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BAB III
METODE PENELITIAN
3.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan metode eksperimental. Sampel yang digunakan adalah kulit buah lemon (Citrus x limon (L.) Burm. f.). Tahapan penelitian meliputi pengumpulan sampel, pemeriksaan makroskopis, pemeriksaan mikroskopis, pembuatan simplisia, pemeriksaan karakteristik, skrining fitokimia, pembuatan ekstrak etanol kulit buah lemon dengan cara maserasi, dilakukan fraksinasi dengan pelarut N-heksana dan etil asetat, selanjutnya dilakukan pengujian aktivitas antibakteri terhadap Staphylococcus hominis dan Pseudumonas aeruginosa dengan metode difusi agar.

3.1.1
Variabel Penelitian
Variabel penelitian adalah segala sesuatu yang ditetapkan oleh peneliti   untuk mempelajari, mengumpulkan informasi, dan kemudian membuat kesimpulan (Setyawan, 2021). Variabel dalam penelitian ini terdiri dari variabel independen (variabel bebas) dan variabel dependen (variabel terikat).

a. Variabel Independen (variabel bebas)

Variabel bebas adalah variabel yang mempengaruhi atau menyebabkan perubahan atau muncul variabel dependen (terikat). Variabel ini disebut sebagai variabel bebas karena kemampuannya untuk mempengaruhi variabel lain (Setyawan, 2021). Variabel bebas yang digunakan dalam penelitian ini adalah serbuk simplisia kulit buah lemon, ekstrak etanol 96% kulit buah lemon, Fraksi N-heksana dan etil asetat kulit buah lemon dengan variasi konsentrasi 10%, 20%, 30% 40% dan 50%, kontrol positif (+) Ciprofloxasin dan kontrol negatif (-) DMSO.

b. Variabel Dependen (variabel terikat).

Variabel Terikat meruapakan variabel yang dipengaruhi oleh variabel bebas atau yang menjadi akibat (Setyawan, 2021). Variabel terikat yang digunakan dalam penelitian ini adalah karakteristik pada serbuk simplisia kulit buah lemon, golongan metabolit sekunder pada serbuk, ekstrak, fraksi n-heksana, etil asetat kulit buah lemon dan aktivitas antibakteri dengan metode difusi agar.
1.1.1 Parameter Penelitian
Parameter Penelitian adalah objek penelitian atau apa yang menjadi titik perhatian suatu penelitian (Arikunto, 2006). Parameter dalam penelitian ini adalah pemeriksaan karakteristik, skrining fitokimia dan pengukuran diameter zona hambat pertumbuhan bakteri.

1.2 Jadwal dan Lokasi Penelitian

1.2.1 Jadwal Penelitian

Penelitian dilaksanakan selama lima bulan, yaitu pada bulan Februari sampai dengan bulan Juni tahun 2024.

1.2.2 Lokasi Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu dan Laboratorium Mikrobiologi Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah Medan.
1.3 Bahan Dan Peralatan

1.3.1 Bahan Penelitian
Bahan-bahan yang digunakan meliputi: kulit buah lemon, aquadest, bahan kimia yaitu: etanol 96%, toluena, etil asetat, alfa naftol, asam asetat anhidrida, asam klorida, asam nitrat, asam sulfat, besi (III) klorida, bismuth (III) nitrat, iodium, isopropanol, Kristal kloralhidrat, kalium iodida, kloroform, magnesium serbuk, metanol, natrium klorida, raksa (II) klorida, timbal (II) asetat, barium klorida, n-heksan,etil asetat, amil alkohol, Ciprofloxasin dan DMSO. Media untuk bakteri yaitu: Mueller Hinton Agar (MHA) dan Nutrient Agar (NA) dengan bakteri uji Staphylococcus hominis dan Pseudumonas aeruginosa.
1.3.2 Peralatan Penelitian 
Alat-alat yang digunakan adalah alat-alat laboratorium meliputi gelas, blender, oven listrik, neraca listrik, rotary evaporator, corong pisah, botol vial, vortex, cawan penguap, mikroskop, objek glass, deck glass, autoklaf, inkubator, penangas air, spatula, kain flanel, kertas saring, saringan, lemari pendingin, kawat ose, pinset, lampu Bunsen, lemari pengering, kertas cakram, cawan petri, jangka sorong.

1.4  Persiapan Sampel
1.4.1 Determinasi sampel

Determinasi tumbuhan kulit buah lemon (Citrus x limon (L.) Burm. f.) dilakukan di Laboratorium Herbarium Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam (FMIPA) Universitas Syiah kuala, Aceh.
1.4.2 Pengambilan Sampel 

Pengambilan sampel dilakukan secara Purposive sampling yaitu diambil dari satu daerah tanpa membandingkan dengan tanaman yang sama didaerah lain. 
1.4.3 Pengumpulan Sampel

Pengumpulan sampel kulit dari buah lemon (Citrus x limon (L.) Burm. f.) yang bewarna kuning kehijauan di ambil di sekitar daerah Lambaro, Kota Banda Aceh, Provinsi Aceh.

1.4.4 Identifikasi Sampel
Identifikasi sampel meliputi pemeriksaan makroskopik dan pemeriksaan mikroskopik yang dilakukan di Laboratorium botani UMN al-washliyah Medan.
1.4.5 Pengolahan Sampel

Sampel kulit dari buah lemon (Citrus x limon (L.) Burm. f.) dilakukan sortasi basah dan pencucian dengan air mengalir untuk memisahkan cemaran berupa kotoran dan bahan asing, lalu dilakukan perajangan dengan cara dikupas/potong ukuran kecil. Kemudian dikering anginkan dengan suhu ruangan. Setelah kering kulit buah lemon dengan ditandai dengan bila dapat patahkan/ rapuh. Lalu diserbukkan menggunakan blender, kemudian disaring. Selanjutnya ditimbang berat sebuk simplisia 500 gr, kemudian disimpan didalam wadah kering dan terlindung dari cahaya matahari (Vinta, 2021).
1.5 Pemeriksaan Karakteristik Simplisia

Pemeriksaan karakteristik simplisia seperti penetapan kadar air, pemeriksaan makroskopik, mikroskopik, penetapan kadar sari larut air, penetapan kadar sari larut etanol, penetapan kadar abu total dan penetapan kadar abu tidak larut asam dilakukan menurut prosedur (Depkes RI, 1995).

1.5.1 Pemeriksaan Makroskopik Simplisia

Pemeriksaan makroskopik terhadap simplisia kulit buah lemon (Citrus x limon (L.) Burm. f.) meliputi pemeriksaan bentuk, bau, warna, rasa dan juga dilakukan pemeriksaan makroskopik terhadap simplisia kulit buah lemon.

1.5.2 Pemeriksaan Mikroskopik Simplisia

Pemeriksaan mikroskopik dilakukan terhadap serbuk simplisia kulit buah lemon untuk melihat fragmen-fragmen pengenal dari simplisia tersebut. Caranya: Sejumlah serbuk simplisia diletakkan merata di atas objek gelas yang telah ditetesi larutan florogusinol HCL, ditutup dengan kaca penutup dan dilihat di bawah mikroskop, ditutup dengan kaca penutup dan dilihat di bawah mikroskop.

1.5.3 Penetapan Kadar air

Kedalam labu tersebut dimasukkan 5 g serbuk simplisia yang telah ditimbang seksama, lalu dipanaskan hati-hati selama 15 menit. Pada saat toluena mendidih, kecepatan tetesan diatur lebih kurang 2 tetes tiap detik sampai sebagian besar air terdestilasi, kemudian kecepatan tetesan dinaikkan hingga 4 tetes tiap detik.

Saat semua air terdestilasi, bagian dalam pendingin dibilas dengan toluena. Destilasi dilanjutkan selama 5 menit, kemudian tabung penerima dibiarkan mendingin pada suhu kamar. Saat air dan toluena memisah sempurna, volume air dibaca dengan ketelitian 0,05 ml. Selisih kedua volume air yang dibaca sesuai dengan kandungan air yang terdapat dalam bahan yang diperiksa. Kadar air dihitung dalam persen (v/b) (Depkes RI, 1995).
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1.5.4 Penetapan Kadar Sari Larut Dalam Air

Sebanyak 5 gram serbuk simplisia dimasukkan dalam labu bersumbat, dimaserasi dengan 100 ml air kloroform P (2,5 ml kloroform dalam 1000 ml air) selama 24 jam, sambil sesekali dikocok selama 6 jam pertama dan kemudian dibiarkan selama 18 jam. Disaring, sejumlah 20 ml filtrat diuapkan sampai kering dalam cawan dangkal berdasar rata yang telah ditara, sisanya dipanaskan pada suhu 105℃ sampai bobot tetap. Hitung kadar dalam persen sari yang larut dalam air, dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan udara (Depkes RI, 1995).
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1.5.5 Penetapan Kadar Sari Larut Etanol

Sebanyak 5 g serbuk simplisia dimasukkan dalam labu bersumbat, kemudian dimaserasi dengan 100 ml etanol 95% selama 24 jam, sambil sesekali dikocok selama 6 jam pertama dan kemudian dibiarkan selama 18 jam. Disaring, sejumlah 20 ml filtrat diuapkan sampai kering dalam cawan dangkal berdasar rata yang telah ditara, sisanya dipanaskan pada suhu 105℃ sampai bobot tetap. Hitung kadar dalam persen sari yang larut dalam air, dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan udara (Depkes RI, 1995).
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1.5.6 Penetapan Kadar Abu Total

Sebanyak 2 gram serbuk yang telah digerus dan ditimbang seksama dimasukkan dalam krus porselin yang telah dipijar dan ditara, kemudian diratakan. Krus dipijar pada suhu 600℃ sampai arang habis. Selanjutnya didinginkan dan ditimbang sampai diperoleh bobot tetap. Kadar abu dihitung  terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara (Depkes RI, 1995).
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1.6 Pembuatan Ekstrak Etanol Kulit buah lemon
Sepuluh bagian simplisia atau campuran simplisia dengan derajat halus yang cocok dimasukkan ke dalam sebuah bejana, dituangi 75 bagian cairan penyari, ditutup, dan dibiarkan selama 5 hari terlindung dari cahaya sambil sering diaduk, serkai, peras, cuci ampas dengan cairan penyari secukupnya hingga diperoleh 100 bagian. Lalu maserat dipindahkan dalam bejana tertutup, dibiarkan di tempat sejuk, terlindung dari cahaya, selama 2 hari. maserat endap tuangkan atau disaring (Depkes RI, 1979).
1.7 Pembuatan Fraksi Kulit Buah lemon (Citrus x limon (L.) Burm. f.)
Sebanyak 40 gram ekstrak pekat, dilarutkan dalam 80 ml etanol 96%, setelah itu ditambahkan 80 ml aquadest. Campuran ini dimasukkan ke dalam corong pisah. Ditambahkan 200 ml n-heksana digojok, dan dibiarkan sampai memisah dan dipisahkan, selanjutnya difraksinasi kembali dengan 200 ml n-heksana hingga lapisan n-heksna memberikan hasil yang netral atau tidak bewarna. Lapisan n-heksana dikumpulkan untuk mendapatkan fraksi n-heksana. Kemudian lapisan bawah (residu) etanol-air ditambahkan 200 ml etil asetat, digojok dan dibiarkan sampai terbentuk dua lapisan terpisah. Lapisan etil asetat dipisahkan dan fraksinasi dilanjutkan sampai diperoleh fraksi etil asetat yang memberikan hasil negatif atau tidak bewarna. Kumpulan hasil fraksi n-heksana dan fraksi etil asetat masing-masing diuapkan pada rotary evaporator dengan temperatur ± 50°C sampai diperoleh ekstrak kental, lalu diuapkan diatas waterbath pada suhu yang sama hingga diperoleh fraksi yang pekat (Nasution et al., 2023).
1.8 Pembuatan Pereaksi

1.8.1 Pereaksi Mayer

Sebanyak 1,4 g raksa (II) klorida dilarutkan dalam air suling hingga 60 ml, pada wadah lain ditimbang sebanyak 5 g kalium iodida lalu dilarutkan dalam 10 ml air suling, kedua larutan dicampurkan dan ditambahkan air suling hingga diperoleh larutan 100 ml (Depkes RI, 1995).

1.8.2 Pereaksi Bouchardat

Sebanyak 1,4 g raksa (II) klorida dilarutkan dalam air suling hingga 60 ml, pada wadah lain ditimbang sebanyak 5 g kalium iodida lalu dilarutkan dalam 10 ml air suling, kedua larutan dicampurkan dan ditambahkan air suling hingga diperoleh larutan 100 ml (Depkes RI, 1995).

1.8.3 Pereaksi Dragendorff

Sebanyak 0,8 g bismuth (III) nitrat ditimbang, dilarutkan dalam 20 ml  asam nitrat pekat, pada wadah lain ditimbang sebanyak 27,2 g kalium iodida, dilarutkan dalam 50 ml air suling, kemudian dua larutan dicampurkan dan didiamkan sampai memisah sempurna. larutan yang jernih diambil dan diencerkan dengan air suling hingga volume larutan 100 ml (Depkes RI, 1995).

1.8.4 Pereaksi Molisch

Sebanyak 3 gram α-naftol ditimbang, dilarutkan dalam asam nitrat 0,5 N hingga diperoleh larutan 100 ml (Depkes RI, 1995).
1.8.5 Pereaksi Besi (III) Klorida 1%

Sebanyak 1 g besi (III) klorida ditimbang, kemudian dilarutkan dalam air secukupnya hingga diperoleh larutan 100 ml (Depkes RI, 1995).

1.8.6 
Pereaksi Timbal (II) Asetat 0,4 M

Sebanyak 15,17 g timbal (II) asetat ditimbang, kemudian dilarutkan dalam air suling bebas karbon dioksida sebanyak 100 ml (Depkes RI, 1995).

1.8.7 Pereaksi Natrium Hidroksida 2 N

Sebanyak 8 g kristal natrium hidroksida dilarutkan dengan air suling sebanyak 100 ml (Depkes RI, 1995).

1.8.8 Pereaksi Asam Klorida 2 N

Sebanyak 17 ml larutan asam klorida pekat ditambahkan air suling sampai 100ml (Depkes RI, 1995).
1.8.9 Pereaksi Asam Sulfat 2 N

Sebanyak 5,5 ml larutan asam sulfat pekat ditambahkan air suling sampai 100ml (Depkes RI, 1995).

1.8.10 Pereaksi Liebermann-Burchard

Sebanyak 5 bagian volume asam sulfat pekat dicampurkan dengan 50 bagian volume etanol 95%. Kemudian ditambahkan dengan hati-hati 5 bagian asam asetat anhidrida ke campuran tersebut dan didinginkan (Depkes RI, 1995).

1.8.11 Larutan Kloralhidrat

Sebanyak 50 g kristal kloralhidrat ditimbang lalu dilarutkan dalam 20 ml air suling (Depkes RI, 1995).

1.8.12 Pembuatan Larutan NaCL 0,9%

Komposisi :

Natrium Klorida


  0,9 g

Aquadest steril ad
100 ml

Cara pembuatan :

Ditimbang sebanyak 0,9 g Natrium klorida lalu dilarutkan dalam air suling steril sedikit demi sedikit dalam labu takar 100 ml sampai larut sempurna. Kemudian ditambahkan air suling steril sampai garis tanda, dimasukkan dalam Erlenmeyer steril yang bertutup lalu di sterilkan pada autoklaf pada suhu 121℃ tekanan 1 atm selama 15 menit (Bridson, 2006).

1.9 Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia simplisia kulit buah lemon, meliputi pemeriksaan senyawa golongan glikosida, alkaloid, steroid, triterpenoid, flavonoid, tanin dan saponin. Skrining fitokimia dilakukan terhadap ekstrak sampel.
1.9.1 Pemeriksaan Alkaloid

Serbuk simplisia ditimbang sebanyak 0,5 g kemudian ditambahkan 1 ml asam klorida 2 N dan 9 ml air suling, dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit, didinginkan dan disaring. Filtrat yang diperoleh dipakai untuk tes alkaloid. Diambil 3 tabung reaksi, lalu kedalamnya dimasukkan 0,5 ml filtrat:

1. Ditambahkan 2 tetes pereaksi Mayer

2. Ditambahkan 2 tetes pereaksi Bouchardat

3. Ditambahkan 2 tetes pereaksi Dragendorff

Alkaloid positif jika terjadi endapan atau kekeruhan pada dua dari tiga percobaan diatas (Depkes RI, 1995).

1.9.2 Pemeriksaan Flavonoid

Sebanyak 10 g sampel kemudian ditambahkan 100 ml air panas, dididihkan selama 5 menit dan disaring dalam keadaan panas. Filtrat yang diperoleh kemudian diambil 5 ml lalu ditambahkan 0,1 g serbuk Mg dan 1 ml HCl  pekat dan 2 ml amil alkohol, dikocok dan dibiarkan memisah. Flavonoida positif jika terjadi warna merah, kuning, jingga pada lapisan amil alkohol (DepKes RI, 1995).
1.9.3 Pemeriksaan Glikosida

Sampel ditimbang sebanyak 3 g kemudian disari dengan 30 ml campuran 7       bagian volume etanol 96% dan 3 bagian volume air suling. Direfluks selama 30 menit, didinginkan dan disaring. Diambil 20 ml filtrat ditambahkan 25 ml air suling dan 25 ml timbal (II) asetat 0,4 ml, dikocok, lalu didiamkan selama 5 menit dan disaring. Filtrat disari dengan 20 ml campuran 3 bagian kloroform dan 2 isopropanol dilakukan berulang sebanyak tiga kali. Kumpulan sari air diuapkan pada temperatur tidak lebih dari 50℃. Sisanya dilarutkan dalam 2 ml metanol. Larutan sisa digunakan untuk percobaan berikut, yaitu 0,1 ml larutan percobaan dimasukkan ke dalam tabung reaksi, diuapkan di penangas air. Sisa dilarutkan dalam 2 ml air suling dan 5 tetes pereaksi Molish. Kemudian secara perlahan ditambahkan 2 ml asam sulfat pekat. Glikosida positif jika terbentuk cincin ungu (Depkes RI, 1995).

1.9.4 Pemeriksaan Saponin

Sebanyak 0,5 g sampel dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 10 ml air suling panas, didinginkan kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 detik, timbul busa yang mantap tidak kurang dari 10 menit setinggi 1- 10 cm. Ditambahkan 1 tetes larutan asam klorida 2 N, bila buih tidak hilang menunjukkan adanya saponin (Depkes RI, 1995).

1.9.5 Pemeriksaan Tanin

Sebanyak 1 g sampel dididihkan selama 3 menit dalam 10 ml air suling lalu didinginkan dan disaring. Filtrat diencerkan sampai hampir tidak berwarna, lalu ditambahkan 1-2 tetes pereaksi besi (III) klorida 1% (b/v), jika terjadi warna biru kehitaman atau hijau kehitaman bahwasanya menunjukkan adanya positif tannin (DepKes RI, 1995).

1.9.6 Pemeriksaan Steroida/Triterpenoida

Sebanyak 1 g sampel dimaserasi dengan 20 ml n-heksana selama 2 jam, kemudian disaring, setelah itu filtrat diuapkan dan sisanya ditambah pereaksi Liebermann-Burchard. Apabila terbentuk warna ungu atau merah yang berubah menjadi biru ungu atau biru hijauan menunjukkan adanya triterpenoid / steroid    bebas (DepKes RI, 1995).

1.10 Sterilisasi Alat

Alat yang akan digunakan dalam uji aktivitas antibakteri ini, disterilkan terlebih dahulu sebelum dipakai. Alat gelas disterilkan didalam oven pada suhu 170°C selama 1 jam. Media disterilkan di autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Jarum ose dan pinset disterilkan dengan lampu Bunsen (Hafsan, 2014).

1.11 Pembuatan Media
1.11.1 Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA)

Komposisi :

Beef infusion
3 g

Bacto-casamino acids
5 g

Pati
1,5 g

Bacto Agar
17 g

Aquadest ad
1 L

Cara pembuatan:

Sebanyak 38 g media Mueller Hinton Agar (MHA) dilarutkan ke dalam air suling steril secara sedikit demi sedikit, kemudian volumenya dicukupkan hingga 1000 ml dan dipanaskan sampai terlarut sempurna. Media disterilkan dalam autoklaf pada temperatur 121°C selama 15 menit (Bridson, 2006).

1.11.2 Pembuatan Suspensi Mc Farland 0,5

Komposisi :

Larutan Asam Sulfat 1% v/v
9,5 Larutan

BariumKlorida 1 % b/v 

  0,05 Larutan
            Cara pembuatan:

   Kedua larutan dicampur dalam tabung reaksi steril,dikocok sampai homogen, ditutup. Bila kekeruhan hasil suspensi bakteri sama dengan kekeruhan suspensi standar berarti konsentrasi bakteri 108 CFU/ml (Vandepitte & Verhaegen, 2003).
1.12 Peremajan Bakteri

Biakan bakteri murni yang digunakan adalah bakteri Staphylococcos hominis ATCC® B226TM dan bakteri Pseudomos aeruginosa ATCC® 13467TM yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Univesitas Syiah Kuala dan Universitas Sumatera Utara. Hal pertama yang dilakukan yaitu membuat media Nutrient Agar (NA). Media Nutrient Agar (NA) dituangkan kedalam tabung reaksi sekiranya sebanyak 10 ml, diletakkan miring dan didiamkan hingga agar memadat. Selanjutnya diambil satu ose bakteri dan diinokulasikan dengan cara menggoreskan secara merata pada media yang sudah memadat dengan jarum ose yang sudah disterilkan dengan membakar pada lampu bunsen dari pangkal hingga ujungnya. Setelah masing – masing tabung reaksi telah dioleskan bakteri yang akan diremajakan, ditutup dengan cara menggulung tabung reaksi menggunakan plastik wrap, dan diinkubasi dalam inkubator selama 24 jam (Aviany & Pujiyanto, 2020).
1.13 Identifikasi Bakteri Dilakukan Dengan Pewarnaan Gram
Pewarnaan gram adalah teknik umum yang digunakan untuk membedakan dua kelompok besar bakteri berdasarkan konstituen dinding sel yang berbeda. Bakteri gram positif mempertahankan warna ungu kristal violet karena adanya lapisan peptidoglikan yang tebal pada dinding sel mereka. Sedangkan bakteri gram negatif berwarna ungu kemerahan, yang tidak mempertahankan warna pertama (Kristal violet) yang hanyut selama proses pencucian. Bakteri yang sudah dikultur di media agar diambil satu koloni. Kemudian dioles pada object glass, ditetesi aquades dan diratakan menggunakan jarum ose kemudian dikeringkan. Selanjutnya diteteskan kristal violet pada kaca preparat yang sudah dioleskan bakteri hingga semua bakteri tergenang dan dibiarkan selama 1 menit. Lalu dilakukan pencucian dengan cara meneteskan aquadest ke preparat tersebut, disiram dengan larutan iodine dan dikeringkan selama 1 menit, selanjutnya dicuci kembali dengan aquades. Tahap berikutnya dilakukan penetesan alkohol dan dikeringkan, kemudian ditetesi lagi dengan alkohol dan dibilas dengan aquadest. Selanjutnya diteteskan safranin dan didiamkan selama 1 menit, kemudian cuci dengan aquadest. Setelah kering, amati dibawah mikroskop. Hasil untuk gram negatif apabila bakteri berwarna merah muda atau kemerahan, sedangkan untuk gram positif berwarna ungu (Effendi, 2020).
1.14 Pembuatan Inokulum

Mula-mula dibuat larutan inokulum terlebih dahulu. Larutan inokulum ini dibuat dengan tujuan untuk memperpendek fase adaptasi (Saropah, 2012). Tujuan lain dari larutan inokulum adalah untuk mendapatkan biakan bakteri yang cepat tumbuh dan berkembangbiak. Dari stok kultur bakteri pada media NA yang diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Universitas Sumatera Utara (USU) dan Laboratorium Mikrobiologi Universitas Syiah kuala (USK), diambil bakteri dengan menggunakan jarum ose steril, kemudian disuspensikan dalam tabung yang berisi 10 ml larutan NaCl 0,9 %, kemudian kekeruhan suspensi bakteri diperoleh dibandingkan dengan kekeruhan Mc Farland, maka konsentrasi bakteri adalah 108 CFU/ml (Depkes RI, 1995).
1.15 Pembuatan Larutan Uji dengan Berbagai Konsentrasi

1. Konsentrasi 50%

Ekstrak etanol, fraksi nheksana, fraksi etil asetat kulit buah lemon ditimbang sebanyak 2,5 gram, kemudian dilarutkan kedalam 5 ml DMSO sampai tanda batas, kocok hingga homogen.

2. Konsentrasi 40%

Ekstrak etanol, fraksi n-heksana, etil asetat kulit buah lemon konsentrasi 50% dipipet sebanyak 4 ml, kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 5 ml dan ditambahkan  DMSO sampai tanda batas, kocok hingga homogen.
3. Konsentrasi 30%

Ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat kulit buah lemon konsentrasi 40% dipipet sebanyak 3,7 ml kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 5 ml dan ditambahkan  DMSO sampai tanda batas, kocok hingga homogen.
4. Konsentrasi 20%

Ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat kulit buah lemon konsentrasi 30% dipipet sebanyak 3,3 ml kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 5 ml dan ditambahkan  DMSO sampai tanda batas, kocok hingga homogen.
5.  Konsentrasi 10%

Ekstrak etanol, fraksi n-heksana, fraksi etil asetat kulit buah lemon konsentrasi 20% dipipet sebanyak 2,5 ml kemudian dimasukkan kedalam labu ukur 5 ml dan ditambahkan  DMSO sampai tanda batas, kocok hingga homogen.

1.16 Pengujian Aktivitas Antibakteri Fraksi Etil Asetat Kulit buah lemon (Citrus x limon (L.) Burm. f.) Terhadap Staphylococcus hominis dan        Pseudomonas aeruginosa   
Sebelum melakukan uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol fraksi n-heksana dan fraksi etil asetat kulit buah lemon terhadap bakteri Staphylococcus hominis dan Pseudumonas aeruginosa, perlu dilakukan proses pembuatan medium Mueller Hinton Agar (MHA) yang  digunakan sebagai media pengaplikasian. Proses ini dilakukan dengan memasukkan 38  gram serbuk MHA kedalam 250 ml aquadest pada tabung erlenmeyer dan diaduk hingga larut. Pembuatan ini dilanjutkan dengan memanaskan media diatas hotplate agar larutan homogen, kemudian disterilkan dengan autoklaf selama 15  menit dengan suhu 121oC. Selanjutnya menuangkan 20 ml media yang sudah steril ke dalam cawan petri, tungu hingga memadat/mengeras. Suspensi bakteri digoreskan kedalam cawan petri steril mengunakan cotton swab. Kertas cakram yang telah direndam ke dalam larutan uji pada berbagai konsentrasi yaitu 50%, 40%, 30%, 20% dan 10% serta kontrol.
Ciprofloxasin dan kontrol negatif (-) DMSO ditunggu hingga berdifusi sempurna, kemudian di letakkan di atas permukaan media padat yang telah di inokulasi bakteri dan diinkubasi di dalam inkubator pada suhu 36-37 oC selama 18-24 jam, selanjutnya diameter daerah hambat (zona jernih) di sekitar kertas cakram diukur dengan menggunakan jangka sorong. Pengujian ini dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan dan 7 perlakuan (Depkes RI, 1995)
1.17 Analisis data

Analisis data menggunakan software program computer IBM SPSS 25 for windows. Data diameter hambat dari masing bahan uji dianalisis dengan menggunakan uji Kolmogorov-Smimov untuk melihat apakah data terdistribusi normal atau tidak. Selanjutnya uji dilanjutkan dengan menggunakan uji Homogenity of Varian untuk mengetahui apakah varian data homogen atau tidak homogen. Apabila data berdistribusi normal dan homogen maka, akan dilanjutkan dengan uji one way Anova.

