BAB II

METODEPENELITIAN

RancanganPenelitian

[image: ]Metode penelitian yang digunakan adalah eksperimental. Penelitian meliputi pengambilan dan pengolahan sampel, identifikasi sampel, pemeriksaan karakteristik simplisia, skrinning fitokimia, pembuatan simplisia, pembuatan ekstrak, kemudian dilakukan formulasi pembuatan sediaan Point clear yang meliputi pembuatan nano Point clear. Kemudian dilakukan evaluasi fisikokimia yang meliputi uji organoleptis, uji homogenitas, uji viskositas, uji pH, uji cycling test, dan uji iritasi. Indikator yang dapat diamati adalah daya hambat pada bakteri yang diberi masing-masing ekstrak etanol daun kersen dalam formula Point clear.
VariabelPenelitian

Variabel bebas dalam penelitian ini yaitu ekstrak daun kersen (Muntingia calabura L.) dan sediaan nano point clear dan variabel terikat dalam penelitian ini adalah skrinning fitokimia, karakteristik, dan aktivitas antibakteri pada daun kersen (Muntingia calabura L.).
ParameterPenelitian

Parameter dalam penelitian ini yaitu makroskopik, mikroskopik, penetapan kadarair,kadarabutotal,kadarabutidaklarutasam,kadarsarilarutair,dankadarsari larutdalametanol.Penentuansenyawametabolitsekundersepertialkaloid,flavonoid, tanin,saponin, steroid/triterpenoid, glikosida, uji aktivitas antibakteri dan penentuan daya hambat.
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LokasidanJadwalPenelitian
LokasiPenelitian

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Terpadu Universitas Muslim Nusantara Al-Washliyah Medan.
JadwalPenelitian

[image: ]WaktupenelitiandilakukanpadabulanJanuari2024sampaiJuni2025.


AlatdanBahan

Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan adalah blender, timbangan analitik, rotary evaporator, oven, mikroskop, lemari pengering, alat destilasi azeotrop, cawan penguap, krus porselin, waterbath, hot plate, pH meter, viskometer, autoklaf, cawan petri, jarum ose, pinset, rak tabung reaksi, kertas saring, ph meter, tanur, bunsen, seperangkat alat gelas, jangka sorong, laminar air flow, inkubator, homogenizer, magnetic stirrer, sonikator.
BahanPenelitian

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun kersen (Muntingia calabura) yang dikeringkan menjadi simplisia, etanol 70%, aquadest, bakteri Propionibacterium acnes, bakteri Staphylococcus aureus, Mueller Hinton Agar (MHA), Nutrient Agar (NA), NaCl 0,9%, amil alkohol, serbuk magnesium, kloralhidrat,kloroform,perekasibouchardat,pereaksidragendrof,pereaksimayer,n-
 (
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)

heksana,pereaksiLiebermann-bouchardat,NaOH2N,Fecl3,HCLpekat,gliserin,Butil Hidroksitoluen, polisorbat 20, fenoksietanol, oleum rosae, larutan buffer ph 5,5.

PengolahanSampel

DeterminasiSampel

[image: ]SampelyangdigunakanpadapenelitianinidiidentifikasidiLaboratorium

HerbariumMedanese(MEDA),UniversitasSumateraUtara.

PengumpulanSampel

Sampel yang digunakan adalah daun kersen yang masih segar dan berwarna hijau. Sampel daun kersen yang digunakan pada penelitian ini di peroleh di daerah Saentis, Kecamatan Percut Sei Tuan, Kabupaten Deli Serdang, Provinsi Sumatera Utara. Pengambilan sampel dilakukan secara purposive tanpa membandingkan tumbuhan yang sama dengan daerah lain.
PengolahanSampel

Sampel daun kersen (Muntingia calabura L.) yang masih segar dikumpulkan sebanyak 5g kemudian disortasi basah, dicuci dengan air bersih, ditiriskan dan dikeringkan didalam lemari pengering hingga kering dan dilakukan sortasi kering. Daun yang sudah kering diblender untuk menghasilkan serbuk hingga halus dan diayak.Kemudiandisimpandalamwadahgelapdantertutupagarterhindardaricahaya yang akan mengurangi kualitas simplisia (Estikomah et al., 2023).

PemeriksaanKarakteristikSimplisia
Makroskopik
Pemeriksaan makroskopik dilakukan terhadap daun kersen (Muntingia calabura L.) dengan cara memperhatikan warna, bentuk, dan ukuran.

[image: ]Mikroskopik

Pemeriksaan mikroskopik dilakukan terhadap serbuk simplisia daun kersen (Muntingia calabura L.) dengan cara sampel daun kersen (Muntingia calabura L.) diletakkan diatas object glass lalu ditetesi dengan larutan kloralhidrat dan ditutup dengan object glasss, selanjutnya diamati dibawah mikroskop.

PenetapanKadarAir

Penetapan kadar air dilakukan dengan metodeAzeotrop.Alat terdiri dari labu alas bulat500 mL, alatpenampung dan pendingin, tabung penyambung dan penerima 10 mL.
CaraKerja:

a. Penjenuhantoluene

Sebanyak 200 mLtoluen dan 2 ml. aquades dimasukkan ke dalam labu alas bulat, dipasangalatpenampungdanpendingin,kemudiandidestilasiselama2jam.Destilasi dihentikan dan dibiarkan dingin selama 30 menit, kemudian volume air dalam tabung penerima dibaca dengan ketelitian 0,001 ml.
b. Penetapankadarairsimplisia

Sebanyak 5 g serbuk simplisia yang telah ditimbang seksama, dimasukkan ke dalamlabuyangberisitoluenjenuhtersebut,laludipanaskanhati-hatiselama15menit.

[image: ]Setelah toluen mendidih, kecepatan tetesan diatur 2 tetes untuk tiap detik sampai sebagian besar air terdestilasi, kemudian kecepatan destilasi dinaikkan sampai 4 tetes tiap detik. Setelah semua air terdestilasi, bagian dalam pendingin dibilas dengan toluene. Destilasi dilanjutkan selama 5 menit, kemudian tabung penerima dibiarkan mendingin pada suhu kamar. Setelah air dan toluen memisah sempurna, volume air dibacadenganketelitian0,001ml.Selisihkeduavolumeairyangdibacasesuaidengan kandungan air yang terdapat dalam bahan yang diperiksa kadar air dihitung dalam persen (v/b) (Kemenkes RI, 1995).


% Kadarair=𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑎𝑘ℎ𝑖𝑟−𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒𝑎𝑤𝑎𝑙
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙

𝑋100



PenetapanKadarSariLarutDalamAir

Sebanyak5gserbuksimplisiadimaserasidengan100mLair-kloroforomP(2,5 ml.kloroforomdalam1000ml.aquadest)selama24jammenggunakanlabubersumbat sambil sekali-sekali dikocok selama 6 jam pertama, kemudian dibiarkan 18 jam. Disaring, 20 ml. filtrat diuapkan sampai kering dalam cawan penguap yang berdasar ratakemudiansisadipanaskanpadasuhu105°Csampaibobottetap.Kadarpersensari yang larut dalam air dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara (Ditjen, 1979).


%Kadarsarilarutdalamair=𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡𝑠𝑎𝑟𝑖 𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡𝑎𝑖𝑟 (𝑔)
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙(𝑔)

𝑥100
20

𝑥100%

PenetapanKadarSariLarutDalam Etanol
[image: ]Sebanyak5gserbukyangtelahdikeringkandiudara,dimaserasiselama24jam dengan 100 ml. etanol (96%) dalam labu tersumbat sambil sesekali-kali dikocok selama 6 jam pertama, kemudian dibiarkan selama 18 jam. Disaring, 20 ml. filtrate diuapkan sampai kering dalam cawan penguap yang berdasar rata kemudian sisa dipanaskan pada suhu 105 °C sampai bobot tetap. Kadar persen sari 5 g serbuk simplisiadimaserasidengan100mLair-kloroforomP(2,5ml.Kloroforomdalam1000 ml. Aquadest) selama 24 jam menggunakan labu bersumbat sambil sekali sekali dikocok selama 6 jam pertama, kemudian dibiarkan 18 jam. Disaring, 20 ml. filtrat diuapkan sampai kering dalam cawan penguap yang berdasar rata kemudian sisa dipanaskan pada suhu 105 °C sampai bobot tetap. Kadar persen sari yang larut dalam air dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan di udara (Ditjen, 1979).


%Kadarsarilarutdalametanol =𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡𝑠𝑎𝑟𝑖𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡𝑑𝑎𝑙𝑎𝑚𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙(𝑔)
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑔)

𝑥100
20

𝑥100%


PenetapanKadarAbuTidakLarutAsam

Abuyangdiperolehpadapenetapankadarabutotal,didinginkandengan25ml asamkloridaencerselama5menit,sebagianyangtidaklarutdalamasamdikumpulkan, disaring melalui kertas saring dipijarkan sampai bobot tetap kemudiaan didinginkan dan ditimbang. Kadar abu tidak larut dalam asam dihitung terhadap bahan yang telah dikeringkan diudara (Ditjen, 1979).
%Kadarabutidak larutasam=𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡𝑎𝑏𝑢𝑡𝑖𝑑𝑎𝑘𝑙𝑎𝑟𝑢𝑡𝑎𝑠𝑎𝑚(𝑔)𝑥100%
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙 (𝑔)

Penetapankadarabutotal
[image: ]Sebanyak 2 g sampai 5 g serbuk simplisia ditimbang seksama dimasukkan dalam krus porselin yang telah dipijar dan ditara, kemudian diratakan. Krus dipijar perlahan-lahan hingga arang habis, kemudian didinginkan dan ditimbang sampai diperolehbobottetap.Kadarabutotaldihitungterhadapbahanyangtelahdikeringkan di udara (Ditjen, 1979).
%Kadarabutotal=𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡𝑎𝑏𝑢(𝑔)	𝑥100%
𝐵𝑒𝑟𝑎𝑡𝑆𝑎𝑚𝑝𝑒𝑙(𝑔)

PembuatanLarutanPereaksi

1. PereaksiBouchardat

Sebanyak 4g kalium iodida dilarutkan dalam aquades secukupnya sampai kalium iodide larut sempurna. Kemudian ditambahkan 2 g iodium diaduk sampai larut, lalu volume dicukupkan sampai 100 ml (Ditjen, 1979).
2. PereaksiDragendorf

Campurkan20mllarutanbismuthnitratP40%dalamasamnitratPdengan50 mllarutaniodidaP54,4%hinggamemisahsempurna,ambillarutanjernih(Ditjen, 1979).
3. PereaksiMayer

Sebanyak1,38graksa(II)kloridadilarutkandalam60mlaquades.Padawadah lain dilarutkan kalium iodide sebanyak 5g dalam 10 ml aquades. Dicampurkan kedua larutan kemudian diencerkan dengan aquades hingga volume 100 ml (RI, 1995).

4. PereaksiAsamKlorida 2 N
Sebanyak17mlasamkloridapekatdiencerkandenganaquadessampaivolume 100 ml (Ditjen, 1979).
5. PereaksiNatriumHidroksida2N
[image: ]Sebanyak 8 g natrium hidroksida dilarutkan dalam aquades hingga diperoleh 100 ml (Ditjen, 1979).
6. PereaksiBesi (III)Klorida1%

Sebanyak 1 g Besi (III) Klorida dilarutkan dalam aquades hingga volume 100 ml (Ditjen, 1979).
7. PereaksiLieberman-Bouchardat

Sebanyak5bagianvolumeasamsulfat(p)dicampurkandengan5bagianetanol 95% P, ditambahkan hati-hati asam asetat anhidrat 5 bagian ke dalam campuran tersebut. Kemudian didinginkan (Ditjen, 1979).
8. PereaksiLarutanKloralhidrat

Sebanyak50gkloralhidratpdalamair20 mlaquades(Ditjen, 1979).

PembuatanEkstrakDaunKersen(Muntigiacalabura)

Pembuatan ekstrak menggunakan metode maserasi. Sebanyak 1000 g serbuk simplisia di masukkan kedalam bejana, kemudian dituangkan etanol 70% sebanyak 7500 mL dalam wadah tertutup rapat selama 5 hari terlindungi dari cahaya, sambil seringdiaduk,laludisaringdandiperasdengankainflanelsehinggadidapatmaserat1. Kemudian ampas yang diperoleh dimaserasi kembali dengan etanol 70% sebanyak 2500mLmenggunakanproseduryangsamaselama2hari,sehinggadidapatmaserat
2.Maserat1dan2digabungkansetelahitudipekatkandenganrotaryevaporator

kemudiandiuapkandenganmenggunakanwaterbathdengansuhutidaklebihdari 50°C hingga diperoleh ekstrak kental (Ditjen, 1979).

SkriningFitokimia

[image: ]Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui golongan senyawa kimia yang terdapat dalam daun kersen (Muntinga calabura L).Adapun golongan senyawa yang diperiksameliputipemeriksaansenyawagolonganalkaloid,flavonoid,saponin,tanin, steroid/triterpenoid,danglikosida.Skrinningfitokimiadilakukanterhadapserbukdan ekstrak daun kersen (Muntingia calabura L.).

Pemeriksaanalkaloid

Ditimbang sebanyak 0,5 g serbuk simplisia dan ekstrak daun kersen (Muntinga calabura)ditimbangkemudianditambahkanmasing-masing1ml.asamklorida(HCI) 2 N dan 9 mL aquades, dipanaskan di atas penangas air selama 2 menit, didinginkan laludisaring.Filtratyangdiperolehdipakaiuntukujialkaloid.Kedalam3tabungreaksi dimasukkan 0,5 ml. filtrat. Pada masing-masing tabung reaksi:

a. Ditambahkan2tetespereaksiMayer,reaksipositifditandaidengan terbentuknya endapan berwarna putih atau kuning.
b. Ditambahkan2tetesperaksiBourchardat,reaksipositifditandai dengan terbentuknya endapan berwarna coklat sampai hitam.
c. Ditambahkan 2 tetes pereaksi Dragendroff, reaksi positif ditandai dengan terbentuknya warna merah atau jingga.

Alkaloid dianggap positif jika terjadi endapan atau kekeruhan sedikitnya 2 reaksi dari 3 percobaan diatas (Rahmatullah et al., 2021).

Pemeriksaanflavonoid

[image: ]Sebanyak 1 gram serbuk dan ekstrak dari daun kersen (Muntinga calabura) dimasukkan kedalam erlemayer lalu tambahkan 10 mL. akuades panas, didihkan selama5menitdandisaringdalamkeadaanpanasdenganmenggunakankertassaring. Sebanyak 5 mL. filtrat dimasukkan kedalam tabung reaksi lalu ditambahkan serbuk magnesium dan 1 mL. 39 asam klorida (HCI) pekat dan 2 mL. amil alkohol, dikocok kuatdandibiarkanmemisah.Jikaterjadiwarnamerah,kuningatu jinggapadalapisan amil alkohol menunjukkan adanya flavonoid (Ditjen POM, 1995).

Pemeriksaansaponin

Sebanyak 0,5 gram serbuk dan ekstrak daun kersen (Muntinga calabura) masing-masing dimasukkan kedalam tabung reaksi, lalu ditambahkan 10 ml. akuades panas, didinginkan dan kemudian dikocok kuat-kuat selama 10 menit. Jika terbentuk busa setinggi 1-10 cm yang stabil tidak kurang dari 10 menit dan pada penambahan asamklorida(HCI)2Nbuihtidakhilang,menunjukkanadanyasaponin(DitjenPOM, 1995).

Pemeriksaantanin

Timbang sebanyak 0,5 gram serbuk simplisia dan ekstrak daun kersen (Muntinga calabura) ditambahkan 10 ml akuades, didihkan selama 3 menit lalu dinginkandandisaring.Padafiltratnyaditambah1-2teteslarutanpereaksibesi(III)

klorida 1%. Jika terjadi warna biru atau hijau kehitaman menunjukkan adanya tannin (Ditjen POM, 1995).

Pemeriksaansteroid/triterpenoid

[image: ]Ditimbang sebanyak 1 g serbuk simplisia dari ekstrak daun kersen (Muntinga calabura)masing-masingditambahkan10mL.aquadest.Dimaserasidengan20mLn-heksana selama 2 jam, lalu disaring Filtrat sebanyak 5 mLkemudian diuapkan dalam cawan penguap sampai kering. lalu ditambahkan 20 tetes asam anhidrat dan 1 tetes asam sulfat (H₂SO₄) pekat (pereaksi Liebermann Burchard).Apabila terbentuk warna biru atau biru hijau menunjukkan 40 adanya steroida dan timbul warna merah, merah muda atau ungu menunjukkan adanya triterpenoid (Ditjen POM, 1979).

Pemeriksaanglikosida

Ditimbang sebanyak 3 gram serbuk simplisia dari ekstrak daun kersen (Muntinga calabura) lalu disari dengan 30 mL campuran 7 bagian etanol 96% dan 3 bagianakuades.Selanjutnyaditambahkanasamsulfatpekatkemudiandirefluksselama 10 menit, didinginkan lalu disaring. Diambil 20 mL. filtrat lalu ditambahkan 10 mL akuades dan 10 L. timbal (II) asetat 0,4 M kemudian dikocok, didiamkan selama 5 menit,laludisaring.Filtratdisaridengan20mL.campuranisopropanoldankloroform (3:2) dilakukan berulang sebanyak 3 kali. Selanjutnya diuji sebagai berikut:

1. Diambil sebanyak 1 mL lapisan atas (sari air) diuapkan diatas penangas air. Sisa penguapanditambahkan2mLairdan5tetespereaksiMolisch.Ditambahkanasam

sulfat pekat perlahan-lahan melalui dinding tabung, terbentuk cincin berwarna ungu pada batas kedua cairan menunjukkan adanya komponen gula (glikon).
2. [image: ]Diambilsebanyak1mL.lapisanbawah,diuapkandiataspenangasairdengansuhu tidaklebihdari60°C.Sisapenguapandilarutkandalam2mL.metanol.Selanjutnya ditambahkan 20 tetes asam asetat glasial dan 1 tetes asam sulfat pekat (pereaksi Liebermann-Bouchard), jika terjadi warna biru atau hijau (reaksi Liebermann-Bouchard) menunjukkan adanya komponen non-gula (aglikon) (Ditjen POM, 1995).
PembuatanPointclearEkstrakDaunkersen(MuntingacalaburaL)

FormulasiPointclear

FormulapembuatanPointclearekstrakdaunkersendapatdilihatpadaTabel

3.1berikut:

Tabel3.1FormulasiSediaanPointclear

	Bahan
	F1
	F2
	F3
	FungsiBahan

	EkstrakDaun
Kersen
	2,5%
	5%
	7,5%
	BahanAktif

	Gliserin
	0,5
	1
	1,5
	Humektan

	Polisorbat20
	1,25
	2,5
	3,75
	Surfaktan(Stabilizersdan
Solubilizers)

	Fenoksietanol
	0,5
	0,5
	0,5
	Pengawet

	Etanol
	qs
	qs
	qs
	Pelarut

	Aquadest
	qs
	qs
	qs
	Pelarut

	LarutanBuffer
pH5,5 ad
	100
	100
	100
	Pendapar



ProsespembuatansediaanPointcleardiawalidenganmenimbangsemuabahan yang diperlukan. Ekstrak daun kersen dilarutkan dengan menggunakan etanol. Di dalambeakerglassdimasukkanpolisorbat20danditambahkanaquadeslaludiaduk.

Ditambahkan gliserin dan fenoksietanol kemudian di aduk hingga homogen. Setelah homogen, ditambahkan sedikit demi sedikit ekstrak yang sudah dilarutkan kedalam campuran dan ditambahkan dapar 5,5 ad 100 ml sambil di aduk hingga homogen. Sediaan dimasukkan kedalam wadah.
PembuatanNanopartikel

[image: ]Sediaan dimasukkan ke dalam beaker glass lalu diaduk dengan menggunakan magnetic stirrer dengan kecepatan 1000 rpm selama 6 jam pada suhu kamar hingga homogendanjernih.Setelahsediaandistirrerkemudiandihomogenkanmenggunakan homogenizer selama 5 jam dengan kecepatan 700 rpm kemudian dilakukan sonikasi denganmenggunakanalatsonikatorselama30menit(Ravellianietal.,2021).Sampel sediaan nano Point clear di uji ukuran partikel menggunakan alat PSA/Particle size analyzer.
EvaluasiSediaanNanoPointclear

PemeriksaansediaanPointclearyangdilakukan yaitu:

a. Organoleptis

Pengujian organoleptis pada suatu formulasi dilakukan dengan pengamatan fisik secara langsung meliputi warna, bentuk, dan bau (Ningsih, 2024).
b. Ujihomogenitas

Ujihomogenitasdilakukandengancaramengolesibendakacadengansediaandan menekannya. Uji homogenitas dilakukan untuk memastikan bahan atau kandungan yang digunakan tercampur dengan rata atau tidak terdapat sisa yang belum larut (Ningsih, 2024).

c. Ujiviskositas
[image: ]Pengujian viskositas sediaan dilakukan menggunakan alat viskometer dengan nomor spindel 1 pada kecepatan 60 rpm. Sediaan dimasukkan kedalam gelas kimia. spindelyangtelahterpasangkemudianditurunkanhinggaterendamdalamsediaandan dimulai pemutaran hingga spindel berhenti dan didapatkan hasil. Standar kekentalan formula dalam bentuk larutan adalah <5 cps (Ningsih, 2024).
d. UjipH

Uji derajat keasaman (pH) diukur menggunkan pH meter. Formula dengan persyaratan pH yang baik adalah formula yang memiliki ph sebelum setelah penyimpanan yang sesuai persyaratan pH sediaan topikal yaitu pH 4,5-6,5 (Hikma et al., 2022).
e. UjiIritasi

Dilakukan uji iritasi pada 10 peserta, kemudian formula dioleskan ke area kecil kulit (diameter sekitar 2 cm di lengan bawah bagian dalam) pada kulit manusia dan tunggu minimal 30 menit. Perhatikan tanda-tanda iritasi, seperti kemerahan dan gatal (Hainil et al., 2025).
f. Cyclingtest

Metode Cycling test ini merupakan pengujian simulasi adanya perubahan suhu setiap harinya pada kondisi suhu dan kelembaban tertentu yang mengakibatkan perubahan kondisi pada formulasi. Sediaan disimpan pada suhu 2oC 1x24jam dilanjutkandengan meletakkansampelpadasuhu40oC1x24jam(1siklus).Pengujian dilakukansebanyak6siklusdandiamatiperubahanfisikdarisediaannanoPointclear

padaawaldan akhir siklus yangmeliputi organoleptis,viskositas, danpH (Estikomah et al., 2023).
UjiAktivitasAntibakteriSediaanNanoPoint clear

SterilisasiAlat

[image: ]Peralatan yang digunakan disterilkan terlebih dahulu. Peralatan plastik dan peralatankacayang mempunyaiskaladibungkus dengankertasperkamendisterilkan dalam autoklaf pada suhu 121oC selama 15 menit, peralatan kaca tidak berskala disterilkan dalam oven pada suhu 170oC hingga 180oC selama 2 jam, jarum ose dan pinset disterilkan dengan cara dipijarkan diatas lampu spiritus. Sebelum mulai, meja dibersihkan dari debu dan di lap dengan menggunkan desinfektan 15 menit sebelum digunakan.

PembuatanMedia

a.MediaMuellerHintonAgar

Sebanyak 3,8 g media agar muller hinton dilarutkan dalam 100ml air suling yang telah dipanaskan sampai larut. Media disterilkan menggunakan autoklaf selama 15 menit dengan suhu 121oC. Dilakukan pendinginan lalu ditempatkan dalam cawan petri dan disimpan didalam lemari es (Fitriawati et al., 2024).

PembuatanNacl 0,9%

Sebanyak 0,9 g Nacl ditimbang, kemudian dimasukkan ke dalam beaker glass dan ditambahakn aquadest sebanyak 100 ml, diaduk hingga homogen. Kemudain dimasukkan ke dalam 5 tabung reaksi dan masing-masing berisi 9ml.

PembuatanlarutanMcFarland0,5
[image: ]Standar kekeruhan untuk suspensi bakteri yang diuji digunakan larutan Mc Farland.LarutanMcFarland0,5dibuatdenganmelarutkan0,05mllarutanBaCl21% dan9,95mllarutanH2SO41%.Larutantersebutkemudiandivortexhinggatercampur secara sempurna (Rizki et al., 2021).
PeremajaanBakteri

Bakteri Propionibacterium acnes dan Staphylococcus aureus diisolasi dari kulturmurnimenggunakanjarumosesteril,kemudiandiinokulasidalammediaMHA dengancaramenggoresnyadenganbentukzig-zag.Diinkubasidenganwaktu1x24jam pada suhu ruangan yaitu 37oC dalam inkubator (Fitriawati et al., 2024).
Pembuatansuspensibakteri uji

Bakteri uji dari hasil peremajaan agar miring diambil dengan kawat ose steril laludiinokulasikedalamtabungyangberisi10mllarutanNaCl0,9%hinggadiperoleh kekeruhan yang sama dengan standar kekeruhan larutan McFarland 0,5. Perlakuan yang sama dilakukan pada setiap jenis bakteri uji (Fitriawati et al., 2024).

Uji Antibakteri Nano Point clear Ekstrak Daun Kersen Terhadap Propionibacterium acnes danStaphylococcus aureus
Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan menggunakan metode difusi cakram. Dimulai dengan menginokulasi suspensi bakteri uji pada permukaan media Mueller Hinton Agar menggunakan cotton swab steril. Cotton swab steril dicelupkan kedalamsuspensibakteriyangtelahdisamakankekeruhannyadenganstandarMc

[image: ]Farland, kemudian digoreskan pada cawan petri yang berisi media agar yang telah memadat dan dibiarkan mengering selama beberapa menit. Kemudian kertas cakram yang berukuran 6 mm diteteskam formulasi nano point clear dengan berbagai konsentrasi hingga jenuh. Lalu kertas cakram ditempatkan di atas permukaan media menggunakan pinset sesuai dengan posisi yang diinginkan. Cawan petri diinkubasi selama 1x24 jam pada suhu 37oC dalam inkubator. Setelah diinkubasi, zona hambat yang terbentuk diukur menggunakan jangka sorong dengan melihat daerah bening disekitar cakram yang menunjukkan adanya zona hambat terhadappertumbuhan bakteri (Rizki et al., 2021).
Analisis Data

Data yang diperoleh dari hasil pengukuran diameter daya hambat nano point clear ekstrak etanol daun kersen (Muntingia calabura L.) terhadap pertumbuhan bakteri Propionibacterium acnes dan Staphylococcus aureusdengan metode difusi cakram, dilakukan pengolahan data dengan pengujian menggunakan metode anova.
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