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[bookmark: _Toc202315108][bookmark: _GoBack]BAB III 
METODE PENELITIAN
3.1 [bookmark: _Toc202315109]Jenis dan Rancangan Penelitian
Jenis metode yang digunakan pada penelitian ini yaitu metode eksperimental, dimana rancangan penelitian meliputi pengumpulan dan pengolahan sampel, karakteristik simplisia, skrining fitokimia dan penetapan kadar flavonoid total dengan menggunakan spektrofotometer Uv-Vis, pembuatan ekstrak etanol buah keranji (Dialium indum L.), identifikasi gugus fungsi, pengujian aktivitas antibakteri dengan mengamati zona daya hambat bakteri, pengujian aktivitas antibakteri dalam kebocoran DNA dan protein dengan menggunakan berbagai konsentrasi ekstrak, kontrol positif dengan ciprofloxacin dan kelompok kontrol negatif dengan DMSO.
3.1.1 [bookmark: _Toc202315110]Variabel Penelitian
Variabel penelitian terdiri dari variabel bebas dan variabel terikat. Variabel bebas dalam penelitian ini yaitu ekstrak etanol buah keranji (Dialium indum L.) dengan konsentrasi 50%, 45%, 40% dan 35% dengan kontrol positif ciprofloxacin dan kontrol negatif DMSO. Variabel terikat adalah senyawa metabolit sekunder, kadar flavonoid total, FTIR dan aktivitas antibakteri buah keranji (Dialium indum L.) dalam kebocoran DNA dan protein bakteri Escherichia coli.
3.2 [bookmark: _Toc202315111]Jadwal Penelitian dan Lokasi Penelitian
3.2.1 [bookmark: _Toc202315112]Jadwal Penelitian 



Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari sampai Juni 2025.
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3.2.2 [bookmark: _Toc202315113]Lokasi Penelitian
Lokasi penelitian ini dilakukan di Herbarium Jurusan Biologi FMIPA Universitas Syiah Kuala Banda Aceh dan Laboratorium Terpadu Fakultas Farmasi Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah Medan. 
3.3 [bookmark: _Toc202315114]Alat dan Bahan
3.3.1 [bookmark: _Toc202315115]Alat
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah lemari pengering, blender, kapas, aluminium foil, kaca objek, kertas saring, timbangan digital, gelas ukur, rotary evaporator, pot kaca, vial, water bath, tabung reaksi, cover glass, beaker glass, erlenmeyer, pipet tetes, pipet ukur, labu ukur, cawan keramik, hot plate, kawat ose bulat, lampu bunsen, autoklaf, mikropipet, vortex, inkubator, plastic wrap,  tabung centrifuge, alat centrifuge, FTIR, kuvet spektrofotometer, spektrofotometer UV-Vis merck ASUS S340MC, kamera digital dan alat tulis.
3.3.2 [bookmark: _Toc202315116]Bahan
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daging buah keranji (Dialium indum L.), ekstrak etanol daging buah keranji (Dialium indum L.), konsentrasi 50%, 45%, 40% dan 35%, etanol 96%, ciprofloxacin, DMSO, aquadest, asam klorida (HCl), pereaksi mayer, pereaksi bouchardat, pereaksi dragendorff, larutan asam asetat, (CH3COOH) glasial, larutan asam sulfat (H2SO4) pekat, larutan besi (III) klorida 10%, Kuersetin, AlCl3 10%, media Nutrient Agar (NA), media Mueller Hinton Agar (MHA), Mueller Hintron Broth (MHB), larutan Mc.Farland, media cair Nutrient Broth (NB), Biakan murni Escherichia coli, spiritus, alkohol, serbuk Mg, N-Heksan, asam asetat anhidrida, pereaksi liberman-burchardat dan kloralhidrat.
3.4 [bookmark: _Toc202315117]Pengambilan dan Pengolahan Sampel
3.4.1 [bookmark: _Toc202315118]Determinasi Sampel
Sampel buah keranji (Dialium indum L.) diidentifikasikan di Herbarium Jurusan Biologi FMIPA Universitas Syiah Kuala Banda Aceh, Jalan Syech Abdul Rauf No.3 Banda Aceh. Tujuan dilakukannya tumbuhan untuk memastikan kebenaran mengetahui klasifikasi kingdom dari sampel yang diteliti.
3.4.2 [bookmark: _Toc202315119]Pengambilan Sampel
Pengambilan sampel buah keranji (Dialium indum L.) dilakukan secara purposive sampling, yaitu sampel hanya diambil dari satu daerah saja tanpa perbandingan dengan daerah lain. Sampel buah keranji (Dialium indum L.)  diambil dari daerah Keude Bing, Kabupaten Aceh Besar, Provinsi Aceh.
3.4.3 [bookmark: _Toc202315120]Pembuatan Simplisia
Buah keranji (Dialium indum L.) yang diperoleh sebanyak 5 kg dikumpulkan, dicuci bersih dengan air mengalir untuk membersihkan dari pengotor (sortasi basah) dan tiriskan, selanjutnya dikupas kulit buah keranji dan ambil daging buahnya serta pisahkan dari bijinya untuk mempermudah pengeringan. Kemudian dikeringkan ke dalam lemari pengering dengan suhu 40°C. Setelah kering daging buah keranji diblender hingga menjadi serbuk dan siap diekstraksi (Nasri et al., 2023).
3.5 [bookmark: _Toc202315121]Pemeriksaan Karakteristik Simplisia
3.5.1 [bookmark: _Toc202315122]Makroskopik
Pemeriksaan makroskpik simplisia daging buah keranji (Dialium indum L.) dilakukan dengan cara mengamati bentuk, warna, rasa, dan bau simplisia.
3.5.2 [bookmark: _Toc202315123]Mikroskopik
Pemeriksaan mikroskopis pada serbuk simplisia dapat dilakukan dengan ambil sedikit simplisia letakkan diatas objek glass, kemudian teteskan 1-3 tetes kloralhidrat (jangan terlalu pekat). Selanjutnya panaskan diatas api lampu spiritus, jangan sampai mendidih, lalu tutup dengan cover glass dan amati dibawah mikroskop (Zainab et al., 2021).
3.5.3 [bookmark: _Toc202315124]Penetapan Kadar Air
Penetapan kadar air menggunakan metode Azeotrop. Dimana menggunakan alat yaitu labu alas bulat 500 ml, alat penampung, pendingin, tabung penyambung dan penerima 10 ml. 
Prosedur: 
a. Penjenuhan Toluene 
Sebanyak 200 ml toluene dan 2 ml aquadest dimasukkan kedalam labu alas bulat, lalu dipasangkan alat penampung dan pendingin. Kemudian dilakukan destilasi selama 2 jam. Destilasi dihentikan dan dibiarkan dingin selama 30 menit. Setelah itu volume air dalam tabung penerima dilihat dengan ketelitian 0,05 ml.
b. Penetapan Kadar Air 
Sebanyak 10 gram serbuk simplisian buah keranji ditimbang, lalu dimasukkan ke dalam labu yang berisi toluene jenuh. Kemudian dipanaskan dengan hati-hati selama 15 menit. Setelah toluene mendidih, kecepatan tetesan diatur 2 tetes untuk tiap detik sampai sebagian air terdestilasi. Lalu kecepatan destilasi dinaikkan sampai 4 tetes tiap detik. Setelah semua air terdestilasi, bagian pendingin dibilas dengan toluene. Destilasi dilanjutkan selama 5 menit, kemudian tabung penerima dibiarkan dingin pada suhu kamar. Setelah air dan toluene memisah sempurna, volume air dibaca dengan ketelitian 0,05 ml. Selisih kedua volume air dibaca sesuai dengan kandungan air yang terdapat pada simplisia yang diperiksa. Lalu kadar air dihitung dalam persen (v/b) (Kemenkes RI, 2017).

3.5.4 [bookmark: _Toc202315125]Penetapan Kadar Sari Larut Air
Timbang 5 gram serbuk simplisia daging buah keranji dan rendam dalam 100 mL kloroform P (2,5 mL kloroform dalam 100 mL air suling) selama 24 jam di dalam labu tersumbat, dikocok sesekali selam 6 jam pertama, kemudian diamkan. Filtrat yang dihasilkan segera disaring hingga 20 mL dan uapkan sampai kering diatas penangas air dalam cawan alas datar (yang sudah ditara). Sisanya dipanaskan pada suhu 105C hingga bobot konstan. Hitunglah %kadar sari larut air yang telah kering (Kemenkes RI, 2017).

3.5.5 [bookmark: _Toc202315126]Penetapan Kadar Sari Larut Etanol
Timbang 5 gram serbuk simplisia daging buah keranji (Dialium indum L.) kemudian dimaserasi dengan 100 mL etanol 96% dalam labu tertutup selama 24 jam dengan pengocokan berulang kali selama 6 jam pertama, kemudian didiamkan selama 18 jam. Selanjutnya disaring dengan cepat untuk menghindari penguapan etanol, kemudian 20 ml filtrat diuapkan sampai kering dalam cawan evaporator berdasarkan rata yang telah ditara 20 ml. Panaskan pada suhu 105℃ hingga beratnya konstan. Untuk simplisia yang dikeringkan di udara, hitunglah kadar dalam persen sari larut dalam etanol 96% (Kemenkes RI, 2017). 

3.5.6 [bookmark: _Toc202315127]Penetapan Kadar Abu Total
Timbang 2 gram serbuk simplisia daging buah keranji (Dialium indum L.)  masukkan ke dalam krus silikat yang telah dipijar dan ditara, kemudian krus tersebut dipijar secara perlahan hingga arangnya hilang, lalu dinginkan dan timbang. Pemijaran dilakukan pada suhu 500-600°C selama 3 jam. Setelah dingin, timbang hingga bobot konstan. Kemudian dihitung kadar % abu simplisia yang diuji (Kemenkes RI, 2017).

3.5.7 [bookmark: _Toc202315128]Penetapan Kadar Abu Tidak Larut Asam
Hasil abu yg diperoleh dalam penetapan kadar abu total, didinginkan menggunakan 25 mL HCl encer selama 5 menit. Kemudian sebagian yg tidak larut pada asam dikumpulkan, lalu disaring menggunakan kertas saring bebas abu. Setelah itu dicuci menggunakan air panas, sisa residu dengan kertas saring dipijarkan sampai bobot konstan. Selanjutnya didinginkan & timbang. Dihitung kadar abu tidak larut asam yang telah dikeringkan (Kemenkes RI, 2017).

3.6 [bookmark: _Toc202315129]Pembuatan Ekstrak Etanol Daging Buah Keranji 
Timbang sebanyak 500 gram serbuk simplisia daging buah keranji (Dialium indum L.) dan dilakukan dengan metode maserasi menggunakan 5000 mL etanol 96%. Kemudian serbuk simplisia dimasukkan kedalam wadah maserasi, tuttambahkan 75 bagian pelarut etanol 96%, yaitu sebanyak 3750 mL ke dalam wadah maserasi hingga serbuk simplisia  daging buah keranji (Dialium indum L.) terendam semua bagian sampel, lalu tutup rapat selama 5 hari dan terlindungi dari cahaya matahari sambil sesekali diaduk. Selanjutnya diperas hingga diperoleh maserat (maserat I), kemudian ampas diremaserasi dengan 25 bagian etanol sebanyak 1250 mL lalu dimaserasi selama 2 hari. Setelah itu disaring ke dalam wadah yang lain dan dipindahkan kedalam wadah tertutup (maserat I dan Maserat II) sehingga didapat ekstrak cair. Ekstrak cair yang diperoleh diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 50C dan diuapkan kembali dengan waterbath pada suhu 60C hingga diperoleh ekstrak kental. Ekstrak kental yang diperoleh dimasukkan ke dalam wadah tertutup (Rahmah et al., 2023)
3.7 [bookmark: _Toc202315130]Pembuatan Larutan Pereaksi
3.7.1 [bookmark: _Toc202315131]Larutan Perekasi Asam Klorida 2N
Dipipet sebanyak 17 ml HCl pekat dan encerkan dengan air suling didalam labu tentukur 100 ml hingga tanda batas (Wiriandini et al., 2024).
3.7.2 [bookmark: _Toc202315132]Larutan Pereaksi Bouchardat
Ditimbang kalium iodida sebanyak 4 gram, kemudian dilarutakan dengan aquadest secukupnya. Selanjutnya ditambahkan iodida sebanyak 2 gram dan ditambahkan aquadest hingga 100 mL (Kemenkes RI, 2017).
3.7.3 [bookmark: _Toc202315133]Larutan Pereaksi Mayer
Ditimbang raksa (II) sebanyak 1,38 gram, kemudian dilarutkan dalam 60 ml air suling. Selanjutnya ditimbang kalium iodida sebanyak 5 gram dan dilarutkan dalam 10 ml air suling. Kemudian campurkan larutan dalam labu tentukur 100 ml dan dicukupkan volumenya dengan air suling hingga 100 ml (Wiriandini et al., 2024). 
3.7.4 [bookmark: _Toc202315134]Larutan Pereaksi Dragendorf
Ditimbang bismuth (II) sebanyak 0,85 gram, kemudian larutkan kedalam 10 ml asam asetat glasial dan ditambahkan 40 ml aquadest. Ditimbang kalium iodida sebanyak 8 gram dan dilarutkan dalam 20 ml air suling, kemudian dicampurkan kedua larutan dan ditambahkan 20 ml asam asetat glasial. Selanjutnya diencerkan dengan air aquadest hingga 100 ml dan disimpan dalam botol gelap (Kemenkes RI, 2017).
3.7.5 [bookmark: _Toc202315135]Larutan Pereaksi FeCl3 1%
Diambil sebanyak 1 gram besi (III) klorida, kemudian masukkan ke dalam labu tentukur 100 ml dan dilarutkan dengan air suling hingga tanda batas (Kemenkes RI, 2017).
3.7.6 [bookmark: _Toc202315136]Larutan Pereaksi Molisch
Diambil dan timbang 3 gram alfa naftol, kemudian larutkan dalam asam nitrat 0,5 N hingga diperoleh larutan 100 ml (Kemenkes RI, 2017).
3.7.7 [bookmark: _Toc202315137]Pereaksi Lieberman-Bouchardat
Diambil sebanyak 5 ml asam anhidrat, kemudian campurkan dengan 5 ml asam sulfat pekat. Selanjutnya ditambahkan dengan etanol hingga 50 ml (Ditjen POM, 1995).
3.7.8 [bookmark: _Toc202315138]Pereaksi Timbal (II) Asetat 0,4 M
Diambil dan timbang 15,17 gram timbal (III) asetat, kemudian larutkan dalam air suling bebas karbon dioksidan (CO2) hingga 100 ml (Ditjen POM, 1995)
3.7.9 [bookmark: _Toc202315139]Pereaksi FeCl3 10%
Diambil dan timbang sebanyak 1 gram besi (III) klorida, kemudian larutkan dengan aquadest sampai 100 ml (Ditjen POM, 1995). 
3.8 [bookmark: _Toc202315140]Skrining Fitokimia Daging Buah Keranji
3.8.1 [bookmark: _Toc202315141]Pemeriksaan Alkaloid
Ditimbang 0,5 gram serbuk dan ekstrak kemudian ditambahkan 2 ml HCl 2N dan 9 ml air suling, dipanaskan diatas penangas air selama 2 menit, lalu  didinginkan dan disaring. Filtrat yang dipakai untuk alkaloid yang dipakai sebagai berikut:
1. Diambil filtrat sebanyak 3 tetes ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi mayer reaksi positif ditandai dengan terbentuknya endapan bewarna putih kuning.
2. Diambil filtrat sebanyak 3 tetes ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi bouchardat, reaksi positif jika ditandai dengan tebentuknya endapan bewarna coklat kehitaman.
3. Diambil filtrat sebanyak 3 tetes ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi dragendrof, reaksi positif jika ditandai dengan terbentuknya endapan warna merah atau jingga, reaksi positif jika terjadi endapan sedikitnya 2 reaksi dari 3 percobaan (Wiriandini et al., 2024).
3.8.2 [bookmark: _Toc202315142]Pemeriksaan Flavonoid
Ditimbang 10 gram serbuk dan ekstrak, kemudian ditambahkan 10 ml air panas dan didihkan selama 2 menit. Selanjutnya disaring dalam keadaan panas kedalam 5 ml filtrat, kemudian ditambahkan serbuk magnesium sebanyak 0,1 gram, 1 ml asam klorida pekat dan 2 ml amil alkohol, lalu dikocok dan dibiarkan memisah. Flavonoid positif jika terjadi warna merah kuning atau jingga pada amil alkohol (Via et al., 2022).
3.8.3 [bookmark: _Toc202315143]Pemeriksaan Tanin
Ditimbang sebanyak 0,5 gram serbuk dan ekstrak dengan 10 ml air suling kemudian dikocok dan disaring, lalu filtratnya diencerkan dengan air suling sampai tidak bewarna. Selanjutnya larutan diambil sebanyak 2 ml dan ditambahkan 1-2 tetes pereaksi besi (III) klorida 1%. Jika terjadi warna biru atau hijau kehitaman, maka hasil menunjukkan positif adanya tanin (Larasati & Putri, 2023).
3.8.4 [bookmark: _Toc202315144]Pemeriksaan Saponin
Timbang sebanyak 0,5 gram serbuk dan ekstrak ditambah 10 mL air panas dalam tabung reaksi, kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 detik. Hasil positif  ditandai dengan terbentuknya busa setinggi 1-10 cm  yang stabil dan tidak kurang dari 10 menit serta tidak hilang dengan penambahan 1 tetes asam klorida 2N menunjukkan adanya saponin (Larasati & Putri, 2023).
3.8.5 [bookmark: _Toc202315145]Pemeriksaan Triterpenoid/Steroid
Timbang 1 gram serbuk dan ekstrak, kemudian dimaserasi dengan 20 ml n-heksan selama 2 jam lalu disaring. Selanjutnya diambil filtrat masukkan ke dalam cawan dan diuapkan. Sisa filtrat yang didapat kemudian ditambahkan 1-2 tetes pereaksi Lieberman-Bauchar. Apabila terbentuk warna merah mud atau ungu berarti positif triterpenoid dan jika terbentuk warna biru atau hijau berarti positif  steroid (Yeti & Yuniarti, 2021).
3.8.6 [bookmark: _Toc202315146]Pemeriksaan Glikosida
Timbang 3 gram serbuk dan ekstrak kemudian disaring dengan 30 mL campuran etanol 96% dan akuades (7:3) serta 10 mL asam klorida 2 N, kemudian direfluks selama 10 menit, lalu didinginkan dan disaring. Ambil 20 mL filtrat ditambahkan 25 mL akuades dan 25 timbal (II) asetat 0,4 M dikocok, kemudian diamkan selama 5 menit lalu disaring. Filtrat yang diperoleh di sari dengan 20 mL campuran isopropanol-kloroform (2:3) sebanyak 3 kali. Selanjutnya kumpulan sari air diuapkan pada suhu tidak lebih dari 50°C dan residu yang diperoleh dilarutkan dalam 2 mL metanol, kemudian diambil filtrat sebanyak 0,1 mL didalam tabung reaksi, lalu diuapkan diatas penangas air, dan tambahkan 2 mL air serta 5 tetes pereaksi molish. Ditambahkan asam sulfat pekat 2 mL perlahan-lahan melalui dinding tabung. Apabila terbentuknya cincin berwarna ungu pada batas kedua cairan menunjukkan positif adanya glikosida (Anggraeni, 2020).
3.9 [bookmark: _Toc202315147]Identifikasi Gugus Fungsi
Karakterisasi gugus fungsi senyawa flavonoid dalam ekstrak etanol buah keranji (Dialium indum L.) dilakukan dengan cara meletakkan ekstrak pada plat diukur serapan FTIR untuk mengetahui gugus fungsi senyawa (Suprapto Prayitno et al., 2024)
3.10 [bookmark: _Toc202315148]Penetapan Kadar Flavonoid Total
3.10.1 [bookmark: _Toc202315149]Pembuatan Larutan Kuersetin
Disiapkan bahan dan timbang 25 mg kuersetin, kemudian larutkan kuersetin dalam labu ukur 25 ml dan ditambahkan metanol sampai tanda batas kedalam larutan Induk Baku (C= 1000 µg/ml) LIB I. Setelah itu dipipet 5 ml larutan dari LIB I lalu masukan dalam labu ukur 50 ml kemudian ditambahkan metanol sampai tanda batas (C= 100 µg/ml) LIB II.
3.10.2 [bookmark: _Toc202315150]Pembuatan Panjang Gelombang Maksimum Kuersetin 
Dipipet larutan induk baku II (LIB II) sebanyak 0,4 ml masukan kedalam labu ukur 10 ml, kemudian tambahkan 0,1 ml AlCl3 10%, lalu ditambah 0,1 ml natrium asetat 1 M, dan ditambah 2,8 ml aquadest. Selanjutnya tambahkan metanol sampai tanda batas, kemudian kocok hingga homogen, setelah itu diamkan selama 30 menit. Lalu diukur serapan pada panjang gelombang maksimum berkisar 400-800 nm.
3.10.3 [bookmark: _Toc202315151]Pembuatan Operating Time
Dipipet larutan induk baku II (LIB II) sebanyak 0,4 ml, masukan kedalam labu ukur 10 ml (C= 4 µg/ml), kemudian tambahkan 0,1 ml AlCl3 10%, lalu ditambah 0,1 ml natrium asetat 1 M, dan ditambah 2,8 ml aquadest. Selanjutnya tambahkan metanol sampai tanda batas, dan diukur operating time kuersetin selama 60 menit pada panjang gelombang berkisar 400-800 nm.
3.10.4 [bookmark: _Toc202315152]Pengukuran Kurva Kalibrasi Kuersetin
Dibuat seri larutan kemudian dimasukkan dalam labu ukur 10 ml dengan masing-masing dipipet sebanyak 0,2 ml, 0,3 ml, 0,4 ml, 0,5 ml dan 0,6 ml dari LIB II sehingga diperoleh konsentrasi 2 µg/ml, 3 µg/ml, 4 µg/ml, 5 µg/ml dan 6 µg/ml lalu ditambahkan metanol sampai tanda batas. Dari masing-masing konsentrasi dipipet sebanyak 1 ml kemudia dimasukan kedalam labu terukur 10 ml lalu tambahkan 1,5 ml metanol, 0,1 ml aluminium klorida 10%, 0,1 ml natrium asetat 1M, dan ditambahkan 2,8 ml aquadest, serta tambahkan metanol sampai tanda batas, dikocok hingga homogen. Setelah itudiamkan selama waktu operating time dan diukur serapan pada panjang gelombang maksimum 400-800 nm. Diperoleh kurva kalibrasi kuersetin dan hitung persamaan garis regresi linear y = ax + b (Yeti & Yuniarti, 2021).
3.10.5 [bookmark: _Toc202315153]Penetapan Kadar Flavonoid Total Ekstrak Etanol Buah Keranji
Ditimbang ekstrak etanol buah keranji (Dialium indum L.) sebanyak 25 mg kemudian masukan dalam labu ukur 25 ml dan tambah metanol sampai tanda batas (C= 1000 µg/ml). Dipipet ml dari LIB I masukan kedalam labu ukur 10 ml kemudian tambahkan 1,5 ml metanol, 0,1 ml alumunium klorida 10%, 0,1 ml natrium asetat 1 M, dan tambahkan 2,8 ml aquades, serta dicukupkan dengan metanol sampai tanda batas, lalu dikocok dan homogenkan. Setelah itu diamkan selama operating time dan diukur serapan pada panjang gelombang maksimum 400-800 nm (Yeti & Yuniarti, 2021).
3.11 [bookmark: _Toc202315154]Perhitungan Kadar Flavonoid Total
Kadar total flavonoid ekstrak etanol buah keranji (Dialium indum L.) dapat dihitung dengan mendistribusikan nilai absorbansi sampel dengan  persamaan garis regresi linear yang diperoleh dari kurva kalibrasi untuk mendapatkan nilai konsentrasinya. Nilai konsentrasi sampel yang diperoleh kemudian didistribusikan lagi dengan menggunakan rumus perhitungan sebagai berikut (Geissman, 1962):
Kadar (g/g): 
Keterangan: 
C	= Konsentrasi senyawa dalam larutan sampel (µg/ml)
V	= Volume larutan sampel (ml)
Fp	= Faktor Pengenceran
W	= Berat sampel (g)
3.12 [bookmark: _Toc202315155]Pembuatan Konsentrasi Ekstrak Etanol Buah keranji 
Pembuatan konsentrasi ekstrak etanol daging buah keranji (Dialium indum L.) dibuat dalam berbagai macam konsentrasi yaitu 50%, 45%, 40% dan 35%. Konsentrasi ini didapat dari pengenceran yang dilakukan menggunakan rumus sebagai berikut:

Keterangan:
V1= Volume awal
C1= Konsentrasi awal
V2 = Volume akhir
C2= Konsentrasi akhir
3.13 [bookmark: _Toc202315156]Sterilisasi Alat dan Bahan
Peralatan yang digunakan dalam penelitian aktivitas antibakteri ini terlebih dahulu disterilkan. Alat gelas disterilkan dalam oven pada suhu 170°C selama 1 jam, sedangkan jarum ose dan pinset dibakar dengan api langsung. Bahan seperti media disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit, setelah 15 menit dikeluarkan media yang telah disterilkan, didinginkan, media siap digunakan (Yani et al., 2024).
3.14 [bookmark: _Toc202315157]Pembuatan Media
3.14.1 [bookmark: _Toc202315158]Media Nutrient Agar (NA)
Timbang media NA sebanyak 2,8 gram dan larutkan dalam 100 ml aquades lalu panaskan di atas hotplate hingga homogen sempurna.Selanjutnya sterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121C selama 15 menit agar terhindari dari tumbuhnya mikroorganisme yang tidak diinginkan. Setelah itu, media dapat dituang pada cawan petri steril secara aseptis, kemudian diamkan pada suhu ruang hingga media memadat dengan sempurna (Astuti et al., 2024)
3.14.2 [bookmark: _Toc202315159]Pembuatan Media MHA
Pembuatan media Mueller Hinton Agar (MHA) dimulai dengan menimbang 3,8 gram media, yang kemudian dimasukkan ke dalam erlenmeyer berkapasitas 250 ml yang telah disterilkan dan dilarutkan dengan 100 mL akuades. Campuran tersebut dipanaskan hingga mendidih, dan setelah itu, permukaan erlenmeyer ditutup dengan kain kasa yang berisi kapas. Media kemudian disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Setelah proses sterilisasi, media dikeluarkan dari autoklaf dan didiamkan hingga suhunya mencapai sekitar 50°C (hangat). Selanjutnya, media dituangkan ke dalam cawan petri masing-masing sebanyak sekitar 60 mL dan dibiarkan hingga membeku. Setelah media dalam cawan petri membeku, media tersebut siap digunakan untuk pengujian (Sidoretno, 2022).
3.14.3 [bookmark: _Toc202315160]Pembuatan Media MHB
Timbang media MHB sebanyak 21 gram, kemudian dilarutkan dalam 1 liter aquades, lalu masukkan dan disterilkan menggunakan autoklaf selama 15 menit pada suhu 121C. Setelah itu, media dapat dituang pada cawan petri steril secara aseptis, kemudian diamkan pada suhu ruang hingga media memadat dengan sempurna (Uzma et al., 2023).
3.14.4 [bookmark: _Toc202315161]Pembuatan Media Nutrient Broth (NB)
Ditimbang 0,8 gram media NB dan dilarutkan dengan 100 ml aquades, kemudian diaduk hingga homogen dengan menggunakan magnetic stirrer. Selanjutnya medium NB disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121C selama 15 menit (Astuti et al., 2024).
3.14.5 [bookmark: _Toc202315162]Pembuatan Media McFarland 0,5
Larutan Mc Farland digunakan sebagai standar untuk mengukur kekeruhan suspensi bakteri uji. Larutan Mc Farland 0,5 dibuat dengan cara melarutkan 0,05 ml larutan BaCl2 1% ke dalam 9,95 ml larutan H2SO4 1%. Setelah itu, larutan tersebut di-vortex hingga tercampur secara homogen (Rizki et al., 2021). 
3.14.6 [bookmark: _Toc202315163]Peremajaan Bakteri Escherichia coli
Biakan bakteri murni diambil menggunakan jarum ose steril, kemudian diinokulasikan ke permukaan media Nutrient Agar dengan goresan zig-zag secara aseptik. Setelah itu, cawan petri ditutup kemudian dbungkus menggunakan plastik wrap  dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 1x24 jam (Enggraini et al., 2024)
3.15 [bookmark: _Toc202315164]Pembuatan Suspensi Bakteri
Diambil bakteri Escherichia coli yang telah diinokulasi dalam agar miring dengan ose steril, kemudian disuspensikan dalam 10 ml larutan NaCl 0,9% pada tabung reaksi, kemudian kocok hingga homogen. Setelah itu, bandingkan kekeruhan yang didapat dengan standar kekeruhan larutan Mc. Farland 0,5 (Astuti et al., 2024).
3.16 [bookmark: _Toc202315165]Pengujian Aktivitas Antibakteri
1. Uji Konsentrasi Hambat Minimum (KHM)
Metode dilusi yang digunakan dalam uji antibakteri sama halnya dengan pengenceran bertingkat yang dilakukan secara turbidimetri dan dilanjutkan menggunakan uji spektrofotometri. 
Disediakan 6 tabung reaksi steril, kemudian diberi label 1-6 dan dimasukkan media Mueller Hinton Broth (MHB) kedalam tabung 1-6 tersebut sebanyak 0,5 ml yang dilakukan secara aseptis. Selanjutnya ditambahkan ekstrak etanol daging buah keranji sebanyak 1 ml ke dalam tabung 1-5, kemudian ditambahkan 1 ml suspensi bakteri pada tabung 1-5 dan tabung ke 6.
a. Tabung 1: Label “Konsentrasi 50%”, berisi 3,5 ml media MHB, 0,5 ml suspensi bakteri dan 1 ml ekstrak etanol daging buah keranji konsentrasi 50%.
b. Tabung 2: Label “Konsentrasi 45%”,berisi 3,5 ml media MHB, 0,5 ml suspensi bakteri dan 1 ml ekstrak etanol daging buah keranji konsentrasi 45%.
c. Tabung 3: Label “Konsentrasi 40%”, berisi 3,5 ml media MHB, 0,5 ml suspensi bakteri dan 1 ml ekstrak etanol daging buah keranji konsentrasi 40%.
d. Tabung 4: Label “Konsentrasi 35%”, berisi  ml 3,5 media MHB, 0,5 ml suspensi bakteri dan 1 ml ekstrak etanol daging buah keranji konsentrasi 35%.
e. Tabung 5: Label “Kontrol positif”, berisi 3,5 ml media MHB, dan 0,5 ml suspensi bakteri.
f. Tabung 6: Label “Kontrol negatif ”, berisi 3,5 ml media MHB, dan 1 ml ekstrak etanol daging buah keranji konsentrasi 50%.
Setiap tabung dilusi diukur absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm sebelum diinkubasi. Selanjutnya 6 tabung  yang telah diukur absorbansinya, diinkubasi pada suhu 37°C selama 1 x 24 jam, lalu setelah diinkubasi semua tabung dilihat dan diukur kembali absorbansi menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 600 nm (Handayani et al., 2024). Kemudian amati dan tandai tabung yang keruh lalu catat nilai pengencerannya dan kadar hambat minimum ditentukan dengan konsentrasi ekstrak terkecil pada tabung perlakuan yang sudah mulai menghambat pertumbuhan bakteri (Munira & Nasir, 2023). 
2. Uji Konsentrasi Bunuh Minimum (KBM)
Diukur sebanyak 15 mL  media MHA kemudian dituangkan ke dalam cawan petri steril dan diamkan selama beberapa menit hingga menjadi padat. Kemudian dipipet sejumlah 0,1 mL dari tiap-tiap pengenceran lalu disebarkan di atas media MHA steril. Selanjutnya diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37C. Penentuan nilai KBM dapat dilakukan dengan cara mengamati ada tidaknya pertumbuhan bakteri dalam media agar setelah diinkubasi. Nilai KBM merupakan konsentrasi terendah yang menunjukkan adanya kematian bakteri atau tidak ada pertumbuhan dalam media saat diamati. Kemudian data yang didapat dianalisa secara deskriptif melihat dan mengamati konsentrasi terendah dari ekstrak etanol daging buah keranji yang mampu menghambat dan membunuh Escherichia coli (Munira & Nasir, 2023).
3. Uji Cakram
Penelitian aktivitas antibakteri menggunakan metode uji Kirby Bauer (Disc-Diffusion) dengan menggunakan bakteri Escherichia coli. Metode ini dilakukan dengan cara meletakkan kertas cakram pada media agar yang sudah diinokulasi bakteri uji dan diamati serta diukur diameter zona bening yang terbentuk. Uji aktivitas antibakteri menggunakan konsentrasi ekstrak etanol daging buah keranji (Dialium indum L.) yang telah dibuat. Kontrol negatif yang digunakan adalah DMSO dan kontrol positif yang digunakan adalah Ciprofloxacin.
Media MHA yang sudah dimasukkan dalam cawan petri selanjutnya diinokulasikan dengan metode swab (cotton swab steril) yang dimasukkan kedalam suspensi bakteri yang telah distandarkan dengan kekeruhan Mc.Farland 0,5. setelah itu ditekan kapas swab steril pada sisi tabung hingga kering. Kemudian oleskan kapas swab steril diatas permukaan media MHA (Mueller Hinton Agar) hingga keseluruhan merata, lalu dicelupkan kertas cakram dengan diameter 6 mm secara aseptis ke dalam ekstrak dengan konsentrasi 35%, 40%, 45% dan 50%. Setelah itu dikeringkan sebentar lalu diletakkan kertas cakram di atas permukaan medium dengan pinset steril. Setelah itu diinkubasi pada suhu 37˚C selama 24 jam, kemudian dilakukan pengamatan ada atau tidaknya zona bening disekitar kertas cakram dan diukur diameter zona hambat menggunakan jangka sorong (Lobo et al., 2024).
3.17 [bookmark: _Toc202315166]Uji Kebocoran DNA dan Protein
Sebanyak 10 mL media NB dimasukkan kedalam tabung sentrifuge yang telah disterilkan, kemudian dimasukkan 0,5 mL suspensi bakteri Escherichia coli kedalam tabung sentrifuge lalu divortex hingga homogen. Selanjutnya tabung sentrifuge ditutup dengan menggunakan plastic wrap dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37C. Setelah diinkubasi masing – masing suspensi bakteri Escherichia coli divortex dan disentrifugasi dengan kecepatan 3.500 rpm selama 20 menit kemudian ditambahkan sampel dari ekstrak etanol buah keranji dengan konsentrasi 50%, dan 45%, lalu dimasukkan ke dalam suspensi bakteri Escherichia coli. Selanjutnya dimasukkan ke dalam inkubator selama 24 jam dengan suhu 37C. Setelah diinkubasi dilakukan sentrifugasi kembali dengan kecepatan 3500 rpm selama 20 menit. Supernatan yang terbentuk diambil unntuk menentukan nilai absorbansi supernatan pada panjang gelombang 260 dan 280 nm perlu diukur dengan menggunakan spektrofotometer UV-VIS. Pengukuran kandungan nitrogen asam nukleat DNA atau RNA dilakukan dengan panjang gelombang 260 nm, sedangkan pengukuran kandungan nitrogen protein sel dilakukan dengan panjang gelombang 280 nm. (Nasri et al., 2023).
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