dan filtrat rendaman dengan cara disaring menggunakan
kertas saring kimia, untuk memperoleh ekstrak cair daun tembakau,

f. Untuk mendapatkan ekstrak kental, maka diuapkan dengan menggunakan
rotary evaporator dengan suhu 50° C,

g. Selanjutnya akan diperoleh ekstrak kental lalu ekstrak tersebut dituang ke
dalam cawan porselen dan diuapkan lagi dengan waterbath kemudian
diangin-anginkan pada suhu kamar,

h. Proses ekstraksi selesai dan diperoleh ekstrak kental daun tembakau.

3.9.3 Pengenceran Ekstrak Etanol Daun Tembakau

Untuk penelitian ini digunakan ekstrak etanol daun tembakau dengan
konsentrasi 20 %, 40%, 60%, 80% dan 100%. Pengenceran dilakukan dengan rumus
sebagai berikut ini (Rohaya, 2014):

V1.M1=V2.M2

V  =Volume awal ekstrak etanol daun tembakau
M1 = Konsentrasi awal ekstrak etanol daun tembakau
V2 =Volume akhir ekstrak etanol daun tembakau

M2 = Konsentrasi Akhir ekstrak etanol daun tembakau

Hasil ekstraksi daun tembakau diencerkan dengan pelarut DMSO 1%
untuk memperoleh konsentrasi ekstrak yang dikehendaki dalam perlakuan .


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

29

Gambar 3.1 Proses pengenceran (a) Pengenceran DMSO konsentrasi 100% menjadi

konsentrasi 1% menggunakan aquadest; (b) Pengenceran ekstrak etanol
daun tembakau menggunakan DMSO %; (c) Menghomogenkan ekstrak
etanol daun tembakau menggunakan thermolyne.

3.9.4 Pembuatan Media Kultur
a. Media kultur bakteri

Pada penelitian ini digunakan media kultur TSA dengan 5% sheep blood
yang sudah siap digunakan dan sudah dikemas dalam petridish. Media
kultur TSA dengan 5% sheep blood digunakan untuk pertumbuhan
bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis,

Media kultur jamur

Membuat media kultur SDA untuk media pertumbuhan jamur Candida
albicans dengan cara mencampur 15 gr bubuk SDA dan 300 mL aquades
kemudian disterilkan dengan autoclave 121° C selama 15 menit dan
dibiarkan dingin hingga mencapai suhu 50° C. Selanjutnya dituangkan ke

dalam petridish dan dimasukkan ke lemari pendingin.

3.9.5 Pembuatan Suspensi Bakteri dan Jamur

a. Suspensi Streptococcus mutans

Suspensi  bakteri Streptococcus mutans berasal dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dan dibuat
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dengan mengambil 4-5 ose bakteri Streptococcus mutans dari sediaan
biakan serta dilarutkan dalam 0,5 brain heart infusion (BHI) cair pada
tabung reaksi. Kemudian suspensi tersebut diinkubasi selama 3-5 jam
dengan suhu 37° C. Setelah itu, suspensi tersebut dilarutkan kembali
dengan media BHI cair sampai mencapai 0,5 Mc Farland atau sebanding
dengan jumlah bakteri 3x10° CFU/mL,

. Suspensi Porphyromonas gingivalis

Suspensi  Porphyromonas gingivalis berasal dari Laboratorium
Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dan dibuat
dengan mengambil 4-5 ose bakteri Porphyromonas gingivalis dari sediaan
biakan serta dilarutkan dalam 0,5 BHI cair pada tabung reaksi. Setelah itu,
suspensi tersebut dimasukkan ke dalam desikator terlebih dahulu untuk
mendapatkan suasana anaerob. Kemudian suspensi tersebut diinkubasi
selama 3-5 jam dengan suhu 37° C. Setelah dikeluarkan dari inkubator,
suspensi tersebut dilarutkan kembali dengan media BHI cair sampai
mencapai 0,5 Mc Farland atau sebanding dengan jumlah bakteri 3x10°
CFU/mL.

Suspensi Candida albicans

Suspensi Candida albicans berasal dari Laboratorium Mikrobiologi
Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dan dibuat dengan
mengambil 1 ose jamur Candida albicans dan dimasukkan pada media
SDA dengan volume 5 mL, kemudian diinkubasi selama 48 jam pada 37°
C. Setelah dikeluarkan dari inkubator, suspensi Candida albicans
disesuaikan dengan kekeruhan menurut larutan standar Mc Farland 1 atau

sebanding dengan jumlah jamur 3x108 CFU/mL.
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3.9.6 Inokulasi Bakteri dan Jamur

a.

Inokulasi bakteri dan jamur dilakukan menggunakan teknik spread plate
pada media kultur TSA dengan 5% sheep blood pada bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta media kultur
SDA pada jamur Candida albicans, masing-masing media kultur terlebih

dahulu dibagi menjadi empat bagian menggunakan spidol,

Gambar 3.2 Pembagian media kultur menjadi empat bagian.

Suspensi inokulum bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas
gingivalis serta jamur Candida albicans diambil sebanyak 200 pL
kemudian diteteskan pada masing-masing media kultur dan diratakan di

atas permukaan media kultur menggunakan gigaskrin.

Gambar 3.3 Inokulasi mikroba dengan metode spread plate.
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3.9.7 Uji Daya Hambat Antibakteri dan Antijamur

a. Uji daya hambat antibakteri dan antijamur dilakukan dengan
menggunakan metode disc-diffusion pada media kultur TSA dengan 5%
sheep blood pada bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas
gingivalis serta media kultur SDA pada jamur Candida albicans,

b. Membuat kertas cakram dari kertas saring Whatman No. 42. Kertas saring
Whatman No. 42 dipotong dengan diameter 5 mm menggunakan alat
pelubang kertas atau two hole punch kemudian disterilkan menggunakan
oven,

c. Kertas cakram steril ditetesi dengan ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 20 %, 40%, 60%, 80% sampai dengan 100% sebanyak 13 pL
menggunakan mikropipet kemudian didiamkan selama satu menit sampai
menyerap dan kering. Kemudian kertas cakram tersebut ditempelkan di
atas masing-masing permukaan media kultur yang telah diinokulasi
dengan biakan bakteri dan jamur menggunakan pinset steril. Setelah itu,
kertas cakram ditekan secara perlahan menggunakan pinset steril untuk
memastikan bahwa kertas cakram sudah benar-benar menempel pada
masing-masing media kultur yang digunakan. Cara peletakan Kkertas
cakram pada media kultur untuk kontrol positif dan kontrol negatif

dilakukan seperti pada kelompok perlakuan,

LT =

Gambar 3.4 Proses Uji Daya Hambat Antibakteri dan Antijamur (a) Meneteskan
ekstrak etanol daun tembakau pada kertas cakram dan (b) Meletakkan
kertas cakram yang sudah diberi perlakuan.
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d. Masing-masing sampel dibuat empat kali ulangan,
e. Media kultur dibalik supaya uap pada permukaan tutup media kultur tidak
jatuh mengenai permukaan media kultur,

f. Dilakukan inkubasi selama 24 jam dan 48 jam pada suhu 37° C.

Gambar 3.5 Proses inkubasi media kultur.

3.9.8 Pengukuran Zona Hambat
a. Melakukan pengukuran zona hambat pada media kultur yang telah diberi
perlakuan, pengukuran diameter zona hambat pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida
albicans dilakukan menggunakan jangka sorong digital. Pengukuran
dilakukan sebanyak 3 kali oleh 3 orang pengamat yang berbeda dan

diambil rata-rata,

Gambar 3.6 Proses pengukuran diameter zona hambat.
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b. Zona hambat pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dan
Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida albicans adalah daerah
atau wilayah jernih yang tampak di sekeliling kertas cakram yang diukur
menggunakan jangka sorong dalam skala millimeter untuk mengetahui
kekuatan daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap pertumbuhan
bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta jamur
Candida albicans,

c. Cara pengukuran zona hambat yaitu apabila zona hambat berbentuk
lingkaran maka pengukuran dilakukan dengan mengukur diameter dari
zona hambat. Apabila zona hambat berbentuk lonjong, maka pengukuran
dilakukan pada diameter zona hambat yang panjang (misal a mm) dan

diameter zona hambat yang pendek (misal b mm) kemudian keduanya
dijumlah dan dibagi dua. Jadi diameter zona hambatnya = a;’—b (Majidah,

2014).

-

j

Gambar 3.7 Cara pengukuran diameter zona hambat dengan mengukur
diameter terpanjang (a) dan diameter terpendek (b).
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3. 9.9 Analisis Data

Data hasil penelitian diuji menggunakan uji normalitas Shapiro-wilk (p>0,05)
dan uji homogenitas Levene. Kemudian dilanjutkan dengan uji parametrik ANOVA
satu arah (One Way ANOVA) dengan derajat kemaknaan 95% (p<0,05) dan
dilanjutkan dengan uji Least Significance Different (LSD) untuk mengetahui besar
perbedaan antar kelompok pada data bakteri Porphyromonas gingivalis serta uji non
parametrik Kruskal Wallis dengan derajat kemaknaan 95% (p<0,05) dan dilanjutkan
dengan uji statistik Mann Whitney dengan derajat kemaknaan 95% (p<0,05) pada data
bakteri Streptococcus mutans dan jamur Candida albicans.

3.10 Alur Penelitian

Daun tembakau (Nicotiana tabacum)
I
Ekstraksi etanol dengan metode maserasi
|
Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%
|
Pengenceran ekstrak daun tembakau dengan DMSO 1%

K (-) K (+) 20% 40% 60% 80% 100%
| | | | | | |

Inkubasi selama 24 jam dan 48 jam dengan suhu 37° C

Uji daya hambat terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dan
Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida albicans

|

Pengukuran diameter zona hambat
I

Analisis data
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4.1 Hasil

Penelitian ini merupakan uji aktivitas antimikroba yang pada dasarnya adalah
uji antibakteri dan antijamur ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum)
konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100% terhadap pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta terhadap jamur Candida
albicans selama 24 dan 48 jam. Penelitian ini dilakukan secara in vitro di
Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Gigi Universitas Jember dengan
metode disc-diffusion pada media kultur TSA dengan 5% sheep blood pada bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta media kultur SDA pada
jamur Candida albicans. Daya antibakteri dan antijamur tersebut diamati dengan
mengukur terbentuknya diameter zona hambat berupa daerah atau wilayah jernih di
sekeliling kertas cakram yang kemudian diukur diameternya menggunakan jangka
sorong dalam skala milimeter.

Data yang digunakan pada penelitian ini hanya data pada hari ke-1 (24 jam)
karena pada hari ke-2 (48 jam) zona hambat sudah ditumbuhi mikroba sehingga dapat
dikatakan bahwa tidak terdapat pengaruh ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan mikroba, yaitu bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas
gingivalis serta jamur Candida albicans. Hasil uji ekstrak etanol daun tembakau
terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans menunjukkan bahwa ekstrak
etanol daun tembakau konsentrasi 80% memiliki diameter zona hambat terbesar pada
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dibandingkan dengan ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 20%, 40%, 60% dan 100%, sedangkan hasil uji ekstrak etanol
daun tembakau terhadap bakteri Porphyromonas gingivalis dan jamur Candida
albicans menunjukkan bahwa ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%
memiliki diameter zona hambat terbesar pada pertumbuhan bakteri Porphyrommonas

gingivalis dan jamur Candida albicans dibandingkan dengan ekstrak etanol daun
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tembakau konsentrasi 20%, 40%, 60% dan 80%. Namun, ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 80% pada pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dan
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% pada pertumbuhan bakteri
Porphyrommonas gingivalis serta jamur Candida albicans tersebut memiliki diameter
zona hambat yang besarnya hampir sama dengan diameter zona hambat yang
dihasilkan oleh chlorhexidine gluconate 0,2% (Gambar 4.1-4.3). Gambar

selengkapnya dapat dilihat pada Lampiran A.

A

Gambar 4.1 Hasil pertumbuhan bakteri Streptcoccus mutans pada hari ke-1 (24 jam)
yang diberi perlakuan chlorhexidine gluconate 0,2% (A) dan ekstrak
etanol daun tembakau konsentrasi 80% (B).
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Gambar 4.2 Hasil pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis pada hari ke-1 (24
jam) yang diberi perlakuan chlorhexidine gluconate 0,2% (A) dan
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%.


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

39

Gambar 4.3 Hasil pertumbuhan jamur Candida albicans pada hari ke-1 (24 jam)
yang diberi perlakuan chlorhexidine gluconate 0,2% (A) dan ekstrak
etanol daun tembakau konsentrasi 100%.
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Zona hambat yang terbentuk pada pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans
menunjukkan adanya daya hambat atau daya antibakteri ekstrak etanol daun
tembakau terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans. Hasil pertumbuhan
bakteri Streptococcus mutans menunjukkan bahwa pada hari ke-1 (24 jam), tidak
terbentuk zona hambat pada kelompok kontrol negatif (DMSO 1%), yang berarti
bahwa kelompok tersebut tidak memberikan pengarunh dalam menghambat
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans. Kelompok kontrol positif (chlorhexidine
gluconate 0,2%) memiliki diameter zona hambat terbesar (7,97 + 0,17), yang berarti
bahwa kelompok tersebut memberikan pengaruh dalam menghambat pertumbuhan
bakteri Streptococcus mutans, sedangkan kelompok ekstrak etanol daun tembakau
memperlihatkan adanya zona hambat, dimana zona hambat mulai terbentuk pada
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%. Diameter zona hambat bertambah
sesuai dengan penambahan konsentrasi ekstrak yang diuji, kecuali pada ekstrak etanol
daun tembakau konsentrasi 80% dan 100%, dimana diameter zona hambat ekstrak
etanol daun tembakau konsentrasi 80% lebih besar dari ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 100% (Gambar 4.1; Tabel 4.1).

Tabel 4.1 Hasil pengukuran diameter zona hambat pertumbuhan Streptococcus
mutans, Porphyromonas gingivalis dan Candida albicans pada hari ke-1
(24 jam) dalam satuan milimeter (mm)
Diameter zona hambat

Streptococcus  Porphyromonas Candida

Kelompok n mutans gingivalis albicans

(X £ SD) (X £ SD) (X £ SD)
Kontrol positif 4 7,97 £0,17 8,52+ 0,44 7,80 £ 0,30
Kontrol negatif 4 5,00 £ 0,00 5,00 £ 0,00 5,00 £ 0,00
Konsentrasi 20% 4 6,12 £ 0,10 5,82+0,23 6,50 + 0,26
Konsentrasi 40% 4 6,13 £ 0,10 6,48 + 0,28 6,65+ 0,10
Konsentrasi 60% 4 6,51 +0,41 7,31 +£0,30 6,86 + 0,05
Konsentrasi 80% 4 7,41 +0,20 7,43 + 0,37 7,12 +0,13
Konsentrasi 100% 4 7,34 £ 0,07 7,53 +0,37 7,60 £ 0,50

Keterangan:
n = jumlah sampel,

(X £ SD)

= (rata-rata + standar deviasi),
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Daya hambat atau daya antibakteri ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis ditunjukkan dengan terbentuknya
zona hambat pada pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis. Hasil
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis menunjukkan bahwa pada hari ke-1
(24 jam), tidak terbentuk zona hambat pada kelompok kontrol negatif (DMSO 1%),
yang berarti bahwa kelompok tersebut tidak memberikan pengaruh dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis. Kelompok kontrol
positif (chlorhexidine gluconate 0,2%) memiliki diameter zona hambat terbesar (8,52
+ 0,44), yang berarti bahwa kelompok tersebut memberikan pengaruh dalam
menghambat pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis, sedangkan kelompok
ekstrak etanol daun tembakau memperlihatkan adanya zona hambat, dimana zona
hambat mulai terbentuk pada ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%.
Diameter zona hambat bertambah sesuai dengan penambahan konsentrasi ekstrak
yang diuji (Gambar 4.2; Tabel 4.1).

Pertumbuhan jamur Candida albicans menunjukkan adanya daya hambat
atau daya antijamur ekstrak etanol daun tembakau dengan adanya zona hambat yang
terbentuk. Hasil pertumbuhan jamur Candida albicans menunjukkan bahwa pada
hari ke-1 (24 jam), zona hambat pada kelompok kontrol negatif (DMSO 1%) tidak
terbentuk, yang berarti bahwa kelompok tersebut tidak memberikan pengaruh dalam
menghambat pertumbuhan jamur Candida albicans. Kelompok kontrol positif
(chlorhexidine gluconate 0,2%) memiiki diameter zona hambat terbesar (7,80 *
0,30), yang berarti bahwa kelompok tersebut memberikan pengaruh dalam
menghambat pertumbuhan jamur Candida albicans, sedangkan kelompok ekstrak
etanol daun tembakau memperlihatkan adanya zona hambat, dimana zona hambat
mulai terbentuk pada ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%. Diameter zona
hambat bertambah sesuai dengan penambahan konsentrasi ekstrak yang diuji
(Gambar 4.3; Tabel 4.1).
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4.2 Analisa Data

Pada hari ke-1 (24 jam), hasil uji normalitas Shapiro-Wilk menunjukkan
bahwa nilai probabilitas semua kelompok perlakuan baik pada data bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida albicans
lebih besar dari 0,05 (p>0,05). Hal ini berarti semua kelompok perlakuan baik pada
data bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta jamur
Candida albicans terdistribusi normal. Sedangkan pada hari ke-2 tidak dilakukan
analisa karena berdasarkan data pengamatan menunjukkan bahwa pada hari ke-2 (48
jam) ekstrak etanol daun tembakau tidak memberikan pengaruh baik terhadap bakteri
Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta jamur Candida albicans
(Lampiran B).

Hasil uji homogenitas dengan uji Levene-Statistic menunjukkan bahwa nilai
probabilitas pada data bakteri Streptococcus mutans dan jamur Candida albicans
kurang dari 0,05 (p<0,05). Hal ini berarti data diameter zona hambat pada bakteri
Streptococcus mutans dan jamur Candida albicans memiliki variansi yang tidak
homogen, sedangkan nilai probabilitas data bakteri Porphyromonas gingivalis lebih
dari 0,05 (p>0,05) yang berarti data diameter zona hambat pada bakteri
Porphyromonas gingivalis memiliki variansi yang homogen (Lampiran C).

Uji normalitas dan homogenitas pada data bakteri Streptococcus mutans dan
jamur Candida albicans menunjukkan data berdistribusi normal dan tidak homogen,
sehingga untuk menganalisis perbedaan dari masing-masing kelompok digunakan uji
non parametrik Kruskal Wallis dengan derajat kemaknaan 95% (p<0,05) (Lampiran
D).

Hasil uji nonparametrik dengan uji Kruskal Wallis menunjukkan bahwa nilai
probabilitas kurang dari 0,05 (p<0,05) yaitu 0,000. Hasil tersebut berarti bahwa daya
hambat antibakteri dan antijamur masing-masing kelompok memiliki perbedaan yang
bermakna. Selanjutnya dilakukan uji Mann Whitney dengan derajat kemaknaan 95%

(p<0,05) untuk mengetahui perbedaan diameter zona hambat masing-masing
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kelompok perlakuan baik pada bakteri Streptococcus mutans ataupun jamur Candida
albicans (Lampiran E).

Hasil uji Mann Whitney  pada data bakteri Streptococcus mutans
menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna pada beberapa kelompok
perlakuan (p<0,05), yaitu antara kelompok chlorhexidine gluconate 0,2% dengan
kelompok DMSO 1%, ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%, 40%, 60%,
80% dan 100%. Kelompok DMSO 1% dengan kelompok ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100% juga menunjukkan adanya
perbedaan yang bermakna. Kelompok ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%
memiliki perbedaan yang bermakna dengan kelompok ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 80% dan 100%. Kelompok ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi
40% memiliki perbedaan yang bermakna dengan kelompok ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 80% dan 100%. Kelompok ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 60% memiliki perbedaan yang bermakna dengan kelompok ekstrak etanol
daun tembakau konsentrasi 80% dan 100%, sedangkan antara kelompok ekstrak
etanol daun tembakau konsentrasi 20% dengan kelompok ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 40% dan 60%, antara kelompok ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 40% dengan kelompok ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60%,
dan kelompok ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% dengan kelompok
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% tidak terdapat perbedaan yang
bermakna (p>0,05) (Lampiran E).

Hasil uji Mann Whitney pada data jamur Candida albicans menunjukkan
bahwa terdapat perbedaan yang bermakna pada beberapa kelompok perlakuan
(p<0,05), yaitu antara kelompok chlorhexidine gluconate 0,2% dengan kelompok
DMSO 1%, ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan
100%. Kelompok DMSO 1% dengan kelompok ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100% juga menunjukkan adanya perbedaan
yang bermakna. Kelompok ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% memiliki

perbedaan yang bermakna dengan kelompok ekstrak etanol daun tembakau
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konsentrasi 60%, 80% dan 100%. Kelompok ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 40% memiliki perbedaan yang bermakna dengan kelompok ekstrak etanol
daun tembakau konsentrasi 60%, 80% dan 100%. Kelompok ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 60% memiliki perbedaan yang bermakna dengan kelompok
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% dan 100%, sedangkan antara
kelompok ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% dengan kelompok ekstrak
etanol daun tembakau konsentrasi 40%, antara kelompok ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 80% dengan kelompok ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 100%, dan kelompok ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%
dengan kelompok chlorhexidine gluconate 0,2% tidak terdapat perbedaan yang
bermakna (p>0,05) (Lampiran E).

Uji normalitas dan homogenitas pada data bakteri Porphyromonas gingivalis
menunjukkan data berdistribusi normal dan homogen, sehingga dilakukan uji
parametrik One Way ANOVA yang menunjukkan bahwa nilai probabilitas kurang
dari 0,05 (p<0,05) yaitu 0,000 yang berarti masing-masing kelompok memiliki
perbedaan yang bermakna (Lampiran F). Selanjutnya dilakukan uji LSD dengan
derajat kemaknaan 95% (p<0,05) pada data bakteri Porphyromonas gingivalis
(Lampiran G).

Hasil uji LSD menunjukkan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna pada
beberapa kelompok perlakuan (p<0,05), yaitu antara kelompok chlorhexidine
gluconate 0,2% dengan kelompok DMSO 1%, ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100%. Kelompok DMSO 1% dengan
kelompok ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100%
juga menunjukkan adanya perbedaan yang bermakna. Kelompok ekstrak etanol daun
tembakau konsentrasi 20% memiliki perbedaan yang bermakna dengan kelompok
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40%, 60%, 80% dan 100%. Kelompok
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40% memiliki perbedaan yang bermakna
dengan kelompok ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60%, 80% dan 100%,

sedangkan antara kelompok ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60% dengan
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ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% dan 100% serta antara kelompok
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% dan 100%, tidak terdapat perbedaan

yang bermakna (p>0,05).

4.3 Pembahasan

Terdapat variasi diameter zona hambat pada masing-masing kelompok
perlakuan pada pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans (Tabel 4.1). Berdasarkan
klasifikasi Corner dan Beuchat (dalam Elgayyar dkk., 2001), pertumbuhan bakteri
Streptococcus mutans pada hari ke-1 (24 jam) menunjukkan bahwa kelompok kontrol
negatif DMSO 1% termasuk dalam kategori tidak menghambat pertumbuhan bakteri
(diameter zona hambat <6 mm), sedangkan kelompok kontrol positif chlorhexidine
gluconate 0,2% dan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%-100% memiliki
rata-rata diameter zona hambat yang termasuk dalam kategori penghambat sedang
(diameter zona hambat >6 mm sampai <11 mm). Diameter zona hambat bertambah
sesuai dengan penambahan konsentrasi ekstrak etanol daun tembakau yang diuji,
kecuali pada ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% dan 100%, dimana
diameter zona hambat ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% lebih besar dari
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%, meskipun rata-ratanya tidak jauh
berbeda dan setelah diuji statistik perbedaannya juga tidak signifikan. Hal tersebut
diduga dapat terjadi karena berbagai kekurangan dalam penelitian seperti
ketidaktelitian dalam pengukuran atau penghitungan diameter zona hambat
(Ningtyas, 2012).

Pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis  hari ke-1 (24 jam)
menunjukkan berbagai variasi diameter zona hambat pada masing-masing kelompok
perlakuan (Tabel 4.1). Berdasarkan klasifikasi Corner dan Beuchat (dalam Elgayyar,
2001), pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis pada hari ke-1 (24 jam),
kontrol negatif DMSO 1% dan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%

termasuk dalam kategori tidak menghambat pertumbuhan bakteri (diameter zona
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hambat <6 mm). Kontrol positif chlorhexidine gluconate 0,2% dan ekstrak etanol
daun tembakau konsentrasi 40%-100% memiliki rata-rata diameter zona hambat yang
termasuk dalam kategori penghambat sedang (diameter zona hambat >6 mm sampai
<11 mm). Diameter zona hambat bertambah sesuai dengan penambahan konsentrasi
ekstrak yang diuji.

Pertumbuhan hari ke-1 (24 jam) jamur Candida albicans memiliki berbagai
variasi diameter zona hambat pada masing-masing kelompok perlakuan (Tabel 4.1).
Berdasarkan klasifikasi Corner dan Beuchat (dalam Elgayyar, 2001), pertumbuhan
jamur Candida albicans pada hari ke-1 (24 jam), kontrol negatif DMSO 1%
termasuk dalam kategori tidak menghambat pertumbuhan bakteri (diameter zona
hambat <6 mm). Kontrol positif chlorhexidine gluconate 0,2% dan ekstrak etanol
daun tembakau konsentrasi 20%-100% memiliki rata-rata diameter zona hambat yang
termasuk dalam kategori penghambat sedang (diameter zona hambat >6 mm sampai
<11 mm). Diameter zona hambat bertambah sesuai dengan penambahan konsentrasi
ekstrak yang diuji. Hal ini sesuai dengan pernyataan Pelezar dan Chan (dalam
Dharmawati, 2011) bahwa aktivitas antimikroba akan semakin kuat seiring dengan
semakin tingginya konsentrasi suatu bahan antimikroba.

Pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis
serta jamur Candida albicans menunjukkan bahwa diameter zona hambat pada
masing-masing kelompok perlakuan mengalami penurunan diameter zona hambat
pada hari ke-2 (48 jam), hal ini diduga karena semakin lama suatu bahan digunakan,
zat yang terdifusi akan semakin berkurang sehingga aktivitas antimikroba dalam
menghambat pertumbuhan bakteri dan jamur akan semakin rendah. Selain itu, hal
tersebut juga diduga diakibatkan semakin lama masa inkubasi maka semakin besar
kemungkinan mikroba untuk mulai berkembang biak seiring dengan berkurangnya
efektifitas suatu zat atau obat (Choiroh, 2006).

Penurunan diameter zona hambat ekstrak etanol daun tembakau diduga juga
dapat disebabkan oleh aktivitas senyawa flavonoid di dalam ekstrak etanol daun

tembakau memiliki sifat yang tidak stabil terhadap perubahan pengaruh oksidasi,
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cahaya dan perubahan kimia sehingga apabila terjadi oksidasi strukturnya akan
mengalami perubahan dan fungsinya sebagai bahan aktif akan menurun bahkan
hilang dan kelarutannya menjadi rendah (Handayani dan Joko, 2008).

Kelompok perlakuan yang memiliki perbedaan bermakna pada hari ke-1 (24
jam), baik pada pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas
gingivalis serta jamur Candida albicans dapat diartikan bahwa aktivitas antibakteri
dan antijamur ekstrak etanol daun tembakau bersifat tidak kontinyu dan tidak
seefektif kontrol positif chlorhexidine gluconate 0,2% . Hal ini diduga karena ekstrak
etanol daun tembakau yang digunakan merupakan ekstrak kasar dan penurunan
aktivitas antimikroba dari ekstrak kasar memiliki sifat yang tidak kontinyu karena
mengandung semua bahan yang tersari dengan menggunakan pelarut organik. Hal
tersebut didukung oleh penelitian yang dilakukan Dewi (2010) yang menunjukkan
bahwa kelarutan senyawa antimikroba yang dihasilkan ekstrak kasar belum
maksimal, sehingga aktivitasnya sebagai antimikroba juga belum maksimal. Faktor
lain yang diduga berpengaruh terhadap penurunan aktivitas antibakteri dan antijamur
adalah adanya kandungan senyawa flavonoid yang bersifat tidak stabil. Apabila
dibandingkan dengan chlorhexidine gluconate 0,2%, chlorhexidine gluconate 0,2%
dapat bekerja secara lebih efektif karena mengandung amidine dan quanidine yang
efektif terhadap bakteri Gram-positif, bakteri Gram-negatif dan jamur (Nareswari,
2010). Selain itu, chlorhexidine gluconate 0,2% mempunyai gugus kimia 16-bis-p
chlorophenylbiguanidohexane  yang berfungsi sebagai  antimikroba dengan
spektrum yang luas sehingga memiliki daya antibakteri dan antijamur. Sedangkan
DMSO 1% merupakan bahan yang tidak memiliki sifat antibakteri dan antijamur,
karena DMSO baru akan memiliki daya antibakteri dan antijamur pada konsentrasi
lebih dari 10% (Rusli dkk., 2010).

Kandungan ekstrak etanol daun tembakau yang diduga menyebabkan
adanya aktivitas antibakteri adalah bahan aktif pada sampel. Berdasarkan penelitian
yang dilakukan oleh Rusli dkk. (2010), membuktikan bahwa daun tembakau

mengandung alkaloid, flavonoid, terpenoid dan steroid. Senyawa-senyawa tersebut
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bersifat antibakteri dengan mekanisme menghambat pertumbuhan bakteri yang khas
sesuai dengan karakteristiknya masing-masing. Mekanisme kerja senyawa alkaloid
sebagai antibakteri pada prinsipnya yaitu bekerja dengan menyebabkan kerusakan
pada proses sintesis DNA dan dinding sel (Cowan, 1999).

Senyawa lain pada ekstrak etanol daun tembakau yang juga diduga berperan
sebagai antibakteri adalah flavonoid. Flavonoid merupakan golongan terbesar dari
senyawa fenol (Middleton dan Chitan 1994). Flavonoid mempunyai spektrum
aktivitas antibakteri yang luas dengan cara mengurangi kekebalan organisme sasaran
(Naidu, 2000). Mekanisme antibakteri flavonoid yaitu dengan cara membentuk
senyawa kompleks terhadap protein ekstraseluler yang mengganggu integritas
membran sel bakteri (Cowan, 1999). Membran sitoplasma diketahui berperan
mempertahankan bahan-bahan tertentu di dalam sel dan mengatur proses keluar
masuknya bahan-bahan bagi sel. Membran berfungsi untuk memelihara integritas
komponen-komponen seluler. Zat antibakteri akan mengakibatkan kerusakan pada
membran sel. Kerusakan pada membran sel ini menyebabkan pertumbuhan sel
terganggu bahkan dapat menyebabkan sel mati (Akiyama dkk., 2001). Menurut
Dwidjoseputro (1994), flavonoid merupakan golongan senyawa fenol yang dapat
bersifat koagulator protein.

Senyawa terpenoid merupakan golongan minyak atsiri yang juga diduga
sebagai senyawa yang berperan sebagai antibakteri. Menurut Nychas dan Tassou
(2000), minyak atsiri dapat menghambat kerja enzim yang terlibat dalam produksi
energi dan pembentukan komponen struktural sehingga mengganggu pembentukan
dinding sel bakteri. Mekanisme kerusakan dinding sel diakibatkan karena adanya
akumulasi komponen lipofilik yang terdapat pada dinding sel atau membran sel
sehingga terjadi perubahan komposisi penyusun dinding sel. Minyak atsiri yang aktif
berfungsi sebagai antibakteri pada umumnya juga mengandung fenol yang
merupakan gugus fungsi hidroksil (-OH) dan karbonil (Beuchat, 1994). Turunan dari
fenol berinteraksi dengan sel bakteri melalui proses adsorpsi yang melibatkan ikatan

hidrogen. Fenol dengan kadar rendah akan menyebabkan terbentuknya kompleks
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protein fenol dengan ikatan yang lemah dan segera mengalami peruraian diikuti
penetrasi fenol ke dalam sel serta menyebabkan terjadinya presipitasi serta denaturasi
protein. Fenol pada kadar tinggi akan menyebabkan koagulasi protein dan membran
sel akan mengalami lisis (Parwata dan Dewi, 2008).

Kandungan bahan dalam ekstrak etanol daun tembakau yang diduga memiliki
efek antijamur adalah alkaloid. Alkaloid merupakan senyawa kimia bersifat basa
nitrogen yang mengandung satu atau lebih atom nitrogen, secara umum alkaloid
tidak berwarna dan berwarna apabila memiliki struktur kompleks dan bercincin
aromatik. Alkaloid secara umum berfungsi dalam menaikkan tekanan darah, pemicu
sistem saraf yang baik, antimikroba, analgesik, serta obat penenang (Simbala, 2009).
Kadar toksisitas suatu alkaloid berbeda dengan alkaloid jenis yang lainnya.
Contohnya adalah nikotin dalam tanaman tembakau memiliki dosis toksik sekitar 40-
60 mg (1 mg/kg berat badan). Efek toksik ini sering terjadi pada perokok (Schneider
dkk., 2008).

Alkaloid utama pada daun tembakau adalah nikotin. Konsentrasi nikotin
dalam daun tembakau diperkirakan mencapai 6-8%. Nikotin merupakan metabolit
sekunder dari ornitin (Ardwiantoro, 2010). Nikotin berfungsi menghambat
pertumbuhan jamur. Hal ini berkaitan dengan fungsi nikotin dalam menghambat kerja
enzim (Garatfini, 1990). Osmotin merupakan kandungan lain dalam daun tembakau
yang diduga memiliki efek fungisidal terhadap beberapa jenis jamur patogen. Ibeas
dkk. (1998) menyatakan bahwa osmotin merupakan suatu protein dalam tumbuhan
yang berfungsi dalam pertahanan atau protein related (PR). Hasil penelitian yang
dilakukan Ibeas dkk. (1998) juga menjelaskan bahwa osmotin efektif dalam
membunuh Saccharomices cerevisiae hampir sebesar 50% dari populasi awalnya.
Menurut Yun dkk. (1997), efek fungisidal osmotin tidak spesifik terhadap satu jenis
jamur saja. Osmotin merupakan suatu jenis protein tertentu yang dimiliki tembakau
dan berfungsi dalam melawan patogen dari luar dan mempertahankan tekanan
osmotik tanaman itu sendiri. Osmotin ini memiliki fungsi dalam menghambat

pembentukan dan pertumbuhan jamur pada tahap pembentukan spora. Osmotin
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memiliki fungsi dalam melemahkan dinding sel jamur, mengganggu sintesis dinding
sel jamur dan secara umum dapat menghambat pembentukan RNA pada saat sintesis
protein pada jamur (Abad dkk., 1996). Kerusakan dinding sel jamur disebabkan
karena adanya peningkatan permeabilitas dinding sel yang diakibatkan oleh osmotin.
Osmotin meningkatkan porusitas dinding sel jamur, sehingga matriks intraselulernya
keluar dan menyebabkan sel jamur menjadi lisis (Yun dkk., 1997).

Kandungan lain dalam tembakau yang diduga berfungsi sebagai antijamur
adalah senyawa golongan fenol, yaitu flavonoid. Flavonoid berfungsi dalam
menghambat pembentukan spora jamur patogen. Menurut Obongoya dkk. (2010),
flavonoid juga efektif dalam menghambat pertumbuhan Candida albicans. Flavonoid
memiliki fungsi dalam merusak dinding sel jamur. Flavonoid dapat berikatan dengan
dinding sel melalui sebuah kompleks protein-fenol, yang melibatkan adanya ikatan
hidrogen antara protein dan fenol. Kompleks ini nantinya akan dapat menyebabkan
kerusakan (denaturasi) ikatan hidrogen dalam protein pada dinding sel jamur.
Selanjutnya, kerusakan inilah yang membuat matriks intraseluler jamur keluar.
Keluarnya matriks ini akan menyebabkan kematian sel jamur (Cushnie dan Lamb,
2005).

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan, ekstrak etanol daun tembakau
konsentrasi 20%, 40%, 60%, 80% dan 100% pada hari ke-1 (24 jam) memiliki
kemampuan dalam menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dan
jamur Candida albicans, sedangkan ekstrak etanol daun tembakau yang mampu
menghambat pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis adalah ekstrak etanol
daun tembakau konsentrasi 40%, 60%, 80% dan 100%. Ekstrak etanol daun
tembakau yang paling efektif menghambat pertumbuhan bakteri Streptococcus
mutans pada penelitian ini terdapat pada ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi
80%, sedangkan ekstrak etanol daun tembakau yang paling efektif menghambat
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis dan jamur Candida albicans pada
penelitian ini terdapat pada ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%. Hal

tersebut terjadi karena pada data pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis dan
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jamur Candida albicans diameter zona hambat terbesar ekstrak etanol daun tembakau
terdapat pada ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%, sedangkan pada
bakteri Streptococcus mutans diameter zona hambat terbesar ekstrak etanol daun
tembakau terdapat pada ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% meskipun
ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% rata-ratanya tidak jauh berbeda
dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% dan setelah diuji statistik
perbedaannya juga tidak signifikan serta tidak sesuai dengan teori Pelezar dan Chan
(1998) yang menyatakan bahwa aktivitas antimikroba akan semakin kuat seiring
dengan semakin tingginya konsentrasi suatu bahan antimikroba. Hasil yang
didapatkan pada pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans tersebut diduga dapat
terjadi karena berbagai kekurangan dalam penelitian seperti ketidaktelitian dalam

pengukuran atau penghitungan diameter zona hambat (Ningtyas, 2012).
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum) memiliki daya antibakteri
terhadap bakteri Streptococcus mutans dan Porphyromonas gingivalis serta memiliki
daya antijamur terhadap jamur Candida albicans. Konsentrasi ekstrak etanol daun
tembakau (Nicotiana tabacum) yang paling efektif sebagai antibakteri terhadap
bakteri Streptococcus mutans adalah ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana
tabacum) konsentrasi 80%, sedangkan konsentrasi ekstrak etanol daun tembakau
(Nicotiana tabacum) yang paling efektif sebagai antibakteri terhadap bakteri
Porphyromonas gingivalis dan sebagai antijamur terhadap jamur Candida albicans

adalah ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum) konsentrasi 100%.

5.2 Saran
1. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai penentuan senyawa bioaktif
ekstrak daun tembakau (Nicotiana tabacum) yang memiliki aktifitas
antibakteri dan antijamur paling optimum.
2. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai toksisitas ekstrak etanol daun
tembakau (Nicotiana tabacum) sehingga dapat digunakan sebagai bahan dasar

pembuatan obat kumur.
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Lampiran A. Foto Hasil Penelitian

"IN Y
Gambar A.1 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dengan 4 kali ulangan pada hari
ke-1 (A) Kontrol negatif DMSO 1%; (B) Kontrol positif Chlorhexidine

gluconate 0,2%.

Gambar A.2 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dengan 4 kali ulangan pada hari
ke-1 (C) Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%; (D) Ekstrak
etanol daun tembakau konsentrasi 40%;
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Gambar A.3 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dengan 4 kali ulangan pada hari
ke-1 (E) Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60%; (F) Ekstrak

etanol daun tembakau konsentrasi 80%.

S 4
Gambar A.4 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap

pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans dengan 4 kali ulangan pada hari
ke-1 (G) Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%.
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Gambar A.5 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis dengan 4 kali ulangan pada

hari ke-1 (A) Kontrol negatif DMSO 1%; (B) Kontrol positif

Chlorhexidine gluconate 0,2%.

AN /.

Gambar A.6 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis dengan 4 kali ulangan pada
hari ke-1 (C) Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%; (D)
Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40%.
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A 4
Gambar A.7 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap

pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis dengan 4 kali ulangan pada
hari ke-1 (E) Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60%; (F)
Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80%.

N

Gambar A.8 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis dengan 4 kali ulangan pada
hari ke-1 (G) Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%.
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Gambar A.9 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan jamur Candida albicans dengan 4 kali ulangan pada hari ke-1
(A) Kontrol negatif DMSO 1%; (B) Kontrol positif Chlorhexidine
gluconate 0,2%.

N

kL

Gambar A.10 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan jamur Candida albicans dengan 4 kali ulangan pada hari ke-1
(C) Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%; (D) Ekstrak etanol
daun tembakau konsentrasi 40%.
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Gambar A.11 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan jamur Candida albicans dengan 4 kali ulangan pada hari ke-1
(E) Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60%; (F) Ekstrak etanol
daun tembakau konsentrasi 80%.

Gambar A.12 Hasil penelitian uji daya hambat ekstrak etanol daun tembakau terhadap
pertumbuhan jamur Candida albicans dengan 4 kali ulangan pada hari ke-1
(G) Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%.
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Lampiran B. Hasil Uji Normalitas Shapiro-Wilk

1. Data hari ke-1 bakteri Streptococcus mutans

Tests of Normality®

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic | df | Sig. |Statistic| df | Sig.
Diameter  Chlorhexidine gluconate 0,2% 243 4 896 4| .4101
Zona
Hambat_S. Ekstrak Tembakau 20% 316 4 .825( 4| .156
mutans Ekstrak Tembakau 40% 215 4 941 4| .661
Ekstrak Tembakau 60% .230 4 939 4| .647
Ekstrak Tembakau 80% .250 4 .958| 4| .769
Ekstrak Tembakau 100% A71 4 994 4] .976

2. Data hari ke-1 bakteri Porphyromonas gingivalis

Tests of Normality®

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic | df | Sig. |Statistic| df | Sig.
Diameter Chlorhexidine gluconate
Zona 0.2% .266 4 . .928| 4| .583
Ha_mt’I?t_P-g' Ekstrak Tembakau 20% 193] 4 990 4| .957
ngivatis Ekstrak Tembakau 40% .381 4 803 4| .108
Ekstrak Tembakau 60% .166 4 997 4] .990]
Ekstrak Tembakau 80% .276 4 .890| 4| .383
Ekstrak Tembakau 100% 271 4 .903| 4| .445
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3. Data hari ke-1 jamur Candida albicans

Tests of Normality®

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic | df | Sig. |Statistic| df | Sig.
Diameter ChloorheX|d|ne gluconate 283 4 8771 4l 325
Zona 0,2%
Hambat C Ekstrak Tembakau 20% 284 4 874 4 .314
.albicans  Ekstrak Tembakau 40% 250| 4 878] 4] .329
Ekstrak Tembakau 60% 236 4 911 4] .488
Ekstrak Tembakau 80% 281 4 .894| 4| .404
Ekstrak Tembakau 100% 221 4 939] 4| .651
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Lampiran C. Hasil Uji Homogenitas Levene-Statistic

1. Data hari ke-1 bakteri Streptococcus mutans

Test of Homogeneity of Variances

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

4.217

21

.006

2. Data hari ke-1 bakteri Porphyromonas gingivalis

Test of Homogeneity of Variances

Diameter Zona Hambat_P.gingivalis

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

1.418

21

.254

3. Data hari ke-1 jamur Candida albicans

Test of Homogeneity of Variances

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Levene Statistic

dfl

df2

Sig.

12.617

21

000}
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Lampiran D. Hasil Uji Kruskal Wallis

1. Data hari ke-1 bakteri Streptococcus mutans

Test Statistics®P

Diameter Zona
Hambat_S.mutans

Chi-Square 25.038
Df 6
Asymp. Sig. .000]

2. Data hari ke-1 jamur Candida albicans

Test Statistics®?

Diameter Zona
Hambat_C.albicans

Chi-Square 25.394
Df 6
Asymp. Sig. .000]
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Lampiran E. Hasil Uji Maan Whitney

1. Data hari ke-1 bakteri Streptococcus mutans
a. Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan DMSO 1%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
V4 -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .0299

b. Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan ekstrak etanol daun tembakau

konsentrasi 20%

Test Statistics”
Diameter Zona Hambat_S.mutans
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) .021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .0298

c. Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan ekstrak etanol daun tembakau

konsentrasi 40%

Test Statistics®
Diameter Zona Hambat_S.mutans
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
V4 -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) .021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%
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Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan ekstrak etanol daun tembakau

konsentrasi 60%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

.021

.029%

Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan ekstrak etanol daun tembakau

konsentrasi 80%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

.021

.029%

Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan ekstrak etanol daun tembakau

konsentrasi 100%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

VA

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

.021

.029%

DMSO 1% dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

.0292
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DMSO 1% dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40%

Test Statistics®
Diameter Zona Hambat_S.mutans
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%

DMSO 1% dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

VA

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

.0292

DMSO 1% dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

.029%

DMSO 1% dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

.029%
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Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% dengan 40%

Test Statistics®
Diameter Zona Hambat_S.mutans
Mann-Whitney U 8.000
Wilcoxon W 18.000
Z .000
Asymp. Sig. (2-tailed) 1.000
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 1.0009

. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% dengan 60%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

VA

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

2.000
12.000
-1.732

.083
1143

Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% dengan 80%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

.021

.029%

Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% dengan 100%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

.021

.029%
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Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40% dengan 60%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

2.000
12.000
-1.732

.083
1143

Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40% dengan 80%

Test StatisticsP

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

VA

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

0297

Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40% dengan 100%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309
021

0297

Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60% dengan 80%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_S.mutans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

.0293
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t. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60% dengan 100%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_S.mutans
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
V4 -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) 021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%

u. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% dengan 100%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_S.mutans
Mann-Whitney U 5.500
Wilcoxon W 15.500
V4 -.726
Asymp. Sig. (2-tailed) 468
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 4863

2. Data hari ke-1 jamur Candida albicans
a. Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan DMSO 1%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_C.albicans
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%
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b. Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan ekstrak etanol daun tembakau

konsentrasi 20%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

.029%

c. Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan ekstrak etanol daun tembakau

konsentrasi 40%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

.029?

d. Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan ekstrak etanol daun tembakau

konsentrasi 60%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

0297

e. Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan ekstrak etanol daun tembakau

konsentrasi 80%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

0297
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Chlorhexidine gluconate 0,2% dengan ekstrak etanol daun tembakau

konsentrasi 100%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

6.000
16.000
-577
.564
.686%

. DMSO 1% dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

.029?

. DMSO 1% dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.460

.014

0297

DMSO 1% dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.460

014

.029%
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j. DMSO 1% dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
V4 -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .0292

k. DMSO 1% dengan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100%

Test Statistics?

Diameter Zona Hambat_C.albicans
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.460
Asymp. Sig. (2-tailed) .014
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .0297

I. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% dengan 40%

Test StatisticsP

Diameter Zona Hambat_C.albicans
Mann-Whitney U 5.500
Wilcoxon W 15.500
V4 -.726
Asymp. Sig. (2-tailed) 468
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] 4863

m. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% dengan 60%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 10.000
Z -2.309
Asymp. Sig. (2-tailed) 021
Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] .029%
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n. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% dengan 80%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

.0293

0. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% dengan 100%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

\Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

0297

p. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40% dengan 60%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

\Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

.029%

q. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40% dengan 80%

Test StatisticsP

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

\Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

.029%

80
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r.  Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40% dengan 100%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U
Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

.0293

s. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60% dengan 80%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

\Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309

021

0297

t.  Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60% dengan 100%

Test Statistics®

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

\Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

.000
10.000
-2.309
021

.029%

u. Ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% dengan 100%

Test StatisticsP

Diameter Zona Hambat_C.albicans

Mann-Whitney U

\Wilcoxon W

Z

Asymp. Sig. (2-tailed)

Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

2.000
12.000
-1.732

.083
1143

81
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Lampiran F. Hasil Uji One Way ANOVA

1. Data hari ke-1 bakteri Porphyromonas gingivalis

ANOVA

Diameter Zona Hambat_P.gingivalis

Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
etween 33.741 6 5624|  64.656 000
Groups
Withi 1.826 21 087
Groups
Total 35.568 27

82
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Lampiran G. Hasil Uji LSD

1. Data hari ke-1 bakteri Porphyromonas gingivalis

Multiple Comparisons

Diameter Zona Hambat_P.gingivalis

83

LSD
95% Confidence
Mean Interval
Difference | Std. Lower Upper
() Kelompok  (J) Kelompok (1-J) Error | Sig. Bound Bound
Chlorhexidine DMSO 1% 3.52250°| .20854| .000 3.0888 3.9562
[oluconate 0.2% - Eystrak Tembakau 20% 2.70500°| .20854| .000|  2.2713| 3.1387
Ekstrak Tembakau 40% 2.04250°| .20854( .000 1.6088| 2.4762
Ekstrak Tembakau 60% 1.210007( .20854| .000 J763(  1.6437
Ekstrak Tembakau 80% 1.090007| .20854| .000 .6563( 1.5237
Ekstrak Tembakau 100% .99250"| .20854| .000 5588 1.4262
DMSO 1% Chlorhexidine gluconate R
0.2% -3.522507| .20854( .000 -3.9562| -3.0888
Ekstrak Tembakau 20% -.81750" .20854| .001 -1.2512 -.3838]
Ekstrak Tembakau 40% -1.480007| .20854( .000 -1.9137( -1.0463
Ekstrak Tembakau 60% -2.31250%| .20854( .000 -2.7462( -1.8788
Ekstrak Tembakau 80% -2.43250° .20854| .000| -2.8662| -1.9988
Ekstrak Tembakau 100% -2.53000°| .20854| .000| -2.9637| -2.0963
Ekstrak Chlorhexidine gluconate .
Tembakau 20% 0,2% -2.705007| .20854( .000 -3.1387| -2.2713}
DMSO 1% .81750"| .20854( .001 .3838| 1.2512
Ekstrak Tembakau 40% -.66250"| .20854| .005 -1.0962 -.2288]
Ekstrak Tembakau 60% -1.49500"| .20854( .000 -1.9287( -1.0613
Ekstrak Tembakau 80% -1.615007| .20854( .000 -2.0487( -1.1813
Ekstrak Tembakau 100% -1.71250%| .20854( .000 -2.1462| -1.2788]
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Ekstrak Chlorhexidine gluconate .
-2.04250%| .20854( .000 -2.4762] -1.6088
Tembakau 40% 0,2%
DMSO 1% 1.480007% .20854| .000 1.0463] 1.9137
Ekstrak Tembakau 20% .66250"| .20854| .005 .2288( 1.0962
Ekstrak Tembakau 60% -.83250"| .20854( .001 -1.2662| -.3988
Ekstrak Tembakau 80% -.95250"| .20854| .000 -1.3862| -.5188
Ekstrak Tembakau 100% -1.05000%| .20854| .000 -1.4837] -.6163
Ekstrak Chlorhexidine gluconate .
-1.21000°| .20854( .000 -1.6437] -.7763
Tembakau 60% 0,2%
DMSO 1% 2.31250"| .20854| .000 1.8788| 2.7462
Ekstrak Tembakau 20% 1.495007| .20854| .000 1.0613| 1.9287
Ekstrak Tembakau 40% .83250° .20854| .001 .3988| 1.2662
Ekstrak Tembakau 80% -.12000] .20854( .571 -.5537 .3137
Ekstrak Tembakau 100% -.21750] .20854( .309 -.6512 .2162
Ekstrak Chlorhexidine gluconate .
-1.09000%| .20854( .000 -1.5237] -.6563
Tembakau 80% 0,2%
DMSO 1% 2.43250"| .20854| .000 1.9988| 2.8662
Ekstrak Tembakau 20% 1.615007| .20854| .000 1.1813| 2.0487
Ekstrak Tembakau 40% .95250% .20854| .000 5188 1.3862
Ekstrak Tembakau 60% .12000| .20854| .571 -.3137 .5537
Ekstrak Tembakau 100% -.09750| .20854( .645 -.5312 .3362
Ekstrak Chlorhexidine gluconate .
-.992507 .20854| .000 -1.4262| -.5588]
Tembakau 0,2%
100% DMSO 1% 2530007 20854 .000] 2.0963| 2.9637
Ekstrak Tembakau 20% 1.71250% .20854( .000 1.2788| 2.1462
Ekstrak Tembakau 40% 1.050007| .20854| .000 .6163| 1.4837
Ekstrak Tembakau 60% .21750| .20854| .309 -.2162 .6512
Ekstrak Tembakau 80% .09750| .20854| .645 -.3362 5312

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
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Lampiran H. Data Hasil Penelitian

Tabel H.1 Hasil pengukuran diameter zona hambat (skala mm) dan rata-rata
pertumbuhan bakteri Streptococcus mutans hari ke-1

Kelompok Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Kontrol + 820 801 784 78 820 798 78 78 819 799 7,83 786
Kontrol - 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500

[20%0] 609 604 604 624 603 608 605 628 618 606 6,04 6,28
[40%] 601 608 619 624 604 607 617 621 603 610 6,20 6,27
[60%0] 6,12 626 661 704 615 625 659 703 611 626 662 7,04
[80%0] 765 743 741 716 766 745 740 716 765 7,40 742 714
[100%0] 729 73 74 738 731 738 745 737 7,28 737 745 1,37

Kelompok Rata-rata Diameter Zona Hambat Rata-rata Total Diameter Zona Hambat
1 2 3 4 Kelompok Perlakuan
Kontrol + 8,20 7,99 7,83 7,86 7,97
Kontrol - 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[20%] 6,10 6,06 6,04 6,27 6,12
[40%] 6,03 6,08 6,19 6,24 6,14
[60%] 6,13 6,26 6,61 7,04 6,51
[80%] 7,65 743 7,41 7,15 7,41
[100%] 7,29 7,37 7,46 7,37 7,37

Tabel H.2 Hasil pengukuran diameter zona hambat (skala mm) pertumbuhan bakteri

Streptococcus mutans hari ke-2
Kelompok Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3

1 2 3 4 1l 2 3 4 1 2 3 4
Kontrol+ 726 695 700 704 726 697 702 704 726 697 7,00 7,04
Kontrol - 500 5,00 500 500 500 500 500 500 500 500 5,00 5,00
[20%0] 500 5,00 500 500 500 500 500 500 500 500 5,00 5,00
[40%] 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 5,00 5,00
[60%] 500 5,00 500 500 500 500 500 500 500 500 5,00 5,00
[80%0] 500 5,00 500 500 500 500 500 500 500 500 5,00 5,00
[1009%6] 648 500 645 500 648 500 645 500 648 500 6,47 5,00

Kelompok Rata-rata Diameter Zona Hambat Rata-rata Total Diameter Zona Hambat
1 2 3 4 Kelompok Perlakuan
Kontrol + 7,26 6,96 7,01 7,04 7,07
Kontrol - 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[20%0] 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[40%] 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[60%0] 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[80%0] 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

[100%0] 6,48 5,00 6,46 5,00 5,74
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Tabel H.3 Hasil pengukuran diameter zona hambat (skala mm) dan rata-rata
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis hari ke-1

Kelompok Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Kontrol + 8,93 869 791 853 893 870 790 854 895 870 791 854
Kontrol - 5,00 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 5,00

[20%0] 5,55 576 610 58 55 578 609 58 557 576 6,12 584
[40%] 6,13 643 682 656 614 642 681 65 613 640 6,81 6,56
[60%0] 7,21 7,76 707 722 723 777 706 722 720 7,76 707 720
[80%6] 7,18 733 762 760 718 733 763 761 716 734 764 7,60
[100%6] 7,21 73% 751 807 720 737 752 806 719 733 751 8,06

Kelompok Rata-rata Diameter Zona Hambat Rata-rata Total Diameter Zona Hambat
1 2 3 4 Kelompok Kontrol
Kontrol + 8,94 8,70 7,91 8,54 8,52
Kontrol - 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[20%] 5,55 5,77 6,10 5,85 5,82
[40%] 6,13 6,42 6,81 6,56 6,48
[60%6] 7,21 7,76 7,07 7,21 7,31
[80%6] 7,17 7,33 7,63 7,60 7,43
[100%] 7,20 7,35 7,51 8,06 7,53

Tabel H.4 Hasil pengukuran diameter zona hambat (skala mm) dan rata-rata
pertumbuhan bakteri Porphyromonas gingivalis hari ke-2

Kelompok Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Kontrol+ 7,00 727 7,6 7,05 701 727 716 705 702 727 717 17,5
Kontrol- 501 500 500 500 501 500 500 500 500 500 500 5,00
[20%] 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 5,00
[40%] 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 5,00
[60%6] 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 5,00
[80%6] 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 5,00
[100%] 6,60 632 634 650 660 632 635 651 660 633 635 651

Kelompok Rata-rata Diameter Zona Hambat Rata-rata Total Diameter Zona Hambat
1 2 3 4 Kelompok Perlakuan
Kontrol + 7,01 7,27 7,16 7,05 7,12
Kontrol - 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[20%0] 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[40%] 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[60%0] 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[80%0] 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00

[100%] 6,60 6,32 6,35 6,51 6,45



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

87

Tabel H.5 Hasil pengukuran diameter zona hambat (skala mm) dan rata-rata

pertumbuhan jamur Candida albicans hari ke-1
Kelompok Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
Kontrol+ 803 746 807 765 804 745 806 765 803 746 806 7,66
Kontrol - 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500 500
[20%6] 6,72 673 641 617 670 6,73 642 618 673 6,71 641 617
[40%0] 6,73 672 664 651 673 671 665 653 673 6,71 667 6,50
[60%0] 684 692 689 682 683 691 689 682 683 691 689 681
[809%6] 707 712 729 702 706 712 725 700 707 711 731 7,02
[100%] 707 732 815 78 707 731 816 787 706 731 815 7,89

Kelompok Rata-rata Diameter Zona Hambat Rata-rata Total Diameter Zona Hambat
1 2 3 4 Kelompok Perlakuan
Kontrol + 8,03 7,45 8,06 7,65 7,80
Kontrol - 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[20%] 6,71 6,72 6,41 6,17 6,50
[40%] 6,73 6,71 6,65 6,51 6,65
[60%6] 6,83 6,91 6,89 6,81 6,86
[80%6] 7,06 7,11 7,30 7,01 7,12
[100%] 7,07 7,31 8,15 7,88 7,60

Tabel H.6 Hasil pengukuran diameter zona hambat (skala mm) dan rata-rata

pertumbuhan jamur Candida albicans hari ke-2
Kelompok Pengamat 1 Pengamat 2 Pengamat 3

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 &) 4
Kontrol+ 7,03 687 719 758 703 688 720 758 701 68 720 758
Kontrol - 501 500 500 500 501 500 500 500 500 500 500 500
[20%0] 586 588 606 600 58 607 606 602 58 606 605 601
[40%0] 6,11 6,14 587 603 611 614 584 603 611 613 585 604
[60%0] 622 603 601 602 622 603 602 602 621 603 6,02 6,02
[80%6] 630 624 623 623 631 624 623 623 632 625 6,22 6,21
[100%6] 683 675 644 641 68 676 645 643 683 677 645 643

Kelompok Rata-rata Diameter Zona Hambat Rata-rata Total Diameter Zona

1 2 3 4 Hambat Kelompok Perlakuan
Kontrol + 7,02 6,87 7,20 7,58 7,17
Kontrol - 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
[20%6] 5,86 6,00 6,06 6,01 5,98
[40%6] 6,11 6,13 5,85 6,03 6,03
[60%6] 6,22 6,03 6,02 6,02 6,07
[80%] 6,31 6,24 6,23 6,22 6,25

[100%0] 6,83 6,76 6,45 6,42 6,62
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Lampiran I. Alat dan Bahan Penelitian

Gambar 1.1 Alat Penelitian (A) Blender; (B) Toples kaca; (C) Thermolyne; (D)
Jangka sorong digital; (E) Ose; (F) Pinset; (G) Mikropipet ; (H)
Water bath; (I) Rotary evaporator; (J) Desikator; (K) Oven; (L)
Autoclave; (M) Laminar flow; (N) Tabung reaksi; (O)
Spektrofotometer; (P) Petridish tidak bersekat; (Q) Gelas ukur; (R)
Neraca; (S) Gigaskrin; (T) Tabung Erlenmeyer (U) Two Hole Punch;
(V) Inkubator.
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Gambar

1.2 Bahan Penelitian (A) Daun tembakau; (B) Ekstrak etanol daun
tembakau; (C) Chlorhexidine gluconate 0,2%; (D) DMSO 100%; (E)
Aquadest steril; (F) Media kultur TSA dengan 5% sheep blood; (G)
Media kultur SDA; (H) Spidol dan kertas label; (1) Kertas saring
Whatmann No. 42; (J) Kertas cakram; (K) Kertas saring kimia; (L)
Masker dan sarung tangan.
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LampiranJ. Proses Ekstraksi Daun Tembakau Menggunakan Etanol 96%
dengan Metode Maserasi

v I Y= 2 - '
Gambar J.1 Daun tembakau segar yang telah dicuci bersih dikeringkan
dengan cara kering angin selama satu minggu pada suhu kamar,
kemudian dihaluskan menggunakan blender.

Gambar J.2  Daun tembakau yang sudah dihaluskan ditimbang sebanyak 250
gr kemudian dimasukkan ke dalam toples kaca dan direndam
menggunakan etanol 96% sebanyak 1.875 mL. Setelah itu,
rendaman diaduk menggunakan spatula dan toples kaca ditutup
rapat. Rendaman didiamkan selama 3x24 jam, tetapi tetap
dilakukan pengadukan setiap harinya menggunakan spatula.

Gambar J.3 Ampas dan filtrat rendaman dipisahkan menggunakan kertas
saring kimia sampai diperoleh ekstrak cair daun tembakau,
kemudian diuapkan menggunakan rotary evaporator dengan
suhu 50° C sampai diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental
dituang dalam cawan porselen dan diuapkan lagi menggunakan
water bath kemudian diangin-anginkan pada suhu kamar dan
akhirnya proses ekstraksi selesai.
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Lampiran K. Pembuatan Kontrol Negatif DMSO 1%

Larutan DMSO 1% dibuat dengan menambahkan DMSO 100% dengan
aquadest steril berdasarkan perhitungan berikut ini :
a. Volume DMSO 100% yang dibutuhkan

V1. M1=V2.M2
_ V2.M2

~ 100

— 501

~ 100

V1

=0,5mL

b. Volume aquadest steril yang dibutuhkan
=V2-V1
=50mL -0,5mL
=49,5mL

Jadi, untuk membuat 50 mL DMSO 1% dibutuhkan larutan DMSO 100% sebanyak
0,5 mL dan 49,5 mL aquadest steril.
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Lampiran L. Pengenceran Ekstrsk Etanol Daun Tembakau

Pengenceran ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20% dilakukan

berdasarkan perhitungan berikut ini :

a. Volume ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% yang dibutuhkan

V1M1=

Vi =

V2.M2
V2.M2
V1
5.20
100

1mL

b. Volume DMSO 1% yang dibutuhkan
=V2-V1

=5mL -

=4 mL

Jadi, untuk
dibutuhkan

1mL

mendapatkan 5 mL ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 20%

ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% sebanyak 1 mL dan 4

mL DMSO 1%.

Pengenceran ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40% dilakukan

berdasarkan perhitungan berikut ini :

a. Volume ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% yang dibutuhkan

V1.M1=V2.M2
vy = vaMm2
V1

5.40
100

2mL
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b. Volume DMSO 1% yang dibutuhkan
=V2-V1
=5mL -2mL
=3mL

Jadi, untuk mendapatkan 5 mL ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 40%
dibutuhan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% sebanyak 2 mL dan 3
mL DMSO 1%.

Pengenceran ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60% dilakukan
berdasarkan perhitungan berikut ini :
a. Volume ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% yang dibutuhkan

V1.M1=V2.M2

V2.M2
V1

5.60

100
= 3mL

V1 =

b. Volume DMSO 1% yang dibutuhkan
=V2-V1
=5mL -3mL
=2mL

Jadi, untuk mendapatkan 5 mL ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 60%
dibutuhan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% sebanyak 3 mL dan 2
mL DMSO 1%.
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Pengenceran ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80% dilakukan
berdasarkan perhitungan berikut ini :

a. Volume ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% yang dibutuhkan

V1.M1=V2.M2

V2.M2
Vi

5.80

100

V1 =

= 4mL

b. Volume DMSO 1% yang dibutuhkan
=V2-V1
=5mL -4mL
=1mL

Jadi, untuk mendapatkan 5 mL ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 80%
dibutuhan ekstrak etanol daun tembakau konsentrasi 100% sebanyak 4 mL dan 1
mL DMSO 1%.


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

Lampiran M. Surat Identifikasi Tembakau

M.1 Surat keterangan identifikasi tembakau Kasturi

KEMENTERIAN PERTANIAN
BADAN PENELITIAN DAN PENGEMBANGAN PERTANIAN
BALAI PENELITIAN TANAMAN PEMANIS DAN SERAT
Jalan Raya Karangploso, Kotak Pos 199 MALANG 65152
Telepon (0341) 461447, Faksimili (0341) 485121
WEBSITE: www balittas litbang goid E-MAIL

Nomor 2 3[7 /LB.035/1.4.2/03/2015 2 Maret 2015
1 i :lek pl

Perihal . Identifikasi tanaman

Yth.

Pembantu Dekan I, Fakultas Kedokteran Gigi
Universitas Jember

JI. Kalimantan No. 37

Jember

Menindak lanjuti surat Saudara nomor 0186/UN25.1.8/TL/2015, tanggal 19 Januari 2015, perihal
seperti tersebut pada pokok surat, dengan ifi kami sampaikan Deskripsi Tembakau Varietas
Kasturi 1 sebagaimana terlampir. Tembakau varietas Kasturi 1 telah dilepas oleh Menteri
Pertanian dengan SK No. 131/Kpts/SR.120/2/2007, tanggal 20 Pebruari 2007.

Atas perhatiannya, kami sampaikan terima kasih.
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M.2 Deskripsi tembakau Kasturi yang diidentifikasi

DESKRIPSI TEMBAKAU

VARIETAS KASTURI -1
Species : Nicotianae tabaccum
Tipe : Kasturi
Habitus : Kerucut
Tinggi tanaman (cm) 1719 £87
Ruas batabg/intemot : Rapat
Warna batang : Hijau
Bulu batang : Berbulu rapat
Jumlah daun  (Ib) A7+ 138
Sudut daun : Tegak
Ujung daun : Meruncing
Tepi daun : Licin
Permukaan daun : Rata
Tebal daun : Tebal
Warna daun : Hijau
Phylotaxi daun 1 2/5 ke kiri
Tangkai daun : Duduk S
Sayap (cm)  lebar licin (> 2,57 )
Telinga (cm) : Lebar
Panjang daun (cm) 152,38+ 5,57
Lebar daun (cm) 126,08 + 3,58
Bentuk daun : Lonjong
Indeks daun : 0,497
Umur berbunga  (hst) 1604 +1,57
Warma mahkota bunga : Merah muda
Warna kepala sari : Krem
Bentuk buah : Bulat telur
Warna biji :Coklat
Bentuk daun : Lonjong
Indeks daun 10,486
Umur berbunga  (hst) 166 +230
Warna mahkota bunga : Merah muda
Warna kepala sari :Krem
Bentuk buah : Bulat telur
Warna biji :Coklat
Umur Panen terakhir (hst) 187+ 1,13
Produksi rajangan kering (ton/ha) :1,75+0,011
Indek mutu 181,75 + 0,98
Indek tanaman 140,35 +6, 13
Kadar nikotin (%) :3,12% + 0,08%
Peneliti Pemulia : Suwarso, Anik Herwati, Sesanti Basuki, Sri Yulaikah dan Fatkhur Rochman
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Lampiran N. Surat Keterangan Pembuatan Ekstrak Etanol Daun Tembakau

KEMENTERIAN PENDIDIKAN DAN KEBUDAYAAN
UNIVERSITAS JEMBER
FAKULTAS FARMASIH
JI. Kalimantan 1/2 Kampus Tegal Boto. Telp./ Fax. (0331) 324736 Jember 68121.

SURAT KETERANGAN PEMBUATAN EKSTRAK

Data Pemohon

Nama : Riria Hendarto Putri

NIiM : 111610101006

Fakultas : Kedokteran Gigi Universitas Jember
Bahan : Daun Tembakau (Nicotiana tabaccum)

Pelarut Pengekstraksi : Etanol 96%

Metode ekstraksi : Maserasi

Prosedur : Serbuk simplisia daun tembakau sebanyak 250 gram dimaserasi dengan etanol
96 % sebanyak 7,5 kali berat serbuk selama tiga hari. Maserat dipekatkan
dengan rotary evaporator.

Hasil : Ekstrak etanol daun tembakau dengan rendemen 70 % (b/b)

Tanggal Pembuatan : 2 Desember 2014

Jember, 5 Desember 2014
Ketua Bagian Biologi Farmasi

Fay

>

Fakultas Farm:

|
~ Endah Puspitasart, SFLn‘., M.Sc., Apt
NIP. 198107232006042002
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