


3.1 Jenis Penelitian

BAB III METODE PENELITIAN

 (
23
)
Jenis penelitian yang dilakukan menggunakan metode secara eksperimental yaitu suatu penelitian yang dilakukan dengan suatu percobaan untuk mengetahui pengaruh yang ada, sebagai akibat dari adanya perlakuan tertentu atau eksperimen dilakukan dengan meneliti percobaan yang dilakukan terhadap uji variabel terikat. Pada penelitian ini dilakukan percobaan terhadap formulasi sabun padat dengan bahan aktif ekstrak biji kapulaga. Sabun yang telah dibuat kemudian dievaluasi sesuai dengan SNI 3532:2016 serta mengetahui efektivitas terhadap bakteri Escherichia coli.
3.2 Waktu dan Tempat Penelitian
3.2.1 Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan pada bulan Maret-Mei tahun 2022.
3.2.2 Tempat Penelitian
Tempat	Penelitian	dilakukan	di	Laboratorium	Kimia	dan Laboratorium Mikrobiologi Politeknik Kesehatan Kemenkes Malang.
3.3 Alat dan Bahan
Alat:

· Grinder
· Pisau
· Maserator
· Waterbath merk Memmert
· Gelas beaker 250 ml merk iwaki
· Neraca analitik merk ohaus
· Batang pengaduk
· Hotplate merk thermo scientific
· Termometer
· Magnetic stirer
· Cetakan sabun
· Oven
· pH meter Eutech pH 700
· 
Baskom
· Gelas ukur 100 ml merk iwaki
· Cawan petri
· Ose
· Pipet tetes
· Erlenmeyer 500 ml merk pyrex
· Desikator
· Vortex
· Penggaris
· Buret 50 ml merk pyrex
· Klem
· Bola hisap
· Statif

· Alat refluks
· Tabung reaksi merk iwaki
· Corong pisah 50 ml merk pyrex Bahan
· Etanol 70% merk OneMed
· Etanol 95% merk OneMed
· Minyak VCO merk Darussyifa
· Minyak sawit merk Bimoli
· NaOH merk Merck
· Asam stearat merk Merck
· Gliserin
· Cocomid-DEA
· Fragrance oil merk Darjeeling
· Vitamin E
· Ekstrak Kapulaga
· Propilen Glikol
· Natrium Hidrogen Karbonat
· H2SO4 merk Merck
· N-heksana
· 
Inkubator
· Corong pisah 500 ml merk pyrex



· Indikator PP
· Aquades
· AgNo3 merk Merck
· K2CrO4 merk Merck
· HCl merk Merck
· Magnesium nitrat merk Merck
· NaCl fisiologis 0,9%
· Bakteri Escherichia coli
· MHA merk Himedia
· HCl merk Merck
· KOH merk Merck
· Larutan Mc Farland





3.4 Variabel Penelitian
Variabel dalam penelitian ini adalah:
1. Variabel bebas: variabel bebas pada penelitian ini adalah formulasi sabun padat dengan variasi konsentrasi ekstrak biji kapulaga yang berbeda-beda yaitu 0%, 5%, dan 10% untuk melihat efektivitas terhadap bakteri Escherichia coli.
2. Variabel terikat: variabel terikat pada penelitian ini adalah hasil uji karakteristik meliputi uji fisika, kimia, dan biologi terhadap sediaan sabun padat.

3.5 Definisi Operasional Variabel
1. Sediaan sabun padat ekstrak biji kapulaga merupakan sediaan sabun padat yang diformulasikan dengan berbagai variasi ekstrak biji kapulaga.
2. Ekstrak biji kapulaga merupakan ekstrak yang diperoleh dari biji kapulaga segar di Desa Gondanglegi Wetan yang diekstrak dengan etanol.
3. Formulasi sediaan sabun merupakan proses pencampuran basis sabun dengan menggunakan ekstrak biji kapulaga dan beberapa bahan tambahan lainnya.
4. Evaluasi sabun merupakan pengujian terhadap sabun yang telah diformulasikan dengan varian ekstrak biji kapulaga meliputi uji organoleptik, uji pH, kadar air, uji kestabilitas busa, uji kadar klorida, asam lemak bebas atau alkali bebas, dan uji terhadap bakteri Escherichia coli.
5. Bakteria Escherichia coli merupakan bakteri yang diujikan terhadap sabun mandi padat yang mengandung bahan aktif ekstrak kapulaga.
3.6 Prosedur Penelitian
3.6.1 Preparasi sampel
Sampel merupakan biji kapulaga yang ada di Desa Gondanglegi Wetan Kabupaten Malang. Simplisia yang sudah diperoleh kemudian disortasi basah, kemudian dicuci dengan air mengalir, ditiriskan. Simplisia yang telah ditiriskan dikeringkan di bawah sinar matahari lalu disortasi kering. Simplisia yang telah kering kemudian dihaluskan dengan grinder.
3.6.2 Ekstraksi sampel
Metode ekstraksi kapulaga yang digunakan yaitu maserasi dengan menggunakan pelarut etanol 70%. Sebanyak 100 gram serbuk simplisia dimasukkan ke dalam maserator kemudian ditambahkan 1000 ml pelarut etanol 70%. Dilakukan perendaman selama 8 jam pertama dengan sesekali diaduk, kemudian selama 18 jam. Kemudian di filtrasi dengan menggunakan kertas saring dan dipekatkan dengan menggunakan rotary evaporator.

3.6.3 Uji Pendahuluan Ekstrak
1. Uji organoleptik
Uji organoleptik ekstrak meliputi warna, bau, bentuk, dan rasa.
2. Uji massa jenis ekstrak
Massa jenis ekstrak dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut:
ρ = 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 ek𝑠𝑡𝑟𝑎k (g)
𝑣o𝑙𝑢𝑚e ek𝑠𝑡𝑟𝑎k (𝑚𝑙)
3. Uji kelarutan ekstrak
Uji kelarutan dilakukan dengan cara sebanyak 1 gram ekstrak dicampur dengan aquades sebanyak 10 ml. kemudian dikocok dan diamati kelarutan yang terjadi. Diulangi langkah tersebut dengan menggantikan aquades dengan etanol 95% pa, aseton 98% pa, kloroform 95% pa.
3.6.4 Formulasi Sabun
Formulasi sediaan sabun diperoleh dari Widyasanti (2016) dengan modifikasi. Adapun formulasi dasar sabun adalah sebagai berikut:
Tabel 2. Formulasi Dasar
	Bahan
	Formulasi (%)

	Minyak Sawit
	20

	Asam Stearat
	7

	NaOH 30%
	20,3

	Gliserin
	13

	Cocomid DEA
	1

	Fragrance oil
	0,1

	Akuades
	add


Dibuat 3 macam formulasi sabun dengan 1 formulasi berupa kontrol negatif atau tanpa penambahan ekstrak kapulaga. Adapun formulasi sabun ekstrak kapulaga adalah sebagai berikut:
Tabel 3. Formulasi Sabun

	Bahan
	Formulasi (%)
	Keterangan

	
	F0
	F1
	F2
	

	Minyak Sawit
	20
	20
	20
	Basis Sabun

	Minyak VCO
	10
	10
	10
	Basis Sabun

	NaOH
	25
	25
	25
	Sumber Alkali




	Asam Stearat
	10
	10
	10
	Pengeras Sabun

	Gliserin
	5
	5
	5
	Pelembap

	Propilen Glikol
	0,1
	0,1
	0,1
	Pengawet

	Cocomid-DEA
	8
	8
	8
	Surfaktan

	Ekstrak Kapulaga
	0
	5
	10
	Bahan Aktif

	Akuades
	add
	add
	add
	Sebagai pelarut

	Fragrance Oil
	q.s
	q.s
	q.s
	Pewangi


Keterangan:
q.s : quantum sufficit = secukupnya
3.6.5 Pembuatan sediaan sabun
Pembuatan sediaan sabun padat dilakukan dengan memanaskan terlebih dahulu minyak sawit, dan minyak zaitun pada suhu 60oC selama 15 menit. Jika suhu telah mencapai 70-80oC, ditambahkan NaOH yang telah dilarutkan dengan aquades dan diaduk selama 3-5 menit sehingga terbentuk padatan sabun. Ditambahkan asam stearate yang telah dilelehkan terlebih dahulu lalu ditambahkan gliserin dan Cocomid-DEA hingga terbentuk sabun dasar. Selanjutnya ditambahkan ekstrak biji kapulaga kemudian diaduk hingga benar-benar homogen sekitar 7-10 menit. kemudian ditambahkan fragrance secukupnya dan akuades lalu diaduk lagi sampai homogen. Terakhir dituangkan ke dalam cetakan dan didiamkan selama 24 jam sampai sabun mengeras (Maulana dkk, 2013).
3.6.6 Evaluasi sabun
Evaluasi sabun padat dilakukan dengan sebagai berikut:
1. Persiapan contoh uji
a. Sampel sabun dipotong halus.
b. Sampel dicampur dengan menggunakan spatula dengan seluruh contoh uji dimasukkan ke dalam wadah yang bersih, kering, dan tidak menyerap.
c. Sampel uji disimpan di tempat yang bersih dan kering.
d. Ditutup rapat dan diberi label identifikasi.
2. Pemeriksaan organoleptis sediaan sabun

Pengamatan dilakukan terhadap bentuk, warna, dan aroma (Kementerian Kesehatan RI, 2016).
3. Uji Derajat Keasaman (pH)
Pengujian pH sabun dilakukan dengan menimbang sabun sebanyak 5 gram lalu ditambahkan akuades sebnayak 10 ml. Kemudian diamati pH sabun dengan menggunakan pH meter. Sabun dapat memenuhi kriteria apabila memiliki pH 9-10.
4. Uji Stabilitas Busa
Ditimbang sebanyak 1 gram sabun kemudian dimasukkan ke dalam tabung reaksi yang berisi 10 ml aquades panas. Kemudian dikocok dengan vortex selama 1 menit. Busa yang terbentuk diukur tingginya menggunakan penggaris (tinggi busa awal). Tinggi busa diukur kembali setelah 1 jam (tinggi busa akhir). Nilai stabilitas busa yaitu 60-70% jika didiamkan 5 menit dan nilai tinggi busanya 1,3-22 cm. Stabilitas busa dihitung dengan rumus berikut:
Stabilitas busa (1 jam) = 100% - %busa yang hilang
%Busa yang hilang     = 𝑡i𝑛ggi 𝑏𝑢𝑠𝑎 𝑎w𝑎𝑙−𝑡i𝑛ggi 𝑏𝑢𝑠𝑎 𝑎kℎi𝑟 x 100%
𝑡i𝑛ggi 𝑏𝑢𝑠𝑎 𝑎w𝑎𝑙
5. Kadar air
Ditimbang cawan petri yang telah dikeringkan dalam oven pada suhu (105±2)oC selama 30 menit. Ditimbang sampel sebanyak 5±0,01 gram ke dalam cawan petri yang telah dioven. Dipanaskan dalam oven pada suhu (105±2)oC selama 1 jam. Didinginkan dalam desikator sampai suhu ruang lalu ditimbang.
6. Total Lemak
Sejumlah 5 gram sampel sabun mandi padat dilarutkan dengan 100 mL akuades panas pada suhu (70-80)oC lalu dimasukkan ke dalam corong pisah. Kemudian, sampel dalam corong pisah ditambah dengan beberapa tetes larutan methyl orange dan larutan H2SO4 sebanyak 5 mL berlebih. Sampel diekstraksi sebanyak 3 kali menggunakan pelarut n-heksana 100 mL, 50 mL, dan 50 mL. Ekstrak dikumpulkan dalam gelas piala, kemudian dicuci dengan menggunakan akuades sebanyak 3 kali

pencucian. Pelarut n-heksana diupakan, residu yang terbentuk dilarutkan dalam 20 mL etanol netral 95% kemudian ditambah beberapa tetes indikator PP. Larutan dititrasi dengan larutan KOH alkoholis kemudian dicatat volume yang digunakan. Larutan alkoholis dari hasil titrasi diuapkan, residu yang terbentuk kemudian dipanaskan pada oven dengan suhu (103 ± 2) oC kemudian ditimbang bobotnya sampai mendapatkan bobot tetap.
7. Bahan Tak Larut Dalam Etanol
Dilarutkan 5±0,001 gram sampel dengan 200 ml etanol nertal ke dalam erlenmeyer kemudian ditutup asah dan dipasangkan pendingin tegak, dipanaskan di atas penangas air sampai sabun terlarut seluruhnya. Dikeringkan kertas saring dalam oven dengan suhu 100-105oC selama 30 menit. kertas saring dibiarkan dingin kemudian ditimbang sampai bobot tetap. Kertas saring tersebut diletakkan pada corong di atas labu erlenmeyer yang sudah dirangkai dengan pompa vakum. Dituangkan sabun yang sudah dilarutkan ke kertas saring. Dicuci bahan yang tak larut dalam erlenmeyer pertama dengan etanol netral kemudian dituangkan ke atas kertas saring. Residu pada kertas saring dicuci dengan etanol netral sampai seluruhnya bebas sabun kemudian filtrat yang dihasilkan disimpan. Dikeringkan kertas saring serta residu pada oven dengan suhu 100-105oC selama 3 jam. Ditimbang kertas saring sampai bobot tetap.
8. Alkali bebas atau asam lemak bebas
Filtrat dari penentuan bahan tak larut dalam etanol dipanaskan, masukkan 0,5 ml indikator fenoftalein 1%. Jika larutan tersebut bersifat asam(penunjuk fenolftalein tidak berwarna), titrasi dengan larutan standar KOH 0,1 N sampai timbul warna merah muda yang stabil. Jika larutan tersebut bersifat alkali (berwarna merah), titrasi dengan larutan standar HCl 0,1 N sampai warna merah tepat hilang.
9. Kadar klorida
Dilarutkan sampel sebanyak 5±0,001 gram dengan 300 ml akuades. Kemudian dididihkan jika diperlukan untuk

menyempurnakan pelarutan. Ditambahkan larutan magnesium nitrat berlebih (sekitar 25 ml). Kemudian dititrasi dengan AgNo3 dengan indikator K2CrO4 sampai terbentuk warna merah muda.
10. Lemak tidak tersabunkan
Lima gram sampel sabun ditimbang dan dilarutkan dalam campuran 50 mL etanol netral dan 50 mL natrium hidrogen karbonat. Larutan sampel dipanaskan di atas penangas air tidak lebih dari 70oC lalu dinginkan. Larutan diekstraksi dengan 50 mL larutan n-heksana. Residu yang terbentuk setelah diuapkan lalu dikeringkan dalam oven selama 5 menit. Sampel didinginkan dan ditimbang sampai bobot tetap. Kedalam 10 mL etanol netral sampel dilarutkan lalu ditambahkan beberapa tetes indikator PP kemudian dititrasi dengan larutan standar KOH 0,1N. Setelah titrasi, tambahkan 10 mL larutan standar KOH 2 N. Kemudian dipanaskan selama 30 menit. Sampel diekstraksi dengan n- heksana. Residu hasil penguapan pelarut dikeringkan lalu ditimbang sampai bobot tetap.
3.6.7 Uji sabun terhadap bakteri Escherichia coli
Uji antibakteri sabun dilakukan dengan menggunakan metode Percentage Kill. Pertama dilakukan penentuan Colony Forming Unit (CFU). Ke dalam 10 ml NaCl 0,9% ditambahkan 1 sengkelit Escherichia coli. Lalu dibuat pengenceran dari suspensi bakteri tersebut ke dalam 3 tabung yang berisi NaCl 0,9%. Kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam. Hasil yang didapatkan dibandingkan dengan larutan Mc Farland.
Kedua, dilakukan uji Percentage Kill. Sebanyak 0,5 ml suspensi bakteri dicampurkan dengan 4,5 ml sabun ekstrak biji kapulaga. Setelah 30 detik, sebanyak 1 ml suspensi bakteri dan sabun ektrak kapulaga dimasukkan ke dalam tabung A yang berisi 9 ml akuades dan dibuat 3 kali pengulangan. Kemudian tabung-tabung tersebut divortex. Lalu 1 ml suspensi dari tiap tabung dituang ke dalam cawan petri steril serta dituangkan media MHA cair ke dalam cawan petri tersebut. Diinkubasi

selama 24 jam pada suhu 37 oC. Dihitung jumlah koloni yang tumbuh dan dihitung rata-ratanya. Sebagai kontrol, sebanyak 0,5 ml suspensi bakteri dicampurkan dengan 4,5 ml akuades, lalu dilakukan prosedur seperti di atas. Kemampuan sabun ekstrak kapulaga dalam menghambat pertumbuhan Escherichia coli dilihat dengan menghitung Percentage Kill dengan rumus:
Percentage Kill = (𝐶−𝑋) x 100 %
𝐶
Keterangan:
C : jumlah koloni kontrol
X : jumlah koloni yang diteliti
Hasil Percentage Kill yang baik adalah ≥90%


3.7 Pengolahan, Penyajian, dan Analisis Data
a. Pengolahan Data
Data yang diperoleh dan diolah pada penelitian ini adalah parameter pengujian sabun mandi padat sesuai dengan SNI 3532:2016 dan hasil pengujian terhadap bakteri Escherichia coli.
b. Penyajian Data
Data yang diperoleh disajikan dalam bentuk tabel sebagai berikut:
-	Hasil evaluasi pengujian kimia sabun mandi padat
Tabel 4. Hasil Evaluasi Sabun

	No.
	Kriteria Uji
	Satuan
	Hasil F0
	Hasil F1
	Hasil F2

	1.
	Kadar air
	% fraksi
massa
	3,3
	3,03
	2,8

	2.
	Total lemak
	% fraksi
massa
	25,8
	22,2
	34,5

	3.
	Bahan tak
larut dalam etanol
	% fraksi massa
	0,75
	1,96
	2,32

	4.
	Alkali bebas
	% fraksi
massa
	0,8
	1,28
	1,4




	5.
	Kadar klorida
	% fraksi
massa
	0,22
	0,14
	0,1

	6.
	Lemak tidak
tersabunkan
	% fraksi
massa
	0,45
	0,39
	0,42


-	Hasil pengujian sabun ekstrak kapulaga sebagai antibakteri terhadap
Escherichia coli.
Tabel 5. Hasil Uji Antibakteri

	No.
	Konsentrasi kapulaga dalam sabun
	Hasil Percentage Kill

	1.
	0%
	98,3

	2.
	5%
	98,8

	3.
	10%
	99,2


c. Analisis Data
Data analisis yang digunakan yaitu metode analisis deskriptif. Data disajikan dalam bentuk tabel, grafik, atau gambar berupa narasi sesuai dengan hasil yang didapatkan. Analisis deskriptif ini digunakan untuk menganalisis data hasil karakteristik sediaan sabun dengan membandingkan hasil penelitian dengan metode standar.
