


[bookmark: _GoBack][bookmark: _Toc173259638][bookmark: _Toc178178990]BAB III 
METODE PENELITIAN

[bookmark: _Toc173259639][bookmark: _Toc178178991]3.1 	Rancangan Penelitian
Penelitian ini dilakukan dengan metode eksperimental.Sampel yang digunakan adalah Jamur Susu Harimau. Rancangan penelitian ini pengumpulan dan penyiapan sampel, pembuatan simplisia, uji karakteristik simplisia, pembuatan ekstrak etanol Jamur Susu Harimau, skrining fitokimia dan pengujian aktivitas antibakteri, serta aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dan FRAP.
[bookmark: _Toc173259640][bookmark: _Toc178178992]3.1.1 	Variabel Penelitian
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah Jamur Susu Harimau (Lignosus rhinocerus), simplisia serbuk Jamur Susu Harimau (Lignosus rhinocerus) dan ekstrak Jamur Susu Harimau (Lignosus rhinocerus). Sedangkan variabel terikat pada penelitian ini adalah uji karakteristik simplisia, uji metabolit sekunder, uji aktivitas antibakteri serta uji aktivitas antioksidan menggunakan metode DPPH dan FRAP.
[bookmark: _Toc173259641][bookmark: _Toc178178993]3.2 	Jadwal Penelitian dan Lokasi Penelitian
[bookmark: _Toc173259642][bookmark: _Toc178178994]3.2.1 	Jadwal Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Febuari sampai April 2024.
[bookmark: _Toc173259643][bookmark: _Toc178178995]3.2.2 	Lokasi Penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu, Universitas Muslim Nusantara Al Washliyah Medan dan Laboratorium Farmasi STIKES Cut Nyak Dhien Langsa.

[bookmark: _Toc173259644][bookmark: _Toc178178996]3.3 	Bahan-Bahan
Bahan bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah Ekstrak Jamur Susu Harimau, Aquadest, Etanol 96%, Metanol, Asam Klorida Pekat, Asam Sulfat Pekat, Besi (iii) Klorida, Timbal (ii)Asetat 0,4M, Hgcl2 (Raksa Klorida), Kalium Iodida, Bismuth (ii) Nitrat, Asam Asetat Glasial, Iodium, Asam Asetat Anhidrida, Kloroform, Toluene, Kloral Hidrat, Larutan Standard Mc.Farland 0,5, Natrium Hidroksida 2N, Serbuk Magnesium, Nacl 0,9%, Larutan DMSO 1%, Mueller Hinton Agar (MHA), Nutrient Agar (NA), Kertas cakram, Biakan Bakteri Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Antibiotik Kloramfenikol.
[bookmark: _Toc173259645][bookmark: _Toc178178997]3.4 	Alat-Alat
Alat alat yang digunakan adalah Gelas gelas laboratorium Pisau, Blender, Kerats saring, Aluminium Foil, Spatula, Waterbath, Pipet Tetes, Krus, Corong, Beaker Gelas, Labu Tentukur, Gelas Ukur, Mat Pipet, Tabung Reaksi, Bola Hisap, Kaca Arloji, Cawan Penguap (pirex), Rak Tabung Reaksi, Tanur, Spektrofotometer UV/Vis, Rotary evaporator, Cawan petri, Timbangan Analitik, Autoklaf, Oven, Inkubator, Hot Plate, Vortex, Lampu Bunsen, Jangka sorong, Jarum ose, Aluminium foil, Mikroskop, Objek glass, Deck glass, Cawan Penguap, Lemari pengering, Cawan krus, Penangas air.
[bookmark: _Toc173259646][bookmark: _Toc178178998]3.5 	Penyiapan sampel
[bookmark: _Toc173259647][bookmark: _Toc178178999]3.5.1 	Pengambilan Sampel tumbuhan
Sampel penelitian dilakukan secara Purposif yaitu dengan tidak membandingkan tumbuhan yang sama dengan daerah lain. Sampel Jamur susu harimau (Lignosus rhinocerus).

[bookmark: _Toc178179000]3.5.2 	Identifikasi Sampel
Sampel yang digunakanpada penelitian inidiidentifikasidiLaboratoriumMikrobiologiFMIPA, Universitas SumateraUtara.
[bookmark: _Toc173259648][bookmark: _Toc178179001]3.6 	Prosedur Penelitian
Prosedur penelitian meliputi dentifikasi sampel, pembuatan simplisia Jamur susu harimau, pembuatan larutan pereaksi, uji karakterisasi simplisia, pembuatan ekstrak etanol, uji skrining fitokimia, uji aktivitas antioksidan serta uji aktivitas antibakteri.
[bookmark: _Toc173259649][bookmark: _Toc178179002]3.7 	Pembuatan Simplisia Jamur susu harimau
Pembuatan simplisia dilakukan dengan cara bagian Jamur susu harimau yang telah dikumpulkan dan masih segar, dibersihkan dari zat pengotor yang menempel, lalu dicuci dengan air mengalir sampai bersih setelah itu ditiriskan dan di timbang. Setelah itu Jamur susu harimau dirajang menjadi bagian yang lebih kecil, lalu dikeringkan di dalam lemari pengering dengan suhu 40-50̊ C selama 5 hari sampai simplisia menjadi kering. Simplisia kering kemudian dihaluskan dengan menggunakan blender hingga menjadi serbuk simplisia dan di ayak hingga simplisia halus dan ditimbang serbuk simplisia yang diperoleh, lalu disimpan dalam wadah plastik yang tertutup rapat (Depkes RI,1985).
[bookmark: _Toc173259650][bookmark: _Toc178179003]3.8 	Pembuatan Larutan Pereaksi
[bookmark: _Toc173259651][bookmark: _Toc178179004]3.8.1 	Pereaksi Asam Klorida (HCL) 2N
Sebanyak 17 mL asam klorida pekat dimasukkan kedalam becker glass dan dicukupkan dengan Aquadest sampai 100 mL (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc173259652][bookmark: _Toc178179005]3.8.2 	Pereaksi Asam Sulfat (H2SO4) 2N
Sebanyak 5,4 mL asam sulfat pekat dimasukkan ke dalam beker gelas, kemudian diencerkan sedikit demi sedikit dengan aquadest sampai 100 mL (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc173259653][bookmark: _Toc178179006]3.8.3 	Pereaksi Besii (III) Klorida 1% b/v
Ditimbang besi (III) klorida sebanyak 1g, kemudian dilarutkan dengan akuades hingga volume 100 mL (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc173259654][bookmark: _Toc178179007]3.8.4 	Pereaksi Timbal (ii) Asetat 0,4M
Sebanyak 15,17 g timbal (II) klorida dilarutkan dalam air suling bebas karbon dioksida sehingga diperoleh 100 mL (Depkes RI, 1979).
[bookmark: _Toc173259655][bookmark: _Toc178179008]3.8.5 	Pereaksi Mayer
Ditimbang HgCl2 (Raksa (II) Klorida) sebanyak 1,5 g dilarutkan dengan 60 mL aquadest. Di tempat lain dilarutkan KI sebanyak 5 g dalam 10 mL aquadest. Kedua larutan yang telah dibuat tersebut kemudian dicampur dan diencerkan dengan aquadest sampai volume 100 mL. pereaksi Mayer yang diperoleh selanjutnya disimpan dalam botol gelap. (Depkes RI,1989)
[bookmark: _Toc173259656][bookmark: _Toc178179009]3.8.6 	Pereaksi Dragendorff
Ditimbang Bismuth subnitrat sebanyak 0,85 g dilarutkan dalam campuran 10 mL asam asetat glasial dan 40 mL akuades. Di tempat lain 8 gram KI dilarutkan dalam 20 mL akuades. Kedua larutan yang telah dibuat dicampur kemudian diencerkan dengan akuades sampai volumenya 100 mL. (Depkes RI,1995).
[bookmark: _Toc173259657][bookmark: _Toc178179010]3.8.7 	Pereaksi Bouchardat
Ditimbang 4 g kalium iodida dilarutkan dalam aquadest, kemudian ditambahkan iodium 3 g dan diaduk sampai larut. Di tambahkan aquadest secukupnya hingga 100 mL.(Depkes RI, 1989).

[bookmark: _Toc173259658][bookmark: _Toc178179011]3.8.8 	Pereaksi Liebermann Burchard
Sebanyak 20 bagian asam asetat anhidrat dicampurkan dengan 1 bagian asam sulfat pekat, yang selalu dibuat baru (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc173259659][bookmark: _Toc178179012]3.8.9 	Larutan Kloralhidrat
Sebanyak 20 gram Kloralhidrat dilarutkan dengan 20 mL aquadest.(Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc173259660][bookmark: _Toc178179013]3.8.10 	Pereaksi Molisch
Sebanyak 3 g alfa-naftol dilarutkan dalam akuades secukupnya kemudian ditambahkan 2 g iodium, lalu ditambahkan akuades hingga 100 mL (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc173259661][bookmark: _Toc178179014]3.9 	Uji Karakterisasi Simplisia
Pemeriksaan karakterisasi meliputi pemeriksaan makroskopik, mikroskopik, penetapan kadar air, penetapan kadar sari larut dalam air, penetapan kadar sari larut dalam etanol, penetapan kadar abu total, dan penetapan kadar abu tidak larut dalam asam (Depkes RI, 1995).
[bookmark: _Toc173259662][bookmark: _Toc178179015]3.9.1 	Uji Makroskopik
Uji makroskopik dilakukan dengan melakukan pengamatan secara langsung berdasarkan ciri-ciri organoleptik yang meliputi bau, rasa, warna dan bentuk dari serbuk simplisia.
[bookmark: _Toc173259663][bookmark: _Toc178179016]3.9.2 	Uji mikroskopik
Uji mikroskopik dilakukan dengan cara menyiapkan simplisia kemudian diletakkan di atas objek glas dan ditetesi dengan akuades kemudian diamati menggunakan alat mikroskop lalu diamati fragmen pada simplisia tersebut. 

[bookmark: _Toc173259664][bookmark: _Toc178179017]3.9.3 	Penetapan kadar air
Sebanyak 5 g serbuk simplisia dimasukkan ke dalam krus lalu dikeringkan dalam oven pada suhu 105oC selama 30 menit. Dinginkan menggunakan deksikator selama 15 menit, setelah dingin ditimbang bobot tetap dan dihitung kadar air menggunakan rumus :
% Kadar air =  x 100%
Keterangan :
W1 : Berat cawan berisi sampel sesudah dikeringkan (g)
W2 : Berat cawan berisi sampel sebelum dikeringkan (g)
W  : Berat cawan kosong (g)
[bookmark: _Toc173259667][bookmark: _Toc178179018]3.9.4 	Penetapan kadar sari larut etanol
Timbang saksama lebih kurang 5 g serbuk yang telah dikeringkan di udara. Masukkan ke dalam labu bersumbat, tambahkan 100 mL etanol 96%, kocok berkali-kali selama 6 jam pertama, biarkan selama 18 jam. Saring cepat untuk menghindarkan penguapan etanol, uapkan 20 mL filtrat hingga kering dalam cawan dangkal beralas datar yang telah dipanaskan 105°C dan ditara, panaskan sisa pada suhu 105° hingga bobot tetap. Kadar sari larut etanol dihitung dengan rumus : 
[bookmark: _Toc173259668]% Kadar sari larut etanol =  x 100%
[bookmark: _Toc178179019]3.9.5 	Penetapan kadar sari larut air
imbang saksama lebih kurang 5 g serbuk simplisiadimasukkan ke dalam labu 0,25bersumbat, tambahkan 100 mL campuran air – kloroform (0,25 mL klaroform dalam 97,5 mL air) kocok berkali-kali selama 6 jam pertama, biarkan selama 18 jam. Saring, uapkan 20 mL filtrat hingga kering dalam cawan dangkal beralas datar yang telah dipanaskan 105°C dan ditara, panaskan sisa pada suhu 105°C hingga bobot tetap. Kadar sari larut air dihitung dengan rumus :
[bookmark: _Toc173259669]% Kadar sari larut air =  x 100%
[bookmark: _Toc178179020]3.9.6 	Penetapan Kadar Abu Total
Ditimbang serbuk simplisia sebanyak 2g dan dimasukkan ke dalam krus porselin yang telah dipijar dan ditara, kemudian di ratakan. Lalu krus dipijarkan perlahan lahan pada suhu lebih kurang 600˚C sampai arang habis dan berbentuk debu, kemudian di dinginkan dan ditimbang hingga bobot tetap, kadar abu dihitung terhadap bahan yang telah di keringkan di udara (Depkes RI,1989).
Rumus Perhitungan Penetapan Kadar Abu Total: 

[bookmark: _Toc173259670][bookmark: _Toc178179021]3.9.7 	Penetapan Kadar Abu Tidak Larut Asam
Didihkan abu yang diperoleh pada Penetapan Kadar Abu Total dengan 25 mL asam klorida encer LP selama 5 menit.Kumpulkan bagian yang tidak larut dalam asam, saring melalui kertas saring bebas abu, cuci dengan air panas, pijarkan dalam krus hingga bobot tetap.Kadar abu yang tidak larut dalam asam dihitung terhadap berat bahan uji, dinyatakan dalam % b/b.(Depkes RI, 1995).
Tujuannya untuk mengetahui jh kadar abu yang diperoleh dari faktor eksternal, berasal dari pengotor, pasir atau tanah (Depkes RI,1995).
Rumus Perhitungan penetapan Kadar abu tidak larut asam:




[bookmark: _Toc173259671][bookmark: _Toc178179022]3.10 	Pembuatan Ekstrak Etanol
[bookmark: _Toc175153015][bookmark: _Toc173259672]Metode yang digunakan untuk mendapatkan ekstrak Jamur susu harimau adalah maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 96%. Serbuk simplisia sebanyak 10 bagian (800g) dimasukkan kedalam benjana kemudian dituangkan 75 bagian (6000 mL) cairan penyari etanol lalu ditutup sambil sesekali diaduk dan dibiarkan selama 5 hari ampasnya diperas. Kemudian ampasnya dicuci dengan cairan penyari etanol secukupnya hingga diperoleh 100 bagian (8liter) maserat.Kemudian maserat dipindahkan kebejana tertutup, dibiarkan ditempat sejuk, terlindung dari Cahaya matahari selama 2 hari dan disaring.Maserat lalu dipekatkan dengan rotary evaporator lalu ditimbang (Depkes RI, 1979).

[bookmark: _Toc178179023]3.11 	Skrining Fitokimia
Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui senyawa kimia yang terkandung di dalam Jamur susu harimau ( Lignosus rhinocerus ) yang meliputi pemeriksaan alkaloida, flavonoida, saponin, tannin, glikosida, dan steroid/triterpenoid.
[bookmark: _Toc173259673][bookmark: _Toc178179024]3.11.1 	Pemeriksaan Alkaloid
EkstrakJamur susu harimau, ditimbang sebanyak 0,5 g kemudian ditambahkan 1 mL asam klorida 2N dan 9 mL air suling, dipanaskan di atas penangas air selama 5 menit, didinginkan dan disaring. Filtrat dipakai sebagai berikut:
1. Filtrat sebanyak 1 mL ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Mayer, reaksi positif ditandai dengan terbentuknya endapan menggumpal berwarna putih atau bening.
2. Filtrat sebanyak 1 mL ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Bouchardat, reaksi positif ditandai dengan terbentiknya endapan berwarna coklat sampai hitam.
3. Filtrat sebanyak 1 mL ditambahkan dengan 2 tetes pereaksi Dragendrof, reaksi positif ditandai dengan terbentuknya warna jingga. Alkaloid dianggap positif jika terjadi endapan atau kekeruhan sedikitnya 2 reaksi dari 3 percobaan diatas (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173259674][bookmark: _Toc178179025]3.11.2 	Pemeriksaan Flavonoid
Ekstrak Jamur susu harimau, Lignosus ditimbang sebanyak 0,5g lalu ditambahkan 10 mL air panas dan di didihkan selama 5 menit lalu disaring dalam keadaan panas, kedalam 5 mL filtrat ditambahkan serbuk magnesium 0,1 gram, 1 mL asam klorida pekat dan 2 mL amil alkohol dan di kocok, dibiarkan memisah. Adanya Flavonoid jika menunjukkan warna merah, kuning ataupun jingga pada amil alcohol (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173259675][bookmark: _Toc178179026]3.11.3 	Pemeriksaan Saponin
Ekstrak Jamur susu harimau, ditimbang sebanyak 0,5 g dimasukkan ke dalam tabung reaksi dan ditambahkan 10 mL air suling panas, dan di dinginkan kemudian dikocok kuat selama 10 detik, timbul busa yang mantap tidak kurang dari 10 menit setinggi 1-10 cm. ditambahkab 1 tetes larutan asam klorida 2N, bila buih tidak hilang menunjukkan adanya saponin. (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173259676][bookmark: _Toc178179027]3.11.4 	Pemeriksaan Tanin
Ekstrak Jamur susu harimau, ditimbang sebanyak 0,5 g dan ditambahkan dengan 10 mL air suling lalu disaring, Filtratnya diencerkan dengan air sampai tidak berwarna. Larutan diambil sebanyak 2 mL dan ditambahkan 1-2 tetes pereaksi FeCL3 1%.Jika terjadi warna biru atau hijau kehitaman menunjukkan adanya tanin (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173259677][bookmark: _Toc178179028]3.11.5 	Pemeriksaan Glikosida
Ekstrak Jamur susu harimau, ditimbang sebanyak 3 gram, disari dengan 30 mL campuran etanol 96% dengan akuades (7:3) ditambah dengan 10 mL HCl 2N, direfluks selama 10 menit, didinginkan dan disaring. Diambil 20 mL filtrat ditambahkan 25 mL aquadest dan 25 mL timbal (II) asetat 0,4 M, dikocok dan didiamkan selama 5 menit dan disaring. Filtrat dimasukkan ke dalam corong pisah dan disari dengan 20 mL campuran kloroform dan isopropanolol (3:2) dilakukan sebanyak 3 kali.Kumpulan sari air di uapkan pada suhu tidak lebih dari 50̊ C sisanya dilarutkan dalam 2 mL methanol.
Diambil 0,1 mL dimasukkan ke dalam tabung reaksi diuapkan di atas penangas air, ditambahkan 2 mL air dan 5 tetes pereaksi Molish. Ditambahkan 2 mL asam sulfat pekat perlahan-lahan melalui dinding tabung, terbentuknya cincin berwarna ungu pada batas kedua cairan menunjukkan adanya komponen gula (glikon) (Depkes RI, 1989).
[bookmark: _Toc173259678][bookmark: _Toc178179029]3.11.6 	Pemeriksaan Steroid/Triterpenoid
Ekstrak Jamur susu harimau ditimbang 1 g, dimaserasi dengan n- heksan selama 2 jam kemudian disaring. Filtrat diuapkan dalam cawan penguap sampai kering.Ke dalam residu ditambahkan 2-3 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes asam sulfat pekat (pereaksi Lieberman-Bourchat).Timbulnya warna ungu dan merah atau berubah menjadi warna hijau biru menunjukkan adanya steroid/triterpenoid (Depkes RI, 1995).

[bookmark: _Toc173259679][bookmark: _Toc178179030]3.12 	Uji Aktivitas Antioksidan Dengan Metode DPPH
[bookmark: _Toc173259680][bookmark: _Toc178179031]3.12.1 	Pembuatan Larutan DPPH
Timbang 10 mg DPPH dimasukkan kedalam labu tertukur 50 mL kemudian dilarutkan dengan methanol dan volume nya dicukupkan dengan methanol sampai garis tanda (konsentrasi 200 µg/mL) (Aulia, 2023).
[bookmark: _Toc173259681][bookmark: _Toc178179032]3.12.2 	Pembuatan Larutan Blanko
Larutan DPPH konsentrasi 200 µg/mL di pipet sebanyak 1 mL.kemudian dimasukkan kedalam labu tentukur 5 mL, dicukupkan volume nya dengan methanol sampai garis tanda (konsentrasi 40 µg/mL) (Aulia, 2023).
[bookmark: _Toc173259682][bookmark: _Toc178179033]3.12.3 	Penentuan Panjang Gelombang (λ) Maksimum DPPH
Larutan DPPH 40 µg/mL diukur serapannya pada panjang gelombang 400-800 nm (Aulia, 2023).
[bookmark: _Toc173259683][bookmark: _Toc178179034]3.12.4 	Penentuan Waktu Operational (Operating Time)
Larutan DPPH konsentrasi 40 µg/mL diukur absorbansinya hingga diperoleh waktu pengukuran yang stabil (Aulia, 2023).
[bookmark: _Toc173259684][bookmark: _Toc178179035]3.12.5 	Pembuatan Larutan Uji (Sampel)
Sebanyak 50 mg sampel uji ditimbang masing-masing, kemudian dimasukkan ke dalam labu tentukur 10 mL dilarutkan dengan methanol sampai garis tanda (konsentrasi 5000 µg/mL) (Aulia, 2023).
[bookmark: _Toc173259685][bookmark: _Toc178179036]3.12.6 	Pengukuran Absorbansi DPPH Setelah Penambahan Sampel
Setelah penambahan sampel larutan sampel dipipet sebanyak 0,1 mL; 0,12 mL; 0,14 mL, kemudian masing-masing dimasukkan kedalam labu tentukur 10 mL (untuk mendapatkan konsentrasi larutan uji 50 µg/mL, 60 µg/mL, 70 µg/mL). lalu kedalam masing-masing labu tentukur ditambahkan 2 mL larutan blanko DPPH (konsentrasi 200 µg/mL) lalu volumenya dicukupkan dengan methanol sampai garis tanda, didiamkan ditempat gelap pengukuran dilakukan sebanyak 3 kali pengulangan. Absorbansi diukur pada panjang gelombang maksimum yang diperoleh dan didiamkan sesuai operating time yang di dapatkan (Aulia, 2023).
[bookmark: _Toc173259686][bookmark: _Toc178179037]3.12.7 	Pembuatan larutan Vitamin C sebagai kontrol positif
Ditimbang sebanyak 50 mg vitamin C Kristal kemudian dilarutkan dengan metanol dalam labu tentukur 50 mL. volumenya dicukupkan dengan metanol sampai garis tanda (konsentrasi 1000 µg/mL). Kemudian dipipet larutan 0,25 mL; 0,5 mL; dan 1 mL dan 2 mL dimasukkan kedalam labu tentukur 5 mL lalu ditambahkan 2 mL larutan blanko DPPH (kosentrasi 400 µg/mL) konsentrasi Vitamin C 50 µg/mL; 100 µg/mL, 200 µg/mL dan 400 µg/mL. kemudian diukur absorbansinya pada panjang gelombang maksimum dan pengukuran dilakukan sebanyak tiga kali pengulangan setelah didiamkan sesuai dengan operanting time yang didapatkan (Aulia, 2023).
[bookmark: _Toc173259687][bookmark: _Toc178179038]3.12.8 	Penentuan Proses Peredaman
Kemampuan antioksidan diukur sebagai penurunan serapan larutan DPPH (peredaman warna ungu DPPH) akibat adanya penambahan larutan uji. Nilai serapan larutan DPPH sebelum dan sesudah penambaahan larutan uji tersebut dihitung sebagai persen peredaman.
[image: ]
Akontrol = Absrobansi blanko 
ASampel = Absorbansi

Selanjutnya hasil perhitungan persen inhibisi yang diperoleh dilakukan perhitungann persamaan garis regresi linier dengan konsentrasi sampel (µg/mL) sebagai absis (sumbu x) dan nilai inhibisi sebagai ordinatnya (sumbu y). Maka diperoleh garis regresi yang selanjutnya dapat dihitung kemampuan bahan uji sebagai antioksidan dengan menghitungg inhibitor concentration 50% (IC50) menggunakan rumus sebagai berikut:
	50 = ax + b


Keterangan: 
50 	= kemampuan antioksidan menghambat 50% aktivitas radikal bebas 
a 	= slope 
b 	= intercept 
x 	= konsentrasi (Aulia, 2023).
Persamaan regresi linier didapatkan dengan cara membuat konsentrasi larutan uji dan % peredaman DPPH sebagai parameter aktivitas antioksidan, dimana konsentrasi larutan ujii (ppm) sebagai absis dan nilai % peredamman sebagai ordinat. Untuk mengetahui persamaan regresi maka digunakan rumus Y = Ax + b (Aulia, 2023).
[bookmark: _Toc173259688][bookmark: _Toc178179039]3.12.9 	Perhitungan Nilai IC50
Nilai IC50 merupakan bilangan yang menunjukkan konsentrasi sampel uji (µg/mL) yang memberikan peredaman DPPH sebanyak 50% (mampu menghambat atau meredam proses oksidasi sebesar 50%). Nilai 0% berarti tidak mempunyai aktivitas antioksidan, sedangkan nilai 100% berarti peredaman total dan pengujian perlu dilanjutkan dengan pengenceran larutan uji untuk melihat batas konsentrasi aktivitasnya (Aulia, 2023).
[bookmark: _Toc173259689][bookmark: _Toc178179040]3.13 	Uji Aktivitas Antioksidan Dengan Metode FRAP
[bookmark: _Toc173259690][bookmark: _Toc178179041]3.13.1 	Penyiapan Reagen Penelitian
Larutan reagen dibuat berdasarkan metode yang telah digunakan oleh Vijayalakshmi (2016).
1. Larutan Dapar Fosfat 0,2 N pH 6,6 
Ditimbang 2 gram NaOH dan dilarutkan dengan akuades bebas CO2 hingga 250 mL dalam labu ukur. Kemudian ditimbang KH2PO4 sebanyak 6,8 gram dan dilarutkan dengan akuades bebas CO2 hingga 250 mL dalam labu ukur. Kemudian dipipet sebanyak 16,4 mL NaOH, dimasukkan dalam labu ukur dan dicampurkan 50 mL KH2PO4, selanjutnya diukur sampai pH 6,6 dan dicukupkan dengan akuades bebas CO2hingga 200 m.
2. Larutan Kalium Ferrisianida 1% (b/v) 
Ditimbang 1 gram kalium ferrisianida dan dilarutkan dengan air suling, lalu dimasukkan dalam labu ukur 100 mL dan ditambah air suling hingga tanda.
3. Larutan FeCl3 0,1% (b/v) 
Ditimbang 0,1 gram FeCl3 dan dilarutkan dengan air suling, dimasukkan dalam labu ukur 100 mL lalu ditambah air suling hingga tanda tera. 
4. Larutan Asam Trikloroasetat (TCA) 10% 
Ditimbang 10 gram TCA dan dilarutkan dengan air suling, dicukupkan hingga 100 mL dalam labu ukur (Maryam, dkk., 2015).
[bookmark: _Toc173259691][bookmark: _Toc178179042]3.13.2	Penyiapan Larutan FRAP
[bookmark: _Toc175153036][bookmark: _Toc173259692]Pembuatan larutan FRAP dilakukan dengan mencampurkan 2,5 mL dapar fosfat pH 6,6 dan 2,5 mL kalium ferrisianida lalu dipipet ke dalam vial kemudian Inkubasi selama 20 menit pada suhu 50°C. Setelah diinkubasi larutan ditambahkan 2,5 mL TCA, larutan disentrifuge pada kecepatan 3000 rpm selama 10 menit,kemudian diambil 2,5 mL lapisan atas kemudian tambahkan 2,5 mL akuades dan 0,6 mL FeCl3, diamkan selama 10 menit (Setyana, 2023).
[bookmark: _Toc178179043]3.13.3 	Penentuan Panjang Gelombang Serapan Maksimum FRAP
[bookmark: _Toc175153038]Diambil larutan FRAP, kemudian dimasukkan ke dalam kuvet. Dilakukan penentuan panjang gelombang serapan maksimum pada panjang gelombang 400-800 nm (Nugraha et al., 2022)
[bookmark: _Toc178179044]3.13.4 	Pembuatan Larutan Asam Askorbat dan Pengukuran Aktivitas Antioksidan Sebagai Antioksidan Pembanding
Pembuatan larutan sampel 1000 µg/mL dibuat dengan melarutkan 25 mg asam askorbat yang dilarutkan dengan air suling hingga batas labu ukur 25 mL.Selanjutnya dari larutan stok 1000 µg/mL diambil 1 mL, dimasukan dalam labu ukur 10 mL dan diencerkan dengan air suling sampai tanda tera.Konsentrasi larutan sampel yang didapat adalah 100 ppm. Kemudian masing-masing 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 dan 0,6 mL dan ditempatkan dalam labu ukur 10 mL yang berbeda dan diencerkan dengan akuades hingga 10 mL dan dihomogenkan. Konsentrasi larutan sampel yakni 2; 3; 4; 5; dan 6 ppm (Setyana, 2023).
Sebanyak 1 mL larutan asam askorbat 2, 3, 4, 5 dan 6 ppm, ditambahkan dengan 2,5 mL dapar fosfat pH 6,6 dan 2,5 mL kalium ferrisianida lalu dipipet ke dalam vial kemudian Inkubasi selama 20 menit pada suhu 50°C. Setelah diinkubasi larutan ditambahkan 2,5 mL TCA, larutan disentrifuge pada kecepatan 3000 rpm selama 10 menit, kemudian diambil 2,5 mL lapisan atas kemudian tambahkan 2,5 mL akuades dan 0,6 mL FeCl3, diamkan selama 10 menit. Serapan diukur dengan Spektrofotometer UV-Vis yang telah diatur panjang gelombangnya dari 400-800 nm hingga diperoleh panjang gelombang maksimum (Magfira, 2018).
[bookmark: _Toc173259695][bookmark: _Toc175153042][bookmark: _Toc178179045]3.13.5 	Aktivitas Antioksidan Sampel dengan Metode FRAP
Sampel yang telah disiapkan ditimbang sebanyak 50 mg dilarutkan dengan air suling ke dalam labu tentuukur 50 mL dan diperoleh konsentrasi larutan sampel 1000 ppm. Kemudian berturut-turut dipipet sebanyak 0,5 mL, 0,6 mL, dan 0,7 mL dari larutan sampel 1000 ppm untuk mendapatkan konsentrasi 50 ppm, 60 ppm dan 70 ppm. Dari berbagai konsentrasi sampel kemudian diambil masing-masing 1 mL, ditambahkan 2,5 mL dapar fosfat 0,2 M (pH 6.6) dan 2,5 mL K3Fe(CN) 6 1% setelah itu, diinkubasi selama 20 menit dengan suhu 50°C. Setelah diinkubasi ditambahkan 2,5 mL TCA lalu disentrifus dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit. Setelah disentifus dipipet 2,5 mL lapisan bagian atas kedalam tabung reaksi, dan ditambahkan 2,5 mL akuades dan 0,6 mL FeCl3 0,1%. Larutan didiamkan selama 10 menit dan diukur absorbansinya pada pada λ maks. Pengerjaan dilakukan di tempat gelap. Nilai FRAP dinyatakan dalam mg equivalen asam askorbat/ gr ekstrak (Yen and Chen, 1995).
[bookmark: _Toc173259696][bookmark: _Toc178179046]3.14 	Sterilisasi Alat dan Bahan
Sebelum memulai pengujian Alat-alat dan bahan yang akan digunakan harus di strerilkan terlebih dahulu sebelum dipakai. Alat-alat yang berbentuk gelas di sterilkan menggunakan oven pada suhu 160-170˚C selama 1 jam dan dibungkus menggunakan kertas perkamen. Bahan bahan seperti Media pertumbuhan disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121ºC selama 15 menit. Sedangkan jarum ose dan pinset disterilkan dengan cara fiksasi/dibakar menggunakan pemanas Bunsen, dan selalu semprotkan alkohol 70% sebelum memulai.

[bookmark: _Toc173259697][bookmark: _Toc178179047]3.15 	Pembuatan Larutan dan Media Uji
[bookmark: _Toc173259698][bookmark: _Toc178179048]3.15.1 	Pembuatan Nutrient Agar (NA)
Komposisi:
1. 	Beef extract 3 g
2. 	Pepton 5 g
3. 	Agar 12 g
4. 	Akuadest ad 1000 mL 
Cara pembuatan:
Nutrient Agar sebanyak 2,8 g dimasukkan ke dalam Erlenmeyer 100 mL, lalu ditambahkan air sedikit demi sedikit hingga dan diaduk hingga NA larut. kemudian larutan tersebut dipanaskan hingga terlarut sempurna. Diangkat dan di tutup mulut labu Erlenmeyer dengan kapas yang dibalut dengan kain kasa dan dibungkus dengan kertas perkamen.Media disterilkan di dalam autoklaf dengan suhu 121̊ C selama 15 menit.
[bookmark: _Toc173259699][bookmark: _Toc178179049]3.15.2 	Pembuatan Mueller Hinton Agar (MHA)
Komposisi:
1. 	Beef infusion 3,0 gram
2. 	Pati 1,5 gram
3. 	Bakto Agar 17 gram
4. 	Aquadest ad 1000 mL 
Cara Pembuatan:
Mueller Hinton Agar Sebanyak 3,8 gram dilarutkan ke dalam aquades steril sedikit demi sedikit. Kemudian dicukupkan volume hingga 100 mL, setelah itu media dipanaskan sampai terlarut dengan sempurna. Sterilkan media di dalam autoklaf dengan suhu 121̊ C selama 15 menit.
[bookmark: _Toc173259700][bookmark: _Toc178179050]3.15.3 	Pembuatan Larutan NaCl Fisiologis 0,9%
Komposisi:
Natrium klorida 0,9 g
Aquadest ad 100 mL 
Cara pembuatan:
Sebanyak 0,9 g Natrium klorida dilarutkan kedalam aquadest sedikit demi sedikit dalam labu takar 100 mL sampai terlarut sempurna. Kemudian ditambahkan kembali aquadest sampai garis tanda, larutan tersebut dimasukkan dalam labu Erlenmeyer steril yang bertutup dan larutan disterilkan menggunakan autoklaf pada suhu 121̊C selama 15 menit (Ditjen POM, 1979).
[bookmark: _Toc173259701][bookmark: _Toc178179051]3.15.4 	Pembuatan Larutan Standard Mc. Farland
Komposisi:
Larutan asam sulfat 9.95 mL
Larutan barium klorida 0.05 mL 
Cara pembuatan:
Sebanyak 9,95 mL asam sulfat dan 0,05 mL barium klorida dimasukkan ke dalam tabung reaksi, lalu dikocok kedua larutan tersebut hingga keruh. Larutan standard Mc. Farland digunakan sebagai pembanding kekeruhan dengan suspensi mikroba.Apabila kekeruhan hasil suspensi bakteri sama dengan kekeruhan suspensi standar Mc. Farland maka konsentrasi bakteri 108 CFU/mL (Fitri,2015).
[bookmark: _Toc173259702][bookmark: _Toc178179052]3.15.5 	Pembuatan Larutan DMSO 1%
Sebanyak 1 mL larutan DMSO pekat dimasukkan kedalam beaker glass kemudian diencerkan sedikit demi sedikit dengan aquadest sampai 100 mL.
[bookmark: _Toc173259703][bookmark: _Toc178179053]3.16 	Pemurnian Bakteri
[bookmark: _Toc173259704][bookmark: _Toc178179054]3.16.1 	Sumber isolat bakteri
Isolat bakteri Staphylococcus aureusdan Escherichia coli diperoleh dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Farmasi Universitas Sumatera Utara.
[bookmark: _Toc173259705][bookmark: _Toc178179055]3.16.2 	Pembuatan stok kultur bakteri Staphylococcus aureus
Diambil sebanyak 1 ose bakteri Staphylococcus aureusdari biakan murni. lalu bakteri digoreskan pada permukaan media Nutrient agar yang telah memadat. Lalu di inkubasi selama 24 jam pada suhu 37℃ (Siregar,2009).
[bookmark: _Toc173259706][bookmark: _Toc178179056]3.16.3 	Pembuatan stok kultur bakteri Escherichia coli
Diambil sebanyak 1 ose bakteri Escherichia coli dari biakan murni.Lalu bakteri digoreskan pada permukaan media Nutrient agar yang telah memadat. Lalu di inkubasi selama 24 jam pada suhu 37℃ (Siregar,2009).
[bookmark: _Toc173259707][bookmark: _Toc178179057]3.16.4 	Pembuatan Suspensi Bakteri
Membuat suspensi bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli dengan cara diambil 1 ose bakteri, dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi 10 mL larutan NaCl fisiologi 0,9%,kemudian disamakan kekeruhannya dengan larutaan standard Mc Farland (Misna & Diana, 2016).
[bookmark: _TOC_250010][bookmark: _Toc173259708][bookmark: _Toc178179058]3.17 	Pengenceran Ekstak etanol Jamur Susu Harimau
Konsentrasiekstrak etanol jamur susu harimau yang ditentukan yaitu 50%,60%, 70%.Masing-masing ekstrak etanol jamur susu harimau berturut-turut ditimbang sebanyak 2,5 mg, 3,0 mg dan 3,5 mg. Ekstak etanol Jamur Susu Harimau dilarutkan dengan5mLDMSO 1%.


[bookmark: _Toc173259709][bookmark: _Toc178179059]3.18 	UjiAktivitasAntibakteriEkstak etanol Jamur Susu Harimau Terhadap bakteri Staphylococcus aureusdan Escherichia coli
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode Kirby-Bauer, yaitu metode difusi dengan cakram kertas. Medium MHA dituang ke cawan petri sebanyak 15 mL, masing-masing bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli sebagai bakteri biakan uji, dipipet dari medium larutan NaCl 0,9% ke 3 cawan petri steril masing-masing sebanyak 200 μl. Cawan petri kemudian digoyang secara perlahan-lahan untuk menyebarkan biakan bakteri secara merata dan didiamkan hingga medium memadat.
Masing-masing dari kertas cakram steril dipindahkan secara aseptik menggunakan pinset steril ke dalam ekstrak larutan uji pada konsentrasi 50%, 60%, 70% serta Salep Klorampenicol® (kontrol positif) dan larutan DMSO 1% (kontrol negatif) direndam ± 1 menit. Kertas cakram yang telah direndam dipindahlan dengan pinset steril ke medium MHA berisi Staphylococcus aureus dan Escherichia coli kemudian diinkubasi selama 1 x 24 jam pada suhu 37°C. Efektivitas antibakteri ekstrak etanol jamur susu harimau pada konsentrasi 50%, 60%, 70% ditentukan adanya zona bening diarea kertas cakram yang diukur menggunakan jangka sorong dan pengujian antibakteri dilakukan sebanyak 3 kali pegulangan (Emilda,2021).
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