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HASIL DAN PEMBAHASAN
[bookmark: _Toc196648208][bookmark: _Toc197103922][bookmark: _Toc198743995][bookmark: _Toc200927446][bookmark: _Toc200927587][bookmark: _Toc200955050][bookmark: _Toc200955427][bookmark: _Toc202257065][bookmark: _Toc202258824]4.1	Hasil Penelitian
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Tembakau awalnya berasal dari Amerika dan dibawa ke Indonesia oleh bangsa Portugis dan Belanda sekitar abad ke-17. Sejak itu, tembakau mulai ditanam secara luas, terutama di daerah Deli (Sumatera Utara) dan Temanggung (Jawa Tengah), karena dianggap bernilai ekonomi tinggi. Di Indonesia, dua jenis tembakau yang umum dibudidayakan adalah Nicotiana tabacum L., yang biasa digunakan untuk rokok dan cerutu, serta Nicotiana rustica, yang sering dipakai untuk keperluan tradisional. Beberapa daerah terkenal dengan tembakau khasnya, seperti Deli, Temanggung, Madura, dan Lombok. Masing-masing punya rasa dan kegunaan yang berbeda(Sunaryo, 2013)(Hamdani, 2011).
Tumbuhan daun tembakau yang digunakan dalam penelitian ini di determinasi di Hebarium Medanense Universitas Sumatera Utara, Medan.  Hasil determinasi diketahui bahwa jenis tumbuhan adalah famili Solanaseae, genus nicotiana dan spesies Nicotiana tabacum L. Hasil Identifikasidaun tembakau dapat dilihat pada Lampiran 1.
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Sampel daun tembakau yang telah dikumpulkan didapatkan bobotnya sebanyak 1000 gram, setelah dilakukan pengeringan dengan suhu 50oC maka diperoleh bobot simplisia sebanyak 300 gram dan hasil susut pengeringan didapatkan sebesar 70%. Tujuan ketentuan susut pengeringan adalah memberikan batasan maksimal (rentang) besarnya senyawa yang hilang pada proses pengeringan. Hasil susut pengeringan berkurungnya berat simplisia tidak saja karena kadar air, namun juga ada beberapa zat atau senyawa lain yang hilang dan menguap.
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Hasil dari karakterisitik simplisia yaitu pada pengujian makroskopik, bentuk fisik dari simplisia daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) yaitu bewarna hijau, tidak berbau, rasa pahit.
[bookmark: _Toc198894567][bookmark: _Toc200928842][bookmark: _Toc200955937][bookmark: _Toc202257933]Tabel 4. 1Hasil pemeriksaan Karakteristik Simplisia
	No
	Pengujian
	Hasil 
Rata-Rata
	Standar
(FHI 2017)
	Keterangan

	1
	Kadar Air
	6%
	< 11,7%
	Memenuhi Syarat

	2
	Kadar Sari larut dalam air
	30%
	> 8,1%
	Memenuhi Syarat

	3
	Kadar sari larut dalam etanol
	18,3%
	> 2,8%
	Memenuhi Syarat

	4
	Kadar abu total
	11,5%
	< 14%
	Memenuhi Syarat

	5
	Kadar abu tidak larut asam
	0,4%
	< 0,7%
	Memenuhi Syarat


Keterangan  >  :Tidak kurang dari
<  :Tidak lebih dari

Pada penetapan kadar air dilakukan untuk memberikan rentang tentang besarnya kandungan air yang terkandung dalam bahan dinyatakan dalam persen. Hasil dari penetapan kadar air simplisia daun tembakau diperoleh kadar persentase 6%. Kadar air dalam sampel simplisa tidak boleh lebih dari 11,7% karena kelebihan air dalam simplisia akan mendorong pertumbuhan mikroorganisme dan kapang (jamur), reaksi pembusukan, reaksi enzimatis, yang pada akhirnya diikuti oleh reaksi hidrolisis senyawa kimia dalam simplisia. Metode yang digunakan dalam penetapan kadar air yaitu metode destilasi azeotrop. Prinsip metode destilasi ini adalah penggabungan dua buah pelarut yang memiliki titik didih berbeda serta kepolaran berbeda (Rumaseuw et al., 2023)
Pada pengujian kadar sari larut dalam air serbuk simplisia daun tembakau dilakukan dengan dua pelarut yaitu air dan etanol. Penetapan kadar sari larut dalam air bertujuan untuk mengetahui kadar senyawa kimia bersifat polar yang terkandung dalam simplisia, sedangkan penetapan kadar sari larut etanol dilakukan untuk mengetahui kadar senyawa larut dalam etanol, baik senyawa polar maupun non polar. Hasil karakterisitk serbuk simplisia daun tembakau untuk persentase kadar sari larut dalam air sebesar 30%, sedangkan untuk pengujian kadar sari larut dalam etanol serbuk simplisia tembakau diperoleh persentase kadar sebesar 18,3%. Hasil kadar yang didapatkan ini memenuhi persyaratan dimana untuk kadar sari yang larut dalam air tidak kurang dari 8,1% dan kadar sari yang larut dalam etanol tidak kurang dari 2,8% (Rizki, 2023).
Pada pengujian kadar abu total serbuk simplisia daun tembakau didapatkan persentase kadar sebesar 11,5% dan untuk pengujian kadar abu tidak larut asam didapatkan persentase kadar sebesar 0,4%. Hasil penetapan kadar abu ini memenuhi persyaratan dimana untuk kadar abu total tidak lebih dari 14% dan kadar abu yang tidak larut dalam asam tidak lebih dari 0,7 % (Depkes RI, 1989). Penentuan kadar abu total untuk mengetahui kandungan mineral internal, abu yang terbentuk dari abu fisiologi merupakan abu yang berasal dari jaringan tanaman. Kadar abu tidak larut dalam asam mengambarkan banyaknya jumlah silika dalam simplisia yang berasal dari pasir dan tanah (Rizki, 2023).
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Skrining fitokimia dilakukan untuk mendapatkan informasi golongan senyawa metabolit sekunder yang terkandung dalam serbuk simplisia daun tembakau yang meliputi alkaloid, flavonoid, tanin, saponin, steroid/triterpenoid dan glikosida pada tabel dibawah ini.
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	Sampel
	Komponen Fitokimia
	Hasil Pengamatan
	Hasil Pengujian

	


Serbuk Simplisia Daun tembakau 

	Alkaloid
	Mayer           :Endapan Kuning
Dragendorff  : Endapan jingga
Bouchardat   : Endapan coklat
	
+

	
	Flavonoid
	Kuning, lapisan jingga
	+

	
	Tanin
	Kuning, Hijau kehitaman
	+

	
	Saponin
	Terbentuk Busa  : 2 cm
	+

	
	Steroid dan triterpenoid
	Steroid : Hijau
	+

	
	Glikosida
	Terbentuk Cincin Ungu
	+



	


Ekstrak Etanol Daun Tembakau 

	Alkaloid
	 Mayer           :Endapan Kuning
Dragendorff  : Endapan jingga
Bouchardat   : Endapan coklat
	
+

	
	Flavonoid
	Kuning, lapisan jingga
	-

	
	Tanin
	Kuning, Hijau kehitaman
	-

	
	Saponin
	Terbentuk Busa  : 1,5 cm
	-

	
	Steroid dan triterpenoid
	Steroid: Hijau
	+

	
	Glikosida
	Terbentuk Cincin Ungu
	-


Keterangan : (+)  = positif 
          (-) = negative

 Pada serbuk simplisia dan ekstrak daun tembakau yang diuji pertama yaitu pengujian alkaloid dimana terdapat 3 pengujian yaitu pengujian dengan pereaksi Mayer, Bouchardat dan Dragendorff. Pada pengujian pertama dengan pereaksi Mayer menunjukkan hasil yang positif karena terbentuk endapan berwarna kuning atau putih. Kemudian pengujian kedua dengan pereaksi Bouchardat menunjukkan hasil yang positif karena membentuk endapan coklat hitam. pengujian ketiga dengan preaksi Dragendorff menunjukkan hasil yang positif ditandai dengan terbentuknya warna merah atau jingga. Dari hasil yang didapat dapat disimpulkan bahwa simplisia dan ekstrak daun tembakau positif mengandung alkaloid, terjadinya reaksi pengendapan akibat adanya pergantian ligan dalam alkaloid adanya atom nitrogen yang memiliki pasangan elektron bebas akan menggantikan ion iodo dalam pereaksi Dragendorff. Kemudian akan terbentuk endapan berwarna jingga ketika alkaloid direaksikan dengan Dragendorff dan endapan kuning atau putih ketika direaksikan dengan pereaksi Mayer (Lismandaria et al., 2023).
Pengujian flavonoid menunjukkan hasil positif karena terbentuknya warna jingga, kuning pada lapisan amil alkohol, dikarenakan penambahan serbuk Mg dan asam klorida pekat yang dapat mereduksi benzopiron dalam struktur senyawa flavonoid sehingga terbentuk warna merah tua jingga (Lismandaria et al., 2023).
Pengujian tanin menunjukkan hasil positif terbentuknya warna hijau kehitaman dikarenakan penambahan FeCL3 perubahan warna ini terjadi akibat bereaksinya FeCL3 dengan salah satu gugus hidroksi pada senyawa tanin (Lismandaria et al., 2023).
Hasil positif pada pengujian saponin karena buih yang terbentuk setelah pengocokan bertahan lama setinggi 3 cm dan tidak hilang dengan penambahan 1 tetes HCl 2N, dikarenakan didalam saponin memiliki senyawa aktif kuat yang berperan sebagai antibakteri dengan cara merusak mebran sitoplasma seningga menyebabkan bocornya metabolit yang menginaktifkan sistem enzim bakteri. Kerusakan membrane sitoplasma dapat mecegah masuknya bahan makanan atau nutrisi yang dibutuhkan oleh bakteri untuk menghasilkan energi akibatnya bakteri akan mengalami hambatan pertumbuhan dan bahkan kematian (Dasopang, 2017).
Pengujian triterpenoid/steroid didapatkan hasil positif steroid didasarkan karena penambahan oleh asam sulfat pekat, dengan membentuk warna ungu sampai merah ungu menunjukkan adanya triterpenoid dan terbentuknya warna biru hijau menunjukkan adanya steroid, pembentukan warna terjadi karena terdapatnya gugus kromofor (gugus tak jenuh) yang akan absorpsi pada panjang gelombang tertentu oleh suatu senyawa (Nugroho et al., 2023). Hasil pengujian glikosida diyatakan positif dengan penambahan pereaksi Molish dan asam sulfat adanya senyawa dengan terbentuknya cincin ungu, dimana glikosida yang ditunjukan oleh hasil skrining merupakan glikosida steroid yang mekanisme antibakterinya sama dengan saponin dalam menghancurkan sel bakteri (Dasopang, 2017).
Menurut (Handayani et al., 2020), senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid, tanin, steroid/triterpenoid, flavonid, dan saponin merupakan senyawa kimia yang memiliki potensi sebagai antibakteri. Senyawa yang bersifat antibakteri bekerja menghambat pertumbuhan bakteri melalui berbagai perusakan pada struktur bakteri.
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	No
	Sampel Tembakau
	Bobot sampel (gram)
	Volume titran HCl (ml)

	1
	Serbuk
	1,000
1,000
1,000
	0,45
0,50
0,32

	2
	Ekstrak
	1,000
1,000
1,000
	0,52
0,42
0,61



Berdasarkan volume titran HCl 0,0976 N yang digunakan dalam titrasi, dapat dihitung kadar nikotin (%) dalam sampel dengan rumus sebagai berikut:


Keterangan :	v titrasi  = volume titran HCl (ml)
		v blanko= volume blanko (ml)
	fp	= faktor pengenceran
		W	= bobot sampel (gram)
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	No
	Sampel Tembakau
	Bobot Sampel   
(gram)
	Volume Hcl (ml)
	Kadar Nikotin Dalam Sampel
	Rata-Rata

	1
	Serbuk 
	1,000
1,000
1,000
	0,45
0,50
0,32
			1,04 %
1,20%
0,63%
	
0,95± 0,29%

	2
	Ekstrak 
	1,000
1,000
1,000
	0,52
0,42
0,61
	1,89 %
1,42%
2,32%
	
1,87 ± 0,45 %



	Berdasarkan hasil penelitian bawah kadar nikotin tertinggi dari analisis yang dilakukan pada serbuk dan ekstrak tembakau yaitu hasil ekstrak tembakau lebih tinggi mendapatkan kadar nikotin sebesar 1,87 ± 0,45 %dari pada serbuk 0,95± 0,29%. Disebabkan ekstrak daun tembakau telah melalui proses pemanasan dari gelombang ultrasonic sehingga kandungan senyawa yang ada di dalamnya dapat keluar dan panas lokal yang terjadi pada cairan mampu meningkatkan proses difusi ekstrak sehingga senyawa yang didapatkan lebih optimal dan juga kerusakan sel akan mempercepat kelarutan senyawa metabolit sehingga akan meningkatkan rendemen dari ekstrak yang dihasilkan.
	Petani gayo menyebutkan tembakau ini merupakan tembakau aromatik yang digunakan sebagai bahan baku dalam pengobatan tradisional dan kurang mengetahui kandungan nikotin dalam tembakau asal Gayo. Maka dari itu di gunakan metode titrasi  asidimetri sebagai penetapan kadar nikotin dalam tembakau dan dapat diketahui melalui titrasi asam basa asidimetri. Pada reaksi penetralan asam basa, nikotin (C10H14N2) yang merupakan alkaloid yang bersifat basa lemah bereaksi dengan HCl akan mengikat satu atom H+ dan melepaskan ion Cl. Reaksi ini terjadi pada kisaran pH 6,0 - 6,2 (asam kuat) sehingga dipakai indikator methyl red,titik ekivalen titrasi diketahui dengan terbentuknya warna merah muda yang konstan. Titik ekivalen merupakan keadaan dimana jumlah mol asam sama dengan jumlah mol basa atau semua asam telah dinetralkan oleh sejumlah basa. Ketika salah satu zat (asam atau basa) telah ada secara berlebih, indikator mengalami perubahan warna sehingga proses titrasi harus segera dihentikan dan disebut titik akhir titrasi (Leba et.,al 2023). 
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Pada spektrum Gas Chromatography jika sampel mengandung banyak senyawa terlihat dari banyaknya puncak (peak). Berdasarkan data waktu retensi yang sudah diketahui dari literatur, bisa diketahui senyawa apa saja yang ada dalam sampel. Hal ini dapat dilaksanakan karena salah satu kegunaan dari kromatografi gas adalah untuk memisahkan senyawa senyawa dari suatu sampel. Lalu dilakukan dengan memasukkan senyawa yang didapat tersebut ke dalam instrumen spektroskopi massa.
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	Nomor Senyawa
	  RT
(min)
	Area 
(%)
	
Lybrary/ID

	1
	8.301
	20.99
	Nicotine 

	2
	12.059
	6.82
	Neophytadiene

	3
	13.863
	5.14
	Trans-phytol 

	4
	14.256
	2.86
	Peruviol 

	5
	14.808
	29.85
	Labda-8 (20), 13-dien-15-oic acid

	6
	14.906
	2.68
	Trans-caryophyllene

	7
	15.740
	6.26
	Beta-humulene

	8
	15.978
	4.52
	Longifolenaldehyde 

	9
	16.027
	7.63
	1,2-pentanediol,5-(6-bromodecahydro-2-hdroxy-2,5,5a,8a-tetramethyl-1-napthalenyl)-3-methylene

	10
	22.827
	5.71
	Stigmasterol 



Beberapa senyawa utama ditemukan dengan persentase luas puncak yang tinggi, dan hasilnya telah dibandingkan dengan standar internal library willey guna memastikan identifikasi senyawa secara akurat maka didapatkan presentase luas puncak yang tinggi yaitu pada nikotin (20,99%) dan Labda-8 (20), 13-dien-15-oic acid (29,85) dan senyawa tambahan dengan persentase luas puncak yang lebih kecil yaitu 1,2-pentanediol,5-(6-bromodecahydro-2-hdroxy-2,5,5a,8a-tetramethyl-1-napthalenyl)-3-methylene (7,63%), Neophytadiene (6,82%), Beta-humulene (6,26), Stigmasterol (5,71%), Trans-phytol (5,14%), Longifolenaldehyde (4,52), Peruviol (2,86%), dan Trans-caryophyllene (2,68%) telah terdeteksi dalam ekstrak tembakau asal Gayo. Adanya senyawa Labda-8(20),13-dien-15-oic acid dalam tembakau dapat menyebabkan efek toksik dan iritasi pada saluran pernapasan jika terbakar dan asapnya terhirup (Heo et al., 2024).  
Ekstrak etanol dari tembakau asal Gayo mengandung berbagai komponen fitokimia yang menunjukkan waktu retensi berbeda-beda. Perbedaan ini disebabkan oleh variasi polaritas senyawa saat berinteraksi dengan fase diam dalam kolom kromatografi, selain itu, berat molekul senyawa juga mempengaruhi dalam proses pemisahannya. Pada  ekstrak etanol daun tembakau Gayo telah mengidentifikasi sepuluh senyawa fitokimia yang dikelompokkan yaitu alkaloid (nikotin), diterpenoid (Labda-8 (20), 13-dien-15-oic acid), lipid (1,2 pentanediol,romodecahydro-2-hydroxy-2,5,5a,8a-tetramethyl-1 napthalenyl) -3-methylene), diterpen (Neophytadiene), terpenoid (Beta-humulene), lipid (Stigmasterol), terpenoid (Trans-phytol), seskuiterpenoid (Longifolenaldehyde), (Peruviol), seskuiterpena (Trans-caryophyllene).
Berdasarkan uraian tersebutKomponen senyawa aktif sangat penting diketahui untuk pemanfatan dalam bidang kesehatan.Salah satu cara untuk mendeteksi keradaan senyawa aktif yang dimiliki oleh ekstrak daun tembakau dapat dilakukan dengan menggunakan gas kromatografi spektrofotometri massa (GC-MS) yang merupakan teknik kromatografi gas yang digunakan bersama dengan spektrometri massa. Penggunaan Kromatografi gas dilakukan untuk mencari senyawa yang mudah menguap pada kondisi vakum tinggi dan tekanan rendah jika dipanaskan. Sedangkan spektrometri massa untuk mentukan bobot molekul, rumus molekul, dan menghasilkan molekul bermuatan (Nisa & Muflihunna 2023).
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            Hasil pengukuran zona hambat ekstrak daun tembakau terhadap pertumbuhan bakteri Streptococcus pyogenes dan Klebsiella pneumoniaedapat dilihat pada tabel dibawah ini.
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Bakteri
	

Konsentrasi
	Diameter Zona Hambat (mm)
	Rata-Rata Zona Hambat (mm)
	Kriteria Kekuatan Antibakteri

	
	
	P1
	P2
	P3
	
	

	Streptococcus pyogenes
	Kontrol (-)
DMSO 1%
	0,00
	0,00
	0,00
	0,00
	Resisten

	
	100%
	1,50
	2,50
	3,20
	2,40
	Resisten

	
	80%
	1,33
	2,00
	2,80
	2,04
	Resisten

	
	60%
	1,20
	1,75
	2,00
	1,65
	Resisten

	
	40%
	1,20
	1,70
	2,00
	1,63
	Resisten

	
	20%
	1,00
	1,15
	2,55
	1,56
	Resisten

	
	15 %
	1,00
	1,00
	2,22
	1,40
	Resisten

	
	10 %
	1,00
	0,15
	2,25
	1,13
	Resisten

	
	5 %
	0,00
	0,00
	1,55
	0,51
	Resisten

	
	Kontrol (+)
Penisilin 0,1%
	7,00
	7,00
	6,65
	6,88
	Resisten



	
Klebsiella
pneumoniae
	
Kontrol (-)
DMSO 1%
	
0,00
	
0,00
	
0,00
	
0,00
	
Resisten

	
	100%
	2,88
	2,55
	2,78
	2,73
	Resisten

	
	80%
	2,10
	1,95
	2,36
	2,13
	Resisten

	
	60%
	2,00
	2,00
	2,00
	2,00
	Resisten

	
	40%
	2,00
	2,15
	2,00
	2,15
	Resisten

	
	20 %
	2,00
	2,00
	1,51
	1,80
	Resisten

	
	15 %
	1,00
	1,00
	2,00
	1,33
	Resisten

	
	10 %
	1,00
	1,00
	1,05
	1,01
	Resisten

	
	5 %
	0,00
	1,00
	0,00
	0,33
	Resisten

	
	Kontrol (+)
Ceftriaxon 0,1%
	16,10
	16,00
	17,00
	16,33
	Sensitive 


  Keterangan : P1	          = Pengulangan Pertama 
                       P2 	          = Pengulangan Kedua
                       P3	          = Pengulangan Ketiga 
                       Kontrol (+)	= Penisilin, Sefriaxon 
                       Kontrol (-)        = DMSO (Dimetil Sulfoksida)

Penentuan aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun tembakau dilakukan  dengan menggunakan difusi agar pada kertas cakram dan mengukur diameter zona hambat terhadap bakteri yang diuji. Metode difusi agar dipilih karena metode lebih praktis namun tetap didapat hasil diharapkan. Aktivitas suatu zat terhadap antibakteri dalam menghambat pertumbuhan atau membunuh mikroorganisme diliat dari konsentrasi dan jenis bahan antibakteri.
Hasil pengujian yang dilakukan dengan metode difusi agar didapatkan diameter zona hambat untuk bakteri Streptococcus pyogenes terhadap ekstrak tembakau pada konsentrasi 5% yaitu (0,51 mm), konsentrasi 10% zona hambat sebesar (1,13 mm), konsentrasi 15% zona hambat sebesar (1,40 mm), konsentrasi 20% sebesar (1,56 mm), konsentrasi 40% sebesar (1,63 mm), konsentrasi 60% (1,65), konsentrasi 80% (2.04), dan pada konsentrasi 100% didapatkan (2,40). Sedangkan untuk bakteri Klebsiella pneumoniae pada konsentrasi 5% yaitu (0,33 mm), konsentrasi 10% didapatkan zona hambat (1,01 mm), konsentrasi 15% zona hambat (1,33 mm), kosentrasi 20% (1,80 mm), konsentrasi 40% (2,15), konsentrasi 60% (2,00), konsentrasi 80% (2,13), dan pada konsentrasi 100% didapat zona hambat (2,73).
Menurut CLSI (2020) kriteria kekuatan daya antibakteri sebagai yaitu : diameter zona hambat kurang dari 16 mm dikategorikan resisten (lemah), zona hambat 20 mm dikategorikan intermediate (sedang), zona hambat lebih dari 24 mm dikategorikan suspectible (sangat kuat). Berdasarkan kriteria tersebut, maka daya hambat antibakteri ekstrak daun tembakau untuk bakteri Streptococcus pyogenes pada konsentrasi 5% yaitu (0,51 mm), konsentrasi 10% zona hambat sebesar (1,13 mm), konsentrasi 15% zona hambat sebesar (1,40 mm), konsentrasi 20% sebesar (1,56 mm), konsentrasi 40% sebesar (1,63 mm), konsentrasi 60% (1,65), konsentrasi 80% (2,04), dan pada konsentrasi 100% didapatkan (2,40) termasuk katagori resisten (lemah). Dan pada bakteri Klebsiella pneumoniae pada konsentrasi 5% yaitu (0,33 mm), konsentrasi 10% didapatkan zona hambat (1,01 mm), konsentrasi 15% zona hambat (1,33 mm), kosentrasi 20% (1,80 mm), konsentrasi 40% (2,15), konsentrasi 60% (2,00), konsentrasi 80% (2,13), dan pada konsentrasi 100% didapat zona hambat (2,73) termasuk katagori resisten (lemah). Dengan demikian, aktivitas ekstrak etanol daun tembakau dalam menghambat pertumbuhan bakteri gram positif Streptococcus pyogenes dan gram negatif Klebsiella pneumoniae dikatakan resisten (lemah).  
Menurut panduan Clinical and Laboratory Standards Institut (CLSI) 2020 M100 Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility testing. Zona hambat pada antibiotik Penisilin pada bakteri Streptococcus pyogenes di dapat kan (6,88 mm) masuk dalam katagori resisten, dikatakan sensitive jika ≥ 24 mm dan zona hambat antibiotik ceftriaxon pada bakteri Klebsiella pneumoniae didapatkan (16,33 mm) masuk dalam katagori sensitive, dikarenakan rentang zona hambat sensitive dari 16-24 mm. 
Kandungan senyawa metabolit sekunder yang dimiliki oleh daun tembakau yaitu pada mekanisme alkaloid terdapatnya gugus basa yang mengandung nitrogen akan bereaksi dengan senyawa asam amino yang menyusun dinding sel dan DNA mikroba. Reaksi ini mengakibatkan terjadinya perubahan sruktur susunan asam amino. Sehingga akan menimbulkan perubahan keseimbangan pada rantai DNA dan mendorong terjadinya lisis sel yang menyebabkan kematian sel pada mikroba. 
Mekanisme kerja steroid/Triterpenoid sebagai antibakteri dalam merusak membaran sel bakteri dengan meningkatkan permeabilitas sel, sehingga terjadi kebocoran sel yang diikuti keluarnya material intra seluler (Purwanitiningsih & Lestari, 2020).
Berdasarkan uji yang dilakukan perbandingan dari setiap konsentrasi ekstrak daun tembakau tidak memberikan perbedaan yang signifikan. Hasil uji daya hambat ekstrak daun tembakau termasuk ke dalam kategori resistant (lemah) yang berarti bahwa daun tembakau tidak memiliki kandungan zat antibakteri yang besar. Begitupun pada hasil uji daya hambat antibiotik penisilin untuk bakteri Streptococcus pyogenes zona hambat yang termasuk resisten (lemah). Sedangkan pada hasil uji daya hambat antibiotik cefriaxone pada bakteri Klebsiella pneumoniae memiliki hambatan yang sangat kuat termasuk sensitive.
	Bakteri ini di pilih karena Streptococcus grup A(GAS: S. pyogenes), merupakan salah satu patogen utamayang ditemukan banyak menyebabkan infeksi padamanusia.Grup A Streptococcus, dapat menyebabkan terjadinyainfeksi akut seperti faringitis dan infeksi bakteri padakulit. Infeksi ini dapat menyebar melalui pembuluh limfadan menyebabkan berbagai penyakit infeksi lainnyaseperti lymphangitis, dan lymphadenitis dan Bakteri Klebsiella pneumoniae merupakan
jenis yang paling banyak menyebabkan infeksi mayoryang merugikan kesehatan manusia. Organ yang palingsering terserang yaitu paru-paru, saluran urin, system
pembuluh darah, otak, luka, dan bahkan kulit bekasoperasi. Spesies Klebsiella menyebabkan infeksi diberbagai tempat, termasuk paru-paru, saluran kemih,aliran darah, lukadan otak.Sebagian besar penyakitberhubungan dengan sistem pencernaan dan pernapasan (Umaruddin et.,al 2023)
[bookmark: _Toc198744006][bookmark: _Toc200927457][bookmark: _Toc200927598][bookmark: _Toc200955061][bookmark: _Toc200955438][bookmark: _Toc202257076][bookmark: _Toc202258835]4.8 	Hasil Analisis Data
Uji normalitas merupakan salah satu syarat wajib yang harus terpenuhi sebelum melakukan uji ANOVA. Karena data yang digunakan haruslah berdistribusi normal. Jika data tidak normal, maka perlu menggunakan alternatif tambahan dengan uji statistik non parametrik yaitu uji Kruskal wallis. Pada penelitian ini uji normalitas menggunakan uji statistik Kolmogorov-Smirnov yang dilakukan dengan menghitung residual dari masing-masing data bakteri Streptococcus pyogenes dan Klebsiella pneumoniae. Adapun kriteria pengujian uji Kolmogorov-Smirnov dengan taraf signifikansi  yaitu jika nilai signifikansi (Sig.) , maka terima H0 atau nilai residual berdistribusi normal dan berlaku sebaliknya. Berdasarkan lampiran 17 untuk kelompok data aktivitas antibakteri Streptococcus pyogenes dan data aktivitas antibakteri Klebsiella pneumoniae diketahui bahwa nilai signifikansi (Sig.) untuk kedua aktivitas antibakteri yaitu , sehingga berdasarkan kriteria pengambilan keputusan uji Kolmogorov-Smirnov dapat disimpulkan terima H0 yang berarti bahwa data residual berdistribusi normal. 
Selain syarat kenormalan data juga perlu dilakukan pengujian uji homogenitas atau uji kesetaraan terhadap varians. Meskipun uji homogenitas bukan merupakan syarat mutlak yang harus dipenuhi, tetapi penggunaan uji homogenitas dalam One Way ANOVA dapat mempengaruhi uji lanjut (Post Hoc Test). Pada penelitian ini uji yang digunakan adalah uji statistik Levene yang dilakukan pada masing-masing bakteri Streptococcus pyogenes dan bakteri Klebsiella pneumoniae dengan taraf signifikansi . Kriteria pengambilan keputusan dari uji homogenitas yaitu hipotesis nol (H₀) diterima apabila nilai signifikansi (Sig.) dan ditolak jika nilai tersebut . Berdasarkan lampiran 17 untuk aktivitas antibakteri Streptococcus pyogenes dan aktivitas antibakteri Klebsiella pneumoniae diketahui nilai signifikansinya (Sig.) berturut-turut adalahdan. Karena kedua nilai lebih besar dari , maka H₀ dapat diterima. Dengan demikian, dapat disimpulkan bahwa varians antar kelompok data tidak berbeda secara signifikan, yang mengindikasikan bahwa data memiliki varians yang homogen.
Setelah syarat kecukupan data berdistribusi normal dan varians data bersifat homogen, maka dapat dilakukan uji One Way ANOVA untuk mengetahui perbedaan rata-rata diameter zona hambat dari keenam perlakuan dengan tiga pengulangan. Hipotesis uji ANOVA dilakukan untuk mengetahui  ada tidaknya pengaruh ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum L.)  terhadap aktivitas antibakteri dalam pertumbuhan Streptococcus pyogenes dan Klebsiella pneumoniae. Adapun kriteria pengambilan keputusan dari uji One Way ANOVA yaitu jika nilai signifikansi (Sig.) , maka terima H0 yang artinya tidak terdapat perbedaan pengaruh yang signifikan demikian juga sebaliknya. Berdasarkan lampiran 17 yang merupakan Tabel ANOVA Streptococcus pyogenes dan Klebsiella pneumoniae dapat diketahui nilai signifikansinya yaitu (Sig.), sehingga keputusannya tolak H0. Oleh karena itu, dapat disimpulkan bahwa terdapat pengaruh signifikan dari ekstrak daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) pada aktivitas antibakteri dalam pertumbuhan Streptococcus pyogenes dan Klebsiella pneumoniae.
Selanjutnya untuk melihat perbedaan tiap perlakuan secara nyata perlu dilakukan uji lanjut (Post Hoc Test) Duncan dengan taraf signifikansi sebesar . Berdasarkan lampiran 17 diketahui hasil uji lanjut (Post Hoc Test) Duncan untuk Streptococcus pyogenes dan Klebsiella pneumoniae. Pada Streptococcus pyogenes diperoleh nilai rata-rata aktivitas antibakteri tertinggi yaitu pada saat menggunakan perlakuan kontrol positif Penisilin dengan nilai sebesar Dengan demikian dapat diindikasikan bahwa kontrol positif Penisilin merupakan perlakuan terbaik dan berbeda signifikan dengan perlakuan ektrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) menggunakan konsentrasikonsentrasi, konsentrasi, konsentrasi, konsentrasi, kosentrasi , konsentrasi  , dan konsentrasiSementara masing-masing dari kedelapan konsentrasi ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) tersebut tidak berbeda signifikan, dengan nilai berturut-turut sebesar 2,4444, 2,0433, 1,6555, 1,6333,,, ,dan Namun berbeda signifikan dengan perlakuan kontrol negatif DMSO (Dimetil Sulfoksida). Kemudian pada Klebsiella pneumoniae diketahui perlakuan dengan nilai rata-rata aktivitas antibakteri tertinggi yaitu perlakuan kontrol positif Seftriaxon dengan nilai sebesar  yang membuatnya menjadi perlakuan terbaik. kontrol positif Seftriaxon berbeda signifikan dengan perlakuan ektrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) menggunakankonsentrasikonsentri,konsentrasi,konsentrasi,konsentrasi sebesar , kosentrasi  sebesar , konsentrasi sebesar , dan konsentrasi  sebesar. Tetapi masing-masing dari kedelapan konsentrasi ekstrak etanol daun tembakau (Nicotiana tabacum L.) tersebut tidak berbeda signifikan dan berbeda signifikan dengan perlakuan kontrol negatif DMSO (Dimetil Sulfoksida).
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