
BAB III
METODE PENELITIAN
3.1    Rancangan Penelitian
Penelitian  bersifat  eksperimental  yang  dilakukan  di  laboratorium. Rancangan penelitian meliputi pengumpulan dan pengolahan sampel, pembuatan ekstrak daun sirih merah (Pipier crocatum Ruiz & Pav.), pembuatan larutan AgNO3  variasi Konsentrasi 1mM, 2mM, 3mM, dan 4mM, pengujian aktivitas antibakteri ekstrak daun sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.) terhadap bakteri Staphylococcus aureus.
3.1.1 Variabel Penelitian

Variabel penelitian ini dibagi menjadi dua macam yaitu :

a. Variabel Bebas

  Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi perak nitrat dengan variasi (1mM, 2mM, 3mM, dan 4mM) serta pengujian waktu dihari ke 6 dalam pembentukan nanopartikel perak yang digunakan untuk uji aktivitas antibakteri terhadap bakteri Staphylococcus aureus. 

b. Variabel Terikat

Variabel terikat dalam penelitian ini adalah nanopartikel perak yang terbentuk dari sintesis menggunakan ekstrak daun sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.) serta uji aktivitas antibakteri nanopartikel perak dari ekstrak daun sirih merah terhadap bakteri Staphylococcus aureus.
3.1.2  Parameter Penelitian
Parameter dalam penelitian ini yaitu nilai panjang gelombang dan ukuran nanopartikel serta mengamati diameter hambat masing-masing konsentrasi larutan nanopartikel dan ekstrak daun sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.).

3.2    Jadwal dan Lokasi Penelitian
3.2.1 Jadwal Penelitian
Penelitian dilaksanakan pada bulan Desember 2022 sampai bulan Mei 2023.
3.2.2 Lokasi Penelitian
Lokasi penelitian dilakukan di dua tempat yaitu   di Laboratorium Farmasi Terpadu   Universitas   Muslim   Nusantara   Al-   Washliyah   Medan   dan   di Laboratorium nanomedisine USU.

3.3    Bahan
Bahan bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah daun sirih merah, akuabidest, AgNO3, media Mueller Hinton Agar (MHA), media Na, media MSA, NaCl 9%, akuadest, bakteri staphylococcus aureus, Alkohol 70%, DMSO (dimethyl sulfoxide), Spritus.
3.4    Peralatan
Alat yang digunakan dalam penelitian adalah alat-alat gelas (gelas ukur, labu ukur, erlenmeyer, pipet ukur), spatula, hot platte, kertas saring whatman no

42,  Oven,  autoclav,  LAF,  cawan  petri,  kawat  Ose,  Swabb  steril,  rak  tabung, tabung  reaksi,  pipet  tetes,  jangka  sorong,  inkubator,  cakram  chloramfenicol, pinset, timbangan analitik, lemari pengering, magnetic Stirer, bunsen,  penggaris, spektrofotometer UV-Vis (Thermo Scientific), particle size analizer (PSA).

3.5    Prosedur Penelitian dan Pengumpulan Data
3.5.1 Pengumpulan Sampel
Sampel yang diuji dalam penelitian adalah daun sirih merah (Piper crocatum Ruiz & Pav.).  Sampel  yang  di  ambil  adalah  daun  sirih  merah  (Piper  crocatum Ruiz & Pav.) dengan kondisi yang baik dan segar.

3.5.2 Determinasi Sampel
Sampel  tumbuhan  sirih  merah  dalam  keadaan  utuh  diidentifikasi  di Herbarium Medanese (MEDA) Universitas Sumatera Utara
3.5.3 Pembuatan Simplisia
Daun  sirih  merah  yang  telah  dikumpulkan,  dicuci  bersih  dengan  air mengalir, lalu daun sirih merah dipotong tipis-tipis lalu ditimbang berat basah, kemudian dikeringkan kedalam lemari pengering dengan suhu 40-500C. Sampel dianggap kering bila dapat diremas rapuh dan hancur, lalu ditimbang berat kering. Kemudian  diserbukkan  dengan  menggunakan  blender  lalu  disimpan  didalam wadah kering dan terlindung dari cahaya matahari.
3.6    Pembuatan Ekstrak
Ditimbang serbuk daun sirih merah sebanyak 5 gram dimasukkan dalam beaker glass 250mL dan ditambahkan akuabidest 200 mL lalu dipanaskan hingga mendidih selama 15 menit kemudian dinginkan. Air rebusan disaring menggunakan kertas whatman no 42. Air rebusan tersebut selanjutnya dapat dipergunakan untuk proses sintesis nanopartikel perak.

3.7    Larutan Perak Nitrat (AgNO3)
3.7.1 Pembuatan Larutan AgNO3 Variasi Konsentrasi 1 mM, 2 mM, 3 mM 

         dan 4mM
Sebanyak 0,085 gram serbuk AgNO3 dilarutkan ke dalam akuabidest hingga 250 mL dan dicampurkan sampai homogen untuk membuat larutan AgNO3 4mM. Selanjutnya larutan AgNO3 4mM dipipet sebanyak 12,5mL (1mM), 25 mL (2mM), dan 37,5 mL (3mM) ke dalam labu ukur 50 mL dan tambahkan akuabidest hingga tanda batas untuk membuat konsentrasi AgNO3 1 mM, 2 mM, 3 mM dan 4 mM.

3.7.2 Optimasi Konsentrasi Larutan AgNO3
Larutan AgNO3 1 mM, 2 mM, 3 mM dan 4 mM dipipet masing-masing 40 mL dan masing-masing larutan dimasukkan ke dalam Erlenmeyer, kemudian tambahkan 1 mL ekstrak daun sirih merah. Campuran di hot plate suhu 50°C dan diaduk dengan pengaduk magnetic stirer 150 rpm selama 15 menit, kemudian dianalisis menggunakan UV-Vis selama 6 hari.

3.7.3 Sintesis Nanopartikel


     
Larutan AgNO3 sebanyak 40 mL dicampur dengan 1 mL ekstrak daun sirih merah kemudian dicampurkan di panaskan menggunakan hot plate suhu 50°C dengan pengadukan magnetik stirer kecepatan 150 rpm selama 15 menit hingga terjadi perubahan warna dan disimpan dalam botol kaca. Karakteristik larutan diamati dengan perubahan warna, spektrum serapan UV-Vis pada waktu ke 1 hari, 2 hari, 3 hari, 4 hari, 5 hari dan 6 hari. Setelah mencapai waktu 6 hari, kemudian dianalisis dengan PSA (Particle Size Analyzer) dan uji bakteri staphylococcus aureus. 

3.8     PSA (Particle Size Analyzer)


Pada pengukuran PSA dilakukan terlebih dahulu membuka aplikasi pengukuran PSA kemudian klik kanan lalu add dan scroll ke bawah cari nama folder lalu klik kanan setelah itu add empty folder klik kanan folder yang baru dan masuk ke halaman pengukuran. Kemudian klik new measurement lalu alignment full range laboratorium dan masukkan sampel ke wadah setelah diukur keluar hasil tekanan print, klik new report untuk mengambil hasilnya dan simpan ke folder didata sebelah kanan add value ada hasil excelnya klik panah kanan atas lalu export simpan ke folder tadi (selesai 1 sampel) di ulang-ulang hal yang sama untuk sampel selanjutnya. Sampel berbentuk cairan membutuhkan larutan sebanyak 20 – 30 mL.

3.9    Sterilisasi Alat
Alat-alat  yang digunakan dalam uji aktivitas antibakteri ini, di sterilkan terlebih dahulu sebelum dipakai. Alat-alat gelas disterilkan di oven pada suhu 170°C selama 1 jam. Media disterilkan di autoclav pada suhu 121°C selama 15 menit. Jarum ose dan pinset dengan lampu bunsen.
3.10
Pembuatan Media

3.10.1    Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA)

Komposisi     :

Beef extrak

2,0 gram

Acid hydrolisate of easein    

17,5 gram

Agar                                       
17 gram

Aquadest                                 1000 mL

         
Sebanyak 38 gram dilarutkan dalam 1000 mL aquadest, kemudian dipanaskan hingga mendidih selanjutnya disterilkan dalam autoclaf pada suhu 121°C  selama 1 atm atau 15 menit. Kemudian dituangkan ke dalam cawan petri masing-masing 20 mL
3.10.2 Pembuatan Media Nutrien Agar (Na)
Ditimbang 2,8 gram media NA kemudian ditambahkan 100 ml aquades, larutan  tersebut  kemudian  dipanaskan  diatas  hot  plate  dan  diaduk  dengan magnetic stirer hingga homogen, selanjutnya disterilkan dengan autoclav selama

15 menit pada suhu 121°C. Media dituangkan kedalam cawan petri secara aseptis lalu biarkan pada suhu ruangan hingga memadat (Juariah et al., 2021).

3.10.3 Pembuatan Media MSA
Komposisi :

Pepton                
10 gram 
Manitol              
10 gram 
Sodium clorida  
75 gram 

Phenol red          
0,0025 gram 

Agar                  
15 gram

Beef exstrak        
1,0 gram

Aquadest            
1000 ml

Sebanyak   40   gram   MSA   dilarutkan   dalam   1000   ml   aquadest   lalu dimasukkan ke dalam erlenmeyer, lalu media disterilkan di autoclav dengan suhu 121°C selama 15 menit (Liofilchem, 2016).
3.10.4 Pembuatan Agar Miring
Sebanyak 3 ml media Nutrien Agar (NA) dimasukkan dalam tabung reaksi steril, didiamkan pada temperatur kamar sampai media memadat pada posisi miring kira-kira kemiringan 45. Media memadat pada posisi miring kira-kira kemiringan 45. Media yang telah padat disimpan dalam lemari pada suhu 5°C.
3.10.5 Pembuatan Suspensi Mc. Farland
Komposisi :

Larutan Asam Sulfat 1% v/v          9,95 ml

Barium Klorida                             0,05 ml

Sebanyak 9,95 ml larutan asam sulfat ditambahkan dengan 0,05 ml Barium Klorida dimasukkan kedalam labu ukur 10 ml, ditutup dan dikocok sampai homogen (Retnaningsih et al., 2019).

3.10.6 Pembuatan NaCL 0,9 %
Komposisi :

Natrium Klorida             0,9% 
Aquadest steril               ad 100 ml

Ditimbang sebanyak 0,9 g Natrium Klorida lalu larutkan di dalam air suling sedikit   demi   sedikit   dalam   labu   takar   100   ml,   sampai   larut   sempurna. Ditambahkan air suling steril sampai garis tanda, dimasukkan dalam erlenmeyer steril yang bertutup lalu disterilkan pada suhu 121°C selama 1 atm atau selama 15 menit.
3.10.7 Peremajaan Bakteri
Koloni bakteri Staphylococcus aureus dengan  cara mengambil sebanyak satu jarum ose dari biakan murni dan diinokulasikan dengan cara digoreskan pada media Nutrien Agar (NA) miring, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 24 jam sebagai bakteri uji pada pengujian daya hambat.

3.10.8 Pembuatan Inokulum
Bakteri Staphylococcus aureus yang diremajakan pada media NA diambil dengan jarum ose dan disuspensikan dengan cara dimasukkan kedalam tabung yang berisi 10 ml larutan NaCl 0,9% steril, suspensi yang terbentuk dibandingkan dengan larutan Mc Farland No 0,5 yaitu 1,5 x 108 CFU/ml (Panjaitan, 2017).

3.11  Pengujian  Aktivitas  Antibakteri  Ekstrak  Daun  Sirih  Merah  (Piper crocatum Ruiz & Pav.) Terhadap Bakteri Staphylococcus aureus
Suspensi bakteri diambil menggunakan kapas steril dan dioleskan kepermukaan media secara merata, ditunggu selama 5 menit supaya kondisi media mengering. Diletakkan cakram  yang telah direndam dengan larutan uji (cakram antibiotik cloramfenicol sebagai kontrol positif, cakram DMSO sebagai kontrol negatif dan cakram ekstrak daun sirih merah) pada media MHA yang diinkubasikan bakteri menggunakan pinset steril. Diposisikan cawan secara terbalik dan diinkubasikan pada suhu 37°C selama 24 jam, lalu diukur zona hambatnya menggunakan jangka sorong (Retnaningsih et al., 2019).

3.12  Analisis Data
Data yang akan diperoleh dengan cara pengukuran diameter zona hambat ekstrak  daun  sirih  merah  (Piper  crocatum Ruiz & Pav. )  dari  masing-  masing  konsentrasi dengan tiga kali pengulangan dan dianalis secara statistika menggunakan Uji One Way Anova.
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