


[bookmark: _Toc201748483][bookmark: _Toc156236504]BAB III
METODE PENELITIAN

[bookmark: _Toc201748484]3.1 Rancangan penelitian
	Metode penelitian ini bersifat eksperimental. Rancangan penelitian meliputipembuatan fermentasi sauerkraut kubis ungu, isolasi bakteri asam laktat, karakteristik bakteri asam laktat, isolasi bakterisoin karakterisasi bakteriosin,Uji aktivitas antibakteri terhadap Escherichia Coli dan Stapylococcus Aureus.
[bookmark: _Toc171925412][bookmark: _Toc201748485]3.1.1 Variabel Penelitian
a. Variabel Bebas 
Variabel  bebas  yang  dimaksud  dalam  penelitian adalah  variabel  yang  sengaja diubah-ubah untuk dipelajari pengaruhnya terhadap variabel terikat. Variabel bebas yang dimaksud dalam penelitian ini adalah sauerkraut kubis ungu.
b. Variabel Terikat 
	Variabel terikat yang dimaksud dalam penelitian ini adalah karakterisasi Bakteriosin, isolasi bakteriosin dan uji aktivitas antijbakteri Bakteriosin Dari Sauerkraut Kubis Ungu (Brassica Oleracea L.) Terhadap Escherichia coli Dan Stapylococcus aureus.
[bookmark: _Toc201748486]3.1.2 Parameter Penelitian
[bookmark: _Toc156236508]		Parameter dalam penelitian ini yaitu meliputi morfologi, pewarnaan gram, uji katalase, uji motilitas. Karakterisasi bakteriosin seperti uji kestabilan pH, Uji kestabilan Suhu, uji kestabilan enzim, uji kestabilan surfaktan, uji kestabilan uv, uji aktivitas antibakteri dan penentuan daya hambat.

[bookmark: _Toc201748487]3.2 Jadwal dan Lokasi Penelitian
[bookmark: _Toc156236509][bookmark: _Toc201748488]3.2.1 Jadwal Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari sampai dengan bulan Mei pada tahun2025.
[bookmark: _Toc156236510][bookmark: _Toc201748489]3.2.2 Lokasi Penelitian
Penelitian Ini diilakukan di Laboratorium Farmasi Terpadu Universitas Muslim Nusantara Al – Washliyah Medan.
[bookmark: _Toc201748490]3.3 Bahan dan Peralatan
[bookmark: _Toc156236512][bookmark: _Toc201748491]3.3.1 Bahan Penelitian
	Bahan-bahan yang di gunakan pada penelitian ini: Fermentasi Sauerkraut, Bakteri Echerichia coli dan staphylococcus aureus, media MRS (De Man-Rogosa-Sharpe) agar, media De Man-Rogasa-Sharpe (MRS) broth, Media Muller Hinton Agar (MHA), Media Nutrien Agar (NA), Sulfide indol motility (SIM) Tegak, H2O2 3% , CaCO3, ammonium sulfat 1%, tween 20, tween 80, Enzim Pepsin, safranin, lugol, buffer asetat, buffer pottasium fosfat, buffer Tris-HCl, Buffer Borax, Dimetil sulfoksida (DMSO), kristal violet, NaOH, HCl, NaCl fisiologis, alkohol 96%), Aquadest.
[bookmark: _Toc156236513][bookmark: _Toc201748492]3.3.2 Peralatan Penelitian
Alat yang di gunakan pada penelitian ini adalah: Timbangan analitik,Tabung reaksi, Rak tabung, Cawan petri, Erlenmeyer, Gelas ukur, Beakerglass,Autoclave, oven, ose, inkubator, mikroskop, mikropipet, setrifuse, hot plate, Batang pengaduk, pipet tetes, kaca objek,vortex, plastic wrap, lampu bunsen, bejana, oven, lampu UV, Laminar Air Flow (LAF).


[bookmark: _Toc201748493]3.4 Persiapan Bahan
[bookmark: _Toc201748494]3.4.1 Determinasi Sampel
	Determinasi tumbuhan dilakukan oleh Herbarium Medanesse (MEDA) Universitas Sumatera Utara Medan.
[bookmark: _Toc201748495]3.4.2 Produksi Sauerkraut Kubis
Kubis ungu dibersihkan dengan air mengalir lalu dipotong tipis-tipis.kemudian ditambahkan garam dengan konsentrasi 2%, Lalu kubis ungu diaduk dengan garam hingga layu dan mengeluarkan air.kubis ungu di peras lalu di masukkan kubis ungu tanpa air ke dalam toples kaca dan di tekan tekan kubis ungu sampai ke dasar toples, kemudian di tambahkan air perasan kubis ungu tadi ke dalam toples hingga kubis ungu terendam air. Toples ditutup dengan rapat dan dilakukan fermentasi pada suhu ruang selama 7 hari. (Siska , 2023).
[bookmark: _Toc201748496]3.4.3 Isolasi Bakteri asam laktat
Cairan hasil fermentasi di pisahkan filtrat dengan  dipipet sebanyak 10 ml dari toples dan ditumbuhkan di media MRS agardengan metode streak plate yakni dengan cara menggoreskan jarum Ose yang terdapat bakteri pada media agar. (Sumual et al., 2019).
[bookmark: _Toc201748497]3.5 Identifikasi Bakteriasam laktat
1. Identifikasi Morfologi Bakteri asam laktat
Identifikasi makroskopik dilakukan dengan melihat langsung koloni bakteri asam laktat  yang tumbuh pada media agar meliputi warna, bentuk, tepi, permukaan serta sudut elevasi yang terbentuk pada isolat. Identifikasi Mikroskopik Identifikasi mikroskopik menggunakan metode penelitian dari yangdimodifikasi ,pengamatan morfologi koloni dilakukan dengan teknik pewarnaan Gram (Kurnia et al., 2020).
2. Identifikasi Bakteri Asam Laktat dengan Pewarnaan Gram
Kaca objek diteteskan NaCl fisiologis 0.9%, lalu isolat pada agar miring diambil satu ose dan isolat disebar diatas kaca objek kemudian difiksasi (preparat).kristal violet diteteskan di atas preparat dan didiamkan, selama 1 menit. Preparat dicuci dengan air mengalir, kemudian ditetesi dengan cairan lugol dan didiamkan lagi selama 1 menit.Preparat dicuci kembali dengan air mengalir dan ditetesi alkohol 96% kemudian didiamkan selama 30 detik.Preparat dicuci dengan air mengalir kemudian ditetesi safranin dan didiamkan selama 45-60 detik atau setengah kering.Preparat dicuci dan dikeringkan untuk diamati di bawah mikroskop. Bakteri gram positif akan berwarna ungu dan bakteri Gram negatif berwarna merah. Bakteri asam laktat merupkan bakteri gram positif (Hasbi et al., 2024).
3. Identifikasi Bakteri Asam Laktat dengan Pengujian Katalase 
Kaca objek dibersihkan, lalu diteteskan beberapa tetes H2O2 3% di atas kaca tersebut.Sebanyak satu ose isolat diambil dan diusapkan di atas kaca objek yang terdapat H2O2 3%. Pembentukan gelembung-gelembung O2 di dalam tetesan H2O2 diamati (Hasbi et al., 2024).
4. Identifikasi Bakteri Asam Laktat dengan Pengujian Motilitas 
Tabung reaksi yang berisi SIM diinokulasi dengan satu ose isolat murni BAL, kemudian diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37 °C. Uji motil ditandai dengan adanya embun atau pertumbuhan bakteri disekitar tusukan ose bakteri (Hasbi et al., 2024).
[bookmark: _Toc201748498]3.6 Produksi Bakteriosin
[bookmark: _Toc201748499]Biakan Bakteri asam laktat (BAL), BAL 1 di suspensikan sebanyak 10 mL diambil dan dimasukkan dalam 90 mL medium MRSB, selanjutnya medium diinkubasi selama 48 jam pada suhu 37°C (Nugroho et al., 2022).
3.7 Isolasi Bakteriosin
		Hasil produksi bakteriosin di dalam media MRSB di masukkan dalam tabung sentrifuse sebanyak 15 ml lalu disentrifuse pada kecepatan 4.000 rpm selama 25 menit, dan di ambil supernatannya. Pada isolasi bakteriosin ini diinkubasi selama 48 jam.Supernatan CFS (Cell Free Supernatant) yang di ambil ini adalah crude bakteriosin (Fauzan et. al, 2020).
[bookmark: _Toc201748500]3.8 Pemurnianparsial bakteriosin
		Supernatan bakteriosin dimasukkan dalam Erlenmeyer lalu ditambahkan serbuk ammonium sulfat 1%.Setelah itu, dihomogenkan dan dimasukkan ke dalam sentrifuse. Selanjutnya, dilakukan sentrifugasi dengan kecepatan 4000 rpm selama 50 menit (Nugroho et al., 2022).
[bookmark: _Toc201748501][bookmark: _Toc156236520]3.9 Karakterisasi Bakteriosin
[bookmark: _Toc201748502]3.9.1 Uji kestabilan bakteriosin terhadap pH
[bookmark: _Toc201748503]		Sebelum melakukan pengukuran, pH meter perlu disesuaikan dengan larutan buffer dengan pH 7 dan 4 (Lubis et al., 2022).ditambahkan buffer asetat pH 2 dan pH 3;  buffer potasium fosfat pH 4, 5, 6, 7; buffer Tris-HCl pH 8, 9; buffer borax-NaOH pH 10, 11. Selanjutnya diinkubasi pada suhu 30 °C selama 4 jam.Setelah inkubasi selesai, suspensi bakteriosin dinetralkan kembali dengan penambahan HCl 6 M untuk pengasaman, dan penambahan NaOH 6 M untuk pembasaan.Di uji Aktivitas bakteriosinnya(Sunaryanto & Tarwadi, 2015).
3.9.2 Uji kestabilan bakteriosin terhadap suhu
		Sebanyak 5 ml suspensi bakteriosin dipanaskan di hote plat dalam interval suhu 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 °C, dan 121°C dengan rentang waktu 30 menit, lalu diuji aktivitas bakteriosinnya (Sunaryanto & Tarwadi, 2015).
[bookmark: _Toc201748504]3.9.3 Uji kestabilan bakteriosin terhadap enzim
		Uji kestabilan aktivitas bakteriosin terhadap penambahan enzim seperti pepsin dilakukan sebagai berikut; sebanyak 10 ml bakteriosin ditambah 10mg enzim dan diinkubasi selama 60 menit pada suhu 37 °C. Enzim yang digunakan adalah pepsin, Setelah inkubasi selesai selanjutnya dilakukan uji aktivitas bakteriosinnya (Sunaryanto & Tarwadi, 2015).
[bookmark: _Toc201748505]3.9.4 Uji kestabilan bakteriosin terhadap surfaktan
Uji kestabilan bakteriosin terhadapsurfaktan dilakukan dengan menambahkan surfaktan (tween 20, tween 80, ) ke dalam bakteriosin sebesar 1%. Selanjutnya dilakukan inkubasi pada suhu 37°C selama 60 menit, dan diuji aktivitas bakteriosinnya (Sunaryanto & Tarwadi, 2015).
[bookmark: _Toc201748506]3.9.5 Pengaruh penyinaran UV terhadap kestabilan bakteriosin
[bookmark: _Hlk181264419][bookmark: _Toc156236543]Bakteriosin sebanyak 5 ml ditempatkan dalam cawan petri, selanjutnya disinari dengan lampu UV 15 Watt 50 Hz, panjang gelombang 254 nm dengan jarak 30 cm selama 15 menit. Selanjutnya diuji aktivitas bakteriosinnya. Uji Aktivitas Antibakteri (Sunaryanto & Tarwadi, 2015).
[bookmark: _Toc201748507]3.10 Penyiapan Media dan larutan
[bookmark: _Toc201748508]3.10.1 Penyiapan media MRSA (de Man Rogosa and Sharpe Agar)
MRSA (de Man Rogosa and Sharpe Agar) ditimbang sebanyak 62 gram lalu dimasukkan ke dalam erlenmeyer 1 liter dan dilarutkan dalam 1 liter akuades, dipanaskan diatas hotplate magnetic stirrer dengan suhu 60°C, ketika media sudah larut selanjutnya erlenmeyer 1 liter berisi MRSB disumbat dengan menggunakan kain kasa dan kapas untuk disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. (Amir et al., 2024)
[bookmark: _Toc201748509]3.10.2 Penyiapan media MRSB (de Man Rogosa and Sharpe Broth)
Media MRSB (de Man Rogosa and Sharpe Broth) ditimbang sebanyak 52 gram lalu dimasukkan ke dalam erlenmeyer 1 liter dan dilarutkan dengan akuades hingga 1 liter di atas hotplate magnetic stirrer dengan suhu 60°C, ketika media sudah larut selanjutnya erlenmeyer 1 liter berisi MRSB disumbat dengan menggunakan kain kasa dan kapas untuk disterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit dan setelahnya disimpan di refrigerator(Amir et al., 2024).
[bookmark: _Toc201748510]3.10.3  Penyiapan media MHA
		Komposisi :
Beef extract 			2 g
Acid hydrolysate of casein 	17,5 g
Starch 				1,5 g
Agar 				17 g
Aquadest ad			 1 L
Cara Pembuatan :
Sebanyak 3,8 g media Mueller Hinto Agar (MHA) ditimbang, dilarutkan dalam 100 ml aquadest, dipanaskan sampai homogen. Media disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121 ˚C selama 15 menit (Rosmania & Yanti, 2020).



[bookmark: _Toc201748511]3.10.4 Penyiapan media NA
	Komposisi :
      Beef extract 	3 g
      Pepton 			5 g
      Nacl 			5 g
      Agar 			15 g
      Aquadest ad 	1 L
Cara Pembuatan :
Sebanyak 28 g media Nutrien Agar (NA) ditimbang, dilarutkan dalam 1000 ml aquadest, dipanaskan sampai homogen. Media disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121˚C selama 15 menit (Wulandhaniet al, 2024).
[bookmark: _Toc201748512]3.10.5 Penyiapan Suspensi Mc Farlan 0,5
		Larutan Mc Farland 0.5 yaitu Larutan Starndar yang menunjukkan
kosentrasi kekeruhan suspensi bakteri yang sama dengan 1.5 x 108 CFU/ml 
Komposisi :
       Larutan Asam Sulfat 1%		9,95 ml
       Barium Klorida 1% 		0,05 ml
Cara Pembuatan :
Sebanyak 9,95 ml larutan asam sulfat ditambahkan dengan 0,5 ml Barium klorida dimasukkan kedalam labu ukur 10 ml, ditutup dan dikocok sampai homogen (Rosmania & Yanti, 2020)
[bookmark: _Toc201748513]3.10.6 Penyiapan Media SIM (Sulfide indol motility)tegak
Pembuatan media SIM dengan cara menimbang sebanyak 30 gram bubuk SIM, dilarutkan dalam 1 liter aquades dalam wadah erlenmeyer dan dipanaskan diatas hotplate kemudian diaduk dengan magnetic stirrer hingga homogen dan mendidih. Media tersebut kemudian disterilisasi dalam autoklaf pada suhu 121˚C selama 15 menit (Hasbi et al., 2024).
[bookmark: _Toc201748514]3.10.7Penyiapan Larutan NaCl 0,9%
Komposisi :
Natrium Klorida			 0,9 g
Aquadest Steril			 ad 100 ml
Cara Pembuatan :
[bookmark: _Toc171925469]Sebanyak 0,9 g Natrium klorida dilarutkan dengan 100 ml aquadest kedalam labu ukur 100 ml sampai homogen, dimasukkan dalam erlemenyer dan disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121˚C selama 1 menit (Rosmania & Yanti, 2020).
[bookmark: _Toc156236540][bookmark: _Toc201748515]3.10 Sterilisasi Alat
Alat-alat yang digunakan dalam penelitian aktivitas antibakteri ini disterilkan terlebih dahulu. Alat-alat gelas disterilkan dalam oven pada suhu 170oC selama ± 2 jam, jarum ose dan pinset dibakar dengan pembakaran diatas api langsung dan media disterilkan dalam autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit(Nasri et al., 2023).
[bookmark: _Toc193432592][bookmark: _Toc201748516]3.11 Peremajaan Bakteri
Koloni tunggal yang tumbuh pada media cawan diambil dengan jarum ose, diinokulasikan ke dalam media miring dalam tabung reaksi secara zig-zag. Pekerjaan ini dilakukan dengan aseptik dekat dengan api bunsen. Tabung reaksi dibungkus dengan kertas, diinkubasi dalam inkubator selama 1x24 jam (Rosmania & Yanti, 2020).

[bookmark: _Toc201748517]3.12 Pembuatan Suspensi Bakteri Uji
Pembuatan Suspensi Bakteri Larutan suspensi bakteri dibuat dengan diambil 1 ose bakteri, dimasukkan kedalam tabung reaksi yang berisi 10 ml larutan NaCl fisiologi 0,9%, dengan biakan murni didalam tabung reaksi dan dikocok sampai homogen, kemudian disamakan dengan standar Mc Farland(Rizki et al., 2021).
[bookmark: _Toc201748518]3.13 Uji Antibakteri
Uji zona hambat bakteri dilakukan dengan metode difusi cakram.Metode ini merupakan metode uji diameter daya hambat secara langsung. Setelah media Mueller Hinto Agar(MHA) dalam cawan petri memadat, suspensi bakteri Escherichia coli dan stapylococcus aureus yang telah dibuat setara dengan standar Mc.Farland 0,5 Kemudian diambil suspensi dan disebar secara merata menggunakan batang spreader. Selanjutnya kertas cakram direndam ke dalam larutan Bakteriosin selama 1-5 menit.Untuk kontrol positif, direndam kertas cakram dalam larutan ciprofloxacin dan tetracyklin dan kontrol negatif kertas cakram direndam dalam DMSO steril masing-masing selama 1-2 menit.Setelah itu, kertas cakram diambil menggunakan pinset dan diletakkan pada permukaan area yang telah diberi tanda. Lalu diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37˚C. Kemudian diamati zona bening yang terbentuk. Diameter zona bening diukur menggunakan jangka sorong dengan satuan mm(Nurhayati et al., 2020).
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