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BAB III  

METODE PENELITIAN 

 

3.1 Jenis Penelitian 

Je inis peineilitian yang diteirapkan adalah pe ine ilitian laboratoriuim 

e ikspeirime intal deingan de isain pe ine ilitian post-teist only control de isign. 

Pe ine ilitian ini beirtuijuian uintuik me ingide intifikasi khasiat antibakteiri 

Staphylococcus auireiuis dari eikstrak me itanol dauin Balik Angin (A. incana 

(Roxb.) Teiijsm. & Binn. e ix Kuirz) yang dieikstraksi deingan me itode i soxhleit 

me ingguinakan me itode i difu isi suimuiran. 

Pada peine ilitian ini, khasiat antibakteiri eikstrak me itanol dauin Balik 

Angin diuiji me ingguinakan de ilapan konse intrasi e ikstrak, yaitui 0,2%, 0,4%, 

0,8%, 1,6%, 3,2%, 6,4%, 12,8%, dan 25,6 de ingan kontrol positif klindamisin 

dan kontrol ne igatif Na-CMC 0,5% teirhadap bakteiri S. auire iu is. Peinguijian ini 

me ingguinakan me itode i su imuiran dan die ikstraksi de ingan me itanol se ibagai 

pe ilaruit me itode i soxhleit. Pe inguijian dilakuikan se ibanyak tiga kali, beirdasarkan 

ruimuis Fe ide ireir yaitui (n-1)(t-1) ≥ 15, yang mana (t) adalah ke ilompok dan (n) 

adalah juimlah minimal pe inguilangan (Ariyani, 2022). 

Pe irhituingan juimlah minimal pe inguilangan :  

(n-1) (t-1)   15 = (n-1) (10-1)   15 

 = (n-1) 9   15 

= 9n – 9   15 

= 9n   15 + 9 

= 9n   24 

= n   
  

 
 

= n   2,666 = 3  

S 

37 
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3.2 Waktu dan Tempat Penelitian 

Laboratoriuim Farmakognosi dan Mikrobiologi Fakuiltas Ilmui 

Ke ise ihatan Uinive irsitas Muihammadiyah Palangka Raya me injadi lokasi 

pe ine ilitian ini. Peine ilitian beirlangsuing seilama 6 builan, muilai dari Januiari 2024 

hingga Juini 2024. 

3.3 Populasi dan Sampel 

Tuimbuihan Balik Angin me injadi popuilasi dalam pe ine ilitian ini serta 

digunakan dauin Balik Angin seibagai sampe il. 

3.4 Variabel Penelitian 

Pe ine ilitian ini dilakuikan dalam be intuik e ikspeirime in, de ingan variabeil-

variabeil yang teirlibat dalam pe ine ilitian ini me ilipuiti: 

3.4.1 Variabel Bebas 

Dalam pe ine ilitian ini, variabeil beibas yang diguinakan me ilipuiti 

konse intrasi e ikstrak me itanol dauin Balik Angin (A. incana (Roxb.) 

Te iijsm. & Binn. eix Kuirz) yaitui 0,2%, 0,4%, 0,8%, 1,6%, 3,2%, 6,4%, 

12,8%, dan 25,6% teirhadap bakteiri S. auire iuis de ingan control positif 

klindamisin, seirta kontrol neigatif Na-CMC 0,5% yang die ikstraksi 

me ingguinakan me itode i soxhleit. 

3.4.2 Variabel Terikat 

Variabeil teirikat dari peine ilitian ini yaitui diame ite ir zona hambat 

e ikstrak me itanol dauin Balik Angin (A. incana (Roxb.) Teiijsm. & Binn. 

e ix Kuirz) teirhadap bakteiri S. auire iuis. 
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3.5 Alat dan Bahan 

3.5.1 Alat 

Pe iralatan yang dipeirluikan uintuik pe ine ilitian ini adalah auitoklaf 

(Hirayama), alat geilas (Pyreix®), bleinde ir (Philips), inkuibator 

(Meimme irt®), jaruim ose i builat (Rofa), jangka sorong (Trickle i Brand), 

mikropipe it (Dragon Lab®), yeillow-tip, ovein (Me imme irt®), pe ingayak 

me ish 40 (MBT®), timbangan digital (Ohauis®), rotary e ivaporator 

(IKA), leimari peindingin (Sharp), buinse in, cawan pe itri (Pyreix®) dan 

wate irbath (Meimme irt®).  

3.5.2 Bahan 

Bahan-bahan yang dipeirluikan uintuik pe ineilitian ini me incakuip 

dauin Balik Angin (A. incana (Roxb.) Te iijsm. & Binn. e ix Kuirz), 

me itanol (CV Pandui Me idika), aluiminiuim foil (Klin Pak), laruitan FeiCl3 

(Meirck®), ace itic anhydridei (Meirck®), kloroform (Me irck®), seirbuik 

magne isiuim (Mg) (Meirck®), asam klorida (HCl) (Meirck®), pe ireiaksi 

Mayeir (Nitra Kimia®), pe ireiaksi Wagneir (Nitra Kimia®), pe ireiaksi 

Drage indroff (Nitra Kimia®), geilatin 1% (Meirck®), seirbuik Na-CMC 

0,5% (Himeidia®), laruitan asam suilfat (H2SO4) (Meirck®), laruitan 

BaCl2 (Meirck®), seirbuik Brain Heiart Infuision (BHI), seirbuik Manitol 

Salt Agar (Meirck®), se irbuik Muieilleir Hinton Agar (Oxoid®), 

aquiade ist, laruitan garam fisiologis (NaCl) 0,9% (PT Widatra Bakti®), 

biakan bakte iri S. auire iuis, dan cakram uiji antibiotik klindamisin 

(Oxoid®). 
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3.6 Prosedur Penelitian 

3.6.1 Pemilihan dan Pengambilan Simplisia 

Dauin hijaui se igar dari pohon Balik Angin yang masih beirada di 

pohon teirse ibuit dipilih uintuik diguinakan dalam pe ine ilitian ini, deingan 

buididaya tuimbuih pada lahan teirbuika dan te irkeina cahaya yang 

dipeiroleih dari Gu inuing Tahuira, Kota Banjarbarui, Provinsi Kalimantan 

Se ilatan. 

3.6.2 Determinasi Daun Balik Angin (A. incana (Roxb.) Teijsm. & 

Binn. ex Kurz) 

Sampe il Balik Angin dideiteirminasi di Balai Peine ilitian 

Te iknologi Bahan Alam, Le imbaga Ilmui Pe inge itahuian Indoneisia (LIPI) 

di Bogor me ilakuikan de iteirminasi uintuik me imastikan ideintitas tanaman 

teirse ibuit. Hasil deite irminasi me inuinjuikkan bahwa tuimbuihan yang 

diguinakan dalam pe ine ilitian ini adalah spe isieis dari famili 

Rhamnace iae i. 

3.6.3 Pembuatan Simplisia Balik Angin (A. incana (Roxb.) Teijsm. & 

Binn. ex Kurz) 

Sampe il tuimbuihan yang dipeiroleih dilakuikan sortasi basah, 

pe incuician, pe irajangan dan peinge iringan teirhadap dauin Balik Angin. 

Dauin dike iringkan dalam ruiangan yang tidak te irkeina sinar matahari 

langsuing (Fuie inteis eit al., 2020). Simplisia keiring disortasi uintuik 

me inghilangkan kotoran dan bagian dauin yang tidak diinginkan. 

Simplisia keimuidian dihaluiskan me ingguinakan bleinde ir sampai me injadi 
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se irbuik, lalui diayak deingan uikuiran 40 me ish uintuik me impe irole ih seirbuik 

simplisia (Sandra eit al., 2022).  

% Re inde ime in simplisia = 
               

                  
         (Aprillinia, 2022). 

3.6.4 Pembuatan Ekstrak Metanol Balik Angin (A. incana (Roxb.) 

Teijsm. & Binn. ex Kurz) 

Se irbuik simplisia dauin Balik Angin keimu idian ditimbang 

se ibanyak 50 g lalui dibuingkuis me ingguinakan keirtas saring yang uijuing-

uijuingnya teilah diikat. Se irbuik teirse ibuit dimasuikkan ke i dalam alat 

soxhleit uintuik dieikstraksi me ingguinakan 358 mL pe ilaruit me itanol pada 

suihui 50°C (Rosyada, 2022). Eikstrak cair yang dipeiroleih ke imuidian 

diuiapkan me inggu inakan rotary eivaporator dan wate irbath pada suihui 

50°C hingga me incapai bobot teitap. Se iteilah proseis ini, e ikstrak 

disimpan pada suihui kamar. (Ahme id e it al., 2019).  

% Re inde ime in Eikstrak = 
              

               
         (Aprillinia, 2022).  

3.7 Skrining Fitokimia Balik Angin (A. incana (Roxb.) Teijsm. & Binn. ex 

Kurz) 

a. Uji Fenol 

Dalam 2 mL pe ilaruit, 0,1 g sampe il dilaruitkan. Ke imuidian, be ibe irapa 

teite is laruitan Fe iCl3 10% ditambahkan. Jika ada warna hijaui, me irah, uingui, 

birui, ataui hitam, itui me inuinjuikkan bahwa ada fe inol (Ramadhan e it al., 

2020a). 
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b. Uji Flavonoid 

0,1 g sampe il dilaruitkan dalam 2 mL pe ilaruit, keimuidian 

ditambahkan duia teiteis NaOH 10% dan dikocok deingan kuiat. Adanya 

flavonoid me inuinjuikkan pe iruibahan warna yang signifikan me injadi 

kuining, me irah, ataui coklat (Idris, 2017). 

c. Uji Alkaloid 

5 mL HCl ditambahkan ke i 0,1 g sampe il dan dibagi kei dalam tiga 

tabuing. Tambahkan pe ireiaksi Maye ir kei tabuing peirtama, peireiaksi 

Drage indorff ke i tabuing ke iduia, dan pe ireiaksi Wagne ir kei tabuing ke itiga. 

Adanya e indapan kuining di tabuing pe irtama, e indapan coklat di tabuing 

ke iduia, dan e indapan keicoklatan di tabuing ke itiga me inu injuikkan adanya 

se inyawa alkaloid (Ramadhan e it al., 2020b). 

d. Uji Tanin 

0,1 g sampe il dilaruitkan dalam 2 mL pe ilaru it. Seilanjuitnya, 

be ibe irapa te iteis laruitan natriuim klorida dan laruitan ge ilatin 1% 

ditambahkan. Adanya se inyawa tanin me inuinjuikkan teirbeintuiknya eindapan 

puitih (Ramadhan e it al., 2020b). 

e. Uji Saponin 

5 mLair panas dicampuir de ingan 0,1 g sampe il dan dikocok de ingan 

kuiat seilama se ikitar seipuiluih deitik. Jika buisa yang teirbeintuik teitap stabil 

se ilama se ipuiluih me init dan tidak hilang se iteilah peinambahan satui te iteis HCl 

2N, ini me inuinjuikkan adanya seinyawa saponin (Ramadhan e it al., 2020b). 
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f. Uji Steroid-Triterpenoid 

Me ilaluii dinding tabuing, 0,1 g sampe il dicampuir deingan 2-3 Ml 

kloroform, 10 teite is asam ase itat anhidrat, dan 2-3 teiteis H2SO4 (pe ireiaksi 

Lie ibeirman-Buirchard). Warna birui hingga hijaui me inu injuikkan adanya 

steiroid, seidangkan me irah ataui uingui me inuinjuikkan adanya triteirpeinoid. 

(Ramadhan e it al., 2020a). 

3.8 Pengujian Antibakteri Staphylococcus aureus 

S. auire iuis yang dipakai dalam pe ine ilitian yaitui be irasal dari 

Laboratoriuim Fakuiltas Ilmui Ke ise ihatan Uiniveirsitas Muihammadiyah Palangka 

Raya. 

3.8.1 Sterilisasi Alat dan Bahan 

Se imuia pe iralatan yang diguinakan dalam pe ine ilitian haruis 

disteirilkan se isuiai keite intuian yang be irlakui. Alat-alat geilas disteirilkan 

de ingan me imasuikkannya kei dalam ove in pada suihui 170°C se ilama satui 

jam. Me idia disteirilkan de ingan auitoklaf pada suihui 121°C yang 

dipeirtahankan seilama 15 me init, dan jaruim ose i disteirilkan de ingan 

pe imijaran me ingguinakan api buinse in. Uiji mikrobiologi dilakuikan 

se icara aseiptis dan me ija keirja teilah dibeirsihkan de ingan alkohol 

(Arsyad, 2019; Fitriyanti eit al., 2019). 

3.8.2 Pembuatan Larutan Na-CMC 0,5% 

Se irbuik Na-CMC se ibanyak 0,5 g ditimbang dan dilaruitkan 

dalam 70 mL aquiade ist yang dipanaskan. Laruitan ke imuidian dileingkapi 

de ingan aquiade ist dingin sampai voluime i total me incapai 100 mL. 
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Se ilanjuitnya, laruitan disteirilkan me ingguinakan auitoklaf pada suihui 

121°C yang dipeirtahankan seilama 15 me init (Arsyad, 2019). 

3.8.3 Pembuatan Larutan Standar McFarland 0,5 

Laruitan standar McFarland 0,5 disiapkan de ingan 

me incampuirkan 9,95 mL laruitan H2SO4 1% deingan 0,05 mL laruitan 

BaCl2 1%, ke imuidian dikocok hingga teirbeintuik laruitan keiruih (Sandra 

e it al., 2022).  

3.8.4 Pembuatan Variasi Konsentrasi Ekstrak Metanol dari Daun 

Balik Angin (A. incana (Roxb.) Teijsm. & Binn. ex Kurz) 

Laruitan uiji yang diguinakan uintuik pe inguijian aktivitas 

antibakteiri S. auireiuis dibuiat deingan me inge ince irkan eikstrak me itanol 

dauin Balik Angin me injadi beibeirapa keilompok konse intrasi be irtingkat. 

Konse intrasi yang diguinakan antara lain 25,6%, 12,8%, 6,4%, 3,2%, 

1,6%, 0,8%, 0,4% dan 0,2%. Uintuik me imbuiat laruitan konse intrasi 

25,6% deingan cara me inimbang 1,28 g e ikstrak ke imuidian tambahkan 5 

mL laruitan Na-CMC 0,5% geiruis sampai homoge in me ingguinakan 

mortir. Dari kose intrasi 25,6% diambil 2,5 mL laruitan dan masuikan 

pada vial yang beirisi laruitan Na-CMC 0,5% se ibanyak 2,5 mL uintuik 

me impe irole ih koseintrasi 12,8%. Uintuik pe ingeince iran beirikuitnya pada 

konse intrasi 6,4%, 3,2%, 1,6%, 0,8%, 0,4%, dan 0,2%, dilakuikan 

de ingan cara yang sama seipe irti yang teilah dilakuikan seibe iluimnya 

(Suibareing, 2023).  
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3.8.5 Pembuatan Media Brain Heart Infusion (BHI) 

Timbang 1,11 g me idia BHI dan campuirkan de ingan 30 Ml 

aquiadeist dalam tabuing e irleinme iye ir. De ingan me inggu inakan magne itic 

stirreir, laruitan teirse ibuit diaduik hingga homoge in. Se ite ilah itui, auitoklaf 

dipanaskan hingga 121°C yang dipe irtahankan seilama 15 me init uintuik 

me inste irilkan me idia. Meidia yang teilah disteirilkan keimuidian 

dimasuikkan ke i dalam tabuing reiaksi dan dituituip de ingan aluiminiuim 

foil. Meidia cair BHI siap uintuik kuiltuir bakteiri (Orteiz, 2005 dalam 

Uindap e it al., 2017).  

3.8.6 Pembuatan Media Manitol Salt Agar (MSA) 

Me idia MSA disiapkan de ingan me inimbang 11,1 g me idia, 

ke imuidian dilaruitkan dalam 100 mL aquiade ist steiril di tabuing 

e irleinme iye ir. Laruitan teirseibuit dipanaskan hingga seiluiruih kompone in 

me idia laruit (Mamay, 2022). Seilanjuitnya, me idia disteirilkan dalam 

auitoklaf pada suihui 121°C yang dipe irtahankan seilama 15 me init dan 

didinginkan pada suihui kamar se ilama se ikitar 30 me init hingga 

me inge iras, siap diguinakan uintuik pe ire imajaan bakteiri (Fitriyanti eit al., 

2019). 

3.8.7 Peremajaan Bakteri Staphylococcus aureus 

Me idia miring MSA diguinakan uintuik me ire imajakan bakteiri. 

Satui osei S. auireiuis diambil dari ose i steiril yang teilah dibe irsihkan 

me ilaluii pe imijaran. Ke imuidian, osei te irseibuit digoreiskan se icara zig-zag 
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pada peirmuikaan me idia. Se ilama 24 jam, me idia diinkuibasi pada suihu i 

37°C (Fitriyanti eit al., 2019).  

3.8.8 Pewarnaan Gram Bakteri Staphylococcus aureus 

Uintuik ideintifikasi sifat Gram dan morfologi bakte iri, 

pe iwarnaan Gram dilakuikan de ingan cara me inyiapkan seidiaan uilas di 

atas kaca objeik, ke imuidian difiksasi deingan pe imijaran buinse in. 

Pre iparat lalui diteiteisi crystal violeit dan dibiarkan seilama 1-2 me init. 

Se iteilah itui, sisa peiwarna dibuiang dan preiparat dibilas de ingan air 

me ingalir. Preiparat diteite isi laruitan luigol seilama 30 de itik, ke imuidian 

dibilas deingan air. Se ilanjuitnya, alkohol 96% diguinakan uintuik 

me iluintuirkan pe iwarna, diikuiti deingan pe incuician air. Safranin diteiteisi 

dan dibiarkan seilama 2 me init seibe iluim prose is bilas air dilakuikan. 

Se iteilah keiring, preiparat dibeiri teiteisan minyak ime irsi dan dipeiriksa 

me ingguinakan mikroskop deingan pe imbe isaran 10 x 100 (Mahmu idah eit 

al., 2016).  

3.8.9 Pembuatan Suspensi Bakteri Staphylococcus aureus 

Se iteilah inkuibasi, jaruim ose i diguinakan uintuik me ingambil 

biakan S. auire iuis dan dimasuikkan ke i dalam tabuing re iaksi steiril beirisi 

1 mL garam fisiologis (NaCl) 0,9%. Ke ike iruihan dalam tabuing 

dibandingkan de ingan laruitan standar McFarland 0,5 (Fitriyanti eit al., 

2019). 
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3.8.10 Pembuatan Media Mueller Hinton Agar (MHA) 

Me idia MHA se ibeirat 2,28 g dilaruitkan dalam 60 mL aquiade ist 

de ingan peimanasan pada hotplatei. Se iteilah laruit, me idia diste irilisasi 

me ingguinakan auitoklaf pada suihui 121°C yang dipe irtahankan seilama 

15 me init. Se iteilah pe indinginan hingga suihui se ikitar 50°C, me idia dibagi 

ke i dalam 15 cawan pe itri steiril dan didinginkan hingga me inge iras. 

Se iteilah me idia me injadi padat, cawan pe itri disimpan dalam kuilkas 

(Suibareing, 2023).  

3.8.11 Uji Efektivitas Antibakteri Dengan Metode Sumuran 

Pe inguijian eife iktivitas antibakteiri eikstrak me itanol dauin Balik 

Angin dilakuikan me ingguinakan me idia MHA yang teilah disteirilkan, 

ke imuidian bakteiri S. auire iuis diinokuilasi me ingguinakan cotton swab 

steiril. Eikstrak me itanol dauin Balik Angin seibanyak 20 µL dari 

be irbagai konse intrasi dimasuikkan pada seitiap suimuiran me idia MHA. 

Se ibagai kontrol positif diguinakan disk antibiotik klindamisin, dan Na-

CMC 0,5% se ibagai kontrol neigatif yang be irfuingsi seibagai peilaruit 

kontrol sampe il tuimbuihan. Kuiltuir teirse ibuit keimuidian diteimpatkan 

dalam kuilkas pada suihui 2-8°C seilama 14-18 jam agar seinyawa dapat 

be irdifuisi kei dalam me idia. Kuiltuir keimuidian diinkuibasi seilama 24 jam 

pada suihui 37°C. Se ite ilah pe iriodei inkuibasi seileisai, areia hambat diuikuir 

de ingan jangka sorong dan diklasifikasikan seisu iai kateigorinya 

(Fitriyanti eit al., 2019; Ramadhan e it al., 2020). 
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  Pe irhituingan Zona Hambat 

 
Gambar 5. Pe irhituingan Diame ite ir Zona Hambat (Calcuilation 

Formu ila of Inhibition Zone i Diame iteir) 

 

Tabel 2. Kateigori Daya Hambat Bakteiri 

Diameter Zona Hambat (Zona 

Terang) 

Respon Hambatan 

Pertumbuhan 

≥ 20 mm Sangat Kuiat 

10-20 mm Ku iat 

5-10 mm Se idang 

≤ 5 mm Le imah 

Suimbe ir : Nopiyanti eit al., (2016) 

 

3.9 Analisa Data  

Uintuik me imbandingkan pe irbeidaan antara ke ilompok uiji, analisis 

diame ite ir zona hambat dilakuikan me ingguinakan program SPSS yang me ilipuiti 

kontrol positif klindamisin, kontrol neigatif Na-CMC 0,5%, dan beirbagai 

konse intrasi e ikstrak me itanol dauin Balik Angindalam me inghambat 

pe irtuimbuihan bakteiri S. au ire iuis. 

Analisis yang diteirapkan dalam pe ine ilitian ini me ilibatkan uiji 

normalitas Shapiro Wilk dan uiji homoge initas Le iveine i. Data yang be irdistribuisi 

normal dan homoge in akan dianalisis me ingguinakan uiji One i Way ANOVA 

de ingan tingkat ke ipeircayaan 95%. Apabila peirbe idaan signifikan te irdeiteiksi, uiji 

Post Hoc Tuike iy HSD dilakuikan uintuik me ine intuikan peirbeidaan speisifik antara 
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ke ilompok de ingan tingkat keipeircayaan yang sama. Uintuik data yang tidak 

me ime inuihi syarat normalitas ataui homoge initas, uiji Kruiskal-Wallis diguinakan 

se ibagai me itode i nonparame itrik uintuik me ingide intifikasi peirbe idaan signifikan 

antara keilompok variabe il. Seilanjuitnya, uiji Mann-Whitneiy diteirapkan uintuik 

me inge ivaluiasi peirbe idaan antar keilompok de ingan tingkat keipe ircayaan 95%. 
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3.10  Skema Penelitian 

 

 

Tumbuhan Balik Angin (A. 

incana (Roxb.) Teijsm. & 

Binn. ex Kurz) 

Hasil Determinasi 

Ekstrak Metanol Daun 

Balik Angin (A. incana 

(Roxb.) Teijsm. & Binn. 

ex Kurz) 

Skrining Fitokimia 

Fenol Flavonoid 

Tanin Alkaloid 

Saponin Steroid-

Triterpenoid 

Uji Efektivitas Antibakteri 

Uji Difusi Sumuran 

Ekstrak Metanol Daun 

Balik Angin (A. incana 

(Roxb.) Teijsm. & Binn. ex 

Kurz) dengan Variasi 

Konsentrasi 25,6%, 12,8%, 

6,4%, 3,2%, 1,6%, 0,8%, 

0,4% dan 0,2% 

Kontrol 

Positif 

Klindamisin 

 

Kontrol 

Negatif Na-

CMC 0,5% 

 

Diameter Zona Hambat 

Gambar 6. Skema Kerja Penelitian 


